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HPLC 法测定鲑降钙素鼻用喷雾剂中有关物质 

邢文静，伏圣青，韩晓捷* 

天津市药品检验研究院，天津  300070 

摘  要：目的  建立测定鲑降钙素鼻用喷雾剂中有关物质的 HPLC 方法。方法  使用 Macherey-Nagel Nucleosil 100-5 C18AB

色谱柱（250 mm×4.0 mm，5 μm）；以 0.04 mol/L 四甲基氢氧化铵溶液（用磷酸调 pH 2.5）–乙腈（9∶1）为流动相 A，以

0.04 mol/L 四甲基氢氧化铵溶液（用磷酸调 pH 2.5）–乙腈（4∶6）为流动相 B，梯度洗脱；检测波长为 220 nm；体积流量

为 1.0 mL/min；进样量为 100 μL；柱温为 65 ℃；样品室温度：10 ℃。按加校正因子的主成分自身对照法计算降钙素 C、

N-乙酰半胱氨酰鲑降钙素（杂质 A）、9-D-亮氨酸鲑降钙素（杂质 B）、去-22-酪氨酸鲑降钙素（杂质 C）。结果  降钙素 C 和

鲑降钙素杂质 A、B、C 在 0.20～7.50 μg/mL 线性关系良好，平均回收率分别为 98.1%、98.9%、100.5%、99.7%，RSD 值分

别为 1.6%、1.5%、1.0%、1.1%。杂质 A、B、C 的校正因子均超出 0.90～1.10。结论  方法简便、快速，可作为鲑降钙素鼻

用喷雾剂中有关物质的检测方法。 
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Determination of related substance in Salmon Calcitonin Nasal Spray by HPLC 

XING Wenjing, FU Shengqing, HAN Xiaojie 

Tianjin Institute for Drug Control, Tianjin 300070, China 

Abstract: Objective  To establish an HPLC method for determination of related substance in Salmon Calcitonin Nasal Spray. 

Methods  The separation was performed on Macherey-Nagel Nucleosil 100-5 C18AB column (250 mm × 4.0 mm, 5 μm). The mobile 

phase A was 0.04 mol/L tetramethyl ammonium hydroxide buffer (adjusted with phosphoric acid to pH 2.5) - acetonitrile (9∶1), and 

the mobile phase B was 0.04 mol/L tetramethyl ammonium hydroxide buffer (adjusted with phosphoric acid to pH 2.5) - acetonitrile 

(4∶6), with gradient elution. The detection wavelength was 220 nm, the flow rate was 1.0 mL/min, injection volume was 100 μL, 

column temperature was 65 ℃, and sample temperature was 10 ℃. The contents of calcitonin C and N-acetylcysteine salmon 

calcitonin (impurity A), 9-D-leucine salmon calcitonin (impurity B), and de-22-tyrosine salmon calcitonin (impurity C) were 

determined by principal component self-control with correction factor. Results  The linear ranges of calcitonin C and impurity A, B, 

and C were all 0.20 — 7.50 μg/mL. The average recoveries were 98.1%, 98.9%, 100.5%, and 99.7% with RSD values of 1.6%, 1.5%, 

1.0%, and 1.1%, respectively. The correction factors of impurity A, B, and C were all above 0.90 — 1.10. Conclusion  The method 

is simple, rapid, and can be used for the determination of related substances in Salmon Calcitonin Nasal Spray. 

Key words: Salmon Calcitonin Nasal Spray; calcitonin C; N-acetylcysteine salmon calcitonin; 9-D-leucine salmon calcitonin; de-22-

tyrosine salmon calcitonin; HPLC; principal component self-control with correction factor 

 

鲑降钙素是一种骨代谢调节药，能调节成骨细

胞活性，抑制体内破骨细胞，还能改善患者骨吸收，

适用于骨质疏松症、骨质减少引起的骨痛、畸形性

骨炎、高血钙症和神经营养不良症等[1-5]。鲑降钙素

制剂主要有鲑降钙素注射液、鲑降钙素鼻用喷雾

剂，而鲑降钙素鼻用喷雾剂比鲑降钙素注射液更易

被患者接受。《中国药典》2020 年版二部收载了鲑

降钙素、鲑降钙素注射液和注射用鲑降钙素的质量

标准[6]。在已收载的制剂中有关物质检查项下，对

降钙素 C 进行了限定，并未对其他具体杂质做出要 
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求。现行版《欧洲药典》（EP11）[7]、《美国药典》

（USP43）[8]和《日本药典》（JP18）[9]收载了鲑降钙

素，并且 EP11 中将 N-乙酰半胱氨酰鲑降钙素、9-

D-亮氨酸鲑降钙素、去-22-酪氨酸鲑降钙素作为已

知杂质进行了控制，明确了其限度。鲑降钙素作为

人工合成多肽类药物，具有不稳定、易降解的特点，

需对鲑降钙素产品中杂质进行严格控制[10]。本实验

采用高效液相色谱-加校正因子的主成分自身对照

法测定了鲑降钙素鼻用喷雾剂中杂质，方法准确、

可靠、专属性强，为鲑降钙素鼻用喷雾剂的质量控

制提供参考依据。 

1  仪器与试验 

Waters e2695 高效液相色谱仪，配备 2489 紫外

检测器；梅特勒托利多 XS205 十万分之一电子天平。 

鲑降钙素对照品（批号 140665-201804，质量分

数 89.7%，中国食品药品检定研究院）；降钙素 C 对

照品（批号 140808-201802，质量分数 88.2%，中国

食品药品检定研究院）；N-乙酰半胱氨酰鲑降钙素

（杂质 A，批号 1086210-R06010，质量分数 100%，

USP）；9-D-亮氨酸鲑降钙素（杂质 B，批号 4022-

001A1，质量分数 96.8%，TLC）；去-22-酪氨酸鲑降

钙素（杂质 C，批号 4022-061A1，质量分数 93.5%，

TLC）；鲑降钙素鼻用喷雾剂样品来自瑞士 Future 

Health Pharma GmbH 公司，规格 2 mL∶4 400 IU，

批号分别为 DH100102、DH100103、DH100108；四

甲基氢氧化铵 25%水溶液（分析纯），磷酸（分析

纯），乙腈（色谱纯），超纯水。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件 

Macherey-Nagel Nucleosil 100-5 C18AB 色谱柱

（250 mm×4.0 mm，5 μm）；以 0.04 mol/L 四甲基氢

氧化铵溶液（用磷酸调 pH 2.5）–乙腈（9∶1）为

流动相 A，以 0.04 mol/L 四甲基氢氧化铵溶液（用

磷酸调 pH 2.5）–乙腈（4∶6）为流动相 B，梯度

洗脱（0～30 min，流动相 A 从 72%降至 50%；30～

35 min，流动相 A 从 50%降至 5%；35～45 min，流

动相 A 保持 5%；45～49 min，流动相 A 从 5%增加

至 72%；49～60 min，流动相 A 保持 72%）；检测

波长为 220 nm；体积流量为 1.0 mL/min；进样量为

100 μL；柱温为 65 ℃；样品室温度：10 ℃。 

2.2  溶液的制备 

2.2.1  对照品贮备液的制备  精密称取鲑降钙素、

降钙素 C、杂质 A、杂质 B、杂质 C 对照品各 10 

mg，分别置 20 mL 量瓶中，加流动相 A 溶解，分

别制成 0.5 mg/mL 的对照品贮备液。 

2.2.2  杂质定位溶液的制备  分别精密量取降钙

素 C、杂质 A、杂质 B、杂质 C 对照品贮备液适量，

加流动相 A 稀释，均制成 5 μg/mL 杂质定位溶液。 

2.2.3  系统适用性溶液的制备  分别精密量取鲑

降钙素、降钙素 C、杂质 A、杂质 B、杂质 C 对照

品贮备液各 1 mL，置同一个 100 mL 量瓶中，加流

动相 A 稀释至刻度，即得。 

2.2.4  混合对照品溶液的制备  分别精密量取降

钙素 C、杂质 A、杂质 B、杂质 C 对照品贮备液各

1 mL，置于同一个 100 mL 量瓶中，用流动相 A 稀

释至刻度，制成含各杂质对照品约 5 μg/mL 的混合

对照品溶液。 

2.2.5  供试品溶液的制备  精密称取鲑降钙素鼻

用喷雾剂 5 mL，置 10 mL 量瓶中，加流动相 A 稀

释至刻度，即得。 

2.2.6  自身对照溶液  精密量取鲑降钙素鼻用喷

雾剂 5 mL，置 200 mL 量瓶中，用流动相 A 稀释至

刻度，摇匀，即得。 

2.2.7  空白辅料溶液  按鲑降钙素鼻用喷雾剂的

处方称取各辅料适量，溶解，制备空白辅料溶液。 

2.3  专属性和系统适用性试验 

2.3.1  系统适用性试验  分别取空白辅料溶液、降

钙素 C、杂质 A、杂质 B、杂质 C 杂质定位溶液、

系统适用性溶液、鲑降钙素鼻用喷雾剂供试品溶液

（批号 DH100102）各 100 μL，注入液相色谱仪，记

录色谱图，见图 1。结果显示流动相 A 和空白辅料

对主峰和杂质测定均无干扰；各成分分离良好，鲑

降钙素主峰与杂质 A 分离度为 4.0，符合要求。降

钙素 C、杂质 A、杂质 B、杂质 C 相对保留时间分

别为 0.5～0.6、1.15、0.8、0.9。 

2.3.2  破坏实验  分别取鲑降钙素鼻用喷雾剂 5 

mL，置 10 mL 量瓶中，进行高温（60 ℃放置 6 h）、

强酸（1 mol/L 盐酸溶液 1 mL 放置 1 h，中和）、强

碱（1 mol/L 氢氧化钠溶液 1 mL 放置 10 min，中

和）、强光照（4 500 lx 下照射 48 h）、强氧化（加入

30%双氧水 1 mL 放置 1 h）作用后，分别加流动相

A 稀释至刻度，进样测定。结果鲑降钙素鼻用喷雾

在光照、强酸、氧化条件下相对稳定；在高温条件

下，降钙素 C、杂质 B、杂质 C 有明显增加，杂质

A 略有增加；在强碱条件下，杂质 B、杂质 C 有明

显增加，各主要降解杂质之间、杂质与主峰之间均 
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1-降钙素 C；2-杂质 B；3-杂质 C；4-鲑降钙素；5-杂质 A。 

1-calcitonin C; 2-impurity B; 3-impurity C; 4-salmon calcitonin; 5-impurity A. 

图 1  空白辅料溶液（A）、系统适用性试验溶液（B）和鲑降钙素鼻用喷雾剂（C）HPLC 色谱图 

Fig. 1  HPLC chromatograms of pharmaceutical excipients solution (A), system suitability solution (B), and Salmon 

Calcitonin Nasal Spray (C) 

能有效分离，且物料平衡，说明此方法对杂质能有

效分离和检测。 

2.4  校正因子和线性范围考察试验 

精密量取鲑降钙素、降钙素 C、杂质 A、杂质

B、杂质 C 对照品贮备液适量，加流动相 A 分别均

稀释制成 0.20、1.25、2.5、3.75、5、6.25、7.50 μg/mL

对照品系列溶液，进样测定，记录色谱图。以质量

浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，进行线性回归，

计算回归方程，用标准曲线法计算杂质的校正因

子，结果见表 1。结果表明，鲑降钙素及其杂质均

在 0.20～7.50 μg/mL 线性关系良好，杂质 A、B、C

的校正因子均超出 0.90～1.10，因此有关物质检查

项下已知杂质可按加校正因子的主成分自身对照

法计算。 

 

表 1  线性关系和校正因子 

Table 1  Linear relationship and correction factor 

成分 线性方程 r 线性范围/(μg∙mL−1) 校正因子 

鲑降钙素 Y＝46 871 X－12 394 0.999 2 0.20～7.50 — 

降钙素 C Y＝48 645 X－3 254 0.999 8 0.20～7.50 0.96 

杂质 A Y＝40 665 X－6 028 0.997 2 0.20～7.50 1.15 

杂质 B Y＝38 485 X－4 554 0.999 6 0.20～7.50 1.22 

杂质 C Y＝28 471 X－2 803 0.999 7 0.20～7.50 1.65 

 

2.5  检测限和定量限考察 

取对照品贮备液，用流动相 A 逐步稀释，进样

测定，记录色谱图，以信噪比为 3 时对应的质量浓

度作为检测限，以信噪比为 10 时对应的质量浓度

作为定量限，结果鲑降钙素、降钙素 C、杂质 A、

杂质 B、杂质 C 的检测限分别为 25、26、23、29、

25 ng，定量限分别为 83、51、46、57、82 ng。 

2.6  重复性试验 

取鲑降钙素鼻用喷雾剂（批号 DH100102），平

行 6 份，制备自身对照溶液和供试品溶液，进样测

定，记录色谱图，结果降钙素 C、杂质 A、杂质 C

的平均质量浓度分别为 0.80%、0.67%、0.17%，RSD

值分别为 0.9%、1.1%、1.6%。杂质 B 低于定量限。 

2.7  精密度试验  

2.7.1  仪器精密度试验  取系统适用性溶液，连续

进样 6 次，计算峰面积，结果鲑降钙素、降钙素 C、

杂质 A、杂质 B、杂质 C 峰面积的 RSD 值分别为

0.6%、0.7%、1.3%、0.9%、0.8%。 

2.7.2  中间精密度试验  分别以不同人员（2 人）、

不同时间、不同仪器按 2.6 项下方法分析。结果降

钙素 C、杂质 A、杂质 C 的平均质量浓度的 RSD 值

分别为 1.0%、1.3%、1.5%。杂质 B 低于定量限。 

2.8  稳定性试验 

取系统适用性溶液于 10 ℃放置，分别于 0、

2、4、8、20 h 进样测定，结果降钙素 C、杂质 A、

杂质 B、杂质 C 峰面积的 RSD 值分别为 0.5%、

1.0%、1.3%、0.8%，表明供试品溶液于 10 ℃放置

时 20 h 内稳定性良好。 

2.9  回收率试验 

精密取鲑降钙素鼻用喷雾剂（批号 DH100102）
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5 mL，置 10 mL 量瓶中，分为 3 组，分别加入混合

对照品溶液 80、100、120 μL，加入流动相 A 至刻

度，制成加标浓度相当于杂质限度 80%、100%、

120%的溶液，每个质量浓度制备 3 份，进样测定，

计算回收率，结果降钙素 C、杂质 A、杂质 B、杂

质 C 平均回收率分别为 98.1%、98.9%、100.5%、

99.7%，RSD 值分别为 1.6%、1.5%、1.0%、1.1%。 

2.10  耐用性试验 

考察在流动相 pH 值±0.2、体积流量变化±0.1 

mL/min、柱温变化±2 ℃、波长变化±2 nm、流动

相比例变化±2%的条件下对测定结果的影响。结果

在各条件下系统适用性均符合要求，各已知杂质测

定结果 RSD 值均小于 10%，未知杂质总量测定结

果的 RSD 值小于 10%，提示色谱系统参数耐用性

良好。 

2.11  样品测定 

取鲑降钙素鼻用喷雾剂 3 批，分别制备混合对

照品溶液、供试品溶液和自身对照溶液，进样测定，

分别按加校正因子的主成分自身对照法（方法Ⅰ）

和主成分外标法（方法Ⅱ）计算有关物质的质量浓

度，结果见表 2。参考《欧洲药典》（EP11）、《美国

药典》（USP43）中对已知杂质、单个未知杂质和总

杂质的限度要求，对 3 批鲑降钙素鼻用喷雾剂样品

进行了检测，结果均符合标准规定。 

 

表 2  鲑降钙素鼻用喷雾剂中有关物质测定结果（n = 2） 

Table 2  Determination of related substances in in Salmon Calcitonin Nasal Spray (n = 2 ) 

批号 
降钙素 C/(μg∙mL−1) 杂质 A/(μg∙mL−1) 杂质 B/(μg∙mL−1) 杂质 C/(μg∙mL−1) 其他最大杂质/ 

(μg∙mL−1) 

其他杂质之和/ 

(μg∙mL−1) Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ 

DH100102 1.6  1.6  1.6  1.5  — — 0.6  0.6  1.6  3.7  

DH100103 1.9  1.9  1.5  1.6  — — 0.5  0.5  1.6  3.8  

DH100108 1.5  1.5  0.8  1.0  — — 0.3  0.4  1.0  2.7  

 

3  讨论 

根据现行版《欧洲药典》（EP11）、《美国药典》

（USP43）中鲑降钙素、鲑降钙素注射液和注射用鲑

降钙素中有关物质检查的色谱条件，色谱柱均采用

C18 柱，流动相均采用四甲基氢氧化铵溶液–乙腈

体系，检测波长均为 220 nm，柱温均为 65 ℃。经

过色谱条件的筛选和优化，调整流动相比例达到较

好的杂质分离效果，并排除辅料干扰，同时分别考

察了 Vydac C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）、Macherey-

Nagel Nucleosil 100-5 C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）、

Macherey-Nagel Nucleosil 100-5 C18AB （ 250 

mm×4.0 mm，5 μm）3 种不同品牌型号的 C18色谱

柱，所得图谱显示主峰与降钙素 C、杂质 A、杂质

B、杂质 C 以及其他相邻杂质的分离度均符合要求，

方法适用性较强。 

《中国药典》2020 年版二部、《欧洲药典》

（EP11）、《美国药典》（USP43）中均采用峰面积归

一化法控制鲑降钙素中有关物质的限量，但由于各

杂质与主成分的响应因子不同，采用峰面积归一化

法测定杂质结果会产生误差。本实验以鲑降钙素为

对照，以主成分回归直线斜率与杂质回归直线斜率

的比计算校正因子，用于校正杂质的实测峰面积。

结果采用加校正因子的主成分自身对照法可更准

确地测定鲑降钙素鼻用喷雾剂中有关物质。因此，

在杂质对照品较难获得或造价过高的情况下，引入

校正因子更便捷准确。 

现行版各国药典中均规定鲑降钙素中有关物

质的限量，《欧洲药典》（EP11）中明确了已知杂质

的限度，《美国药典》（USP43）收录了鲑降钙素鼻

用制剂，但并未规定制剂中有关物质限度。本实验

规定了 4 种已知杂质，其中杂质 A、B、C 为鲑降

钙素固相合成中引入的杂质，而降钙素 C 为鲑降钙

素鼻用喷雾剂中主要降解杂质，降钙素 C 含量变化

是表征该制剂稳定性的重要指标。 

综上，本研究建立了鲑降钙素鼻用喷雾剂中有

关物质检查的 HPLC 测定法，测定了已知杂质降钙

素 C 和杂质 A、B、C，并进行了方法学验证，结果

表明，该方法简便、快速，可作为鲑降钙素鼻用喷

雾剂中有关物质的检测方法。 
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