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瑞戈非尼（Regorafenib），化学名为4-[4-（{[4-氯-3（三氟甲

基）苯基]氨甲酰基}氨基）-3-氟苯氧基]-N-甲基吡啶-2-甲酰胺

一水合物，商品名为Stivarga，是由拜耳公司研制开发的一种多

激酶抑制剂（MKI）[1-3]。该药于2013年2月25日通过美国食品

与药品管理局（FDA）批准用于治疗先前接受过伊马替尼和舒

尼替尼治疗的局部晚期、不能手术切除或转移性胃肠道间质

瘤（GIST）患者[4-6]。目前，瑞戈非尼原料药中的有关物质测定

未见报道。笔者根据瑞戈非尼合成工艺路线及结构确证结

果，确定瑞戈非尼原料药终产品中可能存在反应副产物

AFP-PMA脲（杂质A）、FP-二甲基吡啶甲酰胺（杂质B）和3，4-

双-CTF-氨基甲酰胺基-PMA（杂质C）。为更好地控制瑞戈非

尼原料药的质量，本试验中笔者采用高效液相色谱（HPLC）

法对其中的有关物质进行了测定。

1 材料
1.1 仪器

Waters 2695型 HPLC 仪，包括 2489紫外-可见光检测器、

Empower 色谱工作站（美国 Waters 公司）；XS105型电子天平

（瑞士Mettler-Toledo公司）；

1.2 药品与试剂

3-氟-4-硝基苯酚对照品（起始原料SM1，批号：20140913，

纯度：98.1％）、N-甲基-4-氯-2-吡啶甲酰胺对照品（起始原料
SM2，批号：20140914，纯度：98.6％）、3-氟-4-氨基苯酚对照品
（中间体RG01，批号：RG01-0803，纯度：98.4％）、4-（4-氨基-3-

氟苯氧基）-N-甲基吡啶-2-甲酰胺对照品（中间体RG02，批号：

RG02-0805，纯度：98.8％）、杂质 A 对照品（批号：01-0705，纯
度：98.8％）、杂质B对照品（批号：01-0706，纯度：97.8％）、杂质
C对照品（批号：01-0707，纯度：99.0％）、瑞戈非尼对照品（批
号：DZ140908，纯度：99.94％）、瑞戈非尼原料药（批号：

141001、141002、141003，纯度：99.85％、99.76％、99.83％）均由
临沂莱博医药技术有限公司提供；乙腈为色谱纯，其余试剂均
为分析纯，水为纯化水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Waters Atlantis T3 C18（150 mm×4.6 mm，3 μm）；流
动相：0.1％三氟乙酸（A）-乙腈（B），梯度洗脱（洗脱程序见表
1）；流速：1.0 ml/min；检测波长：232 nm；柱温：35 ℃；进样量：

10 μl。

2.2 溶液的制备
2.2.1 供试品溶液 取样品适量，精密称定，用乙腈-无水甲酸
（90 ∶ 10，V/V）溶解并稀释制成每 1 ml中约含瑞戈非尼 0.7 mg

的溶液，摇匀，即得。

2.2.2 系统适用性溶液 取瑞戈非尼合成工艺路线中的各起
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摘 要 目的：建立测定瑞戈非尼原料药中有关物质的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱柱为Waters Atlantis T3 C18，流动

相为 0.1％三氟乙酸-乙腈（梯度洗脱），流速为 1.0 ml/min，检测波长为 232 nm，柱温为 35 ℃，进样量为 10 μl。结果：AFP-PMA 脲

（杂质A）、FP-二甲基吡啶甲酰胺（杂质B）、3，4-双-CTF-氨基甲酰胺基-PMA（杂质C）与主成分瑞戈非尼及其他未知杂质均能达到

很好的分离；杂质 A、B、C 和瑞戈非尼检测质量浓度线性范围分别为 0.511～5.108 μg/ml（r＝0.999 9）、0.287～2.869 μg/ml（r＝

0.999 5）、0.360～3.604 μg/ml（r＝0.999 9）和1.444～14.442 μg/ml（r＝0.999 8）；检测限分别为0.052、0.022、0.084和0.071 μg/ml；精

密度、稳定性、重复性试验的 RSD＜3％；杂质 A、B、C 加样回收率分别为 102.7％～106.3％、98.2％～102.9％、98.6％～104.3％，

RSD分别为1.09％、1.83％、1.57％（n＝9）。结论：该方法灵敏、快速、准确、可靠，可用于瑞戈非尼原料药中有关物质的测定。
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Determination of Related Substances in Regorafenib by HPLC
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the determination of related substances in regorafenib. METHODS：Gradi-

ent elution HPLC was performed on the column of Waters Atlantis T3 C18 with mobile phase A of 0.1％ Trifluoroacetic acid solution

and B of acetonitrile（gradient elution）at a flow rate of 1.0 ml/min，the detection wavelength was 232 nm and column temperature

was 35 ℃，injection volume was 10 μl. RESULTS：AFP-PMA urease（impurity A），FP- dimethyl pyridine carboxamide（impurity

B），3，4-bis-CTF-aminoformamido-PMA（impurity C），regorafenib and other impurities were well separated；the linear range was

0.511-5.108 μg/ml for impurity A（r＝0.999 9），0.287-2.869 μg/ml for impurity B（r＝0.999 5），0.360-3.604 μg/ml for impurity C

（r＝0.999 9）and 1.444-14.442 μg/ml for regorafenib（r＝0.999 8）；the detection limit were 0.052，0.022，0.084 and 0.071 μg/ml，

respectively；RSDs of precision，stability and reproducibility tests were lower than 3％；recoveries of impurity A，B and C were

102.7％-106.3％（RSD＝1.09％，n＝9），98.2％-102.9％（RSD＝1.83％，n＝9）and 98.6％-104.3％（RSD＝1.57％，n＝9）. CON-

CLUSIONS：The method is sensitive，rapid，accurate and reliable，and can be used for the determination of related substances in

regorafenib.
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各适量，用乙腈-无水甲酸（90 ∶10，V/V）制成一定质量浓度的混

合溶液，即得。

表1 梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution program
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2.2.3 杂质混合对照品贮备液 分别精密称取杂质A对照品

6.72 mg、杂质B对照品4.30 mg、杂质C对照品4.56 mg，各置于

10 ml量瓶中，分别用乙腈-无水甲酸（90 ∶10，V/V）溶解并定容，

摇匀，分别精密量取上述3种溶液各1 ml，置于同一50 ml量瓶

中，用乙腈-无水甲酸（90 ∶10，V/V）定容，摇匀，即得。

2.2.4 瑞戈非尼对照品贮备液 精密称取瑞戈非尼对照品

18.78 mg，置于25 ml量瓶中，用乙腈-无水甲酸（90 ∶ 10，V/V）溶

解并定容，摇匀，精密量取5 ml，置于100 ml量瓶中，用乙腈-无

水甲酸（90 ∶10，V/V）定容，即得。

2.3 系统适用性与强制降解试验

2.3.1 系统适用性试验 取“2.2”项下供试品溶液、系统适用

性溶液各适量，分别按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色

谱，详见图1。结果表明，各起始原料、各中间体、杂质A、杂质

B、杂质C与主成分瑞戈非尼峰均有较好的分离，相邻成分峰

的分离度均＞1.5，理论板数以瑞戈非尼峰计＞4 000。

2.3.2 强制降解试验 （1）酸破坏试验：取样品 7.69 mg，置于
10 ml量瓶中，加乙腈-无水甲酸（90 ∶ 10，V/V）5 ml使溶解，加2

mol/L盐酸溶液 0.5 ml，置于 70 ℃水浴中放置 48 h，取出冷却
至室温，加入2 mol/L的氢氧化钠溶液0.5 ml调溶液至中性，用
乙腈-无水甲酸（90 ∶ 10，V/V）定容，摇匀。（2）碱破坏试验：取样
品 7.38 mg，置于 10 ml量瓶中，加乙腈-无水甲酸（90 ∶ 10，V/V）
5 ml使溶解，加2 mol/L氢氧化钠溶液0.5 ml，置于70 ℃水浴中
放置24 h，取出冷却至室温，加入2 mol/L的盐酸溶液0.5 ml调
节溶液至中性，用乙腈-无水甲酸（90 ∶ 10，V/V）定容，摇匀。（3）
氧化破坏试验：取样品 7.58 mg，置于 10 ml量瓶中，加乙腈-无
水甲酸（90 ∶ 10，V/V）5 ml使溶解，加30％双氧水溶液0.5 ml，置
于 70 ℃水浴中放置 3 h，取出冷却至室温，用乙腈-无水甲酸
（90 ∶10，V/V）定容，摇匀。（4）光照破坏试验：取样品7.25 mg，置

于10 ml量瓶中，用乙腈-无水甲酸（90 ∶10，V/V）溶解并定容，摇

匀，置于可见光灯（光照强度约为 4 500 lx）下照射 40 h。（5）高

温破坏试验：取样品7.93 mg，置于130 ℃烘箱中加热2 h，取出

放至室温，加乙腈-无水甲酸（90 ∶ 10，V/V）适量溶解，转移至10

ml量瓶中，用乙腈-无水甲酸（90 ∶ 10，V/V）定容，摇匀。分别取

上述5种破坏试验溶液各10 μl注入HPLC仪，记录色谱，详见

图2。结果表明，样品在酸、碱、氧化、光照、高温破坏下均有降

解产物产生；杂质A在各破坏条件下均出峰，而杂质B和杂质

C在有的破坏条件下未出峰；杂质A、杂质B、杂质C峰与降解

产物峰和主峰均能达到较好的分离。

2.4 线性关系考察

分别精密量取“2.2.3”项下杂质混合对照品贮备液 1.0、

2.0、3.0、5.0、10.0 ml和“2.2.4”项下瑞戈非尼对照品贮备液1.0、

2.0、5.0、7.0、10.0 ml，一一对应置于同一25 ml量瓶中，用乙腈-

无水甲酸（90 ∶ 10，V/V）定容，摇匀，作为系列线性工作溶液
（1#～5#），分别精密量取10 μl注入HPLC仪，记录峰面积。以
待测成分质量浓度（x，μg/ml）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进
行线性回归，得回归方程与线性范围，详见表2。

表2 回归方程与线性范围

Tab 2 Regression equations and linear ranges

待测成分
杂质A

杂质B

杂质C

瑞戈非尼

回归方程
y＝33 976x－396.12

y＝40 504x+94.495

y＝20 849x－1 737.9

y＝22 869x+1 685.6

r

0.999 9

0.999 5

0.999 9

0.999 8

线性范围，μg/ml

0.511～5.108

0.287～2.869

0.360～3.604

1.444～14.442

校正因子
0.67

0.56

1.10

1.00

2.5 检测限

取“2.2”项下杂质混合对照品贮备液和瑞戈非尼对照品贮
备液各适量，逐级稀释，制备系列质量浓度的混合溶液，分别
按“2.1”项下色谱条件进样测定，当信噪比为 3时测得检测
限。结果，杂质 A、B、C 和瑞戈非尼的检测限分别为 0.052、
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图1 系统适用性试验高效液相色谱图
A.系统适用性溶液；B.供试品溶液；1.中间体RG01；2.起始原料SM2；3.

中间体 RG02；4.起始原料 SM1；5.杂质 A；6.杂质 B；7.瑞戈非尼；8.

杂质 C

Fig 2 HPLC chromatograms of system suitability test
A.system suitability solution；B. test sample solution；1.intermediate 01；

2.starting material SM2；3.intermediate 02；4.starting material SM1；5.

impurity A；6.impurity B；7. regorafenib；8.impurity C
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图2 强制降解试验高效液相色谱图
A.酸破坏的样品；B.碱破坏的样品；C.氧化破坏的样品；D.光照破坏的

样品；E.高温破坏的样品；1.杂质A；2.杂质B；3.瑞戈非尼；4.杂质C

Fig 2 HPLC chromatograms of stress test
A.sample destroyed by acid；B.sample destroyed by alkali；C.sample de-

stroyed by oxidation；D.sample destroyed by light；E.sample destroyed

by high temperature；1.impurity A；2.impurity B；3.regorafenib；4.impuri-

ty C
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0.022、0.084和0.071 μg/ml。

2.6 精密度试验

取杂质A、B、C对照品各适量，置于同一量瓶中，制成质量
浓度均约为7 μg/ml的混合对照品溶液，按“2.1”项下色谱条件
连续进样测定6次，记录峰面积。结果，杂质A、B、C峰面积的
RSD分别为 0.97％、0.57％、0.62％（n＝6），说明仪器精密度良
好。

2.7 稳定性试验

精密称取样品（批号：141001）17.76 mg，置于 25 ml 量瓶
中，用乙腈-无水甲酸（90 ∶10，V/V）溶解并定容，摇匀，作为供试
品溶液，分别于室温下放置 0、2、4、6、8、10、12、16、24 h 时按

“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，杂质A、B、C

和瑞戈非尼峰面积的 RSD 分别为 2.66％、0.35％、0.58％和
0.83％（n＝9），说明供试品溶液室温放置24 h内基本稳定。

2.8 重复性试验

取同一批样品（批号：141001）适量，共6份，分别按“2.2.1”

项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，

记录峰面积。结果，杂质A、B、C和瑞戈非尼峰面积的RSD分
别为 0.93％、1.02％、0.89％和 0.86％（n＝6），说明本方法重复
性良好。

2.9 加样回收率试验

精密量取“2.2.3”项下杂质混合对照品贮备液 1 ml，置于
10 ml量瓶中，用乙腈-无水甲酸（90 ∶ 10，V/V）定容，摇匀，分别
精密量取 2.0、3.0、4.0 ml，各 3 份，分别置于含样品（批号：

141003）17.32、17.15、17.87、18.00、17.15、17.39、17.52、17.92、

18.23 mg的 25 ml量瓶中，用乙腈-无水甲酸（90 ∶ 10，V/V）溶解
并定容，摇匀，作为低、中、高质量浓度的杂质加样回收率试验溶
液，精密量取各10 μl，分别注入HPLC仪，按“2.1”项下色谱条件
进样测定，记录峰面积并计算加样回收率，结果见表3。

2.10 样品中有关物质测定

取3批样品各适量，分别按“2.2.1”项下方法制备供试品溶
液；并精密量取上述各批供试品溶液1 ml，分别置于100 ml量
瓶中，用乙腈-无水甲酸（90 ∶ 10，V/V）定容，摇匀，作为对照溶
液。取上述两种溶液各适量，分别按“2.1”项下色谱条件进样
测定，记录色谱，以自身对照法计算各有关物质的含量，结果
见表4。

3 讨论
3.1 检测波长的选择

根据合成工艺中各起始原料、各中间体、杂质A、杂质B、

杂质C、瑞戈非尼的紫外扫描图谱以及样品强制降解试验中的
降解产物的二极管阵列检测器扫描图谱，发现使用 232 nm波
长进行检测时，可将各杂质成分有效检出，分离度较好。故最
终选择232 nm为本试验检测波长。

3.2 流动相的选择

本试验参考相关文献[7-10]，选择流动相A为 0.1％三氟
乙酸溶液、流动相B为乙腈，并对流动相系统的洗脱方式进行
了考察。在等度洗脱条件下主峰相邻杂质分离度不理想，个
别杂质出峰较晚；而采用表 1所示梯度洗脱程序时，主成分与
各杂质均能达到有效分离，且各峰纯度都达100％。故本试验
最终选择该流动相系统和梯度洗脱程序进行洗脱。

3.3 杂质A、B、C的定量

本试验中将杂质A、B、C作为已知杂质进行研究，杂质A、

B的校正因子均不在0.9～1.1范围内，对其按照加校正因子的
自身对照法定量，杂质C及未知杂质按照不加校正因子的自身

对照法进行定量。

表3 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 3 Results of recovery test（n＝9）

杂质
成分

杂质A

杂质B

杂质C

样品含
量，mg

0.000 72

0.000 71

0.000 74

0.000 75

0.000 71

0.000 72

0.000 73

0.000 74

0.000 76

0.000 41

0.000 42

0.000 44

0.000 45

0.000 43

0.000 42

0.000 41

0.000 44

0.000 46

0.000 25

0.000 27

0.000 24

0.000 28

0.000 21

0.000 23

0.000 25

0.000 26

0.000 24

加入量，
mg

0.027 1

0.026 9

0.027 3

0.040 1

0.040 3

0.038 8

0.054 4

0.054 3

0.054 1

0.016 7

0.017 3

0.017 2

0.025 6

0.025 5

0.026 2

0.034 3

0.034 2

0.034 1

0.018 3

0.017 8

0.017 6

0.026 8

0.027 1

0.026 8

0.036 2

0.035 8

0.036 3

测得量，
mg

0.029 2

0.029 3

0.029 2

0.042 1

0.042 1

0.041 3

0.058 1

0.057 3

0.057 7

0.017 5

0.017 4

0.017 5

0.026 3

0.026 3

0.026 3

0.035 7

0.035 6

0.035 4

0.018 3

0.018 4

0.018 3

0.027 7

0.028 1

0.027 8

0.037 7

0.037 6

0.037 8

加样回收
率，％

105.1

106.3

104.2

103.1

102.7

104.6

105.5

104.2

105.2

102.3

98.2

99.2

101.0

101.5

98.8

102.9

102.8

102.5

98.6

101.9

102.6

102.3

102.9

102.9

103.5

104.3

103.5

平均加样回
收率，％

104.5

101.0

102.5

RSD，
％

1.09

1.83

1.57

表4 样品有关物质测定结果（n＝3，％）
Tab 4 Determination results of related substances（n＝3，％）

样品批号
141001

141002

141003

杂质A

0.03

0.02

0.05

杂质B

0.04

0.02

0.03

杂质C

0.05

0.03

0.01

最大未知杂质
0.04

0.05

0.02

总杂质
0.18

0.16

0.13

综上所述，本方法灵敏、快速、准确、可靠，可用于瑞戈非
尼原料药中有关物质的测定。
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高效分子排阻色谱法测定丙二醇头孢曲嗪原料药中聚合物的
含量
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摘 要 目的：建立测定丙二醇头孢曲嗪原料药中聚合物含量的方法。方法：采用高效分子排阻色谱法。色谱柱为 Sephadex

G-10，流动相A为0.01 mol/L磷酸盐缓冲液[0.01 mol/L磷酸氢二钠溶液-0.01 mol/L磷酸二氢钠溶液（61 ∶39，V/V）]（pH7.0），流动相

B为水，流速为1.0 ml/min，检测波长为254 nm，柱温为30 ℃，进样量为200 μl。结果：丙二醇头孢曲嗪原料药中聚合物的检测质量

浓度线性范围为2.07～103.30 μg/ml（r＝0.999 4）；定量限为10.4 ng、检测限为4.1 ng；精密度、重复性试验的RSD＜3％。结论：该

方法专属性强、灵敏度高、重复性好，可用于丙二醇头孢曲嗪原料药中聚合物的含量测定。

关键词 丙二醇头孢曲嗪；聚合物；高效分子排阻色谱法

Content Determination of Polymer in Acitve Pharmacentical lngredient Cefatrizine Propylene Glycol by High
Performance Size Exclusion Chromatography
LI Zheyu1，ZHANG Jingxia1，WANG Yuchi1，ZHANG Chunran1，XU Mingqin1，WANG Yingying1，DONG Hongbo1，

WANG Ting2，TANG Kehui1（1.Chengdu University Sichuan Industrial Institute of Antibiotics/Chengdu Engineering
Research Center of Innovative Antibiotics，Chengdu 610052，China；2.Dihon Pharmaceutical Group Co.，Ltd.，
Kunming 650106，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of polymer in cefatrizine propylene glycol.

METHODS：High performance sephadex gel chromatography was performed on the column of Sephadex G-10 with mobile phase A of

0.01 mol/L phosphate buffer [0.01 mol/L Disodium hydrogen phosphate solution-0.01 mol/L Sodium dihydrogen phosphate solution

（61 ∶ 39，V/V）]（pH7.0）and mobile phase B of water at a flow rate of 1.0 ml/min，the detection wavelength was 254 nm，column

temperature was 30 ℃，and volume injection was 200 μl. RESULTS：The linear range of polymer was 2.07-103.30 mg/ml（r＝0.999 4）；

the limit of quantitation of 10.4 ng，limit of detection was 4.1 ng；RSDs of precision and reprodicibility tests were lower than 3％ .

CONCLUSIONS：The method is specific with high sensitivity and good reproducibility，and can be used for the content determination

of polymer in active pharmacentical ingredient cefatrizine propylene glycol.

KEYWORDS Cefatrizine propylene glycol；Polymer；High performance size exclusion chromatography
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丙二醇头孢曲嗪（Cefatrizine propylene glycol）为头孢曲嗪

的原料药形式[1]，是一种β-内酰胺类抗生素，对β-内酰胺酶具有

很高的稳定性，对革兰阳性菌、革兰阴性菌具有广谱抗菌活性，

主要用于治疗革兰阳性菌和革兰阴性菌引起的感染[2-3]。其临床
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