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摘要  目的: 建立复方左炔诺孕酮片和复方左炔诺孕酮滴丸中炔雌醇和左炔诺孕酮含量测定的高效液相色谱法,考察复方左

炔诺孕酮片及滴丸的含量均匀度。方法 :采用W aters Symm etry 300TM C18色谱柱 ( 4. 6 mm @ 150 mm, 5 Lm ), 以乙腈 -水 ( 40B

60)为流动相, 流速 1. 0 mL# m in- 1,检测波长为 220 nm。结果: 炔雌醇及左炔诺孕酮的线性范围分别为 1. 554~ 31. 08 Lg#

mL- 1 ( r= 0. 9999)和 7. 549~ 151. 0 Lg# mL- 1 ( r= 0. 9999);复方左炔诺孕酮片中炔雌醇和左炔诺孕酮平均回收率 ( n = 3)分

别为 99. 6% ~ 101. 8% ( RSD为 0. 55% ~ 1. 2% )和 99. 5% ~ 100. 7% ( RSD为 0. 46% ~ 1. 6% ) ;复方左炔诺孕酮滴丸中炔雌醇

平均回收率 ( n= 3)分别为 100. 6% ~ 101. 1% ( RSD为 0. 92% ~ 1. 8% )和 97. 9% ~ 98. 7% ( RSD为 1. 1% ~ 1. 9% )。样品检

测结果显示, 复方左炔诺孕酮滴丸含量均匀度良好, 但部分复方左炔诺孕酮片的含量均匀度尚不符合 2005年版中国药典的相

关规定。结论: 建立的 H PLC法具有专属性强、灵敏度高、操作简便等特点, 并可考察炔雌醇和左炔诺孕酮的含量均匀度, 达到

严格控制药品质量的目的。
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Determ ination of assay and content uniform ity of compound

levonorgestrel tablets and its pills

GUO X iao- jie, DA IH ong

( Beij ing In stitu te for Drug Con tro,l B eijing 100035, Ch in a)

Abstract Objective: To establish anHPLC method for determ ination of assay o f ethiny lestradiol and levonorgestre l

in compound levonorgestrel tab le ts and its p ills, as w ell as to invest igate the ir content uniform ity. Methods: Using

W aters Symme try 300
TM

C18 co lumn( 4. 6mm @ 150 mm, 5 Lm ), the mobile phase w as aceton itrile- w ater( 40B60)

at a flow rate o f 1. 0mL# m in
- 1

and detection w aveleng th w as 220 nm. Results: The linear ranges of eth iny lestrad-i

ol and levono rgestrelw ere 1. 554- 31. 08 Lg# mL
- 1
( r= 019999) and 7. 549- 151. 0 Lg# mL

- 1
respective ly( r=

019999). The average recoveries( n = 3) of eth iny lestradiol and levonorgestrel o f compound levonorgestre l tab lets

w ere 99. 6% - 101. 8% w ith RSD of 0. 55% - 1. 2% and 99. 5% - 100. 7% w ith RSD o f 0. 46% - 1. 6%; The

average recoveries( n= 3) o f eth iny lestradio l and levono rgestrel o f compound levono rgestrel p ills w ere 100. 6% -

101. 1% w ith RSD of 0. 92% - 1. 8% and 97. 9% - 98. 7% w ith RSD of 1. 1% - 1. 9% . The content un iform it ies

of compound levonorgestre l pillsw ere good, but some of compound levonorgestrel tabletsw ere not comp lied w ith the

standard o f Chinese Pharmacopoe ia 2005 ed ition. Conclusion: TheHPLC method is good in the aspect of selectiv ity

and sensit iv ity, theHPLC method can be app licable for the determ ination of assay and content un iform ity of com-

pound levonorgestre l tab lets and its p ills. In o rder to safe and effective ly use estrogen contracep tive, w e have to con-

tro l the quality of contraceptive in common used in Ch ina.

Key words: compound levonorgestrel tablets; compound levonorgestre l p ills; assay; content un ifo rm ity; HPLC

复方左炔诺孕酮片和复方左炔诺孕酮滴丸为

2005年版中国药典收载的复方口服避孕制剂, 欧

洲药典、美国药典、英国药典及日本药局方均未收

载。中国药典 2005年版收载的复方左炔诺孕酮

滴丸含量测定为 HPLC法
[ 1 ]
;而复方左炔诺孕酮片

则采用比色法分别测定炔雌醇和左炔诺孕酮的含
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量
[ 2]
。比色法操作烦琐, 专属性差, 测定结果的误

差大,不利于该类产品质量的有效控制, 为此, 有

必要对复方左炔诺孕酮片含量测定方法进行修订

和完善。本文在左炔诺孕酮滴丸含量测定的

HPLC方法
[ 1 ]
基础上, 调整流动相中乙腈 -水的比

例, 以提高检测组分的分离度, 有效消除空白辅料

的干扰,并对优化后的色谱条件进行方法学验证

试验,从而建立了能够同时准确测定复方左炔诺

孕酮制剂 (片剂及滴丸 )中炔雌醇和左炔诺孕酮含

量的 HPLC方法, 并以此方法进行了样品的含量均

匀度考察, 为复方左炔诺孕酮制剂的质量控制提

供可靠的技术手段, 确保避孕制剂的用药安全有

效。

1 仪器与试药

岛津 LC - 2010A 液相色谱仪, 配以 SPD -

10AVP紫外检测器;岛津 LC- 20AT液相色谱仪,配

以二极管阵列检测器。

对照品炔雌醇和左炔诺孕酮均购于中国药品生

物制品检定所;复方左炔诺孕酮片 ( A厂生产, 批号

20040106, 20040107, 20040108; B 厂生产, 批号

20040101, 20040102, 20040202; C 厂生产, 批号

20031010, 20050409, 20050411)和复方左炔诺孕酮

滴丸 ( A 厂 生 产, 批 号 20040311, 20040315,

20040316)规格均为:每片 (粒 )含左炔诺孕酮 0. 15

mg,含炔雌醇 0. 03 mg; 乙腈为 HPLC级, 超纯水用

M illi- Q Plus超纯水系统 (美国 M illipore公司 )制

备。

2 方法

2. 1 色谱条件  色谱柱: W aters Symme try 300
TM

C18

( 4. 6mm @ 150 mm, 5 Lm ); 流动相:乙腈 -水 ( 40B

60) ;流速: 1. 0 mL# m in
- 1
; 检测波长: 220 nm; 柱

温: 30 e ; 进样量: 20 LL。

2. 2 试验方法  取本品 20片 (粒 ) , 精密称定, 研

细,精密称取适量 (约相当于左炔诺孕酮 0. 3 mg) ,

置 10mL量瓶中,加流动相约 5mL,超声 10m in,放

至室温,加流动相稀释至刻度, 摇匀, 滤过,取续滤液

作为供试品溶液;另取对照品炔雌醇和左炔诺孕酮

适量, 精密称定, 加流动相溶解并稀释制成每 1 mL

中含炔雌醇 6 Lg和左炔诺孕酮 30 Lg的溶液, 作为

对照品溶液;精密量取供试品溶液和对照品溶液各

20 LL,分别注入液相色谱仪, 记录色谱图,按外标法

以峰面积计算, 即得。对照品及片剂和滴丸的

HPLC图见图 1。

图 1 对照品 ( A)、复方左炔诺孕酮片 ( B )及复方左炔诺孕酮滴丸

( C) H PLC色谱图

F ig 1 HPLC chrom atogram s of referen ce sub stances ( A ), com pound

levonorgestrel tab lets( B) , and compound levonorgestrel p ills( C )

Ñ .炔雌醇 ( eth inylestrad iol) Ò .左炔诺孕酮 ( levonorgestrel )

3 方法学考察

3. 1 线性试验  精密称取对照品炔雌醇 15. 54 mg

和左炔诺孕酮 75. 49mg,置 100mL量瓶中,加乙腈

溶解并稀释至刻度, 摇匀; 精密量取 1 mL, 分别置

100mL、50 mL、20 mL、10 mL和 5 mL量瓶中, 加

流动相稀释至刻度, 摇匀, 制成系列浓度的溶液,

按照上述色谱条件依法测定, 以浓度与其峰面积

进行线性回归, 结果炔雌醇和左炔诺孕酮回归方

程分别为:

Y= 289. 4X - 101. 6 r= 0. 9999

Y= 24. 22X + 7. 507 r= 0. 9999

线性范围分别为 1. 554~ 31. 08和 7. 549~ 151. 0 Lg

# mL
- 1
。

3. 2 精密度试验  精密量取含量测定项下的对照

品溶液 20 LL, 按照上述色谱条件, 连续进样 5次,

计算炔雌醇和左炔诺孕酮峰面积的 RSD分别为

0116%和 0. 10%。试验结果表明本方法的精密度

良好。

3. 3 重复性试验  取 20050411批复方左炔诺孕

酮片和 20040311批复方左炔诺孕酮滴丸各 6份,

分别按 / 2. 20项下方法进行重复性试验。结果复

方左炔诺孕酮片中炔雌醇和左炔诺孕酮含量 (标

示量% , n = 6 )分别为 100. 2%和 1 02. 0% , R SD

分别为 0. 64%和 0. 35% ; 复方左炔诺孕酮滴丸

)1534) 药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 9)



中炔雌醇和左炔诺孕酮含量 (标示量% , n = 6)

分别为 91. 7%和 101. 4% ; RSD分别为 0. 82%

和 0. 88% 。

3. 4 加样回收试验  精密称取炔雌醇对照品 10

mg、12 mg和 15 mg,分别置 20 mL量瓶中,加乙腈

溶解并稀释至刻度, 摇匀, 精密量取 5 mL, 置 100

mL量瓶中,分别加入精密称取的左炔诺孕酮对照

品 12 mg、15 mg和 18 mg, 加乙腈 35 mL使溶解,

加水稀释至刻度, 摇匀, 作为储备液 (低、中、高浓

度溶液各平行制备 3份 ) ; 另取已测知炔雌醇和左

炔诺孕酮含量的 20050411批复方左炔诺孕酮片

的细粉约 100 mg( n = 9)和 20040311批复方左炔

诺孕酮滴丸的细粉约 33 mg( n= 9), 分别置 10 mL

量瓶中,精密加入各浓度水平的储备液 1 mL, 加流

动相溶解并稀释至刻度, 摇匀, 按上述色谱条件进

行加样回收试验。结果复方左炔诺孕酮片中炔雌

醇低、中、高 3种浓度的平均回收率 ( n= 3)分别为

9916% ( RSD = 0155% )、10013% ( RSD = 111% )

和 10118% ( RSD= 112% ), 左炔诺孕酮低、中、高

3种浓度的平均回收率 ( n = 3)分别为 9915%
( RSD = 0146% )、10013% ( RSD = 116% ) 和

10017% ( RSD = 0160% ); 复方左炔诺孕酮滴丸中

炔雌醇低、中、高 3种浓度的平均回收率 ( n= 3)分

别为 1011 1% ( RSD = 118% )、10016% ( RSD =

111% )和 10111% ( RSD = 01 92% ), 左炔诺孕酮

低、中、高 3种浓度的平均回收率 ( n = 3)分别为

9812% ( RSD = 119% )、9719% ( RSD = 116% )和

9817% ( RSD= 111% )。

3. 5 溶液的稳定性考察  取含量测定项下的对照
品溶液,按上述色谱条件, 在 0, 4, 8, 12, 25 h依法测

定炔雌醇和左炔诺孕酮的峰面积,结果 RSD ( n = 5)

分别为 0. 35%和 0. 31% ,表明溶液中炔雌醇和左炔

诺孕酮在 25 h内稳定。

4 样品含量测定

依照上述方法测定 A、B和 C厂的各 3批复方

左炔诺孕酮片和 A厂的 3批复方左炔诺孕酮滴丸

中炔雌醇和左炔诺孕酮的含量, 并与比色法
[ 2]
测

定结果进行比较, 结果见表 1。由表 1结果可见,

与 HPLC法测定结果相比, 采用中国药典 2005年

版收载的比色法测定复方左炔诺孕酮片中炔雌醇

和左炔诺孕酮含量, 结果总体偏高, 差异显著。这

可能与比色法的专属性差有关, 系样品中的辅料

干扰所致。

表 1 样品含量测定结果 (相当于标示量, % )

Tab 1 The resu lts of assay of sam p les

( equ ivalen t to the declared con ten t, % )

剂型

( dosage )

生产厂家

( manu facture)

批号

( L ot No. )

炔雌醇

( e thiny lestradio l)

左炔诺孕酮

( levonorgestrel)

HPLC
比色法

( co lor imetry)
HPLC

比色法

( co lo rime try )

片剂 A 20040106 1001 9 10617 9810 10312

( tablets) 20040107 1041 3 9615 10411 10211

20040108 1001 0 9714 9616 9712

B 20040101 1061 6 11511 10312 12416

20040102 911 1 13111 9115 12318

20040202 931 4 11212 9612 11011

C 20031010 981 2 10514 10419 12517

20050409 1001 9 11418 10517 12718

20050411 1001 2 9910 10118 12216

滴丸 A 20040311 901 2 ) 10114 )

( p ills) 20040315 921 2 ) 10319 )

20040316 911 7 ) 10014 )

5 样品含量均匀度考察

复方左炔诺孕酮片和复方左炔诺孕酮滴丸规定

的处方为每片 (粒 )含炔雌醇 0103 mg, 左炔诺孕酮

0115 mg,为小规格制剂。根据国家药品标准要求,

需要进行含量均匀度考察。应用本文建立的 HPLC

含量测定方法, 进行复方左炔诺孕酮制剂含量均

匀度检查。取本品 1片 (粒 ) , 置 5 mL量瓶中, 加

水 1 mL,振摇使崩散, 加流动相稀释至刻度,摇匀,

滤过, 取续滤液作为供试品溶液, 照含量测定项下

的方法测定,结果见表 2。由表 2结果可见, 3批复

表 2 含量均匀度测定结果 ( n= 10)

Tab 2 The resu lts of con ten t un iform ity

剂型

( dosage )

生产厂家

( manu fac ture)

批号

( Lo t No. )

炔雌醇

( ethiny lestradio l)

左炔诺孕酮

( levonorgestrel)

均值

( average )

A+

118S

均值

( average)

A +

11 8S

片剂 A 20040106 10513 910 9911 1313

( tablets) 20040107 10616 915 9912 1513

20040108 10518 719 9413 1319

B 20040101 8515 6414 9513 3016

20040102 8010 7616 9319 3113

20040202 9519 3711 9316 2510

C 20031010 9914 510 10115 614

20050409 10110 411 10013 411

20050411 10115 415 9916 312

滴丸 A 20040311 9017 1319 9714 710

( p ills) 20040315 9014 1219 9710 615

20040316 9113 1412 9618 714
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方左炔诺孕酮滴丸的含量均匀度检查均符合规

定。但是, 3个厂家 9批复方左炔诺孕酮片的含量

均匀度检查结果, 除 C厂的 3批样品均符合规定

外, A厂 20040107批样品需复测 20片, 而 B厂的

3批样品含量均匀度均不符合规定 (A + 1. 8S最大

值达 7616)。
6 讨论

6. 1 采用中国药典 2005年版收载的比色法和本文

的 HPLC法测定复方左炔诺孕酮片中炔雌醇和左炔

诺孕酮含量,其结果差异显著。究其原因,系比色法

的专属性差,样品中的辅料干扰所致。

6. 2 避孕制剂作为一种特殊药品,其质量直接影响

到人们的用药安全与有效。作为小剂量的复方避孕

制剂,控制其含量均匀度尤为重要。本文检查的复

方左炔诺孕酮滴丸含量均匀度均符合规定,但是,复

方左炔诺孕酮片的含量均匀度的测定结果不容乐

观。由此可见,为有效保证复方避孕制剂的质量,保

证计划生育用药安全, 需要增加口服避孕制剂的含

量均匀度检查。

6. 3 用上述给定的流动相, 分别在 220 nm和 280

nm波长处检测左炔诺孕酮对照品溶液。结果发现:

在 280 nm波长处呈现 2个色谱峰 (见图 2) ,其峰面

积比 1B1. 4; 但在 220 nm波长处检测时,其峰面积

比为 1B350。采用二极管阵列检测器检测, 结果见

图 3,显示了上述相同的试验结果。这是否为左炔

诺孕酮的杂质或降解产物有待进一步研究。

图 2 左炔诺孕酮对照品溶液检测波长为 280 nm ( A)及 220 nm ( B )

的色谱图

Fig 2 Ch rom atogram s of reference so lut ion of levonorgestrel at detect ion

w avelength of 280 nm ( A) and 220 nm ( B)

图 3 用二极管阵列检测器测定左炔诺孕酮对照品溶液的三维谱图

F ig 3 Th ree- d im en sional spectrum of referen ce solu tion of levonorg-

estrel scann ed by DAD detector

7 结论

本文建立的复方左炔诺孕酮片及其滴丸的

HPLC含量测定方法具有专属性强、灵敏度高、操作

简便,结果准确可靠的特点, 满足了市售产品的含量

均匀度检查要求。其结果已上报国家药典委员会,

旨在提升我国避孕制剂质量标准的检测水平, 为严

格控制计划生育药品的质量提供可靠的技术手段。
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