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HPLC法测定瑞卢戈利中间体M-Ⅰ的有关物质
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【摘要】目的  建立 HPLC 法测定瑞卢戈利中间体 M-Ⅰ的有关物质。方法  色谱柱为

Waters XBridge C18 （250 mm×4.6 mm，5 μm）柱；流动相为乙腈-磷酸盐缓冲液，梯度洗脱；

流速为 1.5 mL/min；柱温为 30 ℃；检测波长为 225 nm；进样体积为 20 μL。结果  瑞卢戈利

中间体M-Ⅰ中的杂质均能有效检出，M-Ⅰ、2，6-二氟氯苄、M-Ⅰ-SM、M-Ⅰ-中间体Ⅰ、杂

质 ZY1、杂质 36、杂质 45 及杂质 46 的检测限分别为 0.059、0.020、0.035、0.041、0.055、
0.077、0.062、0.054 μg/mL，定量限分别为 0.197、0.099、0.117、0.136、0.183、0.257、
0.207、0.182 μg/mL。主峰与各杂质间分离度良好，满足系统适用性要求。在定量分析中，

主峰及7个杂质在各自线性范围内均呈现良好的线性关系（r ≥ 0.999 0）。7种杂质的平均回

收率在97.77%~108.42%之间（RSD ≤ 2.11%，n=9）。结论  该方法专属性强、灵敏度高、准

确度好，适用于瑞卢戈利中间体M-Ⅰ有关物质的测定。
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【Abstract】 Objective  To establish a method for the determination of related substances in 
the Intermediate M-Ⅰ of relugolix by HPLC. Methods  The HPLC method was performed on a 
Waters XBridge C18 (250 mm×4.6 mm, 5 µm) column. Gradient elution was carried out using 
acetonitrile and phosphate buffer as the mobile phase at a flow rate of 1.5 mL/min. The column 
temperature was 30 ℃, the detection wavelength was 225 nm, and the injection volume was 20 μL. 
Results  The impurities in intermediate M-Ⅰof relugolix can be effectively detected. The detection 
limits of M-Ⅰ, 2,6-difluorobenzyl chloride, M-Ⅰ-SM, M-Ⅰ-intermediateⅠ, Impurity ZY1, Impurity 
36, Impurity 45, and Impurity 46 were 0.059, 0.020, 0.035, 0.041, 0.055, 0.077, 0.062, and 0.054 µg/
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mL, and the quantification limits were 0.197, 0.099, 0.117, 0.136, 0.183, 0.257, 0.207, and 0.182 µg/mL. The main 
compound and the impurities were well separated, meeting the system suitability requirements. In the 
quantitative analysis, the main compound and the seven impurities all exhibited good linearity within their 
respective concentration ranges (r ≥ 0.999 0). The mean recoveries of the seven impurities ranged from 97.77% 
to 108.42%, with RSDs ≤ 2.11% (n=9). Conclusion  The established method demonstrates good specificity, high 
sensitivity and satisfactory accuracy, and is suitable for the determination of related substances in the 
Intermediate M-Ⅰ of relugolix. 

【Keywords】 HPLC; Related substances; Intermediate M-Ⅰ of relugolix

瑞卢戈利是一种新型的口服非肽小分子促性

腺激素释放激素受体拮抗剂，能竞争结合促性腺

激素释放激素受体，降低黄体生成素和促卵泡激

素的浓度，使女性卵巢中雌激素和孕激素的产生

减少［1-2］。瑞卢戈利由日本武田制药公司研发，

于 2019 年获批在日本上市，用于改善子宫肌瘤

引起的月经过多等症状［3-4］。2020年瑞卢戈利在

美国获批上市，用于治疗晚期前列腺癌，其作

用机制是减少黄体生成素的释放，最终降低睾丸

激素释放［5-7］。2021年瑞卢戈利复方制剂在美国

获批上市，用于治疗子宫肌瘤引起的月经

过多［8］。
2-［（2，6-二氟苄基）正丙氧基羰基氨基］ - 

4-［（二甲基氨基） 甲基］-5-（4-硝基苯基） 噻

吩- 3-甲酸乙酯（以下简称“M-Ⅰ”）是合成瑞

卢戈利的重要中间体。专利CN118837477A［9］报

道了瑞卢戈利的制备路线，由M-Ⅰ经5步化学反

应得到瑞卢戈利。也有研究以M-Ⅰ为起始物料，

经水解、缩合、环合、氢化、缩合成脲制备瑞卢

戈利［10］。M-Ⅰ的质量控制影响终产品的质量，

测定M-Ⅰ的有关物质对于M-Ⅰ及瑞卢戈利的质量

控制均有重要意义。专利CN110194776A中由 2-
氨基-4-甲基-5- （4-硝基苯基）噻吩-3-甲酸乙

酯（以下简称“M-Ⅰ-SM”）先合成 2-乙氧基羰

基氨基-4-甲基-5-（4-硝基苯基）噻吩-3-甲酸乙

酯（以下简称“M-Ⅰ-中间体Ⅰ”），再与 2，6-
二氟氯苄反应，4位甲基溴代，再由二甲胺取代，

合成 2-［（2，6-二氟苄基）乙氧基羰基氨基］- 4-
［（二甲基氨基）甲基］-5-（4-硝基苯基）噻吩-3-甲
酸乙酯（M-Ⅰ类似物）［11］。专利CN112321602A［12］

中以M-Ⅰ-SM为起始物料，用氯甲酸丙酯取代高

毒、高度易燃的氯甲酸乙酯，与起始物料反应，

再经过三步反应合成M-Ⅰ。本文建立HPLC法测

定M-Ⅰ有关物质，参照《中国药典》2020年版四

部中9101分析方法验证指导原则［13］进行了方法

学验证，对 M-Ⅰ中可能存在的 2，6-二氟氯苄、

M-Ⅰ-SM、M-Ⅰ-中间体Ⅰ、2-［（2，6-二氟苄基）

正丙氧基羰基氨基］-4-甲基-5-（4-硝基苯基）噻

吩-3-甲酸乙酯（以下简称“杂质45”）；2-［（2，
6-二氟苄基）正丙氧基羰基氨基］-4-溴甲基-5-
（4-硝基苯基）噻吩- 3-甲酸乙酯（以下简称“杂

质 46”）及副产物杂质 ZY1 及杂质 36 等进行控

制，所建立的方法专属性强、灵敏度高、准确度

好，适用于M-Ⅰ有关物质的测定，主要用于控制

合成过程中可能引入的工艺相关杂质。

1　仪器与试药

1.1　主要仪器
Waters e2695 高效液相色谱仪，包括自动进

样器、柱温箱及 2998PDA 检测器、Empower 3 色

谱工作站均购自美国沃特世公司；XS 205 DU十

万分之一电子分析天平、XPR10百万分之一电子

分析天平和 Seven Excellence pH 计均购自瑞士梅

特勒-托利多公司。

1.2　主要药品与试剂
M-Ⅰ样品（甘肃瀚聚药业有限公司，批号：

HJ0187-20220302、 HJ0187-20230301、 HJ0187-
20230801M）；M-Ⅰ-SM（批号：HJ0040-20220702，
纯度 99.94%）、M-Ⅰ-中间体Ⅰ （批号：HJ0328-
20221201，纯度99.76%）均购自浙江科聚生物医

药有限公司；2，6-二氟氯苄（百灵威科技有限公

司，批号：L7C0V05，纯度 99.89%）；杂质 ZY1
（深圳卓越生物医药科技有限公司，批号：

20211026， 纯 度 99.36%）； 杂 质 36 （批 号 ：

46610，纯度 97.05%）、杂质 45 （批号：45657，
含量：98.26%）、杂质 46 （批号：46611，纯度

98.63%）均购自深圳振强生物科技有限公司；乙

腈为色谱纯；其余试剂均为分析纯；水为纯化水。
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2　方法与结果

2.1　色谱条件
色谱柱为 Waters XBridge C18 柱 （250 mm×

4.6 mm， 5 μm）；流动相 A 为磷酸盐缓冲液

（0.015 mol/L的磷酸二氢钾溶液，用10 mol/L的氢

氧化钾溶液调节 pH 至 7.0），流动相 B 为流动相

A-乙腈（20∶80），梯度洗脱（洗脱程序见表1）；
流速为 1.5 mL/min；柱温为 30 ℃；检测波长为

225 nm；进样体积为20 μL。

2.2　溶液的配制
2.2.1　供试品溶液

取本品适量，精密称定，加乙腈溶解并稀释

制成每1 mL中约含1 mg的溶液，即得。

2.2.2　对照溶液
精密量取供试品溶液适量，用乙腈稀释制成

每1 mL中约含10 μg的溶液，即得。

2.2.3　系统适用性溶液
分别精密称取 M-Ⅰ-SM、M-Ⅰ-中间体Ⅰ、

2，6-二氟氯苄、杂质ZY1、杂质36、杂质45及杂

质 46对照品 1.974、1.899、1.978、1.962、2.079、
2.010、1.948 mg，置于不同 10 mL 量瓶中，加乙

腈溶解并稀释至刻度，摇匀，作为M-Ⅰ-SM、M-
Ⅰ-中间体Ⅰ、2，6-二氟氯苄、杂质ZY1、杂质36、
杂质45及杂质46对照品贮备液①。

分别精密量取 M-Ⅰ-SM、M-Ⅰ-中间体Ⅰ、

2，6-二氟氯苄、杂质ZY1、杂质45及杂质46对照

品贮备液①各 1.5 mL 及杂质 36 对照品贮备液①
1.0 mL，置于不同 10 mL 量瓶中，用乙腈稀释至

刻度，摇匀，作为 M-Ⅰ-SM、M-Ⅰ-中间体Ⅰ、

2，6-二氟氯苄、杂质ZY1、杂质45、杂质46及杂

质36对照品贮备液②。

分别精密量取上述杂质对照品贮备液②各

0.5 mL，置于同一 10 mL 量瓶中，用乙腈稀释至

刻度，摇匀，作为系统适用性溶液。

2.3　方法学验证
2.3.1　专属性及系统适用性试验

取M-Ⅰ10 mg，置于10 mL量瓶中，加乙腈适量

使溶解，分别精密量取M-Ⅰ-SM、M-Ⅰ-中间体Ⅰ、

2，6-二氟氯苄、杂质 ZY1、杂质 36、杂质 45 及

杂质 46 对照品贮备液②各 0.5 mL，置于上述量

瓶中，用乙腈稀释至刻度，摇匀，作为混合

溶液。

精密量取空白溶剂、系统适用性溶液、混合

溶液及供试品溶液各 20 μL，照“2.1”项下色谱

条件测定，色谱图见图 1。结果表明，空白溶剂

对有关物质的测定无干扰；系统适用性溶液色谱

图中，2，6-二氟氯苄、M-Ⅰ-SM、杂质 ZY1、杂

质 36、杂质45、杂质46及M-Ⅰ-中间体Ⅰ依次出

峰，杂质36与杂质45之间的分离度为6.34，杂质45
与杂质46之间的分离度为4.66；主峰与前后杂质

分离良好，方法专属性良好。

2.3.2　检测限与定量限
分别精密称取2，6-二氟氯苄、M-Ⅰ-SM、M-

Ⅰ-中间体Ⅰ、杂质 ZY1、杂质 36、杂质 45 及杂

质 46对照品 9.960、2.339、1.812、1.842、1.766、
2.105、1.843 mg，置于不同 10 mL 量瓶中，加乙

腈溶解并稀释至刻度，摇匀，作为2，6-二氟氯苄、

M-Ⅰ-SM、M-Ⅰ-中间体Ⅰ、杂质 ZY1、杂质 36、
杂质45及杂质46对照品贮备液①。精密称取M-Ⅰ
9.83 mg，置于 10 mL量瓶中，加乙腈溶解并稀释

至刻度，摇匀，作为M-Ⅰ溶液。

取上述各杂质对照品贮备液及M-Ⅰ溶液稀释

至合适浓度，照“2.1”项下色谱条件测定，以信

噪比约为 10∶1时的溶液浓度作为定量限，以信

噪比约为3∶1时的溶液浓度作为检测限。计算得

M-Ⅰ、2，6-二氟氯苄、M-Ⅰ-SM、M-Ⅰ-中间

体Ⅰ、杂质 ZY1、杂质 36、杂质 45 及杂质 46 的

检 测 限 分 别 为 0.059、 0.020、 0.035、 0.041、
0.055、0.077、0.062、0.054 μg/mL，定量限分别

为 0.197、 0.099、 0.117、 0.136、 0.183、 0.257、
0.207、0.182 μg/mL。
2.3.3　线性关系与校正因子

取“2.3.2”项下的定量限溶液作为线性 1号

溶液。精密量取“2.3.2”项下的杂质 ZY1、杂

质45、杂质46、M-Ⅰ-SM、M-Ⅰ-中间体Ⅰ贮备液

①各1.5 mL，杂质36贮备液① 1.0 mL，置于同一

表1  梯度洗脱程序

Table 1. Programme of gradient elution

时间（min）
0~2
2~5
5~40
40~60
60~61
61~70

流动相A（%）

52→50
50

50→0
0

0→52
52

流动相B（%）

48→50
50

50→100
100

100→48
48
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10 mL量瓶中，用乙腈稀释至刻度，摇匀，作为

混合贮备液。精密量取“2.3.2”项下的 M-Ⅰ溶

液 2.0 mL，置于 10 mL量瓶中，用乙腈稀释至刻

度，摇匀，作为M-Ⅰ贮备液。精密量取“2.3.2”
项下的2，6-二氟氯苄对照品贮备液① 0.1 mL，置

于 10 mL量瓶中，用乙腈稀释至刻度，摇匀，作

为2，6-二氟氯苄对照品贮备液②。分别精密量取

混合贮备液及 M-Ⅰ贮备液各 0.3 mL、2，6-二氟

氯苄对照品贮备液②1.0 mL，置于同一 10 mL 量

瓶中，用乙腈稀释至刻度，摇匀，作为线性 2号

溶液。分别精密量取混合贮备液及M-Ⅰ贮备液各

0.5 mL、2，6-二氟氯苄对照品贮备液②1.5 mL，
置于同一 10 mL量瓶中，用乙腈稀释至刻度，摇

匀，作为线性 3号溶液。分别精密量取混合贮备

液及M-Ⅰ贮备液各0.7 mL、2，6-二氟氯苄对照品

贮备液②2.0 mL，置于同一 10 mL 量瓶中，用乙

腈稀释至刻度，摇匀，作为线性 4号溶液。分别

精密量取混合贮备液及M-Ⅰ贮备液各1 mL、2，6-
二氟氯苄对照品贮备液② 3.0 mL，置于同一

10 mL量瓶中，用乙腈稀释至刻度，摇匀，作为

线性 5 号溶液。分别精密量取线性 1~5 号溶液，

照“2.1”项下色谱条件测定，记录色谱图，以浓

度为横坐标（C，μg/mL）、峰面积为纵坐标（A）
进行线性回归分析，计算线性回归方程及校正因

子（M-Ⅰ回归方程斜率与各杂质回归方程斜率的

比值即为各杂质的校正因子），结果见表2。结果

表明，各杂质浓度在一定范围内与峰面积之间的

线性关系良好。

2.3.4　精密度试验
精密量取“2.3.2”项下的线性 3 号溶液

20 μL，照“2.1”项下色谱条件连续进样 6 次，

计算得 2，6-二氟氯苄、M-Ⅰ-SM、杂质 ZY1、
M-Ⅰ、杂质36、杂质45、杂质46及M-Ⅰ-中间体Ⅰ
峰面积的 RSD 分别为 0.34%、 0.88%、 0.35%、

表2  各组分的线性回归方程、相关系数及线性范围

Table 2. The linear regression equations, correlation coefficients, and linear ranges of each component

组分

2，6-二氟氯苄

M-Ⅰ-SM
杂质ZY1
M-Ⅰ
杂质36
杂质45
杂质46
M-Ⅰ-中间体Ⅰ

线性回归方程

A=19 218C-610.97
A=63 817C-1 500.7
A=45 415C-963.31
A=23 983C-1 525.5
A=24 380C-791.97
A=25 454C+58.657
A=27 166C-175.28
A=40 110C-642.33

r

0.999 9
0.999 8
0.999 0
1.000 0
0.999 8
0.999 9
0.999 9
1.000 0

线性范围（μg/mL）
0.099 49~2.984 7
0.116 88~3.506 4
0.183 20~2.745 3
0.215 50~19.591
0.257 09~1.713 9
0.206 84~3.102 6
0.181 78~2.726 6
0.135 57~2.711 5

校正因子

1.25
0.38
0.53
—

0.98
0.94
0.88
0.60

注：“—”表示无需校正。

图1  专属性及系统适用性试验HPLC图

Figure 1. HPLC chromatogram of specificity and system suitability test
注：A.空白溶剂；B.系统适用性溶液；C.混合溶液；D.供试品溶液；1. 2,6-二氟氯苄；2. M-Ⅰ-SM；3. 杂质ZY1；4. M-Ⅰ；5. 杂质36；6. 杂

质45；7. 杂质46；8. M-Ⅰ-中间体Ⅰ。
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0.21%、 1.16%、 0.78%、 0.65%、 0.52% （n=6）。

表明仪器精密度良好。

2.3.5　准确度试验
分别精密量取“2.3.2”项下的2，6-二氟氯苄

对照品贮备液①0.3 mL，杂质36对照品贮备液①
1.0 mL，M-Ⅰ-SM、M-Ⅰ-中间体Ⅰ、杂质 ZY1、
杂质 45 及杂质 46 对照品贮备液①各 1.5 mL，置

于同一10 mL量瓶中，用乙腈稀释至刻度，摇匀，

作为杂质对照品混合贮备液。精密量取 0.5 mL，
置于 10 mL 量瓶中，用乙腈稀释至刻度，摇匀，

作为杂质对照品混合溶液。

精密称取本品 9.68 mg，置于 10 mL 量瓶中，

加乙腈溶解并稀释至刻度，摇匀，作为供试品

溶液。

分别精密称取本品 10.47、 10.54、 10.56、
10.14、 10.43、 10.49、 10.48、 10.76、 10.37 mg，
置于不同 10 mL量瓶中，加乙腈适量使溶解，其

中3份加入杂质对照品混合贮备液0.4 mL、3份加

入 0.5 mL、3份加入 0.6 mL，用乙腈稀释至刻度，

摇匀，作为回收率低、中、高浓度样品。

分别精密量取杂质对照品混合溶液、供试品

溶液和回收率低、中、高浓度样品，照“2.1”项

下色谱条件测定。以外标法计算回收率，计算公

式如下：

回收率（%） = （测得量-原有量） /加入量×
100%

测得量（mg） =Ax/As×ms×对照品含量/稀释体

积×10
原有量 （mg） =A/As×ms×对照品含量/稀释体

积×10/m×mx
加入量（mg）=ms×对照品含量/稀释体积×V加

式中，Ax为回收率样品中杂质的峰面积，As

为杂质对照品混合溶液中杂质的峰面积，ms为杂

质对照品质量（mg），A为供试品溶液中杂质的峰

面积，m为供试品质量（mg），mx为回收率样品

的供试品质量（mg），V加为杂质对照品混合贮备

液的加入体积（mL）。
各杂质的准确度试验结果见表3。7个杂质的

平均回收率均在 90%~110%范围内，表明方法准

确度良好。

2.3.6　重复性试验与中间精密度试验
取同一批样品（批号：HJ0187-20230801M），

照“2.2”项下方法平行配制6份供试品溶液，并

照“2.1”项下色谱条件测定，按加校正因子的主

成分自身对照法计算杂质含量，计算公式如下：

杂质含量（%）=Ax/A1%×1%×校正因子

式中，Ax为杂质的峰面积，A1%为M-Ⅰ对照

溶液的主峰面积，2，6-二氟氯苄、M-Ⅰ-SM、杂

质ZY1、杂质36、杂质45、杂质46及M-Ⅰ-中间

体Ⅰ的校正因子见表 2，未知杂质的校正因子按

1.0计算。

结果 2，6-二氟氯苄、M-Ⅰ-SM、杂质 ZY1、
杂质45及M-Ⅰ-中间体Ⅰ均未检出，杂质36均为

0.03%，杂质 46 均为 0.01%，其他最大单个杂质

的相对保留时间为 0.67，其他最大单个杂质及杂

质总量的平均值分别为 0.14% 及 0.46%，RSD 分

别为 3.78% 及 2.96% （n=6），表明该方法重复性

良好。

取同一批 （批号：HJ0187-20230801M） 样

品，由另一名试验人员于不同时间、使用不同仪

器，同法测定。统计2名试验人员测定的12份结

果，2，6-二氟氯苄、M-Ⅰ-SM、杂质ZY1、杂质45
及M-Ⅰ-中间体Ⅰ均未检出，杂质36均为0.03%，

杂质 46均为 0.01%，其他最大单个杂质的相对保

留时间为 0.68，其他最大单个杂质及杂质总量的

平均值分别为0.14%及0.46%，RSD分别为4.75%
及3.41%（n=12），表明该方法中间精密度良好。

2.3.7　稳定性试验
精密称取本品（批号：HJ0187-20230801M）

9.96 mg，置于 10 mL量瓶中，加乙腈溶解并稀释

至刻度，摇匀，作为供试品溶液。取室温放置的

供试品溶液，分别于配制后0、3.5、6、8.5、12、
16、20、24.5 h，照“2.1”项下色谱条件测定，

2，6-二氟氯苄、M-Ⅰ-SM、杂质ZY1、杂质 45及

M-Ⅰ-中间体Ⅰ均未检出，杂质 36、杂质 46及主

峰峰面积的 RSD 分别为 1.45%、1.29%、0.72%

表3  各杂质的准确度试验结果（n=9）
Table 3. Results of accuracy tests for individual 

impurities (n=9)

组分

2，6-二氟氯苄

M-Ⅰ-SM
杂质ZY1
杂质36
杂质45
杂质46
M-Ⅰ-中间体Ⅰ

平均回收率（%）

97.77
99.48

103.15
107.06
102.95
108.42
100.23

RSD（%）

0.83
0.72
2.11
1.88
0.94
0.93
1.19
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（n=8），无新杂质产生，表明供试品溶液室温

24.5 h内稳定性良好。

精密量取供试品溶液 0.5 mL，置 50 mL 量瓶

中，用乙腈稀释至刻度，摇匀，作为对照溶液。

取室温放置的对照溶液，分别于配制后 0、2.5、
4.5、7、10.5、16、20、24.5 h照“2.1”项下色谱

条件测定，峰面积的RSD为 0.80% （n=8），表明

对照溶液室温24.5 h内稳定性良好。

2.3.8　耐用性试验
取系统适用性溶液，以杂质36与杂质45、杂

质 45与杂质 46峰之间的分离度为考察指标，考

察不同检测波长、流速、流动相初始比例、柱

温、缓冲盐浓度及缓冲盐 pH 值等色谱条件的影

响。结果在不同条件下，杂质 36与杂质 45之间

分离度的范围为 3.25~7.42，杂质 45 与杂质 46 之

间分离度的范围为4.54~4.95，均符合要求，表明

方法耐用性良好。

2.4　样品测定
分别取 3批M-Ⅰ （批号：HJ0187-20220302、

HJ0187-20230301、 HJ0187-20230801M） ， 照

“2.2”项下方法制备供试品溶液、对照溶液及系

统适用性溶液，并照“2.1”项下色谱条件测定，

按加校正因子的主成分自身对照法计算杂质含

量，计算公式如下：

杂质含量（%）=Ax/A1%×1%×校正因子

式中，Ax为杂质的峰面积，A1%为 M-Ⅰ对照

溶液的主峰面积，2，6-二氟氯苄、M-Ⅰ-SM、杂

质ZY1、杂质 36、杂质 45、杂质 46及M-Ⅰ-中间

体Ⅰ的校正因子见表 2，未知杂质的校正因子按

1.0计算。

表 4 结果显示，3 批中其他最大单个杂质

相对保留时间为 0.66~0.67，推测为同一杂质，

可能为 M-Ⅰ合成过程中引入的工艺杂质或 M-Ⅰ
储存过程中产生的降解杂质。3 批 M-Ⅰ样品的

杂质检出情况存在批间差异，初步表明本研

究所建立的方法可用于监测不同批次样品的

杂质差异。

3　讨论

M-Ⅰ是合成瑞卢戈利的重要中间体，M-Ⅰ的

质量控制影响终产品的质量，测定M-Ⅰ的有关物

质具有重要意义。目前未检索到M-Ⅰ有关物质测

定的文献，本文建立了HPLC法测定M-Ⅰ的有关

物质，并进行了方法学验证，能够对工艺杂质进

行有效的检测和控制。

3.1　色谱条件的优化
3.1.1　色谱柱的选择

用Agilent ZORBAX Eclipse XDB C18柱进行分

离时，杂质 36 与杂质 45 不能完全分离；用 Inert 
Sustain C18柱进行分离时，杂质 45与杂质 46不能

完全分离；用 Waters XBridge C18柱进行分离时，

杂质 36与杂质 45、杂质 45与杂质 46均能良好分

离，故选择Waters XBridge C18柱。

3.1.2　检测波长的选择
M-Ⅰ在 225 nm 及 252 nm 处有最大吸收，杂

质 2，6-二氟氯苄在 225 nm 处有最大吸收，在

252 nm 处吸收较弱，故选择 225 nm 作为检测

波长。

3.1.3　流动相的选择
由于检测波长选择了225 nm，故有机相选择

截止波长较低的乙腈，缓冲盐选择磷酸盐，避免

基线噪音大、影响检测灵敏度；为避免缓冲盐浓

度过高、混合时析出，选择了较低的缓冲盐浓度

0.015 mol/L；待测物含有二甲基氨基及（2，6-二
氟苄基）正丙氧基羰基氨基结构，为兼顾待测物

峰形及色谱柱使用寿命，选择流动相 pH 为 7.0；
为避免缓冲盐与高比例有机相混合时析出，流动

相B采用缓冲盐与乙腈按体积比20∶80混合的方

式配制。

3.1.4　柱温的选择
分别尝试了柱温为30、35、40 ℃，随着柱温

升高，杂质 45与杂质 36的分离变差，对其他峰

的分离影响不大，柱温为40 ℃时，二者分离度为

1.51；柱温为 35 ℃时，二者分离度为 3.64，但杂

表4  样品测定结果（%）
Table 4. Determination results of the samples (%)

杂质名称

2，6-二氟氯苄

M-Ⅰ-SM
杂质ZY1
杂质36
杂质45
杂质46
M-Ⅰ-中间体Ⅰ
其他最大单个杂质

杂质总量

HJ0187-
20220302
未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

0.11
0.43

HJ0187-
20230301
未检出

未检出

未检出

未检出

未检出

0.01
未检出

0.05
0.18

HJ0187-
20230801M

未检出

未检出

未检出

0.03
未检出

0.01
未检出

0.13
0.44
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质 45 与 M-Ⅰ供试品中的一个未知杂质分离不完

全；柱温为30 ℃时，各杂质分离良好；因此柱温

选择30 ℃。

3.2　小结
本文建立了测定瑞卢戈利中间体M-Ⅰ有关物

质的HPLC方法，对M-Ⅰ中可能存在的起始物料

（2，6-二氟氯苄及M-Ⅰ-SM）、中间体（M-Ⅰ-中间

体Ⅰ、杂质45、杂质46）及副产物（杂质ZY1及

杂质36）等杂质进行了控制，并进行了方法学验

证。验证结果表明，空白不干扰测定，杂质与主

成分之间及各杂质之间分离良好，M-Ⅰ、2，6-二
氟氯苄、M-Ⅰ-SM、M-Ⅰ-中间体Ⅰ、杂质 ZY1、
杂质 36、杂质 45 及杂质 46 的检测限分别为

0.059、 0.020、 0.035、 0.041、 0.055、 0.077、
0.062、0.054 μg/mL，主成分及7个杂质在各自的

线性范围内线性关系良好（r ≥ 0.999 0），7 个杂

质平均回收率为97.77%~108.42%，色谱条件有微

小变动时杂质之间的分离不受影响。所建立的方

法专属性强，灵敏度高，准确度好，耐用性好，

为M-Ⅰ的工艺杂质控制及瑞卢戈利原料药的过程

控制提供了技术保证。
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