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高效液相色谱法检测环索奈德鼻喷雾剂的防腐剂
沈丹丹 １，２，许 娟 ３，姜学美 １，２，肖 波 ３△

（１． 重庆市食品药品检验检测研究院，重庆４０１１２１； ２． 重庆市药物过程与质量控制工程技术研究中心，重庆
４０１１２１； ３． 重庆仁泽医药科技有限公司，重庆４０００２１）

摘要：目的建立同时测定环索奈德鼻喷雾剂中防腐剂山梨酸钾和依地酸二钠含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法色谱柱为Ｉｎｅｒｔ
ｓｉｌ ＯＤＳ －３ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈－ ０． ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ硼砂溶液（１０ ∶ ９０），流速为１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为２８８ ｎｍ，柱温为
３０ ℃。结果依地酸二钠和山梨酸钾色谱峰之间的分离度大于１． ５，依地酸二钠及山梨酸钾质量浓度分别在３． ２０９ ６ ～ １２． ８３８ ４ μｇ ／ ｍＬ
（ｒ ＝ ０． ９９９ ９），３８． ４６ ～ １５３． ８２ μｇ ／ ｍＬ（ｒ ＝ ０． ９９９ ８）范围内与峰面积线性关系良好，平均回收率分别为９９． ８４％和９６． ９６％，ＲＳＤ分别
为０． ９６％和２． １７％（ｎ ＝ ９）；山梨酸钾在光照条件下含量下降。结论该方法可用于环索奈德鼻喷雾剂中防腐剂的质量控制。
关键词：环索奈德鼻喷雾剂；依地酸二钠；山梨酸钾；防腐剂；高效液相色谱；影响因素；质量控制
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环索奈德是由ＡＬＴＡＮＡ Ｐｈａｒｍａ ＡＧ开发的适用于
支气管哮喘和过敏性鼻炎的皮质类固醇，为前体药物，
鼻内给药的环索奈德被鼻黏膜内的酯酶水解成具有生
物学活性的代谢产物－去异丁酰基环索奈德犤 １ － ７ 犦。由
Ｎｙｃｏｍｅｄ公司开发的水性鼻喷雾剂在加拿大、阿根廷、
巴西、墨西哥、香港、韩国、马来西亚上市，由Ｓｕｎｏｖｉｏｎ公

司在美国上市，商品名Ｏｍｎａｒｉｓ，用于治疗成人和１２岁
以上儿童季节性和常年性过敏性鼻炎所引起的鼻部症
状。目前，国内尚无环索奈德鼻喷雾剂上市。根据Ｏｍ
ｎａｒｉｓ美国药品说明书公布犤 ８ 犦的本品处方信息，含有防腐
剂山梨酸钾和防腐增效剂依地酸二钠，其用量分别为
０． １２％和０． ０１％ （ｗ ／ ｗ），根据美国食品药物管理局

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

犤 ８ 犦罗洁，张德波，邓莎细，等． 辛脑注射剂细菌内毒素检查法
研究犤 Ｊ 犦 ． 中国现代应用药学，２０１６，３３（２）：２０７ － ２０８．

犤９ 犦张虞婷，丁苏苏，李倚云，等． 细菌内毒素的研究进展及其检
查法的应用犤 Ｊ 犦 ． 天津药学，２０１５，２７（５）：６７ － ６８．

犤１０ 犦张娟，祝清芬，范治云，等． 动态浊度法测定阿奇霉素中
细菌内毒素含量犤 Ｊ 犦 ． 中国药业，２０１４，２３（２２）：４７ － ４８．

犤１１ 犦杨柳． 动态浊度法测定丙泊酚中细菌内毒素含量犤 Ｊ 犦 ．
中国药业，２０１７，２６（１３）：２９ － ３０．

犤１２ 犦甄晓兰，崔晓燕，郭永辉． 苯巴比妥钠注射液细菌内毒素检

查法标准研究犤 Ｊ 犦 ． 中国药品标准，２０１７，１８（５）：３９９ － ４００．
犤１３ 犦马莉，张凇，王安航等． 细菌内毒素定量检测方法的常

见问题剖析犤Ｊ犦．中国医院药学杂志，２０１３，３３（９）：７３３ －７３４．
犤１４ 犦苏苗，路显锋，刘江华． 盐酸莫西沙星葡萄糖注射液细菌内

毒素检查方法验证犤Ｊ犦．中国药师，２０１１，１４（３）：４３２ － ４３３．
犤１５ 犦张横，蔡彤，高华． 盐酸莫西沙星注射液细菌内毒

素检查方法学研究犤 Ｊ 犦 ． 中国药事，２０１４，２８（１２）：１３００ －
１３０２．
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１． 依地酸二钠 ２． 山梨酸钾
Ａ． 对照品溶液 Ｂ． 辅料空白溶液 Ｃ． 供试品溶液 Ｄ． 空白溶剂

图１ 专属性试验高效液相色谱图

（ＦＤＡ）药品评价与研究中心（ＣＤＥＲ）的行业指南文件
《鼻腔喷雾剂，吸入溶液、混悬液，及喷雾药品－化学、制
造及控制文件》（ＣＭＣ），若处方中使用了防腐剂、抗氧
剂、螯合剂或其他稳定剂（如苯扎氯铵、苯乙醇、依地酸
盐），应对这些成分进行专属性含量测定，并制订验收标
准。本研究中建立了一种同时测定山梨酸钾和依地酸二
钠含量的色谱方法，逆向解析产品中防腐剂用量，为本
品的处方工艺研究提供依据，同时保证产品的安全性、
有效性及可控性。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０型高效液相色谱仪（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公
司）；Ｋ５１５０２６５３型电子天平（德国赛多利斯＜中国＞有
限公司）。
１． ２ 试药

山梨酸钾对照品（中国食品药品检定研究院，批号
为１０１０７５ － ２０１６０２，含量为９９． ７％）；依地酸二钠（南京
化学试剂股份有限公司，批号为２０１６１１０４，含量为
９９． ０％）；环索奈德鼻喷雾剂（商品名Ｏｍｎａｒｉｓ，Ｓｕｎｏｖｉｏｎ
制药有限公司，批号为１８３８４４，规格为每瓶１２． ５ ｇ）；硼
砂、硫酸铜为分析纯，乙腈为色谱纯。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件

色谱柱：Ｉｎｅｒｔｓｉｌ ＯＤＳ － ３ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ）；流动相：乙腈－ ０． ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ硼砂溶液（１０ ∶ ９０）；
检测波长：２８８ ｎｍ；柱温：３０ ℃；流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样
量：２０ μＬ。

２． ２ 溶液制备
取样品２． ０ ｇ，精密称定，置２５ ｍＬ容量瓶中，加

０． １％ ＣｕＳＯ４溶液０． ５ ｍＬ，用水稀释至刻度，摇匀，离心，
用０． ４５ μｍ微孔滤膜滤过，取续滤液，作为供试品溶
液。另取依地酸二钠对照品约４０ ｍｇ、山梨酸钾对照品
约４８１ ｍｇ，精密称定，置５００ ｍＬ容量瓶中，加水溶解并
稀释至刻度，摇匀，精密吸取５． ０ ｍＬ，加０． １％ ＣｕＳＯ４溶
液１ ｍＬ，再用水稀释至５０ ｍＬ，摇匀，即得每１ ｍＬ约含
依地酸二钠８ μｇ和山梨酸钾９６ μｇ的溶液，作为对照
品溶液。
２． ３ 方法学考察

专属性试验：按照处方工艺配制混合辅料，精密量
取辅料适量，按２． ２项下供试品溶液制备方法配制辅料
空白溶液；吸取０． １％ ＣｕＳＯ４溶液０． ５ ｍＬ，用水稀释至
２５ ｍＬ，摇匀，即得空白溶剂。精密量取续滤液２０ μＬ注
入液相色谱仪，测定，记录色谱图（图１）。在此条件下，
空白溶剂、辅料空白溶液不干扰依地酸二钠和山梨酸钾
的测试，依地酸二钠和山梨酸钾之间的分离度远大于
１． ５，理论板数均大于３ ０００，专属性良好。

精密度试验：精密吸取对照品溶液２０ μＬ，平行６
针，注入液相色谱仪，记录色谱图。结果依地酸二钠和山
梨酸钾峰面积的ＲＳＤ分别为１． １％和１． ４％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘。

线性关系考察：取依地酸二钠对照品约０． ０４ ｇ和
山梨酸钾约０． ４８ ｇ，精密称定，加水溶解并稀释至同一
５００ ｍＬ容量瓶中，摇匀，作为依地酸二钠与山梨酸钾对
照品贮备液。精密吸取依地酸二钠与山梨酸钾对照品贮
备液２，３，４，５，６，７，８ ｍＬ，加０． １％ ＣｕＳＯ４溶液１ ｍＬ，再
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加入量（μｇ） 测得量（μｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

注：Ａ为依地酸二钠，Ｂ为山梨酸钾。

表１ 加样回收试验结果（ｎ ＝ ９）

Ａ
８０． ３
８０． ３
８０． ３
２００． ８
２００． ８
２００． ８
３２１． ２
３２１． ２
３２１． ２

Ｂ
９３６． ８
９３６． ８
９３６． ８
２ ３４２． ０
２ ３４２． ０
２ ３４２． ０
３ ７４７． ３
３ ７４７． ３
３ ７４７． ３

Ａ
８０． ７
８０． ７
８１． ３
１９９． ９
２０１． ９
２００． ５
３１８． ８
３１７． ２
３１５． ８

Ｂ
９０４． ９
９１５． ９
９１４． ２
２ ３１２． ５
２ ３１２． ５
２ ３３３． ５
３ ５０７． ５
３ ５９４． ４
３ ５２５． ２

Ａ
１００． ５０
１００． ５０
１０１． ２５
９９． ５５
１００． ５５
９９． ８５
９９． ２５
９８． ７５
９８． ３２

Ｂ
９６． ５９
９７． ７７
９７． ５９
９８． ７４
９８． ７４
９９． ６４
９３． ６０
９５． ９２
９４． ０７

Ａ

９９． ８４

Ｂ

９６． ９６

Ａ

０． ９６

Ｂ

２． １７

用水稀释至５０ ｍＬ，摇匀，即得系列对照品溶液。精密吸
取对照品溶液系列各２０ μＬ，分别注入液相色谱仪，记
录色谱图。以质量浓度牗 Ｃ牘为横坐标、峰面积牗 Ａ牘为纵坐标
绘制标准曲线，得回归方程，依地酸二钠为Ａ ＝７． ６７５ ６Ｃ ＋
０． ２５３ ６（ｒ ＝ ０． ９９９ ９），山梨酸钾为Ａ ＝ ５． ７１３ ６ Ｃ ＋
２０． ４７７ ９（ｒ ＝ ０． ９９９ ８）。结果表明，依地酸二钠进样质量
浓度线性范围是３． ２０９ ６ ～ １２． ８３８ ４ μｇ ／ ｍＬ，山梨酸钾
进样质量浓度线性范围是３８． ４６ ～ １５３． ８２ μｇ ／ ｍＬ。

稳定性试验：取２． ２项下同一供试品溶液，分别于
０，６，１２，１８，２４ ｈ时吸取２０ μＬ，注入液相色谱仪，测定。
结果记录色谱图，依地酸二钠和山梨酸钾峰面积的
ＲＳＤ分别为０． ９１％和０． ４８％ 牗 ｎ ＝ ５ 牘，表明供试品溶液
在２４ ｈ内稳定性好。

重复性试验：取样品６份，按２． ２项下方法制备供
试品溶液，依法进样测定。结果依地酸二钠与山梨酸钾
的平均含量分别为０． ０１０ １％和０． １１９ ９％，ＲＳＤ分别
为０． ７％和１． １％ 牗 ｎ ＝ ６ 牘。

定量限与检测限确定：取依地酸二钠和山梨酸钾对
照品适量，精密称定，按２． ２项下方法制备每１ ｍＬ中约
含依地酸二钠８ μｇ和山梨酸钾９６ μｇ的对照品溶液。
精密量取１． ０ ｍＬ，用水逐级稀释成系列浓度，吸取２０ μＬ
注入液相色谱仪，记录色谱图。以信噪比牗 Ｓ ／ Ｎ 牘为３ ∶ １
计算检测限，以Ｓ ／ Ｎ为１０ ∶ １计算定量限。结果依地酸
二钠和山梨酸钾检测限分别为７． ２ ｎｇ和５． ０ ｎｇ，定量
限分别为２４． ０ ｎｇ和１６． ４ ｎｇ。

加样回收试验：精密称取依地酸二钠对照品约
０． ０４ ｇ和山梨酸钾约０． ４８ ｇ，加水溶解并稀释至同一
５００ ｍＬ容量瓶内，摇匀，作为依地酸二钠与山梨酸钾对
照品贮备液。精密称取样品辅料空白约２ ｇ，平行９份，
分别置２５ ｍＬ容量瓶中，３份加入依地酸二钠和山梨酸
钾对照品贮备液１． ０ ｍＬ，３份加入依地酸二钠和山梨酸
钾对照品贮备液２． ５ ｍＬ，３份加入依地酸二钠和山梨酸
钾对照品贮备液４． ０ ｍＬ，再分别加０． １％ ＣｕＳＯ４溶液
０． ５ ｍＬ，用水稀释至２５ ｍＬ，摇匀，离心，用微孔滤膜滤
过，弃去前滤液，取续滤液作为供试品溶液。精密吸取
２０ μＬ注入液相色谱仪，测定记录色谱图，计算回收率。
结果见表１。
２． ４ 耐用性试验

色谱柱：选用Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｐｌｉｓｅ Ｐｌｕｓ － Ｃ１８柱及Ｉｎｅｒｔｓｉｌ
ＯＤＳ － ３ Ｃ１８柱对供试品溶液进行测定，其他条件保持不
变。结果不同种类的色谱柱对分离度无明显影响，依
地酸二钠与山梨酸钾平均含量分别为０． ０１０ ０％和
０． １１９ ４％，表明所选色谱柱耐用性强。

流动相比例：选用色谱柱Ｉｎｅｒｔｓｉｌ ＯＤＳ － ３ Ｃ１８柱，

改变流动相比例，其他条件保持不变，取２． ２项下供试
品溶液２０ μＬ注入液相色谱仪，测定。结果乙腈在± ５％
变化范围内，分离度均大于２． ０，表明流动相比例耐用
性强。

流速：将流速分别设定为０． ８，１． ０，１． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ，其
他条件保持不变，取２． ２项下供试品溶液２０ μＬ注入液
相色谱仪，测定。结果流速在０． ８ ～ １． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ范围内
变化，分离度均大于２． ０，表明流速耐用性强。

０． １％ ＣｕＳＯ４溶液加入量：取本品，分别将供试品
溶液配制过程中的０． １％ＣｕＳＯ４溶液的加入量设定为
０． ２５，０． ５０，１． ００ ｍＬ，其他条件不变，按拟订色谱条件，
取２０ μＬ注入液相色谱仪，测定。结果依地酸二钠平均
含量分别为０． ０１０ １％，０． ０１０ １％，０． ０１０ ０％，ＲＳＤ为
０． ６％ 牗 ｎ ＝３牘；山梨酸钾平均含量为０． １２０６％，０． １２０５％，
０． １１９ ７％ ，ＲＳＤ为０． ４％ 牗 ｎ ＝ ３ 牘。可见，加入０． ２５ ～
１． ００ ｍＬ的０． １％ＣｕＳＯ４溶液均能完全络合样品中的依
地酸二钠，对测试结果无影响。

柱温：将柱温分别设定为２０，２５，３０ ℃，其他条件保
持不变，取２． ２项下供试品溶液２０ μＬ注入液相色谱
仪，测定。结果柱温在２０ ～ ３０ ℃范围内变化，分离度均
大于２． ０，表明柱温耐用性强。
２． ５ 影响因素试验

高温：取样品分为正立和倒立放置，分别于４０ ℃和
６０ ℃放置１０ ｄ，于第５天和第１０天取样，作为高温
４０ ℃和６０ ℃的破坏样品。

高湿：取样品分为正立和倒立放置，分别于牗 ９２． ５ ±
５ 牘％相对湿度下放置１０ ｄ，于第５天和第１０天取样，作
为高湿破坏样品。

光照：取样品去除铝塑外包装（为棕色瓶包装），分
为正立和倒立放置，于牗 ４ ５００ ± ５００ 牘 ｌｘ光照箱中放置
１０ ｄ，于第５天和第１０天取样。另取本品，将喷雾剂药
液转移出棕色瓶，装入无色透明的玻璃容器内，横放于
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表２ 高温试验测定结果（％）

山梨酸钾
依地酸二钠

６０ ℃ ４０ ℃

表３ 光照试验测定结果牗％ 牘

正立０ ｄ
０． １１９ ２
０． ００９ ９

正立５ ｄ
０． １１０ ８
０． ００９ ６

正立１０ ｄ
０． １１７ ７
０． ０１０ ４

倒立５ ｄ
０． １１０ ６
０． ００９ ７

倒立１０ ｄ
０． １１７ ４
０． ０１０ ５

横放５ ｄ
０． ０９５ ９
０． ０１０ ４

横放１０ ｄ
０． ０９４ ６
０． ００９ ８

棕色瓶包装 无色瓶包装

山梨酸钾
依地酸二钠

防腐剂

防腐剂 正立０ ｄ
０． １１９ ２
０． ００９ ９

正立５ ｄ
０． １２３ １
０． ００９ ８

正立１０ ｄ
０． １１７ ４
０． ０１０ ４

倒立５ ｄ
０． １２４ ２
０． ０１０ ５

倒立１０ ｄ
０． １１２ ５
０． ０１０ ２

正立５ ｄ
０． １２４ ５
０． ０１０ １

正立１０ ｄ
０． １１５ ５
０． ０１０ ８

倒立５ ｄ
０． １２２ ５
０． ０１０ ２

倒立１０ ｄ
０． １２０ ３
０． ０１０ ４
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表４ 高湿试验测定结果（％）
防腐剂

山梨酸钾
依地酸二钠

正立０ ｄ
０． １１９ ２
０． ００９ ９

正立５ ｄ
０． １２０ ３
０． ０１０ ３

正立１０ ｄ
０． １１４ ６
０． ０１０ ５

倒立５ ｄ
０． １２２ ４
０． ０１０ ２

倒立１０ ｄ
０． １１５ ２
０． ０１０ ５

牗４ ５００ ± ５００ 牘 ｌｘ光照箱中，于第５天和第１０天取样。以
上２种条件下的样品均作为光照破坏样品。

将破坏后的样品按２． ２项下方法制备供试品溶液，
在拟订色谱条件下进样分析，记录色谱图。与未经破坏
的防腐剂含量测定结果比较，详见表２至表４。结果表
明，与０ ｄ比较，高温及高湿条件下，依地酸二钠与山梨
酸钾含量均无显著变化，质量稳定，说明对高温及高湿
不敏感，包装密封性好；在无色透明玻璃容器内进行的
光照试验中，防腐剂山梨酸钾含量降低，说明样品对光
敏感，应采用避光包装；光照试验中，依地酸二钠与山梨
酸钾含量无显著变化，质量稳定，说明棕色瓶避光包装
有利于本品的稳定。

３ 讨论
３． １ 流动相选择

流动相的筛选是参照文献犤 ９ 犦中２８８ ｎｍ波长测定。
通过紫外光谱（ＵＶ）扫描可知，依地酸二钠ＵＶ吸收很
弱，无法测试，与铜络合后生成乙二胺乙酸铜钠
（ＥＤＴＡ － Ｃｕ），在２００ ～ ３００ ｎｍ波长范围内均有较强吸
收。山梨酸钾在２５５ ｎｍ波长有最大吸收，吸收很强，在
２８８ ｎｍ波长处有一定吸收，本研究选择２８８ ｎｍ作为山
梨酸钾和依地酸二钠的检测波长。本研究中对０． １％
ＣｕＳＯ４ 溶液的加入量进行了考察，结果表明，在加入
０． ２５ ～ １． ００ ｍＬ的０． １％ ＣｕＳＯ４溶液均能完全络合样
品中的依地酸二钠，对测试结果无影响。本研究建立
的色谱条件能同时测定山梨酸钾和依地酸二钠的含
量，缩短分析时间，２个主峰均有效洗脱，并与相邻峰
分离良好。
３． ２ 影响因素试验

在高温及高湿条件下，随着时间的增加，山梨酸钾
和依地酸二钠含量均无明显变化；在光照条件下，棕色

瓶包装的依地酸二钠与山梨酸钾含量无显著变化，质量
稳定，将环索奈德鼻喷雾剂药液装入无色透明的玻璃容
器内进行光照试验，防腐剂山梨酸钾含量降低，说明本
品对光敏感，应采用避光包装。

环索奈德鼻喷雾剂处方中含有防腐剂山梨酸钾和防
腐增效剂依地酸二钠，其用量分别为０． １２％和０． ０１％
（ｗ ／ ｗ），本研究建立了专属性的含量测定方法，结果表明
国外上市样品中山梨酸钾均在标示量（０． １２％，ｇ ／ ｇ）的
９０％（０． １０８％，ｗ ／ ｗ）～ １１０％（０． １３２％，ｇ ／ ｇ）范围内，依
地酸二钠均在标示量（０． ０１％，ｇ ／ ｇ）的９０％（０． ００９％，ｇ ／ ｇ）～
１１０％（０． ０１１％，ｇ ／ ｇ）范围内。国内企业研发该品种时
应加强对处方防腐剂的质量控制，从而使产品处方、
质量水平与原研产品达到一致，弥补该品种在国内市
场的空白。
参考文献：
犤 １ 犦马锦芳，郑劲平． 环索奈德粉雾剂治疗支气管哮喘的临床疗
效观察犤 Ｊ 犦 ． 海峡药学，２０１５，２７（１）：１２９ － １３１．
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