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应用高效液相色谱法测定缬沙坦氨氯地平片有关物质
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　　摘　要：目的　建立一种高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定缬沙坦氨氯地平片有关物质。方法　用十八烷基硅烷键合硅胶为填

充剂；以三乙胺溶液（用磷酸调ｐＨ值至２．８）甲醇乙腈作为流动相，梯度洗脱，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温４０℃，检测波长２３８ｎｍ，

进样量１０μＬ。结果　其降解产物与主峰在该色谱条件下能够有效分离。结论　该方法简便、准确，系统适用性好，可作为缬沙

坦氨氯地平片有关物质的检验方法。
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　　缬沙坦氨氯地平片为瑞士诺华公司（Ｎｏｖａｒｔｉｓ）产品，商品

名：倍博特，规格为缬沙坦８０ｍｇ和氨氯地平５ｍｇ，２００７年在

美国获批准上市，２００９年在中国获批准进口上市，为抗高血压

药。血管紧张素ⅡＡＴ１受体拮抗剂（缬沙坦）和钙离子拮抗剂

（苯磺酸氨氯地平）是较好的联合抗高血压药物的治疗方

案［１４］。缬沙坦氨氯地平片临床疗效优于单方，而且安全性和

耐受性较单方好［５］，拟开发的产品剂型、规格与原研市售品一

致，有着较广阔的市场前景。

目前该药质量标准为缬沙坦氨氯地平片进口药品注册标

准ＪＸ２００８０１８２（以下简称标准
［７］），在对该药品进行检验时，发

现该标准中有关物质检测规定有值得探讨之处，采用标准中色

谱条件检测样品，发现其缬沙坦出峰时间在１８ｍｉｎ左右，而该

色谱条件采集时间为２５ｍｉｎ，因此可能导致２５ｍｉｎ后的杂质

峰无法检出，或造成漏判。因此本文对缬沙坦氨氯地平片的有

关物质进一步的研究，在试验基础上对检查方法和标准规定提

出建议。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＤＥ５４６２７７１３型高效液相色谱仪（美国安捷

伦）；ＢＰ６１型Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ电子分析天平（上海精科仪器厂）；氨氯

地平杂质 Ｄ（批 号：Ｆ０Ｉ１４３，ＵＳＰ）；缬 沙 坦 杂 质 Ｂ（批 号：

Ｈ０Ｋ０８９，ＵＳＰ）；缬沙坦杂质Ｃ（批号：Ｈ１Ｊ０２１，ＵＳＰ），苯磺酸氨

氯地平（批号：１００３７４２００９０３，中国药品生物制品检定所）；缬

沙坦（批号：１００６５１２００９０２，中国药品生物制品检定所）；甲醇

和乙腈为色谱纯；水为重蒸馏水，其余试剂为分析纯。

１．２　方法

１．２．１　色谱条件　用十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂；取三

乙胺１０ｍＬ加水至１０００ｍＬ，用磷酸调节ｐＨ值至２．８作为流

动相Ａ，甲醇作为流动相Ｂ，乙腈作为流动相Ｃ，按表１进行梯

度洗脱，检测波长为２３８ｎｍ；柱温４０℃。

表１　　梯度洗脱程序

时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％） 流动相Ｃ（％）

０ ５０ ３５ １５

３ ５０ ３５ １５

１５ ４０ ４０ ２０

２５ ３０ ５０ ２０

３５ ２０ ４０ ４０

４０ ５０ ３５ １５

４５ ５０ ３５ １５

１．２．２　溶液的配制　取本品细粉适量（相当于缬沙坦８０ｍｇ

和氨氯地平５ｍｇ），精密称定，置５０ｍＬ量瓶中，加流动相溶解
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并稀释至刻度，摇匀，滤过，取续滤液作为供试品溶液；精密量

取供试品溶液１ｍＬ，置１００ｍＬ量瓶中，加流动相稀释至刻度，

摇匀，作为对照溶液，另取苯磺酸氨氯地平对照品、氨氯地平杂

质Ｄ对照品、缬沙坦杂质Ｂ、缬沙坦杂质Ｃ以及缬沙坦对照品

各适量，精密称定，加流动相溶解并制成每１ｍＬ约含苯磺酸

氨氯地平７０μｇ、氨氯地平杂质Ｄ２０μｇ、缬沙坦杂质Ｂ１０μｇ、

缬沙坦Ｃ１０μｇ和缬沙坦８００μｇ的混合溶液作为系统适应性

溶液。

１．２．３　波长的选择　对供试品溶液采用ＤＡＤ在２００～４００

ｎｍ全波长扫描，发现本品在２３８ｎｍ波长处其杂质个数及杂

质检出量最大，同时各已知杂质在２３８ｎｍ波长处有较大吸收，

故选择２３８ｎｍ作为本品有关物质的检测波长。

１．２．４　系统适用性试验　精密量取空白溶剂、供试品溶液及

对照溶液各１０μＬ，注入液相色谱仪。

１．２．５　专属性试验　（１）对照试验：取本品细粉适量，精密称

定，加流动相适量超声溶解，放冷，加流动相相稀释制成每１

ｍＬ含有１．６ｍｇ缬沙坦和０．１ｍｇ氨氯地平的溶液，摇匀，作

为未破坏样品溶液；另取苯磺酸氨氯地平原料适量、缬沙坦原

料适量，同法试验。（２）光照试验：取本品细粉适量，置太阳光

下照射１０ｈ，取样品适量，加流动相溶解稀释定容，摇匀，取续

滤液测定；另取苯磺酸氨氯地平原料适量，缬沙坦原料适量，空

白辅料适量，同法试验。（３）高温试验：取本品细粉适量，加流

动相适量，于１００℃水浴中放置４ｈ后，放冷，加流动相稀释至

刻度，摇匀，取续滤液即得高温破坏样品溶液；另取苯磺酸氨氯

地平原料适量，缬沙坦原料适量，空白辅料适量，同法试验。

（４）氧化试验：取本品细粉适量，加入双氧水（１０％）１０ｍＬ，在

６０℃加热３０ｍｉｎ左右，冷却后用流动相稀释至刻度，摇匀，取

续滤液即得氧化破坏样品溶液；另取苯磺酸氨氯地平原料适

量，缬沙坦原料适量，空白辅料适量，同法试验。（５）碱破坏试

验：取本品细粉适量，精密称定，加１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液５

ｍＬ，于６０℃加热２５ｍｉｎ后，并用１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液５ｍＬ中

和后，并用流动相稀释至刻度，摇匀，取续滤液即得碱破坏样品

溶液；另取苯磺酸氨氯地平原料适量，缬沙坦原料适量，空白辅

料适量，同法试验。（６）酸破坏样品：取本品细粉适量，精密称

定，加１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液５ｍＬ，于６０℃加热２０ｍｉｎ后，并用１

ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液５ｍＬ中和，用流动相稀释至刻度，摇匀，

取续滤液即得酸破坏样品溶液；另取苯磺酸氨氯地平原料适

量，缬沙坦原料适量，空白辅料适量，同法试验。

　　Ａ：未破坏；Ｂ：光照试验图；Ｃ：高温试验；Ｄ：氧化试验；Ｅ：碱破坏试验；Ｆ：酸破坏样品。

图１　　降解试验 ＨＰＬＣ图

１．２．６　检测限和定量限测定　取缬沙坦对照品、苯磺酸氨氯

地平对照品、氨氯地平杂质Ｄ对照品、缬沙坦杂质Ｂ对照品，

缬沙坦杂质Ｃ对照品适量，精密称定，加流动相溶解并稀释制

成较低浓度的溶液，精密量取１０μＬ，分别注入液相色谱仪。

１．２．７　杂质的线性关系考察及校正因子计算　取氨氯地平杂

质Ｄ、缬沙坦杂质Ｂ、缬沙坦杂质Ｃ的对照品适量，加流动相配

制成一系列浓度的溶液，在有关物质测定条件下进样测定，记

录峰面积，以浓度为横坐标，峰面积 Ａ 为纵坐标，进行线性

回归。氨氯地平杂质Ｄ校正因子计算方法：采用标准曲线法测

定氨氯地平杂质Ｄ对氨氯地平的相对响应因子，即将两回归

曲线方程斜率之比即为校正因子。同法计算缬沙坦杂质Ｂ和

缬沙坦杂质Ｃ校正因子。

１．２．８　溶液稳定性和精密度试验　取供试品溶液、自身对照

溶液、氨氯地平杂质Ｄ对照品溶液、缬沙坦杂质Ｂ对照品溶液

和缬沙坦杂质Ｃ对照品溶液，测定有关物质溶液稳定性和进

样精密度。

１．２．９　样品测定　取三批样品，精密称定，研细，分别称取相

当于缬沙坦８０ｍｇ和氨氯地平５ｍ的粉末，置５０ｍＬ量瓶中，

加流动相溶解并稀释至刻度，摇匀，滤过，取续滤液作为供试品

溶液；精密量取供试品溶液１ｍＬ，置１００ｍＬ量瓶中，加流动相

稀释至刻度，摇匀，作为自身对照溶液；取系统适应性溶液作为

已知杂质对照品溶液，取上述溶液进高效液相色谱仪分析，记

录色谱图，采用加校正因子主成分自身对照法计算已知单个杂

质，最大单个杂质以及总杂质。

２　结　　果

２．１　系统适用性试验　空白溶剂无干扰，系统适用性溶液各

相邻杂质峰与供试品主峰分离，符合规定。

２．２　专属性试验　结果表明，本品两个主成分原料及制剂在

各破坏条件下的降解产物峰均能与氨氯地平及缬沙坦的主峰

实现良好的分离，且各已知杂质与未知杂质之间分离度均符合

要求。

２．３　检测限和定量限测定　分别记录各仪器色谱图，使其Ｓ／
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Ｎ约为３时的进样量作为检测限，使其Ｓ／Ｎ约为１０时的进样

量作为定量限，结果见表２。

　　ａ：氨氯地平杂质Ｄ；ｂ：氨氯地平；ｃ：缬沙坦杂质Ｂ；ｄ：缬沙坦；ｅ：缬

沙坦杂质Ｃ。

图２　　系统适应性溶液色谱图

表２　　检测限和定量限测定结果（ｎｇ）

样品 检测限 定量限

氨氯地平 ０．５９ １．７７

缬沙坦 １．０１ ２．５２

氨氯地平杂质Ｄ １．２８ ４．０８

缬沙坦杂质Ｂ ０．９９ ２．９７

缬沙坦杂质Ｃ １．０５ ２．６３

２．４　杂质的线性关系考察及校正因子计算　缬沙坦回归方程

犢＝２７．６７１犡＋１．８８０６，在０．１０～２７．５６μｇ／ｍＬ范围内呈良好

的线性关系，狉＝０．９９９９；氨氯地平回归方程：犢＝２３．６０８犡＋

１．９７７２，在０．０８～２０．９１μｇ／ｍＬ范围内呈良好的线性关系，狉

＝０．９９９９；氨氯地平杂质Ｄ回归方程：犢＝１１．６９７犡＋０．７８４５，

在０．１３～３２．７７μｇ／ｍＬ 范围内呈良好的线性关系，狉＝

０．９９９９；缬沙坦杂质Ｂ回归方程：犢＝２８．２８犡＋０．８５４４，在

０．０９～２３．０７μｇ／ｍＬ范围内呈良好的线性关系，狉＝０．９９９９；

缬沙坦杂质 Ｃ回归方程：犢＝２０．８０４犡＋０．５４５１在０．１１～

２６．８６μｇ／ｍＬ范围内呈良好的线性关系，狉＝０．９９９９。

氨氯地平杂质Ｄ校正因子为２．０；缬沙坦杂质Ｂ和缬沙坦

杂质Ｃ校正因子为１．０。

表３　　有关物质检查结果

批次
氨氯地平

杂质Ｄ

缬沙坦

杂质Ｂ

缬沙坦

杂质Ｃ

最大单个

杂质

杂质

个数
总杂质

Ｓ００３４ 未检出 ０．０１ 未检查 ０．０２ ３ ０．０４

Ｓ００３８ 未检出 ０．０１ 未检查 ０．０２ ３ ０．０４

Ｓ００４２ 未检出 ０．０１ 未检查 ０．０２ ３ ０．０４

２．５　溶液稳定性和精密度试验　结果显示溶液在８ｈ内稳

定，ＲＳＤ为１．３８％（狀＝６）；供试品溶液、自身对照溶液、氨氯地

平杂质Ｄ对照品溶液、缬沙坦杂质Ｂ对照品溶液和缬沙坦杂

质Ｃ 对照品溶液进样精密度良好，ＲＳＤ 分别为 １．４６％，

０．６９％，０．５８％，０．７８％，０．８９％（狀＝６）。

２．６　样品测定　对三批样品进出测定，结果如表３所示。

３　讨　　论

缬沙坦氨氯地平片主要含有苯磺酸氨氯地平和缬沙坦两

种有效成分，有关物质含量高低与药品质量和安全性相关，因

此控制制剂有关物质含量十分必要，该制剂主要有关物质缬沙

坦杂质Ｂ、缬沙坦杂质Ｃ和氨氯地平杂质Ｄ等的引入主要是原

料和制剂工艺，建立一套缬沙坦氨氯地平片有关物质检测方法

控制缬沙坦氨氯地平片质量，至关重要。在标准中，主要对已

知杂质缬沙坦杂质Ｂ和氨氯地平杂质Ｄ进行了检测，方法采

用外标法，计算各杂质含量，采用的操作方法较为复杂，准确性

较低；而在文献［６］中，主要对缬沙坦杂质Ｂ进行了检测和控

制，未对缬沙坦杂质Ｃ进行研究，有一定缺陷性。本文采用加

校正因子主成分自身对照法来建立一套缬沙坦氨氯地平片有

关物质检测方法，能够准确而有效的测定缬沙坦氨氯地平片中

的有关物质，能够控制该产品质量，与加校正因子外标法计算

杂质含量的方法相比较，该法测定操作等相对简单便捷，专属

性强，准确性高。
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