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摘要

稳定可靠的分析检测⽅法对保障药品质量和安全性⾄关重要。本研究介绍了⼀种分析阿司匹林活性药物成分(API)

和六种相关物质的⾼效液相⾊谱(HPLC)⽅法。该⽅法采⽤配备XSelect™ HSS T3⾊谱柱的Alliance iS HPLC 

System。系统适应性、线性、准确度、⽇内和⽇间⽅法性能的评估结果良好，满⾜USP要求（USP43-NF38，阿

司匹林⽚剂）。本研究还证明，应⽤该⽅法能够可靠、准确地测定原料药和⽚剂中的阿司匹林含量及相关物质含

量。 

优势

⼀种可靠、快速（⽤时不到7.6 min）的⽅法，可同时测定原料药和⽚剂中的阿司匹林含量及相关物质（杂质

）

■

该⽅法在Alliance iS HPLC System上运⾏时的精密度、重复性、线性和准确度良好，⽇内和⽇间⽅法性能优

异

■
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简介

为确保符合现⾏的药品⽣产质量管理规范(CGMP)要求，制药商必须证明药品成分、规格、质量和纯度1。 这就要

求质量控制(QC)实验室建⽴稳健的分析检测⽅法，以便在常规分析中获得准确可靠的结果。 

阿司匹林是⼀种常⽤药物，可缓解轻微疼痛、退低烧，还能预防⼼脏病发作和轻微中⻛。阿司匹林有⼝服⽚剂规

格，每⽚含81~650 mg阿司匹林2。 有⽂献中提出了⼀种同时分离阿司匹林及其六种相关物质的⽅法，详⻅欧洲药

典中有关⼄酰⽔杨酸的内容3。 美国药典(USP)中的阿司匹林⽚剂专论只规定了⼀种杂质4。

本研究开发了⼀种分析阿司匹林API及其相关物质的⽅法，并在Alliance iS HPLC System上分析了阿司匹林样品

。研究期间评估了⼏项关键的⽅法性能特征，包括系统适应性、线性、准确度，以及⽇内和⽇间性能。分析结果

后，与阿司匹林⽚剂USP专论中的可接受标准做了⽐较4。 该⽅法表现出优异的⽇内和⽇间性能，峰⾯积和保留时

间的相对标准差(RSD)分别为≤0.25%和≤0.03%，符合USP标准。此外，本研究还证明该⽅法适⽤于测定原料药

和⽚剂中的阿司匹林含量及相关物质（杂质）含量。

实验

标准品溶液

⽤稀释剂（含0.1%甲酸的60:40⽔/⼄腈）制备相关物质及阿司匹林API的单标储备液，浓度分别为1.0 mg/mL和

5.0 mg/mL。⽤稀释剂将API储备液稀释⾄0.1 mg/mL，添加浓度为10%的相关物质制成混标溶液。欧洲药典中规

定的阿司匹林及六种相关物质⻅表13。
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表1.阿司匹林及相关物质（杂质）的化学信息 

阿司匹林样品溶液

通过超声处理10 min，将磨碎的⽚剂（含81 mg阿司匹林）溶于稀释剂（含0.1%甲酸的60:40⽔/⼄腈）中，使阿

司匹林的浓度达到1.6 mg/mL。萃取后，在3000 rpm下将样品测试溶液离⼼10 min，然后稀释⾄0.1 mg/mL供阿

司匹林含量测定使⽤。⽤稀释剂（含0.1%甲酸的60:40⽔/⼄腈）制备浓度为0.5 mg/mL的⽚剂和原料药样品，供

相关物质检测使⽤。 

临分析之前，⽤0.2 µm尼⻰注射器（沃特世P/N：WAT200524 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/sample-preparation--filtration/wat200524-acrodisc-

syringe-filter-nylon-13-mm-02--m-aqueous-100-pk.html> ）过滤溶液。 

条件

液相⾊谱系统： 配备TUV检测器的Alliance iS HPLC System

样品瓶： LCMS最⼤回收样品瓶，2 

mL，P/N：600000749CV
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⾊谱柱： XSelect HSS T3, 4.6 × 150 mm, 3.5 

µm（P/N：186004786）

柱温： 40 °C

样品温度： 10 ℃

进样体积： 15 µL

流动相： A：0.1%甲酸⽔溶液

B：0.1%甲酸的⼄腈溶液

清洗溶剂： 清除/样品清洗液：60:40⽔/⼄腈

密封清洗液：90:10⽔/⼄腈

检测： 237 nm

梯度表

软件

⾊谱数据软件 (CDS)： Empower™ 3.6.1
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使⽤Empower软件采集和分析数据。使⽤Empower项⽬提供的报告模板⽣成汇总报告。 

结果与讨论

我们在Alliance HPLC iS System上运⾏这种新开发的⽅法，⽤时不到7.6 min就成功分离了阿司匹林API和六种相

关物质，最⼩的USP分离度(USP Rs)≥4.8，峰拖尾因⼦为1.0~1.2，保留因⼦(k*）≥2.1（图1）。 

系统适应性

为确保该⽅法符合阿司匹林⽚剂USP专论中的适应性要求，对混标溶液执⾏了5次重复进样以评估系统适应性。含

量测定和杂质检测程序的USP适应性要求包括4：

含量测定：峰拖尾因⼦不超过(NMT) 2.0，相对标准差(RSD)不超过 2.0■

杂质：⽔杨酸与阿司匹林峰之间的分离度不低于(NLT) 2.0，⽔杨酸的RSD不超过4.0%■

该⽅法满⾜系统适应性要求，峰⾯积和保留时间(RT)的RSD分别为0.07%~1.43%和0.02%~0.03%（图1B）。此

外，该⽅法也满⾜含量测定和杂质检测程序的USP适应性要求。  
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图1.在Alliance iS HPLC System上运⾏阿司匹林API及其相关物质重复进样(n=5)得到的

结果。(A)是使⽤XSelect HSS T3⾊谱柱得到的⾊谱分离结果，(B)是系统适应性结果。

⽇内和⽇间性能

验证⽇内和⽇间性能可确保该⽅法在Alliance iS HPLC System上运⾏时始终⽣成⼀致的结果，这对药品质量控制

和安全性⾄关重要。我们在⼀天内执⾏四组混标溶液重复进样（每组五次），通过分析这些重复进样来评估该⽅

法在Alliance iS HPLC System上的⽇内性能。进样结果⽐对阿司匹林⽚剂的USP适应性要求进⾏评估4。 ⽇内⽅

法性能⼗分出⾊，满⾜阿司匹林含量测定和杂质检测程序的USP适应性要求（表2）。在这四组数据中，阿司匹林
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峰⾯积和保留时间的RSD分别在0.03%~0.08%和0.02%~0.03%范围内。⽔杨酸（杂质C）峰⾯积的RSD在

0.07%~0.25%范围内。

表2.实测⽇内⽅法性能与阿司匹林⽚剂USP专论4规定的USP适应性标准

为了评估该⽅法在Alliance iS HPLC System上的⽇间性能，我们分⼏天（包括第1、2和5天）分析了混标溶液。

该⽅法表现出优异的性能，在每个测试⽇都得到了相当的结果，且满⾜所有USP适应性标准（表3）。

表3.分⼏天测得的⽇间⽅法性能与阿司匹林⽚剂USP专论4规定的USP适应性标准

线性和范围

在样品前处理时制备的API⼯作溶液(0.1 mg/mL)的80%~120%浓度范围内绘制阿司匹林API的标准曲线。浓度相

对于各浓度⽔平的峰⾯积构成的标准曲线的相关系数(R2) ≥ 0.999（图2）。此外，计算出的X值（即浓度）的偏

差百分⽐在‒0.35%~0.81%范围内。
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图2.⼯作溶液浓度(0.1 mg/mL) 80%~120%范围内阿司匹林API的标准曲线以及测定结果

的偏差百分⽐。UV检测波⻓为237 nm。

阿司匹林含量测定

测定含量时，⽤稀释剂（含0.1%甲酸的60:40⽔/⼄腈）溶解含有81 mg阿司匹林的⽚剂，制得浓度为0.1 mg/mL

的样品溶液。使⽤标准曲线对样品溶液进⾏定量，以便计算回收率(%)。六个样品的含量测定结果在

93.4%~93.6%范围内（图3），满⾜USP可接受标准，即不低于(NLT)阿司匹林标⽰量的90.0%且不超过(NMT)阿

司匹林标⽰量的110.0%4。
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图3.⽚剂药中阿司匹林的含量测定。含量测定结果符合阿司匹林⽚剂的USP标准（在阿

司匹林标⽰量的90.0%~110.0%范围内4）。

相关物质

通过⽐较每种相关物质的峰⾯积与阿司匹林API峰⾯积来确定相关物质含量（%杂质）（图4）。

分析结果表明，阿司匹林⽚剂样品中存在两种杂质（杂质C和D，含量分别为0.91%和0.05%），原料药样品中存

在杂质C，含量为0.15%（图5）。结果符合关于⽔杨酸（杂质C）的USP可接受标准：不超过0.3%，包⾐⽚剂不

超过3.0%4。
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图4.相关物质分析中的样品溶液。UV检测波⻓为237 nm。
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图5.阿司匹林⽚剂和原料药的相关物质（杂质%）结果。UV检测波⻓为237 nm。

结论

本研究开发了⼀种分析阿司匹林及六种相关物质的LC⽅法，我们在Alliance iS HPLC System上运⾏该⽅法后发现

，其性能优异，适⽤于同时测定阿司匹林原料药及⽚剂中API及六种相关物质（杂质）的含量。系统适应性结果符

合阿司匹林含量测定和杂质检测程序的标准。该⽅法具有优异的线性、准确度以及⽇内和⽇间性能。实验结果表

明，Alliance iS HPLC System性能稳健、可靠，重现性⾼，适⽤于常规分析检测。
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