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痛风药物有关物质的高效液相色谱检测方

法

(57)摘要

本发明属于医药检测技术领域，具体涉及痛

风药物有关物质的高效液相色谱检测方法。所述

痛风药物有关物质的高效液相色谱检测方法，采

用高效液相色谱法，色谱柱以十八烷基硅烷键合

硅胶为填料，检测波长220nm，柱温40℃，以20mM

磷酸氢二钾溶液为流动相A，以乙腈为流动相B，

梯度洗脱。本发明的高效液相色谱检测方法，方

便简洁，灵敏度高，能有效检测痛风药物中的多

种杂质，且能根据其响应值准确检测各杂质含

量，提高药品的安全性，有效的控制痛风药物的

产品质量，为制定痛风药物的质量标准提供依

据。
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1.一种痛风药物有关物质的高效液相色谱检测方法，其特征在于：采用高效液相色谱

法，色谱柱为Waters  XBridge  C18，规格4.6mm×150mm，3.5µm，色谱柱以十八烷基硅烷键合

硅胶为填料，检测波长220nm，柱温40℃，以20mM磷酸氢二钾溶液为流动相A，以乙腈为流动

相B，流动相流速为1.0ml/min，进样量为5μl，梯度洗脱；

梯度洗脱条件为：

第一梯度洗脱时间0min，流动相A占比70%，流动相B占比30%；

第二梯度洗脱时间3min，流动相A占比70%，流动相B占比30%；

第三梯度洗脱时间25min，流动相A占比55%，流动相B占比45%；

第四梯度洗脱时间40min，流动相A占比55%，流动相B占比45%；

第五梯度洗脱时间50min，流动相A占比25%，流动相B占比75%；

第六梯度洗脱时间50.1min，流动相A占比70%，流动相B占比30%；

第七梯度洗脱时间60min，流动相A占比70%，流动相B占比30%；

所述痛风药物记为HY‑0902，结构式如下：

；

所述痛风药物有关物质包括杂质HY‑02、杂质HY‑01、杂质HY‑07、杂质HY‑18；

其中，杂质HY‑02结构式为：

；

杂质HY‑01结构式为：

；

杂质HY‑07结构式为：
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；

杂质HY‑18结构式为：

。

2.根据权利要求1所述的痛风药物有关物质的高效液相色谱检测方法，其特征在于：包

括如下步骤：

1）供试品溶液制备：

取痛风药物HY‑0902供试品，精密称定，加稀释剂超声溶解并定量稀释制成每1ml含

0.5mg痛风药物HY‑0902供试品的溶液，作为供试品溶液；

2）对照品溶液制备：

精密移取供试品溶液，加稀释剂稀释1000倍，作为对照品溶液；

3）分离度溶液制备：

称取12.5mg的HY‑02对照品，置10ml量瓶中，加稀释剂溶解并稀释至刻度，摇匀，作为

HY‑02储备溶液；

称取12.5mg的HY‑01对照品，置10ml量瓶中，加稀释剂溶解并稀释至刻度，摇匀，作为

HY‑01储备溶液；

称取12.5mg的HY‑07对照品，置10ml量瓶中，加稀释剂溶解并稀释至刻度，摇匀，作为

HY‑07储备溶液；

称取12.5mg的HY‑18对照品，置10ml量瓶中，加稀释剂溶解并稀释至刻度，摇匀，作为

HY‑18储备溶液；

分别精密移取HY‑01储备溶液、HY‑07储备溶液、HY‑02储备溶液、HY‑18储备溶液各

1.0ml置于10ml容量瓶中，加稀释剂至刻度，摇匀，作为杂质混合溶液；

称取25mg痛风药物HY‑0902供试品，置50ml量瓶中，加入适量稀释剂超声溶解后，精密

加入杂质混合溶液0.3ml，加稀释剂稀释至刻度，摇匀，作为分离度溶液；

4）检测：

分别精密量取供试品溶液、对照溶液、分离度溶液，注入液相色谱仪，记录色谱图，并分

离痛风药物HY‑0902及其有关物质。

3.根据权利要求2所述的痛风药物有关物质的高效液相色谱检测方法，其特征在于：供

试品溶液色谱图中，确定所得供试品溶液中如有与有关物质保留时间一致的色谱峰，按外

标法以峰面积计算，杂质HY‑02、杂质HY‑01、杂质HY‑07、杂质HY‑18，分别按校正后的峰面积
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计算，杂质HY‑02不得过0.15%，杂质HY‑01不得过0.15%，杂质HY‑07不得过0.15%，杂质HY‑18

不得过0.15%，其他单个杂质不得过0.10%，总杂不得过1.0%。

4.根据权利要求2所述的痛风药物有关物质的高效液相色谱检测方法，其特征在于：稀

释剂为体积比8:2的乙腈和水的混合液。
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痛风药物有关物质的高效液相色谱检测方法

技术领域

[0001] 本发明属于医药检测技术领域，具体涉及痛风药物有关物质的高效液相色谱检测

方法。

背景技术

[0002] 痛风是一种由于嘌呤生物合成代谢增加，尿酸产生过多或因尿酸排泄不良而致血

中尿酸升高，尿酸盐结晶沉积在关节滑膜、滑囊、软骨及其他组织中引起的反复发作性炎性

疾病。随着人们生活水平的提高，高蛋白、高脂肪、高热量食品在饮食结构中的比重逐渐增

加，血尿酸升高的人越来越多，其直接后果就是痛风已经开始向更广泛更年轻的人群进军。

因此，开发疗效好、安全高的治疗高尿酸血症药物为临床亟需。

[0003] 针对治疗痛风的药物，研发人员在雷西那德的基础上进一步进行结构筛选和优

化，通过探索和发现更好的二芳基甲烷主链的结构‑活性关系，采用基于配体的骨架跃迁的

药物设计，用类嘌呤片段及不同长度的取代基对硫代侧链进行修饰，并通过改变芳香取代

基的类型，增加结构的多样性，得到新一代的URAT1抑制剂，即HY‑0902。HY‑0902是一种安全

性更好，毒副作用更低，有效性明确的抗痛风类新型化合物，其具有更好的构效关系和对尿

酸转运蛋白1（URAT1）的抑制作用。其中，痛风药物HY‑0902结构式如下：

[0004] 。

[0005] 为了进一步保证药品质量，防范用药安全，需要对痛风药物HY‑0902的相关杂质进

行研究，开发一种快速、简单且准确检测痛风药物HY‑0902相关杂质的方法。

发明内容

[0006] 本发明要解决的技术问题是：提供一种痛风药物有关物质的高效液相色谱检测方

法，方便简洁，灵敏度高，能有效检测痛风药物中的多种杂质，且能根据其响应值准确检测

各杂质含量，提高药品的安全性，有效的控制痛风药物的产品质量，为制定痛风药物的质量

标准提供依据。

[0007] 本发明所述的痛风药物有关物质的高效液相色谱检测方法，采用高效液相色谱

法，色谱柱以十八烷基硅烷键合硅胶为填料，检测波长220nm，柱温40℃，以20mM磷酸氢二钾

溶液为流动相A，以乙腈为流动相B，梯度洗脱；

[0008] 所述痛风药物记为HY‑0902，结构式如下：
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[0009] 。

[0010] 所述痛风药物有关物质包括杂质HY‑02、杂质HY‑01、杂质HY‑07、杂质HY‑18；

[0011] 其中，杂质HY‑02结构式为：

[0012] ；

[0013] 杂质HY‑01结构式为：

[0014] ；

[0015] 杂质HY‑07结构式为：

[0016] ；

[0017] 杂质HY‑18结构式为：

[0018] 。

[0019] 优选的，梯度洗脱条件为：

[0020] 第一梯度洗脱时间0min，流动相A占比70%，流动相B占比30%；
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[0021] 第二梯度洗脱时间3min，流动相A占比70%，流动相B占比30%；

[0022] 第三梯度洗脱时间25min，流动相A占比55%，流动相B占比45%；

[0023] 第四梯度洗脱时间40min，流动相A占比55%，流动相B占比45%；

[0024] 第五梯度洗脱时间50min，流动相A占比25%，流动相B占比75%；

[0025] 第六梯度洗脱时间50.1min，流动相A占比70%，流动相B占比30%；

[0026] 第七梯度洗脱时间60min，流动相A占比70%，流动相B占比30%。

[0027] 本发明中，色谱柱为Waters  XBridge  C18，规格4.6mm×150mm，3.5µm。

[0028] 本发明中，流动相流速为1.0ml/min。

[0029] 本发明中，进样量为5μl。

[0030] 优选的，所述检测方法包括如下步骤：

[0031] 1）供试品溶液制备：

[0032] 取痛风药物HY‑0902供试品，精密称定，加稀释剂超声溶解并定量稀释制成每1ml

含0.5mg痛风药物HY‑0902供试品的溶液，作为供试品溶液；

[0033] 2）对照品溶液制备：

[0034] 精密移取供试品溶液，加稀释剂稀释1000倍，作为对照品溶液；

[0035] 3）分离度溶液制备：

[0036] 称取12.5mg的HY‑02对照品，置10ml量瓶中，加稀释剂溶解并稀释至刻度，摇匀，作

为HY‑02储备溶液；

[0037] 称取12.5mg的HY‑01对照品，置10ml量瓶中，加稀释剂溶解并稀释至刻度，摇匀，作

为HY‑01储备溶液；

[0038] 称取12.5mg的HY‑07对照品，置10ml量瓶中，加稀释剂溶解并稀释至刻度，摇匀，作

为HY‑07储备溶液；

[0039] 称取12.5mg的HY‑18对照品，置10ml量瓶中，加稀释剂溶解并稀释至刻度，摇匀，作

为HY‑18储备溶液；

[0040] 分别精密移取HY‑01储备溶液、HY‑07储备溶液、HY‑02储备溶液、HY‑18储备溶液各

1.0ml置于10ml容量瓶中，加稀释剂至刻度，摇匀，作为杂质混合溶液；

[0041] 称取25mg痛风药物HY‑0902供试品，置50ml量瓶中，加入适量稀释剂超声溶解后，

精密加入杂质混合溶液0.3ml，加稀释剂稀释至刻度，摇匀，作为分离度溶液；

[0042] 4）检测：

[0043] 分别精密量取供试品溶液、对照溶液、分离度溶液，注入液相色谱仪，记录色谱图，

并分离痛风药物HY‑0902及其有关物质（杂质HY‑02、杂质HY‑01、杂质HY‑07、杂质HY‑18）；

[0044] 供试品溶液色谱图中，确定所得供试品溶液中如有与有关物质保留时间一致的色

谱峰，按外标法以峰面积计算，杂质HY‑02、杂质HY‑01、杂质HY‑07、杂质HY‑18，分别按校正

后的峰面积计算，杂质HY‑02不得过0.15%，杂质HY‑01不得过0.15%，杂质HY‑07不得过

0.15%，杂质HY‑18不得过0.15%，其他单个杂质不得过0.10%，总杂不得过1.0%。

[0045] 优选的，稀释剂为体积比8:2的乙腈和水的混合液。

[0046] 与现有技术相比，本发明的有益效果如下：

[0047] 本发明建立了一种用于测定痛风药物HY‑0‑0902有关物质的高效液相色谱检测方

法，方便简洁，灵敏度高，能有效检测痛风药物HY‑0902中的多种杂质，且能根据其响应值准
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确检测各杂质含量，提高药品的安全性，有效的控制痛风药物HY‑0902的产品质量，为制定

痛风药物HY‑0902的质量标准提供依据。

附图说明

[0048] 图1为对照溶液的HPLC图；

[0049] 图2为检测痛风药物HY‑0902中杂质含量的HPLC图。

具体实施方式

[0050] 下面结合实施例对本发明作进一步说明。

[0051] 实施例中所使用的原料，如无特别说明，均为市售常规原料；实施例中所使用的工

艺方法，如无特别说明，均为本领域常规方法。

[0052] 在以下实施例中，高效液相色谱条件如下：

[0053] 色谱柱：十八烷基硅烷键合硅胶色谱柱（Waters  XBridge  C18，150×4.6mm，3.5μ

m）；

[0054] 检测波长：220nm；

[0055] 柱温：40℃；

[0056] 流速：1.0ml/min；

[0057] 进样量：5μl；

[0058] 流动相：流动相A为20mM磷酸氢二钾水溶液，流动相B为乙腈，梯度洗脱；

[0059] 梯度洗脱条件：

[0060] 第一梯度洗脱时间0min，流动相A占比70%，流动相B占比30%；

[0061] 第二梯度洗脱时间3min，流动相A占比70%，流动相B占比30%；

[0062] 第三梯度洗脱时间25min，流动相A占比55%，流动相B占比45%；

[0063] 第四梯度洗脱时间40min，流动相A占比55%，流动相B占比45%；

[0064] 第五梯度洗脱时间50min，流动相A占比25%，流动相B占比75%；

[0065] 第六梯度洗脱时间50.1min，流动相A占比70%，流动相B占比30%；

[0066] 第七梯度洗脱时间60min，流动相A占比70%，流动相B占比30%。

[0067] 溶液的配制方法如下：

[0068] （1）HY‑02储备溶液的配制：

[0069] 精密称取12.5mg的HY‑02，置10ml容量瓶中，加稀释剂溶解并稀释至刻度，摇匀，即

得；

[0070] （2）HY‑01储备溶液的配制：

[0071] 精密称取12.5mg的HY‑01，置10ml容量瓶中，加稀释剂溶解并稀释至刻度，摇匀，即

得；

[0072] （3）HY‑07储备溶液的配制：

[0073] 精密称取12.5mg的HY‑07，置10ml容量瓶中，加稀释剂溶解并稀释至刻度，摇匀，即

得；

[0074] （4）HY‑18储备溶液的配制：

[0075] 精密称取12.5mg的HY‑18，置10ml容量瓶中，加稀释剂溶解并稀释至刻度，摇匀，即
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得；

[0076] （5）分离度溶液的配制：

[0077] 精密称取痛风药物25mg的HY‑0902，置50ml容量瓶中，加入适量稀释剂超声溶解

后，分别精密加入各杂质储备溶液0.03ml，加稀释剂稀释至刻度，摇匀，即得；

[0078] （6）供试品溶液的配制：

[0079] 精密称取痛风药物HY‑090225mg，置50ml容量瓶中，加入稀释剂超声溶解并稀释至

刻度，摇匀，即得；

[0080] （7）对照品溶液的配制：

[0081] 精密移取供试品溶液0.1ml，置100ml容量瓶中，加稀释剂稀释至刻度，摇匀，即得。

[0082] 溶液配制时所用稀释剂为体积比8:2的乙腈和水的混合液。

[0083] 检测方法如下：

[0084] （1）取空白溶液（即稀释剂）5μl注入液相色谱仪，记录图谱；

[0085] （2）取对照品溶液5μl注入液相色谱仪，重复6次，记录图谱，要求6次测定峰面积的

RSD≤5.0%，各峰保留时间的RSD≤1.0%；

[0086] （3）取分离度溶液、供试品溶液各5μl注入液相色谱仪，记录图谱，记录峰面积。

[0087] 实施例1

[0088] 系统适用性实验：

[0089] （1）供试品溶液的配制：

[0090] 精密称取痛风药物25mg的HY‑0902，置50ml容量瓶中，加入稀释剂超声溶解并稀释

至刻度，摇匀，即得。

[0091] （2）对照溶液的配制：

[0092] 精密移取供试品溶液0.1ml，置100ml容量瓶中，加稀释剂稀释至刻度，摇匀，即得。

[0093] （3）将对照溶液按照本发明检测方法进行检测，图1为对照溶液的HPLC图，系统适

用性实验测定结果见表1。

[0094] 表1系统适用性测试结果

[0095]

[0096] 实施例2

[0097] 准确度实验：

[0098] 准确度是通过在供试品中加入各杂质限度浓度的50%、100%、150%三个不同浓度杂

质测得的回收率所得。通过加入已知量的杂质，测定加样样品中杂质的含量，再扣除样品中

原有杂质含量，所得测定结果和实际加入量之间的比值（回收率），以百分率（%）表达，要求

回收率在80%～120%之间，以证实该方法具有良好的准确度。
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[0099] 测试结果见表2‑5。

[0100] 表2 HY‑02回收率测试结果

[0101]

[0102] 表3 HY‑18回收率测试结果

[0103]

[0104] 表4 HY‑07回收率测试结果
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[0105]

[0106] 表5 HY‑01回收率测试结果

[0107]

[0108] 结论：3个浓度下，HY‑02回收率在95.18%～100.80%之间，HY‑18回收率在97.72%～

108.86%之间，HY‑07回收率在94.96%～101.54%之间，HY‑01回收率在100.08%～108.77%之

间，均符合验证方案要求（80%～120%），证实了该方法准确度良好。

[0109] 实施例3

[0110] 以主成分自身对照法检测HY‑0902（批号：HY‑0902‑20210301）中杂质含量：

[0111] （1）供试品溶液的配制：

[0112] 精密称取25mg的HY‑0902，置50ml容量瓶中，加入稀释剂超声溶解并稀释至刻度，

摇匀，即得。

[0113] （2）对照品溶液的配制：

[0114] 精密移取供试品溶液0.1ml，置100ml容量瓶中，加稀释剂稀释至刻度，摇匀，即得。

[0115] （3）按照本发明的检测方法进行检测，结果见表6，图谱见图2。

[0116] 表6 异构体样品检测结果
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[0117]
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图1

图2
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