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HPLC法测定注射用硝酸异山梨酯的有关物质 
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摘  要：目的  采用梯度 HPLC法测定注射用硝酸异山梨酯的有关物质。方法  采用 Agela Venusil MP C18（250 mm×4.6 mm，
5 μm）色谱柱，以水-甲醇为流动相，梯度洗脱，体积流量 1.0 mL/min，检测波长为 210 nm，柱温 30℃。结果  系统适用性

试验 2-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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Determination of related substances in Isosorbide Dinitrate for Injection by 
HPLC 
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Abstact: Objective  To determinate the related substances in Isosorbide Dinitrate for Injection by HPLC. Methods  The Agela 
Venusil MP C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) was used as the analysis column, the mobile phase composed of a mixture of water 
and methanol with gradient elution at a flow rate of 1.0 mL/min, the detection wavelength was 210 nm, and the column temperature was 
30 ､ . Results  Under this condition, the resolutions between isosorbide mononitrate and isosorbide 2-nitrate could meet requirement. 
The sensitivity of the method was acceptable. Conclusion  The method developed in the paper can provide an specific, efficient, and 
convenient method for quality control and evaluation of Isosorbide Dinitrate for Injection. 
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注射用硝酸异山梨酯为国家基本药物目录

（2010 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[1-2]。

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 HPLC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。 

1  仪器与试药 
Waters 2695型高效液相色谱仪、2996型 PAD

检测器（美国 Waters 公司），XP205 型十万分之一

电子天平（梅特勒-托利多仪器有限公司），Milli-Q
超纯水系统（美国Millipore公司）。 

硝酸异山梨酯对照品（批号 100250-200503，
100.0%）、 2-单硝酸异山梨酯对照品（批号

100695-200401，100.0%）、单硝酸异山梨酯对照品

（批号 100694-200401，100.0%）均由中国食品药品

检定研究院提供。甲醇（HPLC级，Fisher Scientific），
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水（Millipore 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 4 批，①北京四环

科宝制药有限公司，批号 10092007；②长春国奥药

业有限公司，批号 20100301；③天津君安生物制药

有限公司，批号 20100101；④多菲制药（中国）有

限公司，批号 20110101）。 
2  方法与结果 
2.1  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-水（2575׃）溶解并定量稀释制成约含硝酸

异山梨酯 1 mg/mL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 2-单硝酸异

山梨酯对照品和单硝酸异山梨酯对照品各约 10 
mg，置 10 mL量瓶中，加甲醇-水（2575׃）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 1 

mL，置 200 mL量瓶中，再精密加入供试品溶液 1 
mL，用甲醇-水（2575׃）稀释至刻度，摇匀，作为

对照溶液。 
2.2  色谱条件 

采用 Agela Venusil MP C18（250 mm×4.6 mm，
5 μm）色谱柱，以水-甲醇为流动相梯度洗脱（表 1），
体积流量 1.0 mL/min，柱温 30℃，检测波长为 210 
nm，进样量 20 μL。 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient program 

时间/min 水/% 甲醇/% 

0 75 25 

7 75 25 

17 10 90 

22 10 90 

23 75 25 

30 75 25 

 
2.3  专属性考察 
2.3.1  系统适用性试验  取“2.1”项下对照溶液注

入液相色谱仪，记录色谱图（图 1），2-单硝酸异山

梨酯峰和单硝酸异山梨酯峰的分离度为 2.8，同时考

察了其他品牌的色谱柱，分离度均大于 2.0，见表 2。 

表 2  系统适用性溶液在不同色谱柱上的分析结果 
Table 2  Analysis results of system suitability solution on 

different columns 

色谱柱（250 mm × 4.6 

mm，5 μm） 

单硝酸异山梨酯峰和 2-单硝酸

异山梨酯峰的分离度 

Agela Venusil MP C18 2.8 

Inertsil ODS-3 2.8 

Agilent ZORBAX Eclipse 

XDB C18 
2.4 

Inertsil ODS2 3.3 

 
1- 硝酸异山梨酯；2- 2-单硝酸异山梨酯；3- 单硝酸异山梨酯 
1- isosorbide dinitrate; 2- isosorbide 2-nitrate; 3- isosorbide 
mononitrate 

图 1  系统适用性试验溶液色谱图 
Fig.1  Chromatogram of system suitability test solution 

2.3.2  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

100 mg，加溶剂溶解并稀释至 20 mL，摇匀，即得。 
酸降解溶液：量取储备液 2 mL，置 10 mL量

瓶中，加 0.1 mol/L盐酸溶液 1 mL，室温放置 2 h，
用 0.1 mol/L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 2 mL，置 10 mL量

瓶中，加 0.1 mol/L氢氧化钠溶液 1 mL，室温放置

2 h，用 0.1 mol/L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 2 mL，置 10 mL

量瓶中，加 30%过氧化氢溶液 1 mL，室温放置 1 h，
加溶剂稀释至刻度，摇匀。 

热降解溶液：量取储备液 2 mL，置 10 mL量

瓶中，水浴加热 2 h，加溶剂稀释至刻度，摇匀。 
光降解溶液：量取储备液 1 mL，置 10 mL量

瓶中，在强光下（4 500 lx）放置 12 h，加溶剂稀释

至刻度，摇匀。 
辅料溶液：取甘露醇与聚山梨酯 80各适量，加
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溶剂溶解并定量稀释制成含甘露醇约 30 mg/mL和

聚山梨酯 80约 16 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 2，本品在热、酸和碱破坏条件下不稳定，

除了不同程度地产生 2-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。 
 

 
A-未降解；B-酸降解；C-碱降解；D-热降解；E-氧化降解；F-光降解；G-空白溶剂；H-辅料；1- 硝酸异山梨酯；2- 2-单硝酸异山梨酯；3- 单
硝酸异山梨酯 
A-no destroyed；B-destroyed by acid；C-destroyed by base；D-destroyed by heat；E-destroyed by oxidation；F-destroyed by UV light；G-blank solution；
H-excipients; 1- isosorbide dinitrate；2- isosorbide 2-nitrate；3- isosorbide mononitrate 

图 2  专属性考察色谱图 
Fig.2  Chromatograms of specificity test 

2.4  线性关系及校正因子 
取 2-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 1.0232、1.1528、
1.098 mg/mL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 10%、5%、

1%、0.5%、0.2%的系列溶液，按“2.2”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 3，
2-单硝酸异山梨酯、单硝酸异山梨酯标准曲线的斜
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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 3。 
2.5  最低检出限   

取“2.4”项下 0.2%标准曲线溶液，逐级稀释，

进样测试，按信噪比（S/N）大于 3，可作为最低检

出限，结果测得 2-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 6.2、6.9、3.4 ng。 
2.6  精密度试验 

取“2.5”项下 0.5%线性溶液，按“2.2”项下

色谱条件连续进样 6次，记录色谱图，硝酸异山梨

酯、2-单硝酸异山梨酯、硝酸异山梨酯的峰面积的

RSD分别为 0.41%、0.22%、0.20%，表明仪器的精

密度良好。 
2.7  溶液稳定性 

供试品溶液分别在室温条件下放置 0、1、2、4、
8、12 h进样测定，杂质个数及含量均无明显变化，

主峰峰面积的 RSD 为 1.08%，表明供试品溶液在

12 h内稳定。 
2.8  样品测定 

取本品，加甲醇-水（2575׃）使溶解并定量稀

释制成约含硝酸异山梨酯 1 mg/mL的溶液，滤过，

取续滤液作为供试品溶液；另取 2-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1 mg/mL的
混合溶液，精密量取 1 mL，置 200 mL量瓶中，再

精密加入供试品溶液 1 mL，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 20 μL，分别注入液相色谱仪，记录色谱图。

对照溶液中 2-单硝酸异山梨酯峰和单硝酸异山梨酯

峰的分离度应大于 2.0。供试品溶液的色谱图中如有

与 2-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 0.5%，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

0.5%，杂质总量不得超过 1.0%。 
采用上述梯度洗脱方法和中国药典[3]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

4批注射用硝酸异山梨酯的有关物质，结果见表 4，
供试品溶液典型色谱图见图 3。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 3  硝酸异山梨酯及其杂质的线性方程及校正因子 
Table 3  Regression 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 
2-单硝酸异山梨酯 Y = 8.17×105 X + 1 649.8 1.000 0 0.041~2.046 0.63 
单硝酸异山梨酯 Y = 7.79×105 X + 629.4 1.000 0 0.046~2.306 0.60 
硝酸异山梨酯 Y = 1.30×106 X + 12 886.0 0.999 9 0.022~2.196 1.00 

表 4  样品有关物质检查结果比较 
Table 4  Results of samples 

生产企业 批号 依据方法 
有关物质/% 

2-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 10092007 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 20100301 梯度 0.14 0.44 0.45 1.03 

等度 0.13 0.39 未检出 0.52 
③ 20100101 梯度 0.08 0.38 0.24 0.69 

等度 0.08 0.41 未检出 0.49 
④ 20110101 梯度 未检出 未检出 0.23 0.38 

等度 未检出 未检出 未检出 未检出 

 
3  讨论 
3.1  流动相梯度洗脱程序 

《中国药典》2015 年版[4]注射用硝酸异山梨酯

有关物质检查，仍以甲醇-水（2575׃）为流动相等

度洗脱，该方法可准确检测工艺杂质 2-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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1-硝酸异山梨酯；2-2-单硝酸异山梨酯；3-单硝酸异山梨酯；4、5-未知杂质 
1-isosorbide dinitrate；2-isosorbide 2-nitrate；3-isosorbide mononitrate；4、5-unknown impurity 

图 3  各生产企业供试品溶液色谱图 
Fig.3  Chromatogram of sample solution 

过程均可能引入或产生其他有关物质[5]，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。 
3.2  杂质校正因子的计算 

根据文献[6-8]及 CDE 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 2-
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，2-单硝酸异山梨相

对于硝酸异山梨酯的校正因子为 0.63，单硝酸异山

梨相对于硝酸异山梨酯的校正因子为 0.60。 
3.3  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 2-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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