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【摘要】目的  建立 HPLC 法测定戊二酸酐中有关物质的方法。方法  采用 HPLC

法，色谱柱：Waters Symmetry C18 柱（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流动相：甲醇 -0.1%

磷酸溶液（3 ∶ 97）；流速：0.9 mL/min；柱温：30 ℃；进样体积：20 µL；检测波长：

210 nm。结果  戊二酸酐中丁二酸、己二酸及未知杂质均能有效检出，丁二酸、己二

酸、戊二酸的线性范围分别为 5.925~59.251 μg/mL（r=0.999 6）、6.210~62.100 μg/mL

（r=0.999  7）、5.110~8 516.000 μg/mL（r=0.999 9）；丁二酸和己二酸的平均回收率

分别为 100.92%（RSD=0.86%）和 105.89%（RSD=2.99%）（n=9）。结论  该方法专

属性强、灵敏度高、准确度好，可用于测定戊二酸酐的有关物质。
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Determination of related substances in gluaric anhydride by HPLC
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【Abstract】Objective  To establish a method for the determination of related 
substances in glutaric anhydride by HPLC. Methods  The HPLC method was performed 
on a Waters Symmetry C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 µm) with mobile phase of 
methanol-0.1% phosphoric acid solution (3 ∶ 97) at a flow rate of 0.9 mL/min, the column 
temperature was 30 ℃, the injection volume was 20 μL, and the detection wavelength 
was set at 210 nm. Results  Succinic acid, adipic acid and unknown impurities in glutaric 
anhydride can be effectively detected. The linear range was 5.925-59.251 μg/mL for succinic 
acid (r=0.999 6), 6.210-62.100  μg/mL for adipic acid (r=0.999 7), and 5.110-8 516.000 μg/ mL 
for glutaric acid (r=0.999 9). The average recoveries of succinic acid and adipic acid were 
100.92% (RSD=0.86%) and 105.89% (RSD=2.99%) (n=9), respectively. Conclusion  The 
method has strong specificity, high sensitivity and good accuracy, and can be used for the 
related substances determination of glutaric anhydride.

【Keywords】Glutaric anhydride; Succinic acid; Adipic acid; Related substances; High 
performance liquid chromatography
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戊二酸酐又称为胶酸酐，针状晶体，分子式

为 C5H6O3，易溶于氯仿、乙醚、丙酮、甲苯和四

氢呋喃等，吸水后转化为戊二酸，需于密闭、干

燥的环境下储存 [1]。在医药原料合成过程中，戊

二酸酐常作为酰化试剂 [2]，通过参与酰化、酰胺化、

脱水缩合等多种反应，在原料药中引入羰基结构。

文献检索显示，在依折麦布、来那度胺、盐酸苯

达莫司汀、普巴瑞林等多种医药原料的合成过程

中，戊二酸酐均可用作起始物料 [3-6]。目前文献资

料中多采用滴定法对其含量进行测定 [7-8]，药典

中未收载戊二酸酐有关物质的测定方法，也未检

索到戊二酸酐中有关物质测定的相关文献。对戊

二酸酐中有关物质进行测定，对于该物料、原料

药终产品及相关制剂的质量控制有重要意义 [9- 11]。

本文介绍了一种 HPLC 法测定戊二酸酐中有关物

质的方法，并对杂质含量的限度进行了规定。

戊二酸酐通常由戊二酸脱水制备，而戊二酸

多由混合二元酸提纯而来 [12-13]，在戊二酸酐制备

过程中，其他二元酸如丁二酸、己二酸脱水生成

丁二酸酐、己二酸酐，因此，在进行戊二酸酐有

关物质测定时，需对戊二酸酐中可能存在的丁二

酸酐、己二酸酐等杂质进行控制。戊二酸酐及相

关杂质进行液相测定时，容易与水发生反应生成

戊二酸及相应杂质的酸，不能以酸酐的形式存在。

根据这一特点，将戊二酸酐及其有机杂质水解为

戊二酸及相应杂质的酸（如丁二酸、己二酸）后，

再进行测定和控制。对于戊二酸酐中本身存在的

戊二酸，在此方法中计为戊二酸酐水解后的主成

分，在后续合成步骤生成的中间体或终产品原料

中，可对戊二酸以及未完全反应的戊二酸酐进行

进一步控制，以保证终产品的质量。因此本文自

拟色谱条件，建立了 HPLC 法测定戊二酸酐的有

关物质，将戊二酸酐水解后以酸的形式进行测定，

并采用对照品外标法测定其水解产物中可能存在

的杂质丁二酸、己二酸，作为已知杂质定入质量

标准，并规定了其他单个杂质及总杂质限度。方

法学验证结果表明，该方法专属性强、灵敏度高、

准确度好，能有效地对戊二酸酐中的有关物质进

行控制。

1  材料

1.1  主要仪器
Waters e2695 型高效液相色谱仪和 2998 PDA

检测器（美国 Waters 公司）；XS205 DU 型电子

分析天平（瑞士梅特勒 - 托利多公司）。

1.2  主要药品与试剂
戊 二 酸 酐（ 宜 兴 市 联 阳 化 工 厂， 批 号：

20180203、20180228、20180306、20180512）；

丁二酸（批号：L6B0R19，纯度 98.95%）和己二

酸（批号：LH40R97，纯度：99.84%）购自北京

百灵威科技有限公司；磷酸（优级纯，国药集团

化学试剂有限公司）；甲醇（色谱纯，天津市康

科德科技有限公司）；水为自制超纯水。

2  方法与结果

2.1  色谱条件
色 谱 柱 ： W a t e r s  S y m m e t r y  C 1 8 柱

（250  mm  ×4.6 mm，5 µm）；流动相：甲醇 -0.1%

磷酸溶液（3 ∶ 97）；流速：0.9 mL/min；柱温：

30 ℃，进样体积：20 µL；检测波长：210 nm。

2.2  溶液的制备
2.2.1  对照品溶液 

分别取丁二酸和己二酸各约 30 mg，精密称

定，置同一 50 mL 量瓶中，加水溶解并稀释至刻度，

摇匀，作为对照品贮备液。精密量取对照品贮备

液 1 mL，置 50 mL 量瓶中，用水稀释至刻度，摇

匀，作为对照品溶液。

2.2.2  供试品溶液 
取样品约 80 mg，精密称定，置 10 mL 量瓶中，

加水溶解并稀释至刻度，摇匀，室温反应 80 min

后，作为供试品溶液。

2.2.3  测定方法及限度
精密量取供试品溶液与对照品溶液，分别注

入液相色谱仪，记录色谱图至 20 min。供试品溶

液的色谱图中如有与丁二酸、己二酸保留时间一

致的色谱峰，按外标法计算，丁二酸、己二酸均

不得过 0.15%，其他单个杂质按面积归一化法计

算不得过 0.5%，所有杂质总量不得过 1.0%。

2.3  方法学验证
2.3.1  专属性试验

精密量取空白溶剂（水）20 μL，注入液相色

谱仪，记录色谱图，结果表明，空白溶剂对本品

有关物质测定无干扰。精密量取加标供试品溶液

（丁二酸、己二酸及戊二酸浓度分别约为 0.016，

0.017，8.300 mg/mL）20 μL，注入液相色谱仪，

记录色谱图，出峰顺序依次为丁二酸、戊二酸、
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己二酸，保留时间分别为 4.496，5.815，9.270  min，

加标供试品溶液中各杂质之间及杂质与主峰之间

分离度良好。具体见图 1。

2.3.2  线性关系考察
精 密 量 取 线 性 贮 备 液 A（ 戊 二 酸 浓 度 为

8.516  mg/mL）1 mL 及杂质对照品贮备液（丁二酸

浓度为 0.593 mg/mL，己二酸浓度为 0.621 mg/ mL）

5 mL，置同一 50 mL 量瓶中，用水稀释至刻度，

摇匀，作为线性 7 号溶液。精密量取线性贮备

液 A 4 mL，置 5 mL 量瓶中，用水稀释至刻度，摇匀，

作为线性贮备液 B。分别精密量取线性 7 号溶液

0.3，1.0，1.5，2.0，3.0，5.0 mL，各置 10 mL 量

瓶中，用水稀释至刻度，摇匀，作为线性 1~6 号

溶液。以线性 1~7 号溶液及线性贮备液 A、线性

贮备液 B 作为戊二酸线性溶液，以线性 2~7 号溶

液作为丁二酸、己二酸线性溶液。

            2.00            4.00            6.00            8.00            10.00          12.00           14.00          16.00          18.00

             2.00            4.00            6.00            8.00            10.00          12.00           14.00          16.00          18.00 t/min

图1  HPLC色谱图

Figure 1. HPLC chromatogram
注：A. 空白溶剂；B. 加标供试品溶液；1.丁二酸；2.戊二酸；3.己二酸；4.未知杂质。

分别精密量取线性 1~7 号溶液及线性贮备

液 A、线性贮备液 B，按“2.1”项下色谱条件进

行测定，记录色谱图。以浓度（X，μg/mL）为横

坐标，相应峰面积（Y）为纵坐标，进行线性回归，

结果见表 1。结果表明，线性范围内，各组分浓

度与峰面积之间线性关系良好。

表1  各组分的线性方程、线性范围及相关系数

Table 1. The linear equations, linear ranges, 

and correlation coefficients of each component

组分 线性方程 r 线性范围（μg/mL）

丁二酸 Y=1 006.0X+626.13 0.999 6 5.925~59.251

戊二酸 Y=1 097.5X+4078.3 0.999 9 5.110~8 516.000

己二酸 Y=1 141.9X−436.18 0.999 7 6.210~62.100

2.3.3  精密度试验
精 密 量 取“2.3.2” 项 下 线 性 4 号 溶 液

（ 丁 二 酸 浓 度 为 11.850 μg/mL、 己 二 酸 浓 度 为

12.420  μg/ mL、 戊 二 酸 浓 度 为 34.064 μg/mL）

20  μL，按“2.1”项下色谱条件进行测定，连续

进样 6 次，记录色谱图，分别计算得丁二酸、己

二酸和戊二酸峰面积的 RSD 分别为 1.42%，1.82%，

1.48%（n=6），结果表明仪器精密度良好。

2.3.4  定量限和检测限试验
取对照品溶液及供试品溶液，分别加水稀释

制成不同浓度的溶液，按“2.1”项下色谱条件

进行测定，记录色谱图。以信噪比约为 10 ∶ 1 时

的样品浓度作为定量限，结果得丁二酸、己二

酸、戊二酸的定量限浓度分别为 5.925，6.210，

t/min

A

B
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5.110  μg/ mL， 分 别 相 当 于 供 试 品 进 样 浓 度 的

0.074%，0.078%，0.064%。定量限溶液连续进样

6 次，丁二酸、己二酸、戊二酸峰面积的 RSD 分

别 为 2.61%，3.28%，1.46%（n=6）。 以 信 噪 比

约为 3 ∶ 1 时的样品浓度作为检测限，结果得丁二

酸、己二酸、戊二酸的检测限浓度分别为 1.777，

1.863，1.533 μg/mL，分别相当于供试品进样浓度

的 0.022%，0.023%，0.019%。

2.3.5  回收率试验
取戊二酸酐（批号：20180512，丁二酸含量

为 0.047%，己二酸含量为 0.027%）约 80 mg，共

9 份，精密称定，各置 9 个 10 mL 量瓶中，精密

量取对照品贮备液（丁二酸、己二酸浓度分别为

0.080、0.081 mg/mL）1.0，1.5，2.0 mL 各 3 份，

置上述 9 个 10 mL 量瓶中，加水溶解并稀释至刻

度，摇匀，室温反应 80 min 后，作为供试品溶

液。按“2.1”项下色谱条件进行测定，同时测

定对照品溶液，扣除背景含量，以测得量与加入

量计算回收率，结果丁二酸和己二酸的平均回

收率分别为 100.92%（RSD=0.86%）和 105.89%

（RSD=2.99%）（n=9）。结果表明，丁二酸及

己二酸回收率良好。

2.3.6  重复性与中间精密度试验
按“2.2”项下方法制备对照品溶液及供试品

溶液，供试品溶液平行配制 6 份，按“2.1”项下

色谱条件进行测定。6 份样品中丁二酸的含量均

值为 0.052%，极差为 0.012%，己二酸均未检出，

最大未知单杂含量均值为 0.31%，RSD 为 5.16%

（n=6），总杂质含量均值为 0.45%，RSD 为 3.56%

（n=6）。结果表明该方法重复性良好。

另取本品，由不同人员在不同时间、采用不

同仪器依法测定有关物质，分别平行测定 6 份，

计算同重复性试验共 12 份的平均值，12 份样品

中丁二酸的含量均值为 0.052%，极差为 0.014%，

己 二 酸 均 未 检 出， 最 大 未 知 单 杂 含 量 均 值 为

0.31%，RSD 为 4.52%（n=12）， 总 杂 质 含 量 均

值为 0.44%，RSD 为 4.32%（n=12）。结果表明

该方法中间精密度良好。

2.3.7  稳定性试验
按“2.2”项下方法制备对照品溶液及供试品

溶液，分别于配制后 0，2，4，6，8，10，12，

18，24 h 各进样 20 μL，记录色谱图，考察对照

品溶液峰面积的变化情况和供试品溶液杂质含量

的变化情况。对照品溶液在室温下放置 24 h，丁

二酸峰面积的 RSD 为 2.95%（n=9），己二酸峰

面积 RSD 为 4.18%（n=9）。供试品溶液在室温

下放置 24 h，己二酸未检出，丁二酸含量均值为

0.055%，极差为 0.013%，最大未知单杂均值为

0.31%，RSD 为 3.23%（n=9），总杂质均值为 0.47%，

RSD 为 2.13%（n=9）。结果表明对照品溶液及供

试品溶液在室温下放置 24 h 稳定。

2.3.8  耐用性试验
精密量取加标供试品溶液（丁二酸、乙二酸

及戊二酸浓度分别约为 0.016，0.017，8.300 mg/

mL）20 μL，按“2.1”项下色谱条件进行测定，分

别调整色谱参数甲醇 -0.1% 磷酸的比例（2 ∶ 98~ 

4 ∶ 96）、 流 速（0.85~0.95 mL/min） 及 柱 温

（28~32  ℃），考察各杂质峰之间的最小分离度（己

二酸与其后面相邻杂质峰的分离度），均能完全

分离，表明本方法耐用性良好。

2.3.9  样品处理方法筛选
配制供试品溶液时，于配制后不同反应时间

进样分析，考察戊二酸酐完全转化为戊二酸的反

应时间。结果表明，戊二酸酐供试品溶液室温反

应 80 min 后，戊二酸酐才能够完全转化为戊二酸。

试验数据见表 2。因此，本品供试品溶液配制后

在室温反应 80 min 后再进样分析。

表2 戊二酸酐转化为戊二酸的反应时间考察

Table 2. Investigation of reaction time for the 

conversion of glutaric anhydride to glutaric acid

反应时间（min） 戊二酸酐（%） 戊二酸（%）

0 27.65 71.91

20 2.55 96.99

40 0.33 99.22

60 0.05 99.50

80 0 99.54

2.4  样品测定
分别取 4 批戊二酸酐样品，按“2.2”项下方

法制备供试品溶液，按“2.1”项下色谱条件进行

测定，同时测定对照品溶液，按外标法以峰面积

计算丁二酸、己二酸的含量，按面积归一化法计

算其他杂质的含量，结果见表 3。

根据样品测定结果，参考 ICH Q3A 指导原则

杂质控制策略，已知杂质丁二酸及己二酸的质控

限度均为 0.15%，戊二酸酐有关物质限度规定为：
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按外标法计算，丁二酸及己二酸均不得过 0.15%，

其他单个杂质按面积归一化法计算不得过 0.5%，

所有杂质总量不得过 1.0%。

表3  样品测定结果（%, n=4）
Table 3. Determination results of 

the samples (%, n=4)

成分
批号

20180203 20180228 20180306 20180512

丁二酸 0.03 0.05 0.04 0.05

己二酸 未检出 未检出 未检出 0.03

最大未知单杂 0.39 0.40 0.40 0.31

总杂质 0.47 0.50 0.50 0.39

3  讨论

采用梯度洗脱方式，升高流动相中甲醇比例，

对供试品溶液进行分析，发现有机相比例升高后，

供试品溶液中并没有新的杂质洗脱出来，因此，

本品可以不用提高有机相比例，使用更省时的等

度洗脱方式进行分析。己二酸后有一未知杂质，

方法优化要保证己二酸与该杂质分离度大于 1.5。

通过优化流动相甲醇 -0.1% 磷酸溶液比例、流速

以及柱温，最终保证方法既能满足杂质分离度要

求，又能高效检测供试品中的杂质含量。

经方法学验证和样品测定结果表明，本文建

立的 HPLC 法测定戊二酸酐有关物质的方法，专

属性强、灵敏度高、操作简便，能准确测定戊二

酸酐的有关物质。同时，该方法也可用于其他产

品中丁二酸、己二酸或戊二酸的测定。相较于文

献中笼统地测定戊二酸酐的含量，本文建立的有

关物质标准中规定了已知杂质，其他单个杂质及

总杂质限度，规避了杂质在后续反应中向下传递

的风险，该方法能更好地控制戊二酸酐的产品质

量，为戊二酸酐杂质去向研究提供了方法依据，

为相应原料药终产品提供了源头控制策略。
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