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RP-HPLC 法测定安塞曲匹的有关物质

袁秀菊，姚亮元，宿亮
*
，王玲兰，刘若辉，赵静芝

 

（湖南千金湘江药业股份有限公司，株洲 412003）

摘要　目的：建立 RP-HPLC 法测定安塞曲匹有关物质。方法：采用 Agilent Zorbax SB C18（150 mm×4.6 mm，

5 μm）色谱柱，流动相采用乙腈 -0.1% 磷酸溶液，梯度洗脱，流速 1.0 mL·min-1，柱温 30 ℃，检测波长 210 nm。

结果：在选定的色谱条件下，主峰与各杂质峰均能良好分离，杂质 A、杂质 B、杂质 C、杂质 D、杂质 E 和安塞曲

匹分别在 0.41~24.52 μg·mL-1（r=0.999 9）、0.50~29.93 μg·mL-1（r=0.999 9）、0.46~27.88 μg·mL-1（r=0.999 6）、
0.58~34.99 μg·mL-1（r=0.999 8）、0.51~30.88 μg·mL-1（r=0.999 8）、0.55~1 090.4 μg·mL-1（r=0.999 9）浓度范围

内与峰面积呈良好线性关系。上述各杂质的定量下限分别为 4.95、3.23、5.02、5.44、3.79、3.37 ng，平均回收率

（n=9）分别为 93.5%、92.5%、94.1%、91.0%、93.2%。结论：经方法学验证，本法可用于安塞曲匹的有关物质测定。
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Determination of related substances of anacetrapib by RP-HPLC

YUAN Xiu-ju，YAO Liang-yuan，SU Liang*，WANG Ling-lan，

LIU Ruo-hui，ZHAO Jing-zhi
（Hunan Qianjin Xiangjiang Pharmaceutical Co.，Ltd.，Zhuzhou 412003，China）

Abstract　Objective：To establish an RP-HPLC method for the determination of related substances of 
anacetrapib．Methods：The determination was performed on an Agilent Zorbax SB C18 column（150 mm×4.6 
mm，5 μm），with a mobile phase consisting of a mixture of acetonitrile and 0.1% phosphoric acid solution by gradient 
elution．The flow rate was 1.0 mL·min-1．The column temperature was set at 30 ℃ and the detective wavelength was 
210 nm．Results：Related substances were completely separated from the principal component．The calibration curves 
for impurity A，impurity B，impurity C，impurity D，impurity E and anacetrapib，revealed good linearities over the ranges 
of 0.41-24.52 μg·mL-1（r=0.999 9），0.50-29.93 μg·mL-1（r=0.999 9），0.46-27.88 μg·mL-1（r=0.999 6），0.58-
34.99 μg·mL-1（r=0.999 8），0.51-30.88 μg·mL-1（r=0.999 8），0.55-1 090.4 μg·mL-1（r=0.999 9），respectively．

The limits of quantitation were 4.95，3.23，5.02，5.44，3.79，3.37 ng，and the recoveries（n=9）were 93.5%，

92.5%，94.1%，91.0%，93.2% for the above impurities，respectively．Conclusion：The method is proved by the 
methodology validation that it can be used for testing the related substances of anacetrapib．
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从而减轻动脉粥样硬化的程度，减少冠心病危险［7-10］。

根据默沙东原研专利报道［11-13］，安塞曲匹的合

成（合成路线见图 1）主要经 Suzuki 偶联、氯化、烷基

化反应得到终产物。由于安塞曲匹本身性质较稳定，

不易降解，最终引入的杂质主要是合成过程中的工艺

杂质（结构式见图 2）。为加强安塞曲匹的质量控制，

本文在详细研究的基础上，建立了 RP-HPLC 法测定

安塞曲匹中 5 个已知杂质和其他未知杂质，结果表

明，该方法操作简单，灵敏度高，专属性强，可用于安

塞曲匹的有关物质测定。

安塞曲匹（anacetrapib）是由美国默克公司研发的

口服小分子选择性胆固醇酯转移蛋白（CETP）抑制剂，

主要用于冠状动脉疾病（CHD）和动脉粥样硬化［1-2］。

CETP 是高密度脂蛋白（HDL）的重要调控因子，属

于脂肪转运和脂多糖结合蛋白家族成员［3-6］，通过

促进脂类在不同脂蛋白间的交换和转运，调节脂代

谢，其主要功能是在甘油三酯交换时，将胆固醇酯从

HDL 转运至极低密度脂蛋白（VLDL）和低密度脂蛋

白（LDL），同时将 VLDL 逆向转运给 HDL。抑制 CETP 的

转运功能，可提高血浆中 HDL 的水平，降低 LDL 的水平，

图 1　安塞曲匹合成路线图

Fig. 1　The synthetic routes of anacetrapib

图 2　安塞曲匹及其有关物质的结构图

Fig. 2　The structures of anacetrapib and its related substances

1　仪器与试药

Waters e2695 型高效液相色谱仪（配备 PDA 检

测器）及 Empower 工作站（美国 Waters 公司）。

安 塞 曲 匹 对 照 品（自 制，纯 度 99.58%，批 号

150415）；杂 质 A~E（含 量 分 别 为 99.3%、98.6%、

99.5%、99.1%、98.7%，批号均为 150601）；甲醇、乙腈
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表 2　相对保留时间及相对响应因子结果

Tab. 2　Results of relative retention time and 

relative response factor

化合物

（compound）

分离度

（resolution）

相对保留时间

（relative 
retention time）

理论板数

（theoretical 
plate number）

杂质 A（impurity A） - 0.21 10 844
杂质 B（impurity B） 1.99 0.22 10 483
杂质 C（impurity C） 2.63 0.25 10 911
杂质 D（impurity D） 44.32 0.61 136 264
杂质 E（impurity E） 31.35 0.89 163 567
安塞曲匹（anacetrapib） 10.48 1.00 177 876

图 3　高效液相色谱图

Fig. 3　HPLC chromatograms

图 4　二极管阵列检测器光谱图

Fig. 4　Spectra of diode array detector

（Tedia 公司，HPLC 级），其余试剂均为分析纯。

2　方法与结果

2.1　色谱条件

色谱柱：Agilent Zorbax SB C18 柱（150 mm×4.6 mm，

5 μm）；流动相：A 相为 0.1% 磷酸溶液，B 相为乙腈，按

表 1 程序进行梯度洗脱，流速：1.0 mL·min-1；柱温：30 ℃；

检测波长：210 nm；进样量：10 μL。

表 1　梯度洗脱程序

Tab. 1　Gradient elution program

时间

（time）/min
流动相 A

（mobile phase A）/%
流动相 B

（mobile phase B）/%

0 58 42

12 58 42

20 35 65

40 15 85

60 15 85

61 58 42

65 58 42

2.2　溶液的制备

2.2.1　对照品储备液　精密称取安塞曲匹和杂质

A~E 对照品各适量，分别加甲醇溶解并稀释制成每 1 
mL 含 10 mg 的安塞曲匹对照品储备液和每 1 mL 含

0.5 mg 的各杂质对照品储备液。

2.2.2　供 试 品 溶 液　 取 本 品 20 mg，精 密 称 定，置

20 mL 量 瓶 中，加 甲 醇 溶 解 并 稀 释 至 刻 度，摇 匀，

即得。

2.3　系统适用性试验

精密量取各对照品储备液适量，加甲醇稀释制

成每 1 mL 含 1 mg 安塞曲匹和每 1 mL 含 50 μg 各杂

质的混合溶液，作为系统适用性溶液。在上述色谱条

件下，各峰的保留时间分别为：杂质 A 8.7 min、杂质

B 9.4 min、杂质 C 10.5 min、杂质 D 25.9 min、杂质 E 
36.1 min、安塞曲匹 40.0 min；理论板数以安塞曲匹计

为 177 876，结果见表 2，高效液相色谱图及其二极管

阵列检测器光谱图见图 3、4，主成分和各杂质在检测

波长 210 nm 处均有较强吸收。

2.4　专属性试验

2.4.1　空白溶剂干扰试验　取空白溶剂（甲醇）10 
μL，注入液相色谱仪，结果显示空白溶剂不干扰主峰

及各杂质测定。
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冷却；⑤高温破坏：置 80 ℃烘箱中加热 65 h（加热过

程中如溶剂挥发，及时补加适量甲醇，使样品处于溶

液状态）；⑥光照：在（5 000±500）lx 照度下放置 5 
d。上述 6 种溶液分别加甲醇稀释至刻度，按“2.1”项

的色谱条件进样，用 PDA 检测器扫描，得到色谱图，

见图 5。结果显示：各破坏条件产生的降解物质与主

峰均能良好分离，表明该法的专属性较强；安塞曲匹

降解产物均在 210 nm 有较强吸收，进一步验证选择

210 nm 作为检测波长的合理性；根据 PDA 扫描图，可

知主峰纯度均符合要求，证明没有共洗脱峰存在。

2.4.2　强制破坏试验　精密称取安塞曲匹原料（批

号 20151215）500 mg，置 50 mL 量瓶中，加甲醇溶解

并稀释至刻度，摇匀，作为破坏性试验储备液。精

密量取 2 mL，共 6 份，分别置 20 mL 量瓶中，进行不

同条件下的降解试验。①未破坏样品（即供试品溶

液）；②酸破坏：加 1 mol·L-1 盐酸溶液 1 mL，摇匀，

置于 80 ℃烘箱中加热 18 h，冷却，用碱中和；③碱破

坏：加 1 mol·L-1 氢氧化钠溶液 1 mL，摇匀，置于 80 
℃烘箱中加热 1.5 h，冷却，用酸中和；④氧化破坏：加

30% 过氧化氢溶液 3 mL，置于 80 ℃烘箱中加热 12 h，

A．空白溶剂（blank）　B. 未经破坏样品（sample solution）　C. 酸破坏样品（destroyed by acid）　D. 碱破坏样品（destroyed by alkali）　E. 氧化破坏样

品（destroyed by oxidation）　F. 高温破坏样品（destroyed by heat）　G. 光照破坏样品（destroyed by strong light）
图 5　不同降解条件下的 HPLC 色谱图

Fig. 5　HPLC chromatograms in various degradation conditions



 Journal  of  Pharmaceutical  Analysis www.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cnwww.ywfxzz.cn药物分析杂志药物分析杂志 Chinese

药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2019,39(2)·308· 

2.5　溶液稳定性试验

按“2.1”项下色谱条件，精密量取系统适用性试验

项下的混合对照品溶液，室温放置，分别于 0、2、4、6、

8 h 进样，各测定时间点的杂质 A、杂质 B、杂质 C、杂质

D、杂质 E 及安塞曲匹峰面积与 0 h 比较，峰面积变化

率均在 2% 以内，表明溶液在室温条件 8 h 内稳定。

2.6　精密度试验　

2.6.1　进样精密度　按“2.1”项下色谱条件，精密量

取系统适用性试验项下的混合对照品溶液，连续进样

6 针，记录峰面积，结果杂质 A、杂质 B、杂质 C、杂质

D、杂质 E 及安塞曲匹峰面积的 RSD 依次为 0.60%、

0.60%、0.40%、0.70%、0.50%、0.40%，表明该方法进

样精密度良好。

2.6.2　重复性试验　按“2.1”项下色谱条件，取本品

20 mg，精密称定，置 20 mL 量瓶中，加甲醇溶解并稀

释至刻度，摇匀，即得。平行配制 6 份供试品溶液，

进行测定。以面积归一化法计算各杂质含量，6 份测

定结果的单个杂质和总杂质含量的绝对变化值均在

0.05% 以内，表明该方法重复性良好。

2.7　线性试验

分别精密量取各杂质对照品储备液，加甲醇

稀释制成各杂质质量浓度均为 0.5、1、5、10、20、30 
μg·mL-1 的混合溶液，依次进样测定，记录峰面积；另

精密量取安塞曲匹对照品储备液，加甲醇稀释制成各

杂质质量浓度均为 0.5、1、10、100、500、1 000 μg·mL-1

的溶液，依次进样测定，记录峰面积。以峰面积（A）

为纵坐标，浓度（C，μg·mL-1）为横坐标进行线性回

归，得回归方程（n=6）及线性范围，见表 3。

表 3　回归方程、线性范围、相关系数及相对校正因子的测定结果

Tab. 3　The results of regression equation，linear range，correlation coefficients，relative correction factor of the investigated compounds

化合物（compound）
回归方程

（regression equation）

线性范围

（linear range）/
（μg·mL-1）

r
相对校正因子

（relative correction
factor）

定量下限

（LOQ）/ng
检测下限

（LOD）/ng

杂质 A（impurity A） A=30 454C-127.41 0.41~24.52 0.999 9 1.06 4.95 1.39 

杂质 B（impurity B） A=23 735C-2 946.9 0.50~29.93 0.999 9 0.83 3.23 0.97 

杂质 C（impurity C） A=26 720C+1 428.4 0.46~27.88 0.999 6 0.93 5.02 2.28 

杂质 D（impurity D） A=30 109C+3 637.1 0.58~34.99 0.999 8 1.05 5.44 1.70 

杂质 E（impurity E） A=26 089C-6 672.9 0.51~30.88 0.999 8 0.91 3.79 1.38 

安塞曲匹（anacetrapib） A=28 761C-63 229 0.55~1090.4 0.999 9 - 3.37 0.92 

结果表明在各自的线性范围内，安塞曲匹与 5 个

杂质均呈良好的线性关系，Y 轴截距均在 100% 浓度

响应值的 10.0% 以内。以安塞曲匹为参照物，计算

各杂质相对校正因子，结果见表 3，各杂质相对校正

因子均在 0.8~1.2 范围内，表明可采用面积归一化法

计算各杂质含量。

2.8　检测下限和定量下限

取线性试验项下质量浓度为 4 μg·mL-1 的溶液，

逐步稀释后进样测定，以信噪比约为 3 时计算检测下

限，以信噪比约为 10 时计算定量下限，结果见表 3。

2.9　回收率试验

精密称取安塞曲匹供试品 500 mg，置 50 mL 量

瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，精密量取 1 
mL（量取 9 份），置 9 个 10 mL 量瓶中；分别精密量取

各杂质对照品储备液 1 mL，置 50 mL 量瓶中，制成杂

质对照品混合储备液。精密量取杂质对照品混合储

备 液 0.8 mL（80%）、1.0 mL（100%）、1.2 mL（120%）

（每个浓度 3 份），置于上述 9 个 10 mL 量瓶中，加甲

醇稀释至刻度，摇匀，按“2.1”项下色谱条件进样，按

外标法计算，结果杂质 A、杂质 B、杂质 C、杂质 D 及

杂质 E 的平均回收率（n=9）依次为 93.5%、92.5%、

94.1%、91.0%、93.2%，RSD 依次为 1.2%、2.4%、2.7%、

1.9%、2.7%。

2.10　耐用性试验

分别考察流速（±10%）、柱温（±5℃）、检测波

长（±2 nm）及不同品牌不同批次色谱柱条件下系统

适用性和供试品有关物质变化情况。各条件下单个

杂质和总杂质含量的绝对变化值均在 0.05% 以内，

系统适用性除保留时间略有变化外，主峰理论塔板数

和主峰与各杂质峰的分离度均符合规定，表明本法测

定安塞曲匹有关物质耐用性良好。

2.11　样品测定

按“2.1”项下色谱条件，取本品 20 mg，精密称

定，置 20 mL 量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇
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匀，即得。精密量取供试品溶液 10 μL 进样分析，按

上述方法同时测定 3 批样品，杂质 A、杂质 B、杂质

C、杂质 D 及杂质 E 均未检出，用面积归一化法计算

各杂质含量，结果见表 4。

表 4　有关物质测定结果（%）

Tab. 4　Determination of the related substances
批号

（lot No.）
其他最大单个杂质

（other maximum individual impurity）

总杂质

（total impurity）

20151215 0.13% 0.18%

20160104 0.13% 0.17%

20160416 0.04% 0.09%

3　讨论

3.1　反相色谱条件的选择

3.1.1　流 动 相 体 系 的 选 择　 选 择 0.025% 三 氟 乙

酸 - 乙腈体系时，基线噪音大，干扰杂质测定；0.1%
磷酸 - 甲醇体系，由于主峰极性小，出峰晚，故最终

选择 0.1% 磷酸 - 乙腈体系为流动相的梯度洗脱方

法测定安塞曲匹的有关物质。

3.1.2　溶剂的选择　成品在乙腈和水中溶解性不

佳，选择 60% 乙腈为溶剂时，样品不能完全溶解，呈

浑浊状，过滤后仍不能改善，故最终选择甲醇作为

溶剂。

3.1.3　检测波长的选择　安塞曲匹、杂质 A~E 及各

破坏条件下产生的降解杂质均在 210 nm 波长处有较

强吸收，故最终选择 210 nm 作为检测波长。

3.2　强制破坏试验 
从降解试验可以看出，安塞曲匹原料性质稳定，

采用剧烈的酸、高温、光照条件均未发生明显降解，仅

在碱和氧化条件下发生了降解。

按照面积归一化法计算，安塞曲匹在碱降解条

件下，相对保留时间约为 0.50 和 1.03 的杂质分别增

长 10.02% 和 0.31%；氧化降解条件下，出现多个新杂

质，相对保留时间约为 0.10、0.77、0.90、0.93 的杂质

分别增长 0.78%、0.93%、0.47%、1.43%。对试验中主

要降解产物的结构分析有待进一步研究，以更好地控

制安塞曲匹的质量。

3.3　小结

本文采用高效、快速、专属性强的 HPLC 法测定

安塞曲匹有关物质，成功分离了安塞曲匹及其杂质

A~E。该法专属性强，准确度高，可用于安塞曲匹的

质量控制。
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