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摘  要 

目的：为建立一种新的HPLC法对维兰特罗中间体5及其有关物质分析检测的方法。方法：条件采用C18
纳谱分析色谱柱(250 × 4.6 mm, 5 μm)，流动相乙腈(A)-水(B)，等度洗脱(80% A)，流速1.0 mL∙min−1，

检测波长220 nm，经制备或半制备色谱分离有关物质，通过HPLC以及LC-MS分析，实现对中间体5及其

有关物质进行定性和定量分析。结果：研究表明，中间体5在一定浓度范围内呈现出良好的线性关系(Y = 
38705X + 21.565)，平均加样回收率为100.61%~104.81%，RSD < 0.2%，重复性好(RSD < 0.5%)，
12 h内供试品溶液稳定(RSD < 2.0%)。利用此方法对中间体5及其有关物质含量进行测定，中间体5含量

为98.0%~99.5%，主要杂质总含量为0.3%~0.6%，经定性结构分析判定杂质I (RT 1.47 min)为对甲苯

磺酸，杂质III (RT 2.82 min)为中间体4，为合成中未除净的原料。结论：本研究为工艺优化、有效降低

或去除杂质及关键中间体的质量控制提供理论和方法支撑。 
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Abstract 
Objective: In order to establish a new HPLC method for the determination of intermediate 5 of vilan-
terol and its related substances. Methods: The chromatographic analysis was performed on C18 na-
noscopic column (250 × 4.6 mm, 5 μm) with mobile phase acetonitrile (A)-water (B) and isodegree 
elution (80% A), and the flow rate was 1.0 min∙mL−1. The detection wavelength was 220 nm, and the 
related substances were separated by preparative or semi-preparative chromatography. The qualit-
ative and quantitative analysis of intermediate 5 and its related substances was realized by HPLC 
and LC-MS analysis. Results: The results showed that the intermediate 5 showed a good linear 
relationship in a certain concentration range (Y = 38705X + 21.565), the average recovery was 
100.61%~104.81%, RSD < 0.2%, and the repeatability was good (RSD < 0.5%). The solution was sta-
ble within 12 h (RSD < 2.0%). The content of intermediate 5 and its related substances was deter-
mined by this method. The content of intermediate 5 was 98.0%~99.5%, and the total content of ma-
jor impurities was 0.3%~0.6%. The impurity I (RT 1.47 min) was determined to be p-toluenesulfonic 
acid by qualitative structural analysis, and the impurity III (RT 2.82 min) was determined to be in-
termediate 4. It is the raw material not cleaned in synthesis. Conclusion: This study provides theo-
retical and methodological support for process optimization, effective reduction or removal of 
impurities and quality control of key intermediates. 
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1. 引言 

维兰特罗(vilanterol, (R)-4-[2-[[6-[(2,6-二氯苄基)氧基]-乙氧基]乙基]氨基]-1-羟基乙基]-2-羟基乙

基]-2-羟甲基苯酚)是由葛兰素史克(GSK)公司研发的一种新型长效 β2-肾上腺素受体(β2-AR)激动剂，能够

舒张支气管平滑肌，作为支气管扩张剂用于慢性阻塞性肺疾病的治疗。维兰特罗由于受体亲和力、选择

性以及体内活性均优于其它特罗类药物[1] [2] [3]，其临床使用率高。 
GSK 公司于 2005 年公开维兰特罗的合成工艺[4] [5]，其后，Laurus 实验室及其它机构相继对维兰特

罗及其关键中间体的合成路线进行优化[6]-[11]，其降低了成本，更易于工业化生产。在维兰特罗现有合

成工艺中，(5R)-5-(2,2-二甲基-4H-1,3-苯并二氧杂环己烯-6-基)-1,3 噁唑烷-2-酮(6)是关键中间体之一，该

中间体多由水杨醛或 2-溴-1-(2,2-二甲基-4H-1,3-苯并二氧杂环己烯-6-基)乙酮(GSK 报道)为起始原料经过

一系列反应而得，存在合成步骤长或原子经济性偏低等问题。安徽德信佳生物医药公司开发了一条由维

兰特罗中间体 5 (图 1) 2-(2,2-二甲基-4H-1,3-苯并二氧杂环己烯-6-基)-2-羰基乙基氨基甲酸叔丁酯经环合

反应得到中间体 6 的绿色制备工艺[12] (图 1)。该工艺在一定程度上能提升反应专一性，提高产率，并且

实现了催化剂回收套用，减轻了环保压力，符合现代绿色工业化生产的要求。 
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Figure 1. Synthesis process of vilanterol and its key intermediates 
图 1. 维兰特罗及其关键中间体合成工艺 

 
维兰特罗原料药的质量控制须从关键中间体及其有关物质(杂质)入手。由于原材料生产厂家、中间体

生产工艺等因素影响，维兰特罗中间体 5 成品中存在 2~3 个液相色谱杂质峰[13]，这些杂质有可能会伴

随着进入下一步工序，并残留在最终产品维兰特罗中。为保证药物的有效和安全性，建立维兰特罗中间

体 5 含量测定方法以及对有关物质定性定量分析尤为重要。HPLC 法对原料药(或中间体)及其有关物质能

够实现较好的分离和测定[14] [15] [16]；借助液质联用技术(LC-MS)可以实现有关物质结构推测[17]。 
维兰特罗中间体 5 主成分的峰面积纯度约为 98.5%，3 个杂质峰面积之和为 1.0%~1.5% [13]，考虑到

主成分的定量和杂质的定性定量检测，本文采用半制备或制备型高效液相色谱对关键中间体 5 及其杂质

进行分离，一方面获得高纯中间体 5 作为定量分析的对照品，另一方面，杂质也得到了富集，可更方便

地用于后续的结构分析，这为工艺优化及关键中间体的质量控制提供理论和方法支撑。 

2. 材料与仪器 

2.1. 试药 

维兰特罗中间体 5 (安徽德信佳公司合成，峰面积纯度约为 98.5%)、磷酸二氢钾(广东汕头市西陇化

工厂)、磷酸(分析纯，国药集团化学试剂有限公司)、纯化水(娃哈哈集团)、甲醇(色谱级，国药集团化学

试剂有限公司)、乙腈(色谱级，国药集团化学试剂有限公司)、微孔滤膜(孔径 0.45/0.22 μm，上海兴亚净

化材料厂)、有机滤头(尼龙 66，0.22 μm，津腾)、一次性使用无菌注射器(河南曙光汇知康生物科技有限

公司)。 

2.2. 仪器 

Agilent 1260 高效液相色谱仪(配二元泵、在线脱气机、自动进样器)系列；C18 纳谱分析柱(250 × 4.6 
mm, 5 μm)；LC-20A 岛津制备色谱仪；C18 纳谱制备柱(250 × 21.2 mm, 5 μm)；C18 纳谱半制备柱(250 × 10 
mm, 5 μm)；液相色谱–四级杆静电场轨道阱质谱联用仪(Vanquish Q Exactive Plus，德国赛默飞世尔公司)；
MTN-2800W 氮吹浓缩装置(天津奥特赛恩斯仪器有限公司)；PHS-25 pH 计(上海仪电科学仪器股份有限公
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司)；PWN124ZH/E 精密电子天平(奥豪斯仪器有限公司)。 

3. 方法与结果 

3.1. 中间体 5 提纯 

3.1.1. 分析色谱条件 
C18 纳谱分析柱(250 ×4.6 mm, 5 μm)；流动相：乙腈(A)-水(B)，等度洗脱(80% A)；流速 1.0 mL∙min−1；

检测波长 220 nm；柱温 30℃；采集时间：10 min；进样体积为 20 μL。 

3.1.2. 制备色谱条件 
C18 纳谱制备柱(250 × 21.2 mm, 5 μm)；流动相：乙腈(A)-水(B)，等度洗脱(80% A)；流速 6.0 mL∙min−1；

检测波长 220 nm；柱温 30℃；采集时间：20 min；进样体积为 2 mL。 

3.1.3. 中间体 5 的制备色谱提纯 
称取维兰特罗中间体 5 合成品 20.0 mg，加流动相 10 mL 溶解为浓度 2.0 mg∙mL−1 的溶液，过膜，依

据“3.1.2”条件进行制备色谱分离，按照不同成分出峰时间划分收集时间段，用试管分段收集 0~2 min、
2~4 min、4~6 min、6~8 min、8~10 min、10~11 min、11~13 min、13~18 min 时间段内的洗脱液，各段洗

脱液依据“3.1.1”条件下进行 HPLC 分析，依次确定各段洗脱液中主成分纯度，将纯度达到 99.5%左右

的洗脱液合并，氮吹浓缩，重复以上制备操作多次，获得可用于含量测定所用的中间体 5 高纯对照品。 
对三批次中间体 5 合成品及制备色谱进一步提纯得到的中间体 5 对照品进行 HPLC 检测，如图 2 所

示，三批次中间体 5 合成品的出峰情况基本吻合，主成分(RT 4.53 min)峰面积纯度为 98.5%~99.0%，杂

质 I (RT 1.47 min)为 0.4%~0.5%，杂质 II (RT 2.34 min)为 0.1%~0.2%；中间体 5 对照品的峰面积纯度由合

成品中 98.5%提高至 99.5%以上，可用于中间体 5 含量测定方法建立所用的对照品。 
 

 
Figure 2. Chromatographic comparison map of intermediate 5 complex-
es before and after purification by preparation chromatography: A (Refer-
ence product after preparation chromatography purification); B (YL-5001); 
C (YL-5002); D (YL-5003) 
图 2. 中间体 5 合成品通过制备色谱提纯前后的色谱对比图：A (制备

色谱纯化后对照品)；B (YL-5001)；C (YL-5002)；D (YL-5003) 
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3.2. 中间体 5 含量测定方法 

3.2.1. 溶液配制 
对照品储备液：称取 2.1 项下所得中间体 5 对照品适量，精密称定，加入流动相溶解，配成 1.0 mg∙mL−1

的溶液。 
供试品储备液：称取中间体 5 合成品适量，精密称定，加入流动相溶解，配成 1.0 mg∙mL−1 的溶液。 
阴性对照溶液：取流动相适量，作阴性对照溶液。 
对甲苯磺酸储备液：称取对甲苯磺酸标品适量，精密称定，加入流动相溶解，配成 1.0 mg∙mL−1 的溶

液。 

3.2.2. 色谱分析条件 
色谱条件同 3.1.1。 

3.2.3. 方法学验证 
系统适应性实验：取对照品储备液、供试品储备液用流动相稀释成 0.1 mg∙mL−1 的溶液，与阴性对照

溶液在“3.1.1”色谱条件下用 HPLC 检测。 
结果显示，中间体 5 对照品(B)色谱图基线平稳、峰型较好(图 3)，其保留时间为 4.53 min，空白洗脱

剂溶液(A)和供试品溶液(C)中其它有关物质均不干扰中间体 5 的测定，故“3.1.1”条件系统适应性好。 
 

 
Figure 3. HPLC chromatogram map of blank solvent (A), reference 
product of intermediate 5 (B), and test product (C) 
图 3. 空白溶剂(A)、中间体 5 的对照品(B)、供试品(C)的高效液相

色谱图 
 

线性关系取对照品储备液至容量瓶用流动相定容，分别配制浓度为 0.005 mg∙mL−1、0.02 mg∙mL−1、

0.05 mg∙mL−1、0.08 mg∙mL−1、0.1 mg∙mL−1 的溶液，作系列线性溶液，在“3.1.1”色谱条件下用 HPLC 检

测，纵坐标(Y)为测得峰面积，横坐标(X)为溶液浓度，拟合线性回归方程。 
中间体 5 含量检测的线性方程为 Y = 38705X + 21.565，R2 = 0.9998，结果表明，中间体 5 对照品在

0.005 mg∙mL−1 至 0.1 mg∙mL−1 浓度范围内线性关系良好。 
定量限和检测限：取线性关系测定中最低点浓度以流动相逐级稀释，在“3.1.1”色谱条件下用 HPLC
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检测，以 S/N (信噪比) = 3 的浓度作为检测限，S/N (信噪比) = 10 的浓度作为定量限。中间体 5 对照品定

量限为 0.625 mg∙mL−1，检测限为 0.156 mg∙mL−1。 
重复性试验：取供试品储备溶液，用流动相将其制备成 6份浓度为 0.02 mg∙mL−1的样品溶液，在“3.1.1”

色谱条件下用 HPLC 检测，外标法计算含量，以标示量百分数表示，计算 RSD 值，结果为 RSD = 0.29%，

小于 2.0%，表明本方法重复性好。 
稳定性试验：分别取同一供试液样品与对照品，冰箱冷藏各放置 0 h、1 h、2 h、4 h、8 h、12 h 后在

“3.1.1”色谱条件下用 HPLC 检测，供试品和对照品峰面积变化 RSD%均不超过 2.0%，表明供试品与对

照品溶液在 12 h 内稳定。 
加标回收率试验：取已知含量的供试品溶液，作为供试样品溶液，并取对照品适量加入至供试样品

溶液，分别配成低、中、高浓度的回收率样品溶液，各浓度分别平行三次。在“3.1.1”色谱条件下用 HPLC
检测供试样品溶液与回收率样品溶液，计算加标回收率。 

结果显示，平均回收率为 102.45%，RSD < 2.0%，表明该方法准确度良好，结果如表 1。 
 
Table 1. Test results of recovery rate 
表 1. 回收率试验结果 

加入的量(μg∙mL−1) 测得的量(μg∙mL−1) 回收率(%) 平均回收率(%) RSD (%) 

5.714 5.987 104.78% 

104.81% 0.05% 5.714 5.987 104.78% 

5.714 5.993 104.88% 

10.000 10.203 102.03% 

101.93% 0.11% 10.000 10.181 101.81% 

10.000 10.195 101.95% 

12.300 12.386 100.70% 

100.61% 0.17% 12.300 12.330 100.70% 

12.300 12.350 100.41% 

3.3. 中间体 5 相关杂质分析 

3.3.1. 中间体 5 合成品直接进行液质联用分析 
液质联用条件：C18 纳谱分析柱(250 × 4.6 mm, 5 μm)；流动相为乙腈(A)-水(B)，等度洗脱(80% A)；

流速 1.0 mg∙mL−1；检测波长 220 nm；柱温 30℃；采集时间：10 min；进样体积为 40 μL，液相色谱–静

电场轨道阱质谱联用仪。 
在以上条件下，将浓度为 0.02 mg∙mL−1 中间体 5 合成品通过 LC-MS 进行分析。 
根据质谱图分析，RT 2.82 min 质谱图(图 4(a)) [M-H]−准确离子质量为 280.1183，与中间体 4 合成品

质谱图(图 4(b))相对应，推测 RT 2.82 min 为中间体 4。 

3.3.2. 中间体 5 中相关杂质的制备分离 
半制备色谱条件：C18 纳谱半制备柱(250 × 10 mm, 5 μm)；流动相为乙腈(A)-水(B)，等度洗脱(80% A)；

流速 2.0 min∙mL−1；检测波长 220 nm；柱温 30℃；进样体积为 2 mL。 
称取维兰特罗中间体 5 合成品 5.0 mg，加流动相 10 mL 配为浓度 0.5 mg∙mL−1 的溶液，过膜，依据

“3.1.2”所示条件进行制备色谱分离，按照不同成分保留时间划分收集时间段，用试管收集 0~2 min、2~4 
min、4~6 min、6~8 min、8~10 min、10~11 min、11~13 min、13~18 min 时间段内的洗脱液，各段洗脱液
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依据“3.1.1”条件下进行 HPLC 分析，依次确定各段洗脱液中杂质峰组成及相对比例，对比确定杂质集

中出现且相对含量较高的分段，重复以上制备操作多次，确保洗脱段的结果重现，并可富集用于定性分析。 
 

 
(a)                                                (b) 

Figure 4. Comparison of synthetic quality spectra between impurity segment and intermediate 4 
图 4. 杂质段和中间体 4 合成品质谱图对比 

3.3.3. 杂质结构分析 
1) 制备色谱分离的杂质结构分析 
将富集得到的中间体 5 的杂质浓缩液在“3.3.1”条件下，利用液质联用仪(Vanquish Q Exactive Plus)

进行分析，借鉴丁亚婷等人在研究有关物质时，通过质谱对各个杂质的结构分析方法，借助离子碎片信

息能较为准确地确定其结构[18]，本研究在质谱分析的基础上，结合杂质段与其相应对照品的 HPLC 保

留时间对比，进一步确证其结构准确性。 
 

 
(a)                                                (b) 

Figure 5. Mass spectra of possible impurities 
图 5. 可能的杂质的质谱图 
 

经液质联用分析 RT 1.47 min 左右的[M-H]−准确离子质量 m/z = 171.1029 (图 5(a))，可能为中间体 5
中存在的杂质，根据中间体 5 合成工艺，推测其为对甲苯磺酸。在质谱分析中还检测到 RT 2.82 min (图
5(b))，结合合成工艺与质谱图[M-H]−准确离子质量 m/z = 280.1186，推断杂质段存在少量中间体 4。 

将对甲苯磺酸对照品(A)制成与 6~8 min 杂质段样品(B)浓度相近的样品，在“3.1.1”色谱条件下进样

检测，进行峰保留时间对比，(B)中主峰保留时间与对应的(A)主峰保留时间一致，故进一步确认中间体 5
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中杂质 I (RT 1.47 min)为对甲苯磺酸。 
将中间体 4 合成品(C)制成与 6~8 min 杂质段样品(B)浓度相近的样品，在“3.1.1”色谱条件下检测，

进行峰保留时间对比，(B)中存在保留时间与(C)主峰保留时间一致的峰，故进一步确证中间体 5 中杂质

III (RT 2.82 min)为中间体 4。 
经LC-MS技术下的质谱分析和HPLC保留时间对比，判断RT 1.47 min (杂质 I)为对甲苯磺酸，RT 2.82 

min (杂质 III)为中间体 4，并且通过含量对比，判定原料药中中间体 4 残留的极少量。 

3.4. 中间体 5 及有关物质含量测定 

3.4.1. 中间体 5 含量测定 
将 6 批中间体样品配制成 0.02 mg∙mL−1，在“3.1.1”色条件下用 HPLC 检测，根据线性方程(Y = 38705X 

+ 21.565)计算各批次含量，结果如表 2。 

3.4.2. 杂质含量测定 
不加校正因子的自身对照法：配制浓度为 0.25 mg∙mL−1 的 6 批供试品溶液，并且取一定量稀释 100

倍，作为对照品溶液，每批样品平行 3 次，在“3.1.1”色谱条件下用 HPLC 检测，依据不加校正因子的

自身对照法，计算杂质含量。结果如表 2。 
加校正因子的自身对照法[18]：取对甲苯磺酸储备液，分别配制浓度为 0.005 mg∙mL−1、0.02 mg∙mL−1、

0.05 mg∙mL−1、0.08 mg∙mL−1、0.1 mg∙mL−1 的溶液，作系列线性溶液，在“3.1.1”色谱条件下用 HPLC 检

测，纵坐标(Y)为测得峰面积，横坐标(X)为溶液浓度，拟合线性回归方程。校正因子(f) = r1 (中间体 5)/r2 
(杂质 I) (r 为线性方程斜率)，据此测定校正因子(f)，计算杂质的含量。结果如表 2。 
 
Table 2. Determination of the content of active ingredients and impurities in 6 batches of intermediate 5 
表 2. 6 批次中间体 5 中有效成分及杂质含量测定 

批次 中间体 5 的含量(％) 
自身对照法 不加校正因子 加校正因子 

杂质 I + 杂质Ⅱ (%) 杂质 I 含量(%) 杂质 I 含量(%) 

YL-5001 98.43% 0.35% 0.28% 0.20% 

YL-5002 98.36% 0.41% 0.31% 0.22% 

YL-5003 98.76% 0.43% 0.32% 0.23% 

YL-5004 98.25% 0.56% 0.45% 0.32% 

YL-5005 98.09% 0.39% 0.31% 0.32% 

YL-5006 98.13% 0.41% 0.29% 0.21% 

4. 讨论 

4.1. 中间体 5 HPLC 测定以及提纯洗脱条件 

中间体 5 以及其提纯的色谱采用乙腈或甲醇与水、磷酸二氢钾缓冲盐洗脱体系对中间体 5 进行分析，

其液相色谱如图 6 所示，乙腈/水或缓冲盐(A、B、C)以及甲醇/缓冲盐(E)体系下中间体 5 都可以获得较好

分离，除主成分色谱峰外，还有 2~3 个峰形较规则的杂质峰；在甲醇/水体系(D)下洗脱，基线漂移，且

杂质峰形不规则。另外，考虑到后续制备色谱分离时，分段收集的洗脱液需进行液质分析或浓缩保存作

为对照品使用。若用实验室之前的实验体系“乙腈或甲醇–缓冲盐洗脱体系”[14]，则洗脱液中缓冲盐无

法除去，影响质谱分析和对照品的制备，因此，选择乙腈/水 = 80:20 作为后续 HPLC 定性、定量分析和

制备色谱条件。 
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Figure 6. Effects of different mobile phase compositions and propor-
tions on the separation effect of intermediate 5 and its impurities: A 
(acetonitrile:water = 80:20); B (acetonitrile:water = 70:30); C (aceto-
nitrile:potassium dihydrogen phosphate buffer = 70:30); D (metha-
nol:water = 80:20); E (methanol:potassium dihydrogen phosphate buf-
fer = 80:20) 
图 6. 不同流动相组成及比例对中间体 5 及其杂质分离效果的影响：

A (乙腈:水 = 80:20)；B (乙腈:水 = 70:30)；C (乙腈:磷酸二氢钾缓冲

盐 = 70:30)；D (甲醇:水 = 80:20)；E (甲醇:磷酸二氢钾缓冲盐 = 
80:20) 

4.2. 杂质的结构分析 

通过中间体 5 合成品直接进行液质联用分析，推测中间体 5 中存在中间体 4，但通过 HPLC 色谱图

RT 1.47 min、RT 2.34 min 有较明显杂质峰，推测直接对中间体 5 合成品进行 LC-MS 分析具有一定的局

限性，基质干扰对杂质检测影响较大，所获得的杂质信息有限，故考虑通过制备或半制备色谱分离出各

杂质段，从而对各杂质进行全面分析。 
根据制备或半制备色谱各杂质收集段 HPLC 图对比，在各段收集中 6~8 min 段浓度较大，且分离的

杂质除主要杂质峰(RT 1.77 min，其样品浓度越低，保留时间随之前移，与中间体 5 中 RT 1.47 min 能够

对应)外，还有其他吸收较小的峰，结果如图 7 所示，对其进行分析，有利于对杂质部分进行全面分析，

以测定除主要杂质外，其他含量较少或吸收较低的成分，故对 6~8 min 杂质段样品进行液质联用分析。

由于在各分离段未发现 RT 2.34 min (杂质 II)，故选择以 RT 1.47 min (杂质 I)为主要杂质目标。研究结合

实际工业生产中所存在原料以及副产物，通过 HPLC 保留时间对比和 LC-MS 分子离子峰对比等方法进行

定性分析，确证了杂质 I 和杂质 III 的结构，为中间体 5 的生产工艺优化提供了理论支撑。 

4.3. 中间体 5 有关物质含量测定 

杂质含量测定依据不加校正因子的自身对照法，可测得中间体 5 主要杂质的含量。杂质 I (RT 1.47 
min)已经确定其为对甲苯磺酸，在已知杂质并有杂质对照品情况下，可采取加校正因子的自身对照法，

按“3.2.3”中线性关系测定方法拟合对甲苯磺酸的线性方程，其线性方程为 Y = 53802X + 13.199，R2 = 
0.9999，校正因子 f = 0.7194，据此测定有关物质 I 的准确含量。 
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注：A (6~8 min)；B (8~10 min)；C (13~18 min)。 

Figure 7. Superposition diagram of impurity segment 
图 7. 杂质段叠加图 

5. 结论 

本实验建立了一种新的检测维兰特罗中间体 5 及其有关物质的高效液相色谱方法，并进行了方法学

验证，结果表明，该方法专属性强、灵敏度高、准确度好，并能使中间体 5 与有关物质进行较好的分离，

利用半制备或制备色谱实现了有关物质的分离，建立了对于中间体 5 的纯化方法，对分离得到的有关物

质进行定性和定量分析，通过 LC-MS 分析，对未知杂质 I (RT 1.47 min)、未知杂质 III (RT 2.82 min)进行

定性结构分析。本研究对维兰特罗合成中的关键中间体进行了深入研究，为工艺优化、有效降低或去除

杂质及关键中间体的质量控制提供理论和方法支撑。 
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