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Abstract 
Objective: To establish a method for the determination of related substances in Ex4c (the raw ma-
terial of the pegylation of glucagon-like peptide-1) by UPLC. Methods: The UPLC method was de-
veloped by using a Waters ACQUITY UPLC® Peptide CSH™C18 column (130 Å, 2.1 × 150 mm, 1.7 
µm) with a gradient elution system. The mobile phase A was 0.05% trifluoroacetic acid aqueous 
solution/tetrahydrofuran (9:1), and the mobile phase B was 0.05% trifluoroacetic acid in acetoni-
trile/tetrahydrofuran (9:1). The column temperature was maintained at 45˚C while the detection 
wavelength setting at 214 nm. Furthermore, the sample injection was 2 µl via keeping a flow rate 
of 0.3 mL∙min−1. The developed method was validated. Results: The resolution between Ex4c and 
adjacent impurities, between Ex4C and the known impurities were greater than 1.5. All four 
known impurities exhibited good linear relationships with their related coefficients ≥ 0.995. And 
their detection limits ranged from 4.0 ng to 5.6 ng, comprising 96.3%~101.1% of recovered ma-
terial. Conclusion: The validation results showed that the established method was simple, accurate 
and reproducible. It is capable of determinating impurities in Ex4c (the raw material of the pegy-
lation of glucagon-like peptide-1) and can be effectively used for quality control of this drug. 
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摘  要 

目的：建立超高效液相色谱法(UPLC)测定聚乙二醇化促胰岛素分泌肽类似物原料Ex4c有关物质的方法。

方法：采用Waters ACQUITY UPLC® Peptide CSH™C18 column (130 Å, 2.1 × 150 mm, 1.7 µm)为色谱

柱；以0.05%三氟乙酸水溶液-四氢呋喃(9:1)为流动相A，0.05%三氟乙酸乙腈溶液-四氢呋喃(9:1)为流

动相B；进行梯度洗脱。柱温45℃，检测波长为214 nm，进样量为2 µl，流速为0.3 mL∙min−1。结果：

杂质A、B、C、D线性良好，相关系数r均 ≥ 0.995；4种杂质的检测限范围为4.0~5.6 ng；平均回收率为

96.3%~101.1%。结论：经方法学验证，所建立的方法简便、准确、重复性好，可用于测定聚乙二醇化

促胰岛素分泌肽类似物原料Ex4c的有关物质，有效地控制药品质量。 
 
关键词 

Ex4c，超高效液相色谱法，有关物质，方法学验证 

 
 

Copyright © 2017 by authors and Hans Publishers Inc. 
This work is licensed under the Creative Commons Attribution International License (CC BY). 
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

   
 

1. 引言 

糖尿病是一种常见的慢性非传染性疾病，已经成为严重威胁人类健康的体内代谢紊乱疾病，其特点

是慢性高血糖，伴随由于胰岛素分泌减少或耐受所引起的糖、脂肪和蛋白质代谢紊乱[1]。目前常用的Ⅱ

型糖尿病(T2DM)治疗药物包括：双胍类、磺脲类、α-葡萄糖苷酶抑制剂、噻唑烷二酮类等[2]。尽管传统

抗糖尿病药物已经在临床上广泛应用并取得良好疗效，但仍存在着诸多问题，最显著的两个问题就是在

降低高血糖方面不能维持长期疗效和不能有效缓解病情达到疗效指标，此外安全性和副作用同样是这些

抗糖尿病药物亟待改善的问题。因此，研究和开发新的安全有效的 T2DM 治疗药物具有重要的意义。GLP-1
类似物药物[3] [4]因其独特药理作用，已成为用于治疗和缓解该疾病的最新最具潜力的新型药物。全球已

上市 GLP-1 类似物[5]产品中，有美国礼来公司与 Amylin 制药公司共同研制的艾塞那肽注射液(Byetta)和
诺和诺德公司的利拉鲁肽注射液(Victoza)，但两者半衰期短，需频繁给药，且价格昂贵，患者依从性较

差，并给患者(尤其是国内患者)带来极大的经济负担。本公司通过系统筛选和独特设计而获得的 GLP-1
类似物 Ex4c 新结构，经与 35 kDa 分子量无单甲氧基 PEG 的同源二聚体多肽修饰，形成了具有长效、低

免疫原性、低给药剂量、高安全性和低成本的新一代 GLP-1 的长效制剂新药。 
多肽测定方法已有相关文献报道，吴小曼等[6]采用了 C18 色谱柱，乙腈-磷酸二氢钾为流动相体系，

以 10%的氢氧化钾调节 pH 值，梯度洗脱，测定艾塞那肽的有关物质；石琳等[7]采用了 C3 色谱柱，乙腈

-磷酸二氢钾为流动相体系，磷酸调节 pH 值，梯度洗脱，测定醋酸艾塞那肽的含量。两种方法中艾塞那

肽与相邻杂质间分离度不好，有机溶剂消耗大。超高效液相色谱(ultra performance liquid chromatography, 
UPLC)作为一种高效分析技术，其高分辨率，高分析效率，低溶剂消耗在色谱分析中具有显著优势。本

课题组利用 UPLC 开展了 Ex4c 有关物质方法的研究及方法学验证，方法简便，灵敏，准确度高，有机溶

剂消耗少，对环境污染小。 
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2. 仪器与试药 

仪器 
Agilent1290 超高效液相色谱仪(配有 DAD 检测器)，Mettler Toledo AL204 型电子天平，KQ5200DE

型数控超声波清洗器(昆山市超声波仪器有限公司)。 
试药 
聚乙二醇化促胰岛素分泌肽类似物原料 Ex4c 为本公司自制，三氟乙酸(色谱纯，天津市四友生物医

学技术有限公司)，四氢呋喃(色谱纯，天津市申泰化学试剂有限公司)，乙腈(色谱纯，merk)；水为超纯

水。 

3. 方法与结果 

3.1. 色谱条件 

仪器为 Agilent UPLC 1290；色谱柱型号为 Waters ACQUITY UPLC® Peptide CSH™C18 column，130 
Å，1.7 µm，2.1 × 150 mm；流动相：以 0.05%三氟乙酸水溶液-四氢呋喃(9:1)为流动相 A，0.05%三氟乙

酸乙腈溶液-四氢呋喃(9:1)为流动相 B；梯度洗脱程序见表 1。柱温 45℃，检测波长为 214 nm；进样量为

2 µl；流速为 0.3 mL∙min−1。 

3.2. 溶液配制 

3.2.1. 供试品溶液 
取 Ex4c 适量，加 30%乙腈水溶液溶解并稀释成每 1 ml 中约含 1 mg 的溶液，作为 Ex4c 供试品溶液。 

3.2.2. Ex4c 储备液 
精密称取 Ex4c 102.8 mg，置 10 ml 量瓶中，加 30%乙腈溶解并稀释至刻度，摇匀，作为 Ex4c 储备

液。 

3.2.3. 杂质储备液 
精密称取杂质 A、B、C、D 各约 10 mg，分别置 10 ml 量瓶中，分别用 30%乙腈溶解并稀释至刻度，

作为杂质 A、B、C、D 储备液。 

3.3. 方法学考察 

3.3.1. 专属性 
1) 空白溶剂 
取空白溶剂 30%乙腈适量，滤过，依法测定，记录色谱图。色谱图见图 1(a)。由图可知，空白溶剂

不干扰本品的有关物质的检查。 
2) Ex4c 定位 
(氨基酸序列：HGEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFIEWLKNGGPGGSGGSC-NH2) 

取 Ex4c 适量，加 30%乙腈水溶液溶解并稀释制成 1 mg∙ml−1 的溶液，依法测定，记录色谱图。色谱

图见图 1(b)。由图可知，Ex4c 保留时间为 11.734 min，且主峰与杂质均能有效分离。 
3) 杂质 A 定位 
(氨基酸序列：HGEGTFTS[Asu]LSKQMEEEAVRLFEWLKNGGPGGSGGSC-NH2) 
取杂质 A 对照品适量，加 30%乙腈水溶液配置成每 1 ml 中约含 0.5 mg 的溶液，作为杂质 A 对照品

溶液。取样依法测定，记录色谱图。色谱图见图 1(b)。由图可知，杂质 A 保留时间为 16.251 min。 
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Table 1. Gradient elution program 
表 1. 梯度洗脱程序 

时间 
(time)/min 

流动相 A 
(mobile phase A)/% 

流动相 B (%) 
(mobile phase B)/% 

0 76 24 

20 73 27 

35 55 45 

37 76 24 

45 76 24 

 

 
(a) 空白溶液(Blank solution) 

 
(b) 杂质和供试品溶液(impurity and analytical solution) 
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(c) 混合对照品溶液(mixed reference substance solution) 

A. 杂质 A (impurity A) B. 杂质 B (impurity B) C. 杂质 C (impurity C) D. 杂质 D (impurity D) 
E. Ex4c 

Figure 1. Chromatograms of specificity 
图 1. 专属性色谱图 

 
4) 杂质 B 定位 
(氨基酸序列：DLSKQMEEEAVRLFEWLKNGGPGGSGGSC-NH2) 
取杂质 B 对照品适量，加 30%乙腈水溶液配置成每 1 ml 中约含 0.5 mg 的溶液，作为杂质 B 对照品

溶液。取样依法测定，记录色谱图。色谱图见图 1(b)。由图可知，杂质 B 保留时间为 7.435 min。 
5) 杂质 C 定位 
(氨基酸序列：EGTFTSDLSKQMEEEAVRLFEWLKNGGPGGSGGSC-NH2) 
取杂质 C 对照品适量，加 30%乙腈水溶液配置成每 1 ml 中约含 0.5 mg 的溶液，作为杂质 C 对照品

溶液。取样依法测定，记录色谱图。色谱图见图 1(b)。由图可知，杂质 C 保留时间为 17.286 min。 
6) 杂质 D 定位 
(氨基酸序列：GEGTFTSDLSKQMEEEAVRLFEWLKNGGPGGSGGSC-NH2) 
取杂质 D 对照品适量，加 30%乙腈水溶液配置成每 1 ml 中约含 0.5 mg 的溶液，作为杂质 D 对照品

溶液。取样依法测定，记录色谱图。色谱图见图 1(b)。由图可知，杂质 D 保留时间为 18.334 min。 
7) 混合对照品溶液 
取 Ex4c 约 10 mg，至 10 ml 量瓶中，加上述各杂质定位溶液各 0.4 ml，加 30%乙腈水溶液稀释至刻

度，摇匀。依法测定，记录色谱图。色谱图见图 1(c)。由图可知，主成分和各杂质分离度均符合规定。 

3.3.2. 破坏试验 
1) 酸破坏 
精密称取 Ex4c 约 10 mg，置 10 ml 量瓶中，加 1.0 ml 30%的乙腈水溶液溶解，加入 0.1 mol∙L−1 的盐

酸溶液 1 ml，于 80℃水浴中破坏 30 min，冷却至室温后中和至中性，用 30%乙腈水溶液稀释至刻度，作

为供试品溶液。精密量取供试品溶液 2 µl 注入液相色谱仪，记录色谱图。色谱图见图 2。 
2) 碱破坏 
精密称取 Ex4c 约 10 mg，置 10 ml 量瓶中，加 1.0 ml 30%的乙腈水溶液溶解，加入 0.1 mol∙L−1 的氢 
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M. 高温破坏(high temperature hydrolysis) N. 酸破坏(acid hydrolysis) G. 酸破坏空白

(blank solution of acid) H. 碱破坏(base hydrolysis) I. 碱破坏空白(blank solution of base) 
J. 氧化破坏(oxidation hydrolysis) K. 氧化破坏空白溶剂(blank solution of oxidation) 

Figure 2. Chromatogram of stress condition test 
图 2. 破坏试验色谱图 

 
氧化钠溶液 0.5 ml，室温放置 60 min，中和至中性，用 30%乙腈水溶液稀释至刻度，作为供试品溶液。

取 2 µl 供试品溶液注入液相色谱仪，记录色谱图。色谱图见图 2。 
3) 高温破坏 
精密称取 Ex4c 约 10 mg，精密称定，置 10 ml 量瓶中，于 105℃高温破坏 90 min，冷却至室温后用

30%乙腈水溶解并稀释至刻度，作为供试品溶液。精密量取供试品溶液 2 µl 注入液相色谱仪，记录色谱

图。色谱图见图 2。 
4) 氧化破坏 
精密称取 Ex4c 约 10 mg，置 10 ml 量瓶中，加 30%的乙腈水溶液 1.0 ml 溶解，加入 0.3%的双氧水溶

液 0.5 ml，室温放置 80 min，用 30%乙腈溶解并稀释至刻度，作为供试品溶液。精密量取供试品溶液 2 µl
注入液相色谱仪，记录色谱图。色谱图见图 2。 

除不加样品外，同法配制各破坏条件的空白溶液同法测试，色谱图见图 2。 
结果表明，各破坏条件下所产生的降解产物均能与 Ex4c 很好的分离，各降解产物之间也能较好的分

离，峰纯度分析显示各破坏溶液的色谱图中 Ex4c 峰纯度合格。 

3.3.3. 系统适用性试验 
精密量取 Ex4c 储备液 1 ml，杂质 A、B、C、D 储备液各 100 µl，置 5 ml 量瓶中，加 30%乙腈稀释

至刻度，作为系统适用性溶液。取系统适用性溶液，连续进样六次，分别计算各色谱图中 Ex4c 主峰、杂

质 A、B、C、D 保留时间和峰面积的相对标准偏差，考察主峰与各杂质的分离度。结果表明 Ex4c 主峰、

杂质 A、B、C、D 保留时间的相对标准偏差均小于 2%，峰面积的相对标准偏差均小于 3%。主峰与相邻

杂质峰分离度均大于 1.5，理论板数按 Ex4c 峰计算均大于 5000。 

3.3.4. 检测限与定量限 
取杂质 A、B、C、D 储备液，采用逐步稀释法，以 S/N ≈ 10 时的浓度作为定量限，以 S/N ≈ 3 时的

浓度作为检测限，结果见表 2。 
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Table 2. Results of LOD and LOQ test 
表 2. 检测限与定量限试验结果 

序号(No.) 组分(constituents) 检测限(LOD)/ng 定量限(LOQ)/ng 

1 杂质 A 5.4 16.4 

2 杂质 B 4.0 12.0 

3 杂质 C 5.6 17.0 

4 杂质 D 5.6 16.6 

3.3.5. 线性关系考察 
精密量取 Ex4c 储备液 0.4 ml、0.6 ml、0.8 ml、1.0 ml、1.2 ml、1.5 ml 分别置 10 ml 量瓶中，分别精

密量取杂质 A、B、C、D 储备液各 80 µl、120 µl、160 µl、200 µl、240 µl、300 µl 置上述 10 ml 量瓶中，

加 30%乙腈稀释至刻度，摇匀，分别得到 40%、60%、80%、100%、120%、150%的溶液。取上述溶液

依法测定，记录色谱图。以 Ex4c 及杂质 A、B、C、D 的浓度 C (mg∙ml−1)为横坐标，以 Ex4c 及杂质 A、

B、C、D 峰面积为纵坐标进行线性回归，结果见表 3。 
由表 3 可知，该方法线性关系良好。 

3.3.6. 精密度试验 
1) 重复性  分别取本品 6 份各约 10 mg，精密称定，加各杂质 A、B、C、D 储备液各 200 µl，置 10 

ml 量瓶中，加 30%乙腈稀释至刻度，作为供试品溶液，依法测定，记录色谱图。按面积归一化法，计算

各个色谱图中 Ex4c 的纯度及杂质 A、B、C、D 百分含量，并计算其相对标准偏差，结果见表 4。 
2) 中间精密度  实验员 A、B 于第二天分别同法配制 6 份供试品溶液，依法测定，记录色谱图。按

面积归一化法，计算各个色谱图中 Ex4c 的纯度及杂质 A、B、C、D 百分含量，并计算其相对标准偏差，

试验结果见表 4。 
由表 4 可知，方法精密度良好。 

3.3.7. 回收率试验 
精密量取 Ex4c 储备液 1.0 ml，置 10 ml 量瓶中，配置 9 份，分别精密量取杂质 A、B、C、D 储备液

160 µl、200 µl、240 µl 置上述容量瓶中，每个浓度配置 3 份，加 30%乙腈稀释至刻度，作为供试品溶液。

精密量取 Ex4c 储备液 1.0 ml，置 10 ml 量瓶中，分别精密量取杂质 A、B、C、D 储备液 200 µl，加 30%
乙腈稀释至刻度，同法配置两份，作为对照溶液。精密称取 Ex4c 适量，加 30%乙腈溶解并稀释制成 1 
mg∙ml−1 的溶液，作为样品测定溶液。 

取上述各溶液依法测定，记录色谱图，计算各浓度项下的回收率，试验结果见表 5。 
由表 5 可知，本方法对杂质和 Ex4c 均具有良好的回收率。 

3.3.8. 耐用性试验 
分别通过改变柱温(±2℃)、流速(±0.02 ml∙min−1)和更换色谱柱，考察供试品溶液中 Ex4c 及各杂质的

变化情况，试验结果见表 6。 
结果表明：测定结果没有明显差异，峰形、分离度均符合要求，本方法的耐用性良好。 

3.4. 样品测定 

精密称取本品 3 批样品适量，分别加 30%的乙腈溶解并稀释制成每 1 ml 含 Ex4c 1 mg 的溶液，作为

供试品溶液。依法测定，有关物质按面积归一化法计算，结果见表 7。 
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Table 3. Results of linear equations test 
表 3. 线性关系试验结果 

杂质 
(solvent) 

回归方程 
(regression equation) 

相关系数 r 
(correlation index) (n = 6) 

杂质A A = 7972.44 C + 2.28 0.9982 

杂质B A = 8528.42 C − 9.07 0.9989 

杂质C A = 7401.09 C − 2.59 0.9985 

杂质D A = 8651.86C − 5.03 0.9960 

Ex4c A = 4081.96 C − 59.76  0.9995 

 
Table 4. Results of precision test 
表 4. 精密度试验结果 

序号 
(No.) 

组分 
(constituents) 

重复性 
(repeatability) RSD/% 

中间精密度 
(intermediate precision) RSD/% 

1 杂质A 1.00 2.97 

2 杂质B 2.38 2.27 

3 杂质C 1.18 2.03 

4 杂质D 1.73 2.01 

5 Ex4c 0.27 0.22 

 
Table 5. Results of recovery test 
表 5. 回收率试验结果(n = 3) 

组分 
(constituents) 

加入浓度 
(added concentration)/% 

平均回收率 
(average recovery rate)/% RSD/% 

杂质A 

80 99.8 3.5 

100 96.5 2.8 

120 97.3 4.1 

杂质B 

80 98.3 2.9 

100 96.6 4.6 

120 97.6 3.8 

杂质C 

80 96.3 4.2 

100 96.8 3.6 

120 96.9 1.9 

杂质D 

80 98.4 2.8 

100 96.7 4.2 

120 98.2 3.5 

Ex4c 

80 97.5 1.6 

100 100.3 2.1 

120 101.1 1.6 
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Table 6. Results of serviceability test   
表 6. 耐用性试验结果 

指标  
名称 标准条件 

柱温 流速 
换色谱柱 

(0125351561) 43℃ 47℃ 0.28 ml/min 0.32 ml/min 

主成分纯度(%) 74.82 74.99 74.79 74.68 75.02 75.02 

杂质 A (%) 2.93 2.98 3.11 2.99 2.94 2.91 

杂质 B (%) 2.99 2.98 2.92 2.94 3.00 2.96 

杂质 C (%) 2.76 2.73 2.76 2.77 2.81 2.74 

杂质 D (%) 2.93 2.91 2.96 2.89 2.91 2.90 

 
Table 7. Contents of residual solvent in samples 
表 7. 样品有关物质测定 

批号 
(lot No.) 

杂质 A 
(impurity A) 

杂质 B 
(impurity B) 

杂质 C 
(impurity C) 

杂质 D 
(impurity D) Ex4c 

160201 未检出 
(not detected) 0.15 未检出 

(not detected) 0.36 97.30 

160301 未检出 
(not detected) 0.10 未检出 

(not detected) 0.40 97.59 

160401 未检出 
(not detected) 0.24 未检出 

(not detected) 0.49 97.49 

 
由表 7 可知，本法能准确地测定 Ex4c 的有关物质，能较好地控制本品质量。 

4. 讨论 

4.1. 波长的选择 

因本品为 38 个氨基酸的小肽，只含有 3 个芳香族氨基酸；而肽键的强吸收峰在 214 nm 处，为保证

有较高的检测灵敏度，故将本品的检测波长确定为 214 nm。 

4.2. 色谱条件的选择 

流动相和洗脱梯度(A 液：100%超纯水 + 0.1%TFA；B 液：100%乙腈 + 0.1%TFA；梯度为 35%~48% 
B 液在 15 min 以内)，结果显示主峰与杂质峰分离度、主峰峰型对称性均较差。流动相为 A 液：超纯水 + 
0.1%TFA；B 液：[80% (乙腈 + 0.1%TFA )] + 20%异丙醇；梯度：0~23 min，B 从 36%~55%；23~30 min，
B 从 55%~100%)，主峰与杂质峰的分离度、主峰峰型、理论塔板数有所改善，但不符合规定。流动相为

A 液：0.05% TFA 水溶液-四氢呋喃(9:1)；B 液：0.05% TFA 乙腈溶液-四氢呋喃(9:1)；梯度：0~20 min，
B 从 24%~27%；20~35 min，B 从 27%~45%)，主峰与杂质峰的分离度较好，主峰峰型较好，理论塔板数

较高。 

4.3. 杂质的分析 

根据 Ex4c 多肽的氨基酸组成特性和工艺，确定主要有以下四个有关物质：① 杂质 A：根据多肽类

药物质量控制要求[8]，如果多肽中含有易脱酰胺的氨基酸，则必须对其脱酰胺产物进行鉴定。Ex4c 中的

第 28 位氨基酸为 Asn，该 Asn 易脱酰胺成 Asp，进行 Ex4c 脱酰胺(Ex4c-DA)有关物质的研究；② 杂质 B：
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工艺合成过程中 Asn9 易转化成 Asu9(是 Asn 侧链形成琥珀酰亚胺环的同源异构体)；③ 杂质 C：参照已

上市艾塞那肽注射液有关物质研究[9]，本品 N 末端 1-2 位的两个氨基酸 His 和 Gly 易水解形成(3-38)Ex4c
的相关物质；④ 杂质 D：Ex4c 多肽的 C 末端为半胱氨酸，容易形成二硫键形式同源二聚体(Di-Ex4c)。 

4.4. 结果的讨论 

本实验建立了一种有效检测聚乙二醇化促胰岛素分泌肽类似物原料 Ex4c 的有关物质的 UPLC 方法，

由结果可知，本法具有灵敏度高、精密度好等优点，可用于质量控制研究。结合本方法，从药物的源头

开始控制，对保障药物合成的安全性有着十分重要的意义。 
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