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HPLC 法测定二甲双胍格列本脲片（Ⅱ）中格列本脲的有关物质

史芳，连亚飞，秦甲
（河南中帅医药科技股份有限公司，郑州 450001）

摘要　目的：建立 HPLC 法测定二甲双胍格列本脲片（Ⅱ）中格列本脲的有关物质。方法：色谱柱为 C8 柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相 A 为 pH 3.5 的磷酸二氢铵溶液（取磷酸二氢铵 1.725 g，加水 300 mL 溶

解，用磷酸调节 pH 至 3.5±0.05），流动相 B 为乙腈，梯度洗脱，流速为 1.0 mL·min-1，柱温为 40 ℃，检测

波长为 230 nm。结果：格列本脲与已知杂质及强制破坏产生的降解产物均分离良好；格列本脲杂质Ⅰ、

格列本脲杂质Ⅱ、格列本脲杂质 B、格列本脲杂质 C、格列本脲杂质 D、格列本脲杂质 E 和格列本脲的定

量下限分别为 0.037、0.016、0.021、0.074、0.049、0.073 和 0.049 μg·mL-1，检测下限分别为 0.011、0.004 7、
0.006 2、0.022、0.015、0.022 和 0.015 μg·mL-1；格列本脲杂质Ⅰ、Ⅱ、B、C、D、E 和格列本脲的质量浓度分别在

0.037 43~2.245 5 μg·mL-1（r=0.999 9）、0.015 62~0.780 8 μg·mL-1（r=1.000）、0.020 76~0.778 5 μg·mL-1

（r=1.000）、0.073 69~0.736 9 μg·mL-1（r=0.999 9）、0.049 30~0.739 5 μg·mL-1（r=0.999 9）、0.073 28~0.732 8 
μg·mL-1（r=0.999 9）和 0.051 49~0.386 2 μg·mL-1（r=0.999 7）范围内与峰面积呈良好的线性关系；杂质Ⅰ、

Ⅱ、B、C、D、E 低、中、高 3 种浓度的平均回收率（n=9）分别为 106.1%、102.6%、101.0%、100.0%、101.3%
和 99.0%。3 批样品有关物质测定结果显示，各已知杂质的含量均低于 0.2%，其他最大单个杂质的含量均

低于 0.1%，除杂质Ⅰ外，杂质总量均低于 0.5%。结论：本方法可以用于二甲双胍格列本脲片（Ⅱ）中格列

本脲的有关物质测定。

关键词：二甲双胍格列本脲片；复方制剂；格列本脲；有关物质；高效液相色谱法

中图分类号：R 917　　　文献标识码：A　　　文章编号：0254-1793（2019）11-2051-08
doi：10.16155/j.0254-1793.2019.11.18

Determination of related compounds of glyburide in glyburide and 
metformin hydrochloride tablets （Ⅱ） by HPLC

SHI Fang，LIAN Ya-fei1，QIN Jia1

（Zhongshuai Pharmaceutical SCI&TECH CO.，Ltd.，Zhengzhou 450001，China）

Abstract　Objective：To establish an HPLC method for the determination of related substances of glyburide 
in glyburide and metformin hydrochloride tablets （II）．Methods：C8（250 mm×4.6 mm，5 μm）column 
was adopted in this study，and the mobile phase A was monobasic ammonium phosphate buffer solution （dissolve 
1.725 g of monobasic ammonium phosphate in 300 mL of water，and adjust to pH 3.5±0.05 with phosphoric
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盐酸二甲双胍和格列本脲均为临床常用的降糖

药，两者作用机制不同，联用具有协同作用，减少用药

量，降低不良反应，可有效地发挥控制血糖的作用［1-2］。

目前国内对二甲双胍格列本脲片的研究多是对盐酸

二甲双胍和格列本脲含量的研究，对有关物质尤其是

格列本脲特定杂质的分析较少［3-8］。本文主要对格

列本脲的有关物质进行了研究。《中华人民共和国

药典》（简称《中国药典》）2015 年版和美国药典 40
版［9-10］收载的二甲双胍格列本脲片质量标准均采用

HPLC 法测定格列本脲有关物质，《中国药典》2015
年版控制了已知杂质格列本脲杂质Ⅰ和Ⅱ，美国药典

40 版控制了已知杂质Ⅰ，其他杂质作为未知杂质进

行控制。欧洲药典 9.0 版格列本脲项下共收载 5 个

已知杂质［11］，其中，杂质 A 与《中国药典》2015 年版

杂质Ⅰ相同。各已知杂质结构见图 1。参考上述二

甲双胍格列本脲片药典方法，重点关注复方制剂中相

关的辅料对杂质检测的干扰以及强制降解试验中主

药与各杂质的分离情况，建立了测定格列本脲有关物

质的 HPLC 法。

1　仪器与试药

1.1　仪器

Agilent 1260 型高效液相色谱法色谱仪（安捷伦

公司），U3000 型高效液相色谱仪（ThermoFisher 公

司），Inertsil C8-3 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm；填

料：辛烷基硅烷键合硅胶；岛津公司）；EX125DZH 型

十万分之一分析天平（奥豪斯公司）；KQ-500E 超声波

清洗器（500 W，40 kHz；昆山市超声仪器有限公司）。

1.2　试药

二 甲 双 胍 格 列 本 脲 片（Ⅱ）（自 制，批 号 为

20180208、20180208-2，规格：5 mg 格列本脲与 500 mg
盐酸二甲双胍）；二甲双胍格列本脲片（Ⅱ）（三门

峡赛诺维制药有限公司，批号为 180202，规格：5 mg
格列本脲与 500 mg 盐酸二甲双胍）；对照品格列本

脲（含 量 99.5%，批 号 100135-201105）、杂 质 Ⅰ（含

量 100.0%，批 号 100149-200603）、杂 质 Ⅱ（含 量

100.0%，批号 100150-201504），中国食品药品检定研

究院；盐酸二甲双胍对照品（由原料标定而得，含量

99.5%，批号 P031-170219-R）；杂质 B 对照品（USP，

含量 100.0%，批号 FOF178）；杂质 C 对照品（TLC，含

量 99.3%，批号 2192-002A5）；杂质 D 对照品（LGC，

含量 99.4%，批号 147108）；杂质 E 对照品（TLC，含

量 98.5%，批号 2208-083A2）。

乙腈（色谱纯，Merck 公司），磷酸二氢铵（分析

纯，天津市大茂化学试剂厂），磷酸（色谱纯，天津市

acid）；and the mobile phase B was acetonitrile with gradient elution at the flow rate of 1.0 mL·min-1．The column 
temperature was 40 ℃，and the detection wavelength was 230 nm．Results：Glyburide was well separated from the 
known impurities and the forced degradation products．The limits of quantitation were 0.037，0.016，0.021，

0.074，0.049，0.073，0.049 μg·mL-1 for glyburide impurityⅠ glyburide impurity，Ⅱ glyburide impurity，

B glyburide impurity，C glyburide impurity，D glyburide impurity，E and glyburide，respectively．The limits of 
detection were 0.011，0.004 7，0.006 2，0.022，0.015，0.022 and 0.015 μg·mL-1．There was a good linearity 
separately over the ranges 0.037 43-2.245 5 μg·mL-1（r=0.999 9）of glyburide related impurityⅠ，0.015 62-
0.780 8 μg·mL-1（r=1.000）of glyburide related impurityⅡ，0.020 76-0.778 5 μg·mL-1（r=1.000）of glyburide 
related impurity B，0.073 69-0.736 9 μg·mL-1（r=0.999 9）of glyburide related impurity C，0.049 30-
0.739 5 μg·mL-1（r=0.999 9）of glyburide related impurity D，0.073 28-0.732 8 μg·mL-1（r=0.999 9）of 
glyburide related impurity E，0.051 49-0.386 2 μg·mL-1（r=0.999 7）of glyburide．The average recovery rates 

（n=9）were 106.1%，102.6%，101.0%，100.0%，101.3% and 99.0% at the concentration level of low，medium and 
high concentrations，respectively．The results of related substances in the three batches of samples showed that the 
content of each known impurities was less than 0.2%，and the content of the other single impurities was less than 
0.1%．Except for impurityⅠ，the content of totol impurities was less than 0.5%．Conclusion：The method is suitable 
for the determination of related substances of glyburide in glyburide and metformin hydrochloride tablets （II）.
Keywords：glyburide and metformin hydrochloride tablets；compound preparations；glyburide；related compound；

HPLC
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大茂化学试剂厂），水为自制纯化水。

2　方法与结果

2.1　溶液的制备

2.1.1　供试品溶液　取二甲双胍格列本脲片（Ⅱ）30
片，研细，取细粉适量（约相当于格列本脲 12.5 mg），

精 密 称 定，置 50 mL 量 瓶 中，加 稀 释 剂［乙 腈 - 水

（50∶50）］适量，超声（500 W，40 kHz）20 min 使格列

本脲溶解，放冷，用稀释剂稀释至刻度，摇匀，滤过，取

续滤液，即得。

2.1.2　对照溶液　精密量取供试品溶液 1 mL，置

100 mL 量瓶中，用稀释剂稀释至刻度，摇匀，精密量

取 1 mL，置 10 mL 量瓶中，稀释剂稀释至刻度，摇匀，

即得。

2.1.3　对照品储备液　取杂质Ⅰ（杂质 A）、Ⅱ、B、C、

图 1　格列本脲各已知杂质的结构式

Fig. 1　Structures of glyburide’s known impurities
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D、E 和格列本脲的对照品适量，精密称定，用稀释剂

溶解配制成各杂质和格列本脲对照品储备液，根据各

检测项下要求，分别稀释配制溶液。

2.1.4　混合对照品溶液　取各杂质对照品储备液

适量，用稀释剂定量稀释制成每 1 mL 中含杂质Ⅰ约

1.5 μg、杂质Ⅱ B、C、D、E 各约 0.5 μg 的混合溶液，

即得。

2.1.5　系统适用性溶液　取格列本脲对照品、杂质

Ⅰ对照品和盐酸二甲双胍对照品各适量，精密称定，

用稀释剂溶解并稀释制成每 1 mL 中含格列本脲

0.25 mg、杂质Ⅰ 1.5 μg 和盐酸二甲双胍 25.0 mg 的

溶液，作为系统适用性溶液。

2.2　色谱条件与系统适用性

色谱柱为 Inertsil C8-3 色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm），流动相 A 为 pH 3.5 的磷酸二氢铵溶液（取

磷酸二氢铵 1.725 g，加水 300 mL 溶解，用磷酸调节

pH 至 3.5±0.05），流动相 B 为乙腈，进行梯度洗脱，流

速为 1.0 mL·min-1，柱温为 40 ℃，检测波长为 230 nm，

进样量为 20 μL。梯度洗脱程序见表 1。

表 1　梯度洗脱程序

Tab. 1　The program of gradient elution

时间

（time）/min
流动相 A

（mobile phase A）/%
流动相 B

（mobile phase B）/%

0 60 40

5 60 40

20 42 58

45 42 58

精密量取系统适用性溶液 20 μL 注入液相色谱

仪，进样测定，记录色谱图。在上述色谱条件下，格

列本脲重复进样的 RSD（n=5）为 0.04%；格列本脲

杂质Ⅰ重复进样的 RSD（n=5）为 1.7%，系统适用性

良好。

2.3　专属性试验

取 本 品，约 相 当 于 格 列 本 脲 2.5 mg，分 别 置

10 mL 量瓶中，在不同条件下进行强制降解试验，条

件如下：（1）未破坏样品；（2）酸破坏：加 1 mol·L-1

盐酸 2 mL，置 60 ℃水浴中，破坏 2 h；（3）碱破坏：

加 1 mol·L-1 氢氧化钠溶液 2 mL，置 60 ℃水浴中，

破 坏 6 h；（4）光 照 破 坏：药 物 光 照 稳 定 性 试 验 箱

中放置 5 d；（5）高温破坏：60 ℃水浴中，破坏 6 h；

（6）氧化破坏：3% 双氧水 1 mL，室温放置 17 h。6 种

条件下的样品均用乙腈定容至刻度，同时取空白辅料

适量，置 10 mL 量瓶中，采用与样品相同的破坏方式，

制备各破坏条件下的空白辅料样品，精密量取各溶液

20 μL 注入液相色谱仪测定，色谱图见图 2。空白溶

剂、空白辅料样品无干扰；经强酸、高温和氧化强制

降解后，降解杂质主要为杂质Ⅰ；在光照和强碱条件

下相对稳定。降解试验后各杂质与主成分的分离度

均符合规定，同时，对样品进行物料平衡的计算（以

未经破坏样品的主峰为 100%），结果表明，各破坏后

样品的主峰与杂质峰面积总和，均在 95%~105% 范

围内，物料基本守恒。

2.4　定量下限和检测下限

取各成分对照品储备液，逐步稀释后依法进样，

记录峰面积，选取信噪比约为 10∶1 时对应的各杂质

的浓度作为样品的定量下限，3∶1 时对应的各杂质

的浓度作为样品的检测下限，结果格列本脲杂质Ⅰ、

Ⅱ、B、C、D、E 和格列本脲定量下限分别为 0.037、

0.016、0.021、0.074、0.049、0.073 和 0.049 μg·mL-1，

检测下限分别为 0.011、0.004 7、0.006 2、0.022、0.015、

0.022 和 0.015 μg·mL-1。

2.5　线性关系考察

分别精密量取各成分对照品储备液适量，配

制成浓度分别为定量下限、杂质限度（杂质Ⅰ限度

为 0.6%，其 他 0.2%）20%、50%、80%、100%、150% 的

线性溶液。将线性溶液注入液相色谱仪，记录峰面

积，以杂质浓度 C 为横坐标，峰面积 A 为纵坐标，在

定量下限至限度 150% 内以峰面积对溶液浓度进行

线性回归，得线性方程，根据回归方程计算相对校正因

子［12］，结果如表 2 所示。

2.6　精密度试验

2.6.1　 重 复 性　 取 各 杂 质 对 照 品 储 备 液，按 照

“2.1.4”项下方法配制对照品溶液；按照“2.1.1”项下

方法平行配制 2 份供试品溶液，作为未加标溶液；另

称取 6 份样品，向样品中加入 100% 限度浓度的杂

质对照品，作为加标溶液。取上述各溶液，分别进样

测定，以外标法计算各杂质的回收率，6 份加标溶液

杂质Ⅰ、Ⅱ、B、C、D、E 平均回收率分别为 104.5%、

102.6%、101.2%、101.3%、102.3% 和 105.1%，RSD 分

别 为 1.8%、0.23%、0.34%、1.5%、0.27% 和 0.43%，表

明方法的重复性良好。
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1. 杂质 I（impurity I）　2. 杂质 B（impurity B）　3. 格列本脲（glyburide）

A. 酸降解（acid degradation）　B. 碱降解（base degradation）　C. 光照降解（light degradation）　D. 高温降解（high temperature degradation）　E. 氧化

降解（oxidation degradation）

图 2　降解试验色谱图

Fig. 2　Chromatograms of degradation tests
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2.6.2　中间精密度　溶液配制方法同重复性试验，在

不同的日期，由不同的实验人员操作检测，测得 6 份

加标溶液杂质Ⅰ、Ⅱ、B、C、D、E 平均回收率分别为

103.2%、101.1%、100.5%、101.0%、101.2% 和 104.3%，

RSD 分别为 1.0%、0.49%、0.22%、1.9%、0.39% 和 0.58%。

12 份加标溶液杂质Ⅰ、Ⅱ、B、C、D、E 回收率的 RSD
分 别 为 1.6%、0.89%、0.48%、1.6%、0.65% 和 0.65%，

表明方法的中间精密度良好。

2.7　溶液稳定性

取“2.6.1”项下加标溶液，于室温条件下放置

24 h，分别在 0、2、4、6、8、12、16、20、24 h，精密量取

20 μL 注入液相色谱仪，记录色谱图，格列本脲、杂

质 Ⅰ、Ⅱ、B、C、D、E 峰 面 积 的 RSD 分 别 为 0.12%、

4.9%、0.37%、0.19%、0.94%、0.31% 和 0.19%，说明各

成分在 0~24 h 内无明显变化，因此溶液可于室温稳

定保存 24 h。

2.8　加样回收率试验

取本品细粉 9 份，平均分为 3 组，每组 3 份，每份

约相当于格列本脲 12.5 mg，精密称定，置 50 mL 量瓶

中，分别加入杂质对照品适量，使杂质浓度分别为限

度浓度的 50%、100% 和 150%，加稀释剂适量，超声

20 min，放冷，用稀释剂稀释至刻度，摇匀，滤过，取续

滤液作为回收率供试溶液；精密量取 20 μL 注入液

相色谱仪，记录色谱图，计算回收率，结果见表 3，各

杂质在 3 个不同浓度水平的回收率均在 90%~110%
之间，符合规定。

2.9　耐用性试验

改变柱温（38、42 ℃）、检测波长（228、232 nm）、

流动相 pH（pH 3.3、pH 3.7），照有关物质测定方法进

行测定。结果表明，柱温、检测波长、流动相 pH 的变

化未导致分离效果、检出的杂质个数发生明显变化，

该方法耐用性良好。

2.10　样品有关物质的检测

取 3 批样品，制备供试品溶液，进样分析，记录色

谱图。6 个已知杂质按外标法计算，其他杂质按自身

对照法计算，3 批样品的有关物质测定结果见表 4。

其中检出的已知杂质分别采用加校正因子的自身对

照法再次计算含量，结果见表 5。

杂质Ⅰ和杂质 B 采用外标法和加校正因子的

自身对照法分别计算，结果基本一致，表明校正因子

计算法较为准确，可以用于杂质的计算，能够真实反

映格列本脲的有关物质含量，并简化杂质对照品的

使用。

3　讨论

3.1　检测波长的选择

《中国药典》2015 年版二甲双胍格列本脲片Ⅱ质

量标准格列本脲有关物质测定波长为 300 nm，美国

药典 40 版测定波长为 230 nm，本研究对格列本脲以

及格列本脲各杂质对照品溶液在 190~400 nm 进行全

波长紫外扫描，格列本脲在 230、300 nm 附近有吸收

峰，而各杂质均在 230 nm 附近有最大吸收，所以选择

230 nm 作为检测波长。

3.2　盐酸二甲双胍对测定的影响

本品为复方制剂，另 1 个主药成分为盐酸二甲双

胍，且两者含量相差较大，为避免二甲双胍峰对杂质

测定的影响，梯度中乙腈起始比例设置较低，可以使

格列本脲以及杂质的出峰时间延长，而盐酸二甲双胍

极性较大，在试验条件下，出峰较快，不影响杂质和格

列本脲的测定。

3.3　杂质限度的确定

本品标准中杂质限度的制定，要求不低于《中国

药典》2015 年版和美国药典 40 版中二甲双胍格列本

脲片质量标准，具体为杂质Ⅰ不得过 0.6%，杂质Ⅱ、

B、C、D、E 和其他单个杂质均不得过 0.2%。

表 2　杂质回归方程

Tab. 2　Regression equations of impurity

杂质

（impurity）

浓度范围

（concentration range）/（μg·mL-1）

线性方程

（liner equation）
r

相对校正因子

（relative correction factor）

格列本脲（glyburide） 0.051 49~0.386 2 A=66.10C+0.011 4 0.999 4 /
杂质Ⅰ（impurity Ⅰ） 0.037 43~0.2.245 5 A=82.72C+0.018 2 0.999 9 0.80
杂质Ⅱ（impurity Ⅱ） 0.015 62~0.780 8 A=71.73C+0.051 8 1.000 0.92
杂质 B（impurity B） 0.020 76~0.778 5 A=70.87C-0.029 4 0.999 4 0.93
杂质 C（impurity C） 0.073 69~0.736 9 A=37.67C-0.053 6 0.999 9 1.76
杂质 D（impurity D） 0.049 30~0.739 5 A=69.89C+0.072 0 0.999 9 0.95
杂质 E（impurity E） 0.073 28~0.732 8 A=56.02C-0.002 5 0.999 9 1.18
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表 3　回收率试验结果（n=9）

Tab. 3　Results of recovery
化合物

（compound）

加入量

（added amount）/μg
测得量 - 已有量

（measured amount-known amount）/μg
回收率

（recovery）/%
平均回收率

（average recovery）/%
RSD/%

杂质Ⅰ（impurity Ⅰ） 39.050 0 51.612 7 106.1 106.1 1.1
37.225 0 50.494 8 108.3
38.850 0 51.739 0 106.9
78.100 0 92.011 7 104.8
74.450 0 88.796 2 105.6
77.700 0 92.535 3 106.0

117.150 0 133.559 1 105.3
111.675 0 129.248 4 106.6
116.550 0 132.469 3 104.9

杂质Ⅱ（impurity Ⅱ） 12.993 8 13.686 9 105.3 102.6 1.9
12.462 5 13.107 8 105.2
12.393 8 12.890 5 104.0
25.987 5 26.760 8 103.0
24.925 0 25.262 9 101.4
24.787 5 25.013 8 100.9
38.981 3 39.434 1 101.2
37.387 5 38.044 1 101.8
37.181 3 37.323 9 100.4

杂质 B（impurity B） 12.112 5 17.107 4 99.9 101.0 0.64
12.525 0 17.731 6 101.7
12.737 5 17.904 1 101.3
24.225 0 29.329 2 100.4
25.050 0 30.289 8 100.9
25.475 0 30.870 5 101.5
36.337 5 41.471 9 100.3
37.575 0 43.140 8 101.5
38.212 5 43.734 4 101.4

杂质 C（impurity C） 12.207 7 12.064 5 98.8 100.0 1.3
12.474 6 12.339 1 98.9
12.933 8 12.672 1 98.0
24.415 4 24.659 6 101.0
24.949 1 24.893 1 99.8
25.867 7 26.047 2 100.7
36.623 1 37.244 1 101.7
37.423 7 37.616 9 100.5
38.801 5 39.130 4 100.8

杂质 D
（impurity D）

12.524 4 12.548 5 100.2 101.3 0.73
12.263 5 12.479 0 101.8
12.574 1 12.780 2 101.6
25.048 8 25.118 9 100.3
24.527 0 24.872 5 101.4
25.148 2 25.723 5 102.3
37.573 2 37.804 1 100.6
36.790 4 37.467 8 101.8
37.722 3 38.202 5 101.3

杂质 E
（impurity E）

12.177 1 13.620 2 98.0 99.0 2.3
11.887 7 13.015 3 95.3
12.564 9 14.152 0 99.2
24.354 1 26.865 4 103.4
23.775 4 25.077 4 98.4
25.129 8 26.365 6 98.2
36.531 2 38.095 4 99.7
35.663 2 37.535 1 100.5
37.694 7 38.830 4 98.6
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表 4　有关物质测定结果（%）

Tab. 4　The results of determination of related compounds
批号

（lot No.）
杂质（impurity） 其他最大单杂

（other maximum single impurity）

除杂质Ⅰ外总杂质

（total impurity except impurity I）Ⅰ Ⅱ B C D E
20180208 0.18 ND 0.040 ND ND ND 0.097 0.26

20180208-2 0.20 ND 0.040 ND ND ND 0.099 0.27
180202 0.16 ND 0.041 ND ND ND 0.10 0.22

　注（note）：ND 未检出（not detected）

表 5　杂质Ⅰ和杂质 B 测定结果（%）

Tab. 5　The result of determination of related 

impurity Ⅰ and B
批号（lot No.） 杂质Ⅰ（impurity Ⅰ） 杂质 B（impurity B）

20180208 0.19 0.045
20180208-2 0.22 0.046

180202 0.19 0.051

3.4　杂质分析及控制

测定了格列本脲已知杂质的校正因子，并采用

加校正因子的自身对照法计算各杂质的含量，结果与

外标法计算结果基本一致，表明校正因子测定较为

准确。杂质Ⅱ、B、D 的相对校正因子均在 0.9~1.1 之

间，可以采用自身对照法［13］进行控制；而杂质Ⅰ、C
和 E 的相对校正因子分别为 0.80、1.76 和 1.18，可以

采用加校正因子的自身对照法计算各杂质的含量。

综上所述，本试验采用 HPLC 法测定二甲双胍格

列本脲片Ⅱ中格列本脲的有关物质，方法学研究显

示，该方法专属、准确，且通用性比较好，可以用于格

列本脲有关物质的测定，为该药的进一步研究开发提

供了有效的质量控制方法。
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