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柱前衍生化反相高效液相色谱法测定盐酸二甲双胍
缓释片中二甲胺含量

张一平 １，张 倩 １，王一然 １，宫晓菲 １，任雅丽 ２，夏学军 １△，刘玉玲 １

（１．中国医学科学院北京协和医学院药物研究所·药物传输技术及新型制剂重点实验室，北京 １０００５０；
２．世贸天阶制药 ＜江苏 ＞有限责任公司，江苏 盐城 ２２４１００）

摘要：目的 建立测定盐酸二甲双胍缓释片中二甲胺含量的柱前衍生化反相高效液相色谱法。方法 样品经２，４－二硝基氟苯衍生化，
采用高效液相色谱法分析，色谱柱为 ＸＤＢ－Ｃ１８柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为０．１％磷酸溶液（Ａ）－乙腈（Ｂ），梯度洗脱（０ｍｉｎ
时４０％Ｂ，１２ｍｉｎ时５５％Ｂ，１３．２ｍｉｎ时７５％Ｂ，１８ｍｉｎ时４０％Ｂ），检测波长为３８０ｎｍ，流速为１．２ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３０℃。结果 二甲胺

质量浓度在０．２～０．６μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ＝０．９９９１）；检测限为４．５９ｎｇ／ｍＬ，定量限为１７．８０ｎｇ／ｍＬ；平均加样回
收率为９８．００％，ＲＳＤ为１．３７％（ｎ＝９）。结论 该方法灵敏度高、易于操作，可用于盐酸二甲双胍缓释片中二甲胺含量的测定。

关键词：衍生化法；高效液相色谱法；盐酸二甲双胍缓释片；二甲胺；含量
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盐酸二甲双胍因疗效可靠、安全性好，已成为治疗 ２型糖尿病的首选药物。盐酸二甲双胍缓释片可使血药
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表１ 流动相洗脱程序

时间（ｍｉｎ）

０～１２
１２～１３．２

１３．２～１８

流动相Ａ牗％牘

６０～４５
４５～２５
２５～６０

流动相Ｂ牗％牘

４０～５５
５５～７５
７５～４０

浓度更平稳，胃肠道不良反应降低，服药次数减少犤１－２犦，

具有更好的临床使用价值及市场开发前景。自 ２０１６年
全面开展仿制药一致性评价以来，我国对于仿制药的研

究内容更明确和严格。盐酸二甲双胍缓释片属批准较早

的仿制药，严格把控其质量十分必要。二甲胺是盐酸二

甲双胍合成反应过程中的起始原料犤３犦，近距离接触对眼

和呼吸道有强烈的刺激作用，危害人体健康，因此有必

要对盐酸二甲双胍中的二甲胺进行质量控制。各国药典

收录的盐酸二甲双胍及其制剂中，仅有《欧洲药典（９．０
版）》犤４犦规定了盐酸二甲双胍中二甲胺（标记为杂质 Ｆ）
的检查方法及限度（供试品的 ０．０５％）；《美国药典》犤５犦

收录有盐酸二甲双胍缓释片，未规定二甲胺的检查。李

慧敏等犤６犦报道了测定盐酸二甲双胍中二甲胺残留的离

子色谱 －直接电导法，反应条件苛刻，试验对仪器要求
较高。冯超等犤７犦使用氯甲酸－９－芴甲酯为衍生化试剂，
建立了测定盐酸二甲双胍原料中二甲胺含量的柱前衍

生化高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法，衍生化过程烦琐复杂，操
作不便。本研究中参考《欧洲药典（９．０版）》盐酸二甲双
胍标准中杂质Ｆ检查法，通过优化色谱条件及供试品配
制方法，建立了一种灵敏度高、易操作的测定盐酸二甲

双胍缓释片中二甲胺含量的柱前衍生化ＨＰＬＣ法，并对
原研和自制得到的 ２种盐酸二甲双胍缓释片稳定性试
验样品中二甲胺的含量进行了考察。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
１２００型高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；

ＸＳ１０５ＤＵ型电子分析天平（梅特勒－托利多公司，精度
为十万分之一）；ＫＱ－５０Ｂ型超声波清洗机（昆明市超
声仪器有限公司，功率为 ５０Ｗ，频率为 ４０ｋＨｚ）；ＪＲ－２
型集热式磁力加热搅拌器（天津欧诺仪器有限公司）。

１．２ 试药
二甲胺标准品（ＥｕｒｏｐｅａｎＤｉｒｅｃｔｏｒａｔｅｆｏｒｔｈｅＱｕａｌｉｔｙ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ＆Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ，批号为 ００ＹＩＢ６）；２，４－二硝基
氟苯（东京化成工业株式会社，批号为 ＹＸ２５Ｎ－ＰＪ）；三
乙胺（ＡｌａｄｄｉｎＩｎｄｕｓｔｒｉａｌＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，批号为 Ｈ１７１８０８４）；
盐酸二甲双胍牗山东科源制药股份有限公司，批号为
Ｐ５１０－１８０９０２３牘；盐酸二甲双胍缓释片牗商品名 Ｇｌｕ
ｃｏｐｈａｇｅＸＲ，Ｂｒｉｓｔｏｌ－ＭｙｅｒｓＳｑｕｉｂｂ，编号分别为１，２）；自
制盐酸二甲双胍缓释片（中国医学科学院药物研究所，

编号分别为１，２，３）；甲醇、乙腈均为色谱纯，磷酸、氢氧
化钠、盐酸、过氧化氢均为分析纯，水为娃哈哈纯净水。

２ 方法

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＡｇｉｌｉｅｎｔＸＤＢＣ１８柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；

流动相：０．１％磷酸溶液（Ａ）－乙腈（Ｂ），梯度洗脱，洗脱

程序见表 １；流速：１．２ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：３８０ｎｍ；柱
温：３０℃；进样量：５μＬ。

２．２ 溶液制备
衍生试剂：精密量取１ｍＬ２，４－二硝基氟苯，置１００ｍＬ

容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，临用现配。

对照品溶液：精密量取二甲胺标准品１ｍＬ，置１００ｍＬ
容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，精密量取上

述溶液２．５ｍＬ，置 １００ｍＬ容量瓶中，用甲醇稀释至刻
度，摇匀，作为二甲胺对照品贮备溶液。精密量取二甲胺对

照品贮备溶液１ｍＬ，置 １０ｍＬ容量瓶中，加甲醇 ７ｍＬ，
加入１００μＬ三乙胺和１ｍＬ衍生试剂，用甲醇稀释至刻度，
摇匀，于６０℃水浴加热３０ｍｉｎ，取出，冷却至室温，即得。

供试品溶液：取盐酸二甲双胍缓释片粉末适量（约

相当于盐酸二甲双胍１０ｍｇ），精密称定，置１０ｍＬ容量
瓶中，加８ｍＬ甲醇，超声２０ｍｉｎ后，加入１００μＬ三乙胺和
１ｍＬ衍生试剂，用甲醇稀释至刻度，摇匀，于６０℃水浴加
热３０ｍｉｎ，取出，冷却至室温，摇匀，过滤，取续滤液，即得。

原料药溶液：取盐酸二甲双胍原料药 １０ｍｇ，精密
称定，置１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇８ｍＬ，超声２０ｍｉｎ后，
加入１００μＬ三乙胺和１ｍＬ衍生试剂，用甲醇稀释至刻
度，摇匀，于 ６０℃水浴加热 ３０ｍｉｎ，取出，冷却至室温，
摇匀，滤过，取续滤液，即得。

空白辅料溶液：取空白辅料 １０ｍｇ，精密称定，置
１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇 ８ｍＬ，超声 ２０ｍｉｎ后，加入
１００μＬ三乙胺和 １ｍＬ衍生试剂，用甲醇稀释至刻度，
摇匀，于 ６０℃水浴加热 ３０ｍｉｎ，取出，冷却至室温，摇
匀，滤过，取续滤液，即得。

２．３ 测定方法及反应原理
测定方法：分别取 ５μＬ供试品溶液及对照品溶液

注入高效液相色谱仪，按拟订色谱条件进样测定，记录

峰面积，以对照品溶液质量浓度为限度（０．０５％），采用
外标法计算含量。

反应原理：２，４－二硝基氟苯是一种反应活性高、价
廉的衍生剂，其与氨基反应迅速、结合牢固，衍生产物具

有紫外吸收特性且相当稳定，是进行柱前衍生反应的理

想试剂犤８犦。化学反应方程式见图１。
２．４ 方法学考察
２．４．１ 专属性试验

１牘二甲胺定位及干扰试验
取空白溶剂、空白辅料溶液和对照品溶液，按拟订
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图１ 衍生化反应方程式
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图３ 初始条件下的高效液相色谱图
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图２ 高效液相色谱图

色谱条件进样分析，色谱图见图２。在此色谱条件下，二
甲胺衍生物峰形良好，保留时间为５．６ｍｉｎ，空白溶剂及
辅料对主峰的测定无干扰。

２牘破坏试验
光照破坏：分别取原研制剂和自制盐酸二甲双胍缓

释片细粉适量，置适当容器中平铺，于 ４５００ｌｘ照度下
照射 ２４ｈ，取出，分别取相当于原料药 １０ｍｇ的缓释片
细粉，精密称定，依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件

进样测定，色谱图见图 ４Ａ。结果表明，与初始条件（见
图 ３）相比，光照条件下原研制剂与自制盐酸二甲双胍
缓释片的二甲胺含量均未明显增加。

中高温破坏：分别取原研制剂和自制盐酸二甲双胍

缓释片细粉适量，置适当容器中平铺，于１００℃烘箱中放
置 ２４ｈ，取出，分别取相当于原料药 １０ｍｇ的缓释片细
粉，精密称定，依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进

样测定，色谱图见图 ４Ｂ。结果表明，与初始条件（图 ３）
相比，高温条件下原研制剂与自制盐酸二甲双胍缓释片

的二甲胺含量均明显增加。

高温破坏：分别取原研制剂和自制盐酸二甲双胍缓

释片细粉适量，置适当容器中平铺，于 ２２０℃马弗炉中
放置３ｍｉｎ，取出，分别取相当于原料药１０ｍｇ的缓释片
细粉，精密称定，依法制备供试品溶液，按拟订色谱

条件进样测定，色谱图见图４Ｃ。结果表明，与初始条件
（图３）相比，高温条件下原研制剂与自制盐酸二甲双胍

缓释片的二甲胺含量均明显增加。

氧化破坏试验：取原研制剂和自制盐酸二甲双胍缓

释片粉末适量（约相当于盐酸二甲双胍１０ｍｇ），精密称
定，置１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇６ｍＬ，超声２０ｍｉｎ，再加
３０％Ｈ２Ｏ２溶液１ｍＬ，摇匀，放置２４ｈ，加１００μＬ三乙胺
和１ｍＬ衍生试剂，用甲醇稀释至刻度，摇匀，于６０℃水浴
加热３０ｍｉｎ，取出，冷却至室温，摇匀，按拟订色谱条件
进样测定，色谱图见图 ４Ｄ。结果表明，与初始条件
（图３）相比，氧化条件下原研制剂与自制盐酸二甲双胍
缓释片的二甲胺含量均未明显增加。

强酸破坏试验：取原研制剂和自制盐酸二甲双胍缓

释片粉末适量（相当于盐酸二甲双胍 １０ｍｇ），精密称
定，置 １０ｍＬ容量瓶中，加甲醇 ５ｍＬ，超声 ２０ｍｉｎ，再
加１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液１ｍＬ，摇匀，放置 ２４ｈ，加 １ｍｏｌ／Ｌ
氢氧化钠溶液１ｍＬ中和盐酸，摇匀，加 １００μＬ三乙胺
和１ｍＬ衍生试剂，用甲醇稀释至刻度，摇匀，于６０℃水
浴加热 ３０ｍｉｎ，取出，冷却至室温，摇匀，滤过，取续滤
液，按拟订色谱条件进样测定，色谱图见图４Ｅ。结果表
明，与初始条件（图 ３）相比，强酸条件下原研制剂与自
制盐酸二甲双胍缓释片的二甲胺含量均明显增加。

强碱破坏试验：取原研制剂和自制盐酸二甲双胍

缓释片粉末适量（约相当于盐酸二甲双胍１０ｍｇ），精密
称定，置１０ｍＬ容量瓶中，加甲醇５ｍＬ，超声２０ｍｉｎ，再加
１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液１ｍＬ，摇匀，放置２４ｈ，加１ｍｏｌ／Ｌ
盐酸溶液 １ｍＬ中和氢氧化钠，摇匀，加 １００μＬ三乙胺
和１ｍＬ衍生试剂，用甲醇稀释至刻度，摇匀，于６０℃水
浴加热 ３０ｍｉｎ，取出，冷却至室温，摇匀，滤过，取续
滤液，按拟订色谱条件进样测定，色谱图见图 ４Ｆ。
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１．二甲胺

ａ．ＧｌｕｃｏｐｈａｇｅＸＲ ｂ．自制盐酸二甲双胍缓释片

Ａ．光照 Ｂ．中高温 Ｃ．高温 Ｄ．氧化 Ｅ．强酸 Ｆ．强碱
图４ 破坏试验下的高效液相色谱图

结果表明，与初始条件牗图 ３牘相比，强碱条件下原研
制剂与自制盐酸二甲双胍缓释片的二甲胺含量均明

显增加。

２．４．２ 检测限与定量限确定

精密量取二甲胺对照溶液适量，用甲醇定量稀释制

成系列不同质量浓度的溶液，衍生化反应后，按拟订色

谱条件进样测定，信噪比（Ｓ／Ｎ）＝３计为检测限，
Ｓ／Ｎ＝１０计为定量限。结果该法检测限以二甲胺计为
４．５９ｎｇ／ｍＬ，定量限为１７．８０ｎｇ／ｍＬ。
２．４．３ 线性关系考察及精密度试验

取二甲胺对照品贮备溶液依次稀释，获得二甲胺质

量浓度分别为０．２，０．３，０．４，０．５，０．６μｇ／ｍＬ的系列对
照品溶液，依法制备对照品溶液，按拟订色谱条件分别

进样测定，记录峰面积。以峰面积（Ａ）为纵坐标、质量浓
度（Ｃ，μｇ／ｍＬ）为横坐标进行线性回归，得回归方程
Ａ＝７０．２９Ｃ－０．９３，ｒ＝０．９９９１牗ｎ＝５牘。结果表明，二甲

胺质量浓度在 ０．２～０．６μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性
关系良好。取经衍生化后的对照品溶液牗质量浓度为
０．５μｇ／ｍＬ牘，按拟订色谱条件连续进样５次，记录峰面
积。结果的 ＲＳＤ为０．２２％（ｎ＝５），表明仪器精密度良好。
２．４．４ 重复性试验

依法平行制备供试品溶液６份，按拟订色谱条件进
样测定，记录峰面积。结果，６份供试品溶液中二甲胺的
含量均基本一致，表明方法重复性良好。

２．４．５ 加样回收试验

取盐酸二甲双胍缓释片粉末适量（约相当于盐酸二

甲双胍１０ｍｇ），精密称定，共９份，置１０ｍＬ容量瓶中，
分别加入甲醇８ｍＬ，超声２０ｍｉｎ，每个容量瓶中依次加
入相当于对照品溶液质量浓度８０％，１００％，１２０％的对
照品溶液各１ｍＬ，每个质量浓度各３份，分别加１００μＬ三
乙胺和１ｍＬ衍生试剂，加甲醇稀释至刻度，摇匀，６０℃
水浴加热３０ｍｉｎ，取出，冷却至室温，摇匀，滤过，取续滤
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种类

原研缓释片

自制缓释片

编号

１
２
１
２
３

初始

０．００１
０．００２
０．０１０
０．００６
０．００６

加速试验６个月

０．００２
０．００４
０．００８
０．００８
０．００８

长期试验２４个月

０．００１
０．００２
０．００６
０．００７
０．００７

本栏目由

协 办

重庆药友制药有限责任公司
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表２ 样品中二甲胺含量测定结果牗％牘

液，按拟订色谱条件进样，计算加样回收率。结果平均回

收率为９８．００％，ＲＳＤ为１．３７％（ｎ＝９），表明方法准确
度良好。

２．４．６ 稳定性试验

分别取供试品溶液及对照品溶液各 ５μＬ，按拟订
色谱条件进样测定，分别于 ０，２，４，６，８，１０ｈ时进样分
析。结果在室温放置１０ｈ内，供试品溶液和对照品溶液中
二甲胺的峰面积均无明显变化，表明溶液稳定性良好。

２．５ 样品含量测定
取２批原研缓释片和３批自制缓释片初始、加速试

验６个月犤温度（４０±２）℃，相对湿度牗７５±５牘％犦及长期
试验２４个月犤温度（２５±２）℃，相对湿度牗６０±１０牘％犦条
件样品，依法制备供试品溶液，按拟订色谱条件进样测

定，记录峰面积，按外标法以标示量计算样品中二甲胺

含量。详见表２。结果表明，加速试验６个月和长期试验
２４个月放置条件下盐酸二甲双胍缓释片的二甲胺含量
与初始均无明显变化。

３ 讨论

本研究中参考《欧洲药典》（ＥＰ９．０）盐酸二甲双胍
原料药中杂质Ｆ（二甲胺）的柱前衍生化测定法，并采用
与以上标准一致的色谱条件，包括检测器、检测波长、柱

温、进样量及色谱柱填料等，仅色谱柱规格与《欧洲

药典》中有所不同。《欧洲药典》采用的色谱柱规格为

牗１２５ｍｍ×３ｍｍ，５μｍ牘，本研究中所用色谱柱规格为
牗１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ牘，故根据公式牗流速 ＝内径之
比 ２×原流速，时间 ＝柱长之比×原时间牘进行计算，对
色谱条件中流速和梯度洗脱时间进行了调整。供试品溶

液配制过程中，取盐酸二甲双胍原料药，按２．２项下原
料药溶液制备方法分别采用甲醇和乙腈进行配制，对提

取溶剂进行了筛选。结果表明，盐酸二甲双胍在甲醇中

能完全溶解，而在乙腈中溶解度不足８０％，故选择对盐
酸二甲双胍有更好溶解效果的甲醇作为溶剂，以保证盐

酸二甲双胍中的

二甲胺提取完全。

本研究结果

显示，原研和自制

盐酸二甲双胍缓

释片的二甲胺含

量均小于０．０５％，在《欧洲药典》规定限度之内，认为全
部符合要求。同时，通过对二者的专属性和稳定性进行

考察，结果表明，二者专属性规律一致，且在加速试验６个
月和长期试验２４个月条件下均稳定，故认为自制制剂
与参比制剂有较好的一致性；盐酸二甲双胍缓释片在高

温、强酸和强碱破坏条件下均降解产生二甲胺，故判定

二甲胺为盐酸二甲双胍降解产物之一。因此，在制备及

贮存盐酸二甲双胍缓释片时需注意避免高温条件、强酸

性及强碱性环境；二甲胺既是盐酸二甲双胍的合成中间

体，也是其降解产物，故有必要对盐酸二甲双胍原料中

二甲胺含量进行严格控制。稳定性试验结果表明，二甲

胺含量与初始试验相等，盐酸二甲双胍缓释片加速试验

６个月和长期试验 ２４个月的样品无明显变化，质量稳
定。因此，在制剂质量标准中只要保证盐酸二甲双胍原

料中二甲胺的含量控制即可，不需将二甲胺限度制订入

缓释片的质量标准。

综上所述，该方法能准确地测定盐酸二甲双胍缓释

片的二甲胺含量，方法简便，灵敏度高，重复性好，可用

于盐酸二甲双胍缓释片的质量控制。
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