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简介

盐酸二甲双胍是一种常用口服抗糖尿病药物，用于治疗非胰岛素依

赖型（2型）糖尿病1。它是世界上使用最为广泛的口服抗糖尿病药之

一，仅在美国就有超过四千八百万种通用处方药2。由于分子的强极性

特征以及分析物的低UV吸收，二甲双胍及其相关杂质的液相色谱分析

是一项十分有挑战性的任务。在方法开发中，这些挑战限制了选择性

控制方法的使用，尤其是反相（RP）色谱。因此，研究人员们引用了

涉及多种技术的大量方法，如离子色谱法、亲水作用色谱法（HILIC）

和据报道运行时间长达30分钟的RP LC方法1,3,4。

在本应用纪要中开发了一种方法，其中在使用ACQUITY UPLC BEH Amide亚

2 µm颗粒固定相色谱柱的ACQUITY UPLC H-Class系统上采用HILIC技术以成

功分离和分析二甲双胍以及六种相关物质。利用ACQUITY UPLC H-Class的

色谱柱和溶剂切换能力，可自动调整固定相、离子强度、阳离子缓冲

液、pH和温度，有利于方法的开发。本文还讨论了二甲双胍及其相关

物质能够成功分离的主要因素。并且进行了常规应用评估研究，以探

明本方法在QC实验室中的可行性。使用信息学软件实现趋势结果的可

视化，以发现所开发方法的不足之处。最终方法将会使常规分析的成

本降低，同时确保方法的可靠性。

应用优势

 ■ 利用仪器灵活性加快开发速度

 ■ 色谱运行时间缩短6倍，使得全部所需

分析时间缩短3.5倍，从而在常规样品分

析中获得更高的处理通量且溶剂消耗量

更少 

 ■ 通过使用ACQUITY UPLC可减少溶剂消耗

量，每千次进样可节省5800美元 

沃特世解决方案

ACQUITY UPLC® H-Class系统
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实验

样品描述

样品由合作药厂提供。盐酸二甲双胍的

储备溶液以及杂质A、B、C、D、E和I均使

用水配制。工作标准品根据之前的HPLC方

法进行配制（70:30乙腈:水）。工作标准

混合物中的杂质浓度相对于二甲双胍浓

度进行配制：杂质A中的二甲双胍浓度为

0.05%，杂质B、C、D、E和I中的二甲双胍

浓度为0.1%。还制备了未添加二甲双胍的

相同浓度的杂质混合物，作为杂质工作标

准品。除了工作标准品和杂质工作标准品

以外，还制备了两种分离样品，即在基质

中加入含杂质和不含杂质的二甲双胍。还

为每种分析物成分制备了各种标准品。

方法条件

仪器： 配有CM-A、CM-AUX、

 SSV、PDA的ACQUITY UPLC 

 H-Class系统

缓冲液： 20 mM磷酸钾，pH 2.3

流动相： 80:20乙腈/缓冲液

分离模式： 等度

检测条件： UV，218 nm

色谱柱： ACQUITY UPLC BEH 

 Amide，2.1×150 mm，1.7 µm

 部件号186004802

洗针液： 90:10乙腈/水

密封清洗液： 90:10水/甲醇

样品稀释剂： 70:30乙腈/水

流速： 0.5 mL/min

柱温： 40 ℃

进样体积： 1.0 µL

数据管理： Empower 2 CDS

结果与讨论

方法转换

最初提供的用于分离二甲双胍的HPLC方法使用了低pH磷酸钠缓冲液等

度条件和乙腈流动相1。使用Atlantis® HILIC 4.6 mm×250 mm，5 µm色谱

柱，流速约为2 mL/min，运行时间为30分钟。进样量为10 µL。HPLC方法

分离了二甲双胍和全部六种杂质（未显示）。

使用ACQUITY UPLC方法转换计算器，将HPLC方法转换到2.1×100 mm，

1.7 µm ACQUITY UPLC BEH HILIC色谱柱上。需要注意的是，尽管沃特世色谱

柱选择应用程序指明两种固定相具有相似的选择性，但由于基体颗粒

的差异，ACQUITY UPLC BEH HILIC固定相的选择性并非完全与Atlantis HILIC固

定相相同。在此应用中，观察到了Atlantis HILIC色谱柱和BEH HILIC色谱柱

的选择性差异。图1中的色谱图显示了使用UPLC®技术时BEH HILIC色谱柱

上的共洗脱以及整体保留性的缺乏。有机组分的细微变化都可能导致

杂质峰无法分离。在许多情况下，由于高浓度缓冲液和较高组成有机

流动相的混合，流动相中的盐将会发生沉淀。沉淀出的盐会导致压力

增加和基线吸收等问题。这时需要进行少量的再开发工作，寻找到合

适的变量后，才能对二甲双胍及其相关物质进行分离。
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图1. 工作标准品（蓝色）和杂质混合物（黑色）叠加图。直接放大到BEH HILIC色谱柱并不能
将两种杂质从API中成功分离出来。流动相为84:16的乙腈/28 mM磷酸钠缓冲液（pH 2.2）。
流速为0.736 mL/min，并且温度保持在20 ℃。进样体积为0.8 µL。
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控制HILIC的选择性

用于分析二甲双胍及其相关物质的方法开发是一

项具有挑战性的任务。当分析物的低UV光谱吸收

波长为218 nm时，将会影响常用质谱缓冲液的使

用，例如甲酸铵和醋酸铵，因为它们的UV截止波

长为230 nm。由于化合物的极性碱性特征，因此

反相LC无法保留分析物。

采用一种方法开发方案研究两种HILIC固定相：

ACQUITY UPLC BEH HILIC和ACQUITY UPLC BEH Amide。

离子强度、缓冲液阳离子选择和温度被作为其它

可改变选择性的方式。鉴于使用ACQUITY UPLC BEH 

HILIC固定相时，这些化合物的保留性和分离度都

很差，因此对ACQUITY UPLC BEH Amide色谱柱进行

了研究。

将工作标准品注入A C Q U I T Y  U P L C  B E H  A m i d e 

2.1×100 mm，1.7 µm色谱柱中。从图2中的色谱图

可以看到，除了杂质B和杂质D有轻微的共洗脱现

象，所有化合物都能基线分离。并获得杂质E中期

望的峰形和灵敏度。由于为等度条件，所以考察

了流速和温度对关键目标杂质峰的分离情况。此

外，还使用了更高的流动相pH值进行实验，但许

多杂质峰无法保留或者保留时间很短。在酰胺基

色谱柱上的分离方法开发中，发现了下列关系：

 ■ 有机含量的增加延长了杂质D和B的保留时

间，并与杂质E发生共洗脱。当使用磷酸钠作

为水性流动相时，400 µL/min的流速和25 ℃为

最佳条件（图2）。

 ■ 温度升高时，杂质E的保留时间缩短并与杂质B

发生共洗脱（图3）。

 ■ 流速增加时，杂质B、D和E的分离度降低。

图2. 工作标准品和杂质混合物在ACQUITY UPLC BEH Amide色谱柱上进样。采用通用方
法进行再开发。条件取自于初始方法条件。流动相为80:20的乙腈/30 mM磷酸钠缓
冲液（pH 2.2）。流速为0.4 mL/min，并且温度保持在25 ℃。进样体积为1.0 µL。

图3. 温度增至30 ℃后，杂质E的保留时间缩短，并与杂质B发生共洗脱。流动相为

80:20的乙腈/30 mM磷酸钠缓冲液（pH 2.2）。流速为0.4 mL/min，并且温度保持在30 ℃。
进样体积为1.0 µL。
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缓冲液中阳离子的适当选择有助于控制色谱柱表面以及其它情况下的离子相互作用，从而改变

选择性。将30 mM磷酸钠缓冲液替换为30 mM磷酸钾缓冲液， pH值保持为2.2。通过将缓冲液阳离

子更换为钾，结果立即获得了改善，从而确定最佳条件。将阳离子的改变与流速和温度的细微

调整相结合，可使关键峰达到理想分离度。图4中的色谱图显示出，杂质峰B、D和E获得了更好

的峰形和分离度。同样，杂质E的保留时间发生改变并在杂质B和D之前洗脱。由于基线噪音比图

4所示方法更高，因此降低了缓冲液强度，以减少盐沉淀的可能性。将离子强度降低至10 mM，

导致了杂质B和D的共洗脱。浓度为20 mM的磷酸钾获得了可接受的峰形和分离度（图5）。

图4. 将阳离子从Na+更换为K+。可以看到，杂质E、D和B的分离度和峰形立即获得了改善。流动相为80:20的乙
腈/30 mM磷酸钾缓冲液（pH 2.2）。流速为0.5 mL/min，并且温度保持在40 ℃。进样体积为1.0 µL。

图5. 缓冲液浓度的影响。
注：杂质D和B受到缓冲液离子强度的影响。
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80:20, Acetonitrile: K Phosphate
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40 °C

1 µL injection
Pressure: ~6450 psi
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我们继续对使用磷酸钾缓冲液时温度对选择性的影响进行了研究。以10 ℃为增量，从20 ℃升

温至50 ℃。随着温度升高，杂质B、D和E的分离度得到提高。最终确定40 ℃的温度可以为关键

的分析物对提供足够的分离度（图6）。采用较高的温度会导致色谱柱压力降低，使得在使用

较长的色谱柱时最终方法的分离度得到提高（图7）。

图6. 温度对选择性的影响。随着温度升高，关键分析物对之间的分离度得到提升。
注：杂质E、D和B的分离度受到温度或者可能线性速度的影响。

图7. 最终条件。ACQUITY UPLC BEH Amide 2.1 mm×150 mm，1.7 µm，配有预柱过滤器。流动相为80:20的乙腈/20 mM磷酸钾缓冲液
（pH 2.2）。流速为0.5 mL/min，并且温度保持在40 ℃。进样体积为1.0 µL的工作标准品。
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常规应用研究

为了评估高有机组成的条件下使用磷酸钾缓冲液

的影响，在一段时间内进行标准品和样品的进

样，重现了该方法在QC实验室中的常规应用。样

品组涉及一系列过程，由工作标准品制备、各个

标准品的制备以及加标和不加标样品基质的配制

组成，在一次给定的实验运行中总共要进行超过

360次进样。一组分析包括30次进样，重复60次

即1800次进样，以完成设计用于重现质量控制检

测实验室中实践方法的研究。此外，还安装了预

柱过滤器，对研究中压力随时间升高的情况起到

了预防和研究的目的。

为了了解数据的趋势，我们在Empower 2 CDS中创

建了自定义的计算方法和报告，经过处理的数据

能够以趋势图的形式呈现，无需转成电子表格。

初始压力读数大约为6500 psi，在最初的860次进

样后稳步升高至约6700 psi，如图8a中的汇总压

力趋势图所示。仔细研究汇总趋势数据，可得到

这一样品组的进一步趋势（图8）。Empower 2 CDS

生成的趋势图显示出，一旦注入了基质样品，系

统压力就会上升。这表明了初始样品制备过程的

不足。对样品制备过程进行了更改，其中延长了

离心时间，并使用0.2 µm过滤器盘替代0.4 µm过滤

器盘。使用过滤器盘过滤出上清液，加入样品瓶

中。结果，消除了由于样品制备而引起的压力升

高，并且使压力增至适合进行方法验证的值。

图8a. 860次进样的压力趋势。压力随时间稳步上升。预柱过滤器滤头的更换使压力
恢复到初始值，但是压力仍旧稳步上升。

图8b. 进一步研究趋势数据，得到此样品组的主要趋势。基质样品的注入是总压力
随时间提高的根本原因。圈出的区域表示基质进样的压力读数。
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结论

完整的解决方案包括信息学工具、灵活的仪器和多种色

谱柱填料，所得方法相比UPLC方法可使分析时间缩短达6

倍。改变缓冲液阳离子实现了杂质E和杂质对（B与D）之

间选择性的变化。缓冲液的离子强度影响了杂质B和杂质D

的保留性能。对于HILIC方法开发而言，温度是一个有用的

选择性影响因素。Empower中的信息学解决方案提供了趋势

信息，有效解决了样品制备不理想的问题。预柱过滤器的

使用同样也有助于在超过1500次进样中实现杰出的色谱柱

性能。

回想一下，原先HPLC方法的常规应用研究都花费极大。通

过比较HPLC与UPLC分别在1500次进样中的流动相消耗量，

发现HPLC需要使用约65升流动相，而UPLC仅仅耗费了11

升。每升乙腈的平均价格为165美元，所以这种方法能够

节省大约8800美元的溶剂消耗。利用UPLC技术可为每1500

次进样节约26天的时间，或缩短约80%的分析时间，以便

更充分地利用资源，提升盈利能力。
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