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高效液相色谱加校正因子主成分对照法测定

注射用缩宫素中有关物质的含量

刘萍，范俊沛，顾建琴，孙杰，窦秀秀，唐黎明

（上海市食品药品检验研究院，上海 ２０１２０３）

摘要　目的：测定缩宫素原料药中７个杂质的有关物质含量并对其限度进行探讨。方法：采用高效液相色
谱加校正因子的主成分自身对照法进行测定。采用 ＷａｔｅｒｓＸｂｒｉｄｇｅＣ１８（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱，

以０１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液（ｐＨ５４）－乙腈（９０∶１０）为流动相 Ａ，乙腈为流动相 Ｂ，梯度洗脱，流速
１５ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３２℃，检测波长２２０ｎｍ，进样量１００μＬ。绘制缩宫素和杂质 Ａｃ－缩宫素、［Ｇｌｕ４］缩
宫素、［＋Ｇｌｙ１０］缩宫素、缩宫素［－ＮＨ２］、［ｔｒｉｓｕｌｆｉｄｅ］缩宫素、［ｃｉｓ－ｄｉｍｅｒ］缩宫素和［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］缩宫素

的线性方程，以斜率计算７个杂质相对于缩宫素的校正因子，测定３批缩宫素原料药中各杂质含量，并与杂
质对照品外标法测得的结果进行比较。结果：７个缩宫素杂质的定量限在２７５～５６６ｎｇ，检测限在１３８～
２８３ｎｇ。各杂质质量浓度在００３～３４０μｇ·ｍＬ－１范围内，与相应的峰面积均呈良好线性（ｒ＞０９９９）。相对
于缩宫素，Ａｃ－缩宫素、［Ｇｌｕ４］缩宫素和缩宫素［－ＮＨ２］的校正因子为１１，［＋Ｇｌｙ

１０］缩宫素的校正因子为

１２，［ｔｒｉｓｕｌｆｉｄｅ］缩宫素的校正因子为０９，［ｃｉｓ－ｄｉｍｅｒ］缩宫素和［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］缩宫素的校正因子为１３。采
用加校正因子的主成分自身对照法，测得３批缩宫素原料药中杂质Ａｃ－缩宫素的含量分别为０９６％、０９３％
和１０１％；杂质［Ｇｌｕ４］缩宫素的含量分别为００７％、００６％和００８％；杂质［＋Ｇｌｙ１０］缩宫素的含量分别为
００７％、００４％和００４％；杂质缩宫素［－ＮＨ２］的含量分别为００９％、００５％和００７％；杂质［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］缩

宫素的含量分别为０２７％、０１８％和０２２％。其他单个最大杂质含量为０１８％～０１９％，总杂质含量为
１８８％～２０６％。比较采用加校正因子的主成分自身对照法和外标法测得的结果，２种方法的测定结果无统计
学差异（ｐ＞００５）。结论：本方法操作简单，可重复性高，能准确、有效地测定缩宫素中有关物质的含量。
关键词：缩宫素；有关物质检测；高效液相色谱法；加校正因子的主成分自身对照法；已知杂质
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（ｐｈａｓｅＢ）ｗｉｔｈｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ１５ｍＬ·ｍｉｎ－１Ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓｍａｉｎｔａｉｎｅｄａｔ３２
℃，ａｎｄｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓｓｅｔａｔ２２０ｎｍＴｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ１００μＬＴｈｅｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎｓｏｆ
ｏｘｙｔｏｃｉｎ，ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓＡｃ－Ｏｘｙ，Ｏｘｙ［Ｇｌｕ４］，Ｏｘｙ［＋Ｇｌｙ１０］，Ｏｘｙ［－ＮＨ２］，Ｏｘｙ［ｔｒｉｓｕｌｆｉｄｅ］，Ｏｘｙ［ｃｉｓ－ｄｉｍｅｒ］
ａｎｄＯｘｙ［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］ｗｅｒｅｄｒａｗｎＴｈｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｏｆｅａｃｈｉｍｐｕｒｉｔｙｒｅｌａｔｅｄｔｏｏｘｙｔｏｃｉｎｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙ
ｓｌｏｐｅＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎ３ｂａｔｃｈｅｓｏｆｏｘｙｔｏｃｉｎｆｏｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄａｎｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｔｈｏｄＲｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｌｉｍｉｔｓｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｓｅｖｅｎｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｗｅｒｅ２７５－５６６
ｎｇ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｓｗｅｒｅ１３８－２８３ｎｇＴｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓｏｆｓｅｖｅｎｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｗｅｒｅ００３－３４０μｇ·
ｍＬ－１ｗｉｔｈｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｉｔｙ（ｒ＞０９９９）ＴｈｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｏｆＡｃ－Ｏｘｙ，Ｏｘｙ［Ｇｌｕ４］ａｎｄＯｘｙ［－ＮＨ２］ｗｅｒｅ

１１，ｗｈｉｌｅｔｈｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｏｆＯｘｙ［＋Ｇｌｙ１０］ａｎｄＯｘｙ［ｔｒｉｓｕｌｆｉｄｅ］ｗｅｒｅ１２ａｎｄ０９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｃｏｒ
ｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｏｆＯｘｙ［ｃｉｓ－ｄｉｍｅｒ］ａｎｄＯｘｙ［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］ｗｅｒｅｂｏｔｈ１３Ｔｈｅｓｅｖｅｎｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ
ｉｎ３ｂａｔｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｂｙｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｅｌｆ－ｃｏｎｔｒｏｌｗｉｔｈｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＡｃ－
Ｏｘｙｗｅｒｅ０９６％，０９３％ ａｎｄ１０１％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＯｘｙ［Ｇｌｕ４］ｗｅｒｅ００７％，００６％
ａｎｄ００８％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＯｘｙ［＋Ｇｌｙ１０］ｗｅｒｅ００７％，００４％ ａｎｄ００４％，ｒｅｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｌｙＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＯｘｙ［－ＮＨ２］ｗｅｒｅ００９％，００５％ ａｎｄ００７％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆ
ｉｍｐｕｒｉｔｙＯｘｙ［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］ｗｅｒｅ０２７％，０１８％ ａｎｄ０２２％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｍａｘｉｍｕｍｓｉｎｇｌｅｉｍｐｕｒｉｔｙｃｏｎ
ｔｅｎｔｓｗｅｒｅ０１８％ －０１９％，ｗｈｉｌｅｔｈｅｔｏｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｙｃｏｎｔｅｎｔｓｗｅｒｅ１８８％ －２０６％Ｃｏｍｐａｒｅｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ
ｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｅｌｆ－ｃｏｎｔｒｏｌｗｉｔｈｃｏｒｒｅｃｔｆａｃｔｏｒｍｅｔｈｏｄａｎｄｔｈｅｉｍｐｕｒｉｔｙｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｔｈｏｄ，
ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｍｅｔｈｏｄｓ（ｐ＞００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｐｒｏｖｅｄｔｏｂｅ
ｓｉｍｐｌｅ，ｒｅｐｅａｔａｂｌｅａｎｄａｃｃｕｒａｔｅｆｏｒｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎｏｘｙｔｏｃｉｎｆｏｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｏｘｙｔｏｃｉｎ；ｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ；ＨＰＬＣ；ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｅｌｆ－ｃｏｎｔｒｏｌｗｉｔｈｃｏｒｒｅｃｔｆａｃｔｏｒ；ｋｎｏｗｎ
ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

　　缩宫素（ｏｘｙｔｏｃｉｎ），又名催产素，是一种由６个氨
基酸组成的环状结构与３个氨基酸组成的侧链结构
构成的具有生物活性的多肽产品［１］。临床主要用于

促进分娩和引产，也可用于防治产后出血。缩宫素

最初由动物神经垂体中提取制得，自２０世纪５０年代
开始逐步采用液相法完成了缩宫素的全合成。国内

的缩宫素注射剂目前多以合成缩宫素为原料［２－３］。

因环境温度和ｐＨ的变化，缩宫素在制备和贮藏
过程中较易产生杂质，如脱酰胺杂质、乙酰化杂质、

三硫化物等［４］。不同杂质引入药物成品都可能导致

临床用药安全问题，因此在缩宫素的原料药合成和

制剂阶段均需对缩宫素有关物质的含量进行严格控

制。目前，２０２０年版《中华人民共和国药典》［５］、美
国药典（ＵＳＰ４３－ＮＦ３８）［６］和欧洲药典（ＥＰ１１０）［７］

等国内外药典均只对注射用缩宫素的单一杂质和总

杂质量进行限制，并未涉及不同杂质的具体限值。

现有的国内缩宫素相关物质研究也大多局限于

此［１，８］。缩宫素注射液有杂质个数多和变化多［８］的

特点，且因制备工艺不同，不同企业缩宫素原料药中

的杂质也各不相同［９－１１］，这就提示相关部门应尽快制

定具有针对性的质量标准，更精准、有效地控制缩宫素

原料药中的主要杂质，提升产品的质量和安全性。

王振平等［４］于２０２０年发布了缩宫素多种杂质
的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）分离方法。该方法采用
ＨＰＬＣ法即可对缩宫素原料及制剂中的相关杂质进
行有效分离和含量测定。本研究在该方法基础上进

一步测定了其中７个杂质（见表１）的含量。通过加
校正因子的主成分自身对照法，探讨线性范围的选

择对缩宫素不同杂质限度的影响，并与杂质外标法

结果进行比较，检验该方法的实用性和可靠性。为
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保证缩宫素临床用药安全，修订有关物质限值标准 提供了重要的参考依据。

表１　缩宫素原料药中的７个杂质名称及结构式
Ｔａｂ１　Ｔｈｅｎａｍｅｓａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｓｅｖｅｎｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｏｆｏｘｙｔｏｃｉｎ

编号

（ｎｕｍｂｅｒ）
名称　　　　　　
（ｎａｍｅ）　　　　　　

结构式　　　　　
（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ）　　　　　

１ Ａｃ－缩宫素（Ａｃ－Ｏｘｙ） Ａｃ－Ｃｙｓ－Ｔｙｒ－Ｉｌｅ－Ｇｌｎ－Ａｓｎ－Ｃｙｓ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－ＮＨ２（１，６二硫键）（ＤｉｓｕｌｆｉｄｅＢｒｉｄｇｅ：１－６）

２ ［Ｇｌｕ４］缩宫素（Ｏｘｙ［Ｇｌｕ４］） Ｃｙｓ－Ｔｙｒ－Ｉｌｅ－Ｇｌｕ－Ａｓｎ－Ｃｙｓ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－ＮＨ２（１，６二硫键）（ＤｉｓｕｌｆｉｄｅＢｒｉｄｇｅ：１－６）

３ ［＋Ｇｌｙ１０］缩宫素（Ｏｘｙ［＋Ｇｌｙ１０］） Ｃｙｓ－Ｔｙｒ－Ｉｌｅ－Ｇｌｎ－Ａｓｎ－Ｃｙｓ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－Ｇｌｙ－ＮＨ２（１，６二硫键）（ＤｉｓｕｌｆｉｄｅＢｒｉｄｇｅ：１－６）

４ 缩宫素［－ＮＨ２］（Ｏｘｙ［－ＮＨ２］） Ｃｙｓ－Ｔｙｒ－Ｉｌｅ－Ｇｌｎ－Ａｓｎ－Ｃｙｓ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ

５ ［ｔｒｉｓｕｌｆｉｄｅ］缩宫素（Ｏｘｙ［ｔｒｉｓｕｌｆｉｄｅ］） Ｃｙｓ－Ｔｙｒ－Ｉｌｅ－Ｇｌｎ－Ａｓｎ－Ｃｙｓ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－ＮＨ２（１，６－三硫键）（ＴｒｉｓｕｌｆｉｄｅＢｒｉｄｇｅ：１－６）

６ ［ｃｉｓ－ｄｉｍｅｒ］缩宫素（Ｏｘｙ［ｃｉｓ－ｄｉｍｅｒ］） Ｃｙｓ－Ｔｙｒ－Ｉｌｅ－Ｇｌｎ－Ａｓｎ－Ｃｙｓ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－ＮＨ２（１，１二硫键／６，６－二硫键）（Ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ
Ｂｒｉｄｇｅ：１－１／ＤｉｓｕｌｆｉｄｅＢｒｉｄｇｅ：６－６）

７ ［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］缩宫素（Ｏｘｙ［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］） Ｃｙｓ－Ｔｙｒ－Ｉｌｅ－Ｇｌｎ－Ａｓｎ－Ｃｙｓ－Ｐｒｏ－Ｌｅｕ－Ｇｌｙ－ＮＨ２（１，６二硫键／１，６－二硫键）（Ｄｉｓｕｌｆｉｄｅ
Ｂｒｉｄｇｅ：１－６／ＤｉｓｕｌｆｉｄｅＢｒｉｄｇｅ：１－６）

１　仪器与试药
１１　仪器

１２６０型高效液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；Ｗａｔｅｒｓ
ＸｂｒｉｄｇｅＣ１８（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱；
ＸＳ２０５ＤＵ型电子分析天平（００１ｍｇ，ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ
公司）；ＭｅｔｔｌｅｒＳｅｖｅｎＥａｓｙｐＨ仪（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）。
１２　试药

缩宫素工作对照品（批号 １６０１９１２０４，含量
８７３％）、Ａｃ－Ｏｘｙ对照品（批号 １６Ａ２００６０３，含量
９２０％）、Ｏｘｙ［Ｇｌｕ４］对照品（批号 １６Ａ１９０８０９，含量
９１８％）、Ｏｘｙ［＋Ｇｌｙ１０］对照品（批号１６Ａ１９０８０８，含
量８９４％）、Ｏｘｙ［－ＮＨ２］对照品（批号１６Ａ１９１２１４，
含量９２４％）、Ｏｘｙ［ｔｒｉｓｕｌｆｉｄｅ］对照品（批号 ＰＡ４４０８，
含量 ８９６％）、Ｏｘｙ［ｃｉｓ－ｄｉｍｅｒ］对照品 （批号
１６Ａ１９０８１１Ｆ，含量９１２％）、Ｏｘｙ［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］对照
品（批号ＰＡ４４０７，含量９６４％）及三批缩宫素原料药
（批号 １６０２００９１１、１６０２００９１２和 １６０２００９１３）均来自
上海上药第一生化药业有限公司。乙腈为色谱纯，

水为超纯水，其他试剂均为分析纯。

２　方法与结果
２１　色谱条件

采用 ＷａｔｅｒｓＸｂｒｉｄｇｅＣ１８（１５０ｍｍ×４６ｍｍ，
５μｍ）色谱柱，以０１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钠溶液（取
磷酸二氢钠 ４６８ｇ，加入超纯水 ２０００ｍＬ，用
１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液调节ｐＨ至５４，加超纯水至
３０００ｍＬ）－乙腈（９０∶１０）为流动相Ａ，乙腈为流动相
Ｂ，梯度洗脱（洗脱程序见表２），流速１５ｍＬ·ｍｉｎ－１，

柱温３２℃，检测波长２２０ｎｍ，进样量１００μＬ。

表２　有关物质测定流动相梯度洗脱程序
Ｔａｂ２　Ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍｆｏｒ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

时间

（ｔｉｍｅ）／ｍｉｎ

流动相比例（ｒａｔｉｏｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）／％

流动相（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）Ａ 流动相（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）Ｂ

０ ９５ ５

０～１０ ９５→８５ ５→１５

１０～１２ ８５→７５ １５→２５

１２～１５ ７５ ２５

１５～１５１ ７５→９５ ２５→５

１５１～１８ ９５ ５

２２　溶液的制备
２２１　缩宫素对照品储备液　称取缩宫素工作对
照品适量，２份，分别置于５０ｍＬ量瓶中，用稀释液
（超纯水）定量稀释，制得缩宫素对照品储备液１（约
０２ｍｇ·ｍＬ－１）和储备液２（约０３ｍｇ·ｍＬ－１）。
２２２　杂质对照品储备液　称取７个杂质对照品适
量，分别置于５０ｍＬ量瓶中，用超纯水定量稀释，制
成约０３ｍｇ·ｍＬ－１的单一杂质溶液，作为各杂质对
照品储备液。

２２３　供试品溶液　称取缩宫素原料药适量，精密
称定，加超纯水溶解并稀释制成每 １ｍＬ中约含
００２ｍｇ的溶液，即得。
２２４　自身对照溶液　精密量取供试品溶液１ｍＬ，置
于１００ｍＬ量瓶中，用超纯水稀释至刻度，摇匀，即得。
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２２５　系统适用性溶液　称取杂质Ｏｘｙ［Ｇｌｕ４］、Ｏｘｙ
［＋Ｇｌｙ１０］、Ａｃ－Ｏｘｙ的对照品与缩宫素工作对照品
适量，加超纯水溶解制成每１ｍＬ中约含 Ｏｘｙ［Ｇｌｕ４］
０２μｇ、Ｏｘｙ［＋Ｇｌｙ１０］０２μｇ、Ａｃ－Ｏｘｙ０２μｇ和缩
宫素２０μｇ的混合溶液，即得。
２２６　混合线性溶液　取缩宫素对照品储备液１和
５个杂质（Ａｃ－Ｏｘｙ、Ｏｘｙ［Ｇｌｕ４］、Ｏｘｙ［＋Ｇｌｙ１０］、Ｏｘｙ
［－ＮＨ２］、Ｏｘｙ［ｔｒｉｓｕｌｆｉｄｅ］）的对照品储备液各２ｍＬ，
置于同一２０ｍＬ量瓶中，加超纯水稀释至刻度，摇
匀，即得混合线性溶液Ⅰ；取该溶液逐步稀释，加超
纯水制成缩宫素浓度约为供试品溶液浓度 ０１％、
０４％、１０％、６０％、４０％、６０％、１００％，５个杂质约
为供试品溶液浓度 ０１５％、０６％、１５％、９０％、

６０％、９０％、１５０％的混合线性系列溶液Ⅰ（ｎ＝７）。
另取缩宫素对照品储备液２和２个杂质（Ｏｘｙ［ｃｉｓ－
ｄｉｍｅｒ］和Ｏｘｙ［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］）的对照品储备液各 ２
ｍＬ，置于同一２０ｍＬ量瓶中，加超纯水定量稀释制成
缩宫素约００３ｍｇ·ｍＬ－１的混合线性溶液Ⅱ，取该溶
液逐步稀释，制成缩宫素和２个杂质浓度约为供试
品溶液浓度 ０３％、０４５％、０７５％、１５％、３０％、
６０％、１２％、１５％的混合线性系列溶液Ⅱ（ｎ＝８）。
２３　方法专属性试验

取稀释液（超纯水）和系统适用性溶液各

１００μＬ，注入液相色谱仪，色谱图见图１。如图可见
该方法专属性良好，缩宫素主峰与相邻杂质峰分离

度均符合要求。

１．杂质Ｏｘｙ［Ｇｌｕ４］（ｉｍｐｕｒｉｔｙＯｘｙ［Ｇｌｕ４］）　２．杂质 Ｏｘｙ［＋Ｇｌｙ１０］（ｉｍｐｕｒｉｔｙＯｘｙ［＋Ｇｌｙ１０］）　３．缩宫素（ｏｘｙｔｏｃｉｎ）　４．杂质 Ａｃ－Ｏｘｙ（ｉｍｐｕｒｉｔｙ

Ａｃ－Ｏｘｙ）

图１　稀释液（Ａ）和系统适用性溶液（Ｂ）的色谱图

Ｆｉｇ１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｄｉｌｕｅｎｔ（Ａ）ａｎｄｓｙｓｔｅｍｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ）

２４　检测限和定量限
取缩宫素对照品储备液 １和 ５个杂质（Ａｃ－

Ｏｘｙ、Ｏｘｙ［Ｇｌｕ４］、Ｏｘｙ［＋Ｇｌｙ１０］、Ｏｘｙ［－ＮＨ２］、Ｏｘｙ
［ｔｒｉｓｕｌｆｉｄｅ］）的对照品储备液适量，逐级稀释，最低分
别稀释至１００００倍和２００００倍，作为定量限和检测
限溶液。取杂质 Ｏｘｙ［ｃｉｓ－ｄｉｍｅｒ］和 Ｏｘｙ［ｔｒａｎｓ－ｄｉ
ｍｅｒ］的对照品储备液适量，逐级稀释，最低分别稀释
至６０００倍和１２０００倍，作为定量限和检测限溶液。
按“２１”项下色谱条件进样，记录色谱图。以信号约
为基线噪音的３倍时测得的浓度作为检测限，以信
号约为基线噪音的１０倍时测得的浓度作为定量限。
结果显示，缩宫素的定量限与检测限分别为１８４ｎｇ
与０９２ｎｇ；杂质 Ａｃ－Ｏｘｙ的定量限与检测限分别为
２７５ｎｇ与１３８ｎｇ；杂质Ｏｘｙ［Ｇｌｕ４］的定量限与检测限
分别为２９９ｎｇ与１５０ｎｇ；杂质Ｏｘｙ［＋Ｇｌｙ１０］的定量

限与检测限分别为 ２８１ｎｇ与 １４１ｎｇ；杂质 Ｏｘｙ
［－ＮＨ２］的定量限与检测限分别为 ２７９ｎｇ与
１４０ｎｇ；杂质 Ｏｘｙ［ｔｒｉｓｕｌｆｉｄｅ］的定量限与检测限分别
为２７６ｎｇ与１３８ｎｇ；杂质Ｏｘｙ［ｃｉｓ－ｄｉｍｅｒ］的定量限
与检测限分别为５４９ｎｇ与２７５ｎｇ；杂质Ｏｘｙ［ｔｒａｎｓ－
ｄｉｍｅｒ］的定量限与检测限分别为５６６ｎｇ与２８３ｎｇ。
２５　线性关系和相对校正因子考察

取“２２６”项下混合线性系列溶液Ⅰ（ｎ＝７）和
混合线性系列溶液Ⅱ（ｎ＝８）各１００μＬ，按照“２１”
项下色谱条件进样测定，记录色谱图，以质量浓度

（Ｘ，μｇ·ｍＬ－１）为横坐标，峰面积（Ｙ）为纵坐标，得缩
宫素及７个杂质的线性回归方程。以７个杂质的回
归方程斜率计算 ７个杂质相对于缩宫素的校正因
子。根据杂质在供试品中的含量确定计算相对校正

因子时适合的线性范围，选择供试品溶液浓度
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０１５％～９０％作为混合线性系列溶液Ⅰ的线性范围
（ｎ＝４），供试品溶液浓度０３０％～１５０％作为混合
线性系列溶液Ⅱ的线性范围（ｎ＝８），得到７个杂质

线性回归方程及相对校正因子，见表３。结果表明，
各杂质浓度在相应的线性范围内，与峰面积均呈良

好的线性关系（ｒ＞０９９９）。

表３　缩宫素及７个杂质的线性方程及相对校正因子
Ｔａｂ３　Ｔｈｅｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎｓａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｏｆｏｘｙｔｏｃｉｎａｎｄｓｅｖｅｎｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

化合物

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／（μｇ·ｍＬ－１）

线性方程　

（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ）　
ｒ

相对校正因子

（ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）

混合线性系列溶液Ⅰ 缩宫素（ｏｘｙｔｏｃｉｎ） ００２～１１０ Ｙ＝６４１７６×１０４Ｘ－６５０４０４ １０００ １０

（ｍｉｘｅｄｌｉｎｅａｒｓｏｌｕｔｉｏｎⅠ） Ａｃ－Ｏｘｙ ００３～１６５ Ｙ＝５８０５６×１０４Ｘ＋４３８０４×１０３ ０９９９９ １１

（ｎ＝４） Ｏｘｙ［Ｇｌｕ４］ ００３～１７９ Ｙ＝５５８６６×１０４Ｘ－０８１６１ １０００ １１

Ｏｘｙ［＋Ｇｌｙ１０］ ００３～１６８ Ｙ＝５２２０３×１０４Ｘ－４６５８３３３ １０００ １２
Ｏｘｙ［－ＮＨ２］ ００３～１６７ Ｙ＝５８６９６×１０４Ｘ－７１１８６７ １０００ １１

Ｏｘｙ［ｔｒｉｓｕｌｆｉｄｅ］ ００３～１６６ Ｙ＝７１７３５×１０４Ｘ＋１８８４０８６ １０００ ０９

混合线性系列溶液Ⅱ 缩宫素（ｏｘｙｔｏｃｉｎ） ００６～３００ Ｙ＝６２７５７×１０４Ｘ－８７７４１２９ １０００ １０

（ｍｉｘｅｄｌｉｎｅａｒｓｏｌｕｔｉｏｎⅡ） Ｏｘｙ［ｃｉｓ－ｄｉｍｅｒ］ ００７～３３０ Ｙ＝４８６５４×１０４Ｘ－２１３８１×１０３ ０９９９９ １３

（ｎ＝８） Ｏｘｙ［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］ ００７～３４０ Ｙ＝４６７９１×１０４Ｘ－２０８５４×１０３ ０９９９７ １３

２６　溶液的稳定性
取混合线性系列溶液Ⅰ（ｎ＝７）的７个浓度溶液

和混合线性系列溶液Ⅱ（ｎ＝８）的８个浓度溶液，按
“２１”项下色谱条件进样测定，在１０℃进样器内放
置２４ｈ后再次测定。混合线性系列溶液中各杂质的
线性斜率和相对缩宫素的校正因子无明显变化，表

明混合线性系列溶液于１０℃放置时，在２４ｈ内稳定
性良好。

２７　精密度试验
２７１　进样精密度　分别取缩宫素对照品储备液１
和７个杂质的对照品储备液，加超纯水逐级稀释至
浓度分别为供试品溶液浓度１０％和１５％的溶液。
按“２１”项下色谱条件，将上述溶液连续进样６次，
计算峰面积的ＲＳＤ。结果显示缩宫素峰面积的 ＲＳＤ
为０２３％，各杂质峰面积的 ＲＳＤ均 ＜５％，该方法进
样精密度良好。

２７２　中间精密度　分别以不同实验人员（２人）、
不同仪器（Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０和Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５液相色谱仪）
按“２１”项下条件，检测并计算缩宫素和７个杂质的
线性回归方程及相对校正因子。结果表明７个杂质
相对于缩宫素的校正因子基本一致。该方法的中间

精密度良好。

２８　有关物质检测结果
将３批缩宫素原料药按照“２２３”和“２２４”项

下方法，制成供试品溶液和自身对照溶液，取１００μＬ
注入液相色谱仪，记录色谱图。供试品溶液色谱图

中如有杂质峰，分别按加校正因子的主成分自身对

照法和杂质外标法计算各杂质含量。３批缩宫素原
料药的有关物质含量测定结果见表４。供试品溶液
和自身对照溶液图谱见图２。

运用统计软件ＳＰＳＳ１９０，通过单因素方差分析
对２种方法得出的有关物质含量结果进行比较。结
果显示２种方法计算所得的结果不存在统计学差异
（ｐ＞００５）。３批缩宫素原料药的其他单个最大杂质
分别为 ０１８％、０１９％和 ０１９％，杂质总量分别为
２０３％、１８８％和２０６％。
３　讨论
３１　线性范围的选择

本研究发现，缩宫素和杂质的线性范围选择对

含量结果和相对校正因子有较大影响。由于７个杂
质在缩宫素原料药中的实际含量较低，单个最大杂

质均在 ２０％以内，因此选择供试品溶液浓度
０１５％～９０％作为杂质的线性范围（ｎ＝４）。但是在
研究过程中发现，杂质 Ｏｘｙ［ｃｉｓ－ｄｉｍｅｒ］和 Ｏｘｙ
［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］的定量限分别为５４９ｎｇ和５６６ｎｇ，在
供试品溶液浓度０１５％水平无法准确定量。同时，取
４个点拟合线性曲线可能过少，造成这２个杂质的线
性曲线斜率极不稳定。因此，本研究重新选择供试液

溶液浓度０３％～１５０％的８个点对杂质 Ｏｘｙ［ｃｉｓ－
ｄｉｍｅｒ］和Ｏｘｙ［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］进行线性拟合，双人双仪
器考察后发现这２个杂质的相对校正因子均为１３，
方法稳定，可重复性较原方法有了显著提高。
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表４　有关物质测定结果
Ｔａｂ４　Ｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

杂质　　

（ｉｍｐｕｒｉｔｙ）　　

相对保留时间

（ｒｅｌａｔｉｖｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ）

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／％

批号１（ｌｏｔＮｏ１） 批号２（ｌｏｔＮｏ２） 批号３（ｌｏｔＮｏ３）

Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ Ⅰ Ⅱ

Ａｃ－Ｏｘｙ １２６ ０９６ ０９１ ０９３ ０８８ １０１ ０９５

Ｏｘｙ［Ｇｌｕ４］ ０８２ ００７ ００７ ００６ ００６ ００８ ００８

Ｏｘｙ［＋Ｇｌｙ１０］ ０９５ ００７ ００９ ００４ ００５ ００４ ００５

Ｏｘｙ［－ＮＨ２］ ０８７ ００９ ００８ ００５ ００５ ００７ ００６

Ｏｘｙ［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］ １５８ ０２７ ０３２ ０１８ ０２１ ０２２ ０２６

　注（ｎｏｔｅ）：“Ⅰ”为加校正因子的主成分自身对照法（“Ⅰ”ｍｅａｎｓｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｅｌｆ－ｃｏｎｔｒｏｌｗｉｔｈｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）；“Ⅱ”为杂质外标法

（“Ⅱ”ｍｅａｎｓｉｍｐｕｒｉｔｙｒｅｆｅｒｅｎｃｅｍｅｔｈｏｄ）

１．杂质Ｏｘｙ［Ｇｌｕ４］（ｉｍｐｕｒｉｔｙＯｘｙ［Ｇｌｕ４］）　２．杂质Ｏｘｙ［－ＮＨ２］（ｉｍｐｕｒｉｔｙＯｘｙ［－ＮＨ２］）　３．杂质Ｏｘｙ［＋Ｇｌｙ１０］（ｉｍｐｕｒｉｔｙＯｘｙ［＋Ｇｌｙ１０］）　４．缩宫

素（ｏｘｙｔｏｃｉｎ）　５．杂质Ａｃ－Ｏｘｙ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡｃ－Ｏｘｙ）　６．杂质Ｏｘｙ［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］（ｉｍｐｕｒｉｔｙＯｘｙ［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］）

图２　有关物质检测中供试品溶液（Ａ）和对照溶液（Ｂ）图谱

Ｆｉｇ２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ）ｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｔｅｓｔｉｎｇ

　　由于缩宫素杂质个数多，检测限和定量限各有
不同，因此在计算相对校正因子时，应根据杂质的自

身特点建立不同范围的线性回归方程［１２］。本研究发

现当相对校正因子的范围为０９～１１时，取较少的
浓度个数（ｎ＜６）进行线性拟合时不会对结果产生显
著影响。但是当相对校正因子＞１２时，拟合个数越
少越容易造成线性斜率剧烈变化。综上，在采用加

相对校正因子的主成分对照法时，必须根据实际情

况针对不同杂质配制相应的混合线性系列溶液，保

证试验结果的稳定性和可靠性。

３２　有关物质限度的确定及测定结果比较
本研究检测了同一厂家生产的３批缩宫素原料

药，杂质Ａｃ－Ｏｘｙ的结果范围为０９３％～１０１％，杂
质 Ｏｘｙ［Ｇｌｕ４］的结果范围为 ００６％～００８％，杂质
Ｏｘｙ［＋Ｇｌｙ１０］的结果范围为 ００４％～００７％，杂质
Ｏｘｙ［－ＮＨ２］的结果范围为 ００５％～００９％，杂质
Ｏｘｙ［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］的结果范围为０１８％～０２７％，杂

质Ｏｘｙ［ｃｉｓ－ｄｉｍｅｒ］和 Ｏｘｙ［ｔｒｉｓｕｌｆｉｄｅ］均未检出。其
他单个最大杂质的结果范围为０１８％～０１９％，杂质
总量为１８８％～２０６％。该结果提示杂质 Ａｃ－Ｏｘｙ
和杂质Ｏｘｙ［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］的含量高于其他杂质，而
其他单个最大杂质均在０５％以内。

在确定有关物质的含量限度时，主要参考化学

药物杂质研究的技术指导原则［１３］和２０２０年版《中华
人民共和国药典》［５］。药典规定各单一杂质的峰面

积不得大于总峰面积的００２倍（２０％），杂质峰面
积之和不得大于总峰面积的００５倍（５０％）。该标
准没有区分原料药中的不同杂质，制定的限度较为

宽松，且在计算时没有纳入各杂质的相对校正因子。

加校正因子的主成分自身对照法适用于已知杂

质［１４］。当杂质的响应与主成分响应不同时，不引入

校正因子测得的杂质含量可能与药品中真正的杂质

含量不一致［１５］。因此，本研究建议应当在标准中添

加缩宫素常见杂质（如乙酰化缩宫素杂质 Ａｃ－Ｏｘｙ）



　药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
.

） ·６７７　　 ·
　

的相对校正因子，使得标准更具有针对性。

杂质Ａｃ－Ｏｘｙ在原料药中的含量高于其他单一
杂质，且与杂质 Ｏｘｙ［ｔｒｉｓｕｌｆｉｄｅ］（相对保留时间为
１２９）相邻出峰。在结合药典后本研究建议可以将
标准定为杂质 Ａｃ－Ｏｘｙ和杂质 Ｏｘｙ［ｔｒｉｓｕｌｆｉｄｅ］的峰
面积之和不得大于对照溶液主峰面积的 ２倍
（２０％）。杂质Ｏｘｙ［ｔｒａｎｓ－ｄｉｍｅｒ］的限度定为不得
大于对照溶液主峰面积（１０％）。其他单个杂质峰
面积不得大于对照溶液主峰面积的０５倍（０５％），
各杂质峰面积之和不得大于对照溶液主峰面积的３
倍（３０％）。该标准在药典的基础上进行了进一步
扩展和界定，具有良好的实用价值。

４　结论
本研究建立了注射用缩宫素中缩宫素和７个杂

质的线性回归方程，计算了各杂质相对缩宫素的相

对校正因子。采用加校正因子的主成分自身对照

法，对３批缩宫素原料药的有关物质含量进行了测
定，并与杂质外标法进行比较。结果提示该方法准

确、可靠，可重复性高，对提高我国现有的缩宫素质

量标准具有一定参考意义。
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