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HPLC 法测定塞来昔布胶囊中有关物质 
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摘  要：目的  建立一种有效测定塞来昔布胶囊中有关物质的高效液相色谱法，并进行质量方法学研究。方法  采用 Phenyl-2 
Hypersil 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为甲醇–0.02 mol/L 磷酸二氢钾缓冲液（pH 3.0）（45∶55）；柱温为 40 ℃；

检测波长为 215 nm；体积流量为 1.3 mL/min；进样量为 80 μL。结果  4-[5-(2-甲基苯基)-3-(三氟甲基)-1H-吡唑-1-基]苯磺酰

胺的质量浓度在 1.0～3.0 μg/mL 具有良好的线性关系（r=0.999 6）；检测限（S/N=3）为 0.4 ng。结论  本方法简便准确、重

现性好，精密度高，可有效地检测塞来昔布胶囊中有关物质，并为塞来昔布的检查和方法学研究提供了依据。 
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Determination of related substances in Celecoxib Capsule by HPLC 
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Abstract: Objective  To establish an HPLC method for the determination of related substances in Celecoxib Capsule and to study on 
quality by methodology. Methods  The separation was performed on a Phenyl-2 Hypersil column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm); The 
mobile phase was methanol-0.02 mol/L monobasic potassium phosphate buffer (45∶55, adjusted to pH 3.0 with phosphoric acid) at a 
flow rate of 1.3 mL/min; The detection wavelength was 215 nm. The column temperature was 40 ℃, and the injection volume was 80 
μL. Results  The linear range of 4-[5-(2-methyl phenyl)-3-(triflorine methyl)-1H-pyrazole-1-based] benzene sulfonamide was 
1.0—3.0 μg/mL (r = 0.999 6). The detection limit (S/N = 3) was 0.4 ng. Conclusion  This method is simple, accurate, reproducible, 
and suitable for the determination of related substances in Celecoxib Capsule, which provides a reliable method for the sample 
examination and methodological study on celecoxib. 
Key words: Celecoxib Capsule; 4-[5-(2-methyl phenyl)-3-(triflorine methyl)-1H-pyrazole-1-based] benzene sulfonamide; related 
substances; HPLC 
 

塞来昔布化学名为 4-[5-(4-甲基苯基)-3-(三氟

甲基)-1H-吡唑-1-基]苯磺酰胺，由法玛西亚公司和

辉瑞制药有限公司共同研发，1999 年获得美国 FDA
批准上市，2001 年在中国上市。塞来昔布是环氧酶-2
（COX-2）高选择性抑制剂，是第一个新一代 COX-2
抑制剂，能阻止炎性前列腺素类物质的产生，达到

抗炎镇痛及退热作用[1]；能有效治疗类风湿性关节

炎和骨关节炎，强效缓解关节炎的疼痛和炎症[2]；

还可以预防多种恶性肿瘤，如前列腺癌、肠道癌及

口腔恶性肿瘤等的发生[3-5]。有研究表明与传统非甾

体抗炎药相比，治疗量的塞来昔布对 COX-1 几乎不

抑制，使由于抑制 COX 而引起的胃肠道不良反应

的发生率显著下降[6-8]。制剂中有关物质检查是控制

成品质量的重要指标，然而关于塞来昔布的报道多

见于临床研究。本研究采用 HPLC 法测定塞来昔布

胶囊中有关物质，考察了可能存在的中间体杂质与

主药的分离，并建立了专属性强，准确、可靠的有

关物质检查方法，可有效控制塞来昔布胶囊质量。 
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1  仪器与材料 

LabAlliance 高效液相色谱仪系统，包括 Series 
1500 泵、Spactra 100 紫外检测器、分析之星色谱工 
作站；KQ—2200 型超声波清洗器（昆山市超声波

仪器厂）；BP211D 电子天平（德国赛多利斯公司）；

AB204—E 电子天平（梅特勒–托利多公司）；Elix 
10 纯水系统（美国 Millipore 公司）；GM—0.33 隔

膜真空泵（天津市津腾实验设备有限公司）。 
塞来昔布胶囊（天津药物研究院提供，规格 0.2 

g/粒，批号 20110801、20110802、20110803）；塞来

昔布胶囊（辉瑞制药有限公司进口分包装，商品名

西乐葆，规格 0.2 g/粒，批号 BK1100EE171、
BK10CCEE256）；塞来昔布对照品（天津药物研究

院提供，质量分数 99.6%，批号 DZ-002）；4-[5-(2-
甲基苯基)-3-(三氟甲基)-1H-吡唑-1-基]苯磺酰胺对

照品（天津药物研究院提供，质量分数 99.5%，批

号 LW-001）；甲醇（色谱纯，天津市康科德科技有限

公司）；超纯水（实验室自制）；其余试剂均为分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件及系统适应性试验 

色谱柱为 Phenyl-2 Hypersil 柱（250 mm×4.6 
mm，5 μm）；流动相为甲醇–0.02 mol/L 磷酸二氢

钾缓冲液（pH 3.0）（45∶55）；柱温为 40 ℃；检测

波长为 215 nm；体积流量为 1.3 mL/min；进样量为

80 μL。在此条件下塞来昔布峰与相邻杂质峰达到基

线分离，理论塔板数以塞来昔布峰计应不低于 3 000。 
2.2  杂质对照品溶液的制备 

取杂质 4-[5-(2-甲基苯基)-3-(三氟甲基)-1H-吡
唑-1-基]苯磺酰胺对照品约 100 mg，精密称定，置

于 50 mL 量瓶中，加甲醇充分溶解，并稀释至刻度，

摇匀。精密吸取 5 mL 置 50 mL 量瓶中，加流动相

至刻度，摇匀，即得杂质对照品储备液。精密移取

杂质对照品储备液 0.5 mL，置 100 mL 量瓶中，加

流动相至刻度，摇匀，即得。 
2.3  供试品溶液的制备 

取塞来昔布胶囊 20 粒，倾出内容物，研细，精

密称取适量（约相当于塞来昔布 100 mg），置于 50 
mL 量瓶中，加甲醇充分溶解，并稀释至刻度，摇

匀，滤过。精密量取续滤液 5 mL 置 50 mL 量瓶中，

加流动相至刻度，摇匀，即得。 
2.4  阴性样品溶液的制备 

按处方制备不含塞来昔布的空白辅料样品，按

“2.3”项下方法操作，即得。 

2.5  专属性试验 

取对照品溶液、供试品溶液和阴性样品溶液，

按上述方法进行试验，记录色谱图，见图 1，可以

看出空白辅料对试验结果无影响。 

 

1-杂质  2-塞来昔布 
1-imprity  2-celecoxib 

图 1  空白辅料（A）、对照品（B）、样品（C）和杂质（D）

以及杂质与塞来昔布混合样品（E）的 HPLC 色谱图 
Fig.1  HPLC chromatograms of blank adjuvant (A), 

reference substance (B), sample (C), imprity (D) 
and mixed sample of imprity and celecoxib (E) 

2.6  检测限的测定 
取塞来昔布对照品溶液和杂质对照品溶液，稀

释若干倍，分别进样 80 μL，记录主峰峰高约为基

线噪音 3 倍时的色谱图，计算得塞来昔布的最低检

测限为 400 ng，杂质的检测限为 0.8 ng。 
2.7  线性关系考察 

精密吸取杂质对照品储备液适量，加流动相稀

释制成 1.0、1.6、2.0、2.4、3.0 μg/mL，分别吸取

80 μL 进样，记录峰面积。以质量浓度为横坐标，

峰面积积分值为纵坐标，进行线性回归，回归方程

为 Y=8 380＋2.34×105 X，r=0.999 6。结果表明在

1.0～3.0 μg/mL 时，杂质的质量浓度与峰面积积分

值呈良好的线性关系。 
2.8  精密度试验 

取 4-[5-(2-甲基苯基)-3-(三氟甲基)-1H-吡唑-1-
基]苯磺酰胺对照品溶液连续进样 6 次，记录峰面

积，计算得其 RSD 值为 0.24%。 
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2.9  稳定性试验 
取塞来昔布供试品溶液适量，于室温放置，分

别于 0、1、4、8、12、24 h 进样测定，记录色谱图，

计算得杂质 4-[5-(2-甲基苯基)-3-(三氟甲基)-1H-吡
唑-1-基]苯磺酰胺峰面积的 RSD 值为 0.23%，结果

表明杂质溶液在室温 24 h 内稳定性良好。 
2.10  回收率试验 

按处方量取空白全辅料约 80 mg、塞来昔布样

品 200 mg，共 9 份，分别置 100 mL 量瓶中，取

4-[5-(2-甲基苯基)-3-(三氟甲基)-1H-吡唑-1-基]苯磺

酰胺对照品 160、200、240 mg，精密称定，各 3 份，

分别置上述各量瓶中，制备供试品溶液，在上述色

谱条件下，分别进样测定，记录色谱图，计算得平

均回收率为 99.74%，RSD 值为 0.91%。 
2.11  样品测定 

取各批次塞来昔布胶囊样品，制备供试品溶液，

精密量取 1 mL 供试品溶液，置 100 mL 量瓶中，用

流动相稀释至刻度，摇匀，即得。另按“2.2”项下

方法制备杂质对照品溶液。照以上色谱条件，精密

量取供试品溶液和杂质对照品溶液各 80 μL，分别

进样，记录色谱图至主成分保留时间的 3 倍，供试

品溶液中如有与杂质对照品溶液色谱图中相对应的

峰，按外标法以峰面积计算杂质的质量分数。另精

密量取塞来昔布对照品溶液 80 μL，同法测定。结

果见表 1。 

表 1  塞来昔布胶囊有关物质测定结果 
Table 1  Determination of related substances in Celecoxib 

Capsule 

批  号 杂 质/% 

110901 0.043 

110902 0.048 

110903 0.046 

BK1100EE171 0.035 

BK10CCEE256 0.032 

  
3  讨论 
3.1  色谱柱与流动相的选择 

先试用 C18 色谱柱，甲醇–1%三乙胺磷酸盐缓

冲液（用磷酸或氢氧化钠试液调节 pH 3.0±0.1）
（62∶38）作为流动相，主峰前的杂质峰与主成分峰

重合，不能达到有效分离；采用 Phenyl-2 Hypersil

柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），甲醇–0.02 mol/L
磷酸二氢钾缓冲液（pH 3.0）（45∶55）为流动相，

杂质峰与主成分峰达到有效分离。 
3.2  样品溶液滤过方式考察 

考察了 0.45 μm 滤膜对取塞来昔布胶囊供试品

溶液滤过时吸附的情况，配制同一瓶样品溶液，分

别考察未滤过、滤过后，样品峰面积的变化，结果

0.45 μm 滤膜滤过样品与未滤过样品峰面积基本

相当。 
3.3  已知杂质相对于塞来昔布的校正因子考察 

进行了已知杂质 4-[5-(2-甲基苯基)-3-(三氟甲

基)-1H-吡唑-1-基]苯磺酰胺相对于塞来昔布的校正

因子试验，结果 4-[5-(2-甲基苯基)-3-(三氟甲基)-1H-
吡唑-1-基]苯磺酰胺相对于塞来昔布的校正因子为

0.97。故样品中已知杂质 4-[5-(2-甲基苯基)-3-(三氟

甲基)-1H-吡唑-1-基]苯磺酰胺计算，亦可采用 1%自

身对照方法进行计算。 
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