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高效液相色谱法在美国药典中的应用
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摘要　对2004 年亚洲版美国药典中USP ( 27)药品各论、营养强化剂和NF( 22)三部分分别统计分析了高效液相色谱法在鉴别、

检查和测定中的应用。统计分析了各类色谱柱、检测器、检查项目、定量方法和重要色谱条件的选用情况。
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The Application of HPLC in the USP27-NF22

Qi Zong-shao( Guang z hou Phar maceuti cal S chool , Guangz hou 510430)

Abstract: Review the application of HPLC in the gener al o fficial monog raphs in USP27, dietar y supplement s and NF22 o f U SP

Asian Edit ion( 2004) . P ro vided the statistics and the analysis about HPLC applicat ion in drug identification, test and assay ,

about Chromato gr aphic packing s, det ect or s, test it ems, quantit ativ e methods and impo rtant chr omato gr aphic conditions.
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　　2004年亚洲版USP( 27)和NF( 22)总共收载有

各 论 4000 种。其中药品各论 ( General of ficial

M onographs for U SP 27) 3606 种; 营养强化剂

( Dietary Supplements) 212种 (其中与 USP27重复

的有111种,不重复的单列各论有101种) ; 国家处方

集NF( 22) 392种(其中与U SP27重复的有99种,不

重复单列的各论有293种)。上述3606种、101种和

293种之和刚好为4000种。各论在鉴别、检查和测定

项目中都广泛深入地应用了高效液相色谱法。营养

强化剂中油溶性维生素、水溶性维生素的复方制剂

较多, 含量测定选用 HPLC 法的品种数占总数的

83. 2%。药品各论选用HPLC法测定含量的品种数

占总数的45. 2%。为了检查药品的色谱纯度、有关物

质、指定杂质的限量、含量均匀度、溶出度、分子量分

布和放射化学纯度等项指标, 选用 HPLC 法检查的

品种数占药品各论总数的26. 3%。药品各论中选用

HPLC 法进行鉴别、检查和测定的品种数总计 1756

种,占总数的48. 7%。营养强化剂中选用HPLC 法进

行鉴别、检查和测定的品种数为 86 种, 占总数的

85. 1%。足见HPLC 法在美国药典中的重要作用。该

版药典附录中收载有供选用的色谱柱56种( L1柱

～L56柱)。其中有新型键合相: 手性柱、包埋键合

相、包覆聚合物和全氟代苯基柱等,能有效地分离光

学异构体和含双键的不同组分。非极性键合相中还

收载有不同烷基混合键合相和引入少量离子交换树

脂改进性能的烷基键合相。在各论中许多色谱柱还

规定要用封尾技术改进性能。有关检测方法广泛选

用了紫外可见检测器,也应用了示差折光检测器、电

化学检测器、荧光检测器和蒸发光散检测器等。有关

定量方法广泛应用了峰面积法、外标法,也应用了内

标法、归一化法、自身对照法、峰高法、分子量分布测

定法等。HPLC法在美国药典中的应用有可供借鉴

之处。

有关HPLC 法的应用品种数和所占百分比见表

1。有关色谱柱的选用情况见表2。有关检测器的选

用情况见表3。有关定量方法的选用情况见表4。有

关检查条目的选用情况见表5。有关其他色谱条件的

选用情况见表6。

表1　HPLC 法在USP 中的应用品种数

U SP ( 27)药品各论 营养强化剂 NF( 22)

品种数 百分比 品种数 百分比 品种数 百分比

鉴别 803 22. 3% 42 41. 6% 4 1. 4%

检查 947 26. 3% 14 13. 9% 19 6. 5%

测定 1629 45. 2% 84 83. 2% 11 3. 8%

涉及品种数 1756 48. 7% 86 85. 1% 22 7. 5%
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表2　色谱柱选用情况(种次)

USP( 27)药品各论 营养强化剂 NF( 22)

非
极
性
键
合
相

C18柱 1432 242 11

C1柱 21

C3柱 1

C4柱 2

C6柱 8

苯基柱 74
极
性
键
合
相

氨基柱 14 10

氰基柱 53 1

氨基氰基柱 2

硅胶柱 137 6

阳离子交换柱 52 3 6

阴离子交换柱 15

排阻色谱柱 51 1 4

新
型
固
定
相

手性柱 4

包埋键合相 2

包覆聚合物 3

全氟代苯基柱 2

小计 1873 262 22

　　从表2看出,非极性键合相中C18柱应用最多。

药品各论、营养强化剂和 NF( 22)三项中应用 C18

柱的共有 1685 种次, 占色谱柱选用种次总数 2157

种次的78. 1%。C18柱是指十八烷基硅烷键合多孔

硅胶或陶瓷微球色谱柱( L1柱, 选用此柱的有 1431

种次)、十八烷基硅烷键合全多孔硅胶微球色谱柱

( L7柱, 选用此柱的有 235种次)和十八烷基硅烷

键合硅胶薄壳型大球色谱柱( L 2柱, 19 种次)。C1

柱、C3 柱、C4柱、C6 柱和苯基柱分别指二甲基、三

甲基、丙基、丁基、己基和苯基硅烷键合多孔硅胶,

即 L 13 柱、L16 柱、L56 柱、L26 柱、L 15 柱和 L11

柱。美国药典正文各论中选用的非极性键合相类型

的色谱柱品种总计9种。极性键合相色谱柱类型的

选用了 3种( L8柱、L10柱和L18柱) , 选用了69种

次,占色谱柱选用总数的 3. 2%。选用品种数虽不

多,但有特色。例如: 氨丙基硅烷键合硅胶柱 ( L8

柱)为强极性柱, 氢键结合力强,宜于分离单糖、双

糖和多糖。U SP( 27)用此柱鉴别和测定乳果糖浓溶

液和乳果糖溶液两种药品, 并检查其中果糖、半乳

糖、乳糖和差向乳糖四种糖分的限量。此外,还用于

检测硫糖铝及其片剂中的庶糖八硫酸铝络合物;用

于测定C13尿素、顺铂和注射用顺铂的含量。氰基键

合多孔硅胶柱( L10 柱)为中等极性柱, 对双键异构

体或含有不同数量双键的环状化合物有很好的分离

能力。U SP( 27)用此柱检测具有双键的灰黄霉素及

其片剂、胶囊剂和混悬液;还用于检测具有双键的硫

酸卷曲霉素、心得静、卡马西平、泼尼松龙、马替普

林、环吡酮及其制剂的质量;也用于检测含有利福平

的复方片剂。氨基氰基键合多孔硅胶柱( L18柱)用

于检测前列地尔注射液和碘普兰( Iox ilan)的质量。

表二中硅胶柱为极性吸附色谱柱, 共选用了3种( L3

柱、L27柱和L4柱)。其中3～10�m多孔硅胶柱( L3
柱 )选用较多( 131 种次) ; 30～50�m 多孔硅胶柱
( L27柱)和30～50�m 控制表面孔率硅胶柱( L4柱)
选用较少, 分别为4种和2种。USP( 27)附录中虽然

列举了氧化铝柱( L5柱) ,但正文中未选用。阴、阳离

子交换柱用于检测含有电解质制剂的事例较多。阳

离子交换柱L17柱和L19柱用于测定复合电解质注

射液(Ⅰ型、Ⅱ型)和复合电解质葡萄糖注射液(Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ型)中的醋酸盐、枸橼酸盐和葡萄糖酸盐含

量;还用于检测含有甘露醇或山梨醇的药品。用阳离

子交换柱L22和阴离子交换柱L23测定PEG3350电

解质口服液中的钾盐、钠盐、氯化物和硫酸盐的含

量。用阴离子交换柱L47柱鉴别、检查和测定阿米卡

星及其注射液、硫酸阿米卡星、硫酸卡那霉素及其胶

囊剂和注射液等6种药品。用阴离子交换柱L48测

定硫酸链霉素及其注射液和注射用硫酸链霉素的含

量。此外, 还用阳离子交换柱L52测定红霉素油膏中

红霉素A、B、C的总量。USP 附录中收载了可供选用

的离子交换柱17种,正文中选用了13种。排阻色谱

柱二羟基丙烷键合多孔硅胶柱( L20柱)用于检查人

胰岛素、猪胰岛素和重组人胰岛素等12种药品中高

分子量蛋白质的限量。刚性苯乙烯—二乙烯苯共聚

物球体柱( L21柱, 排阻色谱柱)用于多西环素类( 9

种)、土霉素类( 7 种)、红霉素类( 4 种)等药品的检

测。聚甲基丙烯酸酯排阻色谱柱( L38柱)、聚羟甲基

丙烯酸酯排阻色谱柱( L39柱)和右旋糖苷键合多孔

琼脂糖排阻色谱柱( L54柱)分别用于检查右旋糖苷

类药物的分子量分布和测定维生素C 注射液的含

量。USP 正文中共选用了排阻色谱柱7种。新型固

定相在U SP 中的应用值得注意。为了分离和检测光

学异构体, USP 正文中选用了 3种手性柱( L32柱、

L45柱和L51柱)检测4种药品的质量。用L-脯氨酸

铜络合物柱( L32柱、配体交换柱)检查 F18氟代多

巴注射液中右旋D型对映异构体的限量。用�-环糊
精手性柱 ( L45 柱、立体空穴柱) 检查拉米夫定

( Lam ivudine)对映异构体的限量。用手性固定相

T DPMA 柱 ( L51 柱、螺 旋型 聚合 物柱 ) 检 查

Brinzolamide混悬剂及其滴眼剂中有关化合物A 和

B 的限量。为了控制光学活性药物左去氧麻黄碱

( Levmetam fetamine)的质量, 用包埋极性基团键合

相( L36柱)严格检查其右旋体杂质( S 构型)的限量
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( 0. 1% )。为了检查含有利福平、吡嗪酰胺和异烟肼

复方制剂的溶出度, 选用了包埋极性基团键合相

( L44柱)。用氧化铝或氧化锆为基质,键合上聚丁二

烯后制成的包覆聚合物固定相, 其稳定性好,可用碱

性流动相分离碱性药物。U SP( 27)用聚丁二烯健合

 Al2O 3 柱( L29柱)或聚丁二烯键合氧化锆柱( L49

柱)检测阿扎红霉素及其胶囊剂和口服混悬用阿扎

红霉素3种药物的质量。五氟代苯基键合硅胶柱在

分离含有羧基或羟基极性化合物方面具有显著优

势。USP( 27)选用这种色谱柱( L43柱)鉴别、检查和

测定紫杉醇(含有多个羟基)及其注射液的质量。

表3　检测器选用情况(种次、百分比)

USP( 27)药品各论 营养强化剂 NF( 22)

紫外可见检测器 1708( 95. 8% ) 85( 90% ) 12( 54. 5% )

示差折光检测器 35( 2. 0% ) 1( 1. 3% ) 10( 45. 5% )

电化学检测器 26( 1. 5)

荧光检测器 13( 0. 7% ) 7( 7. 4% )

蒸发光散射检测器 1( 1. 3% )

　　表3中所列蒸发光散射检测器仅用于测定银杏

中萜类内酯的含量。电化学检测器主要用于

PEG3350电解质口服液、硫酸链霉素、硫酸卡那霉

素、阿米卡星和红霉素油膏等药品经离子交换柱分

离后有关成分的检测。荧光检测器主要用于核黄素

5′-磷酸钠、炔雌醇片、马来酸甲基麦角新碱及其片

剂和含有咖啡因药品的检测。示差折光检测器主要

用于含有葡萄糖、乳糖、甘露醇和右旋糖苷类药品、

卡拉普多片、硫酸铝及其片剂等药品的检测。

表4　检查、测定中选用定量方法的情况(种次、百分比)

USP( 27)药品各论 营养强化剂 NF( 22)

外标法 1374( 77. 1% ) 74( 82. 2% ) 22( 73. 3% )

内标法 326( 18. 3% ) 12( 13. 3% ) 1( 3. 3% )

归一化法 59( 3. 3% ) 5( 16. 7% )

自身对照法 2( 0. 13% ) 2( 6. 7% )

峰高法 18( 1. 0% ) 4( 4. 5% )

分子量分布测定法 3( 0. 17%

　　从表4看出峰面积法、外标法选用最多。右旋糖

苷1、右旋糖苷40和右旋糖苷70三种药品应用了分

子量分布测定法。潘生丁和氟甲西丁两种药品在检

查色谱纯度时应用了自身对照法。

表5　检查条目的选用情况(种次、百分比)

USP( 27)药品各论 营养强化剂 NF( 22)

色谱纯度 199( 18. 6% ) 3( 21. 4% ) 2( 10. 5% )

有关物质 190( 17. 8% ) 5( 26. 3% )

指定杂质 122( 11. 4% ) 4( 28. 5% ) 12( 63. 2% )

含量均匀度 373( 34. 9% )

溶出度或释放度 176( 16. 5% ) 7( 50% )

分子量分布 3( 0. 28% )

放射化学纯度 6( 0. 56% )

　　从表5看出药品各论中收载的用HPLC 法进行

检查的检查条目和检查品种数较多, 对药品质量要

求较高。在检查项目中含量均匀度、色谱纯度、溶出

度或释放度及指定杂质(即特殊杂质)等四个项目收

载的品种数较多, 在检查指定杂质(特殊杂质)限量

时,对四环素类、盐酸四环素类、F18氟代多巴、拉米

夫定、醋酸群勃龙( T renbolone)等药物检查差向异

构 体 或 对 映 异 构 体 的 限 量; 检 查 碘 普 胺

( Iopromide)、噻替吨、盐酸噻替吨、维生素A 酸、维

生素K 1等药品的顺反异构体限量。检查维生素B12

Co
57、F18氟化钠、碘苄胍( Iobenguane I

123 )和T c99

枸橼酸他莫昔芬等药品的放射化学纯度。这些检查

条目和检查方法似有可借鉴之处。

表6　其他色谱条件的选用情况(种次)

USP( 27)药品各论 营养强化剂 NF( 22)

二元梯度洗脱 120 35

色谱柱控温 226 36 10

加予柱 94 1

色谱柱封尾 33 6

　　从表6看出为了分离成分复杂的药品有一百多

个品种选用了梯度洗脱方式, 但绝大多数药品仍然

选用等度洗脱方式。为了减少残存游离硅羟基对色

谱柱分离效果的干扰,注意选用了封尾技术。例如,

二乙三胺五醋酸( Pentatic Acid)在检查杂质限量、

琥酸酸辛酯磺酸钠( Docusate Sodium )溶液及其胶

囊在测定含量时要求所用色谱柱是经过高度封尾

的。又如, 左旋多巴在测定含量时要求用经过双重封

尾的色谱柱。表六中要求封尾的色谱柱L1柱有 28

种、L7柱有8种、L10柱有3种。为了保证色谱分离

效率,要求控制色谱柱柱温的品种也较多。

美国药典各论正文中对与HPLC法有关的流动

相、内标溶液、外标溶液、分离度检测溶液、供试品溶

液、色谱系统和测定操作都作了详细叙述。色谱系统

和测定操作中对色谱柱的内径、长度、固定相种类、

柱温、检定器的类型和条件、流动相的流速、理论板

数、分离度、相对保留时间、拖尾因子、测定结果的

RSD和定量计算公式等都有明显确定。上述规定虽

很细致,但美国药典附录( 621)在有关色谱法系统适

用性的阐述中, 重点强调了对分离度、测定结果的

RSD和拖尾因子这三项的要求。当检测单组分供试

品,只涉及一个主要色谱峰时也可以理论板数N 代

表柱效率,不再列举对分离度的要求。实践证明在应

用HPLC 法时认真掌握这些关键因素是十分重要

的。美国药典收载的个别药品对分离度和柱效率的
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要求是十分严格的, 可兹参考。如检查碘海索

( Iohexo l)中有关物质A 和C 的限量时,要求二者的

分离度不得小于20. 0。又如对碘普胺及其注射液检查

有关物质B 限量、检查异构体分布和测定含量时,不

仅对有关物质BY1和BY2的相对保留时间提出明确

要求, 并规定有关物质BY2异构体的信噪比不得小

于20。多数药品在用HPLC 法检测时,色谱柱的理论

板数达到几百或一、两千即可。但在测定人参皂苷含

量时,却要求色谱柱对人参皂苷Rg1和Rb1的柱效率

不得小于17000和11000, 对柱效率的要求比较高。

　　(上接第76页)

要求, 建议标准采用在瓶体部分精密称取一定量的

样品做密度实验。

在药包材注册申报资料的形式审查要点中,建

议瓶盖不做鉴别项目检验,或者, 如果要做鉴别检

验,建议另增加补充规定。

三、密封性

在密封性项下,瓶与盖的扭力有一定的要求,盖

直径( mm)最大是40mm ,大于40mm 的盖没有规定。

我省潜江鸿发塑料制品有限公司的瓶盖达到

42mm, 建议在标准中增加大于40mm 盖直径的扭力

要求。

四、溶出物试验

65%乙醇、正己烷在实验过程中浸泡24小时很

容易挥发,而且需要不断补充溶剂。建议在标准中采

用回流装置在规定条件下浸泡24小时。

五、脱色试验

在脱色试验中,规定了酸浸泡、有机溶剂浸泡,

没有碱浸泡,建议标准中增加碱浸泡规定。

六、无机盐检查

高密度聚乙烯在GB11116-89项下,技术指标主

要是物理性能和材料强度检查[ 4] ,而一般口服液体

也没有对无机盐的检查, 建议在标准中增加对砷盐、

钡盐等有害无机盐的检查,以保证用药安全。
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