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HPLC 法测定达格列净原料药中有关物质 

陈  稳，郑津津，王  晨 
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摘  要：目的  建立达格列净原料药中有关物质的测定方法。方法  采用 HPLC 法。Diamonsil C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5 μm）；以 0.02 mol/L 磷酸二氢钠水溶液–甲醇–四氢呋喃（60∶35∶5）为流动相；体积流量 1.0 mL/min；检测波长 220 nm；

柱温 35 ℃；进样量为 10 μL。结果  达格列净与各杂质的分离度良好，杂质 Z1、Z2、F1、F2、F3 的定量限分别为 3.22、
3.83、3.65、4.33、4.92 ng，平均回收率分别为 98.9%、97.6%、103.2%、102.4%、102.8%，RSD 值分别为 1.8%、1.3%、1.5%、

0.7%、1.7%。结论  本方法检测灵敏度高，精密度好，可以用于达格列净原料药中有关物质的质量控制。 
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Determination of related substances in dapagliflozin active pharmaceutical 
ingredients by HPLC 

CHEN Wen, ZHENG Jin-jin, WANG Chen 
Tianjin Key Laboratory of Cancer Prevention and Therapy, National Clinical Research Center for Cancer, Tianjin Medical 

University Cancer Institute and Hospital, Tianjin 300060, China 

Abstract: Objective  To establish a method for determination of related substances in dapagliflozin active pharmaceutical 
ingredients. Methods  HPLC method was adopted. The determination was carried out on Diamonsil C18 column (250 mm × 4.6 mm, 
5 µm). The mobile phase consisted of 0.02 mol/L sodium dihydrogen phosphate - methanol - tetrahydrofuran (60∶35∶5) at a flow 
rate of 1.0 mL/min. The detective wavelength was set at 220 nm, the column temperature was at 35 ℃, and the injection volume was 
10 μL. Results  Dapagliflozin and its related substances had good separation. The LOQ of the related substances, such as Z1, Z2, F1, 
F2, and F3 were1.34, 1.54, 1.42, 1.71, and 2.11 ng, respectively. The average recoveries were 98.9%, 97.6%, 103.2%, 102.4%, and 
102.8% with RSD values of 1.8%, 1.3%, 1.5%, 0.7%, and 1.7%, respectively. Conclusion  The method is sensitive and accurate, and 
can be used for quality control of related substances in dapagliflozin active pharmaceutical ingredients. 
Key words: dapagliflozin; related substances; HPLC 

 
达格列净是由百时美施贵宝公司和阿斯利康公

司开发的钠依赖性葡萄糖转运蛋白（SGLT）抑制剂，

化学名为 2-氯-5-(β-D-吡喃葡萄糖-1-基)-4′-乙氧基

二苯甲烷。2012 年 12 月在欧盟上市，2014 年 1 月

在美国上市，商品名为 Farxiga。研究显示，SGLT
（主要是 SGLT2）可调节血糖在肾小球的滤过重吸

收过程，因此达格列净通过对 SGLT2 的抑制作用，

阻止葡萄糖在肾脏的重吸收，增加葡萄糖在尿液中

的排泄从而起到降低血糖的作用，是非常有效的

SGLT2 抑制剂[1-3]。根据文献报道的达格列净的合成

工艺[4-7]，分析其可能存在的微量杂质包括：合成

中间体，如 5-溴-2-氯-4′-乙氧基二苯甲酮（Z1）、
5-溴-2-氯-4′-乙氧基二苯甲烷（Z2）；副反应产物，

如 2-溴-5-(β-D-吡喃葡萄糖-1-基)-4′-乙氧基二苯甲

烷（F1）、2-氯-4′-乙氧基二苯甲烷二聚物（F2）、
2-氯-5-(β-D-吡喃葡萄糖-1-基)-2′-乙氧基二苯甲烷

（F3）。本实验建立了达格列净原料药中有关物质的

检测方法，结果表明该方法灵敏度高、重复性好、

专属性强，可以作为达格列净原料药中有关物质的

控制方法。 
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图 1  达格列净及有关物质的化学结构 
Fig. 1  Chemical structures of dapagliflozin and its related substances 

1  仪器与材料 
Agilent 1290 高效液相色谱仪；XS205DU 型电

子分析天平（梅特勒–托利多公司）。 
达格列净（批号 140504，质量分数为 99.8%）、

Z1（批号 140402，质量分数为 99.0%）、Z2（批号

140402，质量分数为 99.2%）、F1（批号 140602，
质量分数为 99.1%）、F2（批号 140702，质量分数

为 98.0%）、F3（批号 140715，质量分数为 98.3%）

对照品均由深圳振强生物技术公司提供；达格列净

原料药（批号分别为 140909 粗品、140909、140910、
140911，规格 20 kg/桶）均为自制。甲醇、四氢呋

喃为色谱纯，水为纯化水，其他试剂均为分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

Diamonsil C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 
μm）；以 0.02 mol/L 磷酸二氢钠水溶液–甲醇–四

氢呋喃（60∶35∶5）为流动相；体积流量 1.0 
mL/min；检测波长 220 nm；柱温 35 ℃；进样量为

10 μL。 
2.2  溶液的制备 
2.2.1  对照品溶液储备液的制备 称取达格列净、杂

质 Z1、Z2、F1、F2、F3 对照品各约 10 mg，精密

称定，置 25 mL 量瓶，加甲醇溶解并稀释至刻度，

摇匀，即得。 
2.2.2  供试品溶液的制备  取达格列净原料药约

10 mg，精密称定，置 25 mL 量瓶，加 0.02 mol/L
磷酸二氢钠水溶液–甲醇–四氢呋喃（60∶35∶5）
溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。精密量取 1.0 mL，

置 1 000 mL 量瓶，加 0.02 mol/L 磷酸二氢钠水溶

液–甲醇–四氢呋喃（60∶35∶5）稀释至刻度，

摇匀，即得 0.1%自身对照溶液。 
2.3  系统适用性试验 

取达格列净原料药约 10 mg，精密称定，置

25 mL 量瓶，加入杂质对照品储备液 0.1 mL，再加

0.02 mol/L 磷酸二氢钠水溶液–甲醇–四氢呋喃

（60∶35∶5）溶解并稀释至刻度，摇匀。精密量取

10 μL，连续进样 6 次，记录色谱图。结果各杂质峰

分离度均大于 1.5，主峰拖尾因子在 0.9～1.1，主成

分与杂质峰面积的 RSD 值均在 1.5%以下，符合系

统适用性要求。已知杂质以外标法计算，未知杂质

以主成分 1%自身对照法计算。限度：单个杂质的

峰面积不得大于 1%对照溶液的主峰峰面积的 1/10，
总杂质峰面积之和不得大于 1%对照溶液主峰峰面

积的 1/2。 
2.4  专属性试验 

取达格列净、杂质对照品溶液储备液，移取 0.1 
mL 置 25 mL 量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度。

精密量取 10 μL，进样，记录色谱图，杂质 Z1、Z2、
F1、F2、F3 与达格列净的分离度都大于 1.5，各个

杂质之间的分离度都大于 1.5。 
取 3 份达格列净原料药粗品（批号为 140909

粗品）约 10 mg，分别加 1 mol/L 盐酸溶液 0.5 mL、
1 mol/L 氢氧化钠溶液 0.5 mL，30%过氧化氢溶液 1 
mL，置 60 ℃水浴加热 30min，取出冷却，调至中

性，即得酸、碱、氧化降解样品；另取达格列净原

料药粗品适量，分别置于 80 ℃烘箱及 5 000 lx 光
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照试验箱中放置 7 d，即得高温、强光照降解样品。

分别取各样品，制备供试品溶液，进样测定，色谱

图见图 2。结果表明，降解产物与达格列净能完全

分离。达格列净原料药在酸、碱和氧化条件下不稳

定，产生较多的降解杂质。因此在储存运输过程中，

应避免接触酸、碱，且应密闭保存。 
 

 

1-F1  2-dapagliflozin  3-F2  4-F3  5-Z1  6-Z2 

图 2  达格列净加已知杂质（A）、酸降解样品（B）、碱降解样品（C）、氧化降解样品（D）、高温降解样品（E）、强光照降

解样品（F）、粗品（G）和系统适应性溶液（H）的 HPLC 图谱 
Fig. 2  HPLC chromatograms of dapagliflozin spiked with known impurities (A), acid degradation sample (B), alkaline 

degradation sample (C), oxidative degradation sample (D), high-temperature degradation sample (E), light degradation 
sample (F), crude sample(G), and system adaptive solution(H) 

2.5  检测限与定量限 
取达格列净、杂质对照品溶液储备液，用 0.02 

mol/L 磷酸二氢钠水溶液–甲醇–四氢呋喃（60∶
35∶5）逐渐稀释至信噪比（S/N）约为 3，所得溶

液即为检出限试验供试品溶液。用 0.02 mol/L 磷酸

二氢钠水溶液–甲醇–四氢呋喃（60∶35∶5）逐渐

稀释至信噪比（S/N）约为 10，所得溶液即为定量

限试验供试品溶液。结果表明：达格列净及杂质 Z1、
Z2、F1、F2、F3 的检测限分别为 1.63、1.34、1.54、
1.42、1.71、2.11 ng，达格列净及杂质 Z1、Z2、F1、
F2、F3 的定量限分别为 4.11、3.22、3.83、3.65、
4.33、4.92 ng。 
2.6  线性关系考察 

取达格列净及杂质对照品溶液储备液，加 0.02 
mol/L 磷酸二氢钠水溶液–甲醇–四氢呋喃（60∶
35∶5）稀释制成 0.40、1.0、2.0、2.5、4.0 μg/mL
溶液。精密量取 10 μL，进样分析，记录色谱图。

以峰面积为纵坐标，质量浓度为横坐标，进行线性

回归，得回归方程，见表 1。 
2.7  稳定性试验 

取 2.5 mg/mL 达格列净原料药（批号 140909） 

表 1  达格列净及已知杂质的线性关系结果 
Table 1  Linearity of dapagliflozin and its impurity 

样 品 回归方程 r 范围/ng 

达格列净 Y＝45 433 X＋6 398 0.999 1 4.09～40.80

Z1 Y＝29 845 X＋3 572 0.999 0 4.01～40.10

Z2 Y＝23 409 X＋303 0.999 1 4.04～40.40

F1 Y＝44 211 X＋5 691 0.999 4 4.20～42.10

F2 Y＝35 651 X＋1 066 0.999 2 4.09～40.90

F3 Y＝43 977 X＋5 779 0.999 2 5.03～53.00
 
供试品溶液，放置 0、1、2、4、8、10 h 后分别进

样测定，考察达格列净及杂质 Z1、Z2、F1、F2、
F3、其他最大单杂和总杂的变化。结果表明，最大

单杂 F1 的质量分数分别为 0.08%、0.08%、0.07%、

0.08%、0.08%、0.06%，无明显变化，表明溶液在

10 h 内稳定。 
2.8  精密度试验 

平行制备 6 份 2.5 mg/mL 达格列净原料药（批

号 140909）供试品溶液和 1%自身对照溶液，分别

进样测定，结果未知最大杂质、F1 的 RSD 值分别

为 1.3%、1.4%。 
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2.9  回收率试验 
取达格列净原料药约 10 mg，精密称定，置 25 

mL 量瓶，分别加入达格列净及杂质对照品溶液储

备液 0.015、0.020、0.025、0.030、0.035 mL，制备

供试品溶液，每个质量浓度制备 3 份供试品溶液，

进样测定，计算回收率，结果杂质 Z1、Z2、F1、
F2、F3 的平均回收率分别为 98.9%、97.6%、103.2%、

102.4%、102.8%，RSD 值分别为 1.8%、1.3%、1.5%、

0.7%、1.7%。 
2.10  样品测定 

取批号 140909、140910、140911 达格列净原料

药适量，制备供试品溶液，进样测定。已知杂质以

外标法计算，未知杂质以主成分 1%自身对照法计

算。结果见表 2。结果表明，3 批样品中有关物质的

检测结果在合格范围之内，单个杂质与总的杂质都

小于限度。 
 

表 2  达格列净原料药中有关物质的测定结果 
Table 2  Determination of related substances in dapagliflozin active pharmaceutical ingredient 

   质量分数/%   
批号 

Z1 Z2 F1 F2 F3 其他未知单杂 杂质总和 达格列净

140909 未检出 未检出 0.08 未检出 未检出 未检出 0.08 99.92 

140910 未检出 未检出 0.05 未检出 未检出 未检出 0.05 99.95 

140911 未检出 未检出 0.06 未检出 未检出 未检出 0.06 99.94 

 
3  讨论 
3.1  色谱柱填料的选择 

实验筛选了多种填料的色谱柱，包括 Waters 
XBridge 苯基色谱柱、Waters Spherisorb 氨基柱、

Waters Xselect C18 色谱柱、Agilent SB-C18 色谱柱、

Diamonsil C18 色谱柱。其中 Waters XBridge 苯基色

谱柱、Waters Spherisorb 氨基柱对于杂质的分离都

不是很理想。C18 柱色谱柱比较适用于杂质的分离，

其中Diamonsil C18色谱柱主峰与杂质的分离度良好

且峰形对称。 
3.2  流动相的选择 

流动相的选择和优化是整个色谱条件摸索过程

中的难点，需要从不同的角度进行筛选。其中有机

溶剂的种类和配比，以及缓冲盐的种类、浓度和 pH
值等对保留时间、峰形和分离度都有一定的影响[8]。

实验分别考察了有机相的种类、缓冲盐的种类、缓

冲盐浓度、流动相比例。特别是在考察有机相的种

类时，首先考察了常用的甲醇和乙腈，最后考察了

四氢呋喃体系，虽然该体系平衡过程比较长，但是

相对于常用的甲醇和乙腈系统，主成分与杂质都得

到了有效的分离。在考察缓冲盐浓度时，分别考察

了 0.01、0.02、0.04 mol/L 磷酸二氢钠水溶液为缓冲

盐溶液对供试品溶液出峰情况及含量的影响，随着

缓冲盐浓度的增加，主峰的峰面积也随着增加，同

时峰形也会发生变化，最终确定 0.02 mol/L 为最佳

缓冲盐溶液浓度。 
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