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HPLC-DAD 法测定 2-氨基吡啶原料药中有关物质 

张绿茵 1，兰为环 1，刘朋 2，王歆 1，唐海 1* 
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摘  要：目的  建立高效液相色谱法（HPLC）-二极管阵列检测器（DAD）法测定 2-氨基吡啶原料药中的有关物质。方法  

使用 Waters XBridge C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为 10 mmol/L 磷酸氢二钾（磷酸调 pH 值至 7.5）–甲醇，

梯度洗脱；检测波长为 225 nm（2,4-二氨基吡啶、2,6-二氨基吡啶）、260 nm（4-氨基吡啶）；体积流量 1.0 mL/min；柱温为

35 ℃；进样量：10 μL。结果  4-氨基吡啶、2,4-二氨基吡啶、2,6-二氨基吡啶在 0.01～2.00、0.01～2.00、0.06～2.00 μg/mL

线性关系良好。4-氨基吡啶、2,4-二氨基吡啶、2,6-二氨基吡啶的平均回收率分别为 99.6%、97.5%、102.7%，RSD 值分别为

4.6%、2.6%、3.5%。结论  建立的方法操作简便、准确、灵敏度高、专属性强，可用于 2-氨基吡啶原料药的质量控制。 
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Abstract: Objective  To establish an HPLC-DAD method for the determination of related substances in 2-aminopyridine active 

pharmaceutical ingredients. Methods  The analysis was performed on an Waters XBridge C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm). 

The mobile phase was 10 mmol/L dipotassium phosphate (pH value was adjusted to 7.5 with phosphoric acid) - methanol with gradient 

elution. The detection wavelength was 225 nm (2,4-diaminopyridine and 2,6-diaminopyridine) and 260 nm (4- aminopyridine), the 

flow rate was 1.0 mL/min, column temperature was 35 ℃, and injection volume was 10 μL. Results  The calibration curves of 4-

aminopyridine, 2,4-diaminopyridine, and 2,6-diaminopyridine were linear within the concentration ranges of  0.01 — 2.00, 0.01 — 

2.00, and 0.06 — 2.00 μg/mL, respectively. The average recoveries for 4-aminopyridine, 2,4-diaminopyridine, and 2,6-diaminopyridine 

were 99.6%, 97.5%, and 102.7% with RSD values of 4.6%, 2.6%, and 3.5%, respectively. Conclusion  The method is simple, 

accurate, sensitive, and specific, and can be used for the quality control for 2-aminopyridine active pharmaceutical ingredients. 
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吡啶环上氮原子具有较强的吸电子效应，且吡

啶 α 位基团具有特殊的作用，使吡啶 α 位的衍生物

作为合成子或中间体在有机合成、药物合成中日益

引人瞩目[1]。2-氨基吡啶作为氮杂环类化合物，因其

独特的双亲核结构特点为人们所重视[2]。近年来基

于 2-氨基吡啶的成环反应取得较大发展，可与酮、

醛、酸、多官能团酯类、卤代芳烃等化合物反应，

以构建五元、六元含氮稠杂环[3]。这些合成方法不

仅丰富了有机合成方法学的研究途径，而且在药物

合成和荧光探针等领域有较广泛的应用[4-5]。本研究

根据 2-氨基吡啶的制备工艺和杂质谱特点，采用

HPLC-DAD 双波长、外标法测定 2-氨基吡啶原料中 
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4-氨基吡啶、2,4-二氨基吡啶、2,6-二氨基吡啶，同

时采用自身对照法测定其他有关物质，建立的方法

操作简便、准确、灵敏度高、专属性强，可用于 2-

氨基吡啶原料药的质量控制。 

1  仪器与试药 

UltiMate 3000 型（DAD）高效液相色谱仪

（ Thermo Fisher ， Chromeleon 色谱工作站），

XS105DU 分析电子天平（十万分之一，梅特勒–托

利多仪器厂），MS204S/Z 分析电子天平（万分之一，

梅特勒–托利多仪器厂）；2-氨基吡啶对照品（批号

RH108229，质量分数＞98.5%）、2,4-二氨基吡啶对

照品（批号 ATX525，质量分数＞97%），购自毕得

医药；2,6-二氨基吡啶对照品（批号 C1921112，质

量分数＞98%），购自阿拉丁；4-氨基吡啶对照品（批

号 J1831044，质量分数＞98%），购自阿拉丁；2-氨

基吡啶原料药（批号 20190310 、 20190311 、

20190312），购自安徽星宇化工有限公司；甲醇为色

谱纯（德国 Merk），磷酸氢二钾为分析纯（阿拉丁），

水为二纯水。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件 

Waters XBridge C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5 µm）；流动相为 10 mmol/L 磷酸氢二钾（磷酸调

pH 值至 7.5）（A）–甲醇（B），梯度洗脱[0 min、

95% A→20 min、60% A→30 min、20% A→31 min、

95% A→35 min、95% A]；检测波长为 225 nm（2,4-

二氨基吡啶、2,6-二氨基吡啶）、260 nm（4-氨基吡

啶）；体积流量 1.0 mL/min；柱温为 35 ℃；进样量：

10 μL。在该色谱条件下，各组分的分离度均大于

1.5，理论塔板数均大于 10 000。 

2.2  溶液的制备 

2.2.1  稀释液（空白溶剂） 流动相 A–B（95∶5）。 

2.2.2  对照品溶液Ⅰ  取2-氨基吡啶对照品和4-氨

基吡啶、2,4-二氨基吡啶、2,6-二氨基吡啶对照品各

适量，精密称定，用稀释液溶解并定量稀释，制成

含各组分约为 1 μg/mL 的溶液。 

2.2.3 对照品溶液Ⅱ  取 4-氨基吡啶、2,4-二氨基吡

啶、2,6-二氨基吡啶对照品适量，精密称定，用稀释

液溶解并定量稀释，制成含各组分约为 1 μg/mL 的

溶液。 

2.2.4  供试品溶液  取 2-氨基吡啶原料药适量，精

密称定，用稀释液溶解制成 1 mg/mL 的溶液。 

2.2.5  自身对照溶液  精密量取 2-氨基吡啶原料

药供试品溶液适量，用稀释液定量稀释，制成 1 

μg/mL 的溶液。 

2.2.6  混合溶液  取 4-氨基吡啶、2,4-二氨基吡啶、

2,6-二氨基吡啶对照品和 2-氨基吡啶对照品各适

量，用稀释液制成约 2 μg/mL 的混合溶液。 

2.2.7  供试品加标溶液  取 2-氨基吡啶原料药适

量，精密称定，加入混合溶液适量，用稀释液定量

稀释，制成含 2-氨基吡啶 1 mg/mL 和含 4-氨基吡

啶、2,4-二氨基吡啶、2,6-二氨基吡啶各 1 μg/mL 的

溶液。 

2.3  专属性试验 

2.3.1  选择性试验  分别取 4-氨基吡啶、2,4-二氨

基吡啶、2,6-二氨基吡啶对照品适量，用稀释液分别

制成 10 μg/mL 的溶液，作为各杂质的定位溶液。取

空白溶剂、对照品溶液Ⅰ、供试品溶液（批号

20190312）、供试品加标溶液（批号 20190312），依

次进样，记录色谱图，见图 1。结果表明，空白溶

剂对测定无干扰，各组分之间分离度符合要求。 

2.3.2  破坏试验  取 2-氨基吡啶原料药供试品（批

号 20190312）4 份，各约 25 mg，置入 25 mL 量瓶

中，分别加入 1 mol/L 盐酸溶液 2 mL，水浴 80 ℃

放置 8 h，中和；加入 1 mol/L 氢氧化钠溶液 2 mL，

水浴 80 ℃放置 8 h，中和；加入 3%过氧化氢溶液 2 

mL，水浴 80 ℃放置 1.5 h；加水 2 mL，水浴 80 ℃

放置 8 h，进行酸、碱、氧化和高温破坏；取 2-氨基

吡啶适量于表面皿中，敞口置 4 500 lx 光下照射 2 d

进行光照破坏，取约 100 mg，精密称定，置 100 mL

量瓶中；分别将上述被破环的溶液用稀释液稀释至

刻度，摇匀，进样测定。结果表明 2-氨基吡啶原料

药供试品在高温、酸、碱、氧化、光照条件下均较

稳定，在氧化条件下产生一定降解，各主要降解杂

质之间、杂质与主峰之间均能有效分离，物料平衡

在 90%～110%，说明此法具有稳定性指示能力，适

用于 2-氨基吡啶的检测。 

2.4  检测限和定量限 

取对照品溶液Ⅰ，逐级稀释，当 S/N 约为 10

时，2-氨基吡啶、4-氨基吡啶、2,4-二氨基吡啶、2,6-

二氨基吡啶定量限分别为 0.060、0.010、0.010、0.060 

μg/mL；当 S/N 约为 3 时，2-氨基吡啶、4-氨基吡

啶、2,4-二氨基吡啶、2,6-二氨基吡啶检测限分别为

0.015 0、0.002 5、0.002 5、0.015 0 μg/mL。 
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1-4-氨基吡啶  2-2,4-二氨基吡啶  3-2,6-二氨基吡啶  4-2-氨基吡啶 

1-4-aminopyridine  2-2,4-diaminopyridine  3-2,6-diaminopyridine  4-aminopyridine 

图 1  空白溶剂（A）、对照品溶液Ⅰ（B）、供试品溶液（C）、供试品加标溶液（D）的 HPLC 图谱 

Fig. 1  HPLC chromatograms of blank solution (A), reference substance Ⅰ (B), sample (C), and sample added reference 

substance (D) 

2.5  线性关系考察 

取混合溶液，加稀释液稀释，制成分别含 2-氨

基吡啶、2,6-二氨基吡啶各 0.06、0.60、0.80、1.00、

1.20、2.00 μg/mL 以及含 4-氨基吡啶、2,4-二氨基吡

啶各 0.01、0.60、0.80、1.00、1.20、2.00 μg/mL 的

线性试验溶液，进样测定峰面积值。以质量浓度为

横坐标，峰面积为坐标，绘制标准曲线，计算回归

方程，见表 1。 

 

表 1  线性关系 

Table 1  Linear regression 

成分 回归方程 r 线性范围/(µg·mL-1) 

4-氨基吡啶 Y＝98.757 2 X－0.223 9 1.000 0 0.01～2.00 

2,4-二氨基吡啶 Y＝167.033 2 X－0.393 4 1.000 0 0.01～2.00 

2,6-二氨基吡啶 Y＝23.075 2 X－0.149 7 0.999 9 0.06～2.00 

2-氨基吡啶 Y＝52.131 5 X－0.688 7 0.999 8 0.06～2.00 

 

2.6  回收率试验 

精密称取 2-氨基吡啶原料药样品（批号

20190312）适量，分别制成含各杂质质量浓度分别

为定量限浓度、1.0、1.2 µg/mL 的回收率溶液，进

样测定，记录色谱图，计算回收率。结果 4-氨基吡

啶、2,4-二氨基吡啶、2,6-二氨基吡啶的平均回收率

分别为 99.6%、97.5%、102.7%，RSD 值分别为 4.6%、

2.6%、3.5%（n＝9）。 

2.7  精密度试验 

2.7.1  仪器精密度试验  取对照品溶液Ⅰ，连续进

样 6 次，记录峰面积，结果 4-氨基吡啶、2,4-二氨

基吡啶、2,6-二氨基吡啶、2-氨基吡啶保留时间 RSD

值分别为 0.050%、0.043%、0.026%、0.016%，峰面

积 RSD 值分别为 0.14%、1.3%、0.76%、0.78%。 

2.7.2  重复性试验  对照品溶液Ⅰ和对照品溶液

Ⅱ各配制 1 份，2-氨基吡啶原料药样品（批号

20190312）平行配制 6 份溶液，并依次稀释为对应

的自身对照溶液，共 6 份；2-氨基吡啶原料药样品

（批号 20190312）平行配制 6 份溶液，进样测定，

结果显示，6 份供试品溶液中杂质检出个数一致；6

份供试品加标溶液中，4-氨基吡啶质量分数的 RSD

值为 2.2%，2,4-二氨基吡啶的质量分数 RSD 值为

1.5%，2,6-二氨基吡啶的质量分数 RSD 值为 0.57%。 

2.7.3  中间精密度试验  按 2.7.2 项下各溶液方法

配制，由不同的分析人员、不同时间、不同仪器依

次测定，记录色谱图，结果显示，12 份供试品加标

溶液中 4-氨基吡啶、2,4-二氨基吡啶、2,6-二氨基吡

啶的质量分数 RSD 值分别为 4.5%、1.6%、4.2%。 
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2.8  稳定性试验 

配制空白溶剂、对照品溶液Ⅰ、供试品溶液（批

号 20190312）、供试品加标溶液（批号 20190312），

于室温放置 0、4、8、12、24、48 h，进样测定，记

录色谱图，结果显示对照品Ⅰ溶液中 4-氨基吡啶、

2,4-二氨基吡啶、2,6-二氨基吡啶、2-氨基吡啶峰面

积的 RSD 值分别为 0.41%、0.42%、1.3%、0.34%；

供试品溶液中 4-氨基吡啶质量分数的 RSD 值为

0.28%，其他最大单杂质量分数的 RSD 值为 0.83%；

供试品加标溶液中 4-氨基吡啶、2,4-二氨基吡啶、

2,6-二氨基吡啶峰面积的 RSD 值分别为 0.24%、

0.29%、1.8%。结果表明对照品Ⅰ溶液、供试品溶液

和供试品加标溶液在室温下放置 48 h 稳定。 

2.9  耐用性试验 

配制空白溶剂、对照品溶液Ⅰ、供试品溶液（批

号 20190312）、供试品加标溶液（批号 20190312），

分别考察不同 pH 值（7.5±0.1）、柱温（35±2）℃、

体积流量（1.00±0.05）mL/min、检测波长（225±2、

260±2）nm、不同品牌色谱柱[ Waters XBridge C18

（250 mm×4.6mm，5 μm）、Thermo AcclaimTM 120- 

C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）]，进样测定，记录

色谱图，结果显示对照品溶液中 4-氨基吡啶、2,4-

二氨基吡啶、2,6-二氨基吡啶、2-氨基吡啶峰面积的

RSD 值分别为 4.5%、3.5%、3.1%、2.9%；供试品

溶液中 4-氨基吡啶质量分数的 RSD 值为 0.42%，其

他最大单杂质量分数的 RSD 值为 3.7%；供试品加

标溶液中 4-氨基吡啶出峰时间的 RSD 值为 3.4%，

分离度均大于 1.5，质量分数的 RSD 值为 0.46%；

2,4-二氨基吡啶出峰时间的 RSD 值为 4.0%，分离度

均大于 1.5，质量分数的 RSD 值为 1.1%；2,6-二氨

基吡啶出峰时间的 RSD 值为 3.6%，分离度均大于

1.5，质量分数的 RSD 值为 0.81%。 

2.10  样品测定 

取 3 批 2-氨基吡啶原料药样品，每批配制 2 份，

作为供试品溶液，同时配制空白溶剂、对照品溶液

Ⅰ、对照品溶液Ⅱ、自身对照溶液，进样测定峰面

积值，记录色谱图。采用外标法测定 2-氨基吡啶原

料中 4-氨基吡啶、2,4-二氨基吡啶、2,6-二氨基吡啶，

同时采用自身对照法测定 2-氨基吡啶原料中其他

有关物质，结果见表 2。 

 

表 2  2-氨基吡啶原料药中有关物质的测定结果（n＝2） 

Table 2  Determination of related substances in 2-aminopyridine active pharmaceutical ingredients（n＝2） 

批号 
质量分数/% 

4-氨基吡啶 2,4-二氨基吡啶 2,6-二氨基吡啶 其他最大杂质 

20190310 0.05 0.002 — 0.02 

20190311 0.05 0.003 — 0.02 

20190312 0.05 — — 0.02 

—未检出 

—not detected 

3  讨论 

3.1  检测波长的选择 

4-氨基吡啶的最大吸收波长为 206、267 nm，

2,4-二氨基吡啶的最大吸收波长为 223、263 nm，2,6-

二氨基吡啶的最大吸收波长为 206、234、310 nm，

2-氨基吡啶的最大吸收波长为 195、229、290 nm。

由最大吸收波长可看出，此方法选择单一波长不利

于对杂质的检出，故 4-氨基吡啶选择在 260 nm 波

长下进行检测，2,4-二氨基吡啶、2,6-二氨基吡啶、

2-氨基吡啶和样品中其他杂质均在 225 nm 波长下

进行检测。 

3.2  有机相的筛选 

依次考察了甲醇、乙腈、甲醇–乙腈（45∶55），

由试验结果和色谱图可得，加入乙腈有助于 4-氨基

吡啶、2,4-二氨基吡啶的分离，且对各组分的峰型有

明显改善，但是加入乙腈后，组分保留时间明显提

前，与空白溶剂分不开，故有机相不选用乙腈、甲

醇–乙腈（45∶55）；甲醇作为有机相对各组分的响

应值有明显改善，且各组分之间分离度可满足基线

分离，故选择纯甲醇作为有机相。 

随着人们对 2-氨基吡啶新反应研究的不断深

入，其在多环药物活性分子的合成应用方面会越来

越广泛，本研究关于 2-氨基吡啶原料药中有关物质

的测定方法经过专属性试验、检测限、定量限、线

性、回收率、精密度和耐用性试验等考察，结果表

明该方法操作简便，灵敏度高，检测结果精密、准
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确、可靠。 
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