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超临界流体色谱法同时测定格列美脲片中手性和非手性杂质含量
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摘要: 建立了一种超临界流体色谱法同时分离和测定格列美脲片中手性和非手性杂质的含量。本方法选用

Waters TrefoilTM CEL1色谱柱 (150 mm × 3.0 mm, 2.5 μm); 流动相A (CO2)−流动相B (甲醇−异丙醇, 1∶1), 梯度洗脱, 

流速为 1 mL·min-1; 检测器波长为 228 nm; 柱温: 30 ℃; 背压: 13.8 MPa; 进样量: 5 μL。系统适用性溶液中出峰顺序, 

依次为杂质Ⅳ、顺式异构体 (杂质Ⅴ)、格列美脲、杂质Ⅲ、杂质Ⅰ和杂质Ⅱ, 6个成分在 6 min内完全分离, 分离度

依次为 2.9、1.6、3.0、2.0、6.4。杂质Ⅰ～Ⅴ的检出限分别为 0.17、0.10、0.06、0.15、0.10 μg·mL-1; 线性范围均在 0.48～

51.30 μg·mL-1, 平均加标回收率分别为 99.9%、98.9%、102.1%、100.1%、96.3% (n = 9)。11批次样品有关物质和含量

测定结果与中国药典HPLC方法的测定结果基本一致。相较于中国药典两种HPLC方法, 建立的超临界流体色谱

方法能一次同时分离格列美脲及其 5个杂质, 具有前处理简单、极大幅度减少有机溶剂使用量、对环境友好、准确度

高、重现性好等优点。本方法可同时测定格列美脲中手性和非手性杂质含量。
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Abstract: Separation and determination of chiral and achiral impurities in glimepiride tablets by supercritical 

fluid chromatography. Chiral and achiral impurities were separated on a ACQUITY UPC2 TrefoilTM CEL1 column 

(150 mm × 3.0 mm, 2.5 μm) maintained at 30 ℃ with the mobile phase containing a mixture of CO2 and methanol−
isopropanol (1∶1) at 1 mL·min-1, and the detection wavelength was set at 228 nm. The back pressure was set at 

13.8 MPa. The injection volume was 5 μL. In the chromatogram of the system suitability solution, the peaks elute 

in the following order: impurity Ⅳ , impurity Ⅴ , glimepiride, impurity Ⅲ , impurity Ⅰ and impurity Ⅱ . The six 

substances were separated successfully in 6 min using the proposed method with a resolution factor of 2.9, 1.6, 

3.0, 2.0, 6.4. The impurity Ⅰ−Ⅴ detection limit (S/N = 3) was 0.17, 0.10, 0.06, 0.15, 0.10 μg·mL-1, respectively. 

Good linear relationship was established between the peak response and the concentration in the range of 0.48−
51.30 μg·mL-1 for all impurities. The spiked recovery of impurity Ⅰ − Ⅴ was found to be acceptable for 99.9%, 

98.9%, 102.1%, 100.1%, 96.3% (n = 9), respectively. The related substance and assay results of 11 sample batches 
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are consistent with the results obtained using the HPLC method in the Chinese Pharmacopoeia. Compared to the 

two HPLC methods in the Chinese Pharmacopoeia, the established supercritical fluid chromatography method can 

simultaneously separate glimepiride and its 5 impurities in a single run, and it has the following advantages: 

simplified sample preparation, greatly reducing the volumes of organic solvents, environmentally friendly, high 

accuracy and good reproducibility. It can be employed for the quality control of the chiral and achiral impurities in 

glimepiride tablets.

Key words: supercritical fluid chromatography; glimepiride; related substance; cis-isomer; assay

格列美脲片是第三代磺酰脲类口服抗糖尿病药, 

收载于《中华人民共和国药典》 (2020年版, ChP 2020)
[1]二部、《美国药典》 (USP)[2]、《英国药典》(2024 年版 , 

BP 2024)[3]和《日本药典》 (18 版, JP 18th)[4], 主药格列

美脲收载于 ChP 2020[5]、USP[6]、BP 2024[7]、JP 18th[8]和

《欧洲药典》 (11版, EP 11.0)[9]。格列美脲及其杂质的

结构见图 1, 各国药典杂质信息见表 1。在临床上应用

的有确切疗效的是格列美脲反式异构体, 各国药典均

采用正相 HPLC 控制格列美脲样品中的顺式异构体, 

采用反相HPLC用于非手性杂质和含量测定的控制。

国内文献[10-14]报道的格列美脲的分析策略基本与药典

类似, 均需要两种液相方法, 用反相HPLC测定格列美

脲样品的含量或非手性杂质, 用正相HPLC测定其顺式

异构体, 但在色谱条件和样品制备等方面尚略有差异。

国外有文献[15]报道反相液相色谱方法同时分析格列美

脲样品中非手性杂质和顺式异构体, 格列美脲和其顺

式异构体分离度仅为 1.3, 且分析时长达到 90 min。综

合各国药典收载的方法和相关文献报道, 采用 HPLC

分离分析格列美脲中的非手性杂质和顺式异构体, 存

在分离度低、有机试剂消耗高和分析时间较长等问题, 

有待进一步提高。

超临界流体色谱法 (supercritical fluid chromatog‐

raphy, SFC) 或超高效合相色谱法 (ultra performance 

convergence chromatography, UPC2) 被视为是一种与

HPLC相正交的色谱方法, 其优势在于分离对映异构

体或结构相近的化合物[16-18], 广泛应用于制药、食品、

化工等诸多领域。超临界状态的流体 (常用二氧化

碳) 的极性相当于正己烷[19], 流动相中加入不同比例的

甲醇、乙醇等助溶剂能使其流体溶剂强度增大, 可应用

于从非极性化合物到极性化合物的分离[20]。金薇等[21]

用超临界流体色谱法分析了格列美脲顺式异构体, 但

并未分离分析药典中控制的非手性杂质。国外亦未见

超临界流体色谱法同时分离分析格列美脲的手性和非

手性杂质方面的报道。本文建立 6 min内能够同时测

定格列美脲手性和非手性杂质的方法, 对格列美脲原

料和制剂的质量控制均具有重要意义。

材料与方法

仪器与试剂 Waters Acquity UPC2超高效合相色

谱仪, PDA光电二极管阵列检测器 (沃特世科技上海

Table 1　Impurities information of glimepiride in different pharmacopeias. −: Not listed specified impurities in the pharmacopeias

No.

1
2
3
4
5

Molecular formula

/relative molecular mass
C19H25N3O6S/423.48
C18H23N3O6S/409.46
C16H21N3O4S/351.42
C24H34N4O5S/490.62
C24H34N4O5S/490.62

ChP 2020

Impurity Ⅰ
Impurity Ⅱ
Impurity Ⅲ
Impurity Ⅳ
Impurity Ⅴ

USP

−
Glimepiride related compound C; glimepiride urethane
Glimepiride related compound B; glimepiride sulfonamide
Glimepiride related compound D; glimepiride 3-isomer
Glimepiride related compound A; glimepiride cis-isomer

EP 11.0

−
Impurity C
Impurity B
Impurity D
Impurity A

BP 2024

−
Impurity C
Impurity B
Impurity D
Impurity A

JP 18th

−
−
−
−
cis-Isomer

Figure 1　Structures of glimepiride and its five impurities
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有限公司), XP205DR 型十万分之一电子天平 [梅特

勒−托利多国际贸易 (上海) 有限公司]。TrefoilTM系列

色谱柱如下: ACQUITY UPC2 TrefoilTM AMY1、CEL1、

CEL2, 色谱柱规格均为 150 mm × 3.0 mm, 2.5 μm。甲

醇、乙醇、乙腈、异丙醇均为色谱纯 [赛默飞世尔科技 

(中国) 有限公司], 三氟乙酸为色谱纯 (上海麦克林生

化科技股份有限公司), 二乙胺、三乙胺和氨水为分析

纯 (国药集团化学试剂有限公司), 高纯二氧化碳纯度

为99. 999% (广西瑞达化工科技有限公司)。

实验材料 格列美脲对照品 ( 批号 100674-

201904, 纯度 99.7%)、格列美脲杂质Ⅰ对照品 (批号 : 

100781-201902)、格列美脲杂质Ⅱ对照品 ( 批号 : 

101371-201501)、格列美脲杂质Ⅲ对照品 ( 批号 : 

100675-201603)、格列美脲杂质Ⅳ对照品 ( 批号 : 

101372-202002)、格列美脲杂质Ⅴ对照品 ( 批号 : 

101373-201501) 均购自于中国食品药品检定研究院 , 

格列美脲片均为我院抽检样品, 生产企业 1七批 (S1～

S7), 选取 S6做方法学考察样品, 生产企业 2一批 (S8), 

生产企业3一批 (S9), 生产企业4两批 (S10-S11)。

超临界流体色谱条件 色谱柱采用 ACQUITY 

UPC2 TrefoilTM CEL1 (150 mm × 3.0 mm, 2.5 μm); 流动

相 A 为二氧化碳, B 为甲醇−异丙醇 (1∶1), 梯度洗脱: 

0～5 min, 72% A; 5～6 min, 72%～68% A; 6～8 min, 

72%～68% A; 8～8.5 min, 68%～72% A; 8.5～10 min, 

72% A。流速: 1 mL·min-1; 柱温: 30 ℃; 背压: 13.8 MPa; 

检测波长: 228 nm; 进样量: 5 μL。

有关杂质溶液的制备

供试品溶液 取格列美脲片 , 研细 , 取细粉适量 

(约相当于格列美脲 2 mg), 置 10 mL量瓶中, 加甲醇适

量, 超声使格列美脲溶解并定量稀释制成 0.2 mg·mL-1

的溶液。

对照溶液 精密量取供试品溶液1 mL, 置100 mL

量瓶中, 用甲醇稀释至刻度, 摇匀, 即得。

对照品贮备溶液 精密称取格列美脲对照品10 mg, 

加甲醇适量 , 超声使格列美脲溶解并定量稀释制成

20 μg·mL-1的溶液, 得格列美脲对照品贮备溶液。精

密称取杂质Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ对照品各 10 mg, 加甲醇

适量, 超声使各杂质溶解并定量稀释制成 20 μg·mL-1

的溶液, 得混合杂质对照品贮备溶液。

混合对照溶液 精密量取格列美脲对照品贮备溶

液和混合杂质对照品贮备溶液各 1 mL, 置 10 mL量瓶

中, 用甲醇稀释至刻度, 摇匀, 即得。

系统适用性溶液 取格列美脲对照品约 2 mg, 精

密量取混合杂质对照品贮备溶液 1 mL, 置 10 mL量瓶

中, 用甲醇稀释至刻度, 摇匀, 即得。

含量测定溶液的制备

供试品溶液 取格列美脲片 20片, 研细, 精密称

定, 取细粉适量 (约相当于格列美脲 10 mg), 加甲醇适

量, 超声使格列美脲溶解并定量稀释制成 40 μg·mL-1

的溶液。

对照品溶液 取格列美脲对照品适量, 精密称定, 

加甲醇适量 , 超声使格列美脲溶解并定量稀释制成

40 μg·mL-1的溶液。

专属性考察 分别取空白溶剂、系统适用性溶液、

混合对照溶液和供试品溶液按“超临界流体色谱条件”

进样检测, 记录色谱图。

线性范围、检出限和定量限 精密称取杂质Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ和格列美脲对照品各 10 mg, 用甲醇制成

质量浓度分别为 99.30、100.60、96.60、101.40、102.60和

101.80 μg·mL-1的混合溶液 , 加甲醇稀释 2、5、10、20、

50、100 和 200 倍 , 得到不同浓度的线性溶液 1～7, 按

“超临界流体色谱条件”进样, 记录色谱图, 以峰面积 

(Y) 为纵坐标, 质量浓度 (x, μg·mL-1) 为横坐标, 进行线

性回归, 计算相关系数。线性溶液 7进样 5 μL, 以信噪

比为 3和 10时, 计算杂质Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ的检测限和

定量限。

精密度 取“有关杂质溶液的制备”项下系统适用

性溶液按“超临界流体色谱条件”重复进样 6次, 记录

色谱图, 计算各待测物峰面积的RSD值。

重复性 取 S6格列美脲片, 按“有关杂质溶液的

制备”项下方法配制供试品溶液, 平行制备 6份, 按“超

临界流体色谱条件”测定。计算杂质Ⅲ及其他总杂含

量的RSD值。

准确度 取S6格列美脲片, 研细, 取细粉适量 (约

相当于格列美脲 2 mg), 置 10 mL量瓶中, 共 9份, 分为

3组, 每组各加入“线性范围”项下线性 2溶液 0.8、1.0、

1.2 mL, 加甲醇适量, 超声使格列美脲溶解, 放冷, 用甲

醇稀释至刻度, 摇匀, 滤过, 取续滤液, 即得。按“超临

界流体色谱条件”测定。记录色谱图及峰面积, 进行各

待测物平均回收率计算。

稳定性 取“有关杂质溶液的制备”项下系统适用

性溶液, 分别于配制后的 0、2、4、6、10、15、20 h, 按“超

临界流体色谱条件”进样, 记录色谱图, 计算各待测物

峰面积RSD。

方法优化 考察了流速、进样量、背压和温度等参

数的变动, 对格列美脲及 5个杂质包括分离度、保留时

间、峰型和拖尾因子等在内的色谱行为的影响。

统计学分析 采用GraphPad Prism 9进行统计学

分析, 对两种方法测定结果分别做配对 t检验, 比较两

组之间的统计学差异, P < 0.05被认为数据之间存在显
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著性差异。

结果

1 含量测定方法学考察

1.1 专属性 测得典型色谱图如图 2所示, 系统适用

性溶液中出峰顺序依次为杂质Ⅳ、杂质Ⅴ、格列美脲、

杂质Ⅲ、杂质Ⅰ及杂质Ⅱ, 分离度依次为 2.9、1.6、3.0、

2.0、6.4。样品中的杂质、空白溶剂均未干扰测定。

1.2 线性范围、检测限和定量限 格列美脲和 5个杂

质的线性回归方程、相关系数、检测限 (LOD) 和定量

限 (LOQ) 结果见表2, 均显示出良好的线性关系。

1.3 精密度 杂质Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ和格列美脲峰面

积的相对标准偏差 (RSD) 分别为 1.7%、1.9%、1.3%、

2.0%、2.1%和1.9%。结果表明仪器进样精密度良好。

1.4 重复性 杂质Ⅲ含量为 0.14%, RSD 为 2.7%; 其

他总杂含量为 0.11%, RSD为 3.5%。结果表明该方法

重复性良好。

1.5 准确度 杂质Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ的平均回收率分

别为 99.9%、98.9%、102.1%、100.1%、96.3% (n = 9), 其

RSD为 1.6%、1.6%、1.4%、1.8%、1.5%。结果表明该方

法准确度良好。

1.6 稳定性 杂质Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ和格列美脲峰面积

的 RSD分别为 2.0%、2.5%、1.4%、2.3%、2.6% 和 2.2%。

结果表明系统适用性溶液在20 h内稳定性良好。

1.7 方法优化 分别考察了0.8、1.0、1.5和2.0 mL·min-1 

4种流速, 流速增加, 各杂质峰的保留时间提前, 当流

速为 1.5 mL·min-1以上时, 峰 2与峰 3、峰 4和峰 5的分

离度逐渐降低, 不能完全分离, 0.8 mL·min-1时峰 6 出

峰较晚, 拖尾因子较高, 故选择1.0 mL·min-1流速。

分别考察了 1、2、5、10 μL 进样量条件, 进样量为

1、2 μL时, 各杂质峰响应较低; 进样量为 5 μL时, 峰形

对称且响应较好, 进样量为 10 μL 时, 峰形明显变宽, 

峰2与峰3达不到基线分离, 故进样量选择5 μL。

分别考察了 11.7、13.8和 15.8 MPa等背压条件, 背

压增大, 各杂质峰的保留时间均提前, 15.8 MPa下, 峰2

与峰 3达不到基线分离, 11.7 MPa下, 峰 6拖尾因子不

如13.8 MPa, 故背压为13.8 MPa。

分别考察了 25、30、35、40 ℃等柱温条件, 结果发

现, 柱温对 6种物质有双向选择影响, 随柱温升高, 峰

3、4出峰加快, 峰 5、6保留时间增加, 峰 1、2保留时间

Table 2　The calibration curve, linear range, regression, LOD, LOQ of glimepiride and five impurities

Analyte
Glimepiride
Impurity Ⅰ
Impurity Ⅱ
Impurity Ⅲ
Impurity Ⅳ
Impurity Ⅴ

Linear range/μg·mL-1

0.50−49.65
0.50−50.30
0.48−48.30
0.51−50.70
0.51−51.30
0.51−50.90

Calibration curve
Y = 14 639x + 3 316.6
Y = 17 030x + 1 172.6
Y = 17 064x − 873.73
Y = 19 115x + 4 486.3
Y = 11 326x + 2 526.7
Y = 16 829x + 1 172.6

r
0.999 9
0.999 9
0.999 9
0.999 9
0.999 9
0.999 9

Correction factor
1

0.86
0.86
0.77
1.29
0.87

LOD/μg·mL-1

/
0.17
0.10
0.06
0.15
0.10

LOQ/μg·mL-1

/
0.58
0.34
0.21
0.51
0.32

Figure 2　 The typical UPC2-PDA chromatograms of blank (A), system suitability (B), mix standard 5 (C) and sample (D) solutions. 

1: Impurity Ⅳ; 2: Impurity Ⅴ; 3: Glimepiride; 4: Impurity Ⅲ; 5: Impurity Ⅰ; 6: Impurity Ⅱ
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基本不变, 在 35、40 ℃下峰 2与峰 3达不到基线分离, 

在 25 ℃下峰 4 与峰 5 达不到基线分离 , 最佳柱温为

30 ℃。

2 UPC2与HPLC的测定结果比较

取 11批样品分别按“有关杂质溶液的制备”和“含

量测定溶液的制备”项下方法配制, 按“超临界流体色

谱条件”测定。采用 ChP2020 HPLC方法测定其有关

物质和含量, 11批格列美脲片有关物质和含量测定结

果见表 3。两种方法测定的杂质Ⅲ、其他总杂和格列

美脲含量结果分别做配对 t检验, P值分别为 0.720 0、

0.620 2、0.471 4, 均无显著性差异。两种方法的杂质Ⅲ

含量基本一致; 总体上其他总杂含量虽有差异, 但都在

药典规定范围内。两种方法的测定结果基本一致, 可

互为补充。

讨论

本实验选取了 6种色谱柱并结合 6种溶剂进行初

筛 , 色谱柱分别是 : Waters Trefoil AMY1、CEL1 和

CEL2, Daicel CHIRALPAK IA-3、IB-3 和 IH-3; 6 种溶

剂分别是 : 甲醇、乙腈、乙醇、异丙醇、甲醇−异丙醇 

(1∶1)、乙醇−乙腈 (1∶1)。结果显示: 在其他色谱条件

不变的情况下, ① 在甲醇−异丙醇 (1∶1) 下CEL1色谱

柱能出 6个色谱峰, IB-3色谱柱分离出 4个峰; ② 在甲

醇条件下CEL1分离出 5个峰, CEL2和 IH-3色谱柱分

离出 4个色谱峰; ③ 其余溶剂在色谱柱分离效果均不

理想; 故最终选择CEL1色谱柱继续进行优化。

为获得最佳分离效果, 进一步优化助溶剂, 主要从

以下三方面进行考察: ① 改变助溶剂甲醇−异丙醇混

合比例 , 考察了甲醇−异丙醇 (2∶1) 和甲醇−异丙醇 

(1∶2); ② 针对格列美脲这一弱碱性化合物, 加入碱性

添加剂, 考察甲醇−异丙醇 (1∶1) 分别加入 0.1% 二乙

胺、0.1%三乙胺和 0.1%氨水; ③ 筛选其他添加剂, 考

察甲醇−异丙醇 (1∶1) 加入 0.1% 三氟乙酸, 以分离度

和拖尾因子为指标筛选各助溶剂, 结果显示甲醇−异

丙醇 (1∶1) 效果最好。

本方法可在 6 min内将格列美脲及其手性杂质和

4个非手性杂质完全分离, 准确度高、重现性好, 适用

于格列美脲片的有关物质、含量测定。相对ChP2020

收载的格列美脲顺式异构体、有关物质、含量测定等

HPLC方法而言, 新建的UPC2方法可同时测定顺式异

构体、有关物质和含量测定, 结果与ChP2020 HPLC测

定结果基本一致, 达到一测多评的效果, 可作为HPLC

的互补方法, 具有快速准确, 分离效率高、环境友好的

优势。本工作的开展为中国药典 2020年版通则方法

超临界流体色谱法在具体品种中的应用提供了实践案

例, 也为绿色化学在手性和非手性杂质分离领域增添

了应用实例。
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