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摘要

在美国，糖尿病是致死的主要疾病，因此⽤于控制糖尿病的药物对社会很重要。⼆甲双胍是⼀种常⻅的糖尿病⼀

线治疗药物，尤其常⽤于II型糖尿病。在本研究中，将HILIC与MS和UV检测相结合，可以对极性药物⼆甲双胍及

其有关杂质进⾏保留、分离和鉴定。已证明，该⽅法在定量原料药中的⼆甲双胍时具有良好的线性和重现性。此

外，对多批次固定相的测试展现出可重现的结果。

优势

⼀种快速的单⼀分析⽅法，能够保留和分离⼆甲双胍及有关杂质■

该⽅法与MS兼容，可有效鉴定和检测不含发⾊团的杂质■

准确和精密的线性使其成为⼀种定量分析⼆甲双胍原料药的⽅法■
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简介

根据美国疾病控制与预防中⼼(CDC)的数据，有3730万美国⼈患有糖尿病，且⽬前糖尿病是美国第七⼤致死疾病1

。 在这3730万例患者中，90%的患者属于II型糖尿病。⼆甲双胍是II型糖尿病的常⽤推荐初始⽤药2。 鉴于II型糖

尿病的流⾏和严重程度，⽣产⼆甲双胍药物的制药公司必须使⽤有效的⽅法进⾏质量控制检测。对此，我们开发

出⼀种使⽤HILIC结合UV和MS检测来保留、分离和鉴定⼆甲双胍及其杂质的快速可靠的⽅法。

HILIC与传统的反相液相⾊谱(RPLC)3功能相反，是保留和分离极性化合物的理想技术4。本⽅法中使⽤了Atlantis™ 

Premier BEH™ Z-HILIC⾊谱柱。Z-HILIC，也称为两性离⼦HILIC，是指填充在⾊谱柱内的亚⼄基桥杂化颗粒与磺

基甜菜碱官能团相连接。该官能团在颗粒表⾯形成致密的⾼含⽔量层，与HILIC的有机-⽔分配机制相结合，可保留

和分离⼆甲双胍及其杂质。 

在本研究中，将HILIC与MS和UV检测相结合，可以对极性药物⼆甲双胍及其有关杂质进⾏保留、分离和鉴定。已

证明，该⽅法在定量药物样品中的⼆甲双胍时具有良好的线性和重现性。此外，对多批次固定相的测试展现出可重

现的结果。 

实验

分离⽅法的样品描述

盐酸⼆甲双胍、杂质A（氰基胍）、杂质C（N,N-⼆甲基-1,3,5-三嗪-2,4,6-氰胺）、杂质D（1,3,5-三嗪-2,4,6-氰胺

）、杂质E（1-甲基双胍单盐酸盐）和杂质F（盐酸⼆甲胺）购⾃Sigma Aldrich (Milwaukee, WI)。杂质B（(4,6-

⼆氨基-1,3,5-三嗪-2-基)胍⼆盐酸盐）购⾃Toronto Research Chemicals (Toronto, Canada)。⽤80:20⼄腈:去

离⼦⽔制备单标储备液。然后混合标准储备液，使⽤80:20⼄腈:去离⼦⽔使杂质和⼆甲双胍的浓度分别为10 µ

g/mL和100 µg/mL。溶液储存于2 °C~8 °C下，并且可以在分析之前平衡⾄室温。

线性样品描述

⽤80%⼄腈制备浓度为1 mg/mL的盐酸⼆甲双胍储备液。然后，使⽤80:20⼄腈:去离⼦⽔将该储备液稀释为浓度

在50 µg/mL⾄150 µg/mL范围内的各种校准标准品。

⼆甲双胍药⽚(500 mg)由外部供应商提供。在处理药⽚时，通过称取5⽚药⽚以确定⼆甲双胍含量与⽚剂重量的⽐
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率。然后，使⽤研钵和研杵研磨⽚剂。将磨碎的⽚剂称重并稀释，使稀释剂和药物样品的浓度分别为80%⼄腈和

100 µg/mL。分析前，使⽤13 mm 0.2 µm尼⻰针式过滤器过滤100 µg/mL药⽚样品。 

⽅法条件

在本⽅法中，利⽤两种检测器。液流布置为先通过⾮破坏性紫外检测器，然后流⼊破坏性MS检测器。此外，使⽤

分流阀。当⼆甲双胍峰被洗脱时，分流阀将液流从UV引导⾄废液。这样可以避免QDa™过饱和，因为⼆甲双胍的

浓度⾼于其杂质浓度。 

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： Arc™ Premier液相⾊谱系统

检测： Waters 2998光电⼆极管阵列检测器，240 nm

Waters ACQUITY QDa质谱检测器

⾊谱柱： Atlantis Premier BEH Z-HILIC, 4.6 × 100 mm, 

2.5 µm

柱温： 40 °C

样品温度： 15 °C

进样体积： 10 µL

流速： 1.4 mL/min

流动相A： 90:10⼄腈:去离⼦⽔（含10 mM甲酸铵和0.1%甲酸

）

流动相B： 去离⼦⽔（含10 mM甲酸铵和0.1%甲酸）
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梯度表

质谱条件

质谱系统： Waters ACQUITY QDa质谱检测器

电离模式： ESI+

采集范围： 40 amu〜300 amu

⽑细管电压： 0.8 kV

锥孔电压： 15 V

数据管理

⾊谱软件： Waters Empower™ 3软件
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结果与讨论

本⽅法在专属性和保留性⽅⾯对⼆甲双胍及其相关杂质表现出良好的重现性。

在六次进样过程中，分析物的峰⾯积%RSD≤6%，保留时间%RSD≤1%（表1和表2）。空⽩进样证明稀释剂与标

准品峰之间⽆⼲扰峰（图1a）。叠加⾊谱图清晰地展⽰了本⽅法的重现性（图1b）。

表2.⼆甲双胍和杂质混标的保留时间表（含%RSD）。请注意，使⽤UV⽆法检测到杂质F，因此缺少

其UV数据。 

图1a.样品稀释剂（80:20⼄腈:去离⼦⽔）的空⽩进样。
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图1b.⼆甲双胍和杂质标准品六次进样得到的叠加⾊谱图。请注意，使⽤UV检测⽆法观察到杂质F。 

在本研究期间，还采集了质谱图数据。质谱图数据有助于鉴定在UV中观察到的杂质，⽽且可以观察到UV谱图中没

有的杂质F（图2A和图2B）。由于仪器设置，与UV保留时间相⽐，MS检测存在轻微延迟。
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图2A.⼆甲双胍和杂质标准品的总离⼦流⾊谱图(TIC)。在杂质A与杂质D之间，存在液流从QDa转向废

液引起的信号下降。这样做的⽬的是避免⼆甲双胍峰使检测器过饱和。因此，不存在⼆甲双胍的MS

数据。 

图2B.在TIC中检测到的各质量数的提取离⼦⾊谱图(XIC)的叠加⾊谱图（图2A）。 

图2C.每个峰的质谱图基峰(m/z)（图2B）。这些质量数⽤于鉴定杂质。除杂质F外，所有质量数均为

各杂质的已报道⺟离⼦质量数。 

图2C中显⽰的质量数得到来⾃PubChem数据库的数据⽀持（表3）5-10。
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表3.先前⽂献报道的⼆甲双胍杂质的质量数。 

*考虑到盐酸盐在溶液中的溶解。 

**考虑到先前采集的质谱数据。 

采集到⼆甲双胍的线性数据证明所开发的⽅法适⽤于定量⽬的（图3和图4）。 

使⽤尼⻰针式过滤器对样品进⾏过滤，以避免溶解的药物辅料对系统造成任何污染。为确保过滤器不消耗⼆甲双胍

，对过滤器回收样品进⾏分析（图4A和图4B）。在不受任何药物辅料⼲扰的条件下对⼆甲双胍药物样品进⾏定量

（图4C）。  
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图4A.未经过滤的100 µg/mL⼆甲双胍标准品的⾊谱图，定量结果为97.9 µg/mL。 

图4B.经过滤的100 µg/mL⼆甲双胍标准品的⾊谱图，定量结果为97.9 µg/mL。由此确认⼆甲双胍不

会在通过尼⻰针式过滤器时损失。 

图4C.制备浓度为100 µg/mL的⼆甲双胍药物样品的⾊谱图。⼆甲双胍峰⽆任何⼲扰，定量结果为

86.42 µg/mL。请注意，本⽅法中的样品制备未经优化。 

此外，已知杂质均以约10 µg/mL的浓度添加⾄样品中（图5）。 

本⽅法提供了⼀种定量⼆甲双胍的解决⽅案，可⽤于同时分析药物样品中的任何杂质。 

⾊谱柱重现性
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除创建本⽅法以外，我们还进⼀步测试了新Waters Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱固定相的批次重现性。

使⽤前⾯介绍的起始条件将每根⾊谱柱平衡1 h。然后，在每根⾊谱柱上运⾏⼆甲双胍和杂质标准品（进样次数

n=3）。第⼆次进样的峰⾯积计数和保留时间如下表所⽰（表4和表5）。 

表4.采⽤三个单独的⾊谱柱批次所得到的⼆甲双胍和杂质标准品中各分析物的峰⾯积表。数据来⾃第

⼆次进样（进样次数n=3）。 

表5.采⽤三个单独的⾊谱柱批次所得到的⼆甲双胍和杂质标准品中各分析物的保留时间表。数据来⾃

第⼆次进样（进样次数n=3）。 

这些结果在各⾊谱柱性能的叠加⾊谱图中得到了更清晰的呈现（图6）。采⽤三个不同吸附剂批次所得到的峰⻬平

，为使⽤Waters Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱的消费者提供了信⼼。 

结论

本研究证明，使⽤Waters Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱与MS和UV检测相结合可以成功地分离、保留和

鉴定出⼆甲双胍及其相关物质。Waters Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱已被证明在⽣产中保持⼀致。此外

，本⽅法可⽤于准确定量分析原料药中的⼆甲双胍。本⽂为制药⾏业提供了⼀种可⽤于协助对⼆甲双胍原料药进
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⾏质量控制的⽅法。
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