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摘要　目的：针对《中国药典》２０２０年版二部硝酸甘油片质量标准中色谱条件不能有效分离４个已知杂质及
游离硝酸根与辅料未能分离的问题，对该质量标准提出增修订建议。方法：采用高效液相色谱法，通过梯度

洗脱的方法检查有关物质，同时通过另一色谱系统检查游离硝酸根的量。结果：按改进方法进行有关物质及

游离硝酸根检查，１１批硝酸甘油片的１硝酸甘油及２硝酸甘油均小于０１％，１，２二硝酸甘油及１，３二硝酸
甘油均小于０５％，杂质总量均不过２４％，游离硝酸根均不过６３％。结论：本改进方法操作简单，实验结果
准确可靠，为《中国药典》２０２０年版二部中硝酸甘油片质量标准增修订提供了参考。
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　　硝酸甘油为硝酸酯类代表药物，主要作用为释
放一氧化氮，舒张血管平滑肌，达到扩张血管的作

用［１，３］，是心血管疾病应用于心绞痛的治疗［１］，为缓

解心绞痛的首选药物［２，３］。在中性和弱酸性条件下

相对稳定，在碱性条件下迅速降解［４］，主要降解产

物有二硝酸甘油酯、一硝酸甘油酯及硝酸根离

子［５］。过量的游离硝酸根在体内可还原为亚硝酸

盐与人体血液发生作用，形成高铁血红蛋白，使人缺

氧中毒［６７］。硝酸甘油片在各国药典均有收载，日本

药局方ＪＰ１８［８］还对其进行游离硝酸根检查。本文
经实验提出对《中华人民共和国药典》（简称《中国

药典》）２０２０年版硝酸甘油片质量标准增修订建议，
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并以此对１１批硝酸甘油片的有关物质及游离硝酸
根进行检查。

１　仪器与试药
１１　药品与试剂

硝酸甘油溶液对照品（中国食品药品检定研究

院，批号 １００２３６２０２２０３，含量：１０１９％ （ｗ／ｗ）；
ＮＯ３

－标准溶液（中国计量科学院，批号：２００５２，浓
度：１０００μｇ·ｍＬ－１）；ＮＯ２

－标准溶液（中国计量科

学院，批号：２０１９０５１５，浓度：１０００μｇ·ｍＬ－１）；硝酸
钾对照品（中国食品药品检定研究院，批号：１００５１９
２００３０１，含量：１０００％）；硝酸甘油片（信息见表２）；
磷酸二氢钾（分析纯，广州化学试剂厂）；磷酸（分析

纯，广州化学试剂厂）；乙腈（色谱纯，Ｍｅｒｃｋ）；甲醇
（色谱纯，Ｍｅｒｃｋ）；水为超纯水。
１２　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪；ＸＰＥ５６微量分析
天平，梅特勒托利多仪器有限公司（精度：０００１ｍｇ）。

２　方法与结果
２１　有关物质检查
２１１　溶液制备

溶剂：甲醇水（５０∶５０）。
２１１１　供试品溶液　取本品２０片（不需研细），
置１０ｍＬ量瓶中，加溶剂适量，超声约３ｍｉｎ，振摇约
３０ｍｉｎ，使硝酸甘油溶解，用溶剂稀释至刻度，摇匀，
滤过，取续滤液。

２１１２　对照溶液　精密量取供试品溶液１ｍＬ，
置２００ｍＬ量瓶中，用溶剂稀释至刻度，摇匀。
２１１３　灵敏度溶液　精密量取对照溶液１ｍＬ，
置１０ｍＬ量瓶中，用溶剂稀释至刻度，摇匀。
２１１４　系统适用性溶液　取硝酸甘油溶液对
照品适量（约相当于硝酸甘油 １０ｍｇ），置 １０ｍＬ
量瓶中，加０５ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸溶液 ５ｍＬ，置水
浴中加热 ３０ｍｉｎ，放冷，用 ０５ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化
钠溶液调节溶液 ｐＨ值至中性，用溶剂稀释至刻
度，摇匀。

２１１５　空白辅料　按处方比例（除硝酸甘油外）
称取辅料，混匀，按供试品溶液同法处理。

２１２　色谱条件
用十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂（４６ｍｍ

×２５０ｍｍ，５μｍ或效能相当的色谱柱），以水为
流动相 Ａ，以甲醇为流动相 Ｂ；流速为每 ｍｉｎ１０
ｍＬ；检测波长为 ２１５ｎｍ；按表 １进行梯度洗脱，

进样体积２０μＬ。

表１　梯度洗脱表
Ｔａｂ１　Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｔａｂｌｅ

时间

（ｔｉｍｅ）／ｍｉｎ

流动相

（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）Ａ／％

流动相

（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）Ｂ／％

０ ８８ １２

５ ７５ ２５

１５ ５５ ４５

４０ ３０ ７０

５０ ３０ ７０

５１ ８８ １２

６０ ８８ １２

２１３　系统适用性要求
２硝酸甘油、１硝酸甘油、１，３二硝酸甘油、１，２

二硝酸甘油、硝酸甘油依次出峰（见图１），硝酸甘油
峰的保留时间约为２２～３５ｍｉｎ，２硝酸甘油峰与１
硝酸甘油峰（相对保留时间约为０１５～０２１）之间
的分离度和１，３二硝酸甘油峰与１，２二硝酸甘油
峰（相对保留时间约为０４３～０５４）之间的分离度
均应符合要求。灵敏度溶液色谱图中，硝酸甘油峰

的信噪比不小于１０。
２１４　辅料干扰实验

按４个企业处方配制各自辅料溶液，分别进样，
色谱图见图２～３，Ａ厂家（新工艺）及Ｄ厂家辅料不
干扰测定，Ａ厂家（旧工艺）、Ｃ厂家及 Ｂ厂家在
５７ｍｉｎ处均有一个较大峰，经确证为微晶纤维素
（辅料）峰，可与其他杂质有效分离，不干扰测定。

２１５　方法学试验
２１５１　耐用性试验　取系统适用性溶液分别
选择三条不同品牌的色谱柱（Ｅｃｏｓｉｌ１２０５Ｃ１８
ＡＱ、ＷａｔｅｒｓＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８和岛津 ＳｈｉｍｐａｃｋＧＩＳＴ
Ｃ１８）进样，考察各杂质的分离度情况，结果均能
满足测定要求。

２１５２　专属性试验　（采用Ａ厂家，批号２０２００３１０
旧工艺样品）对未破坏、酸破坏、碱破坏、氧化破坏、

加热破坏和光照破坏样品溶液进样测定，色谱图

见图４。实验表明，样品溶液在酸性、光照条件下
较稳定（杂质个数和杂质量未明显增加）；在氧化、

高温条件下均降解，主要产生杂质（１，２二硝酸甘
油和１，３二硝酸甘油）；碱性条件下极不稳定，主
成分硝酸甘油在碱性条件下降解，杂质和主成分

峰可以有效分离，不干扰测定，本方法的专属性

良好。
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１．２硝酸甘油（２ｎｉｔｒｏｇｌｙｃｅｒｉｎ）　２１硝酸甘油（１ｎｉｔｒｏｇｌｙｃｅｒｉｎ）　３．１，３二硝酸甘油（１，３ｄｉｎｉｔｒｏｇｌｙｃｅｒｉｎ）　４．１，２二硝酸甘油（１，２ｄｉｎｉｔｒｏｇｌｙｃ

ｅｒｉｎ）　５．硝酸甘油（ｎｉｔｒｏｇｌｙｃｅｒｉｎ）

图１　有关物质系统适用性溶液色谱图
Ｆｉｇ１　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｓｏｌｕｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｒｅｌｅｖａｎｔｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｙｓｔｅｍ
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图２　辅料溶液色谱图（Ａ厂家，旧工艺）
Ｆｉｇ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓｏｌｕｔｉｏｎ（ＭａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒＡ，ｏｌｄｃｒａｆｔｓｍａｎｓｈｉｐ）
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图３　辅料溶液色谱图（Ａ厂家，新工艺）
Ｆｉｇ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓｏｌｕｔｉｏｎ（ＭａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒＡ，ｎｅｗｃｒａｆｔｓｍａｎｓｈｉｐ）

２１５３　精密度试验　取对照品溶液连续进样６
次，计算峰面积的ＲＳＤ值，ＲＳＤ＝０２％（ｎ＝６）。
２１５４　稳定性试验　取供试品溶液分别在０、３、
６、９、１２、１８、２４ｈ进样测定，杂质个数和杂质量没有
明显变化，溶液在２４ｈ内较稳定。
２１５５　定量限及检测限　取硝酸甘油对照品溶

液稀释成适当浓度测定，按照 Ｓ／Ｎ＝１０和 Ｓ／Ｎ＝３
分别计算定量限及检测限，分别为０２１μｇ·ｍＬ－１

（００２％）和００７μｇ·ｍＬ－１（０００７％）。
２１６　样品测定

测定４个企业１１批样品，测定结果见表２，（色
谱柱采用ＥｃｏｓｉｌＣ１８柱，２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）。
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图４　酸破坏（Ａ）、碱破坏（Ｂ）、光照破坏（Ｃ）、高温破坏（Ｄ）、氧化破坏（Ｅ）专属性色谱图
Ｆｉｇ４　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆａｃｉｄｄａｍａｇｅ（Ａ），ａｌｋａｌｉｄａｍａｇｅ（Ｂ），ｌｉｇｈｔｄａｍａｇｅ（Ｃ），ｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｄａｍａｇｅ（Ｄ），ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｄａｍａｇｅ（Ｅ）
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表２　有关物质测定结果
Ｔａｂ２　Ｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

厂家

（ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ）

批号

（ｂａｔｃｈ）

１硝酸甘油

（１ｎｉｔｒｏｇｌｙｃｅｒｉｎ）／

％

２硝酸甘油

（２ｎｉｔｒｏｇｌｙｃｅｒｉｎ）／

％

１，２二硝酸甘油

（１，２ｄｉｎｉｔｒｏｇｌｙｃｅｒｉｎ）／

％

１，３二硝酸甘油

（１，３ｄｉｎｉｔｒｏｇｌｙｃｅｒｉｎ）／

％

其他单个最大杂质

（ｏｔｈｅｒｓｉｎｇｌｅｍａｘｉｍｕｍ

ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ）／％

杂质总量

（ｔｏｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ）／

％

Ａ ２０２１０７０４ ＮＤ ＮＤ ００４８ ００４ ０１ ０２

２０２１０７０５ ＮＤ ００１ ００４９ ００１４ ０１ ０３

２０２１０７０６ ＮＤ ００１ ００４９ ００４ ０１ ０２

Ｂ １９０５１３０１ ００１ ００１ １１ ０８ ０１ ２４

１９０５０８０１ ００１ ００１ ０８ ０６ ０１ １８

Ｃ １８０９０１ ＮＤ ＮＤ ０７ ０５ ０３ １５

１９０２０１ ＮＤ ００２ ０５ ０４ ０１ １２

２００３０１ ＮＤ ＮＤ ０４ ０３ ０１ ０９

Ｄ ２００２０３ ００１ ００１ ０２ ０２ ０２ ０９

２００２２３ ＮＤ ００４８ ０１ ０２ ０１ ０７

２００２２４ ＮＤ ＮＤ ０２ ０２ ０２ ０７

　注：ＮＤ是指小于检出限溶液，即均小于０００７％

２２　游离硝酸根
２２１　溶液制备

溶剂：甲醇水（５０∶５０）。
２２１１　空白辅料及供试品溶液　见有关物质项下。
２２１２　对照品溶液　取硝酸钾对照品适量，精
密称定，加水适量使溶解，用溶剂定量稀释制成每

１ｍＬ中约含硝酸钾３６μｇ的溶液。
２２１３　系统适用性溶液　分别取硝酸根和亚硝
酸根标准溶液适量，用溶剂稀释制成每１ｍＬ中各约
含３６μｇ的混合溶液。

２２２　色谱条件
用季铵盐强阴离子为填充剂（ＷｅｌｃｈＵｌｔｉｍａｔｅＸＢ

ＳＡＸ柱，４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），以３５ｍｍｏｌ·Ｌ－１磷
酸二氢钾（用磷酸调节ｐＨ值至３０）乙腈（９０∶１０）为流
动相，检测波长为２２０ｎｍ；进样体积２０μＬ。
２２３　系统适用性要求

取系统适用性溶液，进样 ２０μＬ，记录色谱图
（见图５），理论板数按硝酸根峰计算不低于５０００，
拖尾因子不大于２０，硝酸根与亚硝酸根峰之间的
分离度应符合要求。
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图５　系统适用性色谱图
Ｆｉｇ５　 Ｓｙｓｔｅｍｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

２２４　辅料干扰实验
按４个企业处方配制各自辅料溶液，分别进样，

均在硝酸根处出峰，由于本方法采用季铵盐强阴离

子柱，仅阴离子得以保留，硝酸根极易存在，故认为
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是辅料中存在硝酸根。经测定，４个企业辅料中上
述色 谱 峰 的 含 量 分 别 为 ００２７％、００３７％、
００４６％、００３９％（均小于００５％）。
２２５　回收率试验

按照限度量的８０％、１００％和１２０％进行加样回收
试验，平均回收率为１００１％，ＲＳＤ％为０９％（ｎ＝９）。
２２６　样品测定

测定４个企业１１批样品，结果见表３。

３　讨论
３１　有关物质流动相的选择

参考《中国药典》２０２０年版二部及 ＢＰ２０２２年
版硝酸甘油溶液［９］，实验购买 ＡｃｃｕＳｔａｎｄａｒｄ品牌

对照品（供 ＨＰＬＣ法使用）：１硝酸甘油、２硝酸甘
油、１，２二硝酸甘油、１，３二硝酸甘油对照品。采
用上述对照品及硝酸甘油对照品制备每 １ｍＬ约
含硝酸甘油１ｍｇ和四个已知杂质各 １０μｇ的混
合溶液［溶剂：甲醇水（５０∶５０）］，进行相关
考察。

《中国药典》２０２０年版的色谱条件在一定程度
上可以分离１，２二硝酸甘油和１，３二硝酸甘油（分
离度大于１０），但无法有效分离４个已知杂质。ＢＰ
采用乙腈水梯度洗脱可有效分离４个已知杂质，但
该色谱条件用于硝酸甘油片有关物质检查时，主成

分峰后未知杂质无法有效分离，经调节仍无法有效

分离。

表３　硝酸甘油片测定结果
Ｔａｂ３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｎｉｔｒｏｇｌｙｃｅｒｉｎｔａｂｌｅｔｓ

厂家

（ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ）

批号

（ｂａｔｃｈ）

硝酸根（以硝酸钾计，相当于硝酸甘油标示量）

ｉｎｏｒｇａｎｉｃｎｉｔｒａｔｅｓ（ｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｐｏｔａｓｓｉｕｍｎｉｔｒａｔｅ，ｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｔｏｔｈｅｌａｂｅｌｅｄａｍｏｕｎｔｏｆｎｉｔｒｏｇｌｙｃｅｒｉｎ）／％

Ａ ２０２１０７０４ ００７７

２０２１０７０５ ００６３

２０２１０７０６ ００５４

Ｂ １９０５１３０１ ６２２６

１９０５０８０１ ３４２２

Ｃ １８０９０１　 ３７６５

１９０２０１　 ２２５９

２００３０１　 １９１０

Ｄ ２００２０３　 ０１７４

２００２２３　 ０１６４

２００２２４　 ０１４１

　　综合考虑４个已知杂质的分离度及方法在制剂
中的适用性，采用甲醇水梯度洗脱，既可以使４个
已知杂质得到有效分离，又能使硝酸甘油片有关物

质供试品溶液主峰和主峰后杂质峰分离度符合

要求。

３２　关于有关物质限度
《中国药典》２０２０年版二部限度为：单个杂质不

得过１０％，杂质总量不得过３０％。结合本次收集
到的样品的测定情况，建议把有关物质限度收窄为：

１硝酸甘油、２硝酸甘油、１，２二硝酸甘油、１，３二硝
酸甘油均不得过 ０５％，其他单个杂质不得过
０５％，杂质总量不得过２０％。
３３　硝酸根测定方法选择

目前硝酸根测定方法主要为比色法［８］和离子

色谱法［１０，１１］，硝酸甘油对显色有干扰需反复抽提除

去，使比色法操作繁琐且异丙醚气味难闻、显色剂昂

贵；而硝酸根为阴离子，离子色谱检测所用均为碱性

系统，主成分在碱性条件下极不稳定，降解产生大量

硝酸根，无法反映真实游离硝酸根的量。为确认辅

料中存在的干扰峰，实验采用离子色谱考察辅料，检

出与硝酸根峰保留时间一致的色谱峰，结果与现方

法测定结果基本一致，进一步印证了辅料中确实含

有硝酸根。

３４　关于游离硝酸根限度
ＢＰ２０２２硝酸甘油溶液的限度为：含硝酸根以硝

酸钾计不得过硝酸甘油标示量的０５％。日本药局
方ＪＰ１８硝酸甘油片收载了硝酸根检查，限度为：含
硝酸根以氮（Ｎ）计不得过硝酸甘油标示量 ０５％
（折算为以硝酸钾计不得过硝酸甘油标示量的

３６％）。建议参照日本药局方设定限度为：含硝酸
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根以硝酸钾计不得过硝酸甘油标示量的３６％。
３５　增订游离硝酸根的必要性

由于部分企业产品在贮存过程中不稳定，后续

取部分样品同时进行有关物质、游离硝酸根及含量

的测定，结果见表４。样品含量均在限度范围，部分
批次硝酸根超限但杂质总量未超限，存在有关物质

合格但硝酸根超限的风险，故增订游离硝酸根检查

是十分必要的。

表４　硝酸甘油片同时试验结果（％）
Ｔａｂ４　Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｎｉｔｒｏｇｌｙｃｅｒｉｎｔａｂｌｅｔｓ

企业

（ｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅ）

批号

（ｂａｔｃｈ）

杂质总量

（ｔｏｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ）

硝酸根（以硝酸钾计）

［ｉｎｏｒｇａｎｉｃｎｉｔｒａｔｅｓ（ｃａｌｃｕｌａｔｅｄｂｙｐｏｔａｓｓｉｕｍｎｉｔｒａｔｅ）］

含量

（ａｓｓａｙ）

Ａ ２０２１０７０５ ０２ ０１ １００１

Ｂ １９０５０８０１ １５ ４１ ９９９

Ｃ １８０９０１ １１ ２５ １０２８

１９０２０１ １８ ４９ １０２１

２００３０１ ２６ ６７ ９９８

Ｄ ２００２０３ ０７ ０２ ９７５

限度（ｌｉｍｉｔ）／％ ２０ ３６ ９００～１１００
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