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瑞格列奈片残留量的检验方法研究 
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摘要：目的：通过对瑞格列奈残留量 HPLC 检验方法的验证，确定瑞格列奈在生产过程中仪器清洗结束后，检测其残留量检验方法实用性，包括检测

的线性、灵敏度、回收率及准确度。确保该方法对该药物残留量检测结果的准确性。方法：采用实验室常用的高效液相色谱法。结果：经过检验方

法的验证，最终确定该检测方法的线性范围为 0.1011～2.5283 μg·mL-1，线性回归方程为：y=162935x - 8939.2，相关系数为 R2=0.9992；检测方法

相当于限度浓度 50%～150%范围内，平均回收率均在 60%～69%范围内，精密度与重复性良好; 检测限为: 0.0303 μg·mL-1；定量限为:0.1011 μg·mL-1。

确定了凡残留量 1.23～31.56 μg·mL-1 范围内，均可采用此方法检测。结论：该方法科学、操作简单，精密度、准确度、重复性较好。 
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Abstract: Objective To validate the HPLC method for determining residue level of Repaglinide and determine its linearity，sensitivity ，recovery and accuracy．To 

ensure the accuracy of test results of the residual concentrations.Methods High performance liquid chromatography．Results The linear range of detection 0.1011～

2.5283 μg·mL-1，The linear regression equation was y=162935x - 8939.2(R2=0.999), The average recovery were in the range of 60% ~ 69% with good precision 

repeatability for equivalent to the limit concentration within range 50% ~ 150%.The detection limit was 0.0303μg·mL-1 and the quantitative limit was 0.1011 μ

g·mL-1．All residue level within 1.23～31.56 μg·mL-1 can be detected by this method．Conclusion This method was simple，and had good precision，accuracy 

and repeatability． 
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瑞格列奈片主要具有降糖的作用,在临床上广泛应用。据报道，

对老年性糖尿病患者经过瑞格列奈片治疗后，能提高临床治疗效果
[1];另有报道，将瑞格列奈与二甲双胍、阿卡波糖胶囊等联合用药，

用于治疗 2 型糖尿病老年患者的临床效果十分显著，可明显的改善

老年患者血糖、血脂等临床指标，且不良反应发生率低，具有临床

推广的应用价值[2,3];另有报道，与二甲双胍联合服用瑞格列奈片治疗

妊娠期糖尿病疗效较好，副作用较少，也值得临床推广[4,5]。 

生产瑞格列奈片过程中，按照 GMP 要求，要经常对制粒机、

烘干设备等制药设备清洁，每次清洗后的瑞格列奈片残留量的检

测，目前没有规范的检验方法。根据《药品生产验证指南》“清洁

验证”中残留物浓度限度，本试验选择擦拭法取样，测定无水中瑞

格列奈的浓度检测。要求设备表面擦拭取样残留物限度不大于

0.539 μg/cm2。本研究通过对用 HPLC 测定瑞格列奈含量方法的验

证，来确定瑞格列奈残留量用 HPLC 检验方法检测的专属性、灵敏

度和回收率及准确度。确保 HPLC 方法对瑞格列奈残留量浓度检测

结果的准确性，是其残留量达到 GMP 要求。 

1 仪器与试药 

1.1 仪器 

CPA2P 电子天平（德国赛多利斯公司）; e2695 高效液相色谱

仪（Waters 公司）; HT-300 型超声波清洗机（济宁海腾超声电子

设备有限公司）；SHB- B95 型循环水式多用真空泵（郑州长城科工

贸有限公司）。 

1.2 试药 

瑞 格 列 奈 (C19H27NO3) 对 照 品 ( 中 国 药 品 生 物 制 品 检 定 所 

100753-201303),含量 99.8% ; 醋酸铵 AR（天津市科密欧化学试剂

有限公司,批号：20191016）;冰醋酸 SR( 天津市科密欧化学试剂有

限公司，批号：20201110 );甲醇 HPLC 纯( Sigma-Aldrich，批号：

WXBD5246V);磷酸( 天津市科密欧化学试剂有限公司)。  

2 实验方法 

2.1 验证前的准备工作 

2.1.1 仪器 

将 HPLC 等所有与验证有关的仪器、仪表、计量器具等，严格

按照相关规定进行校验或确定其校验在有效期内，符合检测要求，

并确定其准确度、精密度、选择性等技术指标符合该验证方法验证

的使用要求。 

2.1.2 检验方法 

色谱条件  HPLC 色谱柱: 十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂

（规格：4.6mm×150mm，5μm），流动相: 醋酸铵缓冲液-甲醇

（20:80）;检测波长:243 nm。理论板数按瑞格列奈峰计算，应不低

于 4 000。进样量: 100 μL; 流速: 1.0 mL·min-1。 

2.1.3 溶液配制 

醋酸铵缓冲液：取醋酸铵 3.85g，加水 1000ml 使溶解，混匀，

用冰醋酸调 pH 值至 4.0，过滤，即得。 

空白溶剂：50%甲醇。 

空白棉签：取棉签头前端剪下（4 个），投入装有 10ml 甲醇的

试管中，超声 30 分钟，放冷至室温，加入水 10ml，超声 5 min，摇

匀。 

对照品储备液：取瑞格列奈对照品 12.6mg，精密称定，置 100ml

量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，精密量取 5ml 于 50ml

量瓶中，加入甲醇稀释至刻度，混匀，既得。 

对照品溶液：精密量取对照品储备液 1ml，置 10ml 量瓶中，稀

释剂稀释至刻度，摇匀。 

供试品溶液：取样品，将棉签头前端剪下，投入装有 10ml 甲

醇的试管中，超声 30 分钟，放冷至室温，加入水 10 ml，超声 5 min，

摇匀。 

3 方法的验证 

3.1 线性关系及范围 

精密称取瑞格列奈对照品，以甲醇为溶剂，配制浓度为 1.26 μ

g·mL-1 溶液，再用 50%甲醇稀释成浓度分别为 0.1011 、0.6321、

1.2642 、1.8962、2.5283 μg·mL-1 的系列溶液，精密吸取上述系

列溶液各 100 μL，分别注入液相色谱仪，记录色谱图，线性关系

及范围结果分别见表 1、图 1。以主峰面积为横坐标，浓度为纵坐

标确定线性方程为:y = 162935x - 8939.2，R2 = 0.9992。 

表 1  瑞格列奈含量测定线性关系及范围实验结果 

浓度（μ

g·mL-1） 

 0.1011  0.6321 1.2642  1.8962  2.5283 

主峰面积    1657   99879  199988  299215  400918 
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图 1  瑞格列奈含量测定线性关系图 

严格按验证方案操作，结果得到线性方程的 R2=0.9992，表明

溶液在  0.1011～2.5283 μg·mL-1 的浓度范围内，HPLC 主峰面积

与浓度呈良好的线性关系。 

3.2 回收率及准确度  

3.2.1 溶液配制 

对照品储备液：取 2.1.2 项下对照品储备液。 

对照品溶液：同 2.1.2 项下对照品溶液配制，平行配制 2 份。 

50%回收率溶液的制备：精密量取对照品贮备溶液 1ml，滴加

在 100cm2 的不锈钢平板上，平行操作三次即得 50%回收率溶液

50%-①、50%-②、50%-③。 

100%回收率溶液的制备：精密量取对照品贮备溶液 2ml，滴加

在 100cm2 的不锈钢平板上，平行操作三次即得 100%回收率溶液

100%-①、100%-②、100%-③。 

150%回收率溶液的制备：精密量取对照品贮备溶液 3ml，滴加

在 100cm2 的不锈钢平板上，平行操作三次即得 150%回收率溶液

150%-①、150%-②、150%-③。 

3.2.2 擦拭法的回收率 

通过轻轻摇动平板促使溶液均匀平铺在整个平板上，不能溢

出。在室温下挥干。将甲醇浸透过的棉签头放置在不锈钢平板上，

稍用力，平稳而缓慢有序地擦拭表面。交叉擦拭过程应覆盖整个表

面，如图 2 所示。翻转棉签，让棉签的另一面也进行同样进行交叉

擦拭，只是移动方向与前次垂直，如图 3 所示。将棉签头前端剪下

放入盛有 10ml 甲醇的具塞锥形瓶中，超声 10min，加 10ml 水，摇

匀，经 0.45mm 的滤膜过滤，前 7ml 初滤液弃去，取续滤液作为供

试品溶液。每个浓度各平行制备 3 份供试品溶液，共得到 9 份供试

品溶液。 

   
图 2                 图 3 

3.2.3 测定法 

精密量取各溶液 100 μL，注入液相色谱仪，记录色谱图，按

外标法以峰面积计算回收率。 

 
式中: AX 为供试品溶液的主峰面积; AR 为对照品溶液的主峰面

积; C 对为对照品溶液的浓度，μg·mL-1; C 供为供试品溶液的浓度，

μg·mL-1。 

3.2.4 测定结果 

瑞格列奈相当于限度浓度 50%～150%范围内，共 9 份供试品

溶液的平均加样回收率应大于 50%。结果见表 2。 

表 2  瑞格列奈残留量测定回收率及准确度实验结果 

样品 加入量（μg） 峰面积 测得量（μg） 回收率% 
平均回收率

%（n=3） 

平均回收率

%（n=9） 
RSD% 

50%-①  12.667 50126 6.320 49.9 

50%-②  12.690 68573 8.646 68.1 

50%-③  12.682 61333 7.734 61.0 

60 

100%-①  25.334 136868 17.258 68.1 

100%-②  25.380 134435 16.951 66.8 

100%-③  25.364 112824 14.226 56.1 

64 

150%-①  38.001 195730 24.680 64.9 

150%-②  38.070 219692 27.701 72.8 

150%-③  38.046 213271 26.892 70.7 

69 

 

 

64 

 

 

11.5 

评价：结果表明，瑞格列奈相当于限度浓度 50%～150%范围

内，平均回收率均在 60%～69%范围内，大于 50%的规定，RSD 为 

11.5% (n=9)，回收率及准确度试验良好。 

3.3 精密度 

3.3.1 重复性 

（1）溶液配制 

供试品溶液的制备：同准确度项下 100% 回收率溶液的制备，

平行操作 5 份作为供试品溶液。 

（2）测定法 

取各溶液 100 μL,对照品溶液进 2 针，供试品溶液进 1 针，分

别注入液相色谱仪，记录色谱图。 

（3）测定结果 

取本品 6 份样品，含量测定结果 RSD 小于 10%，见表 3。结果

表明，该方法的重复性良好。 

表 3  重复性试验结果 

供试品 供试品峰面积 测得量（μg）  加入量（μg）  回收率% 
平均回收率% 

(n=6) 
RSD（%） 

样 1-1  136868  17.258 25.334 68.1 

样 1-2  128412  16.192 25.334 63.9 

样 1-3  123004  15.510 25.334 61.2 

样 1-4  116931  14.744 25.334 58.2 

样 1-5  127752  16.108 25.334 63.6 

样 1-6  130053  16.398 25.334 64.7 

63 5.3 

评价：结果表明，平均含量的 RSD 为 5.3% (n=6) ，大于回收 （下转第 108 页） 
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（上接第 96 页） 
率 50%的规定，重复性良好，符合要求。 

3.3.2 稳定性 

取“准确性”项下对照品溶液和“重复性”试验项下供试品溶

液，分别放置 0、6、12、24 h 后，进样检测，结果见表 4。 

表 4  溶液稳定性测定结果 

时间 对照品峰面

积 

与 0h 比较 供试品峰面

积 

与 0h 比较 

0h 200647 --- 136868 --- 

6h 202134 101 137400 100 

12h 203059 101 138653 101 

24h 201466 100 138505 101 

对照品溶液和供试品溶液中的含量均为初始值的 90%～110%

范围内，说明对照品溶液及供试品溶液在 24h 内稳定，结果表明溶

液稳定性良好，符合规定。 

3.4 检测限及定量限 

采用观察 HPLC 色谱图基线噪音与主成分峰的紫外响应的信噪

比法确定其定量限与检测限。取专属性项下瑞格列奈对照品储备液

适量，用 50%甲醇逐级稀释，分别吸取溶液 100 μL,注入液相色谱

仪，记录色谱图。当峰高的信噪比为 3∶1 左右时，对应的样品浓

度即为检测限；而当峰高的信噪比为 10∶1 左右时，对应的样品浓

度即为定量限。测定结果表明，该方法的检测限为: 0.0303 μg·mL-1; 

定量限为: 0.1011 μg·mL-1。该条件下的定量限足够满足于不低于 

25.24 μg/100cm2 的残留量检测。 

4 验证结论 

根据上述不同指标的检验结果的验证，表明采用高效液相色谱

法对瑞格列奈残留量的检测方法可行。该方法的具体的线性范围为

0.1011～2.5283 μg·mL-1; 在 50%～150%浓度范围内，平均加样

回收率在 60%～69%范围内; 采用的擦拭法回收率为 64.0%; 检测

方法的精密度与重复性良好; 定量限为 0.1011 μg·mL-1，能够满

足检测的要求。因此，确定了凡瑞格列奈残留量高于 25.24 μ

g/100cm2，且供试品溶液浓度在 1.23～31.56 μg·mL-1 的范围内，

均可采用该方法进行检测。 
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