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摘要

褪⿊素是⼀种神经激素，可调节⼈类的睡眠周期。它作为膳⻝补充剂购买⽅便，常⽤于缓解与睡眠相关的疾病。

近期的数据表明，⼉童摄⼊褪⿊素的事件数量急剧增加。在膳⻝补充剂产品中，也报告了远⾼于标签值的褪⿊素

含量。为协助褪⿊素产品⽣产过程的质量控制，我们在Waters Arc™ HPLC系统上使⽤XBridge BEH™ C18⾊谱柱

(2.5 µm, 4.6 mm × 75 mm)开发了USP褪⿊素各论⽅法的现代化版本。液相⾊谱条件根据USP <621>指导原则进

⾏了适当调整，使分离性能满⾜USP系统适应性要求，缩短了运⾏时间，还减少了溶剂浪费。 

优势

5分钟等度运⾏，即可分析褪⿊素■

13分钟梯度洗脱程序，即可定量杂质■

满⾜所有系统适应性要求■

简介

褪⿊素（N-⼄酰基-5-甲氧基⾊胺）是⼀种由哺乳动物松果体产⽣的神经激素。褪⿊素在脊椎动物的睡眠周期中发
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挥重要作⽤，因此它常被⽤于缓解与睡眠相关的疾病，例如睡眠障碍、焦虑和时差反应1。 褪⿊素有多种形式的膳

⻝补充剂，包括⻛味液体、咀嚼⽚、软胶囊、胶囊和软糖，可作为⾮处⽅药购买。最近有报道称，从2012年到

2021年，⼉童摄⼊褪⿊素的事件数量增加了530%，这些事件与287例重症监护病房收治和2例死亡有关2。 近期的

研究还发现，某些膳⻝补充剂中的褪⿊素含量远⾼于标签声称值。在⼀种膳⻝补充剂和⼀种软糖中分别发现褪⿊

素含量⾼达标⽰值的478%和347%3,4。 这引起了⼈们对含褪⿊素膳⻝补充剂的质量和安全担忧。膳⻝补充剂制造

商需要改进质量控制，确保标签说明准确⽆误。美国药典(USP)褪⿊素各论规定了褪⿊素含量和杂质的⾏业标准5

。 本应⽤纪要的⽬的是在Waters Arc HPLC系统和Waters 2998 PDA检测器上使⽤XBridge BEH C18  (2.5 µm, 4.6 

mm × 75 mm)⾊谱柱对USP⽅法进⾏现代化改进。

实验

实验采⽤美国药典推荐的标准品和样品溶液制备以及液相⾊谱(LC)条件，并稍作调整5。 USP褪⿊素RS、5-甲氧基

⾊胺(5-MT)购⾃Sigma-Aldrich（美国宾⼣法尼亚州阿伦敦）。

缓冲液：0.5 g/L磷酸⼆氢钾⽔溶液。⽤磷酸将pH调整⾄3.5，然后过滤。

标准品溶液：含0.1 mg/mL USP褪⿊素RS的流动相溶液（⼄腈和缓冲液，22/78 v/v）。

系统适应性溶液：含0.1 mg/mL USP褪⿊素RS和0.02 mg/mL 5-MT（褪⿊素相关化合物A）的流动相（⼄腈和缓

冲液，22/78 v/v）。

样品溶液：含0.1 mg/mL褪⿊素的流动相溶液（⼄腈和缓冲液，22/78 v/v）。

液相⾊谱条件

系统： 配备2998 PDA检测器的Arc HPLC系统

样品定量环： 50 μL（标准）

⾊谱柱： XBridge BEH C18⾊谱柱, 130 Å, 2.5 

µm, 4.6 mm × 75 

mm（P/N：186006038）
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⾊谱柱预加热器： 否（旁路）

样品瓶： 2 mL螺纹颈⼝玻璃样品瓶（

P/N：186000273），带螺⼝盖（

P/N：186000305）

温度： 30 °C

样品管理器清除溶剂： ⼄腈和缓冲液(22:78 v/v)

样品管理器清洗溶剂： ⼄腈和⽔(22:78 v/v)

密封清洗溶剂： 甲醇和⽔(1:1 v/v)

进样体积： 2.0 µL

UV波⻓： 222 nm

软件： Empower 3 CDS

⽤于分析

流动相（等度）： ⼄腈和缓冲液(22:78 v/v)

运⾏时间： 5.0 min

⽤于杂质

流动相A： ⼄腈

流动相B： 缓冲液（0.5 g/L磷酸⼆氢钾⽔溶液，pH 3.5）
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梯度洗脱程序： ⻅表1。

运⾏时间： 13.0 min

表1

结果与讨论

USP⽅法的现代化改进

USP褪⿊素各论中详细说明了褪⿊素的测定和杂质检测⽅法。本研究在Arc HPLC系统上实施这些⽅法，并根据

USP允许的调整指导意⻅进⾏了细微调整6。 使⽤2.5 μm粒径的XBridge BEH C18⾊谱柱，因为其每单位⻓度的分

离效率⾼于USP各论中的5 μm颗粒⾊谱柱。⾊谱柱的柱⻓调整为75 mm，⽬的是保持与USP各论中的L/dp（⾊谱

柱柱⻓/粒径⽐率）相同。USP各论建议使⽤⼄腈与缓冲液组成的流动相（25:75，v/v），但研究中发现，需要将

流动相组分⼩幅调整⾄22:78（⼄腈和缓冲液），才能满⾜相关化合物A (5-MT)和褪⿊素的RRT（相对保留时间

）系统适应性要求（分别为0.4和1）。这种细微的组成调整在USP指导原则允许的调整限度内（流动相中次要组

分的调整幅度⼩于或等于10%绝对值，或相对调整幅度在30%以内）。根据USP推荐的5 μm⾊谱柱流速1.0 

mL/min，2.5 μm粒径⾊谱柱（具有相同的内径）缩放后的流速为2.0 mL/min。但是，我们根据对分离性能的研

究（⻅表2），为分析选择了1.0 mL/min的流速，因为在1.0~2.0 mL/min的流速范围内⾊谱柱分离效率（理论塔

板数）最佳。请注意，将⾊谱柱连接到进样器时，绕过了柱温箱内的预加热管路。对于这款柱⻓为75 mm的⾊谱
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柱(4.6 mm × 75 mm)⽽⾔，这样做有助于减少柱外谱带展宽，可提⾼分离效率。图1和图2展⽰了在等度洗脱条

件（⽤于分析）和梯度洗脱条件（⽤于杂质）下，褪⿊素和相关化合物A (5-MT)的⾊谱图。等度洗脱的运⾏时间

为5分钟，梯度洗脱的运⾏时间为13分钟。这些运⾏时间约为USP⽅法运⾏时间的⼀半。较短的运⾏时间以及相关

的溶剂浪费减少将缩短分析周转时间并降低运⾏成本。 

表2.流速对褪⿊素及其相关化合物A (5-MT)分离的影响。

图1.在等度洗脱条件下（⽤于褪⿊素分析）得到的系统适应性溶液（含0.1 mg/mL褪⿊素和0.02 mg/mL 5-MT的流

动相）的⾊谱图。
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图2. 在梯度洗脱条件下（⽤于杂质）得到的系统适应性溶液（含0.1 mg/mL褪⿊素和0.02 mg/mL 5-MT的流动相

）的⾊谱图。

系统适应性

USP褪⿊素各论规定了分析⽅法和相关化合物的系统适应性要求。这些要求包括：相关化合物A与褪⿊素的RRT、

相关化合物A与褪⿊素之间的分离度，以及褪⿊素的相对标准偏差(RSD)（参⻅表3）。表4展⽰了在使⽤XBridge 

BEH C18⾊谱柱(2.5 µm, 4.6 mm × 75 mm)的Arc HPLC系统上分析褪⿊素及其相关化合物A (5-MT)的系统适应性

性能和重复性结果。褪⿊素峰⾯积的RSD为0.11%。RRT值、分离度和重复性均符合USP的系统适应性要求（参⻅

表3）。 
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表3.USP系统适应性要求和Arc HPLC性能。

表4.在配备XBridge BEH C18 2.5 µm 4.6 mm × 75 mm⾊谱柱的Arc HPLC系统上获得的系统适应性性

能和分离重复性。 

结论

本应⽤纪要展⽰了使⽤Waters Arc HPLC系统和XBridge BEH C18⾊谱柱(130 Å, 2.5 µm, 4.6 mm × 75 mm)对

USP褪⿊素各论⽅法进⾏的现代化改进。液相⾊谱条件根据USP指导原则进⾏了适当调整。褪⿊素及其相关化合

物A的分离结果符合所有USP系统适应性要求，包括相对保留时间、分离度和相对标准偏差。使⽤2.5 µm颗粒

XBridge BEH C18⾊谱柱(4.6 mm × 75 mm)可缩短运⾏时间并减少溶剂消耗，从⽽缩短周转时间，降低运营成本

。
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