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摘要：目的建立测定尼尔雌醇原料及片剂的有关物质和含量的反相高效液相色谱（ＲＰ － ＨＰＬＣ）法。方法色谱柱为Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８
柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为０． ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ乙酸铵溶液－乙腈（４０ ∶ ６０，Ｖ ／ Ｖ）等度洗脱，流速为１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为３５ ℃，检
测波长为２８０ ｎｍ，进样量为２０ μＬ。结果尼尔雌醇峰和相邻杂质峰均能达到完全有效分离；尼尔雌醇质量浓度在０． ０１ ～ ２． ０ ｇ ／ Ｌ范围
内与峰面积线性关系良好；平均回收率为１００． ００％，ＲＳＤ为１． ２９％（ｎ ＝ ９）。１批原料和３批片剂样品含量测定结果分别为９９． ７９％，
９８． ６２％，９８． ７１％，９８． ５６％，单个最大杂质分别为０． １４％，０． ４１％，０． ３９％，０． ４０％，总杂质分别为０． ４９％，０． ７８％，０． ７６％，０． ７５％。
结论建立的ＲＰ － ＨＰＬＣ法能有效测定尼尔雌醇原料及片剂的有关物质和含量，为该类药物工艺过程控制、监管和质量保障提供了一
定的技术支持。
关键词：口服雌激素类药物；尼尔雌醇；尼尔雌醇片；有关物质；含量测定；反相高效液相色谱法
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

尼尔雌醇又名维尼安，化学名为３ － 牗环戊氧基牘 －
１９ －去甲－１７ －孕甾－１，３，５牗１０牘 －三烯－ ２０ －炔－ １６α，
１７α －二醇，是我国自行研制的新型雌激素，为雌三醇
衍生物，具有口服长效和强效的优点犤 １ 犦，常用于围绝经
期妇女雌激素替代治疗犤 ２ 犦。常用外用制剂主要有尼尔雌
醇片、尼尔雌醇阴道用凝胶剂犤 ３ 犦。目前，尼尔雌醇原料及
片剂的现行质量标准收载于２０１５年版《中国药典牗二
部牘》，原料质量标准项下虽然设置了有关物质检查项，
但采用的方法为薄层色谱法犤 ４ 犦；片剂质量标准项下则未
设置安全性指标有关物质检查项，且鲜见尼尔雌醇有

关物质的测定方法报道。本研究中参考文献犤５ － １６犦，
建立了反相高效液相色谱（ＲＰ －ＨＰＬＣ）法测定尼尔雌醇
原料及片剂的有关物质和含量。现报道如下。
１ 仪器与试药

仪器：２０ＡＴ型高效液相色谱仪牗岛津公司牘；１２６０
型高效液相色谱仪牗安捷伦公司牘；ＸＳ２０５型电子天平
牗十万分之一，瑞士Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ公司牘，ＭＣＭ３６型电子
天平牗百万分之一，德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司牘。

试药：尼尔雌醇对照品（中国食品药品检定研究院，
批号为１００２３９ － ２００７０２，纯度为９９． ４％，８０ ℃减压干
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·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

燥２ ｈ后使用）；尼尔雌醇原料药（ＬＪ公司，批号为
Ｎ２０１７０３２３，纯度为９９． ５％）；尼尔雌醇片（厂家Ａ，批号
分别为１７０７１１，１７０７１２，１７０７１３，规格为每片１ ｍｇ）；乙
腈为色谱纯（Ｆｉｓｈｅｒ公司）；乙酸铵为分析纯（天津市科
密欧试剂有限公司）；水为超纯水。
２ 方法
２． １ 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ）；流动相：０． ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ乙酸铵溶液－乙腈（４０ ∶ ６０，
Ｖ ／ Ｖ），等度洗脱；流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３５ ℃；检测
波长：２８０ ｎｍ；进样量：２０ μＬ。在此色谱条件下，尼尔
雌醇保留时间约为１６ ｍｉｎ，理论板数按尼尔雌醇峰计
为９ ２７７，与相邻峰分离度为２． ３８，符合要求。详见图１。
２． ２ 溶液制备

供试品溶液牗含量测定牘：取尼尔雌醇原料１０ ｍｇ，
精密称定，置１００ ｍＬ容量瓶中，加入流动相适量，振摇，
溶解后用流动相稀释至刻度，即得尼尔雌醇原料供试品
溶液；取尼尔雌醇片细粉适量（约相当于尼尔雌醇１０ｍｇ），
精密称定，置１００ ｍＬ容量瓶中，同法操作，取续滤液，作
为尼尔雌醇片供试品溶液。

对照品溶液：精密称取尼尔雌醇对照品适量，同法
操作，制备同浓度溶液，作为对照品溶液。

有关物质供试品溶液：取尼尔雌醇原料１０ ｍｇ，精
密称定，置１０ ｍＬ容量瓶中，加入流动相适量，振摇，溶
解后用流动相稀释至刻度，即得尼尔雌醇原料供试品溶
液；取尼尔雌醇片细粉适量（约相当于尼尔雌醇１０ ｍｇ），
精密称定，置１０ ｍＬ容量瓶中，同法操作，取续滤液，作
为尼尔雌醇片供试品溶液。

对照溶液：分别精密量取上述供试品溶液适量，用
流动相溶解并稀释至０． ０１ ｇ ／ Ｌ，即得自身对照溶液。

空白辅料溶液：取按尼尔雌醇片处方比例的辅料适
量，按供试品溶液制备方法制备，用流动相溶解并稀释
至刻度，摇匀，即得空白辅料溶液。
２． ３ 方法学考察

专属性试验：取尼尔雌醇原料约１０ ｍｇ，精密称定，

置１０ ｍＬ容量瓶中，进行不同条件下的降解试验。１）酸
破坏试验，加２ ｍｏｌ ／ Ｌ盐酸溶液１ ｍＬ，摇匀，室温放置
１０ ｍｉｎ后，用２ ｍｏｌ ／ Ｌ氢氧化钠溶液调至中性。２）碱破
坏试验，加２ ｍｏｌ ／ Ｌ氢氧化钠溶液１ ｍＬ，摇匀，室温放
置１０ ｍｉｎ后，用２ ｍｏｌ ／ Ｌ盐酸溶液调至中性。３）氧化破
坏试验，加入３０％过氧化氢溶液２ ｍＬ，摇匀，室温放置
１ ｈ。４）光照破坏试验，在紫外灯（４ ５００ ｌｘ）下照射２４ ｈ。
５）高温破坏试验，在１５０ ℃下加热３ ｈ。分别加流动相稀
释至刻度，按拟订色谱条件测定，结果见图２。可见，经
过破坏产生的降解物质与主峰完全分离，且主成分和主
要降解产物在２８０ ｎｍ检测波长处均有吸收，说明拟订
色谱条件能准确检测出样品中可能存在的相关杂质。

稳定性考察：量取２． ２项下有关物质供试品溶液
牗质量浓度为１ ｇ ／ Ｌ 牘，每隔２ ｈ依法进样测定峰面积，单
个最大杂质峰面积的ＲＳＤ为１． ７８％（ｎ ＝ ５），总杂质峰
面积和的ＲＳＤ为１． ６９％（ｎ ＝ ５），表明供试品溶液在
１２ ｈ内基本稳定。

检测限和定量限确定：对２． ２项下对照品溶液进行
逐级稀释，按拟订色谱条件进样分析。当信噪比（Ｓ ／ Ｎ）
为３ ∶ １时，测得的检测限为５６ ｎｇ ／ ｍＬ；当信噪比（Ｓ ／ Ｎ）
为１０ ∶ １时，测得的定量限为１８７ ｎｇ ／ ｍＬ。

线性关系考察：取质量浓度分别为０． ０１，０． ０２，
０． ０５，０． １０，０． ２０，０． ５０，１． ００，２． ００ ｇ ／ Ｌ的系列对照品
溶液进样测定，以峰面积牗 Ａ 牘为纵坐标、以质量浓度牗 Ｃ 牘
为横坐标进行线性回归，得回归方程Ａ ＝ ９． ５９１ ６ ×
１０８ Ｃ ＋ ２． ４８２ ３ × １０６，ｒ ＝ ０． ９９９ ９ 牗 ｎ ＝ ８ 牘。结果表明，尼
尔雌醇质量浓度在０． ０１ ～ ２． ０ ｇ ／ Ｌ范围内与峰面积线
性关系良好。

精密度试验：精密量取２． ２项下对照品溶液适量，
按拟订色谱条件连续进样测定６次，记录峰面积。结果
的ＲＳＤ为０． ３４％（ｎ ＝ ６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：分别精密量取２． ２项下供试品溶液
（含量测定用，批号为１７０７１１）适量，分别于室温下放置
０，１，２，４，６，８，１２ ｈ时，按拟订色谱条件进样测定，记录
峰面积。结果的ＲＳＤ为０． ５３％（ｎ ＝ ７），表明供试品溶
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图１ 高效液相色谱图
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图２ 不同降解条件下尼尔雌醇的ＨＰＬＣ色谱图

表２ 各批样品含量及有关物质测定结果（％）
有关物质

液在室温下放置１２ ｈ内稳定性良好。
加样回收试验：分别取已知含量的样品（批号为

１７０７１１）１００ ｍｇ，精密称定，共９份，各置１０ ｍＬ容量瓶
中，分别加入低、中、高质量浓度的尼尔雌醇，按２． ２项
下方法制备供试品溶液，再按拟订色谱条件进样测定，
记录峰面积，并计算加样回收率，结果见表１。

２． ４ 尼尔雌醇有关物质及含量测定
取本品２０片，精密称定，研细，取细粉适量，精密称

定，分别按２． ２项下方法制备含量测定用供试品溶液、
对照品溶液、有关物质测定用供试品溶液及对照溶液，
按拟订色谱条件进样测定。结果见表２。

３ 讨论
流动相选择：国外药典中均未收载尼尔雌醇原料及

片剂的质量标准，而文献犤 ３ 犦中的色谱条件无法使有关
杂质达到准确检出，且流动相中未含有易挥发的缓冲
盐，不利于杂质的结构分析。故本研究建立的方法在色
谱条件中加入易挥发的醋酸铵，在拟订色谱条件下，不
仅杂质和样品能检出并有效分离，而且能对该样品进行
定量分析。

检测波长选择：对供试品溶液在２００ ～ ４００ ｎｍ波长
范围内进行紫外最大吸收扫描，发现尼尔雌醇的最大吸
收波长为２８０ ｎｍ，且在该检测波长下，尼尔雌醇的降解
杂质及尼尔雌醇响应值基本一致，均能有效检出。

色谱柱耐用性：不同厂家的色谱柱的检测结果在相
对保留时间上略有不同，但主峰与已知杂质及未知杂质
分离度均能满足完全分离要求，且按尼尔雌醇峰计，理
论板数均大于６ ０００，峰纯度良好。

有关物质检测：尼尔雌醇片剂现行标准中，未设置
有关物质检查项，尼尔雌醇原料质量标准中，虽设置了
有关物质检查项，但采用方法为灵敏度较低的薄层色谱
法，无法准确对尼尔雌醇有关物质进行准确定性定量研
究。文献犤 ５ 犦中，仅考察了尼尔雌醇的含量检测方法。对
其有关物质的研究方面呈空白状态。因此，本研究中建
立了尼尔雌醇片有关物质检查项，并统一了尼尔雌醇原
料及片剂的有关物质检测方法，即节省了检验资源，又
为该品种的安全性把控提供了依据。

有关物质降解情况：由图２可见，尼尔雌醇在酸碱、
高温破坏条件下，杂质变化较大；在光照破坏条件下，杂
质变化较小，且该杂质有待于定性研究。

综上所述，所建立的等度洗脱ＲＰ － ＨＰＬＣ法能同

表１ 尼尔雌醇加样回收试验结果牗 ｎ ＝ ９ 牘
取样量
（ｍｇ）
１００． ０
１００． ０
１００． ０
１００． ０
１００． ０
１００． ０
１００． ０
１００． ０
１００． ０

样品含量
（ｍｇ）
９８． ５６
９８． ４３
９８． ５５
９８． ２１
９８． ４９
９８． ５３
９８． ２８
９８． ９１
９８． ８８

加入量
（ｍｇ）
０． ８
０． ８
０． ８
１． ０
１． ０
１． ０
１． ２
１． ２
１． ２

测得量
（ｍｇ）
９９． ３５
９９． ２２
９９． ３６
９９． ２２
９９． ５０
９９． ５２
９９． ４９
１００． ０９
１００． １０

回收率
（％）
９８． ７５
９８． ７５
１０１． ２５
１０１． ００
１０１． ００
９９． ００
１００． ８３
９８． ３３
１０１． ６７

Ｘ
牗％ 牘

１００． ００

ＲＳＤ
牗％ 牘

１． ２９


