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摘要  目的: 采用反相高效液相色谱法测定 N - [ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1-氧基 - 2-丙烯基 ] -苯基 ] -乙酰胺含量及其

有关物质。方法: 采用 D iamonsilTM (钻石 ) C
18
( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm )色谱柱, 流动相为甲醇 -乙腈 -水 ( 2B21B77)流速 11 0

mL# m in- 1,检测波长 238 nm。结果: 在本文色谱条件下 N - [ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1-氧基 - 2-丙烯基 ] -苯基 ] -乙酰

胺与有关物质能达到有效分离,在 521 84~ 2111 36Lg# mL- 1范围内线性关系良好, r= 019998; 仪器精密度 RSD为 01 95% ; 方法

重复性 RSD为 112% ;最低检测限 3118 ng。结论:该方法简便、准确、可行,可用于 N - [ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1-氧基 - 2-

丙烯基 ] -苯基 ] -乙酰胺的质量控制。
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中国分类号: R917 文献标识码: A 文章编号: 0254- 1793( 2009) 11- 1793- 04

RP-HPLC determination of content ofN - [ 3- [ 3- ( dimethylam ino) -

1- oxo- 2- propenyl] - phenyl] - lacetam ide and its related substances
*

ZHANG Hong- x ia, HUANG Rong- qing
**
, X IAO B ing- kun, YANG Jian- yun

( Inst itute of Rad iat ionM ed icine, Academ y ofM ilitaryM ed ical Science, Beij ing 100850, Ch in a)

Abstract Objective: A reversed phase high performance liqu id chromatog raphy method for the determ ination o f

content ofN - [ 3- [ 3 - ( d imethylam ino) - 1- oxo- 2- propenyl] - phenyl] - lacetam ide and its related sub-

stances.Methods: The analysis w as performed on D iamonsil C18 reversed - phase analytica l column( 250mm @ 416
mm, 5 Lm); themob ile phase consisted o f am ix ture ofmethanol- acetonitrile- w ater( 2B21B77) at the flow rate w as

110mL# m in
- 1
; The ultrav iolet detection w aveleng th w as set at 238 nm. Results:N - [ 3- [ 3- ( dimethy lam ino) -

1- oxo- 2- propeny l] phenyl] - acetam ide and its related substances cou ld be seperated we l.l The linearity o f the

N - [ 3- [ 3 - ( dimethy lam ino ) - 1- oxo- 2 - propenyl- phenyl] - acetam ide curve w as w ell corre lated ( r=

019998) w ithin the range of 52184- 211136 Lg# mL
- 1
. The instrument precision RSD was 0195%; Themethod precision

RSD was 112%; The detect ion lmi itw as 3118 ng. Conclusion: Themethod appeared to be smi ple, accurate and reproduc-

ible; It can be used to control the quality ofN - [ 3- [ 3- ( dmi ethy lam ino) - 1- oxo- 2- propeny l] - phenyl] - ac-

etam ide.

Key words: RP- HPLC; N - [ 3- [ 3- ( dim ethy lam ino) - 1- oxo- 2- propenyl- pheny l] - acetam ide; assay;

re lated substances; 3- acetam ido- acetophenon

N - [ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1-氧基 - 2-丙

烯基 ] -苯基 ] -乙酰胺是一种重要新药 Indiplon的

中间体,由 3-乙酰氨基苯乙酮经过醇醛缩合, 在酸

的催化下脱水而形成。实验表明:在合成过程中,中

间体 N - [ 3 - [ 3- (二甲基氨基 ) - 1-氧基 - 2 -

丙烯基 ] -苯基 ] -乙酰胺很难完全反应, 会带入最

终产物,加之合成新药 Indiplon在放置过程中,很可

能会重新生成 N - [ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1-氧
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基 - 2-丙烯基 ] -苯基 ] -乙酰胺,因此, 测定 N -

[ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1-氧基 - 2-丙烯基 ] -

苯基 ] -乙酰胺不仅能够反应新药 Ind ip lon的含量,

而且是保证合成药品安全性的方法之一。本文建立

了准确快速的反相高效液相色谱法,测定 N - [ 3-

[ 3- (二甲基氨基 ) - 1 -氧基 - 2 -丙烯基 ] -苯

基 ] -乙酰胺含量和有关物质。分析结果表明, 此

方法能够很好地分离 Indiplon、N - [ 3 - [ 3 - (二甲

基氨基 ) - 1-氧基 - 2-丙烯基 ] -苯基 ] -乙酰胺、

3-乙酰氨基苯乙酮以及其他有关物质,可以作为N -

[ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1-氧基 - 2-丙烯基 ] -

苯基 ] -乙酰胺和新药 Ind iplon的质量控制方法。

1 仪器和试药

W aters 2695- 2996型高效液相色谱仪; 二极管

阵列检测器; Empow er数据处理系统; 色谱柱: D ia-

monsil
TM
(钻石 ) C18 ( 250mm @ 416 mm, 5 Lm); 乙腈

(色谱纯,天津西华 ); 甲醇 (色谱纯, 天津西华 ) ;水

(纯净水 ); Ind ip lon对照品 (含量: 9919% ,军事医学

科学院放射与辐射医学研究所自制 ) ;N - [ 3- [ 3-

(二甲基氨基 ) - 1- 氧基 - 2- 丙烯基 ] -苯基 ] -

乙酰胺对照品 (含量: 9917% ,军事医学科学院放射

与辐射医学研究所自制 ); 3-乙酰氨基苯乙酮对照

品 (含量: 9918%,军事医学科学院放射与辐射医学

研究所自制 ) ; N - [ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1-氧

基 - 2-丙烯基 ] -苯基 ] -乙酰胺供试品 (自制,批

号分别为 20070901, 20070902, 20070903)。

2 方法与结果

211 溶液制备

21111 对照品溶液  取N - [ 3- [ 3- (二甲基氨基 )

- 1-氧基- 2-丙烯基 ] -苯基 ] -乙酰胺对照品约

13mg,精密称定,置 100mL量瓶中,加流动相溶解并稀

释制成每 1mL中约含 0113mg的对照品溶液,即得。
21112 供试品溶液: 取 N - [ 3 - [ 3 - (二甲基氨

基 ) - 1-氧基 - 2-丙烯基 ] -苯基 ] -乙酰胺供试

品约 13 mg,精密称定,置 100mL量瓶中,加流动相

溶解并稀释至刻度, 摇匀, 0145 Lm微孔滤膜过滤,

取续滤液作为供试品溶液,即得。

212 色谱条件与系统适用性试验  色谱柱: D ia-

monsil
TM
(钻石 ) C18 ( 250mm @ 416 mm, 5 Lm)柱;流

动相: 甲醇 - 乙腈 - 水 ( 2B21B77) ; 流速 110 mL#
m in

- 1
;检测波长 238 nm; 进样量 10 LL;柱温: 室温。

理论塔板数以N - [ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1-氧

基 - 2-丙烯基 ] -苯基 ] - 乙酰胺计不低于 5000,

对称因子 1113, 且在 30 m in内检测完成。按上述色

谱条件,将 10 LL对照品溶液、供试品溶液分别进

样, N - [ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1-氧基 - 2-丙

烯基 ] -苯基 ] - 乙酰胺峰的保留时间为 9 m in左

右, 主成分与有关物质峰能得到良好分离,分离度大

于 2。对照品和供试品的色谱图见图 1。

图 1 HPLC图谱

F ig 1 HPLC chrom atogram s

A. N - [ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1-氧基 - 2- 丙烯基 ] -苯基 ] -

乙酰胺对照品 (N - [ 3- [ 3- ( dmi ethy lam ino) - 1- oxo- 2- propenyl-

phenyl] - acetam ide reference substan ce)

B. 3-乙酰氨基苯乙酮对照品 ( 3- acetam ido- acetoph enon referen ce

sub stance)  C. 供试品 ( samp le)

1. N - [ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1- 氧基 - 2-丙烯基 ] -苯基 ] -

乙酰胺 (N - [ 3- [ 3- ( d im ethy lam ino) - 1- oxo- 2- propenyl] -

ph enyl] - acetam id e)  2. 3-乙酰氨基苯乙酮 ( 3- acetam ido- aceto-

ph enon)  3~ 6.有关物质 ( related sub stances )

213 线性关系考察
[ 1]
取对照品约 26mg, 精密称

定,置 100mL量瓶中,加流动相溶解并稀释至刻度,

摇匀,作为对照品储备液。精密量取对照品储备液

210, 310, 410, 510, 610, 710, 810 mL,分别置 10mL量

瓶中,加流动相稀释至刻度,摇匀,得一系列浓度的标

准溶液。分别取 10 LL进样测定,记录色谱图,以浓度

C (Lg#mL
- 1
)对峰面积 A进行线性回归,得线性方程:

A = 41180 @104C + 21736 @ 10
5  r= 019998

结果表明, N - [ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1-氧基 -

2-丙烯基 ] - 苯基 ] - 乙酰胺的浓度在 52184 ~
211136 Lg# mL

- 1
范围内与峰面积线性良好。

214 仪器精密度试验 取 / 211110项下对照品溶

液, 连续进样 6次, RSD为 0195%。
215 重复性试验 分别精密称取样品 (批号

20070901) 6份, 按 / 211120项下方法操作, 平均含量
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为 9113%, RSD为 112%。
216 稳定性试验 取 / 2130项下对照品储备液,用

流动相配制相当于N - [ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1-

氧基 - 2-丙烯基 ] -苯基 ] -乙酰胺浓度为 105168,
132112, 158152 Lg# mL

- 1
溶液,在室温条件下放置,

分别在 0, 2, 4, 6, 8, 10 h内进样 10 LL, 按 / 2120项下

的色谱条件测定峰面积, 结果低、中、高 3个浓度峰

面积的 RSD分别为 117%, 115%, 114% ,表明供试

品溶液在 10 h内基本稳定。

217 最低检测限与定量限 精密吸取 / 211110项

下对照品溶液,加流动相逐级稀释成系列浓度,精密

量取 10 LL注入液相色谱仪, 记录色谱图,在信噪比

(S /N )为 3时测得的检测限为 312 ng,在信噪比 ( S /

N )为 10时测得的定量限为 10156 ng。
218 样品含量测定 按 / 2110项下的方法分别制
备对照品溶液和供试品溶液, 分别进样 10 LL, 按外

标法以 峰面积 计算 样品含 量, 结 果批 号为

20070901, 20070902, 20070903的样品含量 ( n = 2)

分别 91133%, 91126%, 91145%。
219 有关物质测定 为控制 N - [ 3- [ 3 - (二甲

基氨基 ) - 1-氧基 - 2-丙烯基 ] -苯基 ] -乙酰胺

质量, 保证用药安全,应检查有关物质, 供试品溶液

的色谱图中如显有关物质峰,其中 3- 乙酰氨基苯

乙酮采用外标法控制质量; 因其他有关物质对照品

难以获得,所以采用自身对照法控制质量。

21911 3-乙酰氨基苯乙酮测定方法 取 3-乙酰

氨基苯乙酮对照品约 13 mg, 精密称定, 置 100 mL

量瓶中,用流动相溶解并稀释至刻度,摇匀,作为3-

乙酰氨基苯乙酮对照溶液; 按 / 2120项下的色谱条
件实验,精密量取 3-乙酰氨基苯乙酮对照溶液 10

LL注入液相色谱仪,调节检测灵敏度,使主成分色

谱峰的峰高约达满量程的 20%。分别精密量取 3-

乙酰氨基苯乙酮对照品溶液和 / 211120项下供试品
溶液各 10 LL分别注入液相色谱仪, 记录色谱图至

主峰保留时间的 2倍, 见图 1。检测样品 3批

( 20070901, 20070902, 20070903) , 3-乙酰氨基苯乙

酮含量分别为 8173%, 8170% , 8174%。结果表明:

样品中 3-乙酰氨基苯乙酮含量在 8172%左右。
21912 其他有关物质测定方法 精密取 / 211120

项下供试品溶液适量, 加流动相溶解并稀释成浓度

1130 Lg# mL
- 1
的溶液 (约为 / 211120项下供试品溶

液浓度的 1% ),作为自身对照溶液,按 / 2120项下的

色谱条件实验,精密量取自身对照溶液 10 LL注入

液相色谱仪,调节检测灵敏度, 使主成分色谱峰的峰

高约达满量程的 20%, 精密量取自身对照溶液与

/ 211120项下供试品溶液各 10 LL分别注入液相色

谱仪,记录色谱图至主峰保留时间的 2倍, 见图 1。

按照 1% 自 身 对 照法 计 算 样 品 ( 20070901,

20070902, 20070903)中的有关物质峰面积和 ( 3-乙

酰氨基 苯乙酮除外 ) 分别为 0102%, 0101%,

0101%。结果表明: 样品中有关物质含量在 0101%
左右,证明方法可行。

3 讨论

311 流动相的选择  流动相组成的选择:首先考察

甲醇 -水作为流动相,发现主药与有关物质分离度

不好,且获得的峰形钝、前延严重;后改为乙腈 -水

为流动相,虽达到良好分离, 但保留时间太短 (约 5

m in左右 )。经比较发现流动相中加入甲醇可明显

延长主峰保留时间,而乙腈的加入能改善主药与有

关物质的分离度, 所以为了能达到各峰良好分离且

峰形较好,在乙腈 -水作为流动相的基础上又加入

了少许甲醇,选择甲醇 - 乙腈 -水作为流动相。为

能在适宜的分析时间内完成对主药及有关物质的分

析, 曾采用梯度洗脱,但发现梯度洗脱时基线漂移严

重, 2次进样之间的平衡时间较长 (约 15m in) ,进行

实际测定非常耗时,故放弃梯度洗脱,后在等度洗脱

条件下,降低有机相比例至 23% , 药物及有关物质

在 30 m in内能完全出峰,且能达到良好分离。

流动相比例的考察: 在确定甲醇 - 乙腈 -水作

为流动相后,对不同比例进行考察,结果有机相与水

的比例为 23B77时, 主峰在 9m in左右出峰, 且对称

性好、分离度大,已达到了色谱分离的要求, 故选择

流动相的比例为 23B77。同时还比较了不同流速对
分离效果的影响,最后选用流速为 110 mL# m in

- 1
,

该条件保留时间适中、分离效果好。

312 波长的选择 经二极管阵列全波长扫描,得主

药的最大吸收波长为: 23811 nm, 34712 nm; 有关物

质最大吸收波长为: 23314 nm,综合考虑各峰峰高及
峰面积比例,选 238 nm作为检测波长,在此波长条

件下,主药和 3-乙酰氨基苯乙酮及其他有关物质

均有较适宜的峰高响应值。主药与 3-乙酰氨基苯

乙酮的紫外吸收光谱图见图 2。

313 有关物质 3-乙酰氨基苯乙酮的确定 3-乙

酰氨基苯乙酮是N - [ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1 -

氧基 - 2-丙烯基 ] -苯基 ] -乙酰胺合成过程中的

一步中间体,在实际检测过程中, 由于此有关物质与

3-乙酰氨基苯乙酮对照品有相同的紫外吸收,且在

相同浓度、相同色谱条件下, 此有关物质与 3-乙酰
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图 2 紫外图谱

Fig 2 UV spectrogram s

A.N - [ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1-氧基 - 2-丙烯基 ] -苯基 ] -乙

酰胺 (N - [ 3- [ 3- ( dmi ethylam ino) - 1- oxo- 2- propenyl] - phenyl] -

acetam ide)  B13-乙酰氨基苯乙酮 ( 3- acetam ido- acetoph enon)

氨基苯乙酮对照品有完全相同的色谱行为、出峰时间

一致 (约 1015 m in)。为了进一步确保结论的真实可

靠,最后把 3-乙酰氨基苯乙酮对照品与样品混合,结

果显示 1015 m in左右的峰明显增大且无其他杂峰出

现,因此,可以断定此有关物质为 3-乙酰氨基苯乙酮。

314 Indiplon、N - [ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1-氧

基 - 2-丙烯基 ] -苯基 ] -乙酰胺、3-乙酰氨基苯

乙酮及其他有关物质考察 由于 N - [ 3- [ 3- (二

甲基氨基 ) - 1-氧基 - 2-丙烯基 ] -苯基 ] - 乙酰

胺在合成过程中会带入最终产品,且与最终产品 In-

dip lon有相同的紫外吸收光谱 ( Indiplon的紫外吸收

光谱图见图 3) , 为考察在此液相色谱条件下, N -

[ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1-氧基 - 2-丙烯基 ] -

苯基 ] -乙酰胺、有关物质与最终产品 Ind ip lon的分

离情况, 进行了以下试验:取 Ind iplon对照品约 13

mg,精密称定, 置 100 mL量瓶中, 加流动相溶解并

稀释制成每 1 mL中约含 0113 mg的溶液, 作为 In-

dip lon对照品溶液。将 Indiplon 对照品溶液与

/ 211120项下供试品溶液同体积混匀, 作为混合溶

液。按 / 2120项下的色谱条件实验, 分别精密量取

Indiplon对照品溶液与混合溶液各 10 LL注入液相

色谱仪,记录色谱图, 见图 4。结果表明: 此方法能

很好地分离 Indiplon、N - [ 3 - [ 3 - (二甲基氨

基 ) - 1-氧基 - 2-丙烯基 ] -苯基 ] -乙酰胺、3 -

乙酰氨基苯乙酮及其他有关物质, 可以作为 N -

[ 3- [ 3- (二甲基氨基 ) - 1-氧基 - 2-丙烯基 ] -

苯基 ] -乙酰胺以及新药 Ind ip lon的质量控制方法。
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