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苯甲酸阿格列汀（Alogliptin benzoate，AB），化学名为

2-[[6-[（3R）-3-氨基-1-哌啶基]-3-甲基-2，4-二氧-3，4-二氢-1

（2H）嘧啶]甲基]苯甲腈苯甲酸盐，是日本武田公司研发的治疗

2型糖尿病的新药，2010年4月经日本厚生劳动省（MHLW）批

准上市 [1]；2013年 1月获美国 FDA 批准上市，商品名为 Nesi-

na[2]；2013年7月我国食品药品监督管理总局批准进口AB片，

商品名为尼欣那 [3]。AB 是一种丝氨酸蛋白二肽基肽酶Ⅳ

（DPP-Ⅳ）抑制剂，其能维持体内类胰高血糖素肽1（GLP-1）和

葡萄糖依赖性促胰岛素肽（GIP）水平，增加胰岛素的分泌，从

而发挥降糖作用。临床研究表明，患者对该药耐受性良好，不

良反应轻微[4-6]。

本文根据AB合成工艺路线及结构确证结果，确定其终产

品中可能存在反应副产物F-1。为更好地控制AB原料药的有

关物质，笔者采用高效液相色谱（HPLC）法梯度洗脱及不加校

正因子自身对照法，重点对AB合

成工艺副产物即杂质 F-1进行了

相关研究，建立了有关物质检查

方法。

F-1结构式见图1。

1 材料
1.1 仪器

1200型 HPLC 仪，包括四元

泵、Chemstation 化学工作站（美

国 Agilent 公司）；XS105电子天平（赛多利斯科学仪器有限

公司）。

1.2 药品与试剂

6-氯尿嘧啶（起始原料S-1，批号：S1-0701，纯度：98.3％）、

2-氰基苄溴（起始原料S-2，批号：S2-0701，纯度：98.0％）、苯甲

酸（起始原料S-3，批号：S3-0701，纯度：≥98.1％）、2-[（6-氯-2，

4-二氧-3，4-二氢-2H-嘧啶-1-基）甲基]苯甲腈（中间体 IM-1，批
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摘 要 目的：建立检查苯甲酸阿格列汀原料药中有关物质的方法。方法：采用高效液相色谱梯度洗脱法。色谱柱为C18，流动相

A为0.2％磷酸溶液（pH 3.0），流动相B为乙腈，以1.0 ml/min流速进行梯度洗脱，检测波长为225 nm，进样量为20 μl。采用不加校

正因子主成分自身对照法检查特定杂质F-1的量。结果：苯甲酸阿格列汀与F-1及其他未知杂质均分离良好，前二者检查质量浓

度线性范围分别为0.187 2～0.748 8、0.184 5～0.738 0 μg/ml（r＝0. 999 7、0.999 9）；F-1的检测限和定量限分别为2.5、7.5 ng，平均

回收率为100.9％（RSD＝1.10％，n＝3）；3批样品中F-1量均≤0.06％。结论：建立的方法灵敏快速、结果准确可靠，可作为苯甲酸

阿格列汀原料药的有关物质检查方法。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the determination of related substances in Alogliptin benzoate（AB） raw

materials. METHODS：HPLC-gradient elutior method was adopted. The determination was performed on C18 column with mobile

phase A consisted of 0.2％ phosphoric acid solution（pH adjusted to 3.0）and mobile phase B consisted of acetonitrile at the flow

rate of 1.0 ml/min（gradient elution）. The detection wavelength was set at 225 nm and sample size was 20 μl. The content of impu-

rity F-1 was determined by the self-control method without correction factor. RESULTS：AB，F-1 and other impurities were com-

pletely separated. The linear range was 0.187 2-0.748 8 μg/ml for AB and 0.184 5-0.738 0 μg/ml for F-1（r＝0.999 7，0.999 9）.

The limits of detection and quantification were 2.5 ng and 7.5 ng for F-1. The average recovery was 100.9％（RSD＝1.10％，n＝

3）；the content of F-1 in 3 batches of samples were ≤0.06％. CONCLUSIONS：The method is sensitive，rapid，accurate and reli-

able，and can be used for the determination of related substance in AB raw materials.
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图1 杂质F-1化学结构式

Fig 1 Chemical structu-

re of the impurity F-1
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号：M1-0701，纯度：≥98.4％）、2-[（6-氯-3-甲基-2，4-二氧-3，4-

二氢 -2H- 嘧啶 -1- 基）甲基] 苯甲腈（中间体 IM-2，批号：

M2-0701，纯度：≥98.5％）、N-[3-（2-氰基苄基）-1-甲基-2，6-二

氧-1，2，3，6-四氢嘧啶-4-基]哌啶-（3R）-3-氨基甲酸叔丁酯（中

间体 IM-3，批号：M3-0701，纯度：98.8％）、2-[[6-[（3R）-3-氨基

哌啶-1-基]-3-甲基-2，4-二氧-3，4-二氢嘧啶-1（2H）基]甲基]苯

甲腈（中间体 IM-4，批号：M4-0701，纯度：99.4％）、1，3-二（2-氰

基苄基）-6-（R-3-氨基哌啶）尿嘧啶苯甲酸盐（杂质F-1，批号：

F131101，纯度：99.6％）及 AB 精制品（批号：130701，纯度：

99.9％）、AB原料药样品（批号：H131001、H131002、H131003，

纯度：99.85％、99.86％、99.83％）均由鲁南制药集团科研部合

成实验室提供；乙腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为纯

化水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：C18（150 mm×4.6 mm，5.0 μm）；流动相：流动相A

为 0.2％磷酸溶液（用 0.3％三乙胺试液调 pH至 3.0），流动相B

为乙腈，流速：1.0 ml/min；检测波长：225 nm；进样量：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，min

0

10

20

30

31

40

流动相A，％
75

75

55

55

80

80

流动相B，％
25

25

45

45

20

20

2.2 强制降解试验

取样品（批号：H131001）分别进行不同条件（酸、碱、氧

化、光照、高温）破坏后，考察破坏产生的各杂质与成品的分离

情况。

未破坏样品制备：取AB原料药约 10 mg，用溶剂[流动相

A-流动相B（75 ∶25）]溶解并稀释至20 ml，摇匀，滤过，即得。

各破坏样品制备：取AB原料药约10 mg 5份，加少量溶剂

使溶解，分别进行以下操作：（1）酸破坏：加1.0 mol/L盐酸溶液

2 ml，室温放置 3 h，用 1.0 mol/L 氢氧化钠溶液调 pH 至中性；

（2）碱破坏：加 0.1 mol/L氢氧化钠溶液 2 ml，室温放置 3 h，用

0.1 mol/L盐酸溶液调pH至中性；（3）光照破坏：在紫外灯（254

nm）下照射 3 h后，滤过，即得；（4）高温破坏：在 100 ℃下破坏

3 h；（5）氧化破坏：加30％双氧水2 ml破坏3 h。其中（1）、（2）、

（4）、（5）降解处理后的溶液再用溶剂稀释至20 ml，摇匀，滤过，

即得。

同法平行制备各破坏条件的空白样品。精密量取上述各

溶液20 μl注入液相色谱仪，记录色谱图，见图2。

试验结果表明，本品在酸、碱、高温、光照、氧化破坏下均

有降解产物产生，各新增降解产物与主峰均能达到较好分

离。空白样品对杂质检出未见干扰。

2.3 系统适用性试验

取合成工艺路线中的各起始原料、各步反应中间体、杂质

F-1以及AB精制品适量，用溶剂配制成一定质量溶度的混合

溶液，在上述色谱条件下进样记录色谱图，以进一步考察上述

流动相条件，结果见图3。

图3结果表明，起始原料、各步反应中间体、杂质F-1与主

成分峰间均分离良好。

2.4 含量测定方法学研究

2.4.1 线性关系试验。精密量取杂质 F-1及 AB 精制品溶液

0.3、0.6、0.8、1.0、1.2 ml，分别置于10 ml量瓶中，用溶剂定容至

刻度，摇匀，精密吸取各梯度的溶液各 20 μl，由低到高质量浓

度依次进样，记录色谱图，以质量浓度（c，μg/ml）为横坐标、峰

面积（A）为纵坐标，绘制标准曲线，进行线性回归。结果AB、

F-1的线性方程分别为A＝4 769.2c－16.467（r＝0.999 7）、A＝

5 170.3c－14.176（r＝0.999 9），检测质量浓度线性范围分别为

0.187 2～0.748 8、0.184 5～0.738 0 μg/ml，且F-1的相对响应因

子为0.92（AB与F-1线性方程斜率之比）。

2.4.2 溶液稳定性试验。取“2.4.1”项下杂质 F-1溶液（0.492

图2 强制降解试验高效液相色谱图
A.酸破坏空白样品；B.酸破坏样品；C.碱破坏空白样品；D.碱破坏样

品；E.高温破坏空白样品；F.高温破坏样品；G.光照破坏空白样品；H.光

照破坏样品；I.氧化破坏空白样品；J.氧化破坏样品；1.AB

Fig 2 HPLC chromatograms of forced degradation test
A. blank sample destroyed by acid；B. sample destroyed by acid；C.

blank sample destroyed by base；D. sample destroyed by base；E. blank

sample destroyed by high temperature；F. sample destroyed by high tem-

perature；G. blank sample destroyed by light；H. sample destroyed by

light；I. blank sample destroyed by oxidation；J. sample destroyed by ox-

idation；1. AB
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图3 系统适用性试验高效液相色谱图

Fig 3 HPLC chromatogram of system suitability test
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μg/ml）及AB溶液（0.499 2 μg/ml）于室温下放置，在不同时间

点（0、2、4、6、8 h）分别进样测定，测得二者峰面积的RSD分别

为0.96％、0.84％（n＝5），表明供试品溶液室温下放置8 h内基

本稳定。

2.4.3 检测限和定量限试验。取AB溶液及F-1溶液用溶剂分

别逐级稀释，再精密量取各稀释液，记录色谱图。根据信噪比

为3、10时分别计算检测限及定量限，结果AB分别为4.7、13.8

ng，F-1分别为2.5、7.5 ng。

2.4.4 精密度试验。取“2.4.1”项下 F-1溶液（0.492 μg/ml）及

AB溶液（0.499 2 μg/ml），分别连续进样6次，记录峰面积并计

算RSD，结果F-1和AB的RSD分别为0.82％、0.52％（n＝6）。

2.4.5 回收率试验。分别精密量取F-1溶液及AB溶液适量，

同置于 10 ml 量瓶中，加溶剂稀释至刻度，将 F-1溶液稀释为

低、中、高质量浓度溶液，每个质量浓度下各配制3份。分别取

溶液各20 μl进样，记录色谱图，计算回收率，结果见表2。

表2 F-1回收率试验结果（n＝3）

Tab 2 Results of recovery tests of F-1（n＝3）

加入量，μg

4.92

9.84

14.76

测得量，μg

4.86

4.95

5.01

9.93

9.81

10.02

15.07

14.86

14.96

回收率，％
98.7

100.7

101.9

100.9

99.7

101.8

102.1

100.7

101.3

平均回收率，％

100.9

RSD，％

1.10

2.4.6 样品有关物质检查。分别称取 3批 AB 原料药约 10

mg，用溶剂溶解并稀释至20 ml，摇匀，滤过，作为供试品溶液；

另精密量取供试品溶液0.1 ml至100 ml量瓶中，加溶剂稀释至

刻度，摇匀，作为对照溶液。按照“2.1”项下色谱条件进样，记

录色谱图，以不加校正因子主成分自身对照法计算原料药样

品中的有关物质，结果见表3。

表3 3批样品有关物质检查结果（％％）

Tab 3 Results of related substances in 3 batches of samples

（％％）

批号
H121001

H121002

H121003

杂质F-1量
0.06

0.05

0.06

最大未知杂质量
0.04

0.05

0.07

总杂质量
0.15

0.14

0.17

3 讨论
前期试验根据合成工艺中起始原料、中间体、杂质F-1、AB

原料药的紫外扫描图及原料药的强降解试验中的降解产物的

光电二极管阵列检测器（PDA）光谱图结果，选择 225 nm波长

进行检测，可将工艺杂质及降解杂质有效检出。本文将杂质

F-1作为已知杂质进行研究，从相对响应因子值可知，其定量

方法可选用不加校正因子主成分自身对照法控制原料药中含

量；工艺杂质及降解杂质作为未知杂质进行控制。

与已有文献[7]（采用等度洗脱）测定主成分含量的内容相

比，本文主要是对AB的工艺杂质及降解杂质进行了控制，重

点是合成工艺中的副产物F-1的控制。笔者参考文献[7-8]，采用

其中甲醇-0.1％高氯酸水溶液（32 ∶ 68，pH 约为 2.0）为流动相

时，主峰的理论板数约 2 362，拖尾因子约 1.9。为改善峰形质

量，在流动相中添加了0.3％三乙胺，结果发现峰形对称、理论

板数升高，但中间体 IM-3在80 min内仍未出峰，表明在以上色

谱条件、等度洗脱条件下 IM-3不易被洗脱。故采用梯度洗脱

法，并将甲醇由洗脱能力更强的乙腈代替，同时调节乙腈比

例，结果色谱图主峰峰形良好，理论板数较高。与文献[7]相比，

本文采用梯度洗脱，保证了各个杂质的检出专属性及灵敏

度。另文献[7]中供试品质量浓度为0.1 mg/ml，本文为0.5 mg/ml，

此质量浓度下可以保证各个杂质能够被有效检出。因此，本

文不但建立了AB原料药中有关物质的检查方法并对其进行

了验证，同时该方法还能严格控制特定杂质F-1，从而为保证

产品质量提供了重要依据。

综上，本试验建立的方法灵敏快速、结果准确可靠，可作

为AB的有关物质检查方法。
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