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固定相优化液相色谱法对

候选新药雷公藤衍生物进行有关物质检查
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（中国科学院上海药物研究所，上海２０１２０３）

　２０１０－１２－１６收稿；２０１１－０４－２８接受
本文系国家科技 重 大 专 项 重 大 新 药 创 制 课 题 综 合 性 大 平 台 项 目（Ｎｏ．２００９ＺＸ０９３１－００１）和 中 德 科 学 中 心 复 杂 样 品 的 分 离 分 析 项 目
（Ｎｏ．ＧＺ３６４）资助

＊Ｅ－ｍａｉｌ：ｄｙｃｈｅｎ＠ｍａｉｌ．ｓｈｃｎｃ．ａｃ．ｃｎ

摘　要　采用固定相优化液相色谱法（ＰＯＰＬＣ）建立了候选新药雷公藤衍生物（Ｔ８）中有关物质的检查方法。分

别采用５种不同类型的固定相色谱短柱对含有Ｔ８和有关物质的混合溶液进行实验，流动相为乙腈－水（３５∶６５，

Ｖ／Ｖ），流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃，检测波长为２１９ｎｍ，获得相应各柱死时间、各组分保留时间和理论板

数。经专门软件进行计算拟合，得到优化的色谱柱组合为２０ｍｍ氰基柱＋８０ｍｍ氨基键合柱。结果表明，在上

述优化色谱条件下，１０ｍｉｎ内可实现Ｔ８与有关物质之间的良好分离，并可用于考察Ｔ８的强制性破坏溶液。
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１　引　言

固定相优化液相色谱法（ＰＯＰＬＣ）是基于Ｎｙｉｒｅｄｙ提出的“ＰＲＩＳＭＡ”原理，通过不同固定相色谱柱的组合

实现液相色谱条件优化的技术［１，２］。由于不同类型的固定相色谱柱对于待分离组分具有不同的保留机理，因
此为液相色谱条件的优化提供了正交选择性，从而提高了液相色谱条件优化的有效性。目前商品化的ＰＯＰ－
ＬＣ色谱柱和专门优化软件已经由德国Ｂｉｓｃｈｏｆｆ公司开发成功［１］，可提供不同长度的Ｃ１８柱、Ｃ３０柱，氨基键合

Ｃ１８柱（ＥＰＳ柱），氰基键合硅胶柱（ＣＮ柱）和苯基键合硅胶柱（Ｐｈ柱）。目前有关ＰＯＰＬＣ的应用报道尚有限，

主要涉及对７种黄酮类化合物的分离、１２种杀虫剂成分的分离［２，３］，对混合甾体化合物的分离［４，５］、爆炸物的分

离研究［６］，甲状腺激素中的杂质分析［７］以及１３种寡肽混合物的分离［８］。
（５Ｒ）－５－羟基雷公藤内酯醇（Ｔ８）是雷公藤甲素５－位羟基化的结构修饰产物，具有抗炎、免疫抑制的

活性。作为治疗类风湿性关节炎的候选新药，目前正在临床试验阶段。为了保证Ｔ８临床疗效的安全

有效性，开展Ｔ８中有关物质的检查是一项重要研究内容。有关物质来源于合成原料、反应中间体、副

产物以及药物在货架存放期间可能出现的降解产物。有关物质不具有治疗作用，反而可能影响药物的

疗效，甚至可能具有安全隐患，如毒副作用、致癌性或致畸性。在Ｔ８中可能涉及到的已知有关物质化

学结构如图１所示，其中Ｉｍｐ１和Ｔ８为一对差向异构体，极性差别较小，这两者间的分离将是考验色谱

分离能力的关键指标。本研究采用ＰＯＰＬＣ法对Ｔ８中可能存在的有关物质建立快速“普查”式的色谱

分离，并初步评价ＰＯＰＬＣ技术在开发有关物质检查的方法学特点。

２　实验部分

２．１　仪器与试剂

Ｄｉｏｎｅｘ　ＵｌｔｉＭａｔｅ　３０００高效液相 色 谱 仪，配 备 自 动 进 样 器、柱 温 箱、ＰＤＡ－３０００检 测 器 和Ｃｈｒｏｍｅ－
ｌｅｏｎ色谱工作站（德国Ｄｉｏｎｅｘ公司）；纯水机为 Ｍｉｌｌ－Ｑ　ｉｎｔｅｇｒａｌ　３（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。

甲醇与乙腈均为 ＨＰＬＣ级（德 国 Ｍｅｒｃｋ公 司），雷 公 藤 甲 素（Ｉｍｐ２，批 号２００５０２）和 尿 嘧 啶（批 号

２００４０１）均购自中 国 药 品 生 物 制 品 检 定 所（北 京）。Ｔ８和 其 它 有 关 物 质Ｉｍｐ１、Ｉｍｐ３、Ｉｍｐ４、Ｉｍｐ５和

Ｉｍｐ６均由本所合成。实验用水经纯水机纯化。

ＰＯＰＬＣ色谱柱套装包含 ＰｒｏｎｔｏＳＩＬ　Ｐｈｅｎｙｌ柱（Ｐｈ柱），ＰｒｏｎｔｏＳＩＬ　Ｃ１８柱 （Ｃ１８柱），ＰｒｏｎｔｏＳＩＬ　Ｃ３０
柱，ＰｒｏｎｔｏＳＩＬ　ＥＰＳ柱 （ＥＰＳ柱）和ＰｒｏｎｔｏＳＩＬ　ＣＮ柱 （ＣＮ柱），长度分别为２０，４０，６０和８０ｍｍ（３ｍｍ
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ｉ．ｄ$５!ｍ）及优化软件（德国Ｂｉｓｃｈｏｆｆ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ公司）。

　图１　Ｔ８及６个已知有关物质的化学结构

Ｆｉｇ．１　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ｏｆ（５Ｒ）－５－ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ（Ｔ８）ａｎｄ　ｉｔｓ　ｓｉｘ　ｋｎｏｗｎ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

２．２　实验方法

流动相为乙腈－水（３５∶６５，Ｖ／Ｖ）；流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为３０℃；检测波长为２１９ｎｍ；进样量为１０!Ｌ。
分别称取Ｔ８与有关物质（Ｉｍｐ１，Ｉｍｐ２，Ｉｍｐ３，Ｉｍｐ４，Ｉｍｐ５和Ｉｍｐ６），按一定比例制成混合溶液

用于系统 适 用 性 实 验。另 取 适 量 Ｔ８分 别 在 强 酸（０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ，室 温 放 置１ｈ）、强 碱（０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ，室温放置１ｈ）、强氧化（３０％ Ｈ２Ｏ２，室温放置１ｈ）、强光照射（４５００±５００）Ｌｕｘ，２５℃条件下放

置１０ｄ）、高湿（ＲＨ　９２％，２５℃条件下放置１０ｄ）、高温（６０℃，放置１０ｄ）、加速实验（４０℃，７５％ ＲＨ，
放置６个月）等条件下进行破坏性实验，制备成破坏性样品溶液。称取尿嘧啶适量，加水溶解，制成０．
０５％（ｍ／Ｖ）尿嘧啶溶液用于测定色谱系统与柱死时间。

３　结果与讨论

３．１　ＰＯＰＬＣ优化色谱条件的建立

与常规的液相色谱条件优化流程不同，ＰＯＰＬＣ的优化流程是在选择一个适宜的流动相基础上，然

后进行以下三步优化步骤：（１）选用３～５种不同固定相类型的色谱短柱开展基础实验，获得相应色谱柱

的柱死时间和组分的保留特性（保留时间和理论板数）；（２）通过优化软件进行计算，拟合得出最佳的柱

组合方式，同时可对分离图谱做出预测；（３）根据软件提供的拟合色谱柱组合方式进行实际的分离运行。
为了有效检测候选新药Ｔ８中的有关物质，首先根据Ｔ８和各已知有关物质的紫外吸收特性，确认

了紫外检测波长为２１９ｎｍ。在流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ和３０℃柱温下，选用２０ｍｍ　Ｃ１８柱，根据最后流出

组分的保留因子κ（式１），对Ｔ８混合溶液的流动相分离条件进行选择：

κ＝ （ｔＲ－ｔ０）／（ｔ０－ｔ０ＥＣ） （１）
式中，κ为组分的保留因子，ｔＲ 为峰的保留时间，ｔ０为色谱柱死时间，ｔ０ＥＣ为色谱系统死时间。

分别采用０．０５％尿嘧啶溶液测定色谱系统的死时间和色谱柱的死时间。根据ＰＯＰＬＣ优化软件要

求［１］，当最后出峰组分的保留因子κ介于５～１５之间，即可满足ＰＯＰＬＣ对流动相选择的要求。通过上述

方法快速筛选出流动相的组成为乙腈－水（３５∶６５，Ｖ／Ｖ）。分别选用１２０ｍｍ　Ｐｈｅｎｙｌ柱，１００ｍｍ　Ｃ１８柱，

１００ｍｍ　Ｃ３０柱，１００ｍｍ　ＥＰＳ柱和１００ｍｍ　ＣＮ柱，通过注入０．０５％尿嘧啶溶液，获得各分离柱的柱死时间。
进一步分别注入由Ｔ８与有关物质组成的混合溶液，运行时间设为３０ｍｉｎ。Ｔ８和各有关物质在上述不同

类型固定相色谱柱上的分离情况如图２所示，其中各个组分在不同固定相色谱柱的定位是分别通过单个

组分的保留时间和紫外吸收特性进行确认的。实验发现，各组分在ＣＮ柱上的保留时间最短，同时能够检

出的峰个数最少，表明某些组分间没有实现足够的分离；各组分在ＥＰＳ柱上检出的峰个数最多，相互间也

获得了较好的分离效果。尤其体现在Ｔ８与Ｉｍｐ１得到了一定的分离，但是同时还存在分离时间较长的缺

点。将柱死时间，各个组分的保留时间和理论板数分别输入到ＰＯＰＬＣ优化软件中，兼顾快速“普查”有关

物质的分离目的，在输入中设定了如下要求：总柱长不超过１５０ｍｍ，色谱运行分析时间不超过１０ｍｉｎ以
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及分离度至少为１．２。据此，经ＰＯＰＬＣ软件计算拟合给出了优化色谱柱的拼接组合方式为２０ｍｍ　ＣＮ＋
８０ｍｍ　ＥＰＳ，相应拟合预测分离图谱如３Ａ所示。经运行验证，其实际运行分离图谱３Ｂ中各组分的分离行

为与预测图谱图３Ａ基本一致，而且可以看到来自实际样品中的杂质峰。

　图２　Ｔ８混合溶液在５种ＰＯＰＬＣ色谱柱上的分离图

Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｂａｓｉｃ　ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ　ｆｏｒ　ｍｉｘｔｕｒｅ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔ８ａｎｄ　ｉｔｓ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ　ｏｎ　ｆｉｖｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ　ｐｈａｓｅｓ
色谱柱（Ｃｏｌｕｍｎｓ）：１２０ｍｍ　Ｐｈｅｎｙｌ，１００ｍｍ　Ｃ１８，１００ｍｍ　ＥＰＳ，

１００ｍｍ　Ｃ３０，１００ｍｍ　ＣＮ（３ｍｍ　ｉ．ｄ $５ !ｍ）；流 动 相（Ｍｏｂｉｌｅ

ｐｈａｓｅ）：乙 腈－水（Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－ｗａｔｅｒ　３５∶６５，Ｖ／Ｖ）；流 速（Ｆｌｏｗ

ｒａｔｅ）：０．５ｍＬ／ｍｉｎ；柱温（Ｃｏｌｕｍｎ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）：３０℃；检测波长

（Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ）：２１９ｎｍ。峰的归属（Ｐｅａｋ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ）：

１，Ｔ８；２，Ｉｍｐ１；３，Ｉｍｐ２；４，Ｉｍｐ３；５，Ｉｍｐ４；６，Ｉｍｐ５；７，

Ｉｍｐ６；８，９，ｕｎｋｎｏｗｎ　ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ。

　图３　通过软件预测与实际运行的Ｔ８混合溶液分离图

谱比较

Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ　ａｎｄ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｍｉｘｔｕｒｅ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔ８ａｎｄ　ｉｔｓ

ｒｅｌａｔｅｄ　ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ
Ａ：软件预测图谱；Ｂ：实际运行图谱。色谱柱组合为２０ｍｍ　ＣＮ

＋８０ｍｍ　ＥＰＳ，其余色谱运行条件及峰归属同图２。Ａ：Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ；Ｂ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ．Ｓｅｇｍｅｎｔ　ｃｏｌｕｍｎ

ｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎ　ｗａｓ　２０ｍｍ　ＣＮ＋８０ｍｍ　ＥＰＳ，ｔｈｅ　ｏｔｈｅｒ　ｃｈｒｏｍａｔｏ－

ｇｒａｐｈｉｃ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｐｅａｋ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｗｅｒｅ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｉｎ

Ｆｉｇ．２．

３．２　采用ＰＯＰＬＣ法进行强制性破坏样品的分离

在有关物质检查中，通过对主药成分经强制破坏

后的样品溶液进行色谱分离，不仅有助于研究主药的降解机理，同时还有助于考察色谱条件的专属性。在

本研究中根据ＩＣＨ指导原则［９］和中国药典［１０］规定，将Ｔ８分别置于高温，高湿，强光，强酸，强碱和强氧化

以及６个月的加速实验等条件下进行强制降解。从图４可见，上述ＰＯＰＬＣ色谱条件对于Ｔ８与降解物之

间以及降解产物之间都具有良好的分离能力，而且总分离时间少于１０ｍｉｎ，实现了对Ｔ８中有关物质检查

进行 快 速 分 离 的 目 的。图 谱 中 的 降 解 产 物 的 分 布 显 示 该 候 选 药 物 在 高 温、高 湿、光 照 等 实 验

条 件下基本上未发生降解，而且６个月的加速实验图谱也表明该候选药物具有较好的稳定性。但是该
　

图４　在强制降解条件下Ｔ８的ＰＯＰＬＣ分离图谱

Ｆｉｇ．４　Ｐｈａｓｅ　ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ　ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ（ＰＯＰＬＣ）

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｆｏｒ　ｆｏｒｃｅｄ　ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔ８ｓａｍｐｌｅｓ
ａ．未经 破 坏 的 Ｔ８分 离 图；ｂ．经６个 月 加 速 实 验（４０℃，７５％

ＲＨ）；ｃ．经强光照射（５０００Ｌｕｘ，２５℃条件下放置１０ｄ）；ｄ．经高温

（６０℃，放置１０ｄ）；ｅ．经高湿（ＲＨ　９２．５％，２５℃放置１０ｄ）；ｆ．在

３０％ Ｈ２Ｏ２ 中室温放置１ｈ；ｇ．在０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ中室温放置１

ｈ；ｈ．在０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ中室温放置１ｈ。色谱分离条件与峰归属

同 Ｆｉｇ．３。ａ．Ｏｒｉｇｉｎａｌ　Ｔ８ｓａｍｐｌｅ；ｂ．Ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ　ｔｅｓｔｉｎｇ　ｆｏｒ　６

ｍｏｎｔｈｓ　ｕｎｄｅｒ　４０℃ａｎｄ　ＲＨ　７５％；ｃ．Ｓｔｒｏｎｇ　ｌｉｇｈｔ　ｕｎｄｅｒ　５０００Ｌｕｘ　ａｔ

２５℃ｆｏｒ　１０ｄ；ｄ．Ｈｉｇｈ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｕｎｄｅｒ　６０℃ｆｏｒ　１０ｄ；ｅ．Ｈｉｇｈ

ｈｕｍｉｄｉｔｙ　ｕｎｄｅｒ　ＲＨ　９２．５％ａｔ　２５℃ｆｏｒ　１０ｄ；ｆ．Ｉｎ　３０％ Ｈ２Ｏ２ａｔ

ｒｏｏｍ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｆｏｒ　１ｈ；ｇ．Ｉｎ　０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ　ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ　ａｔ

ｒｏｏｍ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｆｏｒ　１ｈ；ｈ．０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ　ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ　ａｔ　ｒｏｏｍ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｆｏｒ　１ ｈ．Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｐｅａｋ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｒｅ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ａｓ　ｉｎ　Ｆｉｇ．３．
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候选药物在 Ｈ２Ｏ２，０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ和０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＨＣｌ等破坏条件下，发生较大降解，而且降解程度

依次加深。通过比较降解产物的分布，推测Ｔ８在酸性或者碱性条件下发生降解的路径比较相似。
研究结果表明，与传统的液相色谱优化过程相比，ＰＯＰＬＣ优化法大大简化了流动相的选择工作，

更加注重于不同固定相类型的选择性对色谱分离优化的影响。基础实验可以快速反映具有不同极性差

异各组分的色谱分布特征，同时通过对运行时间和色谱总长度的选择，提高了对药物中微量有关物质检

查能力和对总分离时间的控制。ＰＯＰＬＣ专用软件对色谱分离行为有良好的预测能力，实际运行图谱

与预测图谱基本一致，由此可以在色谱方法开发早期，通过这种软件预测功能适当减少实际运行的次

数。
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