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柱前衍生化 RP-HPLC 测定米格列奈钙光学纯度 
 

王金朝 1,2，曾苏 1，胡功允 2*
(1.浙江大学药学院，杭州 310058；2.浙江华海药业股份有限公司制剂研发部，浙江 台州 317024) 

 
摘要：目的  建立柱前衍生化-反相高效液相色谱法测定 S-米格列奈钙的光学纯度。方法  采用手性衍生化试剂 S-萘乙胺

(S-NEA)，以 1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC·HCl)和 1-羟基苯并三唑(HOBt)为偶联剂对样品 S-米格列

奈钙进行衍生化。衍生产物以乙腈- 0.01 mol·L-1 磷酸二氢钾缓冲液(pH 2.5)(50∶50)为流动相，在 Agilent Zorbax C18(250 

mm × 4.6 mm，5 µm)色谱柱上进行分离，流速为 1.5 mL·min-1，检测波长为 225 nm，柱温为 30 ℃。结果  R-米格列奈

在 0.3~3.0 μg·mL-1 内线性关系良好，检测限和最低定量下限分别 0.1 和 0.3 μg·mL-1，平均回收率为 102.4%，日内日间精

密度考察中 RSD 均小于 5%。结论  该方法灵敏度高，衍生化产物稳定，重复性好，可用于 S-米格列奈钙光学杂质的检

测。 
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Enantiospecific Analysis of Mitiglinide Calcium by RP-HPLC with Precolumn Derivatization 
 
WANG Jinzhao1, 2, ZENG Su1, HU Gongyun2*(1.College of Pharmaceutical Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 

310058, China; 2.Department of Formulation R&D, Zhejiang Huahai Pharmaceutical Co., LTD, Taizhou 317024, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a chiral precolumn derivatization method for optical purity test of mitiglinide 
calcium.METHODS  The enantiomers of mitiglinide calcium were derivatized with a precolumn chiral derivatization reagent 
S-(-)-1-(1-naphthyl) ethylamine (S-NEA). The diastereoisomers produced were separated on an Agilent Zorbax C18 (250 mm × 

4.6 mm，5 µm) column with a mobile phase composed of acetonitrile-0.01 mol·L-1 phosphate buffer (pH 2.5) (50∶50). The flow 

rate was set at 1.5 mL·min-1 and the detection wavelength was set at 225 nm. RESTULTS  The method was linear in the range 

of 0.30-3.0 μg·mL-1 for the R-mitiglinide calcium. The lower limit of detection for R-mitiglinide calcium was 0.1 μg·mL-1 and 

the lower limit of quantification was 0.3 μg·mL-1. The inter- and intra- day precision (RSD) was below 5.0% and the average 

recovery was 102.4%. CONCLUSION  The derivatives are stable in the mobile phase. The method is sensitive and suitable for 
the test of optical purity of mitiglinide calcium. 
KEY WORDS: mitiglinide calcium; optical purity; HPLC; precolumn derivatization 

 

米格列奈钙(mitiglinide calcium)是由日本桔生公

司(kisses)研制的一种新型 2 型糖尿病治疗药物。临

床上以 S 型给药，因此需要对其 R 型异构体进行控

制。邢玉仁 [1] 和吉同琴等 [2] 分别报道了使用
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Sumichiral OA 手性柱拆分米格列奈对映体。但在本

实验室重现这些方法时发现，由于米格列奈具有末

端吸收的特点，无论采用报道的正相模式(正己烷、

甲醇、三氟乙酸和氯仿混合体系)还是反相模式(乙

腈、甲醇和醋酸铵混合体系)，均对于样品中含有的

微量异构体(特别是小于 0.3% 时)无法有效分离。手

性试剂柱前衍生化技术是手性药物分析的常用手段

之一，优良的手性试剂不仅可以将对映体转变成能

良好分离的非对映体对衍生物，还可以使衍生物具

有良好的可检测性[3]。Sigma 公司已有商品化的高光

学纯度的 S-萘乙胺(S-NEA)出售，它可以为衍生化产

物引入萘环结构从而大大提高检测灵敏度，常用于

羧酸类手性药物的拆分研究[4-5]。本试验对米格列奈

钙的衍生化反应条件进行了优化，考察了分析方法

学，并对实际样品进行了测定。结果表明该方法适

用于 S -米格列奈钙中的微量 R 型光学杂质检测。 

1  材料与方法 

1.1  仪器 

Waters 液相色谱仪 (配备 UV 检测器 )，

Empower 色谱工作站。 

1.2  药品与试剂 

米格列奈钙样品由浙江华海药业股份有限公

司提供；S-米格列奈钙(批号：060501，纯度：≥

99.0%)及其异构体对照品(批号：060501，纯度≥

99.0%)由上海医药工业研究院提供；1-(3-二甲胺基

丙基)-3-乙基-碳酰亚胺盐酸盐(EDC·HCl，批号：

1251845，纯度≥99.0%)和 S-NEA(Chiral Select，

批号：S27216-165，光学纯度≥99.5%)购自美国

Sigma 公司；1-羟基-苯并-三氮唑(HOBt， 批号：

L290F04，纯度≥97.0%)购自美国 B&J 公司；乙腈、

甲醇、磷酸二氢钾、浓磷酸均为色谱纯；水为

Milli-Q 超纯水。 

1.3  色谱条件 

色谱柱：Agilent Zorbax C18 (250 mm × 4.6 

mm，5 µm)；流动相：乙腈- 0.01 mol·L-1 磷酸二氢

钾缓冲液(用浓磷酸调 pH 值至 2.5)(50∶50)；流速：

1.5 mL·min-1；检测波长：225 nm；进样量：20 µL；

柱温：30 ℃。 

1.4  光学异构体测定方法 

1.4.1  对照品溶液和衍生化试剂的配制  精密称

取 R-米格列奈钙对照品 10.0 mg 置于 100 mL 量瓶

中，用甲醇溶解并定容，摇匀，得 100 µg·mL-1 R-

米格列奈钙对照品溶液，以此来配制系列浓度的对

照品溶液。精密称取 S-米格列奈钙对照品或样品

100.0 mg 置于 10 mL 量瓶中，用甲醇溶解并定容，

摇匀，得 10 mg·mL-1 S-米格列奈钙溶液。以上溶液

均置于室温避光保存。准确称取 EDC 10.0 mg 置于

具塞三角瓶中，用 10 mL 二氯甲烷溶解，摇匀，

得 1 mg·mL-1 EDC 溶液；HOBt 和 S-NEA 溶液配制

同 EDC，配制 HOBt 溶液时加入 1%体积比的吡啶

助溶。衍生化试剂均新鲜配制。 

1.4.2  样品处理  用微量进样器准确移取 S-米格

列奈钙溶液 10 µL 于 10 mL 尖底玻璃离心管中，于

氮气流下小心吹干，依次加入 EDC 溶液、HOBt

溶液和 S-NEA 溶液各 100 µL。于 70 ℃烘箱中放

置 60 min。待溶液冷却后，于氮气吹干，用 100 µL

流动相复溶，进样分析。 

2  结果与讨论 

2.1  衍生化条件的优化 

2.1.1  手性衍生化反应试剂和催化剂用量  手性

胺与羧酸生成酰胺的反应常利用 EDC 和 HOBt 作

为偶联剂和催化剂。保持 S-米格列奈钙浓度不变，

在 70 ℃和放置 60 min 条件下，考察了 EDC 溶液、

HOBt 溶液和 S-NEA 溶液 50，100，200，300 µL

添加量对于衍生化反应的影响。结果见表 1，当添

加各溶液 100 µL 时，衍生化产物峰面积已达到稳

定。 
表 1  衍生化试剂浓度对于衍生化反应的影响(n = 3) 

Tab 1  Effect of concentration of derivatization reagent on 
the derivatization (n = 3) 

衍生化试剂体积/µL  

50   100    200    400   

反应率/% 77.9  100.0   99.7   99.8  

2.1.2  反应时间和温度  分别考察了温度为 30，

50，70，80 ℃放置 60 min 和 70 ℃下放置时间为

30，60，90 min 的衍生化效果。如表 2 所示，70 ℃

条件下放置 60 min，衍生化反应已经完成。 
表 2  反应时间和温度对于衍生化反应的影响(n = 3) 

Tab 2  Effect of time and temperature on the derivatization 
(n = 3) 

时间 /min 温度 /℃  

30 60 90 30 50 70 80 

反应率/% 88.7 100.0 99.1 67.0 92.8 100.0 99.1

2.2  方法学考察 

2.2.1  专属性考察  取空白甲醇和含有 R-和 S-米

格列奈钙对照品的甲醇溶液各 10 µL，按“1.4.2”

项下操作，所得色谱图见图 1。由图可见，在上述
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色谱条件下，米格列奈钙两个对映体具有良好的分

离度，可能由于 S-米格列奈衍生物与色谱柱填料

作用更强些，所以其色谱峰较 R-异构体要宽，空

白不干扰样品分析。 

 
图 1  高效液相色谱图 
A-空白;B-R-和 S-米格列奈钙混合物;C-样品 

Fig 1   HPLC chromatogram 
A-blank; B-R- and S-mitiglinide calcium mixture; C-sample 

2.2.2  线性范围和灵敏度  取不同浓度的 R-米格

列奈钙对照品系列溶液，分别加入 10 mg·mL-1 S-米

格列奈钙对照品溶液 10 µL，终浓度分别为 0.3，0.6，

0.9，1.2，1.5，3.0 µg·mL-1。按“1.4.2”项下操作。

以扣除空白后所得异构体色谱峰的峰面积(Y)对浓

度(X)进行线性回归。回归方程为：Y = 147 637 X –  

5 209，r = 0.999 7。以信噪比约等于 3 或 10 的样

品浓度来表示方法的检出限和最小定量限。结果表

明，本方法的检出限为 0.1 μg·mL-1，最低定量下限

为 0.3 μg·mL-1。 

2.2.3  精密度和回收率  配制不同浓度的米格列

奈钙系列溶液，按“1.4.2”项下操作，S-米格列奈

钙终浓度为 1 mg·mL-1，R-异构体终浓度分别为

0.3，0.9 和 3.0 µg·mL-1。以由标准方程计算得到的

R-米格列奈浓度与理论浓度的比值来计算回收率。

同日内对同一样品分别进行 5 次分析，并连续测定

5 d，以测到的 R-异构体含量来计算日内和日间精

密度。数据表明，方法的日内和日间精密度均小于

5.0%，回收率均在 99%以上。 

2.2.4  储存溶液稳定性  配制一个 R-米格列奈钙

和 S-米格列奈对照品溶液，连续 6 d 取样分析。所

得峰面积 RSD 均小于 3.0%，表明米格列奈钙两个

对映体在甲醇溶液中稳定，且无消旋化发生。 

2.3  分析方法在实际样品测定中的应用 

采用公司自制的 3 批米格列奈钙样品，按

“1.4.2”项下进行衍生化，进样分析后分别以标准

曲线法和峰面积归一化法来计算异构体含量。结果

显示两种方法测得的光学杂质含量比较一致，见表

3。样品的光学纯度用百分之百减去光学杂质百分

含量来计算，3 批样品光学纯度均大于 99.9%。 
表 3  光学异构体含量测定结果 (n = 3) 

Tab 3  Determination of R-isomer in S-mitiglinide (n = 3) 

批号 外标法测得的含量/% 
面积归一化法测得的

含量/% 

07001 0.08 0.07 

07002 0.09 0.08 

07003 0.09 0.09 

3  结论 

本文报道了一种手性试剂柱前衍生化液相色

谱测定米格列奈钙光学纯度的方法。样品经手性试

剂衍生化处理后，检测灵敏度大大提高，而且可以

采用普通的液相色谱柱分析。本方法拆分米格列奈

钙具有灵敏度高、特异性好等优点，适用于样品中

微量 R 型光学异构体的检测。 
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RP-HPLC 测定成骨生长肽鼻喷剂含量 
 

张望刚，叶小弟，陈爱瑛，郑高利*，陈国神 (浙江省医学科学院药物研究所，杭州 310013) 

 
摘要：目的  建立反相高效液相色谱法测定成骨生长肽鼻喷剂含量的方法。方法  Kromsoil C18柱(250 mm×4.6 mm，5 μm)；

流动相为乙腈 A(含 0.1%三氟乙酸)和蒸馏水 B(含 0.1%三氟乙酸)(采用梯度洗脱，比例为 0~25 min 时 A 从 20%~30%)；流速

为 1.0 mL·min-1，柱温 35 ℃，检测波长 210 nm。结果  反相高效液相色谱法测定成骨生长肽的线性范围为 0.05~1.0 mg·mL-1 

(n=3)，线性方程为 Y= 14 294 X + 90.2，r=0.999 8；最低检测限为 6 μg·mL-1；日内、日间精密度良好(RSD<2.5%)；方法回收

率为(100.6±1.6)%。结论  本方法专属性强，重复性好，回收率高，可用于该制剂的含量控制。 

关键词：成骨生长肽；鼻喷剂；高效液相色谱法；含量测定 
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Determination the Content of Osteogenic Growth Peptide Nasal Spray by RP-HPLC 
 

ZHANG Wanggang，YE Xiaodi，CHEN Aiying，ZHENG Gaoli*，CHEN Guoshen (Institute of Medica Materia, 

Zhejiang Academy of Medical Sciences, Hangzhou 310013,China) 

 
ABSTRACT：OBJECTIVE  To establish a RP-HPLC method  for determination of osteogenic growth peptide(OGP) nasal spray. 

METHODS  The Kromsoil  C18  column (250 mm×4.6 mm，5 μm) was used, the acetonitrile-water with 0.1% trifluoroacetate as 

mobile phase (gradient elution 0-25 min, acetonitrile: 20%-30%), the flow rate was 1.0 mL·min-1, the column temperature was 35 

℃, the detection wavelengh was 210 nm. RESULTS  The linear ranges of OGP was at 0.05-1.0 mg·mL-1, the linear equation was 

Y=14 294X+90.2，the correlation coefficient was 0.999 8, the least detective limit was 6 µg·mL-1，the recovery of the method was 

(100.6±1.6)% and the intra-day and inter-day RSD were less than 2.5%. CONCLUSION  The method is reliable, accurate and 

sensitive. The results show that method can be used to control quality of products. 

KEY WORDS: osteogenic growth peptide；nasal spray；HPLC；determination 

 

成骨生长肽(osteogenic growth peptide，OGP)是

以色利希伯莱大学 Itai Bab 教授等人于 1988 年从人

和动物体内发现的一种能促进骨细胞生长的 14 个

氨基酸组成的多肽，其序列号为：Ala-Leu-Lys- 

Arg-Glu-Gly-Arg-Thr-Leu-Tyr-Gly-Phe-Gly-Gly[1] 。

在体外，OGP 能够促进成骨细胞、成纤维细胞和人

骨髓基质细胞增殖，促进成骨细胞、人及兔的骨髓

基质细胞碱性磷酸酶活性；在体内，OGP 能促进大

鼠骨形成和提高骨小梁质量[2]。目前，国内有两家

公司正在进行 OGP 注射剂的研究，而在国外，意

大利用于骨纤维化的OGP注射剂已经进入 I期临床

研究。作为骨质疏松症治疗药物，需要长期，频繁

用药，从临床角度考虑，静脉、肌肉或皮下注射均

不方便且有疼痛感，顺应性差，难以在临床普遍推

广。为此，笔者研制了 OGP 鼻腔给药制剂，以克

服注射给药带来的诸多缺点。本试验建立了反相高

效液相色谱法测定 OGP 鼻腔给药制剂中 OGP 含量

的方法。 

1  仪器与试药 

Agilent 1100 高效液相色谱系统(安捷伦科技有

限公司)，电子天平(感量 0.1 mg，METTLER)， 超

声波仪(SB3200)OGP 对照品(浙江省药品检验所标

定，含量>99.6%)；OGP 原料(上海新生源，含量

98.3%)；OGP 鼻喷剂(自制，0.2 mg·mL-1)；乙腈
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