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(57)摘要

本发明属于分析化学领域，具体涉及一种卡

泊三醇中间体L及其潜在基因毒性杂质的分离与

测定方法，所述的方法是采用以十八烷基硅烷键

合硅胶为填充剂的色谱柱，进样，然后采用流动

相进行洗脱分离，具体为取中间体L及潜在基因

毒性杂质对照品及待测品分别制备成对照品溶

液和供试品溶液，进行高效液相色谱分析，记录

色谱图，比较供试品溶液与对照品溶液中对应出

峰时间的杂质的峰面积，实现中间体L及潜在基

因毒性杂质的有效分离与检测，操作简单，准确

度高。
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1.高效液相色谱法分离卡泊三醇中间体L中杂质的方法，其特征在于，所述的方法是采

用以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂的色谱柱，进样，然后采用流动相进行洗脱分离，所述

杂质为三苯基氧膦，和X，和S‑联萘酚；所述X的结构式为 所述S‑联萘酚的

结构式为 所述流动相为乙腈与0.5％冰乙酸水溶液的混合液，所述流动相中

乙腈与0.5％冰乙酸水溶液的体积比为40‑60：40‑60。

2.根据权利要求1所述的高效液相色谱法分离卡泊三醇中间体L中杂质的方法，其特征

在于，具体步骤如下：取中间体L及杂质对照品加稀释剂溶解制备成已知浓度的对照品溶

液，取供试品加稀释剂溶解制备成供试品溶液，分别取对照品溶液及供试品溶液进样，进行

高效液相色谱分析，记录色谱图，所述稀释剂为流动相或流动相中的任一种有机溶剂。

3.根据权利要求2所述的高效液相色谱法分离卡泊三醇中间体L中杂质的方法，其特征

在于，所述流动相流速为0.5‑1 .5ml/min；所述高效液相色谱分析采用紫外检测器进行检

测，检测波长为220±5nm。
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卡泊三醇中间体L及其潜在基因毒性杂质的分离与测定方法

技术领域

[0001] 本发明属于分析化学领域，具体涉及一种卡泊三醇中间体L及其潜在基因毒性杂

质的分离与测定方法。

背景技术

[0002] 卡泊三醇化学名称为9，10‑开环胆甾‑24‑环丙基‑5，7，10(19)，22‑四烯‑1，3，24三

醇，其分子式为C27H40O3，分子量：412.61。卡泊三醇主要用于寻常型银屑病的局部治疗。化合

物L是合成卡泊三醇的一个重要的中间体，其结构式如下：

[0003]

[0004] 基因毒性杂质是指能直接或间接损伤细胞DNA，产生致突变和致癌作用的物质。在

生产过程中，可能产生基因毒性杂质的环节包括新药合成、原料纯化、储存运输(与包装物

接触)等，故在新药合成阶段应该指明涉及到的所有具有基因毒性或有致癌性的化学物质，

如所用试剂、中间体、副产品等。更进一步，在药物活性物质中没有出现的基因毒性反应物

和有基因毒性结构的物质，都应该被考虑。具有毒性作用的基团一般具有亲电试剂的性质，

这些基团在生理条件下同体内核酸、蛋白质或其他重要成分中的亲核中心发生取代反应，

使这些成分发生不可逆的损伤，表现为毒性、致突变或致癌等作用。表现为毒性、致突变或

致癌等作用的基团举例如下：

[0005]
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[0006] 在中间体L的合成中，使用到的原料如咪唑、三苯基氧磷等，这些原料残留杂质的

结构式如下：

[0007]

[0008] 咪唑和三苯基氧磷因含有某些表现为毒性、致突变或致癌等作用的基团因而警示

其可能具有基因毒性，卡泊三醇中间体L在合成过程中残留的上述杂质除去不完全最终会

影响药物的纯度和质量。因此，为了控制中间体L的质量，需要对中间体L及其潜在基因毒性

杂质进行分离和测定。但是，目前还没有分离及测定中间体L及其潜在基因毒性杂质的HPLC

方法。

发明内容

[0009] 有鉴于此，本发明的目的在于提供一种高效液相色谱法分离测定卡泊三醇中间体

L及其潜在基因毒性杂质的方法，利用高效液相色谱法，能够实现中间体L及杂质的有效分

离与测定。

[0010] 为实现上述目的，本发明的技术方案为：

[0011] 高效液相色谱法分离卡泊三醇中间体L及潜在基因毒性杂质的方法，所述的方法

是采用以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂的色谱柱，进样，然后采用流动相进行洗脱分离。

[0012] 本发明所述的方法适用于卡泊三醇中间体L及潜在基因毒性杂质的分离，可用于

单独分离某一种杂质，也可同时分离卡泊三醇中间体L及杂质。

[0013] 本发明所述的高效液相色谱法分离卡泊三醇中间体L及潜在基因毒性杂质的方

法，所述的潜在基因毒性杂质为咪唑。

[0014] 进一步，所述流动相为乙腈与0.3％二乙胺水溶液的混合液。

[0015] 进一步，所述流动相中乙腈与0.3％二乙胺水溶液的体积比为4‑6：94‑96。进一步，

所述0.3％二乙胺水溶液采用磷酸调节pH为3.1±0.2。

[0016] 本发明所述的高效液相色谱法分离卡泊三醇中间体L及潜在基因毒性杂质的方

法，所述潜在基因毒性杂质为三苯基氧膦。

[0017] 进一步，所述流动相为乙腈与0.5％冰乙酸水溶液的混合液。

[0018] 进一步，所述流动相中乙腈与0.5％冰乙酸水溶液的体积比为40‑60：40‑60。

[0019] 本发明所述的高效液相色谱法分离卡泊三醇中间体L及潜在基因毒性杂质的方

法，具体步骤如下：取中间体L及潜在基因毒性杂质对照品加稀释剂溶解制备成已知浓度的

对照品溶液，取供试品加稀释剂溶解制备成供试品溶液，分别取对照品溶液及供试品溶液

进样，进行高效液相色谱分析，记录色谱图，比较供试品溶液与对照品溶液中对应出峰时间

的杂质的峰面积，计算供试品中所含卡泊三醇中间体L及潜在基因毒性杂质的含量；所述稀

释剂为流动相或流动相中的任一种有机溶剂。

[0020] 进一步，进行高效液相色谱分析，所述流动相流速为0.5‑1 .5ml/min，优选1ml/
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min；所述高效液相色谱分析采用紫外检测器进行检测，检测波长为220±5nm。

[0021] 进一步，进行高效液相色谱分析，所述色谱柱的规格为4.6×250mm，5μm。

[0022] 本发明的有益效果在于：本发明的高效液相色谱法分离卡泊三醇中间体L及潜在

基因毒性杂质的方法，该方法能够实现卡泊三醇中间体L与杂质的有效分离，实现了杂质有

效控制，从根本上确定了产品质量，具有简便，快速，准确度高等优点；同时采用高效液相色

谱法操作简单，专属性强，灵敏度高。

附图说明

[0023] 图1为实施例1中稀释剂的HPLC图，图中的色谱峰为稀释剂的色谱峰。

[0024] 图2为实施例1中咪唑对照品的HPLC图，图中的色谱峰为咪唑对照品的色谱峰，保

留时间在2.3min左右。

[0025] 图3为实施例1中供试品的HPLC图，图中的色谱峰为供试品的色谱峰，在此系统供

试品未出峰，与稀释剂的色谱峰一致。

[0026] 图4为实施例1中混合液的HPLC图，图中的色谱峰为咪唑的色谱峰，保留时间在

2.3min左右。

[0027] 图5为实施例2中稀释剂的HPLC图，图中的色谱峰为稀释剂的色谱峰。

[0028] 图6为实施例2中X定位溶液的HPLC图，图中的色谱峰为X的色谱峰，保留时间在

1.9min左右。

[0029] 图7为实施例2中三苯基氧膦对照品的HPLC图，图中的色谱峰为三苯基氧膦的色谱

峰，保留时间在8.6min左右。

[0030] 图8为实施例2中S‑联萘酚对照品的HPLC图，图中的色谱峰为S‑联萘酚的色谱峰，

保留时间在20.3min左右。

[0031] 图9为实施例2中供试品的HPLC图，图中的色谱峰为供试品的色谱峰，在此系统供

试品未出峰，与稀释剂的色谱峰一致。

[0032] 图10为实施例2中混合液的HPLC图，图中的色谱峰依次为X、三苯基氧膦、S‑联萘酚

的色谱峰，保留时间依次为：1.9min、8.7min、20.4min。

具体实施方式

[0033] 所举实施例是为了更好地对本发明的内容进行说明，但并不是本发明的内容仅限

于所举实施例。所以熟悉本领域的技术人员根据上述发明内容对实施方案进行非本质的改

进和调整，仍属于本发明的保护范围。

[0034] 实施例中所涉及的对照品来源：

[0035] L：重庆华邦制药有限公司，批号：Cal‑L‑140903，99.0％；

[0036] 咪唑：成都科龙化工试剂厂，批号：2014061601  99.3％；

[0037] 三苯基氧膦：阿拉丁试剂，批号：F1410025  98％；

[0038] 实施例1

[0039] 本实施例中采用的仪器及色谱条件如下：

[0040] 仪器：高效液相色谱仪；

[0041] 色谱柱：Agilent  ZORBAX  SB‑C18(4.6×250mm，5μm)；
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[0042] 流动相：乙腈：0.3％二乙胺水溶液(磷酸调pH＝3.1)＝5:95；

[0043] 波长：220nm；

[0044] 柱温：30℃；

[0045] 流速：1.0ml/min；

[0046] 进样体积：10μl；

[0047] 稀释剂：乙腈。

[0048] (1)咪唑对照品溶液：称取咪唑10.05mg，置100ml量瓶中，加稀释剂溶解并稀释至

刻度，摇匀，得咪唑储备液，移取该溶液1ml，置100ml量瓶中，加稀释剂稀释至刻度，摇匀，即

得。

[0049] (2)供试品溶液：称取待测品L  10.25mg，置10ml量瓶中，加稀释剂溶解并稀释至刻

度，摇匀，即得。

[0050] (3)混合溶液：称取中间体L对照品10.29mg，移取咪唑储备液溶液0.1ml，置同一

10ml量瓶中，加稀释剂稀释至刻度，摇匀，即得。

[0051] (4)测定方法：分别取稀释剂、供试品溶液、咪唑对照品溶液和混合溶液各10μl进

样，按上述色谱条件进行高效液相色谱分析，记录色谱图，结果见图1‑4，比较供试品溶液与

对照品溶液中咪唑的峰面积，可以看出，在该条件下L不出峰，与稀释剂色谱峰一致，且不影

响咪唑的测定，咪唑的保留时间在2.3min，待测供试品L均未检出杂质咪唑。

[0052] 实施例2

[0053] 本实施例中采用的仪器及色谱条件如下：

[0054] 仪器：SHIMADZU  LC‑2010AHT；

[0055] 色谱柱：VP‑0DS  C18(4.6×250mm，5μm)；

[0056] 流动相：乙腈：0.5％冰乙酸＝48：52；

[0057] 波长：225nm；

[0058] 柱温：30℃；

[0059] 流速：1.0ml/min；

[0060] 进样体积：20μl；

[0061] 稀释剂：乙腈。

[0062] 本实施例中所分离的杂质除了三苯基氧磷外，可能还包括X与S‑联萘酚。

[0063] 杂质X与S‑联萘酚的结构式如下：

[0064]

[0065] (1)三苯基氧磷对照品溶液：称取杂质三苯基氧磷10.23mg，置100ml量瓶中，加稀

释剂溶解并稀释至刻度，摇匀，得三苯基氧磷储备液，移取该溶液1.0ml至100ml量瓶中，加

稀释剂稀释至刻度，摇匀，即得。

[0066] (2)X定位溶液：称取杂质X  10 .12mg，置100ml量瓶中，加稀释剂溶解并稀释至刻
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度，摇匀，得X储备液，移取该溶液2.5ml至100ml量瓶中，加稀释剂稀释至刻度，摇匀，即得。

[0067] (3)S‑联萘酚定位溶液：称取杂质S‑联萘酚10.35mg，置100ml量瓶中，加稀释剂溶

解并稀释至刻度，摇匀，得S‑联萘酚储备液，移取该溶液2.5ml至100ml量瓶中，加稀释剂稀

释至刻度，摇匀，即得。

[0068] (4)供试品溶液：称取待测供试品L10.26mg，置10ml量瓶中，加稀释剂溶解并稀释

至刻度，摇匀，即得。

[0069] (5)混合溶液：称取中间体L的对照品10.21mg，分别移取三苯基氧磷、X、S‑联萘酚

储备液，各0.5ml，置同一10ml量瓶中，加稀释剂稀释至刻度，摇匀，即得。

[0070] (6)测定方法：分别取稀释剂、三苯基氧磷对照品溶液、供试品溶液X定位溶液、S‑

联萘酚定位溶液及混合溶液20μl进样，按上述色谱条件进行高效液相色谱分析，记录色谱

图，比较供试品溶液与对照品溶液中三苯基氧磷的峰面积，结果见图5‑10，可以看出，在该

条件下L不出峰，与稀释剂色谱峰一致，且不影响三苯基氧膦的测定；X和S‑联萘酚与三苯基

氧膦完全分开，分离度符合要求；三苯基氧膦的保留时间在8.6min，待测供试品L均未检出

杂质三苯基氧膦。

[0071] 最后说明的是，以上实施例仅用以说明本发明的技术方案而非限制，尽管参照较

佳实施例对本发明进行了详细说明，本领域的普通技术人员应当理解，可以对本发明的技

术方案进行修改或者等同替换，而不脱离本发明技术方案的宗旨和范围，其均应涵盖在本

发明的权利要求范围当中。
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图1

图2
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图3

图4

说　明　书　附　图 2/5 页

9

CN 106908524 B

9



图5

图6
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图7

图8
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图9

图10
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