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罗替高汀原料药中有关物质及对映异构体的
HPLC检测方法

王伟姣1，陈鸿玉1，唐浩铮1，田家林2，赵士冶1，童 明2

1. 湖南省药品检验检测研究院（长沙 410001）

2. 湖南欧亚药业有限公司（长沙 410300）

【摘要】目的  分别建立控制罗替高汀原料药中有关物质及其对映异构体的HPLC分析

方法。方法  有关物质测定：采用Waters Sunfire C18色谱柱（150 mm×4.6 mm，3.5 μm）；流

动相为 pH 6.6 ± 0.05 的磷酸二氢钾缓冲液-乙腈-甲醇，梯度洗脱；检测波长为 220 nm，

流速为 1.0 mL/min，柱温为 40 ℃，进样量为 10 μL。对映异构体测定：采用手性柱

CHIRALPAK IB N-5（250 mm × 4.6 mm，5 μm）；流动相为正己烷-稀释剂（无水乙醇-异丙

醇=95∶5） -二乙胺（97∶3∶0.1）；检测波长为225 nm，流速为0.8 mL/min，柱温为35 ℃，

进样量为5 μL。结果  在有关物质检查中，罗替高汀与各已知杂质分离良好；各成分在考察

浓度范围内线性关系良好（r ≥ 0.997 0）；在定量限、100%限度、150%限度 3个加标水平

下，平均回收率在95.7% ~ 104.5%之间，RSD ≤ 4.80%（n = 9）。在对映异构体检查中，杂质A
在1.4 ~ 8.8 μg/mL浓度范围内线性关系良好（r = 1.000 0），在定量限、100%限度、150%限

度 3 个加标水平下，平均回收率分别为 124.0%、101.1% 和 114.2%，RSD 分别为 4.69%、

1.88%和0.78%（n = 9）。结论  该法专属性、灵敏度、准确性及耐用性良好，可用于罗替高

汀原料药中有关物质和对映异构体的质量控制。

【关键词】高效液相色谱法；罗替高汀；有关物质；对映异构体；方法学验证
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【Abstract】 Objective  To establish HPLC analysis methods for controlling the related 
substances and its enantiomer in the active pharmaceutical ingredient of rotigotine. Methods  The 
HPLC chromatographic conditions for related substances were as follows: the separation was 
performed on a Waters Sunfire C18 column (150 mm × 4.6 mm, 3.5 μm) with a mobile phase 
consisting of potassium dihydrogen phosphate buffer (pH 6.55±0.05, mobile phase A), acetonitrile 
(mobile phase B), and methanol (mobile phase C) with gradient elution, the detection wavelength 
was 220 nm, the flow rate was 1.0 mL/min, the column temperature was 40 ℃ , and the injection 
volume was 10 μL. The HPLC chromatographic conditions for enantiomer were as follows: the 
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separation was performed on a CHIRALPAK IB N-5 chiral column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) with a mobile 
phase consisting of n-hexane-diluent (anhydrous ethanol isopropanol=95∶5) -diethylamine (97∶3∶0.1), the 
detection wavelength was 225 nm, the flow rate was 0.8 mL/min, the column temperature was 35 ℃ , and the 
injection volume was 5 μL. Results  In the determination of related substances, rotigotine was well separated 
from its known impurities. The linearity of all components was satisfactory within the investigated 
concentration ranges (r ≥ 0.9970). The average recoveries at three spiked levels (limit of quantitation, 100% 
limit, 150% limit) ranged from 95.7% to 104.5%, with RSDs ≤ 4.80% (n = 9). In the determination of the 
enantiomer, impurity A exhibited a good linear relationship within the concentration range of 1.4-8.8 μg/mL 
(r = 1.0000). The average recoveries at three spiked levels (limit of quantitation, 100% limit, 150% limit) were 
124.0%, 101.1%, and 114.2%, and RSDs were 4.69%, 1.88% and 0.78% (n = 9), respectively. Conclusion  The 
method is specific, sensitive, accurate, and robust, and can be applied for the quality control of related 
substances and the enantiomer in the active pharmaceutical ingredient of rotigotine. 

【Keywords】 HPLC; Rotigotine; Related substances; Enantiomer; Method validation

罗替高汀（rotigotine）是一种非麦角类多巴

胺受体激动剂，以透皮贴剂形式用于治疗帕金森

病和不宁腿综合征［1-4］。罗替高汀化学名为（6S）- 
5，6，7，8-四氢-6-（丙基［2-（2-噻吩基）乙基］氨

基）-1-萘酚，其分子结构中含有 1 个手性中心，

对映异构体及其降解产物和工艺副产物是罗替高

汀原料药质量控制的关键对象。目前，《中国药

典》2025年版尚未收载罗替高汀原料及其制剂的

质量标准，而《欧洲药典》12.3版（EP 12.3）［5］、
《英国药典》 2026 年版 （BP 2026） 及《美国药

典》2026年版（USP-NF 2026）均已收载罗替高汀

质量标准，其中BP 2026［6-7］和USP-NF 2026［8-9］

同时收载了罗替高汀透皮贴剂质量标准，在各论

中列出了包括去噻吩乙基罗替高汀（杂质B）、罗

替高汀C（杂质C）、乙基罗替高汀（杂质D）、罗

替高汀E（杂质E）、罗替高汀H（杂质H）、罗替

高汀-O-噻吩乙基 （杂质 J）、罗替高汀 K （杂

质K）及R-对映异构体（杂质A）在内的 8种已

知杂质，各杂质结构图见图 1。经比对，USP、

BP、EP对各杂质分离度的要求基本一致，但色

谱条件等细节存在差异。鉴于目前公开报道的方

法学文献有限，为实现罗替高汀原料药中降解产

物和工艺副产物等多个杂质的有效分离与检测，

为罗替高汀仿制药质量控制提供技术支撑，本研

究参考各国药典标准，以及国际人用药品注册技

术 要 求 协 调 会 （International Council for 
Harmonisation， ICH） Q3A 和 ICH Q3B［10-11］，系

统分析了罗替高汀原料药的杂质谱，参照《中国

药典》2025年版四部通则9101“分析方法验证指

导原则”［12］及 ICH Q2 （R1）［13］关于分析方法验

证的相关要求，对色谱条件进行系统优化和方法

学验证，分别建立了适用于罗替高汀原料药有关

物质和对映异构体检查的HPLC法，现报道如下。

1　仪器与试药

1.1　主要仪器
Agilent 1260 Infinity Ⅱ高效液相色谱仪 ［安

捷伦科技（中国）有限公司］；LC-20AT 高效液

图1  罗替高汀各杂质结构图

Figure1. Structures of impurities in rotigotine
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相色谱仪 ［岛津企业管理 （中国） 有限公司］；

ARC HPLC高效液相色谱仪［沃特世科技（上海）

有限公司］；XSE205DU电子天平（赛多利斯科学

仪器有限公司）；WHLL-125BE 电热鼓风干燥箱

（江苏禾汽科学仪器有限公司）；KQ-500DE型数

控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）。

1.2　主要药品与试剂
对照品：罗替高汀（批号：TGB-20230425，

纯度 99.7%）、杂质 A （R-对映异构体，批号：

TGB-501-A-20230328，纯度 95.02%）、杂质 B
（批号：TGB-501-B-20230321，纯度：76.1%）、

杂 质 C （批 号 ： TGB-501-C-20230321， 纯 度

98.2%）、杂质D （批号：TGB-501-D-20230321，
纯 度 94.9%）、 杂 质 E （批 号 ： TGB-501-E-
20231027，纯度 90.65%）、杂质H （批号：TGB-
501-H-20230328，纯度 99.8%）、杂质 J （批号：

TGB-501-J-20231027，纯度 99.44%）、杂质 K
（批号：TGB-501-K-20231108，纯度98.47%）均

由长沙晶易医药科技股份有限公司提供；罗替高

汀原料药（湖南欧亚药业有限公司，批号：LTG-
231101、 16240301、 16240401、 16240501）；甲

醇、乙腈、乙醇、三氟乙酸、异丙醇、正己烷均为

色谱纯；磷酸二氢钾、氢氧化钾、盐酸、氢氧化

钠、过氧化氢、二乙胺均为分析纯；水为纯化水。

2　方法与结果

2.1　有关物质检查
2.1.1　色谱条件

采用 Waters Sunfire C18 色谱柱 （150 mm ×
4.6 mm， 3.5 μm），捕集小柱采用 Ghost Sniper 
Column （50 mm × 4.6 mm）；以 pH 6.55 ± 0.05 磷

酸二氢钾缓冲液（A）-乙腈（B）-甲醇（C）为流

动相进行梯度洗脱（洗脱程序见表 1）；流速为

1.0 mL/min； 检 测 波 长 为 220 nm； 进 样 量 为

10 μL；柱温为40 ℃；样品盘控温为4 ℃。

2.1.2　溶液的制备
（1） 各杂质对照品储备液：分别取杂质 B、

杂质 C、杂质 D、杂质 E、杂质 H、杂质 J、杂

质K等杂质对照品适量，精密称定，分别置于量

瓶中，加甲醇溶解并稀释制成每1 mL中各约含杂

质C 0.4 mg、杂质B 0.3 mg、杂质D 0.3 mg、杂质

J 0.3 mg、杂质 E 0.2 mg、杂质 H 0.2 mg、杂质 K 
0.2 mg的单个杂质储备液（杂质B储备液需加入

微量三氟乙酸助溶）。

（2）混合杂质对照品储备液：精密量取各单

个杂质储备液适量，置于同一量瓶中，加甲醇稀

释制成每1 mL中约含杂质C 40 μg、杂质B 30 μg、
杂质D 30 μg、杂质J 30 μg、杂质E 20 μg、杂质H 
20 μg、杂质K 20 μg的混合溶液。

（3）罗替高汀对照品储备液：取罗替高汀对照

品约10 mg，精密称定，置于25 mL量瓶中，加乙腈

溶解并稀释至刻度，摇匀，即得（约0.4 mg/mL）。
（4）罗替高汀对照品溶液：精密量取罗替高

汀对照品储备液 1 mL，置于 100 mL 量瓶中，用

甲醇稀释至刻度，摇匀，即得（约4 μg/mL）。
（5） 供试品溶液：取罗替高汀原料药 （批

号：LTG-231101） 约 40 mg，精密称定，置于

20 mL量瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，

即得（约2 mg/mL）。
（6）加标供试品溶液（同时作为系统适用性

溶液）：取罗替高汀原料药（批号：LTG-231101）
约40 mg，精密称定，置于20 mL量瓶中，加入混

合杂质对照品储备液1 mL，用甲醇溶解并稀释至

刻度，摇匀，即得。

（7） 单标定位溶液：分别取杂质 B 储备液

300 μL、杂质 C 储备液 400 μL、杂质 D 储备液

300 μL、杂质 E 储备液 200 μL、杂质 H 储备液

200 μL、杂质 J 储备液 300 μL、杂质 K 储备液

200 μL，置于不同的 20 mL量瓶中，用甲醇稀释

至刻度，摇匀，即得。

（8）强制降解试验溶液：

高温破坏供试品溶液，取罗替高汀原料药

（批号：LTG-231101）约40 mg，精密称定，置称

量瓶中，于90 ℃中放置14 h后，放至室温，加甲

醇溶解并全量转移至 20 mL量瓶中，用甲醇溶解

并稀释至刻度，摇匀，即得。

表1  梯度洗脱程序

Table 1. Gradient elution program

时间（min）
0 ~ 40
40 ~ 40.1
40.1 ~ 65
65 ~ 65.1
65.1 ~ 70
70 ~ 70.1
70.1 ~ 80

流动相A（%）

82
82→25

25
25→15

15
15→82

82

流动相B（%）

18
18→65

65
65→75

75
75→18

18

流动相C（%）

0
0→10

10
10
10

10→0
0

1525



Frontiers in Pharmaceutical Sciences, Sept. 2026, Vol. 30, No.9

https://yxqy.whuznhmedj.com

光照破坏供试品溶液，取罗替高汀原料药

（批号：LTG-231101）约40 mg，精密称定，置称

量瓶中，强光照射 （照 度：8 000 Lx ± 500 Lx，
辐射度：90 μw/cm2） 8 d，加甲醇溶解并全量转

移至 20 mL 量瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，

摇匀，即得。

酸破坏供试品溶液，取罗替高汀原料药（批

号：LTG-231101） 约 40 mg，精密称定，置于

20 mL 量瓶中，加入 4 mL 甲醇，超声 （功率：

500 W，频率：40 kHz）使溶解，精密加入1 mol/L
盐酸溶液 1 mL，边加边振摇，室温放置 48 h 后，

精密加入 1 mol/L 氢氧化钠溶液 1 mL中和，边加

边振摇，用甲醇稀释至刻度，摇匀，即得。

碱破坏供试品溶液，取罗替高汀原料药（批

号 ： LTG-231101） 约 40 mg， 精 密 称 定 ， 置

20 mL 量瓶中，加入 4 mL 甲醇，超声 （功率：

500 W，频率：40 kHz）使溶解，精密加入1 mol/L
氢氧化钠溶液1 mL，边加边振摇，室温放置48 h
后，精密加入 1 mol/L 盐酸溶液 1 mL 中和，边加

边振摇，用甲醇稀释至刻度，摇匀，即得。

氧化破坏供试品溶液，取罗替高汀原料药

（批号：LTG-231101）约40 mg，精密称定，置于

20 mL 量瓶中，加入 4 mL 甲醇，超声 （功率：

500 W，频率：40 kHz）使溶解，精密加入3%过

氧化氢溶液 5 mL，边加边振摇，放置 3 h后，用

甲醇稀释至刻度，摇匀，立即进样。

酸、碱、氧化破坏空白溶液，除去不加罗替

高汀原料药，其余均按相应供试品溶液制备方法

制备。

2.1.3　系统适用性试验
取系统适用性溶液（加标供试品溶液），按

“2.1.1”项下色谱条件进样测定。系统适用性溶

液中，各杂质峰之间、主峰与相邻杂质峰之间的

分离度均 ≥ 2.79，罗替高汀主峰拖尾因子为0.80。
2.1.4　专属性试验

分别取空白溶液（甲醇）、各杂质定位溶液、

供试品溶液、加标供试品溶液及各强制降解试验

溶液进样分析。加标供试品溶液中各已知杂质与

主峰、各已知杂质之间分离度均 > 1.5。杂质 A
（R-对映异构体）在本色谱条件下与主峰共出峰，

不干扰其他杂质检测，另行建立手性分离方法

控制。

强制降解试验结果显示，各破坏条件下，主

峰与相邻降解产物峰分离度均 > 1.5。各破坏条件

的空白溶液在各杂质及主峰出峰处均无干扰。方

法专属性良好，典型色谱图见图2。
2.1.5　线性关系考察

分别取混合对照品储备液适量，配制从定量

限至 150%限度浓度范围内的系列线性溶液，进

样测定，以浓度（X，μg/mL）对峰面积（Y）进

行线性回归各组分在各自浓度范围内线性关系均

良好（r ≥ 0.997 0），结果见表2。
2.1.6　定量限与检测限

采用逐级稀释法制备各组分系列标准溶液，

并按“2.1.1”项下色谱条件进样测定。根据信噪

比（S/N）确定方法的灵敏度：S/N ≈ 10时定为定

量限，S/N ≈ 3时定为检测限，结果见表2。
2.1.7　精密度试验

取系统适用性溶液（加标供试品溶液），按

“2.1.1”项下色谱条件连续进样5针，罗替高汀及

各杂质的峰面积RSD均 ≤ 1.85（n = 5）。
2.1.8　重复性试验

平行配制 6 份加标供试品溶液，按“2.1.1”
项下色谱条件进样测定，6份加标供试品溶液各杂

质的平均含量见表2，各杂质含量6份结果的极差

值为0.01%（n = 6），结果表明该方法重复性良好。

2.1.9　稳定性试验
取混合对照品溶液 （取混合对照品储备液

1 mL，用甲醇稀释定容至 20 mL，即得）及加标

供试品溶液，在样品盘控温 4 ℃条件下分别于 0、
14、30、43、56、62 h，按“2.1.1”项下色谱条

件进样分析，并按外标法计算各杂质含量。结果

表明混合对照品溶液和加标供试品溶液在 4 ℃条

件下分别放置 62 h （各杂质含量与 0 h 的差值

< 0.01%） 和 56 h （各杂质含量与 0 h 的差值

< 0.01%）稳定。

2.1.10　回收率试验
在供试品溶液中分别添加相当于各杂质定量

限浓度、100%限度浓度和 150%限度浓度 3个水

平的杂质对照品溶液，每个浓度平行制备 3 份，

进样测定，按外标法计算各杂质回收率。定量限、

100%、150% 3个浓度水平下各杂质平均回收率在

95.7% ~ 104.5% 之间，RSD 均 ≤ 4.80% （n = 9），

表明准确度良好，结果见表2。
2.1.11　耐用性考察

取加标供试品溶液，考察了柱温变化（35 ℃ ~ 
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42 ℃）、检测波长 ± 2 nm、不同色谱柱的影响。

结果表明，各耐用性条件下系统适用性符合要

求。重点考察了流动相 pH 值对分离的影响：当

流动相A的pH值从6.50增至6.70时，杂质C与杂

质E两者出峰重合。经综合评估，将流动相A拟

定为 pH （6.55 ± 0.05）的磷酸盐缓冲液，其余条

件不变，该方法在拟定参数范围内耐用性良好。

结果见表3。

2.2　对映异构体检查
2.2.1　色谱条件

采用HPLC法（《中国药典》 2025年版四部

通则0512）测定［5］。使用CHIRALPAK IB N-5手

性色谱柱（250 mm × 4.6 mm，5 μm）；流动相为

正己烷-稀释剂A （无水乙醇-异丙醇=95∶5）-二
乙胺（97∶3∶0.1）；流速为 0.8 mL/min；检测波

长为225 nm；柱温为35 ℃；进样体积为5 μL。

表2  罗替高汀及其杂质的方法学验证结果

Table 2. Summary of method validation results for rotigotine and its impurities

组分

罗替高汀

杂质B
杂质C
杂质E
杂质K
杂质D
杂质H
杂质 J

回归方程

Y = 23.359 4X + 4.838 5
Y = 18.007 2X + 0.246 3
Y = 22.238 6X + 0.786 0
Y = 15.181 4X + 1.102 2
Y = 80.209 5X - 0.411 2
Y = 23.509 0X - 0.319 1
Y = 22.297 6X + 1.313 2
Y = 25.273 7X - 2.191 7

r

0.997 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
1.000 0
0.998 0

线性范围
（μg/mL）
0.82 ~ 6.16
0.67 ~ 3.36
0.78 ~ 5.87
0.76 ~ 2.85
0.86 ~ 3.22
0.85 ~ 4.26
0.85 ~ 3.18
0.91 ~ 4.53

检测限
（μg/mL）

0.246 3
0.201 8
0.234 7
0.228 2
0.257 6
0.255 9
0.254 4
0.271 8

定量限
（μg/mL）

0.821 1
0.672 7
0.782 4
0.760 6
0.858 5
0.852 8
0.848 1
0.906 1

重复性试验平均
含量（%）

—

0.10
0.21
0.07
0.10
0.13
0.12
0.14

回收率范围（%）

—

96.2 ~ 100.7
97.3 ~ 102.1
96.1 ~ 104.5
96.7 ~ 100.1
95.7 ~ 99.4
96.2 ~ 101.5
96.6 ~ 102.9

注：—表示不涉及。

图2  有关物质检查典型HPLC色谱图

Figure 2. Typical HPLC chromatogram of related substances determination
注：A. 空白溶液；B. 供试品溶液；C. 加标供试品溶液；D. 高温破坏供试品溶液；E. 光照破坏供试品溶液；F. 酸破坏供试品溶液；G. 碱破坏供

试品溶液；H. 氧化破坏供试品溶液；1. 杂质B；2. 杂质C；3. 杂质E；4. 杂质K；5. 杂质D；6. 罗替高汀；7. 杂质H；8. 杂质 J。
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2.2.2　溶液的制备
（1） 稀释剂 B：无水乙醇-异丙醇-二乙胺

（90∶10∶0.1）。
（2）杂质A对照品储备液：取杂质A对照品约

12 mg，精密称定，置于20 mL量瓶中，加稀释剂B
溶解并稀释至刻度，摇匀，即得（约0.6 mg/mL）。

（3）罗替高汀对照品储备液：取罗替高汀对

照品约12 mg，精密称定，置于20 mL量瓶中，加

稀释剂 B 溶解并稀释至刻度，摇匀，即得 （约

0.6 mg/mL）。
（4）系统适用性溶液：取罗替高汀对照品约

40 mg，精密称定，置于10 mL量瓶中，加适量稀

释剂B溶解，精密移取100 μL 杂质A对照品储备

液置于同一量瓶中，用稀释剂B稀释至刻度，摇

匀，即得（含罗替高汀约 4 mg/mL，含杂质 A 约

6 μg/mL）。
（5）罗替高汀对照品溶液：精密量取罗替高

汀对照品储备液1 mL，置于100 mL量瓶中，用稀

释剂B稀释至刻度，摇匀，即得（约6 μg/mL）。
（6）供试品溶液：取本品约 40 mg，精密称

定，置于 10 mL量瓶中，用稀释剂B溶解并稀释

至刻度，摇匀，即得（约4 mg/mL）。
（7）加标供试品溶液 1：取罗替高汀原料药

约40 mg，精密称定，置于10 mL量瓶中，加入杂

质A对照品储备液1 mL，用稀释剂B溶解并稀释

至刻度，摇匀，即得加标供试品溶液1。
（8）加标供试品溶液 2：精密称取罗替高汀

原料药、杂质 A、杂质 B、杂质 C、杂质 E、杂

质K、杂质D、杂质H和杂质 J对照品适量，用稀

释剂B溶解并稀释制成含罗替高汀4 mg/mL、杂质A 
6 μg/mL、杂质B 6 μg/mL、杂质C 8 μg/mL、杂质

E 4 μg/mL、杂质K 4 μg/mL、杂质D 6 μg/mL、杂

质 H 4 μg/mL 和杂质 J 6 μg/mL 的加标供试品

溶液2。
2.2.3　系统适用性试验和专属性试验

取系统适用性溶液、空白溶液（稀释剂B）、

加标供试品溶液1、加标供试品溶液2和供试品溶

液，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定。结果显

示，主峰与杂质A之间的分离度为 1.83；空白溶

液在主峰及杂质A出峰处无干扰；在该色谱条件

表3  有关物质检查的耐用性考察结果

Table 3. Durability assessment results of material inspection

耐用性条件

标准条件

柱温35 ℃

柱温42 ℃

波长218 nm

波长222 nm

不同批号色谱柱

流动相A（pH 6.50）
流动相A（pH 6.56）
流动相A（pH 6.65）
流动相A（pH 6.70）

项目

分离度

RRT
杂质含量（%）

分离度

RRT
杂质含量（%）

分离度

RRT
杂质含量（%）

分离度

RRT
杂质含量（%）

分离度

RRT
杂质含量（%）

分离度

RRT
杂质含量（%）

分离度

分离度

分离度

分离度

杂质B
N/A
0.12
0.10
N/A
0.12
0.10
N/A
0.12
0.07
N/A
0.12
0.11
N/A
0.12
0.09
N/A
0.12
0.07
N/A
N/A
N/A
N/A

杂质C
44.46
0.37
0.21

49.23
0.38
0.21

50.06
0.37
0.15

28.94
0.37
0.20

28.87
0.37
0.21

47.31
0.37
0.15

39.62
41.74
44.01

43.63（杂质C与杂质E重合）

杂质E
3.16
0.40
0.07
3.96
0.41
0.07
3.66
0.39
0.07
2.79
0.40
0.07
2.79
0.40
0.07
7.24
0.39
0.07
5.70
4.24
2.21

杂质K
26.35
0.56
0.10

20.63
0.59

0. 11
27.75
0.56
0.07

17.10
0.56
0.11

17.09
0.56
0.10

27.81
0.56
0.07

27.27
27.02
26.47
24.93

杂质D
16.16
0.71
0.13

10.78
0.70
0.13

18.52
0.70
0.09

12.23
0.71
0.13

12.20
0.71
0.13

14.66
0.70
0.09
9.06

13.84
17.96
21.13

罗替高汀

26.75
1.00
N/A

20.79
1.00
N/A

25.81
1.00
N/A

19.56
1.00
N/A

19.6
1.00
N/A

26.45
1.00
N/A

23.14
25.57
26.49
27.57

杂质H
15.74
1.46
0.12

26.44
1.49

0. 12
34.02
1.46
0.08
5.72
1.46
0.12

25.44
1.46
0.12

34.18
1.46
0.08

13.94
15.13
15.48
16.09

杂质 J
18.85
1.87
0.14

20.63
1.93
0.15

31.09
1.88
0.10

19.36
1.87
0.14

19.35
1.87
0.15

30.42
1.88
0.10

28.84
29.35
18.50
17.62

注：RRT表示相对保留时间；N/A表示不适用。
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下，加标供试品溶液 1和加标供试品溶液 2均检

出杂质A和罗替高汀，且二者分离为 ≥ 1.69，加

标供试品溶液2能检出杂质D、杂质K和杂质 J且
均不干扰杂质A。典型色谱图见图3。

2.2.4　线性关系考察
取罗替高汀、杂质A对照品储备液，用稀释

剂B逐级稀释，配制相当于定量限、50%、75%、

100%、125%、150% 限度浓度 （以 0.15% 限度

计）的系列线性溶液，按“2.2.1”项下色谱条件

进样测定，以浓度 （X，μg/mL） 对峰面积 （Y）
进行线性回归。结果显示，罗替高汀在 1.5 ~ 
8.9 μg/mL浓度范围内线性关系良好，线性方程为

Y=160 66.7X-2 855.1（r = 0.999 0）；杂质A在1.4 ~ 
8.3 μg/mL浓度范围内线性关系良好，线性方程为

Y=15 127.5X-3 852.4 （r = 1.000 0）。表明二者在

各自测试浓度区间内均具有优异的线性相关性。

2.2.5　定量限与检测限
取罗替高汀对照品溶液、杂质A对照品储备

液用稀释剂B逐级稀释，按“2.2.1”项下色谱条

件进样测定。根据 S/N确定方法的灵敏度：S/N ≈ 
10时定为定量限，S/N ≈ 3时定为检测限。结果得

到罗替高汀的检测限为 0.6 μg/mL，定量限为

1.5 μg/mL；杂质A的检测限为0.6 μg/mL，定量限

为1.4 μg/mL。
2.2.6　精密度试验

取系统适用性溶液，按“2.2.1”项下色谱条

件连续进样 5 针，罗替高汀及杂质 A 的峰面积

RSD均 ≤ 1.85（n = 5）。
2.2.7　重复性试验

取同一批供试品（批号：LTG-231101），按

“2.2.2”项下方法平行配制 6 份加标供试品溶液

（含杂质 A 约 6 μg/mL），进样测定，按外标法计

算杂质A 的含量。6份加标供试品溶液杂质A 的

平均含量为0.10%，RSD为4.5%（n = 6），表明精

密度良好。

2.2.8　稳定性试验
取加标供试品溶液（含杂质 A 约 6 μg/mL），

在室温条件下分别于 0、6、11、17、27、36、
45 h 进样分析。结果显示，加标供试品溶液在

45 h内（杂质A的量与0 h的差值 < 0.02%）稳定。

2.2.9　回收率试验
取已知本底（未检出杂质A）的罗替高汀原

料药（批号：LTG-231101）约40 mg，精密称定，

置10 mL量瓶中，分别加入定量限浓度、100%限

度浓度（0.15%）、150%限度浓度3个水平的杂质

A 对照品溶液，每个水平平行配制 3 份，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，进样测定，

按外标法计算回收率。结果显示，罗替高汀平均

回收率为113.1% （RSD = 2.45%，n = 9），表明准

确度良好。

2.2.10　耐用性试验
考 察 了 色 谱 条 件 发 生 微 小 变 动 （流

速 ± 0.2 mL/min、柱温 ± 2 ℃、流动相比例中正己

烷比例 ± 1%、检测波长 ± 2 nm）对加标供试品

溶液1中杂质A含量测定结果的影响。结果显示，

各变动条件下，空白溶液在主峰及杂质A出峰处

均无干扰；主峰与杂质 A 之间的分离度 ≥ 1.68，

图3  对映异构体检查典型色谱图

Figure 3. Typical chromatogram of enantiomer 
determination

注：A.空白溶液；B.加标供试品溶液1；C.加标供试品溶液2；D.供

试品溶液；1.杂质A；2.罗替高汀；3.杂质 J；4.杂质K；5.杂质D。
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主峰拖尾因子 ≤ 1.87；加标供试品溶液中杂质A
含量与标准条件相比，差值最大为 0.02%。表明

方法在拟定的变动范围内耐用性良好。结果

见表4。

2.3　样品的测定
取 3 批罗替高汀原料药 （批号：16240301、

16240401、 16240501）， 分 别 按 “2.1.2” 和

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1.1”
和“2.2.1”项下色谱条件进样测定，以外标法计

算各杂质的含量，结果见表5。

3　讨论

3.1　有关物质色谱条件优化
在流动相pH值考察中，杂质C与杂质E的分

离度受 pH 值影响显著。耐用性试验数据表明，

随着流动相A的pH值由6.50升高至6.70，二者分

离度呈下降趋势，至 pH 6.70 时已无法分离。这

一现象可能与 2种杂质的离子化状态及与固定相

相互作用的差异有关。为确保方法的稳健性，将

流动相A的pH值范围确定为6.55 ± 0.05，在此范

围内两杂质的分离度达到 2.79，满足系统适用性

要求（ ≥ 1.5）。捕集小柱的使用可有效捕集流动

相中的非特异性干扰峰，提升基线的稳定性。

3.2　对映异构体方法学
本研究中R-对映异构体（杂质A）在有关物

质检查的 C18色谱条件下与主峰共出峰，无法分

离，因此必须建立手性分离方法。参考EP 12.3、
BP 2026 及 USP-NF 2026 各论［5-9］，采用多糖衍

生物为填充剂的手性柱 （CHIRALPAK IB N-5）
在正相条件下实现了罗替高汀与其对映异构体的

基线分离（分离度 > 1.5）。方法学验证结果表明，

该方法专属性强、灵敏度高、线性良好、精密度

和准确度均符合指导原则要求，且耐用性良好。

3.3　杂质谱分析
罗替高汀涉及的主要杂质包括降解杂质（杂

质 B、杂质 E、杂质 K）和工艺副产物（杂质 C、

表4  对映异构体检查的耐用性考察结果

Table 4. Results of the durability assessment of the enantiomeric checks

耐用性条件

标准条件

流速0.6 mL/min

流速1.0 mL/min

柱温33 ℃

柱温37 ℃

波长223 nm

波长227 nm

流动相比例：正己烷-稀释剂A-二乙胺（96∶4∶0.1）

流动相比例：正己烷-稀释剂A-二乙胺（98∶2∶0.1）

项目

分离度

杂质含量（%）

分离度

杂质含量（%）

分离度

杂质含量（%）

分离度

杂质含量（%）

分离度

杂质含量（%）

分离度

杂质含量（%）

分离度

杂质含量（%）

分离度

杂质含量（%）

分离度

杂质含量（%）

杂质A
N/A
0.11
N/A
0.10
N/A
0.09
N/A
0.09
N/A
0.11
N/A
0.09
N/A
0.11
N/A
0.11
N/A
0.10

罗替高汀

1.83
N/A
2.02
N/A
1.79
N/A
1.89
N/A
1.82
N/A
1.88
N/A
1.96
N/A
1.68
N/A
2.08
N/A

罗替高汀拖尾因子

1.72

1.76

1.57

1.64

1.65

1.47

1.87

1.71

1.72

注：N/A表示不适用。

表5  样品中有关物质及对映异构体的测定结果（n = 2）
Table 5. Determination results of related substances 

and enantiomer in samples (n = 2)

杂质

A
B
C
E
K
D
H
J

批号

16240301
未检出

未检出

0.01%
低于检测限

低于检测限

未检出

低于检测限

未检出

16240401
未检出

低于检测限

0.01%
低于检测限

未检出

未检出

低于检测限

未检出

16240501
未检出

低于检测限

0.01%
低于检测限

未检出

未检出

低于检测限

未检出
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杂质D、杂质 J、杂质H）。强制降解试验结果表

明，罗替高汀在高温条件下降解明显，主要降解

产物为杂质K和杂质E；在氧化条件下主要降解

为杂质 E；而在光照、酸和碱条件下相对稳定。

因此在原料药的贮藏和制剂生产过程中应重点关

注温度和氧化因素的控制。

3.4　杂质限度制订
罗替高汀透皮贴剂为长期给药途径。参照

ICH Q3A 关于新原料药中杂质研究的相关要求，

并根据EP 12.3、BP 2026及USP-NF 2026罗替高

汀各论的质量标准［5-9］，拟定罗替高汀主要杂质

的限度如下：杂质B （去噻吩乙基罗替高汀）限

度为 0.15%，杂质 C 限度为 0.2%，杂质 D （乙基

罗替高汀）限度为0.15%，杂质 J （罗替高汀-O-
噻吩乙基）限度为 0.15%，杂质E限度为 0.10%，

杂质K限度为0.10%，杂质H限度为0.10%，其他

单个未知杂质限度为 0.10%，杂质总量限度为

0.6%。对映异构体（杂质 A）限度为 0.15%。本

方法验证结果达到上述限度要求，可用于罗替高

汀原料药有关物质及对映异构体的质量控制。
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