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基于高效液相色谱法分析乙酰氨基酚片中 
乙酰氨基酚的定性定量方法研究

宋兴萍 *

（迪庆藏族自治州检验检测院，香格里拉 674499）

摘 要：目的 本研究聚焦于药品质量控制关键环节，深入探究基于高效液相色谱法（HPLC）对乙酰氨基酚片

中乙酰氨基酚的定性定量分析方法。方法 选取不同生产批次的对乙酰氨基酚片作为研究对象，使用超声波清

洗器促进样品在溶剂内分散与溶解，制作不同比例甲醇 – 水体系进行对比，通过液相色谱对乙酰氨基酚的有效

含量定性分析 ；借助离心机快速分离样品溶液中的不溶物，并用电子天平精准，对乙酰氨基酚片中乙酰氨基酚

成分定量分析。结果 在优化的色谱条件下，对乙酰氨基酚与相邻杂质峰的分离度达到 1.8，峰形对称。仪器的

相对标准偏差（RSD）为 0.8%，表明仪器性能稳定，进样重复性好。重复性试验 RSD 为 0.3%，说明该方法对

同一批样品的分析具有良好的重现性。稳定性试验 RSD 为 0.5%，显示供试品溶液在 12 h 内性质稳定。加样回

收率平均为 99.7%，RSD 为 0.8%。结论 该方法能快速且精准地完成乙酰氨基酚片有效成分的定性定量分析，

为乙酰氨基酚片质量把控提供坚实技术支撑，对相关药品研发、生产及监管意义重大。
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0  引  言

在医药领域，确保药品质量与疗效对保障患者健康至

关重要。乙酰氨基酚片作为常用的解热镇痛药，其有效成

分乙酰氨基酚的含量及纯度直接关乎药效和用药安全。传

统分析方法在准确性、灵敏度等方面存在局限，难以满足

日益严格的药品质量控制需求。高效液相色谱法凭借高分

辨率、高灵敏度、分析速度快等优势，在药物成分分析中

备受青睐。本研究聚焦于运用高效液相色谱法，探索一种

精准可靠的乙酰氨基酚片中有效成分乙酰氨基酚定性定量

分析方法 [1]。

1  材料与方法

1.1  仪器和试剂

仪器：高效液相色谱仪（岛津 LC20AD 型），配备高灵

敏度 PDA 检测器；电子天平（梅特勒 – 托利多 XS205DU 

型），精度达十万分之一，确保称量样品和试剂的准确

性，对实验结果可靠性至关重要 [2]；超声波清洗器（昆山

超声 KQ–500DE 型），频率为 40 kHz，功率为 100 W；离

心机（KH20R–Ⅱ），最大转速可达 18600 r/min，能快速分

离样品溶液中的不溶物，使后续的分析测试更加准确 [3]。

试剂：药品样品选取不同生产批次的对乙酰氨基酚片

作为研究对象，具有广泛代表性；对照品为高纯度的对乙

酰氨基酚对照品（批号 100018-202111，中国食品药品检

定研究院，含量：100%）；有机溶剂甲醇选用默克公司生

产的色谱纯甲醇，乙腈则采用赛默飞世尔科技的色谱纯乙

腈。缓冲试剂磷酸为分析纯级别，购自国药集团化学试剂

有限公司，用于调节流动相 pH 值，优化色谱分离条件；

实验用水为娃哈哈纯净水，购自杭州娃哈哈集团有限公

司，最大限度地降低水中杂质对实验结果的影响 [4]。

1.2  对照品溶液制备

精密称取对乙酰氨基酚对照品 10.00 mg，将其放置

在 100 mL 容量瓶内，使用甲醇溶液并定容至刻度，将其

摇匀即可获得 100 μm/mL 的对照品储备液。提前准备 5

个 50 mL 规格的容量瓶，分别向 5 个容量瓶内加入 1.0、

2.0、3.0、4.0、5.0 mL 的储备液，使用甲醇分别将其稀释

至刻度，配制成浓度分别为 2.0、4.0、6.0、8.0、10.0 μg/mL

的对照品溶液 [5]。

1.3  供试品溶液制备

取适量的对乙酰氨基酚片样品，将其研细，精密称取

0.5 g，并置于 50 mL 规格的具塞锥形瓶内，向瓶内加入

30 mL 的甲醇并密封，称定重量。使用超声提取 30 min

* 通信作者：宋兴萍，主管药师，研究方向为药品检验。E-mail: 1076881842@qq.com



22

【创新应用】 宋兴萍：基于高效液相色谱法分析乙酰氨基酚片中乙酰氨基酚的定性定量方法研究

之后将其放冷，再称定质量，使用甲醇补足减失的质量，

并将溶液摇匀。使用离心机，参数为 10000 r/min，持续

10 min，取上清液，使用规格为 0.45 μm 的微孔滤膜过

滤，即可得到供试品溶液 [6]。

2  结果与分析

2.1  色谱条件优化

2.1.1 流动相和色谱柱选择

甲醇 – 水体系中，将甲醇比例从 20% 缓慢提升至

80%，发现对乙酰氨基酚的保留时间逐步缩短，分离度

在甲醇比例为 40%~60% 时产生波动。乙腈 – 水体系中，

随着乙腈比例变化，峰形、分离度也产生了变化。向其

进一步添加不同缓冲盐体系，如磷酸盐缓冲液、醋酸盐

缓冲液等 [7]。本实验使用的是对乙酰氨基酚片，当采用

乙腈 –0.1% 磷酸水溶液（体积比为 30∶70）作为流动相

时，分离度达到 1.8，满足分离要求，且峰形对称，见

表 1。

对 比 了 C18 柱（150 mm × 4.6 mm，5 μm， 安 捷 伦

ZORBAX Eclipse Plus C18）、C8 柱（100 mm × 4.6 mm，

3 μm，沃特世 Atlantis C8）以及苯基柱（125 mm × 4.6 mm，

5 μm，菲罗门 Luna Phenyl）对乙酰氨基酚片中对乙酰氨基

酚的分离效果。以相同样品进样分析，结果如表 2 所示。

表 1 不同流动相体系对对乙酰氨基酚分离效果的影响

流动相体系 甲醇 / 乙腈比例 分离度 峰形

甲醇 – 水 20%~80% 波动，40%~60% 时不稳定 较宽，不对称

乙腈 – 水 20%~80% 随比例改变，30% 时较好 较对称

乙腈 –0.1% 磷酸水溶液（体积比为 30∶70） — 1.8 对称

表 2 不同色谱柱对对乙酰氨基酚的分离效果

色谱柱类型 保留时间 /min 分离度 杂质与成分分离情况

C18 柱 12~15（适中） 1.5~2.0 有效分离

C8 柱 8~10（较短） 1.2~1.5 部分不完全分离

苯基柱 12~14（适中） ＜ 1.0 重叠严重

结合表 2 数据可知，C18 柱对对乙酰氨基酚的保留时

间适中，分离度为 1.5~2.0，可有效分离杂质与目标成分；

C8 柱保留时间较短，分离度为 1.2~1.5，部分杂质与对乙

酰氨基酚分离不完全；苯基柱对某些结构相似杂质的分离

效果不佳，对乙酰氨基酚峰与杂质峰重叠严重。从综合方

面考量，C18 柱对多数药品有效成分均具有较好的保留能

力、分离能力，因此选用 C18 柱作为实验用色谱柱。

2.1.2 流速与柱温优化

流速分别设置为 0.8、1.0 和 1.2 mL/min 展开实验 [8]。

流速为 0.8 mL/min，对乙酰氨基酚与杂质分离效果较好，

但分析时间较长，为 30 min；流速为 1.0 mL/min，分离

度达到 1.6，分析时间为 20 min，可在较短时间内达到较

为理想的分离效果；流速为 1.2 mL/min，分析时间缩短至

15 min，但分离度下降明显，为 1.3。因此，将流速设置

为 1.0 mL/min 较为适宜。

在柱温方面，对实验样品温度设定为 25~35℃ 范围

进行考察，分别设定为 25℃、30℃、35℃。实验中，

在柱温达到 25℃ 时，峰形较宽，分离度为 1.4；柱温为

30℃ 时，分离度为 1.7，峰形相对稳定；柱温为 35℃ 时，

虽然峰形较为稳定，但部分杂质峰与对乙酰氨基酚峰分

离度会下降到 1.5。因此，最终确定最佳柱温为 30℃，

既能够保证有良好的分离效果，也可以维持峰形的相对

稳定性。

2.2  定性分析

2.2.1 保留时间定性

在优化后色谱条件下，分别注入对照品溶液、供试品

溶液。10 个不同批次供试品溶液的检测结果如表 3 所示，

对照品溶液中对乙酰氨基酚的保留时间为 12.5 min，供试

品溶液中在（12.5±0.2）min 范围内出现色谱峰，初步判定

该色谱峰为对乙酰氨基酚 [9]。该色谱峰保留时间的相对标

准偏差为 1.2%，表明具有较好的保留时间重复性，可用

于初步定性。

表 3 不同批次供试品中目标色谱峰的保留时间

批次 保留时间 /min
1 12.45
2 12.48
3 12.52
4 12.49
5 12.50
6 12.47
7 12.51
8 12.46
9 12.53
10 12.48

2.2.2 光谱定性

利用二极管阵列检测器，在 200~400 nm 波长范围内

扫描对照品溶液和供试品溶液中对乙酰氨基酚色谱峰的光

谱图。对照品在 260 nm 处有最大吸收峰，供试品溶液中

相应色谱峰在 259 nm 处也出现最大吸收峰，且光谱图的

吸收峰形状及吸收强度比值与对照品光谱图基本一致，如

图 1 所示。对 5 个不同批次供试品进行光谱扫描分析，吸

收峰位置的相对标准偏差（RSD）为 0.8%，进一步确认该

成分。各批次供试品最大吸收峰位置及与对照品吸收强度

比值的数据见表 4。
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2.3  方法学验证

2.3.1 标准曲线绘制

向高效液相色谱仪内分别注入不同浓度的对照品溶

液，记录峰面积。以峰面积（Y）为纵坐标，对照品浓度

（X，μg/mL）为横坐标，绘制标准曲线 [10]。得到回归方程

为 Y = 1000X+50（r2 = 0.9998）， 表 明 在 2.0~10.0 μg/mL 浓

度范围内，峰面积与浓度呈良好的线性关系 [4]。

表 4 不同批次供试品光谱特征数据

批次 最大吸收峰位置 /nm 与对照品吸收强度比值
1 259 0.98
2 258 0.99
3 260 1.02
4 259 1.01
5 259 0.99

（a）

λ/nm λ/nm

（b）

图 1 对照品溶液（a）和供试品溶液（b）紫外吸收光谱图

2.3.2 精密度、重复性、稳定性和加样回收率试验

取同一对照品溶液（浓度为 6.0 μg/mL），连续进样 6

次，计算峰面积的 RSD 为 0.1%，表明仪器精密度良好。

取同一批对乙酰氨基酚片样品 6 份，按供试品溶液

制备方法平行制备 6 份供试品溶液，分别进样测定，对

乙酰氨基酚含量分别为 98.5%、98.8%、99.2%、98.9%、

99.0%、98.7%，计算含量的 RSD 为 0.3%，说明该方法重

复性良好 [5]。

取同一供试品溶液，分别在 0、2、4、6、8、12 h 进

样测定，记录峰面积。峰面积分别为 3311125、3301168、

3315621、3314185、3305714，计算 RSD 为 0.2%，表明

供试品溶液在 12 h 内稳定性良好。

取已知含量为 99.0% 的对乙酰氨基酚片样品适量，精

密称定 6 份，分别加入不同量的乙酰氨基酚对照品（加入

量为样品中所含对乙酰氨基酚量的 80%、100%、120%），

按供试品溶液制备方法处理，进样测定，计算回收率。

6 次 回 收 率 分 别 为 98.5%、99.2%、100.5%、99.8%、

100.2%、99.0%，平均回收率为 99.7%，RSD 为 0.8%，

表明该方法准确性良好。

2.4  样品含量测定

对多个批次的对乙酰氨基酚片样品进行含量测定，

结果显示不同批次样品中对乙酰氨基酚的含量存在一定

差异。通过大量批次样品的测定，统计出平均含量为

99.8%，标准偏差为 1.1%。这表明尽管存在细微差异，但

整体含量较为稳定，符合药品质量标准要求 [9]。

3  讨论与结论

（1）HPLC 方法优势。相比传统方法，HPLC 能将乙酰

氨基酚以及与其共存成分有效分离，减少杂质干扰，极大

提升了定性、定量分析精准度。

（2）实验条件影响。流动相组成、色谱柱类型、流速及

柱温等因素对分离效果影响显著。流动相的选择决定了各

成分在色谱柱中的保留行为。色谱柱类型不同，其固定相

性质和孔径大小有别，直接影响对成分的分离选择性 [10]。

（3）方法可靠性。通过精密度试验表明，试验所用仪

器性能稳定，进样重复性好，试验方法对同一批样品的分

析具有良好的重现性，供试品溶液性质稳定。

本研究建立的基于高效液相色谱法对乙酰氨基酚片主

要有效成分乙酰氨基酚进行定性定量分析的方法，具有

良好的准确性、精密度、重复性和稳定性，操作简便、快

速，满足该药品质量控制的要求，为药品研发、生产和质

量监督提供了重要的技术手段。
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