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emiC法测定注射用硝酸异山梨酯的有关物质=

刘朝霞 N，吴健敏 N，何= =兰 N，丁丽霞 O=
NK=中国食品药品检定研究院，北京 NMMMRM=
OK=中国药学会，北京 NMMMOO=

摘= =要：目的= =采用梯度 emiC法测定注射用硝酸异山梨酯的有关物质。方法= =采用 Agel~=senìsál=jm=CNU（ORM=mm×QKS=mm，
R=μm）色谱柱，以水J甲醇为流动相，梯度洗脱，体积流量 NKM=miLmán，检测波长为 ONM=nm，柱温 PM℃。结果= =系统适用性

试验 OJ单硝酸异山梨酯峰与单硝酸异山梨酯峰分离良好，样品中各杂质及主峰的分离度和检测灵敏度均能满足有关物质的

测定要求。结论= =本方法可用于测定注射用硝酸异山梨酯的有关物质，为该品种的质量评价提供更具分辨力的方法。=
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注射用硝酸异山梨酯为国家基本药物目录

（OMNM 年）收载的血管扩张药。硝酸异山梨酯主要

的药理作用为松弛血管平滑肌，继而引起外周动脉

和静脉回流，起到对静脉血管和冠状动脉的扩张作

用。适用于急性心梗后继发左心室衰竭，各种不同

病因所致左心室衰竭及严重或不稳定型心绞痛xNJOz。

依托国家药典委员会标准提高工作，本文建立了该

品种有关物质检查的梯度 emiC法，不仅可满足质

控需求，同时也为质量评价提供更具区分力的检测

方法。=

N= =仪器与试药=
t~ters= OSVR型高效液相色谱仪、OVVS型 mAa

检测器（美国 t~ters 公司），umOMR 型十万分之一

电子天平（梅特勒J托利多仪器有限公司），jálláJn
超纯水系统（美国jálláéçre公司）。=

硝酸异山梨酯对照品（批号 NMMORMJOMMRMP，
NMMKMB）、 OJ单硝酸异山梨酯对照品（批号

NMMSVRJOMMQMN，NMMKMB）、单硝酸异山梨酯对照品

（批号 NMMSVQJOMMQMN，NMMKMB）均由中国食品药品

检定研究院提供。甲醇（emiC级，cásher=pcáentáfác），
= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
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水（jálláéçre 超纯水），盐酸（分析纯，北京化学

试剂公司），氢氧化钠（分析纯，北京化学试剂公司），

过氧化氢水溶液（分析纯，北京化学试剂公司）；

注射用硝酸异山梨酯样品（共 Q 批，①北京四环

科宝制药有限公司，批号 NMMVOMMT；②长春国奥药

业有限公司，批号 OMNMMPMN；③天津君安生物制药

有限公司，批号 OMNMMNMN；④多菲制药（中国）有

限公司，批号 OMNNMNMN）。=
O= =方法与结果=
OKN= =溶液的配制=

供试品溶液的制备：取本品适量，精密称定，

加甲醇J水（OR׃TR）溶解并定量稀释制成约含硝酸

异山梨酯 N=mgLmi的溶液，滤过，取续滤液作为供

试品溶液。=
对照品储备溶液的制备：精密称取 OJ单硝酸异

山梨酯对照品和单硝酸异山梨酯对照品各约 NM=
mg，置 NM=mi量瓶中，加甲醇J水（OR׃TR）溶解并

稀释至刻度，摇匀，作为对照品储备溶液。=
对照溶液的制备：精密量取对照品储备溶液 N=

mi，置 OMM= mi量瓶中，再精密加入供试品溶液 N=
mi，用甲醇J水（OR׃TR）稀释至刻度，摇匀，作为

对照溶液。=
OKO= =色谱条件=

采用 Agel~=senìsál=jm=CNU（ORM=mm×QKS=mm，
R=μm）色谱柱，以水J甲醇为流动相梯度洗脱（表 N），
体积流量 NKM=miLmán，柱温 PM℃，检测波长为 ONM=
nm，进样量 OM=μi。=

表 N= =梯度洗脱程序=
qable=N= = dradient=program=

时间Lmán= 水LB= 甲醇LB=

M= TR= OR=

T= TR= OR=

NT= NM= VM=

OO= NM= VM=

OP= TR= OR=

PM= TR= OR=

=
OKP= =专属性考察=
OKPKN= =系统适用性试验= =取“OKN”项下对照溶液注

入液相色谱仪，记录色谱图（图 N），OJ单硝酸异山

梨酯峰和单硝酸异山梨酯峰的分离度为 OKU，同时考

察了其他品牌的色谱柱，分离度均大于 OKM，见表 O。=

表 O= =系统适用性溶液在不同色谱柱上的分析结果=
qable=O= = Analysis=results=of=system=suitability=solution=on=

different=columns=

色谱柱（ORM=mm=×=QKS=

mm，R=μm）=

单硝酸异山梨酯峰和 OJ单硝酸

异山梨酯峰的分离度=

Agel~=senìsál=jm=CNU= OKU=

fnertsál=lapJP= OKU=

Agálent=wlo_Au=bcláése=

ua_=CNU=
OKQ=

fnertsál=lapO= PKP=

=
NJ=硝酸异山梨酯；OJ=OJ单硝酸异山梨酯；PJ=单硝酸异山梨酯=
NJ= ásçsçrbáde= dánátr~teX= OJ= ásçsçrbáde= OJnátr~teX= PJ= ásçsçrbáde=
mçnçnátr~te=

图 N= =系统适用性试验溶液色谱图=
cigKN= = Chromatogram=of=system=suitability=test=solution=

OKPKO= =强制降解试验= = =
储备液的制备：精密称取硝酸异山梨酯对照品

NMM=mg，加溶剂溶解并稀释至 OM=mi，摇匀，即得。=
酸降解溶液：量取储备液 O= mi，置 NM= mi量

瓶中，加 MKN=mçlLi盐酸溶液 N=mi，室温放置 O=h，
用 MKN=mçlLi氢氧化钠溶液中和后，加溶剂稀释至刻

度，摇匀。=
碱降解溶液：量取储备液 O= mi，置 NM= mi量

瓶中，加 MKN=mçlLi氢氧化钠溶液 N=mi，室温放置

O= h，用 MKN=mçlLi盐酸溶液中和后，加溶剂稀释至

刻度，摇匀。=
氧化降解溶液：量取储备液 O= mi，置 NM= mi

量瓶中，加 PMB过氧化氢溶液 N=mi，室温放置 N=h，
加溶剂稀释至刻度，摇匀。=

热降解溶液：量取储备液 O= mi，置 NM= mi量

瓶中，水浴加热 O=h，加溶剂稀释至刻度，摇匀。=
光降解溶液：量取储备液 N= mi，置 NM= mi量

瓶中，在强光下（Q=RMM=lx）放置 NO=h，加溶剂稀释

至刻度，摇匀。=
辅料溶液：取甘露醇与聚山梨酯 UM各适量，加

=
M= = = = = = R= = = = = = NM= = = = = NR= = = = = OM= = = = = OR= = = = = PM=

t=L=mán=

N=

P=O=
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溶剂溶解并定量稀释制成含甘露醇约 PM= mgLmi和

聚山梨酯 UM约 NS=mg的混合溶液，作为辅料溶液。=
取上述各降解溶液，注入液相色谱仪，典型色

谱图见图 O，本品在热、酸和碱破坏条件下不稳定，

除了不同程度地产生 OJ单硝酸异山梨酯和单硝酸异

山梨酯外，还检测了其他未知色谱峰。各降解产物

与主成分均分离良好，且相邻色谱峰之间均能得到

有效分离，表明该色谱系统专属性良好。=
=

=
AJ未降解；_J酸降解；CJ碱降解；aJ热降解；bJ氧化降解；cJ光降解；dJ空白溶剂；eJ辅料；NJ=硝酸异山梨酯；OJ=OJ单硝酸异山梨酯；PJ=单
硝酸异山梨酯=
AJnç=destrçóed；_Jdestrçóed=bó=~cád；CJdestrçóed=bó=b~se；aJdestrçóed=bó=he~t；bJdestrçóed=bó=çxád~táçn；cJdestrçóed=bó=rs=láght；dJbl~nk=sçlìtáçn；
eJexcáéáentsX=NJ=ásçsçrbáde=dánátr~te；OJ=ásçsçrbáde=OJnátr~te；PJ=ásçsçrbáde=mçnçnátr~te=

图 O= =专属性考察色谱图=
cigKO= = Chromatograms=of=specificity=test=

OKQ= =线性关系及校正因子=
取 OJ单硝酸异山梨酯对照品、单硝酸异山梨酯

对照品及硝酸异山梨酯对照品各适量，用溶剂溶解

并定量稀释制成质量浓度分别为 NKMOPO、NKNROU、
NKMVU= mgLmi的线性储备溶液；用溶剂分别定量稀

释线性储备溶液，得到浓度百分数分别为 NMB、RB、

NB、MKRB、MKOB的系列溶液，按“OKO”中的色谱

条件测定。以峰面积为纵坐标，以进样质量（μg）
为横坐标作图，并进行线性回归。线性方程见表 P，
OJ单硝酸异山梨酯、单硝酸异山梨酯标准曲线的斜
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=
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率分别与硝酸异山梨酯标准曲线斜率的比值即为前

二者的校正因子，见表 P。=
OKR= =最低检出限= = =

取“OKQ”项下 MKOB标准曲线溶液，逐级稀释，

进样测试，按信噪比（pLk）大于 P，可作为最低检

出限，结果测得 OJ单硝酸异山梨酯、单硝酸异山梨

酯和硝酸异山梨酯的检出限分别为 SKO、SKV、PKQ=ng。=
OKS= =精密度试验=

取“OKR”项下 MKRB线性溶液，按“OKO”项下

色谱条件连续进样 S次，记录色谱图，硝酸异山梨

酯、OJ单硝酸异山梨酯、硝酸异山梨酯的峰面积的

opa分别为 MKQNB、MKOOB、MKOMB，表明仪器的精

密度良好。=
OKT= =溶液稳定性=

供试品溶液分别在室温条件下放置 M、N、O、Q、
U、NO=h进样测定，杂质个数及含量均无明显变化，

主峰峰面积的 opa 为 NKMUB，表明供试品溶液在

NO=h内稳定。=
OKU= =样品测定=

取本品，加甲醇J水（OR׃TR）使溶解并定量稀

释制成约含硝酸异山梨酯 N=mgLmi的溶液，滤过，

取续滤液作为供试品溶液；另取 OJ单硝酸异山梨酯

对照品和单异山梨酯对照品各适量，精密称定，加

溶剂使解并定量稀释制成质量浓度各约N=mgLmi的
混合溶液，精密量取 N=mi，置 OMM=mi量瓶中，再

精密加入供试品溶液 N=mi，用溶剂稀释至刻度，摇

匀，作为对照溶液。精密量取供试品溶液和对照溶

液各 OM= μL，分别注入液相色谱仪，记录色谱图。

对照溶液中 OJ单硝酸异山梨酯峰和单硝酸异山梨酯

峰的分离度应大于 OKM。供试品溶液的色谱图中如有

与 OJ单硝酸异山梨酯峰和单硝酸异山梨酯峰保留时

间一致的色谱峰，按外标法以峰面积计算，均不得

过硝酸异山梨酯标示量的 MKRB，其他单个杂质峰的

峰面积不得大于对照溶液中硝酸异山梨酯峰面积的

MKRB，杂质总量不得超过 NKMB。=
采用上述梯度洗脱方法和中国药典xPz硝酸异山

梨酯有关物质检查项下的等度洗脱方法，分别测定

Q批注射用硝酸异山梨酯的有关物质，结果见表 Q，
供试品溶液典型色谱图见图 P。比较两种洗脱方式

测定结果可以看出，在该梯度洗脱条件下，能检出

更多的杂质，更真实地反映了各个企业产品的杂质

控制水平。=

表 P= =硝酸异山梨酯及其杂质的线性方程及校正因子=
qable=P= = oegression=equations=and=correction=factors=of=isosorbide=dinitrate=and=impurities=

组分= 线性方程= r 线性范围/μg= 校正因子=
OJ单硝酸异山梨酯= v=Z=UKNT×NMR=u=H=N=SQVKU= NKMMM=M= MKMQN~OKMQS= MKSP=
单硝酸异山梨酯= v=Z=TKTV×NMR=u=H=SOVKQ= NKMMM=M= MKMQS~OKPMS= MKSM=
硝酸异山梨酯= v=Z=NKPM×NMS=u=H=NO=UUSKM= MKVVV=V= MKMOO~OKNVS= NKMM=

表 Q= =样品有关物质检查结果比较=
qable=Q= = oesults=of=samples=

生产企业= 批号= 依据方法=
有关物质LB=

OJ单硝酸异山梨酯= 单硝酸异山梨酯= 其他单个最大杂质= 杂质总量=
①= NMMVOMMT= 梯度= 未检出= 未检出= 未检出= 未检出=

等度= 未检出= 未检出= 未检出= 未检出=
②= OMNMMPMN= 梯度= MKNQ= MKQQ= MKQR= NKMP=

等度= MKNP= MKPV= 未检出= MKRO=
③= OMNMMNMN= 梯度= MKMU= MKPU= MKOQ= MKSV=

等度= MKMU= MKQN= 未检出= MKQV=
④= OMNNMNMN= 梯度= 未检出= 未检出= MKOP= MKPU=

等度= 未检出= 未检出= 未检出= 未检出=

=
P= =讨论=
PKN= =流动相梯度洗脱程序=

《中国药典》OMNR 年版xQz注射用硝酸异山梨酯

有关物质检查，仍以甲醇J水（OR׃TR）为流动相等

度洗脱，该方法可准确检测工艺杂质 OJ单硝酸异山

梨酯和单硝酸异山梨酯，对于制剂，其制备及放置
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=
NJ硝酸异山梨酯；OJOJ单硝酸异山梨酯；PJ单硝酸异山梨酯；Q、RJ未知杂质=
NJásçsçrbáde=dánátr~te；OJásçsçrbáde=OJnátr~te；PJásçsçrbáde=mçnçnátr~te；Q、RJìnknçwn=áméìrátó=

图 P= =各生产企业供试品溶液色谱图=
cigKP= = Chromatogram=of=sample=solution=

过程均可能引入或产生其他有关物质xRz，对此，本

文在保证对工艺杂质检测能力的基础上，通过梯度

变化来改变流动相的洗脱能力，以使更多杂质能被

检测。同时，通过梯度洗脱，更有区分力地反映各

个企业产品的杂质控制水平，为产品质量评价提供

技术平台。=
PKO= =杂质校正因子的计算=

根据文献xSJUz及 Cab 电子刊物中对校正因子的

计算，本研究利用五点标准曲线斜率比值确定了 OJ
单硝酸异山梨酯、单硝酸异山梨及硝酸异山梨酯之

间的相对校正因子。通过计算，OJ单硝酸异山梨相

对于硝酸异山梨酯的校正因子为 MKSP，单硝酸异山

梨相对于硝酸异山梨酯的校正因子为 MKSM。=
PKP= =杂质定量方法的多种选择=

本文建立的测定方法采用杂质对照品外标法计

算已知杂质 OJ单硝酸异山梨酯和单硝酸异山梨酯的

含量，采用自身对照法计算其他未知杂质的含量。

在实际检验工作中，可能会遇到杂质对照品获取困

难的问题，也可采用加校正因子的主成分外标法来

计算杂质含量，既能保证杂质含量测定值准确可靠，

又降低了质控对杂质对照品的依赖，同时也简化了

溶液制备操作。=
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