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摘要

GLP-1类药物是⽤于治疗II型糖尿病和肥胖症的合成肽类药物。近来，索⻢鲁肽等GLP-1类药物的需求激增。⽬前

尚⽆⼀种⽅法能够分离并鉴定当前在临床处⽅中使⽤的全部GLP-1类药物。在本研究中，我们开发了⼀种可重现的

HPLC-UV/MS⽅法，能够覆盖市售的多种GLP-1类药物。本研究还展⽰了该⽅法分离和鉴定相关杂质的能⼒。最后

，我们证明了与传统不锈钢系统相⽐，采⽤MaxPeak™⾼性能表⾯(HPS)技术在合成肽分析中的优势。

优势

使⽤MaxPeak Premier反相⾊谱柱筛选套件中概述的系统化⽅案可以成功创建合成肽的分
离⽅法。
 
PDA峰纯度处理等Empower⼯具以及ACQUITY™ QDa™⽣成的质谱数据可以提⾼杂质鉴定
的可信度。
 
与传统不锈钢系统相⽐，MaxPeak HPS技术可改善合成肽及其杂质的⾊谱峰⾯积、峰⾼和
拖尾现象。
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简介

胰⾼⾎糖素样肽-1激动剂(GLP-1)是⼀类合成肽药物，⽤于治疗和管理肥胖症和II型糖尿病1。近年来，索⻢鲁肽等

药物在临床试验中取得成功后，作为体重管理疗法迅速⻛靡市场2。鉴于GLP-1类药物的⼴泛应⽤，确保此类药物

的质量控制需要依赖于通⽤、灵敏且可重现的⾊谱⽅法。尽管针对部分常⻅GLP-1类药物已有可⽤的⾊谱⽅法，但

据我们所知，⽬前尚⽆⼀种⽅法能够分离这⼀合成肽类药物的更新组合3~6。此外，美国⻝品药品监督管理局(FDA)

近期针对市场上部分合成肽产品发布了特定产品指南(Product Specific Guidelines, PSG)7。FDA在报告中强调了

合成肽杂质分析的重要性。

在本研究中，我们通过结合Waters™ MaxPeak HPS技术，采⽤系统化的⽅法开发⽅案，开发了⼀种单⼀的HPLC-

UV/MS⽅法，⽤于分析多种GLP-1类药物。先前的研究已证明，该技术可以减轻不良的⾦属和肽相互作⽤，从⽽

改善⾊谱分离参数，例如⾊谱峰⾯积计数、拖尾和保留时间重现性8,9。

实验

制备标准储备液

度拉糖肽、艾塞那肽、胰⾼⾎糖素、利司那肽和替尔泊肽均购⾃Selleck Chem（得克萨斯州休斯顿）。利拉鲁肽

和索⻢鲁肽（醋酸盐）购⾃Cayman Chemical（密歇根州安娜堡）。储备液浓度因溶解度和所购物质的数量⽽异

（表1）。制备过程中考虑了盐因素。有时会通过超声处理来促进标准品溶解于溶液中。

储备液储存于2~8 °C下。鉴于DMSO的物理特性，储备液在冷藏环境下为凝固状态。制备标样之前，将解冻的储备

液平衡⾄环境室温。

标样制备

使⽤0.1:0.5:99.4三氟⼄酸:⼄腈:去离⼦⽔（标准稀释剂）稀释储备液。混合配制储备液，使所有分析物的浓度均

为100 µg/mL（GLP-1药物组）。

此外，还配制了⼀份仅含胰⾼⾎糖素的单标溶液，⽤于展⽰聚焦梯度的使⽤⽅法及其在优化杂质分离中的应⽤。

该标准品的配制⽅法为：使⽤标准稀释剂将各胰⾼⾎糖素储备液稀释⾄750 μg/mL浓度。
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数据管理

仪器控制： Empower™ 3.7.0

数据处理： Empower 3.7.0

结果与讨论

使⽤筛选梯度的分离⽅法

系统化⽅法开发⽅案建议筛选多种⾊谱柱和反相流动相组合，以确定最合适的条件来优化⾊谱分离。

根据MaxPeak Premier反相⾊谱柱筛选套件的定义（表2），研究了四种不同的⾊谱柱与流动相洗脱液组合。

每组条件的代表性⾊谱图如图1所⽰，清楚地展⽰了不同⾊谱柱和流动相组合对本研究所⽤GLP-1药物组的保留性

差异。
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图1.展⽰了各⾊谱柱和流动相组合下GLP-1混标保留性与选择性差异的叠加⾊谱图。

基于筛选实验的结果，我们最终选⽤XSelect Premier CSH C18肽分析专⽤柱搭配甲酸流动相体系作为⽅法条件

，因其整体分析速度与分离度表现最优。同时，该条件能⼤幅提⾼胰⾼⾎糖素的⾊谱峰⾼性能（表3），这也是选

择依据之⼀。

此外，与其他⾊谱柱和流动相组合相⽐，XSelect Premier CSH C18肽分析专⽤柱可更好地分离胰⾼⾎糖素脱酰胺

基杂质，如图2所⽰。胰⾼⾎糖素常⻅的脱酰胺杂质共有四种，均由肽链氨基酸残基的脱氨基作⽤产⽣4,11。

使⽤聚焦梯度分离胰⾼⾎糖素杂质

图2显⽰，使⽤初始筛选梯度时，胰⾼⾎糖素脱酰胺杂质的分离效果较差。为改善这些杂质的分离，我们将聚焦梯

度与XSelect Premier CSH C18肽分析专⽤柱和甲酸流动相体系结合使⽤，如MaxPeak Premier肽分析反相⾊谱柱

筛选套件中所述。梯度程序详⻅⽅法条件部分的梯度表。图3展⽰了采⽤优化聚焦梯度分离胰⾼⾎糖素及其相关脱

酰胺基杂质的结果。
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通过PDA检测器和ACQUITY QDa质谱检测器获取的UV与质谱数据（图4a⾄4c），确认了胰⾼⾎糖素及其脱酰胺

杂质的峰纯度。

Premier技术与传统不锈钢技术⽐较

在研究不同⾊谱柱与流动相组合的过程中，我们考察了采⽤MaxPeak HPS的Premier⾊谱柱和系统对GLP-1药物

组的影响，并将药物组中部分分析物的结果与传统不锈钢⾊谱柱和系统进⾏对⽐。

使⽤XSelect CSH C18肽分析专⽤柱结合甲酸流动相体系的聚焦梯度分离胰⾼⾎糖素及其杂质时，MaxPeak HPS

使峰⾯积增加⾼达19%，峰⾼增加⾼达30%，峰拖尾降低⾼达36%（图5，表4~6）。

图5.使⽤MaxPeak HPS技术和传统不锈钢系统分析胰⾼⾎糖素及其相关脱酰胺杂质的⽅

法性能代表性⾊谱图。
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表5.两种LC系统对胰⾼⾎糖素及其脱酰胺杂质的平均峰⾼（10次进样）⽐较。

使⽤XBridge BEH C18肽分析专⽤柱与三氟⼄酸洗脱液的筛选梯度分离GLP-1药物组混标中的索⻢鲁肽时，

MaxPeak HPS使峰⾯积增加20%，峰⾼增加⾼达30%（图6，表7~8）。

最后，使⽤XSelect CSH C18肽分析专⽤柱与三氟⼄酸洗脱液的筛选梯度分离GLP-1药物组混标中的利拉鲁肽时，

MaxPeak HPS使峰⾯积增加28%，峰⾼增加51%，峰拖尾降低13%（图7，表9~11）。

结论

在本应⽤纪要中，我们展⽰了如何利⽤MaxPeak Premier肽分析反相⾊谱柱筛选套件中概述的系统化⽅案。该⽅

法开发策略使胰⾼⾎糖素样肽(GLP-1)、胰⾼⾎糖素及其相关脱酰胺杂质实现了⾼质量分离。通过UV和MS检测⼿

段，胰⾼⾎糖素及其脱酰胺杂质实现了基线分离。利⽤Empower峰纯度处理⼯具确定⾊谱峰的纯度，提供有关脱

酰胺杂质与胰⾼⾎糖素相关性的信息。采⽤MaxPeak HPS技术使多种GLP-1检测的⾊谱峰⾯积增加⾼达28%，峰

⾼增加⾼达51%，峰拖尾降低13%。
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