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基于高效液相色谱法分析非奈利酮杂质种类及含量
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【摘 要】：本文介绍了一种利用 HPLC 对非奈利酮（1）中的相关杂质进行检测的方法。实验中采用了 Agilent Zorbax SB-C18

色谱柱（规格为 4.6mm×250mm，填料粒径 5μm），并选择 0.02mol 磷酸二氢钾缓冲盐作为流动相 A，同时以乙腈作为流动相 B

进行梯度洗脱分离。实验数据表明，该检测手段具备较高的精准度与敏感度，同时在耐用性、专属性以及线性关系方面表现优异，

能够为非奈利酮原料药的质量评估工作提供坚实可靠的技术保障。
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1 引言

作为一种新型口服的选择性非甾体盐皮质激素受体拮抗

剂，非奈利酮由拜耳公司研发。该药物于 2021年 7月 9日获

得美国食品药品监督管理局的批准并上市，该药物主要用于治

疗成人因Ⅱ型糖尿病(T2D)引发的慢性肾病(CKD)[1]。

专利中关于非奈利酮杂质及其含量的检测方法较为简略：

HPLC 仪器类型：HP 1100系列；UV DAD；柱：Phenomenex

Gemini 3u 30mm×3.00mm；洗脱液 A：1 升的水加 0.5毫升的

50%甲酸，洗脱液 B：1升的乙腈加 0.5毫升的 50%甲酸；柱温：

50℃；UV检测器：210nm[2]。因此一种可靠的分析方法对非奈

利酮原料药的质量评估显得尤为重要。

本研究探讨了高效液相色谱技术在非奈利酮原料药中杂

质分析方面的应用情况。

2 仪器与试药

2.1仪器

高效液相色谱仪和万分之一分析天平。

2.2试药

本研究中所涉及的相关杂质共计七种，具体为编号 2至 8

的物质（其详细的化学结构可参见图 1），同时还包含了三批

原料药样品，其批号依次为 241101、241102以及 231103。实

验中使用的对照品包括：非奈利酮对照品（纯度 99.8%），2

的对照品（纯度 97.5%），3的对照品（纯度 96.8%，），3的

对照品（纯度 97.2%），4的对照品（纯度 96.8%），5的对照

品（纯度 95.8%），6的对照品（纯度 96.6%），7的对照品（纯

度 99.0%），8 的对照品（纯度 97.1%），上述对照品均来自

浙江科聚生物医药有限公司。乙腈（HPLC）；超纯水，磷酸

二氢钾（AR），氢氧化钾（AR）。

图 1 非奈利酮 1及其杂质 2-8的结构

3 检测方法和试液制备

3.1色谱条件

实验选用的色谱柱为 Agilent Zorbax SB-C18柱。流动相 A

为磷酸盐缓冲溶液，其具体制备方法为在 1000mL蒸馏水中加

入 20mmol的磷酸二氢钾，随后用 10%氢氧化钾溶液调节溶液

的 pH值至 7.0；流动相 B 则选用乙腈，梯度洗脱的条件设定

如下：在 1至 3分钟的时间段内，流动相 A的比例保持在 90%；

3至 35分钟，A90%变到 20%；35至 40分钟，A20%;40至 41min，

A20%变到 90%；41至 50分钟，A90%）；流速 1.0mL/min；

检测波长 255nm，柱温 30℃；进样量 5μL。

3.2溶液配置

A、空白溶液：乙腈

B、2~8 对照品储备液：分别精密称取杂质 2~8 对照品适

量，各加入适量乙腈溶解，制成约 0.5mg/mL。

C、2~8对照品溶液：精密量取 B适量，分别用乙腈稀释

成每约 1μg/mL。

D、混合杂质对照品储备液：精密量取 B适量，用乙腈稀

释成约 20μg/mL。
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E、混合杂质对照品溶液：精密量取 D适量，用乙腈稀释

成约 1μg/mL。

F、适用性溶液：精密称取 1对照品 50mg，置 100ml 容量

瓶中，加入适量乙腈溶解，并精密加入 D 5mL，用乙腈稀释至

刻度，摇匀即得。

G、供试品溶液：精密称取适量非奈利酮原料药，加入适

量乙腈溶解，制成约 1mg/mL供试品溶液。

H、加标供试品溶液：精密称取 100mg 非奈利酮原料药，

加入适量乙腈溶解，并精密 D 5mL，用乙腈稀释至刻度，摇匀

即得。

4 试验与分析

4.1系统适应性试验和专属性试验

实验过程中，需依次对空白溶液、系统适用性溶液、混合

杂质对照品溶液及加标供试品溶液进行处理，按照指定的色谱

分析条件完成进样操作并记录相应的色谱图谱。经检测发现，

空白溶液不会对测定过程产生干扰，并且各检测峰之间的分离

度均达到规定标准。

4.2强制性降解试验

准确称取六份 50毫克的样品，每份样品将按如下步骤操

作：未受破坏：采用乙腈进行溶解后定容至 50mL，充分摇匀；

酸破坏：加入 0.1mol/L盐酸溶液 5mL，于常温条件下静置 24

小时，随后加入 0.1mol/L氢氧化钠溶液 5mL 进行中和处理，

接着用乙腈溶解并定容至 50mL，充分摇匀；碱破坏则是取 5mL

浓度为 0.1mol/L的氢氧化钠溶液，在室温条件下静置 24小时，

之后添加 5mL 浓度为 0.1mol/L的盐酸溶液进行中和处理，接

着用乙腈溶解并定容至 50mL，充分摇匀；氧化破坏：取适量

样品，加入 30%过氧化氢溶液 5mL，在室温条件下静置 24小

时，之后用乙腈进行溶解并定容至 50mL，充分摇匀；光照破

坏：固体样品需置于光照强度（4500±500）1x的光照稳定箱内

持续 24小时，随后与未破坏样品一样稀释；高温破坏：将固

体样品铺平放置在 80℃烘箱中 24h，再用乙腈溶解并定容至

50mL，摇匀。对已进行破坏性处理的样品进行检测时，需依

照“3.1”章节所规定的色谱分析参数开展实验操作。在此过程

中，将运用 DAD对样品的紫外吸收光谱进行扫描，扫描的波

长范围设定为 190至 500nm，同时对分离后的各组分色谱图进

行记录。实验数据显示，化合物 1在遭遇酸性或碱性环境时，

其结构会发生分解，进而产生杂质 2以及若干新的未知杂质；

在氧化破坏环境中，其会分解产生杂质 2以及较多的未知杂质；

而在光照与高温的破坏实验中，虽未观察到新的杂质生成，但

杂质 8的含量却出现了不同程度的增加。值得注意的是，各破

坏条件下生成的降解产物与目标物质均能实现有效分离，同时

与已知杂质之间也具备良好的分离效果。从峰纯度的检测结果

来看，在各项破坏性试验所记录的色谱图形中，目标物 1均呈

现为独立的色谱峰，其峰纯度数值超过了 990。从上述实验数

据可以看出，该方法具备较强的专属性，能够对样品里的降解

产物进行有效识别与检测。

4.3检测限和定量限

实验中，需先对“3.2”所述的混合杂质对照品储备液进行

处理，采用乙腈进行逐步稀释操作，随后进行进样检测与分析，

通过测定信噪比（S/N）分别达到 3和 10时的情况，进而计算

得出检测限（LOD）和定量限（LOQ）。结果如表 1所示。

4.4线性和范围

取“3.2”中的混合杂质对照品储备液，采用乙腈进行定量

稀释操作，制备成包含各有关杂质定量限（LOQ）、50%、100%、

150%、200%浓度水平的溶液。随后，按照“3.1”章节规定的

色谱分析条件对上述溶液进行检测，并对获得的峰面积数据进

行记录。随后，将所记录的峰面积（以 A表示）作为纵轴变量，

对应的质量浓度（以 c表示）作为横轴变量，进行线性回归分

析。基于上述线性回归分析，各杂质 2至 8的回归方程、相关

系数（r）、线性范围、检测限（LOD）及定量限（LOQ）的

具体数据汇总于表 1中。

表 1 线性试验结果

化合物 线性方程
相关系

数 r
线性范围，

μg/mL
LOD，
μg/mL

LOQ，
μg/mL

2 A=11.216c+0.1255 0.9997 0.36~2.01 0.12 0.36

3 A=13.983c+0.2305 0.9993 0.30~2.03 0.10 0.30

4 A=15.046c+0.0169 0.9994 0.33~2.02 0.11 0.33

5 A=15.479c+0.0229 0.9996 0.30~2.02 0.12 0.36

6 A=12.718c+0.0627 0.9995 0.30~2.00 0.10 0.30

7 A=11.455c+0.0282 0.9994 0.39~2.02 0.13 0.39

8 A=18.271c+0.1247 0.9997 0.27~2.03 0.09 0.27

4.5准确度试验

取原料药 1（批号 241101）50mg共 9份，精密置于 50mL

容量瓶中，随后向各容量瓶中加入“3.2”项下混合杂质对照品储

备液的适宜体积，再以乙腈定容至刻度，从而制备出低、中、

高三个浓度梯度（分别为 50%、100%和 150%）的加标溶液，

每个浓度梯度设置 3份平行样，同时另取 2份容量瓶仅用乙腈

定容作为不含杂质的对照溶液。随后，采用“3.1”项下的色谱分

析条件进行检测，并运用外标法对杂质 2至 10的回收率进行

计算。结果显示，杂质 2~10的平均回收率（n=9）分别为 95.5%、

96.3%、103.5%、96.9%、98.1%、104.9%、97.6%；RSD分别

为 4.4%、6.3%、4.9%、3.8%、5.1%、5.6%、6.6%。说明该方

法的准确度良好。

4.6精密度试验

（1）重复性试验：为开展重复性试验，需依据“4.4”章
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节中关于中浓度水平（即 100%各杂质限度）溶液的制备要求，

平行制备六份样品溶液，从而获得试验所需的重复样本。随后，

依据“3.1”部分规定的色谱操作条件对上述溶液进行定量分析，

计算每份溶液中单个杂质及总杂质的百分含量，并进一步统计

这些含量数据的相对标准偏差。结果如表 2所示，说明该方法

重复性良好。

（2）中间精密度试验：在不同的实验条件下，包括由不

同操作人员、采用不同检测设备以及在不同时间点，对同一批

次的“4.5.1”样品开展分析工作。随后，依据“3.1”章节规定

的色谱分析条件对这些溶液进行检测，分别算出单个杂质与总

杂质的含量数值，并进一步计算出相应的相对标准偏差

（RSD）。结果见表 2。对 12个样品实施检测后的数据显示，

此分析方法具备优良的精密特性。

表 2 中间精密度试验结果

仪器/人员 仪器 A/人员 A(n=6) 仪器B/人员B(n=6) 12份样品

2RSD,% 3.9 4.6 4.3

3RSD,% 4.1 3.8 3.9

4RSD,% 5.1 5.7 5.5

5RSD,% 5.5 5.1 5.3

6RSD,% 3.3 4.9 4.5

7RSD,% 4.0 6.2 5.3

8RSD,% 5.3 3.5 4.6

总杂质 RSD,% 4.7 5.3 5.1

4.7溶液稳定性考察试验

实验过程中，将“3.2”章节所制备的供试品溶液及混合杂

质对照品溶液置于室温环境并避免光照，随后在 0、2、6、12、

24小时这几个时间节点分别进行进样操作。实验数据显示，在

室温避光条件下，供试品溶液经过 24小时的放置后，其已知

杂质及最大未知单杂的峰面积均未出现显著波动，证实该溶液

具备良好的稳定性能。

4.8样品测试

在优化好的色谱分析条件下，研究人员对三批非奈利酮原

料药样品中的各个有关物质进行了系统检测。该实验中，杂质

2至 8的含量通过外标法进行测定，而其他未明确标识的杂质则采

用面积归一化法来计算其占比，具体数据结果呈现于表 3中。

表 3 样品检测结果

批号 241101,% 241102,% 241103,%

2 未检出 未检出 未检出

3 0.01 0.01 0.01

4 0.05 0.04 0.06

5 未检出 未检出 未检出

6 未检出 未检出 未检出

7 0.01 未检出 0.01

8 0.01 0.01 0.01

未知最大单杂 0.02 0.02 0.02

总杂质 0.13 0.11 0.14

5 讨论

5.1色谱条件

实验过程中，研究人员运用 DAD对目标物质 1及其各类

杂质开展了全波长范围的光谱扫描。分析各对照品溶液的图谱

数据后发现，目标物质 1与所有杂质在 255nm的波长条件下均

呈现出较强的吸收特性，因此，255nm被确定为该杂质分析检

测的适宜波长。

在进行色谱柱的选择实验过程中，研究人员重点评估了

Zorbax Eclipse XDB-C18、Zorbax SB-C18、Zorbax RX-C18 这

三种固定相在分离目标物 1及其相关杂质时的表现，包括保留

行为和分离效果等关键指标。通过系统对比分析，结果显示

Zorbax SB-C18色谱柱在保留时间控制、分离度数值以及色谱

峰形状等方面均展现出最佳性能。

在筛选流动相体系的过程中，研究人员对乙酸铵与乙腈、

磷酸二氢钾和乙腈等多种组合进行了试验分析，结果表明当采

用 pH值设定为 7.0的磷酸二氢钾水溶液与乙腈作为流动相时，

目标物质的色谱峰形态更为理想，各组分之间的分离效果也达

到最佳状态。

5.2小结

本研究采用高效液相色谱技术，对非奈利酮原料药中的相

关杂质进行了检测与分析。该检测方法的系统适用性、专属性、

线性、线性范围、检测限和定量限、准确度、精密度、耐用性及溶

液稳定性等指标均符合 ICH标准中对方法学验证的各项规定，

为非奈利酮原料药质量的科学评价提供了坚实的技术保障。
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