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摘 要 目的：建立同时测定尼尔雌醇片和己烯雌酚片中主药含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为 Waters Sym-

metry C18，流动相为0.02 mol/L乙酸铵水溶液-乙腈（40 ∶ 60，V/V），流速为1.0 mL/min，检测波长为280 nm，柱温为35 ℃，进样量为

20 μL。结果：尼尔雌醇、己烯雌酚检测质量浓度线性范围均为0.01～0.5 mg/mL（r均为 0.999 9）；定量限分别为187、192 ng/mL，

检测限分别为56、58 ng/mL；精密度、稳定性、重复性试验的RSD均小于1％（n＝6）；加样回收率分别为99.13％～100.80％（RSD＝

0.52％，n＝9）、99.20％～100.90％（RSD＝0.58％，n＝9）。结论：该方法灵敏度高、重复性好，可用于同时测定雌激素类药物尼尔雌

醇片中尼尔雌醇和己烯雌酚片中己烯雌酚的含量。
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尼尔雌醇（Nilethylenol）又名戊炔雌三醇，化学名为

3-（环戊氧基）-19-去甲基-17α-孕甾-1，3，5（10）-三烯-20-

炔-16α，17-二醇，属于雌三醇衍生物；己烯雌酚（Diethyl-

stilbestrol）又名丙酸己烯雌酚，化学名为（E）-4，4′-（1，2-

二乙基-1，2-亚乙烯基）双苯酚，是人工合成的非甾体雌

激素类药物；两者均为雌激素类处方药，临床均用于雌

激素缺乏引起的绝经期或更年期综合征，其主要不良反

应均为突破性出血、子宫出血等。因此，有必要严格、有

效、精准地控制尼尔雌醇片和己烯雌酚片的质量。虽然

尼尔雌醇片和己烯雌酚片的现行质量标准均已收载于

2015年版《中国药典》（二部）[1]，尼尔雌醇片采用紫外-可

见分光光度法测定含量，己烯雌酚片采用高效液相色谱

法（HPLC）测定含量，且与2005年版《中国药典》（二部）

完全相同[2]，但其标准项目的设置及检测方法等多方面

仍有待提高。为此，笔者参考相关文献[3-12]，建立了采用

HPLC法同时测定雌激素类药物尼尔雌醇片中尼尔雌醇

和己烯雌酚片中己烯雌酚的含量，旨在为该类药物的质

量控制及同类药物的一测多评提供参考。

1 材料

1.1 仪器

Waters 2695 型 HPLC 仪，包括 2489 紫外检测器、

e2695四元梯度输液泵、Waters色谱工作站（美国Waters

公司）；XS205型电子分析天平（瑞士 Mettle-Toledo 公

司）。

1.2 药品与试剂

尼尔雌醇对照品（批号：100239-200702，纯度：

99.4％；使用前需 80 ℃减压干燥 2 h）、己烯雌酚对照品

（批号：100033-200607，纯度：99.9％；使用前不需要干燥

处理）均由中国食品药品检定研究院提供；尼尔雌醇片

（批号：170103、170104、170105，规格：1 mg/片）、己烯雌

酚片（批号：170201、170202、170203，规格：1 mg/片）均

由A公司提供；乙腈为色谱纯（Fisher，美国Scientific 公

司）；其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Waters Symmetry C18（250 mm ×4.6 mm，5

μm）；流动相：0.02 mol/L 乙酸铵水溶液-乙腈（40 ∶ 60，
V/V）；流速：1.0 mL/min；检测波长：280 nm；柱温：35 ℃；

进样量：20 μL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液 精密称取尼尔雌醇对照品、己烯雌

酚对照品各 100 mg，分别置于 10 mL量瓶中，加流动相

溶解并稀释至刻度，摇匀，即得质量浓度均为10 mg/mL

的尼尔雌醇对照品贮备液和己烯雌酚对照品贮备液。

精密量取上述对照品贮备液各 1 mL，分别置于 100 mL

量瓶中，加流动相稀释至刻度，摇匀，即得尼尔雌醇对照

品溶液和己烯雌酚对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 取尼尔雌醇片 20片，研细，精密称

取细粉（约相当于尼尔雌醇 10 mg）适量，置于 10 mL量

瓶中，加流动相溶解并稀释至刻度，摇匀，滤过，取续滤

液作为尼尔雌醇供试品贮备液；精密量取上述尼尔雌醇

供试品贮备液 1 mL，置于 10 mL量瓶中，加流动相稀释

至刻度，摇匀，即得尼尔雌醇供试品溶液。另取己烯雌

酚片 20片，研细，精密称取细粉（约相当于己烯雌酚 10

mg）适量，置于10 mL量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻

度，摇匀，滤过，取续滤液作为己烯雌酚供试品贮备液；

精密量取上述己烯雌酚供试品贮备液1 mL，置于10 mL

量瓶中，加流动相稀释至刻度，摇匀，即得己烯雌酚供试

品溶液。

2.2.3 阴性样品溶液 按处方工艺分别制备缺尼尔雌

醇和己烯雌酚的阴性样品，并按“2.2.2”项下方法分别制

备阴性样品溶液。

2.2.4 系统适用性溶液 精密称取尼尔雌醇对照品、己

烯雌酚对照品 5 mg，分别置于 10 mL量瓶中，加 30％过

氧化氢溶液5 mL，于70 ℃加热10 min，分别制得尼尔雌

醇系统适用性溶液和己烯雌酚系统适用性溶液。

2.3 系统适用性试验

分别精密量取“2.2”项下对照品溶液、供试品溶液、
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阴性样品溶液、系统适用性溶液适量，按“2.1”项下色谱

条件进样测定，记录色谱，详见图 1。由图 1可知，尼尔

雌醇峰保留时间约为15 min，与各杂质峰的分离度均大

于2.0，理论板数不低于3 000；己烯雌酚峰保留时间约为

5 min，与杂质峰的分离度均大于 2.0，理论板数不低于

3 000。尼尔雌醇峰和己烯雌酚峰与溶剂及其他杂质峰

分离良好，阴性样品对测定无干扰。

2.4 线性关系考察

精密量取“2.2.1”项下尼尔雌醇对照品贮备液、己烯

雌酚对照品贮备液 0.1、0.2、0.5、1.0、2.0、5.0 mL，分别置

于 100 mL量瓶中，加流动相稀释至刻度，摇匀，按“2.1”

项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以待测成分质量

浓度（x，mg/mL）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线

性回归，得尼尔雌醇、己烯雌酚回归方程分别为 y＝

9.591 7× 108x + 2.482 2× 106（r＝0.999 9）、y＝3.120 4×

109x＋7.689 7×106（r＝0.999 9）。结果表明，尼尔雌醇、

己烯雌酚检测质量浓度线性范围均为0.01～0.5 mg/mL。

2.5 定量限与检测限考察

分别取“2.2.1”项下尼尔雌醇对照品溶液、己烯雌酚

对照品溶液适量，倍比稀释，按“2.1”项下色谱条件进样

测定，分别以信噪比 10 ∶ 1、3 ∶ 1计算定量限、检测限。

结果，尼尔雌醇、己烯雌酚的定量限分别为 187、192

ng/mL，检测限分别为56、58 ng/mL。

2.6 精密度试验

分别取“2.2.1”项下尼尔雌醇对照品溶液、己烯雌酚

对照品溶液适量，按“2.1”项下色谱条件连续进样测定6

次，记录峰面积。结果，尼尔雌醇、己烯雌酚峰面积的

RSD 分别为 0.19％、0.22％（n＝6），表明仪器精密度

良好。

2.7 稳定性试验

取“2.2.2”项 下 尼 尔 雌 醇 供 试 品 溶 液（批 号 ：

170103）、己烯雌酚供试品溶液（批号：170201）适量，分

别于室温下放置 0、1、2、4、6、8、12 h时按“2.1”项下色谱

条件进样测定，记录峰面积。结果，尼尔雌醇、己烯雌酚

峰面积的 RSD 分别为 0.53％、0.59％（n＝7），表明尼尔

雌醇供试品溶液、己烯雌酚供试品溶液于室温下放置

12 h 内基本稳定。

2.8 重复性试验

精密称取尼尔雌醇片（批号：170103）、己烯雌酚片

（批号：170201）适量，各 6份，分别按“2.2.2”项下方法制

备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录

峰面积并按外标法计算待测成分含量。结果，尼尔雌

醇、己烯雌酚的平均含量分别为 98.66％、98.57％，RSD

分别为0.17％、0.11％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.9 加样回收率试验

精密称取已知含量的尼尔雌醇片（批号：170103）、

己烯雌酚片（批号：170201）100 mg，各9份，分别置于10

mL量瓶中，各加一定量的尼尔雌醇对照品溶液、己烯雌

酚对照品溶液，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再

按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并按外标法

计算含量和加样回收率，结果见表1。

2.10 样品含量测定

取 6批样品各适量，分别按“2.2.2”项下方法制备供

试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，平行操作

3次，记录峰面积并按外标法计算样品含量，结果见表2。

3 讨论

雌激素类药物是以 18个碳原子雌烃为基本结构的

类固醇激素[13]，分子结构较为复杂。目前常用的测定雌

激素类药物含量的方法有紫外-可见光光度法、薄层色

谱法、气相色谱法、HPLC法、放射免疫分析法及酶联免

疫吸附法等[13]。随着分析技术的提高和分析仪器的发

展，HPLC法被广泛使用。该方法不仅具有样品用量少、

灵敏度高、快速等优点，还具有分离效能好等特点，因此

可用于雌激素类药物含量的测定[13]。

笔者前期采用了 2015年版《中国药典》（二部）[1]的

注：1.尼尔雌醇；2.己烯雌酚

Note：1. nilestriol；2. diethylstilbestrol

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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方法测定了尼尔雌醇片中尼尔雌醇和己烯雌酚片中己

烯雌酚的含量；与HPLC法比较后发现，HPLC法的测定

结果比紫外-可见分光光度法略低1％，提示紫外-可见分

光光度法易受辅料及杂质干扰，造成检测结果不够准

确，而 HPLC 法能够满足检验需求，灵敏度高、准确

度好。

综上所述，本研究所建方法灵敏度高、重复性好，可

用于同时测定雌激素类药物尼尔雌醇片中尼尔雌醇和

己烯雌酚片中己烯雌酚的含量，该方法能够提高检验效

率、节约资源，又能够为同类药物一测多评提供有效的

技术支持。
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表1 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝9）

待测成分

尼尔雌醇

己烯雌酚

取样量，
mg

100.010

100.020

100.050

100.070

100.080

100.030

100.020

100.000

100.040

100.030

100.010

100.020

100.050

100.070

100.050

100.040

100.080

100.090

样品含量，
mg

98.600

98.440

98.570

98.310

98.790

98.680

98.290

98.170

98.400

98.220

98.410

98.520

98.670

98.830

98.620

98.770

98.540

98.290

加入量，
mg

0.800

0.800

0.800

1.000

1.000

1.000

1.200

1.200

1.200

0.800

0.800

0.800

1.000

1.000

1.000

1.200

1.200

1.200

测得量，
mg

99.398

99.237

99.363

99.312

99.798

99.679

99.488

99.370

99.590

99.019

99.217

99.323

99.662

99.828

99.629

99.968

99.746

99.497

加样回收率，
％

99.75

99.62

99.13

100.20

100.80

99.90

99.83

100.00

99.17

99.88

100.88

100.38

99.20

99.80

100.90

99.83

100.50

100.58

平均加样回收率，
％

99.82

100.22

RSD，
％

0.52

0.58

表2 样品含量测定结果（n＝3）

Tab 2 Results of content determination samples

（n＝3）

待测成分
尼尔雌醇

己烯雌酚

批号
170103

170104

170105

170201

170202

170203

含量，％
98.91

98.63

98.66

98.82

98.51

98.52

平均含量，％
98.73

98.62

RSD，％
0.16

0.18
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