
５５２　　 中 国 临 床 药 理 学 杂 志　
第４１卷　第４期　２０２５年２月（总第４２６期）　　　　

用高效液相色谱法测定肾上腺素注射液给药

制剂中肾上腺素的含量
Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅｉｎｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｂｙｈｉｇｈ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

基金项目：山西省科技合作交流专项基金资助

项目（２０２１０４０４１１０１０３２）
作者简介：何灵艳（１９９６－），女，实习研究员，主

要从事新药安全性评价的相关研究

通信作者：李建国，研究员，博士生导师

Ｔｅｌ：（０３５１）２２０２２３９
Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｊｇ２５４７＠１６３ｃｏｍ

何灵艳，王晨倩，王若琪，

袁　慧，王雨豪，陈建华，
高　洁，秦秀军，李建国

（中国辐射防护研究院 药物安全性评价中心、

药物毒理与放射损伤药物山西省重点实验室、

中核放射毒理与放射性药物临床前评价重点

实验室，山西 太原 ０３０００６）

ＨＥＬｉｎｇ－ｙａｎ，ＷＡＮＧＣｈｅｎ－ｑｉａｎ，
ＷＡＮＧＲｕｏ－ｑｉ，ＹＵＡＮＨｕｉ，
ＷＡＮＧＹｕ－ｈａｏ，ＣＨＥＮＪｉａｎ－ｈｕａ，
ＧＡＯＪｉｅ，ＱＩＮＸｉｕ－ｊｕｎ，
ＬＩＪｉａｎ－ｇｕｏ

（ＤｒｕｇＳａｆｅｔｙＥｖａｌｕａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒ，Ｓｈａｎｘｉ
ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＤｒｕｇＴｏｘｉｃｏｌｏｇｙａｎｄ
ＤｒｕｇｆｏｒＲａｄｉａｔｉｏｎＩｎｊｕｒｙ，ＣｈｉｎａＮｕｃｌｅａｒ
ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｎＲａｄｉｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙａｎｄ
Ｒａｄｉｏｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｐｒｅｃｌｉｎｉｃａｌ
Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ，ＣｈｉｎａＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＲａｄｉａｔｉｏｎ
Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ， Ｔａｉｙｕａｎ ０３０００６， Ｓｈａｎｘｉ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ）

摘要：目的　建立一种高效液相色谱法测定肾上腺素注射液给药制剂中肾上腺
素的浓度。方法　用 ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅＣ１８（１５００ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱等
度洗脱，以离子对溶液（取磷酸二氢钾 ５０ｇ和辛烷磺酸钠 ２６ｇ，溶于水
１０００ｍＬ中，用磷酸调节 ｐＨ值至 ３７）－乙腈（８５∶１５）为流动相，流速为
１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为４０℃，检测波长为２８０ｎｍ，进样量为１０μＬ。考察该方
法的专属性、标准曲线与定量下限、系统适用性、稳定性、精密度与回收率。

结果　肾上腺素在２０９～８３６６μｇ·ｍＬ－１内，线性关系良好，标准曲线方程为
ｙ＝８７４×１０３ｘ－２７２×１０３（ｒ＝１００００），定量下限为２０９μｇ·ｍＬ－１。主峰峰
面积相对标准偏差（ＲＳＤ）为０１９％，保留时间ＲＳＤ为０１８％，系统适用性良好；
高、中、低３个质量浓度的供试品溶液测定结果的 ＲＳＤ均小于０５％，平均回收
率为 １０５０９％ ～１０７８６％。肾上腺素注射液供试品溶液在 ４ｈ内稳定。
结论　本方法具有良好的稳定性、回收率、精密度和专属性，适用于测定肾上腺
素注射液给药制剂中肾上腺素的含量。
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　　肾上腺素是肾上腺素类受体激动药，其受体广泛
分布于心脏、血管、支气管、眼睛、消化器官、生殖器官

中，并在多种代谢过程中发挥重要作用［１－２］。肾上腺

素注射液在临床上常作为急危重症用药，广泛应用于

抢救过敏性休克或心搏骤停，治疗支气管哮喘或消化

性溃疡出血等疾病［１，３］，对肾上腺素注射液进行充分

的临床前研究有利于指导该药物的临床合理用药，减

少药物不良反应事件发生概率。本实验通过高效液

相 色 谱 （ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
ＨＰＬＣ）法建立了肾上腺素注射液给药制剂的分析方法
并进行验证，为非临床安全性研究和评价奠定基础。

材料与方法

１　材料
药品与试剂　肾上腺素注射液，规格：每支１ｍＬ／

１ｍｇ，批号：５４６０４，国家药品验证号：４２０２３－１５９－０１，
美国 Ｐａｒｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ公司生产；肾上腺素对照品，
含量：９９６％，批号：１００１５４－２０２１０６，中国食品药品
检定研究院生产；葡萄糖注射液，规格：每瓶１００ｍＬ／
５ｇ，批 号：２２０１２３０９０４，批 准 文 号：国 药 准 字
Ｈ２００３３７２４，石家庄四药有限公司生产；磷酸二氢钾，规
格：每瓶５００ｇ，批号：２０１８０３０８，天津市科密欧化学试剂
有限公司生产；辛烷磺酸钠，规格：每瓶 ２５ｇ，批号：
Ｆ２２０６２４７，上海阿拉丁生化科技股份有限公司生产。

仪器　２６９５－２９９６高效液相色谱仪，美国 Ｗａｔｅｒｓ
公司产品；ＪＥ１００２电子天平，杭州恒仪仪表科技有限
公司产品；ＦｉｖｅＥａｓｙＰｌｕｓｐＨ 计，瑞士 ＭＥＴＴＬＥＲ
ＴＯＬＥＤＯ公司产品；ＢＳ１２４Ｓ电子天平，北京赛多利斯
仪器系统有限公司产品。

２　色谱条件与溶液配制［３－６］

本研究方法学建立和给药制剂样本检测由中国

辐射防护研究院完成。

色谱条件　色谱柱：ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅＣ１８（１５００
ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）；流动相：离子对溶液（取磷酸二
氢钾５０ｇ和辛烷磺酸钠２６ｇ，溶于水１０００ｍＬ中，
用磷酸调节 ｐＨ值至 ３７）－乙腈（８５∶１５），流速：
１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：４０℃；检测波长：２８０ｎｍ；进样
体积：１０μＬ。

给药制剂的配制　量取肾上腺素注射液１ｍＬ，加
入葡萄糖注射液４ｍＬ，摇匀，作为高浓度组给药制剂
（含肾上腺素２００μｇ·ｍＬ－１）。量取高浓度组给药制
剂１ｍＬ，加入葡萄糖注射液３ｍＬ，摇匀，吸取１ｍＬ，加
入葡萄糖注射液９ｍＬ，摇匀，即得低浓度组给药制剂
（含肾上腺素５μｇ·ｍＬ－１）。

肾上腺素对照品储备液的配制　称取肾上腺素
标准物质１０５ｍｇ，置于１０ｍＬ量瓶中，加入流动相稀
释制成质量浓度为１０５ｍｇ·ｍＬ－１的肾上腺素对照
品储备液。

３　方法学考察
专属性　量取葡萄糖注射液、溶剂（流动相）、肾

上腺素对照品溶液和肾上腺素注射液供试品溶液，分

别注入液相色谱仪，记录色谱图。

标准曲线与定量下限　取肾上腺素对照品储备
液适量，加入适量流动相逐级稀释制成质量浓度分别

为８３６６、６２７５、４１８３、２０９２、１０４６、２０９μｇ·ｍＬ－１

的对照品溶液，进样测试并记录色谱图，分别以质量

浓度和峰面积作为横坐标和纵坐标进行线性回归。

标准曲线上的最低浓度点为分析方法的定量下限。

系统适用性　量取肾上腺素对照品储备液适量，
用流动相定量稀释成质量浓度为４１８３μｇ·ｍＬ－１的
系统适用性溶液，连续进样６次，并计算主峰峰面积
和保留时间的相对标准偏差（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａ
ｔｉｏｎ，ＲＳＤ）。

精密度与回收率　取本品６００μＬ，置于１０ｍＬ量
瓶中，加入流动相稀释至刻度，摇匀，即得高浓度供试

品溶液（含６０μｇ·ｍＬ－１肾上腺素），用流动相继续定
量稀释制备含４０和２０μｇ·ｍＬ－１肾上腺素的中、低浓
度供试品溶液，每份溶液测定３次，记录肾上腺素峰
面积，计算供试品溶液测得质量浓度的精密度，并根

据标准曲线以测得质量浓度与加入质量浓度的比值

考察方法回收率。

稳定性　按上述操作制备高、中、低浓度供试品
溶液各１份，分别在进样盘放置０、２、４ｈ后进样测试，
记录色谱图，通过峰面积变化来考察其稳定性。

给药制剂预配制后的浓度、均一性和稳定性［７－８］

　由于药物临床前评价研究所需的供试品质量浓度
各不相同，综合考虑溶血、血管刺激和被动过敏等实
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验的剂量设置，选择低和高（５、２００μｇ·ｍＬ－１）２个质
量浓度水平进行考察，将高质量浓度给药制剂用流动

相定量稀释至标准曲线线性范围内，即得高质量浓度

的供试品进样溶液，低质量浓度给药制剂无需稀释，可

直接作为低质量浓度的供试品进样溶液。将配制好的

低和高质量浓度的供试品进样溶液立即进样（０ｈ），以
及室温放置４ｈ进样测定，分别记录色谱图，考察肾上
腺素注射液供试品配制后的浓度、均一性及稳定性。

结　　果

１　方法学评价
专属性　在上述条件下，肾上腺素的保留时间为

３８８ｍｉｎ，空白溶剂（流动相）和葡萄糖注射液不干扰
肾上腺素注射液给药制剂的含量测定，表明本方法的

专属性良好，见图１。

图 １　肾上腺素注射液含量的典型色谱图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
Ａ：Ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ；Ｂ：Ｇｌｕｃｏｓｅｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｃ：Ｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｄ：Ｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

　　标准曲线与定量下限　肾上腺素在２０９～８３６６
μｇ·ｍＬ－１内，线性关系良好，其标准曲线为 ｙ＝
８７４×１０３ｘ－２７２×１０３（ｒ＝１００００），定量下限为
２０９μｇ·ｍＬ－１。

系统适用性　系统适用性溶液中色谱峰对称，峰
面积的 ＲＳＤ为 ０１９％（ｎ＝５），保留时间的 ＲＳＤ为
０１８％（ｎ＝５），表明本方法适用性良好。

精密度与回收率　不同质量浓度供试品溶液测
量结果的ＲＳＤ均小于０５％，高、中、低３个质量浓度
的肾上腺素溶液的平均回收率在 ９０％ ～１１０％内，
９次测量的回收率的ＲＳＤ为１１３％，表明本方法精密
度与回收率良好，结果见表１。

稳定性　高、中、低３个质量浓度的肾上腺素溶
液在进样器中立即进样（０ｈ），以及室温放置２ｈ和
４ｈ后进样测定，实测值与理论浓度的偏差均在±１０％
以内，ＲＳＤ≤５％，表明溶液稳定性良好。

给药制剂预配制后的浓度、均一性和稳定性　由
于肾上腺素注射液供试品为无色澄明液体，且在给药

制剂的配制浓度范围内，供试品与葡萄糖注射液混合

后为真溶液体系，可认为给药制剂的均一性良好［７］。

高、低质量浓度给药制剂测得的质量浓度分别为

２１６２１和５４５μｇ·ｍＬ－１，与理论浓度的偏差分别为
８１１％和８９８％，均小于１５％，表明给药制剂的质量
浓度符合要求。高、低质量浓度给药制剂配制后，与

０ｈ检测结果相比，室温放置４ｈ后测得的质量浓度分
　　
表１　用高效液相色谱法检测肾上腺素供试品溶液的精密度
和回收率结果（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅｔｅｓｔｓｏｌｕ
ｔｉｏｎｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
（ｎ＝３）

Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｇ·ｍＬ－１）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

（％，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

２０００ ２１０２±００４ ０２１ ５０９ １０５０９±０２２ １１３
４０００ ４２６３±００２ ００４ ６５８ １０６５８±００４
６０００ ６４７１±０１１ ０１７ ７８６ １０７８６±０１８

ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ；ＲＥ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ４Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２６）

别为２１５８８和５４１μｇ·ｍＬ－１，偏差分别为－０１６％
和－０７７％，均在 ±１０％以内，表明肾上腺素注射液
给药制剂在室温条件下放置４ｈ稳定。
２　方法学应用

在临床前安全评价研究的溶血试验、血管刺激试

验和被动过敏试验中［９］，测得肾上腺素注射液给药制

剂的质量浓度分别为 １０６４０和 １０６９０μｇ·ｍＬ－１、
１０６７０和 １０６８０ μｇ· ｍＬ－１、１３１８ 和 １３６６
μｇ·ｍＬ－１，各组给药制剂的实测质量浓度与理论质
量浓度的偏差均不超过±１０％，满足实验要求。

讨　　论

药物的非临床安全性研究是评价新药有效性和

安全性必不可少的环节，其使用的供试品配制准确和

质量可控是获得可靠试验结果的重要前提［８］，建立测

定准确、操作简便的供试品分析方法是良好的非临床

安全性研究开展的先决条件［１０］。肾上腺素的质量标

准在中国药典、美国药典、英国药典和日本药典中均

有收载，但未见对于肾上腺素给药制剂检测的相关报

道。通常肾上腺素的含量测定用非水滴定法，操作繁

琐且灵敏度较低，而美国药典采用的 ＨＰＬＣ法分离度
高、灵敏度好、更适用于较低浓度给药制剂的含量测

定。因此，本研究拟对流动相的组成、比例、ｐＨ、流速、
检测波长和柱温等条件进行优化，建立适用于肾上腺

素注射液给药制剂中肾上腺素含量的 ＨＰＬＣ检测
方法。

检测波长参考药典中有关物质检测的紫外波长，

以达到在给药制剂的低肾上腺素浓度下对可能存在

的杂质的较高检测能力，同时对流动相的组成、比例

和ｐＨ进行优化，使用合适的离子对溶液以提高检测
方法的分离和响应，并在此基础上对洗脱条件进一步

优化，所得到的等度洗脱条件简单稳定，系统压力低，

方法耐用性好，且此条件下不受杂质和注射液其他成

分的干扰，结合更高的柱温和流速能提高洗脱效率，

减少检测时间，使得非临床试验研究不需较长时间等

待，所建立的ＨＰＬＣ方法更适用于临床前研究中给药
制剂的含量测定。

此外，在 ＨＰＬＣ分析中，稀释液和流动相的洗脱
能力不一致可能会产生色谱溶剂效应，从而改变色谱

行为，尤其当流动相的洗脱能力远小于稀释液时，部

分待测成分在固定相上的保留减弱，随着稀释液被洗

脱出色谱柱，导致药物保留时间处峰面积变小，甚至

色谱峰峰形变差，从而使得待测物的分离度不足、峰

形裂分或待测物浓度不准确等情况［１１］。由此可以看

出稀释液的选择对高效液相色谱测定结果有重要影

响，但关于药物，尤其是肾上腺素相关制剂，其供试品

分析以及稀释液选择的相关报道很少。因此，本实验

使用流动相作为给药制剂测定时的稀释溶剂，避免了

溶剂效应带来的测定误差，尤其是低浓度的给药制

剂。同时，流动相用含离子对试剂的磷酸盐缓冲液

（ｐＨ＝３７），改善峰形的同时，较低的ｐＨ可以有助于
酚羟基等基团在溶液中保持分子形态［１２］，防止肾上

腺素氧化变质和消旋化。

本研究建立了药物非临床研究质量管理规范

（ＧｏｏｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＰｒａｃｔｉｃｅ，ＧＬＰ）体系下肾上腺素注射
液给药制剂的ＨＰＬＣ分析方法并完成了方法学验证，
结果显示，该方法具有较好的专属性、线性关系、准确

度和精密度，用流动相作为检测时的稀释溶剂能够有

效改善峰形和减少误差，使检测结果更加可信，且能

够满足肾上腺素注射液在溶血、血管刺激和被动过敏

实验、遗传毒性试验、单次和多次给药毒性实验等临

床前药物安全评价研究的检测需要。
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