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ＨＰＬＣ法同时测定 Ｎ－芴甲氧羰基 －Ｏ－
叔丁基 －Ｌ－苏氨酸中的６个杂质
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摘要　目的：建立高效液相色谱同时测定 Ｎ－芴甲氧羰基 －Ｏ－叔丁基 －Ｌ－苏氨酸中６个特定杂质的方
法。方法：采用ＹＭＣＴｒｉａｒｔＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，３μｍ）色谱柱，以０１％三氟乙酸水溶液为流动相 Ａ，以

０１％三氟乙酸乙腈溶液为流动相Ｂ，流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，梯度洗脱，检测波长２６５ｎｍ，柱温３０℃，进样体
积１０μＬ。结果：Ｎ－芴甲氧羰基－Ｏ－叔丁基－Ｌ－苏氨酸与相邻杂质峰的分离良好；６个杂质分离度均大
于１５；且在相应质量浓度范围内呈现良好的线性关系（ｒ≥０９９９）；６个杂质检测限和定量限分别约为
００３μｇ·ｍＬ－１和００６μｇ·ｍＬ－１；６个杂质的平均回收率（ｎ＝９）在９７６％～９８８％范围内。３批Ｎ－芴甲
氧羰基－Ｏ－叔丁基－Ｌ－苏氨酸测定结果显示，杂质１的含量＜０２％，杂质４的含量＜０１％，其他４种杂
质未检出，总杂含量＜１％。结论：本方法分离度好，灵敏度高，专属性强，适用于 Ｎ－芴甲氧羰基 －Ｏ－叔
丁基－Ｌ－苏氨酸中有关物质的检测。
关键词：Ｎ－芴甲氧羰基－Ｏ－叔丁基－Ｌ－苏氨酸；高效液相色谱法；杂质；梯度洗脱
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ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｂａｔｃｈｅｓｏｆＮ－ｆｌｕｏｒｅｎｙｌｍｅｔｈｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ－Ｏ－ｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｌ－Ｌ－ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ
ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙ２，ｉｍｐｕｒｉｔｙ４ｗｅｒｅ＜０２％ ａｎｄ＜０１％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅｏｔｈｅｒｆｏｕｒｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ
ｗｅｒｅｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ，ａｎｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｔｏｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｙｗａｓ＜１％Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｈａｓｇｏｏｄｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ，
ｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｔｒｏｎｇｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ａｎｄｉｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎＮ－ｆｌｕｏｒｅｎｙｌ
ｍｅｔｈｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ－Ｏ－ｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｌ－Ｌ－ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｎ－ｆｌｕｏｒｅｎｙｌｍｅｔｈｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ－Ｏ－ｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｌ－Ｌ－ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ；ＨＰＬＣ；ｔｈｅｓｉｘｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ；ｇｒａｄｉｅｎｔ
ｅｌｕｔｉｏｎ

　　多肽类临床药物是治疗多种疾病的大宗基础性
药物，该类药物约占全世界总临床药物的５％～８％左
右。多肽类药已经用于各种疾病的治疗［１－６］。多肽

药物的合成工艺主要为经典的液相合成和固相合

成，其中固相合成技术日趋成熟［７－８］。保护氨基酸是

固相合成多肽的起始物料之一，其质量对多肽的质

量有重要的影响。吴一凡［９－１０］等在审评中发现申请

人在进行固相合成多肽的研发时多关注于合成策略

及保护氨基酸的投料比、裂解剂的选择，而对起始物

料－保护氨基酸的研究不够全面，具体表现为保护
氨基酸的纯度检测方法专属性差（如仅仅使用 ＴＬＣ
法进行杂质控制）或限度过于宽松，无法有效控制起

始物料的质量，也无法有效保证原料药的质量。多

肽合成过程中，由起始物料引入的杂质所产生的相

关杂质在纯化过程中可能与目标肽共洗脱，因此杂

质很难减少或消除。为了尽量减少对终产物的潜在

影响，这类杂质的限度应严格控制［１１］。国家药品监

督管理局２０２３年出台的《化学合成多肽药物药学研
究技术指导原则》［１２］中指出，由于保护氨基酸中的杂

质可能伴随化学反应而发生杂质传递和转化，继而

增加多肽药物的提纯难度，应增加必要的杂质研究，

同时制定合理的控制限度。应结合保护氨基酸的合

成工艺确定杂质谱组成。由此可见，保护氨基酸中

杂质控制非常重要。

Ｎ－芴甲氧羰基 －Ｏ－叔丁基 －Ｌ－苏氨酸
（Ｎ－Ｆｌｕｏｒｅｎｙｌｍｅｔｈｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ－Ｏ－ｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｌ－Ｌ－
ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ），是保护氨基酸中的一种化合物，其制备工
艺比较复杂，结合工艺路线及反应机理，Ｎ－芴甲氧
羰基－Ｏ－叔丁基－Ｌ－苏氨酸中可能含有的杂质为
Ｆｍｏｃ－Ｔｈｒ－ＯＨ（杂质１）、Ｆｍｏｃ－β－Ａｌａ－ＯＨ（杂质
２）、Ｆｍｏｃ－β－Ａｌａ－Ｔｈｒ（ｔＢｕ）－ＯＨ（杂质 ３）、
Ｆｍｏｃ－Ｔｈｒ（ｔＢｕ）－Ｔｈｒ（ｔＢｕ）－ＯＨ（杂质４）、Ｆｍｏｃ－
β－Ａｌａ－β－Ａｌａ－ＯＨ（杂质５）、Ｆｍｏｃ－Ａｌａ－Ａｌａ－

ＯＨ（杂质６），结构式见图１，其中，杂质１为侧链保护
基丢失产生，杂质２、杂质３、杂质４为引入Ｆｍｏｃ保护
基时产生的杂质，杂质 ５、杂质 ６为起始原料引入。
多肽药物质量控制的文献多有报道［１３－１５］，但保护氨

基酸质量控制的文章鲜有报道［１６－１８］，未检索到同时

测定Ｎ－芴甲氧羰基－Ｏ－叔丁基－Ｌ－苏氨酸中６个
杂质的文献。本文开发了一种高效液相色谱方法，同

时测定了Ｎ－芴甲氧羰基－Ｏ－叔丁基 －Ｌ－苏氨酸
中的６个杂质，为保护氨基酸中杂质控制提供参考。
１　仪器与试药

ＴｈｅｒｍｏＵｌｔｉｍａｔｅ３０００高 效 液 相 色 谱 仪 配
Ｃｈｒｏｍｅｌｅｏｎ Ｃｏｎｓｏｌｅ 工 作 站 （Ｔｈｅｒｍｏ 公 司 ）；
ＭＳ２０５ＤＵ十万分之一电子天平（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公
司）；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水机（默克密理博公司）。

Ｎ－芴甲氧羰基 －Ｏ－叔丁基 －Ｌ－苏氨酸（批
号 ＧＬＳ２２１００８ － ３６２０２、ＧＬＳ２２０７１９ － ３６２０２、
ＧＬＳ２２０５２４－３６２０２－１）和杂质 １对照品（批号
ＧＬＳ２２０６０６－３６２０１，含量 ９３２６％）、杂质 ２对照品
（批号ＧＬＳ２１０５２９－３５００３，含量９９３９％）、杂质３对
照品（批号ＧＬＳ２２０６０５－３５０６８，含量９９０７％）、杂质
４对照品（批号 ＧＬＳ２１０３０２－３６２４２，含量９８６８％）、
杂质 ５对照品 （批号 ＧＬＳ２２０３２２－３５０７３，含量
９６６５％）、杂质６对照品（批号ＧＬＳ２２０９２７－Ｊ１０８６７，
含量９８５２％），均购自吉尔生化（上海）有限公司；
三氟乙酸（色谱级，ＴＣＩ公司），乙腈（色谱级，Ｍｅｒｃｋ
公司），纯化水（自制）。

２　方法与结果
２１　色谱条件

色谱柱为 ＹＭＣＴｒｉａｒｔＣ１８柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，
３μｍ），流动相Ａ为０１％三氟乙酸水溶液，流动相
Ｂ为０１％三氟乙酸乙腈溶液，洗脱程序见表１，检测
波长为 ２６５ｎｍ，流速为 １０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为
３０℃，进样量为１０μＬ。
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A ��1(Fmoc-Thr-OH)

��2(Fmoc-β-Ala-OH) ��3(Fmoc-β-Ala-Thr(tBu)-OH)

��4(Fmoc-Thr(tBu)-Thr(tBu)-OH)

��6(Fmoc-Ala-Ala-OH)

��5(Fmoc-β-Ala-β-Ala-OH)

图１　Ｎ－芴甲氧羰基－Ｏ－叔丁基－Ｌ－苏氨酸（Ａ）及杂质的化学结构

Ｆｉｇ．１　ＣｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆＮ－ｆｌｕｏｒｅｎｙｌｍｅｔｈｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ－Ｏ－ｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｌ－Ｌ－ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ（Ａ）ａｎｄｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

表１　洗脱程序表
Ｔａｂ．１　Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍ

时间

（ｔｉｍｅ）／ｍｉｎ

流动相比例（ｒａｔｉｏｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）／％

Ａ Ｂ

０ ５０ ５０

５ ５０ ５０

１５ ４０ ６０

３０ ０ １００

３５ ０ １００

３６ ５０ ５０

４５ ５０ ５０

２２　溶液的制备
２２１　空白溶剂　乙腈－水（５０∶５０）为空白溶剂。
２２２　杂质对照品储备液　精密称定杂质１～６对
照品各约１２５ｍｇ，分别置２５ｍＬ量瓶中，加空白溶
剂溶解并定容，摇匀，制成各杂质质量浓度均为０５
ｍｇ·ｍＬ－１的杂质对照品储备液。

２２３　混合对照品溶液　精密量取“２１２”项各杂
质对照品储备液各１００μＬ，置同一１０ｍＬ量瓶中，用
空白溶剂稀释并定容至刻度，摇匀，制成各杂质质量

浓度均为５μｇ·ｍＬ－１的混合对照品溶液。
２２４　杂质定位溶液　取“２１２”项各杂质对照品
储备液各１００μＬ，分别置１０ｍＬ量瓶中，用空白溶剂
稀释至刻度，摇匀，即得。

２２５　供试品加标溶液　取 Ｎ－芴甲氧羰基 －Ｏ－
叔丁基－Ｌ－苏氨酸约２５ｍｇ，精密称定，置５０ｍＬ量
瓶中，加适量空白溶剂溶解，再加入“２１２”项各杂
质储备液 ２５０μＬ，用空白溶剂稀释至刻度，摇匀，
即得。

２１６　供试品溶液　取Ｎ－芴甲氧羰基 －Ｏ－叔丁
基－Ｌ－苏氨酸约２５ｍｇ，精密称定，置 ５０ｍＬ量瓶
中，加空白溶剂溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。

２１７　供试品自身对照溶液　精密量取供试品溶
液０５ｍＬ，置１００ｍＬ量瓶中，用空白溶剂稀释至刻
度，摇匀，即得。
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２３　方法学考察
２３１　专属性试验　取空白溶剂、各杂质定位溶
液、供试品溶液、供试品加标溶液，按“２１”项下色谱
条件进行测定，并记录色谱图。结果如图２所示，空
白溶剂对Ｎ－芴甲氧羰基－Ｏ－叔丁基 －Ｌ－苏氨酸
有关物质的测定无干扰，供试品溶液及供试品加标

溶液中Ｎ－芴甲氧羰基－Ｏ－叔丁基 －Ｌ－苏氨酸主
峰与相邻杂质分离度、各个杂质间分离度均大于

１５，专属性良好。
精密称取 Ｎ－芴甲氧羰基 －Ｏ－叔丁基 －Ｌ－

苏氨酸约１０ｍｇ，共６份，各置２０ｍＬ量瓶中，分别
进行酸、碱、氧化、光照及高温破坏试验。①未破坏
溶液：加空白溶剂溶解并稀释至刻度，摇匀；②高温
破坏溶液：于１０５℃条件下放置４８ｈ，取出放冷，加
空白溶剂溶解并稀释至刻度，摇匀；③光照破坏溶
液：置复合光照箱内（２５℃，５０００ｌｘ），放置 １２ｄ，
取出，加空白溶剂溶解并稀释至刻度，摇匀；④酸破
坏溶液：加入１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液１ｍＬ，摇匀，室温
放置２０ｈ后加入１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液１ｍＬ中
和，加空白溶剂稀释至刻度，摇匀；⑤碱破坏溶液：
加入１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液１ｍＬ，摇匀，室温放
置２ｍｉｎ后加入１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液１ｍＬ中和，加
空白溶剂稀释至刻度，摇匀；⑥氧化破坏溶液：加入
５％过氧化氢溶液２ｍＬ，摇匀，室温放置１ｈ，加空白
溶剂稀释至刻度，摇匀。将上述溶液分别按“２１”
项下色谱条件进行测定，并记录色谱图，空白溶剂、

供试品加标溶液、供试品溶液、强降解试验色谱图

见图１、２。
结果显示，Ｎ－芴甲氧羰基－Ｏ－叔丁基－Ｌ－苏

氨酸对酸、高温、光照条件较稳定，杂质个数、杂质总

量无明显变化；对碱、氧化条件下有不同程度的降

解，各有关物质及主峰均可完全分离，经峰纯度考

察，主峰均为纯峰，以未破坏溶液的主峰含量为

１００％，计算上述各破坏条件下主药的物料平衡情
况，结果显示物料守恒。说明本方法专属性好，能有

效检出Ｎ－芴甲氧羰基－Ｏ－叔丁基 －Ｌ－苏氨酸中
的降解产物。

２３２　检测限与定量限　分别称取杂质１～杂质６
对照品适量，加入溶剂溶解后逐步稀释，按“２１”项下
色谱条件进行测定，以信噪比 Ｓ／Ｎ≥３计算检测限
（ＬＯＤ），以信噪比Ｓ／Ｎ≥１０计算定量限（ＬＯＱ）。结果表
明杂质 １～杂质 ６的 ＬＯＤ均约为 ００３μｇ·ｍＬ－１。

　　　　

１．Ｎ－芴甲氧羰基－Ｏ－叔丁基－Ｌ－苏氨酸（Ｎ－Ｆｌｕｏｒｅｎｙｌｍｅｔｈｏｘｙｃａｒ
ｂｏｎｙｌ－Ｏ－ｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｌ－Ｌ－ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ）　２～７．杂质 １～６（ｉｍｐｕｒｉｔｙ
１－６）
ａ．空白溶剂（ｂｌａｎｋｓｏｌｖｅｎｔ）　ｂ．供试品溶液（ｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）　ｃ．供试
品加标溶液（ｍｉｘｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ）
图２　专属性图谱
Ｆｉｇ．２　ＳｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

ＬＯＱ均约为００６μｇ·ｍＬ－１。取 ＬＯＱ溶液，连续进
样６针，计算杂质１～杂质６峰面积的ＲＳＤ（ｎ＝６）均
小于５０％，表明本方法灵敏度较高。
２３３　线性关系试验　取Ｎ－芴甲氧羰基 －Ｏ－叔
丁基－Ｌ－苏氨酸适量，精密称定，加溶剂溶解并稀
释制成每１ｍＬ中约含０５ｍｇ的溶液，得Ｎ－芴甲氧
羰基－Ｏ－叔丁基－Ｌ－苏氨酸储备溶液。

按“２２”项下配制供试品溶液及各杂质对照品
储备液，配制成６个线性溶液。取“２３２”项下定量
限溶液及６个线性溶液，按“２１”项下色谱条件进行
测定，并记录色谱图。以浓度 Ｃ为横坐标、峰面积 Ａ
为纵坐标，进行线性回归，得回归方程。结果见表２，
Ｎ－芴甲氧羰基－Ｏ－叔丁基 －Ｌ－苏氨酸、杂质１～
杂质６的相关系数 ｒ均大于０９９００，各有关物质在
相应的浓度范围内线性关系良好。

２３４　精密度试验　按“２２”项下配制各杂质对照
品储备溶液及对照品溶液，取 Ｎ－芴甲氧羰基 －Ｏ－
叔丁基－Ｌ－苏氨酸约２５ｍｇ精密称定，置５０ｍＬ量
瓶中，先加适量空白溶剂溶解，再分别加入各杂质储

备溶液２５０μＬ，用溶剂稀释至刻度，摇匀，作为重复
性溶液，平行配制６份，分别进样。结果显示，６份重
复性溶液中杂质１～杂质６含量的平均值（ｎ＝６）分
别 为 ０５９％、０５０％、０５０％、０５６％、０４９％、
０４９％，ＲＳＤ分别为 １６％、１０％、０８２％、１１％、
１１％、１３％，说明重复性良好。

更换分析人员及检测仪器，于不同日期同法



·４７２　　 · 药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

）　　 　　 　

　　　　

１．Ｎ－芴甲氧羰基－Ｏ－叔丁基－Ｌ－苏氨酸（Ｎ－ｆｌｕｏｒｅｎｙｌｍｅｔｈｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ－Ｏ－ｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｌ－Ｌ－ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ）　２．杂质１（ｉｍｐｕｒｉｔｙ１）　４．杂质３（ｉｍ

ｐｕｒｉｔｙ３）　５．杂质４（ｉｍｐｕｒｉｔｙ４）

图３　强降解试验色谱图

Ｆｉｇ．３　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｆｏｒｃｅｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ

表２　线性试验结果
Ｔａｂ．２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＬｉｎｅａｒｉｔｙＴｅｓｔ

化合物　　　
（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／（μｇ·ｍＬ－１）
线性方程

（ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎ）
ｒ

校正因子

（ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）

Ｎ－芴甲氧羰基－Ｏ－叔丁基－Ｌ－苏氨酸（Ｎ－ｆｌｕｏｒｅｎｙｌｍｅ
ｔｈｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ－Ｏ－ｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｌ－Ｌ－ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ）

００６２～４９４４ Ｙ＝０４５４４Ｘ－００１５２ ０９９９８ －

杂质１（ｉｍｐｕｒｉｔｙ１） ００５９～４６９７ Ｙ＝０５２１４Ｘ－０００４５ ０９９９７ ０８７

杂质２（ｉｍｐｕｒｉｔｙ２） ００６１～４８９４ Ｙ＝０５７２６Ｘ－００１６５ ０９９９８ ０７９

杂质３（ｉｍｐｕｒｉｔｙ３） ００６２～４９２６ Ｙ＝０３７６５Ｘ－００１２６ ０９９９８ １２１

杂质４（ｉｍｐｕｒｉｔｙ４） ００６２～４９５０ Ｙ＝０３１０３Ｘ－０００８１ ０９９９８ １４６

杂质５（ｉｍｐｕｒｉｔｙ５） ００６０～４７８２ Ｙ＝０４６７３Ｘ－００１１０ ０９９９８ ０９７

杂质６（ｉｍｐｕｒｉｔｙ６） ００６２～４９４６ Ｙ＝０４５９９Ｘ－０００６２ ０９９９７ ０９９

试验６次，与重复性试验 ６个数据结果一并计算
ＲＳＤ。结果显示，１２份加标溶液中杂质１～６含量的
平均值（ｎ＝１２）分别为 ０５９％、０５０％、０４９％、
０５６％、０４８％、０４９％，ＲＳＤ（ｎ＝１２）分别为１１％、
１６％、０７６％、０６８％、０６７％、０７９％，说明精密度
良好。

２３５　回收率试验　按“２２”项方法配制各杂质对
照品储备液、混合对照品溶液、供试品溶液。

精密量取各杂质对照品储备液适量，加入供试

品溶液中，分别配制限度浓度８０％、１００％、１２０％的
回收率溶液，每个浓度平行配置３份。精密量取各
回收率溶液０５ｍＬ，分别置１００ｍＬ量瓶中，用溶剂
稀释至刻度，摇匀，作为回收率自身对照溶液。

取对照品溶液、供试品溶液、各浓度回收率溶液

及回收率自身对照溶液，分别进样，计算各杂质的回

收率及ＲＳＤ；分别用外标法及加校正因子的自身对
照法计算各准确度溶液中特定杂质含量，比较２种
算法的差距。结果表明，杂质１～６的平均回收率（ｎ
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＝９）分 别 为 ９８６％、９８７％、９８８％、９７６％、
９８３％、９８１％，ＲＳＤ（ｎ＝９）分别为 ３０％、０６８％、
０９６％、２１％、１１％、０８８％，２种算法结果无明显
差异。

２３６　溶液稳定性考察　考察供试品溶液、对照品
溶液、供试品加标溶液于室温（２５℃）条件下放置０、
４、８、１２、２０ｈ的稳定性。结果显示，供试品溶液、对
照品溶液、供试品加标溶液于室温条件下放置２０ｈ内
基本稳定。

２３７　耐用性考察　在“２１”项下色谱条件的基础
上，分别改变柱温（±２℃）、流速（±０１ｍＬ·
ｍｉｎ－１），更换不同批号的色谱柱，其他色谱条件不

变，考察方法的耐用性。分别按外标法以及加校正

因子的自身对照法计算供试品加标溶液中各特定杂

质含量。结果表明，当各条件微小改变时，供试品加

标溶液中各杂质的含量基本一致，ＲＳＤ均小于
２０％，表明本法耐用性良好。外标法及加校正因子
的自身对照法分别计算供试品加标溶液中特定杂质

含量，结果基本一致，表明加校正因子的自身对照法

可准确用于本品有关物质计算。

２４　样品测定
取３批Ｎ－芴甲氧羰基－Ｏ－叔丁基 －Ｌ－苏氨

酸原料药，依法测定，结果如表３所示，检测结果符
合拟定的有关物质限度标准。

表３　样品检测结果
Ｔａｂ．３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓａｍｐｌｅｔｅｓｔ

化合物　　　　　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　　　　　

有关物质含量（ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅ）／％

ｌｏｔＮｏ．ＧＬＳ２２１００８－３６２０２ ｌｏｔＮｏ．ＧＬＳ２２０５２４－３６２０２－１ ｌｏｔＮｏ．ＧＬＳ２２０７１９－３６２０２

杂质１（ｉｍｐｕｒｉｔｙ１） ０１２ ０１１ ００６８

杂质２（ｉｍｐｕｒｉｔｙ２） － － －

杂质３（ｉｍｐｕｒｉｔｙ３） － － －

杂质４（ｉｍｐｕｒｉｔｙ４） ００５６ ０００８５ ０００７３

杂质５（ｉｍｐｕｒｉｔｙ５） － － －

杂质６（ｉｍｐｕｒｉｔｙ６） － － －

未知杂质（ｕｎｓｐｅｃｉｆｉｅｄｉｍｐｕｒｉｔｙ） ００４１ ００３９ ００６０

总杂质（ｔｏｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｙ） ０２８ ０１７ ０２３

　注（ｎｏｔｅ）：“－”未检出（ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

３　讨论与结论
采用二极管阵列检测器（ＤＡＤ）对 Ｎ－芴甲氧

羰基 －Ｏ－叔丁基 －Ｌ－苏氨酸、杂质１～６进行全
波长扫描，结果显示，Ｎ－芴甲氧羰基 －Ｏ－叔丁
基 －Ｌ－苏氨酸、杂质１～６均在２６５ｎｍ附近有最
大吸收，因此选择２６５ｎｍ作为有关物质的检测波
长。流动相采用三氟乙酸水溶液和三氟乙酸乙腈

溶液体系，通过调整梯度洗脱程序，实现了 Ｎ－芴
甲氧羰基 －Ｏ－叔丁基 －Ｌ－苏氨酸与相邻杂质、各
杂质之间的基线分离。在方法学验证中对外标法

和加校正因子的自身对照法进行了对比，从结果可

以看出，外标法和加校正因子的自身对照法均可以

准确地测定 Ｎ－芴甲氧羰基 －Ｏ－叔丁基 －Ｌ－苏
氨酸中的６个杂质的含量，结果无明显差异。因外
标法需用到杂质对照品，杂质对照品难获得，而加

校正因子的自身对照法不需杂质对照品，操作简

单，因此，可以用加校正因子的自身对照法对 Ｎ－
芴甲氧羰基 －Ｏ－叔丁基 －Ｌ－苏氨酸中的６个杂
质进行检测。

３４　小结
本研究建立了加校正因子的自身对照法同时检

测Ｎ－芴甲氧羰基－Ｏ－叔丁基 －Ｌ－苏氨酸中６个
特定杂质的方法，灵敏度高，专属性强，准确度高，适

用于Ｎ－芴甲氧羰基－Ｏ－叔丁基 －Ｌ－苏氨酸中有
关物质的检测，为多肽药物起始物料保护氨基酸质

量研究提供了依据。
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