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ＨＰＬＣ法测定硝苯地平原料药有关物质
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摘要　目的：建立高效液相色谱法测定硝苯地平原料药的有关物质。方法：采用 ＰＦＰ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，
５μｍ）色谱柱，以 ２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钾和甲醇为流动相进行梯度洗脱，流速 １０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温
３０℃，检测波长２６５ｎｍ。结果：硝苯地平以及杂质Ｄ、邻硝基苯甲醛、单酰胺、内酯、杂质Ｃ、去氢－Ｎ－氧化
物、杂质Ａ、杂质Ｂ、对硝苯地平和间硝苯地平１０个已知杂质色谱峰之间的分离度良好，已知杂质间分离度
均≥１５，硝苯地平前后杂质峰与主峰分离度均≥２０。以上各杂质的质量浓度在００００２～００１５
ｍｇ·ｍＬ－１范围内线性关系良好（ｒ＞０９９９，ｎ＝７），相关系数分别为１０００、１０００、１０００、１０００、０９９９９、
０９９９９、０９９９９、１０００、０９９９９、０９９９９，平均回收率（ｎ＝９）分别为 ９３１％（ＲＳＤ＝２３％）、１１０６％
（ＲＳＤ＝１９％）、１０９２％（ＲＳＤ＝２０％）、１１１０％ （ＲＳＤ＝２１％）、１０８１％ （ＲＳＤ＝１９％）、１１２４％
（ＲＳＤ＝１８％）、１１０８％（ＲＳＤ＝１９％）、９１５％（ＲＳＤ＝３１％）、９８９％（ＲＳＤ＝２７％）、１１０１％（ＲＳＤ＝
２６％），检测限为０００００６ｍｇ·ｍＬ－１，定量限为００００２ｍｇ·ｍＬ－１。３批硝苯地平原料药样品测定结果显
示，已知杂质及其他最大单个杂质的含量均 ＜０１％，杂质总含量 ＜０５％。结论：经方法学验证，本方法灵
敏度高，专属性好，可用于硝苯地平原料药有关物质测定。

关键词：硝苯地平；有关物质；工艺杂质；降解杂质；质量控制；高效液相色谱；梯度洗脱；抗高血压药物
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ；ｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ；ｐｒｏｃｅｓｓｉｍｐｕｒｉｔｙ；ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｉｍｐｕｒｉｔｙ；ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ；ＨＰＬＣ；
ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎ；ａｎｔｉｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｖｅｄｒｕｇ

　　硝苯地平临床上主要用于治疗高血压和冠心病
等心脑血管疾病，属二氢吡啶类化合物，化学名为２，
６－二甲基－４－（２－硝基苯基）－１，４－二氢 －３，
５－吡啶二甲酸二甲酯。硝苯地平是第 １代二氢吡
啶类钙离子拮抗剂，１９６８年由 Ｂｏｓｓｅｒｔ和 Ｖａｔｅｒ首次
合成，德国拜耳公司在１９７５年以新药上市销售［１］，

目前在我国治疗高血压药物中销量位居首位。硝苯

地平的主要合成路线是由邻硝基苯甲醛、乙酰乙酸

甲酯和氨通过Ｈａｎｔｚｓｔｈ反应制备而成［２］。

有关物质控制是保障药品质量的重点环节，从

化学特性、合成路线以及降解途径对硝苯地平原料

药合成中可能形成的有关物质进行系统分析，从而

全面掌握它在生产中的杂质状况。硝苯地平有关物

质主要分为工艺杂质和降解杂质，工艺杂质主要包

括杂质Ｃ、杂质 Ｄ、单酰胺杂质、邻硝基苯甲醛杂质、
对硝苯地平杂质和间硝苯地平杂质，降解杂质主要

包括杂质Ａ、杂质Ｂ、内酯杂质和去氢－Ｎ－氧化物杂
质，化学结构式见图１。

ＢＰ２０２０［３］和ＥＰ１１０［４］中对硝苯地平杂质 Ａ、
杂质Ｂ、杂质Ｃ和杂质Ｄ进行了控制，其中对杂质 Ａ
和杂质Ｂ利用高效液相色谱法进行控制，杂质 Ｃ和
杂质Ｄ利用化学分析法进行控制；ＵＳＰ４３［５］和２０２０
年版《中华人民共和国药典》二部［６］仅对硝苯地平杂

质Ａ和杂质Ｂ利用高效液相色谱法进行了控制。
孙晓岩等［７］利用高效液相色谱法对硝苯地平杂

质Ａ、杂质Ｂ、杂质Ｃ和杂质Ｄ进行了检测分析研究，
郭常川等［８］利用超高效液相色谱 －静电场轨道阱高
分辨质谱法对间硝苯地平杂质、对硝苯地平杂质以

及去氢硝苯地平 －Ｎ－氧化物杂质进行了检测分析

研究，朱培曦等［９］利用高效液相色谱 －四极杆飞行
时间质谱法对硝苯地平杂质 Ａ、杂质 Ｂ和单酰胺杂
质进行了检测分析研究，Ｋｏｎｄｏ等［１０］利用气相色谱

法对硝苯地平内酯杂质进行了检测分析研究。

硝苯地平不稳定，在贮存中易产生光解产物和

氧化产物，在合成中易产生多种工艺杂质。综合以

上硝苯地平杂质分析文献中的杂质种类，结合各国

药典对硝苯地平杂质重点控制的情况，本试验对硝

苯地平原料药合成的起始原料、中间体、工艺杂质以

及降解杂质等１０个杂质进行系统地分析研究，按照
有关物质分析方法研究指导原则［１１－１３］，创新性地建

立了专属性好、准确度高、检测能力强的高效液相色

谱分析方法，能够更有效地检测以上１０个杂质和其
他未知杂质，更全面地控制硝苯地平原料药产品

质量。

１　仪器与试药
１１　仪器

Ｕ３０００型高效液相色谱仪（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公
司）；Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；
ＡＢ１３５－Ｓ型十万分之一分析天平（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公
司）；ＣＴ１５ＲＴ型高速冷冻离心机（上海天美生化设备
仪器设备公司）；ＳＨＨ－１００ＧＤ－２型药品强光照射
试验箱（重庆市永生实验仪器厂）；ＫＱ－５００ＤＢ型数
控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）。

１２　试药
硝苯地平原料药（批号 ０５２２１０００１、０５２２１０００２、

０５２２１０００３，河北广祥制药有限公司），对照品硝苯地
平（批号１００３３８－２０２１０７，含量９９８％）、杂质 Ａ（批
号１００３３９－２０２００５，含量 ９９１％）、杂质 Ｂ（批号
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图１　硝苯地平及其各杂质成分的化学结构式

Ｆｉｇ１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅａｎｄｉｔｓｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

１００３４０－２０２００５，含量９９４％）来自中国食品药品检
定研究院；杂质 Ｃ（批号 ５－ＣＷＡ－３７－１，含量
９９４４％）来自ＴＲＣ公司；单酰胺杂质（批号 ＷＤＳ－
ＸＢＤＰ１５，含量 ９８００％）、硝苯地平杂质 Ｄ（批号
ＷＤＳ－Ｇ２１１２２００５，含量９８５６％）、邻硝基苯甲醛杂
质（批 号 ＷＤＳ－ＬＸＪＢＪＱ０５，含 量 ９９９１％）、去
氢－Ｎ－氧化物杂质（批号 ＷＤＳ－ＸＢＤＰ１７，含量
９７９９％）、内酯杂质（批号 ＷＤＳ－ＸＢＤＰ１２，含量
９８２７％）、间硝苯地平杂质（批号 ＷＤＳ－ＸＢＪ００５，含
量９８３３％）和对硝苯地平杂质（批号 ＷＤＳ－ＸＢ
ＤＰ０１，含量９７５６％）均来自山东沃德森生物科技
有限公司，甲醇（色谱纯）来自默克股份两合公

司，磷酸二氢钾（分析纯）来自天津市科密欧化学

试剂有限公司。

２　方法与结果
２１　色谱条件

采用以五氟苯基硅烷键合硅胶为填充剂，Ｗｅｌｃｈ
ＵｌｔｉｍａｔｅＰＦＰ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱，流动
相为２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钾溶液（Ａ）－甲醇（Ｂ），
梯度洗脱程序见表１，流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波
长为２６５ｎｍ，柱温为３０℃，进样体积为１０μＬ。
２２　限度标准

供试品溶液的色谱图中如有与杂质 Ｄ峰、邻硝
基苯甲醛杂质峰、单酰胺杂质峰、内酯杂质峰、
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　　　　 表１　ＨＰＬＣ梯度洗脱程序
Ｔａｂ１　ＴｈｅｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅｆｏｒＨＰＬＣ

ｔ／ｍｉｎ
流动相比例（ｒａｔｉｏｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）／％

Ａ Ｂ

０ ５５ ４５

３５ ３０ ７０

４５ ５５ ４５

６０ ５５ ４５

杂质Ｃ峰、去氢－Ｎ－氧化物杂质峰、杂质Ａ峰、杂质
Ｂ峰、对硝苯地平杂质峰、间硝苯地平杂质峰保留时
间一致的色谱峰，按外标法以峰面积计算，均不得过

０１％；其他单个杂质峰面积不得大于对照品溶液中
硝苯地平峰面积（０１％）；杂质总量不得过０５％。
２３　溶液制备
２３１　供试品溶液　称取硝苯地平约 ５０ｍｇ，置
２５ｍＬ量瓶中，加混合溶剂［乙腈 －甲醇（５０∶５０）］适
量，超声（５００Ｗ，４０ｋＨｚ）约３０ｍｉｎ，并不时振摇使溶
解，放冷至室温，用混合溶剂稀释至刻度，摇匀，１０
０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液，即得。
２３２　对照品溶液　分别取杂质 Ｄ、邻硝基苯甲醛
杂质、单酰胺杂质、内酯杂质、杂质 Ｃ、去氢 －Ｎ－氧
　　　　

化物杂质、杂质 Ａ、杂质 Ｂ、硝苯地平、对硝苯地平杂
质和间硝苯地平杂质的对照品，精密称定，各置 ２０
ｍＬ量瓶中，分别加混合溶剂制成每 １ｍＬ中约含 １
ｍｇ的对照品储备液。

精密量取各对照品储备液适量，用混合溶剂稀

释制成每１ｍＬ中分别约含杂质 Ｄ、邻硝基苯甲醛杂
质、单酰胺杂质、内酯杂质、杂质 Ｃ、去氢 －Ｎ－氧化
物杂质、硝苯地平、对硝苯地平杂质和间硝苯地平杂

质各４μｇ和杂质Ａ、杂质 Ｂ各１０μｇ的混合对照品
溶液。

２３３　系统适用性溶液　精密量取以上各对照品
储备液适量，用混合溶剂稀释制成每１ｍＬ中含杂质
Ｄ、邻硝基苯甲醛杂质、单酰胺杂质、内酯杂质、杂质
Ｃ、去氢 －Ｎ－氧化物杂质、杂质 Ａ、杂质 Ｂ、硝苯地
平、对硝苯地平杂质和间硝苯地平杂质各１μｇ的混
合溶液。

２４　系统适用性试验
取“２３３”项下系统适用性溶液１０μＬ注入液

相色谱仪，记录色谱图，结果见图２和表２。系统干
净稳定，各已知杂质出峰没有干扰并且已知杂质峰

之间分离度均≥１５，硝苯地平主峰前后杂质峰与主
峰分离度均≥２０。

１．杂质Ｄ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＤ）　２．邻硝苯基苯甲醛杂质（２－ｎｉｔｒｏｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙ）　３．单酰胺杂质（ｍｏｎｏａｍｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙ）　４．内酯杂质（ｈｙｄｒｏｘｙｄｅ

ｈｙｄｒｏｌａｃｔｏｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙ）　５．杂质Ｃ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＣ）　６．去氢－Ｎ－氧化物杂质（ｄｅｈｙｄｒｏ－Ｎ－ｏｘｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙ）　７．杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ）　８．杂质Ｂ（ｉｍ

ｐｕｒｉｔｙＢ）　９．硝苯地平（ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ）１０．间硝苯地平杂质（ｍ－ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙ）　１１．对硝苯地平杂质（ｐ－ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙ）

图２　系统适用性色谱图

Ｆｉｇ２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓｙｓｔｅｍｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙ
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表２　系统适用性试验结果
Ｔａｂ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｙｓｔｅｍｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔ

化合物　　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　　

ｔＲ／

ｍｉｎ

分离度

（ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）

杂质Ｄ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＤ） ６９８３ ４２４

邻硝基苯甲醛杂质（２－ｎｉｔｒｏｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） １０２７３ ４６５

单酰胺杂质（ｍｏｎｏａｍｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） １４４０３ ４３１

内酯杂质（ｈｙｄｒｏｘｙｄｅｈｙｄｒｏｌａｃｔｏｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） １６３１０ ２６４

杂质Ｃ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＣ） １７３９０ ８１１

去氢－Ｎ－氧化物杂质（ｄｅｈｙｄｒｏ－Ｎ－ｏｘｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） ２０７１７ ７１６

杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ） ２３６４０ ４８５

杂质Ｂ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ） ２５６７０ ９３２

硝苯地平（ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ） ２９７７０ ７６０

间硝苯地平杂质（ｍ－ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） ３３１７７ ６８５

对硝苯地平杂质（ｐ－ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） ３６１９７ ＼

结果表明，硝苯地平峰与杂质 Ｄ、邻硝基苯甲醛
杂质、单酰胺杂质、内酯杂质、杂质 Ｃ、去氢 －Ｎ－氧
化物杂质、杂质Ａ、杂质Ｂ、对硝苯地平杂质和间硝苯
地平杂质各杂质的色谱峰均能基线分离，硝苯地平

　　　　

峰与相邻杂质峰分离度均≥２０，上述各已知杂质相
邻峰间分离度均≥１５，本高效液相色谱方法系统性
试验符合要求。

２５　线性关系试验
分别精密称取杂质 Ｄ、邻硝基苯甲醛杂质、单

酰胺杂质、内酯杂质、杂质 Ｃ、去氢 －Ｎ－氧化物杂
质、杂质Ａ、杂质Ｂ、硝苯地平、对硝苯地平杂质和间
硝苯地平杂质的对照品适量，照“２３２”项方法取
各杂质对照品储备液各 １ｍＬ置同一 ２０ｍＬ量瓶
中，用混合溶剂稀释至刻度，摇匀。再分别量取

０１、０２、０５、１０、２０、５０、７５ｍＬ上述溶液置不
同的１０ｍＬ量瓶中，分别用混合溶剂稀释至刻度，
摇匀。制备成硝苯地平及各杂质浓度从定量限

（ＬＯＱ）到指标浓度的 ０７５％（００１％、００２％、
００５％、０１％、０２％、０５％和 ０７５％）的线性试
验混合溶液。取上述线性试验混合溶液各１０μＬ，
注入液相色谱仪，记录色谱图，以杂质质量浓度 Ｘ
（ｍｇ·ｍＬ－１）和峰面积 Ｙ计算回归方程、线性范围、
相关系数和校正因子，试验结果见表３。

表３　回归方程、线性范围和校正因子
Ｔａｂ３　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓ

化合物　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　

回归方程

（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ）

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／（ｍｇ·ｍＬ－１）
ｒ

相对校正因子

（ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）

杂质Ｄ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＤ） Ｙ＝５０３１Ｘ＋００１４９ ００００２～００１５ １０００ ０２８

邻硝基苯甲醛杂质（２－ｎｉｔｒｏｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） Ｙ＝１５７８Ｘ＋０００５５ ００００２～００１５ １０００ ０８８

单酰胺杂质（ｍｏｎｏａｍｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） Ｙ＝１３３７Ｘ＋０００９４ ００００２～００１５ １０００ １０４

内酯杂质（ｈｙｄｒｏｘｙｄｅｈｙｄｒｏｌａｃｔｏｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） Ｙ＝２４６４Ｘ＋００１９７ ００００２～００１５ １０００ ０５７

杂质Ｃ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＣ） Ｙ＝７２４８Ｘ＋００１４４ ００００２～００１５ ０９９９９ ０１９

去氢－Ｎ－氧化物杂质（ｄｅｈｙｄｒｏ－Ｎ－ｏｘｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） Ｙ＝４４８１Ｘ＋００１１５ ００００２～００１５ ０９９９９ ０３１

杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ） Ｙ＝２１８２Ｘ＋０００５１ ００００２～００１５ ０９９９９ ０６４

杂质Ｂ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ） Ｙ＝１８６２Ｘ＋００１０４ ００００２～００１５ １０００ ０７５

硝苯地平（ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ） Ｙ＝１３９５Ｘ＋０００４０ ００００２～００１５ ０９９９９ １００

间硝苯地平杂质（ｍ－ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） Ｙ＝２３４２Ｘ＋０００６３ ００００２～００１５ ０９９９９ ０６０

对硝苯地平杂质（ｐ－ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） Ｙ＝２４５３Ｘ＋０００６６ ００００２～００１５ ０９９９９ ０５７

　　结果表明，杂质Ｄ、邻硝基苯甲醛杂质、单酰胺杂
质、内酯杂质、杂质 Ｃ、去氢 －Ｎ－氧化物杂质、杂质
Ａ、杂质Ｂ、对硝苯地平杂质和间硝苯地平杂质各杂
质及硝苯地平质量浓度与峰面积呈线性并且相关系

数均≥０９９９，以上各已知杂质质量浓度与液相色谱
峰面积具有良好的线性关系。

２６　回收率
取“２３２”项下各杂质对照品储备液，其中杂质

Ａ、杂质Ｂ的对照品储备液各５ｍＬ，其余杂质对照品
储备液各２ｍＬ置同一５０ｍＬ量瓶中，用混合溶剂稀
释至刻度，摇匀，即得回收率对照品溶液。分别按杂

质限度的 ８０％（低浓度）、１００％（中浓度）和 １２０％
（高浓度）将对照品溶液加入至供试品溶液中，每个

浓度制备３份加标溶液，测定各已知杂质的回收率，
试验结果见表４。

结果表明，杂质 Ｄ、邻硝基苯甲醛杂质、单酰胺
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　　　　 表４　回收率试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ４　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

化合物　　　
（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　

回收率（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

低浓度

（ｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）
中浓度

（ｍｅｄｉｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）
高浓度

（ｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％
ＲＳＤ／
％

杂质Ｄ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＤ） ９４３ ９３９ ９１０ ９３１ ２３

邻硝基苯甲醛杂质（２－ｎｉｔｒｏｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） １１０３ １１１９ １０９７ １１０６ １９

单酰胺杂质（ｍｏｎｏａｍｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） １０７４ １１０４ １０９９ １０９２ ２０

内酯杂质（ｈｙｄｒｏｘｙｄｅｈｙｄｒｏｌａｃｔｏｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） １０９２ １１２８ １１１０ １１１０ ２１

杂质Ｃ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＣ） １０６７ １０９３ １０８２ １０８１ １９

去氢－Ｎ－氧化物杂质（ｄｅｈｙｄｒｏ－Ｎ－ｏｘｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） １１１１ １１３９ １１２３ １１２４ １８

杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ） １０９８ １１２４ １１０２ １１０８ １９

杂质Ｂ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ） ８９８ ９０３ ９４４ ９１５ ３１

间硝苯地平杂质（ｍ－ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） ９７５ １００９ ９８２ ９８９ ２７

对硝苯地平杂质（ｐ－ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） １０８２ １１１２ １１２５ １１０６ ２６

杂质、内酯杂质、杂质 Ｃ、去氢 －Ｎ－氧化物杂质、杂
质Ａ、杂质 Ｂ、对硝苯地平杂质和间硝苯地平杂质各
杂质回收率在９１５％～１１２４％，ＲＳＤ均≤３１％，符
合有关物质分析方法验证接受标准［１４］中回收率

８０％～１２０％和ＲＳＤ≤１０％的标准限度要求，各杂质
回收率结果良好。

２７　检测限与定量限
取各杂质储备液适量，加入混合溶剂配制成含

各杂质浓度０００００６ｍｇ·ｍＬ－１的溶液作为检测限
测定用溶液，按高效液相色谱法进行检测试验。结

果表明，各杂质０００００６ｍｇ·ｍＬ－１的信噪比（Ｓ／Ｎ）
均＞３，各杂质０００００６ｍｇ·ｍＬ－１的检测浓度均符
合检测限要求。

取各杂质储备液适量，加入混合溶剂配制成含

各杂质浓度００００２ｍｇ·ｍＬ－１的溶液作为定量限测
定用溶液，按高效液相色谱法进行检测试验。结果

表明，各杂质 ００００２ｍｇ·ｍＬ－１的信噪比（Ｓ／Ｎ）
均＞１０，连 续 进 样 ６次 各 杂 质 峰 峰 面 积 的
ＲＳＤ≤１０％，各杂质００００２ｍｇ·ｍＬ－１的检测浓度均
符合定量限要求。

２８　稳定性试验
取供试品溶液，按“２１”项下色谱条件检测，分

别在室温下放置０、６、１２、１８、２４、３６ｈ，分别取各放置
时间点供试品溶液并计算杂质含量。试验结果见表

５。按照有关物质分析方法验证可接受标准［１４］进行

分析，各时间点硝苯地平主峰面积 ＲＳＤ＜２％，符合
要求；各时间点单酰胺杂质和间硝苯地平杂质含

量 ＜００５％；其他单个杂质含量在 ００５％≤Ｘ＜
０１０％，各时间点与０ｈ差值符合不得过００５％要
求；总杂质含量在０１０％～０５０％，各时间点与０ｈ
差值符合不得过０１０％要求。结果表明，供试品溶
液３６ｈ内稳定性良好。

表５　稳定性试验结果
Ｔａｂ５　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ

ｔ／ｈ
主峰面积

（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ｐｅａｋａｒｅａ）

杂质含量（ｉｍｐｕｒｉｔｙｃｏｎｔｅｎｔ）／％

单酰胺

（ｍｏｎｏａｍｉｄｅ）
间硝苯地平

（ｍ－ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ）
其他定性杂质

（ｏｔｈｅｒｉｍｐｕｒｉｔｙ）
最大未知杂质

（ｍａｘｉｍｕｍｕｎｋｎｏｗｎｉｍｐｕｒｉｔｙ）
总杂质

（ｔｏｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｙ）

杂质数

（ｎｕｍｂｅｒｏｆ
ｉｍｐｕｒｉｔｙ）

０ ２８５４９０ ００２ ００４ － ００６ ０１８ ６

６ ２８３６６０ ００２ ００４ － ００６ ０１６ ６

１２ ２８４１０５ ００２ ００４ － ００６ ０１８ ６

１８ ２８４０２２ ００２ ００４ － ００６ ０１６ ６

２４ ２８３５５３ ００２ ００４ － ００６ ０１６ ６

３６ ２８３７７０ ００２ ００２ － ００７ ０１４ ６

平均值（ｍｅａｎ） ２８４１０１ ００２ ００４ － ００６ ０１６ －

ＲＳＤ／％ ０２５ ０００ ０２２ － ００７ ００９ －
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２９　重复性试验
按“２２”项下方法，平行制备６份供试品溶液，

并按“２１”项下的色谱条件进行分析并计算各杂质
含量的ＲＳＤ。以上重复性试验按照有关物质分析方
法验证接受标准［１４］进行分析，６份供试品溶液中单
酰胺杂质、间硝苯地平杂质、对硝苯地平杂质以及２
个未知杂质含量 ＜００５％；１个未知杂质含量在
００５％～０１０％，ＲＳＤ为 ７７％，符合 ＲＳＤ不得过
１０％的要求；１个未知杂质含量在０１０％～０５０％，
ＲＳＤ为４１％，符合ＲＳＤ不得过５０％的要求。各杂
质的所有验证结果均符合重复性验证要求。

２１０　精密度试验
以不同人员、不同时间和不同高效液相色谱仪，

按重复性试验项下方法进行试验并按照有关物质分

析方法验证接受标准［１４］进行分析。由精密度试验表

明，（实验员１）６份供试品溶液中单酰胺杂质、间硝
苯地平杂质、对硝苯地平杂质以及２个未知杂质含
量均 ＜００５％；１个未知杂质含量在 ００５％～
０１０％，ＲＳＤ为 ７７％，符合 ＲＳＤ不得过 １０％的要
求；１个未知杂质含量在 ０１０％～０５０％，ＲＳＤ为

４１％，符合ＲＳＤ不得过５０％的要求。（实验员２）６
份供试品溶液中单酰胺杂质、间硝苯地平杂质、对硝

苯地平杂质以及２个未知杂质含量均＜００５％；１个
未知杂质含量在００５％～０１０％，ＲＳＤ为 ７１％，符
合ＲＳＤ不得过 １０％的要求；１个未知杂质含量在
０１０％～０５０％，ＲＳＤ为 ３９％，符合 ＲＳＤ不得过
５０％的要求。各杂质的所有验证结果均符合精密
度验证要求。

２１１　耐用性考察
取供试品溶液，通过改变“２１”项下的色谱条

件（包括流速、柱温、色谱柱、检测波长和流动相比

例），考察对有关物质测定结果的影响。试验结果

见表６，表明各条件下供试品溶液按照有关物质分
析方法验证的接受标准［１４］进行分析，单酰胺杂质

和间硝苯地平杂质含量 ＜００５％；最大未知杂质含
量在００５％～０１０％，改变色谱条件与原色谱条件
差值最大值为００１％，符合不得过００５％的要求；
总杂质含量在０１０％～０５０％，改变色谱条件与原
色谱条件差值最大值为 ００４％，符合不得过
０１０％的要求。试验结果表明，符合耐用性要求。

表６　耐用性考察结果
Ｔａｂ６　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｏｂｕｓｔｎｅｓｓｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ

色谱条件　　　　　

（ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ　　　　　

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）　　　　　

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／％

单酰胺

（ｍｏｎｏａｍｉｄｅ）

间硝苯地平

（ｍ－ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ）

其他定性

杂质（ｏｔｈｅｒ

ｉｍｐｕｒｉｔｙ）

最大未知杂质

（ｍａｘｉｍｕｍ

ｕｎｋｎｏｗｎｉｍｐｕｒｉｔｙ）

总杂质

（ｔｏｔａｌ

ｉｍｐｕｒｉｔｙ）

流速（ｆｌｏｗｒａｔｅ）／ ０９５ ００２ ００３ － ００５ ０１９

（ｍＬ·ｍｉｎ－１） １０ ００２ ００４ － ００６ ０２１

１０５ ００２ ００３ － ００５ ０１７

柱温（ｃｏｌｕｍｎ ２５ ００２ ００４ － ００７ ０１８

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）／℃ ３０ ００２ ００４ － ００６ ０２１

３５ ００２ ００３ － ００７ ０１７

色谱柱 ｓｈｉｍａｄｚｕ ００２ ００４ － ００５ ０１６

（ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ 月旭科技（ＹｕｅｓｕＳｃｉｅｎｃｅ） ００２ ００４ － ００６ ０２１

ｃｏｌｕｍｎ） Ｗａｔｅｒｓ ００２ ００４ － ００５ ０１７

检测波 ２６３ ００２ ００５ － ００６ ０１８

长（ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ２６５ ００２ ００４ － ００７ ０２１

ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ）／ｎｍ ２６７ ００２ ００５ － ００６ ０２２

流动相比例 Ａ＋２％∶Ｂ－２％（５７∶４３，３２∶６８，５７∶４３，５７∶４３） ００２ ００４ － ００５ ０１７

（ｒａｔｉｏｏｆ Ａ∶Ｂ（５５∶４５，３０∶７０，５５∶４５，５５∶４５） ００２ ００４ － ００５ ０２１

ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）／％ Ａ－２％∶Ｂ＋２％（５３∶４７，２８∶７２，５３∶４７，５３∶４７） ００２ ００４ － ００５ ０１７
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２１２　专属性试验
２１２１　溶剂干扰试验　取混合溶剂、定位溶液（取
“２３２”项下各杂质对照品储备液，其中杂质Ａ和杂
质Ｂ各０５ｍＬ，其余杂质各０２ｍＬ分别置５０ｍＬ量
瓶中，用混合溶剂稀释至刻度，摇匀）、空白辅料溶液

［称取空白辅料（约相当于硝苯地平主成分５０ｍｇ的
处方配比量），置２５ｍＬ量瓶中，用混合溶剂稀释至
刻度，摇匀］各１０μＬ，按“２１”项下色谱条件进样分
析，记录色谱图。结果显示空白辅料和溶剂不影响本

方法对有关物质的测定，定位溶液各杂质间的分离度

均＞１５，表明本方法符合有关物质的测定要求。
２１２２　破坏性试验　未破坏试验供试品溶液：称
取硝苯地平原料药约２０ｍｇ，置１０ｍＬ量瓶中，用混
合溶剂溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。

固体光照破坏供试品溶液：称取硝苯地平原料

药约２０ｍｇ，置透明瓶中密封，４５００Ｌｘ放置１ｈ后取
出，转移至１０ｍＬ量瓶中，用混合溶剂溶解并稀释至
刻度，摇匀，即得。

固体高温破坏供试品溶液：称取硝苯地平原料

药约２０ｍｇ，置透明瓶中密封，１０５℃烘箱放置２４ｈ
后取出，放冷至室温，转移至１０ｍＬ量瓶中，用混合
溶剂溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。

酸破坏试验供试品溶液：称取硝苯地平原料药

约２０ｍｇ，置１０ｍＬ量瓶中，加１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸１ｍＬ，
室温放置２４ｈ，再加１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠１ｍＬ中和，

用混合溶剂溶解并稀释至刻度，摇匀，即得（同法制

备空白溶液）。

碱破坏试验供试品溶液：称取硝苯地平原料药

约２０ｍｇ，置１０ｍＬ量瓶中，加１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠
溶液１ｍＬ室温，放置２４ｈ，加１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸１ｍＬ
中和，用混合溶剂溶解并稀释至刻度，摇匀，即得（同

法制备空白溶液）。

氧化破坏试验供试品溶液：称取硝苯地平原料

药约 ２０ｍｇ，置 １０ｍＬ量瓶中，加 ３％双氧水溶液
１ｍＬ，室温放置１ｈ，用混合溶剂溶解并稀释至刻度，
摇匀，即得（同法制备空白溶液）。

液体光照破坏供试品溶液：取未破坏供试品溶液

于透明进样小瓶中４５００Ｌｘ放置５ｍｉｎ后取出，即得。
固体光照破坏供试品溶液：取未破坏供试品溶

液于透明进样小瓶中６０℃烘箱放置２ｈ取出，即得。
精密量取以上各破坏性试验溶液１０μＬ，分别注

入液相色谱仪，记录色谱图。试验结果见表７。试验
结果按照有关物质分析方法验证可接受标准［１４］进行

分析，光照、高温（液体６０℃、固体１０５℃）、酸、碱、
氧化等强制降解条件下样品中主峰前后杂质与主峰

分离度均＞２２０（均≥１５），光破坏的主要降解杂质
为杂质Ｂ，氧化破坏的主要降解杂质为杂质 Ａ，主峰
匹配因子为９９０以上，主成分降解前后的物料平衡均
在９３％～１０２％，物料基本守衡，杂质与主成分的分离
度均符合要求，表明该色谱方法具有较强的专属性。

表７　物料守恒试验数据
Ｔａｂ７　Ｍａｓｓｂａｌａｎｃｅｄａｔａ

试验条件　　　

（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ）　　　

样品含量

（ｓａｍｐｌｅｃｏｎｔｅｎｔ）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

主峰面积

（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｐｅａｋａｒｅａ）

杂质峰面积

（ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｐｅａｋａｒｅａ）

百分比

（ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ）／％

未破坏（ｕｎｄａｍａｇｅｄ） ２０８７ ２８８５８２ ０６５１ －

固体光照破坏（ｓｏｌｉｄｐｈｏｔｏｄａｍａｇｅ） ２０６３ ２７３１３６ １７９９３ １０１０

固体高温破坏（ｓｏｌｉｄｈｉｇｈ－ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｄａｍａｇｅｄ） ２０５０ ２７２７６９ ０８６１ ９６３

酸破坏（ａｃｉｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｄａｍａｇｅｄ） ２０４２ ２８６９０９ ０５８４ １０１６

碱破坏（ａｌｋａｌｉｚａｔｉｏｎｄａｍａｇｅｄ） ２０３２ ２６０３８５ ０５０４ ９２６

氧化破坏（ｏｘｉｄａｔｉｏｎｄａｍａｇｅｄ） ２０９３ ２８２５８１ １６７３ ９８０

液体光照破坏（ｌｉｑｉｕｄｐｈｏｔｏｄａｍａｇｅ） ２０８７ ２７３６５８ １８８６２ １０１１

液体高温破坏（ｌｉｑｉｕｄｈｉｇｈ－ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｄａｍａｇｅｄ） ２０８７ ２７６３８９ ０７９０ ９５８

２１３　样品检测
精密称取３批硝苯地平原料药适量按“２３１”

项下方法制备供试品溶液，按照“２１”高效液相色谱
条件进行测定分别将供试品溶液注入液相色谱仪，

记录色谱图。试验结果见表８。

检验结果表明，３批硝苯地平原料药有关物质中
已知杂质仅检出单酰胺杂质、间硝苯地平杂质，其他

已知杂质均未检出，其他最大未知单杂含量均 ＜
０１％，杂质总量均 ＜０５％，均符合质量标准规定，
总杂质含量较低，产品纯度较高。
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表８　样品检验结果
Ｔａｂ８　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓａｍｐｌｅｔｅｓｔ

化合物　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　

指标限度

（ｌｉｍｉｔ）

有关物质含量（ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅ）／％

批号（ｌｏｔＮｏ．）０５２２１０００１ 批号（ｌｏｔＮｏ．）０５２２１０００２ 批号（ｌｏｔＮｏ．）０５２２１０００３

杂质Ｄ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＤ） ≤０１％ － － －

邻硝基苯甲醛杂质（２－ｎｉｔｒｏｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） ≤０１％ ００２ ００２ ００２

单酰胺杂质ｍｏｎｏａｍｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） ≤０１％ － － －

内酯杂质（ｈｙｄｒｏｘｙｄｅｈｙｄｒｏｌａｃｔｏｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） ≤０１％ － － －

杂质Ｃ（ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙＣ） ≤０１％ － － －

去氢－Ｎ－氧化物杂质（ｄｅｈｙｄｒｏ－Ｎ－ｏｘｉｄｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） ≤０１％ － － －

杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ） ≤０１％ － － －

杂质Ｂ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ） ≤０１％ － － －

间硝苯地平杂质（ｍ－ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） ≤０１％ ００３ ００３ ００３

对硝苯地平杂质（ｐ－ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙ） ≤０１％ － － －

其他最大未知单杂（ｏｔｈｅｒｍａｘｉｍｕｍｕｎｋｎｏｗｎｉｍｐｕｒｉｔｙ） ≤０１％ ００９ ００７ ００６

总杂质（ｔｏｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ） ≤０５％ ０２６ ０２６ ０２３

３　讨论
３１　色谱条件优化

在试验过程中，先后用 Ｃ１８色谱柱和五氟苯基柱
进行系列试验，由于硝苯地平及其杂质含有苯基和

酯基结构，按照色谱分离相似相溶原理，五氟苯基柱

对主成分和杂质的分离效果较好，故选用五氟苯基

色谱柱进行试验研究。

在流动相选择试验中，参考硝苯地平有关物质检

查相关文献［１５－１７］，分别考察了水 －甲醇、水 －乙腈、
水－甲醇－乙腈、磷酸缓冲盐－甲醇、磷酸缓冲盐－乙
腈等洗脱体系，等度洗脱体系和含有乙腈的洗脱体系

均未实现１０个杂质的有效分离，特别是杂质 Ｃ和去
氢－Ｎ－氧化物杂质的分离存在一定问题。通过系列
试验，选择磷酸缓冲盐－甲醇体系的梯度洗脱，可实现
以上１０个杂质和主峰附近杂质的有效分离，并且有良
好的耐用性，满足有关物质分析的各项要求。

３２　检测波长选择
利用高效液相色谱仪配置的ＵＶ－ＤＡＤ检测器，

测得杂质Ｄ、邻硝基苯甲醛杂质、内酯杂质、杂质 Ｃ、
去氢－Ｎ－氧化物杂质、杂质 Ａ、杂质 Ｂ和对硝苯地
平杂质的最大吸收波长分别为 ２７５、２５６、２７８、２７０、
２７０、２７１、２８１和２８４ｎｍ，单酰胺杂质和间硝苯地平杂
质的最大吸收波长分别为２３２ｎｍ和２３７ｎｍ。为使
杂质能够更有效地检测，参考 ＵＳＰ４３硝苯地平有关
物质检测波长，将杂质检测波长定为接近多个杂质最

大吸收波长的２６５ｎｍ，通过不同波长对样品杂质的检
测比较，在２６５ｎｍ检测波长条件下，样品杂质的检测

量较多，能更准确全面地检测样品的杂质状况。

３３　色谱梯度条件优化
通过杂质对照品系统适用性试验以及酸、碱、氧

化、光照以及高温等强制降解试验和原料药样品检

测，降解产物峰大多在主峰以前，主要降解产物杂质

Ｂ的相对保留时间为０８６。通过系列流动相比例调
整试验，在３５ｍｉｎ内将甲醇的比例由４５％线性提高
至７０％后再进行系统平衡，能够在更短时间最有效
率地实现杂质分离和分析检测。

３４　杂质分析及控制
对以上１０个杂质的生成或降解途径分析如下：

邻硝基苯甲醛系硝苯地平原料药合成起始原料；杂

质Ｄ（３－氨基巴豆酸甲酯）是由乙酰乙酸甲酯与氨
生成的中间体；杂质 Ｃ（２－［（２－硝基苯基）亚甲
基］－３－氧代丁酸乙酯）是邻硝基苯甲醛与乙酰乙
酸甲酯发生缩合反应生成的中间体；单酰胺（２，６－
二甲基 －４－（２－硝基 －苯基）－１，４－二氢吡
啶－３－羧酸甲酯 －５－甲酰胺）是在过量氨条件
下，３－氨基巴豆酸甲酯与氨发生酰化反应生成２－
氨－２－丙烯酰胺，再与邻硝基苯甲醛、氨通过加成
和缩合反应生成；内酯杂质（（４－（２－硝基 －苯
基）－２－（甲氧基羰基）－６－甲基吡啶 －３－甲酸 －
γ－内酯））是硝苯地平在高温或光照条件下的氧化
产物；去氢 －Ｎ－氧化物杂质（２，６－二甲基 －４－
（２－硝基苯基）－３，５－吡啶二甲酸二甲酯 －１－氧
化物）是硝苯地平在高温或光照条件下的氧化产物；

杂质Ａ（２，６－二甲基 －４－（２－硝基苯基）－３，５－
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吡啶二甲酸二甲酯）是硝苯地平在高温或光照条件

下的氧化产物；杂质Ｂ（２，６－二甲基 －４－（２－亚硝
基苯基）－３，５－吡啶二甲酸二甲酯）是硝苯地平在
高温或光照条件下的氧化产物；对硝苯地平（２，６－
二甲基 －４－（４－硝基苯基）－１，４－二氢 －３，
５－吡啶二甲酸二甲酯）是由苯和硝酸发生取代反应
时生成对硝苯基甲醛，对硝基苯甲醛与乙酰乙酸乙

酯、氨发生加成和缩合反应生成的副产物；间硝苯地

平（２，６－二甲基 －４－（３－硝基苯基）－１，４－二
氢－３，５－吡啶二甲酸二甲酯）是由苯和硝酸发生取
代反应时生成间硝基苯甲醛，对硝基苯与乙酰乙酸

乙酯、氨发生加成缩合反应生成的副产物。各杂质

的化学结构如图１所示。
以上杂质中，邻硝基苯甲醛、杂质 Ｄ、杂质 Ｃ、单

酰胺、对硝苯地平、间硝苯地平６个杂质属于合成工
艺杂质，内酯杂质、去氢－Ｎ－氧化物杂质、杂质Ａ和
杂质Ｂ４个杂质属于降解杂质。
４　结论

本试验创新性地以梯度洗脱技术建立了一种检

测硝苯地平原料药的高效液相分析方法，对方法的

检测能力以及准确性进行了系统地评价，试验结果

表明该方法对硝苯地平６个合成工艺杂质、４个降解
杂质以及其他未知杂质能够有效分离并准确检测。

用该分析方法能够更加全面准确地检测控制硝苯地

平原料药质量，保证硝苯地平原料药的质量稳定性

和临床用药安全性。
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