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摘  要: 目的  针对口服易降解、基质复杂药物(阿司匹林、布洛芬、硝苯地平)的含量检测难题, 优化高效液

相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)检测条件并结合固相萃取(solid phase extraction, SPE)

前处理技术, 建立准确、灵敏的分析方法。方法  以阿司匹林(水解敏感)、布洛芬(脂溶性干扰)、硝苯地平(光

热不稳定)为研究对象, 通过优化流动相组成(pH、有机相比例)、色谱柱类型及柱温, 结合 HLB SPE 小柱净化

消除基质效应; 采用外标法定量, 验证线性范围、回收率、精密度等指标。结果  3 种药物检测方法均达到药

典要求: 阿司匹林线性范围为 5~500 μg/mL (r=0.9998), 加样回收率为 98.2%~101.5%{日内/日间精密度[相对

标准偏差(relative standard deviation, RSD)]≤1.5%}; 布洛芬线性范围为 2~200 μg/mL (r=0.9997), 回收率为

97.8%~102.1% (RSD≤1.8%); 硝苯地平线性范围为 1~100 μg/mL (r=0.9999), 回收率为 98.5%~101.8% (RSD≤

1.2%)。实际样品检测结果显示, 方法抗干扰能力强, 适用于常规实验室质量控制。结论  优化的 HPLC-SPE

方法可有效解决易降解/复杂基质口服药物的含量检测问题, 操作简便、结果可靠, 具有显著实验室应用价值。 
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0  引  言 

高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, 
HPLC)因分离效率高、灵敏度好, 已成为口服药物含量检

测的核心技术[1]。然而, 临床常用的阿司匹林(乙酰水杨酸, 
易水解)、布洛芬(非甾体抗炎药, 脂溶性强)、硝苯地平(钙
通道阻滞剂, 光热敏感)等药物存在稳定性差、基质干扰大

等问题, 传统 HPLC 方法常出现峰形拖尾、回收率低、检

出限(limit of detection, LOD)不足等情况[2]。本研究通过针

对性优化检测条件(如流动相 pH 调控、色谱柱选择)及引入

固相萃取(solid phase extraction, SPE)前处理技术, 建立高

特异性、高准确性的检测方法, 为实验室常规药物质量控

制提供实用方案。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

市售阿司匹林肠溶片(批号 20230501, 规格 0.3 g/片, A
厂); 布洛芬缓释胶囊(批号 20230602, 规格 0.3 g/粒, B 厂); 
硝苯地平控释片(批号 20230703, 规格 30 mg/片, C 厂)。 

阿司匹林对照品(纯度 99.8%, 中国食品药品检定研

究院); 布洛芬对照品(纯度 99.5%, 美国 Sigma-Aldrich 公

司); 硝苯地平对照品(纯度 99.9%, 美国 Dr.Ehrenstorfer 公

司); 甲醇、乙腈(色谱纯, 美国 Merck 公司); 冰醋酸(分析

纯, 国药集团化学试剂有限公司); 磷酸二氢钾(分析纯, 上
海麦克林生化科技有限公司); 超纯水(Milli-Q Advantage 
A10 系统制备); Oasis HLB 固相萃取柱(60 mg/3 mL, 美国

Waters 公司); 磷酸盐缓冲液(0.05 mol/L, pH 7.4, 自配)。 

1.2  仪器与设备 

Agilent 1260 型高效液相色谱仪[四元泵, 二极管阵列检

测器(diode array detector, DAD)检测器, 流量精度±0.07%、波

长精度±1 nm]、Agilent Eclipse Plus C18 柱(100 mm×2.1 mm, 
1.8 μm)(美国 Agilent 公司); XS205 DualRange 型电子天平

(精度 0.01 mg, 瑞士梅特勒-托利多公司); KQ-500DE 型超

声清洗器 (功率 500 W, 昆山市超声仪器有限公司 ); 
TGL-16M 型高速离心机(转速 16000 r/min, 湖南湘仪实验

室仪器开发有限公司); Vortex-Genie 2 型涡旋混合器(美国

Scientific Industries 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  阿司匹林检测方法的建立与优化 
设计思路: 针对阿司匹林易水解特性, 控制样品前处
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理温度(小于 25 ℃), 优化流动相抑制解离, 采用 C18 色谱

柱增强保留[3]。方法: (1)样品前处理。取 20 片阿司匹林肠

溶片研细, 精密称取相当于 50 mg 阿司匹林的粉末, 置于

50 mL容量瓶, 加 0.1%冰醋酸溶液溶解并定容, 涡旋 5 min, 
超声 10 min (25 ℃), 离心(12000 r/min, 10 min), 取上清液

经 0.45 μm滤膜过滤, 备用[4-5]。(2)色谱条件。色谱柱Agilent 
ZORBAX SB-C18 (250 mm×4.6 mm, 5 μm); 流动相甲醇/ 
0.1%冰醋酸溶液(40:60, V:V); 流速 1.0 mL/min; 检测波长

280 nm; 柱温 30 ℃; 进样量 20 μL。 
1.3.2  布洛芬检测方法的建立与优化(结合 SPE 前处理) 

布洛芬脂溶性强, 血浆/制剂辅料易干扰, 采用 HLB 
SPE 柱去除脂质及水溶性杂质。方法: (1)样品前处理。取 10
粒布洛芬缓释胶囊内容物混匀, 精密称取相当于 100 mg 布

洛芬的粉末, 置于 100 mL 容量瓶, 加甲醇溶解并定容, 涡
旋 5 min, 超声 15 min (25 ℃), 离心(12000 r/min, 10 min), 
取上清液过 0.45 μm 滤膜, 作为上样液[6]。SPE 柱预处理: 依
次用 1 mL 甲醇、1 mL 超纯水活化; 取 5 mL 上样液上样, 弃
去流出液; 用 1 mL 5%甲醇水溶液淋洗, 弃去淋洗液; 真空

抽干 5 min; 用 1 mL 甲醇洗脱, 收集洗脱液, 氮吹至近干, 
用初始流动相定容至 1 mL, 过滤备用[7]。(2)色谱条件。色

谱柱 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 (150 mm×4.6 mm, 
3.5 μm); 流动相乙腈/0.05%磷酸二氢钾溶液[(55:45, V:V), 
磷酸二氢钾溶液用磷酸调 pH 3.0]; 流速 1.0 mL/min; 检测

波长 222 nm; 柱温 35 ℃; 进样量 20 μL[8]。 
1.3.3  硝苯地平检测方法的建立与优化 

硝苯地平光热敏感, 采用避光操作, 优化流动相提高

分离度, 缩短检测时间。方法: (1)样品前处理。取 10 片硝

苯地平控释片研细, 精密称取相当于 10 mg 硝苯地平的粉 

末, 置于 50 mL 容量瓶中, 加甲醇溶解并定容, 涡旋 5 min, 
超声 10 min (25 ℃, 避光), 离心(12000 r/min, 10 min), 取
上清液经 0.45 μm 滤膜过滤, 备用。(2)色谱条件。色谱柱

Agilent ZORBAX SB-C18 (250 mm×4.6 mm, 5 μm); 流动相

甲醇/水(75:25, V:V); 流速 1.2 mL/min; 检测波长 238 nm; 
柱温 25 ℃; 进样量 10 μL[9]。 

1.4  观察指标 

线性范围、相关系数(r)、定量限(limit of quantitation, 
LOQ)、LOD、日内 /日间精密度 [相对标准偏差 (relative 
standard deviation, RSD)]、加样回收率(n=9)、实际样品含

量测定结果。 

1.5  统计学方法 

采用 SPSS 26.0 软件进行数据处理, 线性关系用最小

二乘法拟合 , 精密度和回收率以均值 ±标准差表示 , 
RSD<2%视为符合要求。 

2  结果与分析 

2.1  方法学验证结果 

3 种药物的线性范围、相关系数(r)、LOD、LOQ 及精

密度见表 1。结果表明, 各方法线性关系良好(r≥0.9997), 
LOD 低(0.1~0.5 μg/mL), 日内/日间 RSDs 均小于 2%, 满足

痕量检测需求。 

2.2  加样回收率实验结果 

在空白基质中添加低、中、高 3 个浓度水平的对照品, 
计算回收率(表 2)。3 种药物加标回收率均在 97.8%~102.1%
之间, RSD≤1.8%, 表明方法准确性良好。 

 

表 1  3 种药物 HPLC 检测方法学验证参数 

药物 线性范围/(μg/mL) 相关系数(r) LOD/(μg/mL) LOQ/(μg/mL) 日内 RSDs/% (n=6) 日间 RSDs/% (n=6) 

阿司匹林 5~500 0.9998 0.5 1.5 0.8 1.2 

布洛芬 2~200 0.9997 0.2 0.6 1.1 1.5 

硝苯地平 1~100 0.9999 0.1 0.3 0.7 1.0 
 

表 2  3 种药物加样回收率实验结果(n=9) 

药物 添加水平/(μg/mL) 加标回收率/% RSDs/% 

阿司匹林 

50 98.2±0.8 0.8 

250 100.3±1.2 1.2 

400 101.5±1.5 1.5 

布洛芬 

20 97.8±1.1 1.1 

100 100.5±1.4 1.4 

180 102.1±1.8 1.8 

硝苯地平 

10 98.5±0.7 0.7 

50 100.2±0.9 0.9 

90 101.8±1.2 1.2 
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2.3  实际样品含量测定结果 

对 3 批市售样品进行检测, 并与药典方法对比(表 3)。
结果显示 ,  本方法测定结果与药典方法无显著差异

(P>0.05), 且操作更简便(如布洛芬采用 SPE 后无需复杂衍

生化)。从表 3 的测定结果可以看出, 3 批市售样品用本方 

法测定含量与药典方法测定值相近, 统计学分析显示无显

著性差异(P>0.05), 本方法操作简便, 布洛芬经过 SPE 处

理之后不需要复杂的衍生化步骤, 同时测得的精密度和准

确度也较好, 说明该方法可以用于常规药物含量的测定, 
并且具有推广价值。 

 
表 3  实际样品含量测定结果(n=3) 

药物 样品批号 本方法/% 药典方法/% t P 

阿司匹林 20230501 99.8±0.5 100.1±0.6 1.23 0.28 

布洛芬 20230602 98.5±0.7 98.2±0.8 0.89 0.41 

硝苯地平 20230703 100.2±0.6 99.9±0.7 1.05 0.33 

 
3  讨论与结论 

本研究针对 3 类典型口服药物的特性优化了 HPLC 检

测方法。 
阿司匹林通过降低流动相 pH (0.1%冰醋酸)抑制其解

离, 结合低温操作减少水解, 解决了传统方法中峰形拖尾

(拖尾因子从 1.8 降至 1.2)、加标回收率低(从 92%提升至

99%)的问题[10]。 
布洛芬检测时引入 HLB SPE 前处理, 有效去除基质

中甘油三酯、淀粉等干扰物, 使基线噪声降低 60%, LOD
较直接进样法提高 5 倍(0.6 μg/mL vs 3.0 μg/mL)。 

硝苯地平检测后采用 C18 色谱柱(比 C18 疏水性弱)缩
短保留时间(从 15 min降至 8 min), 同时避光操作避免光降

解, RSD 从 3.5%降至 1.0%。本方法的创新点在于“问题导

向的条件优化+SPE 前处理”, 兼顾了易降解药物的稳定

性、复杂基质的抗干扰性及实验室实操的高效性(单样本检

测时间小于 15 min)[11-12]。与传统方法相比, 加标回收率提

高 5%~8%, 精密度提升 50%以上, 适用于基层药检所及制

药企业 QC 实验室的常规检测。未来可进一步拓展至更多

易降解药物(如维生素 C 片、硝酸甘油片), 并探索在线

SPE-HPLC 联用技术以减少人工操作步骤。 
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