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Sulfobutyl ether-β-cyclodextrin is an anionic high water-soluble cyclodextrin derivative.
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and the dimeric impurities were less than 0.8%.

The total yield was 64% with a purity of more than 99.0%, 
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(A) glycolate group cross-linking 

mode, colored blue; 

(B) phosphate group cross-linking 

mode, colored red

Molecular Structure of Sodium Starch Glycolate (SSG) in Two Different Cross-linking Modes

a: before disintegration test; b: after disintegration test; c: the cross section of Tablet B  
  after disintegration test Appearances of Tablet B (which Using SSG Crosslinked by   

Glycolate Group) Stored at 60 ℃ for 10 d pre and post disintegration Test
Dissolution Profile Changes of Different Tablets Stored at 60 ℃ for 10 d in pH 1.0 Hydrochloric Acid

 (Tablet A and C were prepared by SSG crosslinked by phosphate group; Tablet B 

was prepared by SSG crosslinked by glycolate group)
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人血浆中替诺福韦的 LC-MS/MS 测定法及其药动学应用··············································
····························································马  欢，周  臻，方百欢，李  周，葛庆华*
Determination of Tenofovir in Human Plasma by LC-MS/MS and Pharmacokinetic Study········
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DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.09.010

1 000

0
600

400

200

0

2 000

1 000

0
3.0×104

2.0×104

1.0×104

0

1 000

0
800

600

400

200

0

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

2.0

1.0

0

0.75     1.00    1.25    1.50 1.75  2.00    2.25     2.50     2.75    3.00    3.25

0.75     1.00    1.25    1.50 1.75  2.00    2.25     2.50     2.75    3.00    3.25

0.75     1.00    1.25    1.50 1.75  2.00    2.25     2.50     2.75    3.00    3.25

0.75     1.00    1.25    1.50 1.75  2.00    2.25     2.50     2.75    3.00    3.25

t/min

t/min

t/min

t/min

50

100

150

200

250

300

350

400

0 10 20 30 40 50 60 70 80

c/
ng

·m
l-1

t/h

Fasting
Fed

N

N N

N
NH2

CH3

O P OH
O

OH

tenofovir

50

100

150

200

250

300

350

400

0 10 20 30 40 50 60 70 80

c/
ng

·m
l-

1

t/h
空腹； 餐后

Mean Plasma Concentration-time Curves after a Single Oral Dose of 300 mg of Test Tablets under Fasting (n=30) and Fed (n=36) Conditions

2.6 ×104

×105
2 500

1 500

500
500

1 1

2 2

A                                                                                                                                                    B

C                                                                                                                                                          D

I/c
ps

I/c
ps

I/c
ps

I/c
ps

I/c
ps I/c

ps
I/c

ps
I/c

ps
I/c

ps

生物素中有关物质的分离与结构鉴定····································顾立新，徐旭巍，吴旭锋*
Isolation and Structure Identification of Related Substances from D-Biotin·····························
·····················································································GU L X, XU X W, WU X F*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.09.011

55

45

35

25

15

5

-5

m
A

U

0 4            8 12 16 20           24           28
t/min

10

5

0
-0.5

A
bs

200  250 300                   350                 400

200 180     160     140     120     100      80        60       40       20       0 
δ

1

3

4

C13羰基 苄基

图2

图4

图6

N

H
N

SO

H

H

H
CO2H

HN
O

N

H
N

SO

H

H

H
CO2H

H2N O
N
H

H
N

SO

H

H

H
CO2H

1

2 3 4

5
67

8

9

10

11

12

1
2 3 4

5
67

8

9

10

11

12

13
14

1

2 3 4

5
67

8

9

10

11

12

13

14

1516
1718

19

1718N
H

H
N

SO

H

H

H
CO2H

1 2 3 4

1

2 3 4

5
67

8

9

10

11

12

55

45

35

25

15

5

-5

m
A

U

0 4            8 12 16 20           24           28
t/min

1

2
3

4

typical chromatogram of D-biontin

preparative-HPLC
ESI-MS/NMR/
FT-IR/NV

N
H

H
N

SO

H

H

H
CO2H

peak 1: D-biotin

N
H

H
N

SO

H

H

H
CO2H

peak 2: epi-biotin

N

H
N

SO

H

H

H
CO2H

HN
O

N

H
N

SO

H

H

H
CO2H

H2N O

peak 3: carbamoyl biotin peak 4: benzylcarbamoyl biotin

图1

O

HN NH

S

HH
1

2

3

4a
5

6

7

8
9

10
11

12 OH

O

O

HN NH

S

HH

2

3

4a
5

6

7

OH

O

HH
H

HH

H

2

4b
8

9
10

11
12

4b

11

图3

1
+43.004 9 DA
-H+CONH2

3 4
+90.046 9 DA

-H+Bn
式①

A                                                                                      B90
80
70
60
50
40
30
20
10

70
60
50
40
30
20
10

0
-10

70
60
50
40
30
20
10

0
-10

4 000    3 200   2 400    1 800    1 400    1 000      600 4 000    3 200   2 400    1 800    1 400    1 000      600

4 000    3 200   2 400    1 800    1 400    1 000      600

60

50

40

30

20

10

0
4 000    3 200   2 400    1 800    1 400    1 000      600

C                                                                                      D

I                                                                                                        I

I                                                                                                        I

λ/min                                                                                                λ/min

λ/min                                                                                                  λ/min

λ/min

4

3

2

1



1024

1029

1038

基于流式细胞技术的受体占有率检测方法的建立及验证内容探讨···································
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毛细管柱内聚醚砜膜的制备及其对生物样品中 4 种降糖药的初步分离·····························
····························································李海鹰，陈彭月，薛玉菡，崔  颖，杨文智*
Preparation of Polyethersulfone Membrane in Capillary Column and the Preliminary Separation of 
Hypoglycemic Agents in Biological Samples·····LI H Y, CHEN P Y, XUE Y H, CUI Y, YANG W Z*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.09.013

A B

旧图1

A

图2

图3

A

图4

图5

图6

图7

图8

18 000

16 000

14 000

12 000

10 000

8 000

A
/µ

V
. S

0            1             2            3             4
t/min

12 000

10 000

8 000

6 000

4 000

A
/µ

V
. S

0            1             2            3             4
t/min

C

3 500

3 000

2 500

2 000

1 500

1 000

A
/µ

V
. S

0            1             2            3             4
t/min

D

5 000

4 000

3 000

2 000

A
/µ

V
. S

0            1             2            3             4
t/min

50 µm  50 µm

B

 20 µm  20 µm  20 µm

 20 µm  20 µm

0       2       4       6       8      10     12     14
t/min

B C

0             2             4              6            8 0               5               10             15             20
t/min t/min

1
1

2 23
3

4
4

5

A

0           5         10         15         20         25
t/min

B C

0             5            10           15           20 0        5        10      15      20      25      30
t/min t/min

1 1

2
2

3

3

4 4

A

0              5             10            15            20
t/min

B C

0              5             10            15            20 0               5               10             15             20
t/min t/min

1 1

D

0              5             10            15            20
t/min

E F

0              5             10            15            20 0               5               10             15             20
t/min t/min

1 1

A

0              5             10            15            20
t/min

B C

0              5             10            15            20 0          5          10         15        20        25
t/min t/min

1
1

D

0              5             10            15            20
t/min

E F

0              5             10            15            20 0            5           10         15          20          25
t/min t/min

1 1

A

0              5             10            15            20
t/min

B C

0              5             10            15            20 0               5               10             15             20
t/min t/min

1 1

D

0              5             10            15            20
t/min

E F

0              5             10            15            20 0               5               10             15             20
t/min t/min

1 1

×103

18

16
14
12

10
8

5

4

3

2

A
/µ

V
·S

A
/µ

V
·S

A
/µ

V
·S

A
/µ

V
·S

0      1      2              3              4 0      1      2              3              4

0      1      2               3               40      1      2               3               4

t/min t/min

t/mint/min

3.5

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

12

10

8

6

4

图1

×103

×103 ×103

A B C

D E

PEG 600

T/℃

polyethersulfone

Time/s

polyethersulfone membrane (PESM)

capillary column

0          5         10        15       20
t/min

Detection of Four Hypoglycemic Agents (Peaks 1-4) in Rat Plasma without PESM

0          5         10        15       20
t/min

Detection of Four Hypoglycemic Agents (Peaks 1-4) in BSA Solution with PESM

1

2 3
4

1

2
3
4
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丙氨酰谷氨酰胺 9 个有关物质的 UPLC 法测定······································吴  琼，宋丽丽
Simultaneous Determination of Nine Related Substances in Alanyl Glutamine by UPLC············
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我国公立医院推行 DRGs-PPS 支付方式改革的评价与思考—基于北京市 2011—2018 年试点
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Evaluation and Thinking of the Reform of DRGs-PPS in Public Hospitals in China—Based on 
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关于体外溶出实验在仿制药一致性评价中的应用与思考···············································
················································程晓昆，仇俊新，王娅莉，马苗锐，刘  月，王会娟*
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丙氨酰谷氨酰胺 9 个有关物质的 UPLC 法测定

吴  琼
1
，宋丽丽

2

(1. 山东中医药大学，山东济南 250014；2. 山东罗欣药业集团股份有限公司，山东临沂 276017)

摘要：建立超高效液相色谱法测定丙氨酰谷氨酰胺 (1) 原料药中有关物质环 -(L- 丙氨酰 -L- 谷氨酰胺 )(2)、环 -(L- 丙氨

酰 -L- 谷氨酸 )(3)、L- 焦谷氨酰 -L- 丙氨酸 (4)、L- 焦谷氨酸 (5)、D- 丙氨酰 -L- 谷氨酰胺 (6)、L- 丙氨酰 -L- 谷氨酸 (7)、

L- 丙氨酸 (8)、L- 谷氨酰胺 (9) 和丙氨酰丙氨酰谷氨酰胺 (10)。采用 Inertsil 酰胺柱，流动相为乙腈 -0.05 mol/L 磷酸二

氢钾缓冲液 (用磷酸调至 pH 4.5)(72 ∶ 28)，检测波长 205 nm。结果 1 ～ 10 分别在 0.20 ～ 2.00、0.50 ～ 5.00、0.02 ～

0.20、0.25 ～ 2.50、0.30 ～ 3.00、0.10 ～ 1.00、0.40 ～ 4.00、0.10 ～ 1.00、0.05 ～ 0.50 和 0.10 ～ 1.00 µg/ml 范围内线性

关系良好 (r ＞ 0.999)。有关物质 2 ～ 10 的平均回收率 (n=9) 分别为 99.5％、97.3％、98.1％、97.9％、98.8％、97.7％、

96.8％、96.5％和 97.7％，RSD 分别为 2.30％、2.47％、2.01％、2.13％、1.92％、1.83％、2.27％、2.63％和 2.23％。2 ～

10的检出限分别为 0.01、0.005、0.02、0.01、0.01、0.02、0.02、0.01和 0.01 µg/ml，定量限分别为 0.03、0.015、0.06、0.03、0.03、0.06、

0.06、0.03 和 0.03 µg/ml。方法准确可靠、重现性好、精密度高，可同时检测 1 中 9 种有关物质，为其质量控制提供依据。

关键词：丙氨酰谷氨酰胺；有关物质；超高效液相色谱；含量测定
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Simultaneous Determination of Nine Related Substances in Alanyl Glutamine by UPLC

WU Qiong1, SONG Lili2

(1. Shandong University of Traditional Chinese Medicine, Jinan 250014; 2. Shandong Luoxin Pharmaceutical Group Stock Co., Ltd., Linyi 276017)

ABSTRACT: An UPLC method was established for the determination of the following related substances: Cyclo-
(Ala-Glu)(2), Cyclo-(Ala-Gln)(3), Py-Ala-OH(4), L-Pyroglutamic Acid(5), D-Alanyl-L-Glutamine(6), Ala-Gln(7), 
L-Alanine(8), L-Glutamine(9) and Ala-Ala-Glu(10) in alanyl glutamine(1). An Inertsil amide column was used, with 
the mobile phase of acetonitrile-0.05 mol/L potassium dihydrogen phosphate buffer(previously adjusted to pH 4.5 with 
phosphoric acid)(72∶28) at the detection wavelength of 205 nm. It was linear for 1-10 in the range of 0.20-2.00, 0.50-
5.00, 0.02-0.20, 0.25-2.50, 0.30-3.00, 0.10-1.00, 0.40-4.00, 0.10-1.00, 0.05-0.50 and 0.10-1.00 µg/ml(r＞0.999). The 
average recoveries of 2-10 were 99.5％, 97.3％, 98.1％, 97.9％, 98.8％, 97.7％, 96.8％, 96.5％ and 97.7％, with RSDs 
of 2.30％, 2.47％, 2.01％, 2.13％, 1.92％, 1.83％, 2.27％, 2.63％ and 2.23％, respectively. The detection limit of 2-10 
were 0.01, 0.005, 0.02, 0.01, 0.01, 0.02, 0.02, 0.01 and 0.01 µg/ml, and the quantitation limit were 0.03, 0.015, 0.06, 0.03, 
0.03, 0.06, 0.06, 0.03 and 0.03 µg/ml. The method is accurate, reliable, reproducible, and suitable for the simultaneous 
determination of nine related substances in alanyl glutamine, which provides a reliable method for the quality control of 
alanyl glutamine.

Key Words: alanyl glutamine; related substance; UPLC; content determination

丙氨酰谷氨酰胺 (alanyl glutamine，1) 是临床

常用的氨基酸类药物，具有补充营养必需氨基酸、

维持体内酸碱平衡、增强机体免疫力等功能 [1—2]。

目前国内有 12 个原料药生产批准文号，42 个注射

剂生产批准文号 [3]。1收载于《中华人民共和国药典》

2015 年版 (ChP 2015) 二部，在美国药典 40 版 (USP 
40) 中也有收载。

对 ChP 2015 与 USP 40 中 1 的有关物质检验
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项目进行比较，发现两个标准中有关物质检验的

HPLC 条件基本相同，但是，检验的有关物质存在

较大差别。ChP 2015 中检验的有关物质分别为环 -

(L- 丙氨酰 -L- 谷氨酰胺 )[Cyclo-(Ala-Glu)，2]、
环 -(L- 丙氨酰 -L- 谷氨酸 )[Cyclo-(Ala-Gln)，3]、
L- 焦谷氨酰 -L- 丙氨酸 (Pyr-Ala-OH，4)、L- 焦谷

氨酸 (L-pyroglutamic acid，5)、D- 丙氨酰 -L- 谷氨

酰胺 (D-alanyl-L-glutamine，6)、L- 丙氨酰 -L- 谷
氨酸 (Ala-Gln，7) ；USP 40 中检验的有关物质分

别为 2、7、L- 丙氨酸 (L-alanine，8)、L- 谷氨酰

胺 (L-glutamine，9)、丙氨酰丙氨酰谷氨酰胺 (Ala-
Ala-Glu，10)。笔者按照标准中 HPLC 条件进行检

验时，发现以下问题：①有关物质 5 与 8 色谱峰完

全重合，5 与 8 分别收载于两个标准中，而同一个

色谱峰在两个标准中被认定为2个不同的有关物质；

②有关物质 8 与 9 色谱峰分离度较差；③供试品溶

液中 1 的浓度较大，色谱峰托尾，严重影响了有关

物质 10 的检验。本研究对标准中的检验方法进行

改进，采用超高效液相色谱 (UPLC) 技术，并对流

动相的色谱条件进行优化，可以同时检验 ChP 2015

和 USP 40 中的 9 种有关物质，该方法专属性好、

耐用性强、灵敏度高，可为 1 原料药的质量控制提

供参考。

1   仪器与试药

1290 型超高效液相色谱仪，配有在线真空脱气装置、

四元梯度泵、自动进样器、柱温箱以及 DAD 检测器 ( 美国

Agilent 公司 )。

1( 含 量 99.7 ％， 批 号 140702-201704)、2( 含 量

98.5 ％，批号 140761-201903)、3( 含量 96.5 ％，批号

140766-201702)、4( 含量 97.3％，批号 140762-201702)、

5( 含量 100.0％，批号 140763-201602)、6( 含量 89.5％，

批 号 140764-201702)、7( 含 量 91.3 ％， 批 号 140765-

201702)、8( 含量 100.0％，批号 140680-201604) 和 9( 含量

99.5％，批号 140705-201804) 对照品均购自中国食品药品

检定研究院；10 对照品 (BACHEM 公司，含量 100％，批

号 1034612) ；1 原料药 (自制 [4]，批号 190301-1、190301-

2、190301-3)，乙腈为色谱纯，磷酸二氢钾为优级纯，水为

超纯水，其他试剂均为分析纯。

2   方法与结果

2.1   色谱条件

色谱柱 Inertsil Amide 酰胺柱 (4.6 mm×250 mm，

3 µm) ；流动相 乙腈 -0.05 mol/L 磷酸二氢钾缓冲液

(用磷酸调至 pH 4.5)(72 ∶ 28) ；流速 0.5 ml/min ；

检测波长 205 nm ；柱温 35 ℃；进样量 5 µl。
2.2   溶液配制

对照品贮备溶液 ：精密称取 1 ～ 10 对照品适

量，各置 50 ml 量瓶中，用流动相溶解并稀释至刻

度，摇匀，制得浓度 /µg·ml-1 分别为 1 200、2 500、
3 20、4 250、5 300、6 100、7 400、8 100、9 50、
10 100 的对照品贮备溶液。

供试品溶液：精密称取 1 原料药 100 mg，置

100 ml 量瓶中，用流动相溶解并稀释至刻度，摇匀，

过滤，制得浓度为 1.0 mg/ml 的供试品溶液。

系统适用性试验溶液：精密量取 1 ～ 10 对照

品贮备溶液各 0.1 ml，置同一 100 ml 量瓶中，用流

动相稀释至刻度，摇匀，作为系统适用性试验溶液。

2.3   系统适用性试验

取“2.2”项下供试品溶液与系统适用性试验溶

液，按“2.1”色谱条件分别进样测定，同时记录色

谱图 (图 1)。结果显示，在该色谱条件下，各有关

物质色谱峰与主峰分离度均大于 1.5，各有关物质

色谱峰之间的分离度均大于 1.5，理论板数以 1 峰

计大于 10 000。
2.4   专属性试验

称取本品 5 份，各约 100 mg，置 100 ml 量瓶

中，分别进行下列试验。①酸破坏试验 ：精密加入

1 mol/L 盐酸溶液 1 ml，室温放置 15 min，精密加

入 1 mol/L 氢氧化钠溶液 1 ml 中和，用流动相稀释

至刻度，摇匀；②碱破坏试验 ：精密加入 1 mol/L

氢氧化钠溶液 1 ml，室温放置 15 min，精密加入

1 mol/L 盐酸溶液 1 ml，用流动相稀释至刻度，摇匀；

③氧化破坏试验 ：精密加入 30％双氧水 1 ml，室

温放置 1 h，用流动相稀释至刻度，摇匀；④高温

破坏试验 ：将样品平铺于扁形称量瓶中，于 100 ℃
加热 12 h，用流动相溶解后转移至 100 ml 量瓶中，

并稀释至刻度，摇匀；⑤光照破坏试验 ：将样品溶
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液倒入石英吸收皿中，置紫外光灯 (245 nm) 下放

置 24 h。按照“2.1”项下色谱条件进样测定，记录

色谱图 ( 图 2)。结果显示，1 在光照和高温条件下

较为稳定，而在酸、碱和氧化条件下不稳定，也产

生了较多的未知杂质。1 经酸、碱、氧化、高温和

光照破坏试验后，各有关物质峰之间以及与新产生

的杂质峰之间均能完全分离。

2.5   线性试验 

精密量取 1 ～ 10 对照品贮备溶液各 1 ml，置

100 ml 量瓶中，用流动相稀释至刻度，摇匀，分

别精密量取 1、2、4、6、8、10 ml，置 10 ml 量瓶

中，用流动相稀释至刻度，摇匀，制得标准系列溶

液。进样测定，记录色谱图。以溶液浓度 c(µg/ml)
为横坐标，峰面积 Y 为纵坐标，进行线性回归，得

标准曲线方程。1 ～ 10 的标准曲线方程、相关系数

(r) 和相对校正因子 (RF) 结果见表 1。取最低浓度

系列溶液，用流动相逐步稀释，按“2.1”项下色谱

条件测定，以 S/N=10 求得 1 ～ 10 的定量限 (LOQ)，

以 S/N=3求得 1～ 10的检测限(LOD)。结果见表 1。
2.6   回收率试验

精密称取 1 原料药 (批号 190301-1)50 mg，共

9 份，各置 100 ml 量瓶中，分别精密加入各有关物

质对照品贮备溶液 80、100、120 µl ；配制成含各

有关物质低、中、高 3 种浓度的回收率试验溶液，

各 3 份，分别进样测定。结果 2 ～ 10 的平均回收

率 /％分别为 99.5、97.3、98.1、97.9、98.8、97.7、
96.8、96.5 和 97.7，RSD/％分别为 2.30、2.47、2.01、
2.13、1.92、1.83、2.27、2.63 和 2.23。
2.7   精密度、稳定性和重复性试验

取系统适用性试验溶液，连续进样 6 次，记录
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图 1   典型色谱图

Fig.1   Typical Chromatograms

表 1   线性试验、LOD、LOQ 及 RF 结果

Tab.1   Results of Linearity Test, LODs, LOQs and RFs
化合物 标准曲线方程 线性范围/µg·ml-1 r LOD/µg·ml-1 LOQ/µg·ml-1 RF

1 Y=94.795 c-1.288 0.20～2.00 0.999 9 0.02 0.06 -

2 Y=22.548 c+0.918 0.50～5.00 0.999 9 0.01 0.03 4.20
3 Y=99.164 c+0.103 0.02～0.20 0.999 6 0.005 0.015 0.96
4 Y=50.181 c+0.416 0.25～2.50 0.999 3 0.02 0.06 1.89
5 Y=84.726 c+0.225 0.30～3.00 0.999 8 0.01 0.03 1.12
6 Y=90.090 c+0.603 0.10～1.00 0.999 2 0.01 0.03 1.05
7 Y=78.890 c-0.507 0.40～4.00 0.999 8 0.02 0.06 1.20
8 Y=100.530 c-0.072 0.10～1.00 0.999 1 0.02 0.06 0.94
9 Y=39.386 c+0.225 0.05～0.50 0.999 8 0.01 0.03 2.41
10 Y=83.279 c-0.044 0.10～1.00 0.999 9 0.01 0.03 1.14
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图 2   破坏试验色谱图

Fig.2   Chromatograms of Destruction Test

色谱图，结果 1 ～ 10 峰面积的 RSD 均小于 1.5％。

取 1 原料药 ( 批号 190301-1)，按“2.2”项

下方法配制供试品溶液，室温放置 0、2、4、8 和

12 h 后进样，记录色谱图，结果 2 ～ 10 有关物质

峰面积的 RSD 均小于 2.0％。表明供试品溶液在室

温放置 12 h 内稳定。

取 1 原料药 (批号 190301-1)，按“2.2”项下

方法配制供试品溶液，共 6 份，分别进样测定，记

录色谱图，结果 2 ～ 10 有关物质含量的 RSD 均小

于 2.0％。表明该方法重复性良好。

2.8   耐用性试验

取系统适用性溶液分别进样，以各色谱峰的分

离度为指标，分别考察了不同型号色谱柱 (Polaris 
NH2 和 Ultimate XB NH2)、柱温 (30、35 和 40 ℃ )、

检测波长 (203、205 和 207 nm)、流速 (0.4、0.5 和

0.6 ml/min) 等条件变化对检测结果的影响。结果表

明当以上条件发生变化时，各色谱峰均可以满足系

统适用性试验的要求。

2.9   样品测定

取 1 原料药 3 批，按“2.2”项下方法分别配制

供试品溶液，按照杂质对照品外标法进样测定，记

录色谱图，计算各供试品中 2 ～ 10 有关物质含量，

结果见表 2。同时采用 ChP 2015 中色谱条件对化合

物 2、3、4、6、7 进行检测。由于在 ChP 2015 中

色谱条件下，化合物 5 与 8 色谱峰完全重合，9 色

谱峰与 8 色谱峰分离度很差，10 色谱峰受主成分色

谱峰托尾影响严重，均不能准确定量，因此，仅对

化合物 2、3、4、6、7 进行定量检测。结果见表 2

所示，其检测结果与本文新建立方法完全一致，表

明本文新建立方法是可靠的。

3   讨论

本试验分别比较了 C18 柱、氨基色谱柱和酰胺

基色谱柱，由于各化合物均为离子型化合物，极性

较大，在反相色谱柱上保留很弱，不宜采用 C18 柱。

同时，参考 ChP 2015 和 USP 40 中方法，选用氨基

色谱柱时，系统的耐用性很差，流动相比例稍有变
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化，各有关物质色谱峰保留时间产生较大的变化，

并且氨基色谱柱存在需要平衡时间长，色谱峰保留

时间漂移等问题。酰胺基色谱柱是采用高纯硅胶为

基质，键合烷基酰胺基，对高极性化合物具有强保

留能力的亲水性色谱柱 [5—6]。本试验选用的酰胺基

色谱柱对各有关物质均有较强的保留能力，同时克

服了氨基色谱柱耐用性差的问题。采用超高效液相

色谱仪，选用 3 µm 粒径色谱柱，显著提高了柱效和

各化合物的分离度，使得在普通液相色谱仪和常规

色谱柱上不能分开的化合物色谱峰实现了完全分离。

由于各化合物均没有特征性紫外吸收，本试验

利用各化合物的末端吸收进行检测。ChP 2015 和

USP 40 采用 215 nm 作检测波长，为了提高检测的

灵敏度，本试验采用 205 nm 作检测波长，各化合

物的紫外吸收响应值显著增强。采用乙腈 - 磷酸盐

缓冲溶液作流动相，乙腈的截止波长较低，对各化

合物的紫外吸收没有影响。

本试验考察了流动相比例对各化合物色谱峰的

分离情况。结果发现，化合物 8 和 9 对流动相比例

变化非常敏感，通过调整流动相比例，可使得化合

物 5 和 8 之间、8 和 9 之间均实现完全分离，化合

物 1 和 10 之间的分离度也进一步增加。本试验选

用超高效液相色谱仪，降低了供试品溶液的浓度和

进样量，改善了化合物 1 的色谱峰拖尾，使得化合

物 10 的检测不再受到 1 的影响。

由于各化合物均为离子型化合物，流动相的

pH 值对各化合物的保留行为产生较大影响。ChP 
2015 中规定磷酸盐缓冲液 pH 4.0，USP 40 中并没

有规定磷酸盐缓冲液的 pH 值，但实际测得 pH 4.3。
本试验分别考察了 pH 4.0、pH 4.3、pH 4.5 和 pH 4.8

表 2   有关物质测定结果 1)/ mg·g-1(n=3)
Tab.2   Determination Results of Related Substances/ mg·g-1(n=3)

批号 2 3 4 5 6 7 8 9 10
190301-1 1.01(1.01) 0.04(0.04) 0.52(0.52) 0.61 0.23(0.22) 0.79(0.79) 0.19 0.10 0.21
190301-2 1.02(1.02) 0.04(0.04) 0.51(0.51) 0.59 0.20(0.20) 0.75(076) 0.22 0.11 0.25
190301-3 1.01(1.02) 0.04(0.04) 0.51(0.52) 0.59 0.21(0.21) 0.79(0.78) 0.20 0.13 0.20

注：括号内数值为采用ChP 2015色谱条件检测结果

时，各化合物色谱峰的峰形和分离度。当 pH 4.5 时，

各化合物的峰形正态，且分离度较大。

本文按照新建立的方法对 9 种有关物质进行检

测，同时按照加校正因子的主成分自身对照法进行

了检测，并采用配对 t 检验，表明 2 种方法所测结

果没有显著性差异 (P ＞ 0.05)。
ChP 2015 和 USP 40 采用相似的液相色谱条件，

共检测 9 种有关物质。ChP 2015 标准中有关物质

5 和 USP 40 标准中有关物质 8 色谱峰保留时间完

全一致，而且有关物质 8 和 9 分离度较差，有关物

质 10 色谱峰受 1 拖尾影响严重，这是 ChP 2015 和

USP 40 标准存在的严重问题。本研究对 2 个标准进

行仔细研读，并通过试验对原方法进行改善，建立

的方法可以同时检测 9 种有关物质，且方法准确可

靠、灵敏度高，为 1 原料药中 9 种有关物质的检测

提供参考。
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