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３．３ 色谱柱和淋洗液选择犤５犦

采用ＤｉｏｎｅｘＩｏｎＰａｃＴＭＣＳ１２Ａ柱，色谱柱达到方法系
统适用性要求。淋洗液使用 １５ｍｍｏｌ／ｍＬ甲磺酸溶液，
考察了柱温、淋洗液流速、淋洗液浓度，最终选择流速为

１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃。
３．４ 阴性样品干扰

生产厂家提供的不加西瓜霜的阴性样品按供试品

溶液制备方法制备溶液，按拟订色谱条件进样 １０μＬ，
结果含硫酸钠为 ０．１３ｍｇ，可能为样品中其他原料、辅
料及溶剂带入，较样品中含有的硫酸钠的含量（为

１２．４７ｍｇ）低。因此，可忽略阴性样品的影响，认为阴性
对照品溶液无干扰。

３．５ 方法评价

所建立的离子色谱法，方法简便，准确度高，专属性

强，线性范围宽，可用于西瓜霜润喉片中西瓜霜的含量

测定。

参考文献

犤１犦国家药典委员会 ．中华人民共和国药典（一部）犤Ｍ犦．北京：

中国医药科技出版社，２０１５：７０．
犤２犦国家药典委员会 ．中华人民共和国药典（四部）犤Ｍ犦．北京：

中国医药科技出版社，２０１５：６１．
犤３犦封淑华．离子色谱法在药品检测中的最新进展犤Ｊ犦．中国药业，

２０１０，１９（１１）：１－３．
犤４犦甘 盛，施晓光，韩 婷，等．离子色谱法测定药用芒硝中硫

酸钠含量犤Ｊ犦．中国药业，２０１２，２１（１４）：３９－４０．
犤５犦滕南雁，梁飞燕．离子色谱法测定中药西瓜霜硫酸盐的含量犤Ｊ犦．

药物分析杂志，２０１１，３１（８）：１５４９－１５５１．
牗收稿日期：２０２０－０１－０２；修回日期：２０２０－０６－２１牘

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨檨

烯丙孕素为三烯２１碳甾体类孕激素，属１９－睾丸
酮系列犤１犦，是一种口服给药，且有孕激素活性的化合物，

和所有甾体类化合物一样，具有脂溶性，能进入靶细胞，

结合胞内特异性受体犤２犦，以类似于天然孕酮的作用来抑

制促性腺激素的释放。烯丙孕素是后备母猪同期发情的

理想药品犤３犦，可用于大规模批次化的人工授精犤４犦。另外，

烯丙孕素可显著改善乏情后备母猪繁殖性能，提高其发

情率和产仔数，且对后代仔猪的生产性能无影响犤５－８犦。

烯丙孕素的研究与应用已有近 ４０年的历史，目前国内
外研究该产品的厂家较多，但未见其有关物质测定方法

的公开报道。本研究中建立了一种简单易行、专属性强、灵

敏度高的烯丙孕素有关物质检测的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）

高效液相色谱法测定烯丙孕素的有关物质

包汝泼，翁士乔△，李开刚

（宁波三生生物科技有限公司，浙江 宁波 ３１５０００）
摘要：目的 建立测定烯丙孕素有关物质的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法 色谱柱为 ＧＲＡＣＥＡｌｌｔｉｍａＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），
流动相为乙腈－水（６０∶４０，Ｖ／Ｖ），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为２５℃，检测波长为３１６ｎｍ，进样量为２０μＬ。结果 各杂质峰与主峰分离度良好。烯丙

孕素、杂质 Ａ、杂质 Ｂ、杂质 Ｃ质量浓度分别在０．５０７０～８．１１２０μｇ／ｍＬ，０．５０１６～８．０２５９μｇ／ｍＬ，０．５０３４～８．０５５１μｇ／ｍＬ，０．５０００～
８．００００μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ≥０．９９９９）。结论 该方法灵敏、准确，专属性强，可用于烯丙孕素有关物质的检测。

关键词：烯丙孕素；有关物质；高效液相色谱法；质量控制
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烯丙孕素 杂质 Ａ

杂质 Ｂ 杂质Ｃ
图１ 烯丙孕素及杂质化学结构式

Ｆｉｇ．１Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｆｏｒｍｕｌａｏｆａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔａｎｄｉｔｓｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

Ａ Ｂ Ｃ

法，有助于烯丙孕素的质量控制研究犤９－１０犦。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

１２６０型高效液相色谱仪犤美国安捷伦科技公司，包
含二极管阵列检测器（ＤＡＤ）犦；ＸＳ２０５型分析天平（瑞士
梅特勒－托利多仪器有限公司，精度为十万分之一）。
１．２ 试药

烯丙孕素原料药（批号分别为１５１０１９，１５１０２８），烯丙
孕素对照品（批号为１５１００８，纯度为９９．４％），杂质Ａ（批
号为１５０７０１，纯度为９９．４％），杂质Ｂ（批号为１５０７０１，纯
度为９９．７％），杂质Ｃ（批号为１５０７０１，纯度为９９．８％），结
构见图１，均由宁波三生生物科技有限公司合成室制备。乙
腈为色谱纯，其他试剂均为分析级，水为超纯水。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件

色谱柱：ＧＲＡＣＥＡｌｌｔｉｍａＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
流动相：乙腈－水（６０∶４０，Ｖ／Ｖ）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱
温：２５℃；检测波长：３１６ｎｍ；进样量：２０μＬ。
２．２ 溶液制备

供试品溶液：取烯丙孕素原料适量，置５０ｍＬ容量
瓶中，加流动相溶解并稀释成质量浓度为 ０．５ｍｇ／ｍＬ

的溶液，即得。

对照品溶液：精密量取供试品溶液１ｍＬ，置１００ｍＬ
容量瓶中，加流动相稀释至刻度，摇匀，即得。

杂质对照品贮备液：分别取杂质 Ａ、杂质 Ｂ、杂质 Ｃ
对照品约１０ｍｇ，精密称定，置１００ｍＬ容量瓶中，加流动相
溶解并稀释成质量浓度为０．１ｍｇ／ｍＬ的溶液，即得。

对照品贮备液：取烯丙孕素对照品约 １０ｍｇ，精密
称定，置１００ｍＬ容量瓶中，加流动相溶解并稀释成质量
浓度为０．１ｍｇ／ｍＬ的溶液，即得。

系统适用性溶液：取烯丙孕素原料 １０ｍｇ，精密称
定，置２０ｍＬ容量瓶中，分别精密加入杂质Ａ，Ｂ，Ｃ对照
品贮备液１ｍＬ于容量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻
度，摇匀，即得。

２．３ 方法学考察

系统适用性及专属性试验：取 ２．２项下供试品溶
液、系统适用性溶液及空白溶剂（流动相），按拟订色

谱条件进样。结果空白溶剂不干扰检测，烯丙孕素理

论板数大于 ５０００，烯丙孕素与各杂质分离度良好。
色谱图见图 ２。

破坏性试验犤１１－１２犦：１）未破坏，取样品约 １０ｍｇ，置
２０ｍＬ容量瓶中，用流动相定容，摇匀，备用；２）酸破坏，
取样品约１０ｍｇ，置２０ｍＬ容量瓶中，加１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶
液２ｍＬ，室温下放置２ｈ，加碱液调节溶液至中性，用流
动相定容，摇匀，备用；３）碱破坏，取样品约１０ｍｇ，置２０ｍＬ
容量瓶中，加１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液２ｍＬ，室温下放置
２ｈ，加酸液调节溶液至中性，用流动相定容，摇匀，备
用；４）氧破坏，取样品约 １０ｍｇ，置 ２０ｍＬ容量瓶中，加
３０％双氧水５ｍＬ，室温下放置２ｈ，冷却，调节溶液至中
性，用流动相定容，摇匀，备用；５）高温破坏，取样品约
１０ｍｇ，置２０ｍＬ容量瓶中，加水适量，溶解，置１００℃水
浴中放置１２ｈ，冷却，用流动相定容，摇匀，备用；６）强光
破坏，取样品约 １０ｍｇ，置 ２０ｍＬ容量瓶中，加水适量，
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图２ 系统适用性及专属性试验高效液相色谱图
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化合物

烯丙孕素
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杂质 Ｂ
杂质 Ｃ

线性回归方程

Ｙ＝２８．６２８Ｘ＋４．９３３８
Ｙ＝２９．４８１Ｘ＋１．９７０４
Ｙ＝３１．１２４Ｘ＋１．７５７３
Ｙ＝３９．７８６Ｘ＋１．６９５５

ｒ
０．９９９９
１．００００
０．９９９９
０．９９９９

范围（μｇ／ｍＬ）

０．５０７０～８．１１２０
０．５０１６～８．０２５９
０．５０３４～８．０５５１
０．５０００～８．００００

校正因子

１．００
０．９７
０．９２
０．７２

检测限（μｇ／ｍＬ）

０．０２５４
０．０２５３
０．０２５２
０．０１２５

ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ

８０

６０

４０

２０

０

０ ５ １０ １５ ２０

ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ

８０

６０

４０

２０

０

０ ５ １０ １５ ２０

ｍＡＵ

ｔ／ｍｉｎ

８０

６０

４０

２０

０

０ ５ １０ １５ ２０

Ｄ Ｅ Ｆ

２．０１５
２．４２１
２．５６５

３．３４４
５．２９６
５．８１４

１０．００３

１０．４４９

１２．５７７

２．４２３３．８９４
４．３０５
５．１６９

１０．０１０

１０．４５４ ２．８９５

７．０４９

１０．００４

１０．４４８

Ａ．未破坏 Ｂ．氧破坏 Ｃ．高温破坏 Ｄ．酸破坏 Ｅ．碱破坏 Ｆ．强光破坏
图３ 破坏性试验高效液相色谱图

Ａ．Ｎｏｄａｍａｇｅ Ｂ．Ｏｘｙｇｅｎｄａｍａｇｅ Ｃ．Ｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｄａｍａｇｅ Ｄ．Ａｃｉｄｄａｍａｇｅ Ｅ．Ａｌｋａｌｉｄａｍａｇｅ Ｆ．Ｐｈｏｔｏｄａｍａｇｅ

Ｆｉｇ．３ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｄｅｓｔｒｕｃｔｉｖｅｔｅｓｔｓ
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８０

６０

４０

２０

０

０ ５ １０ １５ ２０

９．９８６

１０．４３０

２．３７８

１０．００５

１０．４４８１５．５６１

９．９９２

１０．４３６

Ａ Ｂ Ｃ

表１ 烯丙孕素及杂质的线性关系考察结果和检测限

Ｔａｂ．１ Ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐａｎｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｏｆａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔａｎｄｉｔｓｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

溶解，于光照强度 ４５００ｌｘ条件下放置 １０ｄ，用流动相
定容，摇匀。按拟订色谱条件进样测定。结果表明，经热、

氧、高温破坏后降解不明显，经酸、光破坏后有降解杂质

产生，但与主峰分离度良好。详见图３。
线性关系考察：分别取烯丙孕素、杂质 Ａ、杂质 Ｂ、

杂质Ｃ、烯丙孕素对照品适量，精密称定，加流动相制成
质量浓度为１０μｇ／ｍＬ的混合贮备液，精密量取混合贮
备液 ０．５，１．０，２．０，４．０，６．０，８．０ｍＬ，置 １０ｍＬ容量瓶
中，用流动相稀释至刻度，摇匀，按拟订色谱条件分别进

样２０μＬ测定，记录峰面积。以峰面积（Ｙ）为纵坐标、质
量浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）为横坐标进行线性回归，得回归方
程，并计算各杂质的校正因子。结果见表１。

检测限确定：取 ２．２项下各溶液，将其稀释至一定
浓度，以 ３倍信噪比（Ｓ／Ｎ＝３）测定。烯丙孕素及各杂
质的检测限见表１。

精密度试验：取同一批（批号为１５１００８）对照品６份，
精密称定，用流动相溶解并稀释成质量浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ
的溶液。采用不同人员（实验员 １，２）及设备（Ａｇｉｌｅｎｔ
１２６０－１型，Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０－２型）按拟订色谱条件进样
测定，以各杂质的测定结果进行计算。结果实验员１采

用 Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０－１型 ＨＰＬＣ仪所得结果的 ＲＳＤ为 ０，
实验员 ２采用 Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０－２型 ＨＰＬＣ仪所得结果的
ＲＳＤ为０．８０％，表明方法精密度良好。
稳定性试验：取烯丙孕素原料药（批号为１５１０２８）适量，

依法制备供试品溶液，置室温。精密量取２０μＬ，分别在０，８，
２４，３０ｈ时按拟订色谱条件进样测定。结果的 ＲＳＤ为０．２０％
牗ｎ＝３牘，表明烯丙孕素供试品溶液在３０ｈ内稳定性良好。
加样回收试验：分别精密量取杂质Ａ、杂质Ｂ、杂质

Ｃ对照品贮备液各 ４，５，６ｍＬ，置 １００ｍＬ容量瓶中，加
入供试品溶液中，制成含标准物质浓度 ８０％，１００％和
１２０％的溶液各３份（共９份），分别进样２０μＬ，按拟订色
谱条件进样测定，带入线性方程计算回收率，计算时扣除

供试品已有的杂质含量（３．３７μｇ／ｍＬ）。结果见表２。
２．４ 样品有关物质测定

精密量取 ２．２项下供试品溶液及对照品溶液各
２０μＬ，按拟订色谱条件进样测定，记录色谱图至保留时
间的２倍。结果见表３。
３ 讨论

３．１ 检测波长选择

分别称取烯丙孕素及杂质 Ａ，Ｂ，Ｃ适量，加流动相
溶解并稀释成质量浓度为 ０．５ｍｇ／ｍＬ的溶液，通过
ＤＡＤ检测器进行全波长扫描，发现在３１６ｎｍ波长处烯
丙孕素与各杂质的响应最接近，且杂质 Ａ和杂质 Ｂ的
相对响应因子在０．９～１．１间，可不使用校正因子，易于
简化方法。并对“专属性试验”项下样品进行检测，于

３１６ｎｍ波长下相较其他波长可检测出更多未知杂质，
故选用３１６ｎｍ作为有关物质检测波长。
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杂质Ａ
０．４０１０
０．４０１０
０．４０１０
０．５０８０
０．５０８０
０．５０８０
０．６０２０
０．６０２０
０．６０２０

杂质Ｂ
０．４０４５
０．４０４５
０．４０４５
０．５１００
０．５１００
０．５１００
０．６０８５
０．６０８５
０．６０８５

杂质Ｃ
０．４００５
０．４００５
０．４００５
０．５０３０
０．５０３０
０．５０３０
０．６０７０
０．６０７０
０．６０７０

杂质Ａ
０．４１３３
０．４０５５
０．４０６１
０．５０２２
０．５０２８
０．５０５５
０．６２７７
０．６１２９
０．６１０９

杂质Ｂ
０．４２９８
０．４２４６
０．４１１６
０．５３００
０．５４８２
０．５２４０
０．６３３６
０．６３０７
０．６２５５

杂质Ｃ
０．３８４５
０．３７４２
０．３８２０
０．５０１４
０．５３９２
０．５０７２
０．６１８１
０．６２１４
０．６２０２

杂质Ａ
１０３．０７
１０１．１２
１０１．２７
９８．８６
９８．９８
９９．５１
１０４．２７
１０１．８１
１０１．４８

杂质Ｂ
１０６．２５
１０４．９７
１０１．７６
１０３．９２
１０７．４９
１０２．７５
１０４．１３
１０３．６５
１０２．７９

杂质Ｃ
９６．００
９３．４３
９５．３８
９９．６８
１０７．２０
１００．８３
１０１．８３
１０２．３７
１０２．１７

杂质Ａ

１０１．１５

杂质Ｂ

１０４．１９

杂质Ｃ

９９．８８

杂质Ａ

１．８０

杂质Ｂ

１．７３

杂质Ｃ

４．２９

加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）

表２ 加样回收试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ．２ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｓ（ｎ＝９）

批号

１５１００８
１５１０１９
１５１０２８

杂质 Ａ
０．７
０．７
０．７

杂质Ｂ
未检出

未检出

未检出

杂质Ｃ
未检出

未检出

未检出

总杂质

０．７
０．７
０．７

表３ 烯丙孕素有关物质检测结果（％）
Ｔａｂ．３ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｏｆａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ（％）
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３．２ 色谱柱选择

本试验中筛选了不同规格和品牌的 Ｃ１８色谱柱：
ＧＲＡＣＥＡｌｌｔｉｍａｓｉｌｉｃａＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），
ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２）柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），Ｗａｔｅｒｓ
ＸＴｅｒｒａＲＰ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），ＡｇｅｌａｖｅｎｓｉｌＣ１８
柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），Ｋｒｏｍａｓｉｌ１００－５－Ｃ１８柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），ＧＲＡＣＥＡｌｌｔｉｍａＣ１８柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），ＷｅｌｃｈＭａｔｅｒｉａｌｓＸＢ－Ｃ１８柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），ＯＭＮＩＢＯＮＤＯＲＣＡＣ１８柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）。由于杂质 Ａ和烯丙孕素在
色谱柱上的色谱行为极接近，而杂质 Ｂ、杂质 Ｃ和烯丙
孕素的色谱行为差异较大，故重点考察杂质 Ａ和烯丙
孕素的分离度。经筛选，上述色谱柱杂质 Ａ分离度分别
为无分离效果，１．３６，无分离效果，１．０１，１．２０，１．７３，无
分离效果，１．６３。故最终确定色谱柱为 ＧＲＡＣＥＡｌｌｔｉｍａ
Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）。
３．３ 流动相选择

本试验中通过流动相组成对比（甲醇和乙腈），发现

使用甲醇时，烯丙孕素与各杂质无法有效被洗脱分离，

采用乙腈能使各杂质完全分离。通过调整乙腈比例

（５０％，５５％，６０％，
６５％，７０％）进行
条 件 优 化 ，结 果

６０％乙腈的分离
效果最好，故选择

水 －乙腈（４０∶６０，

Ｖ／Ｖ）为流动相。
３．４ 耐用性考察

通过对流速、柱温、流动相比例进行微调，考察本方

法的耐用性，结果上述条件的调整不影响烯丙孕素的有

关物质检测结果，表明该法灵敏度高、分离度好、专属性

强、结果准确，适用于烯丙孕素有关物质的检测。
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