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引言

药物的安全性和有效性对公众健康极其关键，保证

药物产品中杂质含量管理在安全限度内是药物研制和制

造的核心部分。特别是关乎长时间摄入的药物，例如阿

司匹林，它的质量管理格外关键。阿司匹林肠溶片充当

普遍应用的非处方药物，首要用来消炎、止痛及减少心

血管疾病危险。阿司匹林肠溶片中或许包含游离水杨酸

作为杂质，其量的管理是保证药品安全的关键。

一、高效液相色谱法概述

1.高效液相色谱法的基本原理

高效液相色谱法是为依托液体为流动相开展分离的

一种分析技术，其核心原理是运用样品组分在固定相和

流动相间的分配或吸附行为差异达成分离和检测。固定

相一般经极性或非极性填料组成，流动相便是液体溶剂

或溶剂混合物，二者的相互作用作用于样品组分在柱内

的保留时间。通过高压输送系统，样品组分随流动相流

入柱内，与固定相产生反复分配或吸附解吸行为，因此

达成组分的分离。检测器通过察觉样品在流动相中的吸

收或其他性质变化，将信号转变为可保存的色谱图。高

性能液相色谱法操作起来具有极佳的适应性，可以通过

优化流动相的成分、流速以及柱温等关键参数，来准确

测定那些成分繁杂样品中的微量物质。

2.高效液相色谱法在药物分析中的应用

高效液相色谱法因为其优拆分效能、测定敏感性及

普遍适应性，拥有关键运用意义。其可以针对繁杂成分

实施准确解析及量化测定，尤其适合于药物中的少量杂

质监控及活性成分辨别。在药品质量控制中，该手段得

到运用于评价药品中杂质限制，解析药物的纯净度，监

控药品在制造和保存期间或许产生的降解产物。高效液

相色谱法能通过改进环境，对复杂药物配方中的多元

素进行拆分与量化，因此给药物的稳固性探究供应可信

信息支撑。使用针对性高的测定波长、流动相和色谱

柱设计，该手段能够高效提升解析的敏感性和独特性，

为药品监督及医疗应用中的保障性和功效性评价提供

手段保证。

3.游离水杨酸的化学性质及其在药物中的重要性

游离水杨酸是阿司匹林在化学降解过程中产生的主

要物质，化学性质会直接影响到药物的稳定程度和使用

安全性，作用非常重要。游离水杨酸属于一种有机酸，

酸性比较明显，同时极性也很强，分子结构里面包含羟

基和羧基，容易参与氧化还原反应，所以在复杂环境里

稳定性比较差。如果药品配方里面游离水杨酸含量超出

标准，可能会降低阿司匹林的治疗作用，还会增加出现

不良反应的风险。必须严格控制游离水杨酸杂质的含量，

这是确保阿司匹林肠溶片质量的关键步骤。

二、实验材料与色谱条件标定

1.阿司匹林肠溶片与分析化学试剂的选用

阿司匹林肠溶片游离水杨酸检测的准确性，首要依

赖样品与试剂的规范选择及配制。实验所用阿司匹林肠

溶片购自正规市场渠道，规格为每片 100mg，来源稳定

且经严格外观检查（无裂片、变色、包衣破损等现象），

确保样品初始质量合格。

分析化学试剂均选用高纯度级别以保障检测灵敏
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度与结果重复性：流动相制备采用色谱纯甲醇（纯度

≥ 99.9%）、超纯水（电阻率≥ 18.2MΩ·cm）、分析纯磷

酸（纯度≥ 85%）；建立标准曲线用水杨酸标准品纯度

≥ 99.5%（经溯源验证）。所有试剂使用前需进行基线

测试：取空白流动相进样，记录色谱图，确保无干扰峰

（峰面积≤ 0.05mAU·min）；同时，流动相及标准品溶

液需经 0.45μm 有机相滤膜过滤，以去除微小颗粒杂质，

保护色谱柱寿命并避免柱压异常。

阿司匹林肠溶片样品定量分析前需按以下流程处理：

①剥除肠溶片外层肠溶衣膜（避免包衣成分干扰检测）；

②取 20 片已剥膜的片芯，置于研钵中充分研磨至均匀粉

末；③精确称取约 0.1g（精确至 0.0001g）粉末置于 50mL

容量瓶中，作为供试品母液制备基础；④整个样品处理

及溶液配制过程需在避光环境下操作（如使用棕色容量

瓶、避光操作台），防止水杨酸遇光分解，确保实验结果

准确。

2.色谱条件的设定与优化

为实现阿司匹林肠溶片游离水杨酸的精准检测，经

多组实验优化，最终确定以下色谱条件：色谱柱选用

C18 反相色谱柱（规格：250mm×4.6mm，5μm），其非

极性固定相可通过疏水作用有效保留游离水杨酸，键合

相均匀分布及合适孔径能实现目标物与基质杂质的高效

分离，提升检测灵敏度；流动相为磷酸缓冲液（0.05mol/

L 磷酸二氢钾溶液，用磷酸调节 pH 至 2.8）- 乙腈（体积

比 65：35），该比例可平衡分离效果与分析效率，既避

免阿司匹林与游离水杨酸峰重叠，又缩短分析时间，同

时维持体系 pH 稳定，减少峰形拖尾；检测波长设定为

230nm（经紫外扫描验证，此波长下游离水杨酸紫外吸

收峰最大，且阿司匹林及基质杂质干扰最小，信号响应

稳定）；流速为 1.0mL/min，经测试该流速下色谱峰分离

度≥ 1.5，分析时间控制在 10min 内，兼顾分辨率与检测

效率；柱温控制为 25℃（恒温条件可避免温度波动导致

保留时间漂移及分离行为异常，确保结果重复性）；进

样量为 10μL。

3.系统适应性要求

为验证色谱系统是否满足检测需求，实验前需进行

系统适应性测试，具体要求如下：取水杨酸标准品溶液

（10μg/mL）与阿司匹林对照品溶液（100μg/mL）混合

进样，游离水杨酸峰与阿司匹林峰的分离度应≥ 1.5；以

游离水杨酸峰计算，理论塔板数应≥ 3000；游离水杨

酸峰的拖尾因子应在 0.9~1.2 之间；连续进样 6 次水杨

酸标准品溶液（10μg/mL），其峰面积的相对标准偏差

（RSD）应≤ 2.0%，保留时间 RSD 应≤ 0.5%。

三、游离水杨酸的定量分析方法

1.样品的准备与前处理

为确保高效液相色谱法测定阿司匹林肠溶片游离水

杨酸的精确性与结果一致性，样品准备与前处理工作需

严格规范。实验选取 3 批（每批≥ 20 片）市售阿司匹林

肠溶片（标示量 100mg/ 片），依据包装标注的含量信息

开展定量分析，以排除单批次样品差异对结果的影响。

具体操作步骤如下：①剥除肠溶片外层肠溶衣膜（肠溶

衣成分可能干扰色谱峰，需完全去除）；②取每批 20 片

已剥膜的片芯，分别置于研钵中充分研磨至均匀细粉

（过 80 目筛，确保粉末粒径均一，便于后续溶解）；③按

供试品浓度要求精确取样：精密称取每批片芯粉末 0.1g

（精确至 0.0001g，约相当于阿司匹林 100mg），分别置于

50mL 棕色容量瓶中；④溶剂选用流动相（磷酸缓冲液 -

乙腈 =65：35，该溶剂既能完全溶解阿司匹林与游离水

杨酸，又不与样品成分发生化学反应，且与色谱流动相

体系一致，可减少溶剂效应导致的峰形异常），向容量

瓶中加入 30mL 该溶剂，采用超声溶解（功率 300W，频

率 40kHz）15min，确保粉末完全溶解；⑤放冷至室温

后，用上述流动相定容至 50mL 刻度，摇匀，作为供试

品母液（浓度约 2mg/mL，以阿司匹林计）；⑥精密量取

5mL 供试品母液置于 10mL 棕色容量瓶中，用流动相定容

至刻度，摇匀后，经 0.45μm 有机相滤膜过滤（去除未

溶解的辅料颗粒与杂质），即得供试品溶液（最终游离水

杨酸浓度适配标准曲线线性范围 1μg/mL~50μg/mL，避

免超出范围导致定量偏差）。样品配制过程中需严格控

制操作条件，防止外界环境干扰游离水杨酸含量：①超

声溶解时采用水浴控温，确保温度≤ 30℃，避免温度过

高引发阿司匹林水解生成额外游离水杨酸，导致检测结

果偏高；②供试品溶液制备完成后，需在 2h 内完成检

测（经稳定性验证，2h 内游离水杨酸浓度相对标准偏差

RSD ≤ 1.0%），若暂不检测，需立即置于棕色容量瓶中

避光、4℃冷藏保存，且保存时间不超过 8h，防止水杨酸

遇光分解或浓度发生变化，确保实验结果准确可靠。

2.游离水杨酸的检测与定量分析

游离水杨酸的检测与定量分析使用高效液相色谱法，

其核心取决于挑选恰当的色谱条件，用确保检测的精确

性和敏感度。于实验过程中，把样品溶解于适当的溶剂，

用保障游离水杨酸彻底融化并防止其他成分的影响。调

整流动相的比例，令游离水杨酸在色谱柱上可以充足分

开。检测波长设定在匹配游离水杨酸的最高吸纳波长处，



24

用提升检测敏感度。开展外标法进行定量分析，通过描

画标准曲线来测算样品中游离水杨酸的成分量。色谱峰

面积与实际浓度线性关系优秀，保障了检测的精确性。

3.方法验证与灵敏度评价

（1）方法验证结果准确度

通过标准样品加标回收率试验评估准确度，取已知

游离水杨酸含量的阿司匹林片芯粉末（约 0.1g），分别加

入低、中、高 3 个水平（相当于样品中游离水杨酸含量

的 80%、100%、120%）的水杨酸标准品，按供试品溶

液制备方法处理并检测。典型图谱显示，加标后游离水

杨酸峰形对称（拖尾因子 0.9~1.2），且与基质杂质峰完

全分离（分离度≥ 1.5），无干扰峰叠加；试验结果表明

回收率维持在 98%~102% 之间，RSD ≤ 2.0%（n=3），完

全达到药物分析的标准要求，证实方法准确度可靠。线

性 范 围： 制 备 浓 度 为 1μg/mL、5μg/mL、10μg/mL、

20μg/mL、50μg/mL 的游离水杨酸系列标准溶液，按确

定色谱条件进样，记录典型图谱（见图 1）。图谱中各浓

度标准品的游离水杨酸峰面积随浓度增加呈均匀递增趋

势，峰形稳定无异常；以浓度为横坐标、峰面积为纵坐

标绘制标准曲线，计算得到相关系数高达 0.999，表明此

方法的线性表现非常优秀，可覆盖阿司匹林肠溶片游离

水杨酸的常规检测浓度范围。

图1　游离水杨酸系列标准溶液色谱图

（2）灵敏度评价

最低检测限（LOD）与最低定量限（LOQ）：取低浓

度水杨酸标准品溶液逐步稀释。当信噪比（S/N=3）时，

对应游离水杨酸浓度为 0.01μg/mL，即为 LOD；当信噪

比（S/N=10） 时， 对 应 浓 度 为 0.03μg/mL， 即 为 LOQ。

图谱显示，LOD 与 LOQ 浓度下的游离水杨酸峰仍可清晰

识别（峰高≥ 3 倍基线噪声，峰形可辨），无明显干扰；

该灵敏度足以满足低浓度杂质分析需求，能高效协助完

成阿司匹林肠溶片的质量控制和安全性评估工作，确保

药物无潜在风险。

四、阿司匹林肠溶片的稳定性测试

1.不同储存条件下的样品制备

阿司匹林肠溶片的稳定性测试中，以测评该片在各

异储存条件中的杂质变化情况，根据有关药品稳定性实

验规范，开展了样品的制备处理。实验样品为市售阿司

匹林肠溶片，通过一致批次无序抽样，且在实验室内依

照标准进行分装。样品分成若干组别，各自放置于各异

的存储环境，涵盖高热潮湿条件 40℃、75% 相对湿度、

室温条件 25℃、60% 相对湿度、低寒条件 5℃、遮光条

件以及显露光照条件 4500lx。储存容器挑选密封性能优

秀的玻璃瓶，用保证规避多余环境因素影响。每组样品

皆须标注编号，且登记存放开始时间和环境参数。存放

进行中，每过规定时间节点如 1 周、1 个月、3 个月、6 个

月，采样开展检测。每回采样之前皆须确认样品容器密

闭无损，以免外界因素干扰结果的可信度。

2.稳定性评价指标及测试方法

稳定性测评指标专门用来检测阿司匹林肠溶片里面

游离水杨酸杂质水平发生波动情况，作为一项关键性参
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考依据。明确杂质比例、降解速率和储存时间成为衡量

稳定性的主要标准，通过高效液相色谱法开展细致的测

试工作。测试方法涵盖不同储存环境下样品进行定期取

样分析，环境类型包括高温环境、高湿环境、光照环境

以及常温避光环境等多种详细条件。实验操作过程中，样

品需要完成必要预处理环节，使用精密色谱柱分离出杂质

成分，通过检测波长230纳米的紫外检测器准确测算杂质

比例波动情况。稳定性测评工作利用峰面积积分法科学量

化测算游离水杨酸比例高低，整理储存周期数据仔细制作

杂质增加趋势图线，深入分析不同储存环境对稳定性造成

具体作用结果，确保实验结论具备可靠性和科学性。

五、质量控制与安全性评估

1.阿司匹林肠溶片的质量控制

阿司匹林肠溶片的质量控制是确保药品安全性与有

效性的重要环节。基于高效液相色谱法，建立了针对游

离水杨酸的定量分析方法，对批量成品的杂质限量进行

了严格监测。在质量控制过程中，选取不同批次的样品，

进行游离水杨酸含量检测，以确保其杂质水平符合规定

标准。对色谱法分析结果进行复核验证，确保检测方法

的可靠性与重复性。质量控制还包括对储存条件和运输

过程可能引发的药品质量变化的监测，以保证成品在流

通和临床使用中的安全性与稳定性。

2.安全性指标的评估与确认

安全性指标的测评依靠阿司匹林肠溶片中游离水杨

酸杂质含量与药品法规规定的限量标准实施对比。通过

测评该杂质在不同储存条件下的变化趋势，裁定其含量

能否满足药品质量要求。实验结果显示，在规定储存条

件下，游离水杨酸的杂质水平维持平稳，没有超出安全

限量。该研究方法为新药开发及质量控制供给科学依据，

利于强化药品安全性监管，提升患者用药安全性。

六、数据分析与结果讨论

1.游离水杨酸杂质的分析结果

通过高效液相色谱法对阿司匹林肠溶片中的游离水

杨酸杂质实施了量化研究，并且对测定结果进行了深入

剖析。实验挑选多批次样品，根据改良后的色谱条件进

行测定。于游离水杨酸的量化研究阶段中，色谱峰呈现

出优秀的分离度和对称性，目标杂质可以与其他成分清

晰分辨。显示结果表明，检测方法拥有较强的灵敏度和

重复性，可稳固辨别少剂量区间内的游离水杨酸浓度程

度。差异生产批次与储存条件下的样品中，游离水杨酸

杂质浓度在一定区间内出现波动，然而都未超出实验规

定的杂质限量标准。检测手段能够准确展示阿司匹林肠溶

片里面游离水杨酸的具体含量数据，帮助后续进行稳定性

试验和质量管理提供值得信赖的技术帮助和评估标准。

2.阿司匹林肠溶片稳定性的综合评价

通过不同储存条件下的稳定性测试结果，分析阿司

匹林肠溶片中游离水杨酸含量的波动趋势。在标准储存

条件避光，相对湿度 60% 下，样品中游离水杨酸的含量

维持稳固，没有超出设定的杂质限量标准。在高温高湿

环境 40℃，相对湿度 75% 储存期间，游离水杨酸的含量

稍有增加，但依然处于安全限范围以内。低温储存条件

4℃则高效缓解了水杨酸降解的速率，游离水杨酸含量明

显少于其余储存条件。由实验数据能够推测，储存条件

对阿司匹林肠溶片中的杂质水平拥有关键作用，适当的

环境控制有助于维持产品稳定性。

结束语

通过本文的实施，顺利构建了一套高效液相色谱法

HPLC用来准确测定阿司匹林肠溶片中游离水杨酸杂质

的含量以及其于多种储存条件之中的稳定性。所构建的

测定方法依靠其极高特异性和灵敏度，证实了它在药品

质量控制和稳定性评估中的运用价值。研究结果显示，

在满足标准储存条件的前提下，游离水杨酸的含量能够

高效管理，保障了药品的安全性。综上，本文不仅增强

了对阿司匹林肠溶片质量控制的理解，也为后续相关药

品的质量监测提供了技术支撑和理论基础。希望未来的

研究能够在这一基础上，进一步探索更为全面和深入的

分析技术，以提高药品的整体安全性和有效性。
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