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反相高效液相色谱法测定富马酸替诺福韦二吡呋酯
原料药７种有关物质含量
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摘要：目的建立测定富马酸替诺福韦二吡呋酯原料药中有关物质含量的反相高效液相色谱法。方法色谱柱为Ｐｏｌａｒ － ｐｈｅｎｙｌ Ｃ１８柱
（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ牘，流动相为０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ醋酸铵缓冲液牗用冰醋酸调ｐＨ至４． ６ 牘 －乙腈牗 ９７ ∶ ３，Ｖ ／ Ｖ 牘 牗Ａ 牘 － ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ醋酸铵
缓冲液牗用冰醋酸调ｐＨ至４． ６ 牘 －乙腈牗 ４０ ∶ ６０，Ｖ ／ Ｖ 牘 牗Ｂ 牘 牗８５ ∶ １５，Ｖ ／ Ｖ 牘，梯度洗脱，流速为１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为２６０ ｎｍ，柱温为
３５ ℃，进样量为２０ μＬ。结果各杂质质量浓度在０． ３２ ～ １９． ６３ μｇ ／ ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好；稳定性试验的ＲＳＤ均小２％
（ｎ ＝ ８）；平均加样回收率为９９． ７％ ～ １０１． １％，ＲＳＤ为０． ６８％ ～ ０． ９４％（ｎ ＝ ９）。结论该方法操作简便、准确，精密度、稳定性好，可用
于测定富马酸替诺福韦二吡呋酯原料药中７种有关物质含量。
关键词：富马酸替诺福韦二吡呋酯；有关物质；反相高效液相色谱法；含量测定
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富马酸替诺福韦二吡呋酯是一种核苷酸类抗病毒
药犤 １ 犦，具有抗人类免疫缺陷病毒牗ＨＩＶ牘和抗乙型肝炎牗简
称“乙肝”牘病毒（ＨＢＶ）活性犤 ２ － ３ 犦。２００１年经美国食品药

物管理局（ＦＤＡ）批准用于治疗 ＨＩＶ － １感染；２００８年
４月和８月，欧盟和美国ＦＤＡ又分别批准其用于治疗乙
肝犤 ４ － ６ 犦。由于其疗效确切，适用性好，也是多个治疗指南
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Ａ． 空白对照溶液 Ｂ． 混合对照品溶液 Ｃ． 供试品溶液
图１ 高效液相色谱图

推荐使用的一线抗ＨＩＶ和抗ＨＢＶ药物犤 ７ － ８ 犦。目前，我国
关于富马酸替诺福韦二吡呋酯原料药有关物质测定的文
献报道尚少，有的检测已知结构杂质数量也偏少犤 ９ － １１ 犦。
本研究中采用反相高效液相色谱（ＲＰ － ＨＰＬＣ）法测定
其原料药有关物质含量，为其质量控制提供参考。现报
道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

ＬＣ － ２０ＡＴ型ＨＰＬＣ仪，包括二极管阵列检测器（日
本Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；ＡＢ１３５ － Ｓ型电子分析天平、ＦＥ － ２０
型ｐＨ计（瑞士Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ公司）。
１． ２ 试药

富马酸替诺福韦二吡呋酯原料药（上海阳帆医药科
技有限公司，批号分别为１２０９１９，１２０９２０，１２０９２５，湖南
千金湘江药业股份有限公司，批号分别为２０１３０７０１，
２０１３０７０２，２０１３０７０３，２０１７０２０１）；替诺福韦（杂质Ｂ）对
照品（批号为１００６１４ＪＺ）、腺嘌呤牗杂质Ｃ牘对照品（批号
为２０１２０４０８）、替诺福韦单吡呋酯（杂质Ｄ）对照品（批
号为１２１０２２），替诺福韦单吡呋单异丙酯（杂质Ｅ）对照
品（批号为１２１１２８ － １）、替诺福韦单吡呋单乙氧基羰氧
基甲脂（杂质Ｆ）对照品（批号为１３０３２２），均购自上海阳
帆医药科技有限公司；６ －异丙氧甲酰胺替诺福韦二吡
呋酯（杂质Ｇ）对照品（批号为０３ － ＭＡＲ － １６ － １６）、替
诺福韦二吡呋酯二聚体（杂质Ｈ）对照品（批号为１２ －
ＪＵＮ － １６ － １５）均为美国ＱＣＣ标准品；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：Ｐｏｌａｒ － ｐｈｅｎｙｌ Ｃ１８ 柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ牘；流动相：以０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ醋酸铵缓冲液牗用冰醋
酸调ｐＨ至４． ６ 牘 －乙腈牗 ９７ ∶ ３，Ｖ ／ Ｖ 牘为流动相 Ａ，以
０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ醋酸铵缓冲液牗用冰醋酸调ｐＨ至４． ６ 牘 －
乙腈牗 ４０ ∶ ６０，Ｖ ／ Ｖ 牘为流动相 Ｂ，梯度洗脱（０ ～ ２５ ｍｉｎ
时８５％Ａ→５０％Ａ，２５ ～ ４０ ｍｉｎ时５０％Ａ→０ Ａ，４０ ～ ５０ ｍｉｎ
时０ Ａ 牘；流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长：２６０ ｎｍ；柱温：
３５ ℃；进样量：２０ μＬ。
２． ２ 溶液制备

取杂质Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅ，Ｆ，Ｇ，Ｈ对照品各适量，精密称
定，分别置７个１００ ｍＬ容量瓶中，加流动相溶解并稀释
成每１ ｍＬ中分别含杂质Ｂ １． ５ ｍｇ、杂质Ｃ １． ５ ｍｇ、杂质Ｄ
１０ ｍｇ、杂质Ｅ ３ ｍｇ、杂质Ｆ １． ５ ｍｇ、杂质Ｇ １． ５ ｍｇ、
杂质Ｈ １． ５ ｍｇ的单杂质对照品贮备液，分别精密量取
各１ ｍＬ，置同一１００ ｍＬ容量瓶中，加流动相定容，摇
匀，即得混合对照品溶液。取样品适量，精密称定，加流
动相溶解并稀释成质量浓度为１． ０ ｇ ／ Ｌ的供试品溶液。

以流动相作为空白对照溶液。
２． ３ 方法学考察

专属性试验：取２． ２项下溶液各适量，按拟订色谱
条件进样测定，记录色谱图，空白对照溶液色谱图中，在
与各杂质对照品溶液色谱图相同保留时间处无干扰峰。
详见图１。

线性关系考察：分别精密量取混合对照品溶液
０． ２５，０． ５０，１． ００，１． ５０，２． ００ ｍＬ，置５个１０ ｍＬ容量瓶
中，加流动相定容，摇匀，制成系列混合对照品溶液。按
拟订色谱条件进样测定，记录峰面积。以质量浓度牗 Ｘ 牘
为横坐标、峰面积牗 Ｙ 牘为纵坐标进行线性回归。结果见
表１。

定量限与检测限考察：精密量取混合对照品溶液适
量，倍比稀释，按拟订色谱条件进样测定，以信噪比为
１０ ∶ １分别计算定量限、检测限。结果见表１。

精密度试验：取混合对照品溶液适量，按拟订色谱
条件连续进样测定６次，记录峰面积。结果见表１。

稳定性考察：取供试品溶液（批号为２０１３０７０１）适
量，分别置室温及４ ℃下保存，于第０，２，４，８，１０，１２，
１８，２４ ｈ时按拟订色谱条件进样测定，记录峰面积。在室
温下放置２４ ｈ时，除杂质Ｄ峰面积的ＲＳＤ为５． ３％
外，其他杂质峰面积的ＲＳＤ均小２． ０％ 牗 ｎ ＝ ８ 牘，表明供
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杂质
Ｂ
Ｃ
Ｄ
Ｅ
Ｆ
Ｇ
Ｈ

回归方程
Ｙ ＝ ４８ ８６７ Ｘ － １ ２７７． ６
Ｙ ＝ ９７ ６５５ Ｘ － ２ ２４２． ５
Ｙ ＝ ３２ ６４９ Ｘ － ７ ７３２． ５
Ｙ ＝ ２６ ７２３ Ｘ － １ ４５８． ２
Ｙ ＝ ２８ ２４９ Ｘ － １ ２９５． ８
Ｙ ＝ ２１ ３９３ Ｘ － ３２８． ０
Ｙ ＝ ２８ ６１５ Ｘ － ７６２． ２

ｒ
０． ９９９ ６
０． ９９９ ６
０． ９９９ ８
０． ９９９ ９
０． ９９９ ８
０． ９９９ ９
０． ９９９ ７

线性范围牗μｇ ／ ｍＬ牘
０． ３７ ～ ２． ９６
０． ３８ ～ ３． ０４
２． ４５ ～ １９． ６３
０． ５９ ～ ４． ７０
０． ３０ ～ ２． ４０
０． ３４ ～ ２． ７５
０． ３２ ～ ２． ５４

定量限牗 ｎｇ 牘
０． ４８
０． ３５
１． ７２
３． ６８
３． ５１
２． ３９
１． ２０

检测限牗 ｎｇ 牘
０． １３
０． １２
０． ６０
１． ２６
１． ４６
１． ０３
０． ２８

精密度试验的ＲＳＤ 牗％ 牘
０． ９４
１． １０
１． ３７
１． ４５
１． ５１
１． １４
１． ３５

·研究·
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表１ 回归方程与线性范围牗 ｎ ＝ ５ 牘

表２ 加样回收试验结果（ｎ ＝ ９）
项目

Ｘ（％）
ＲＳＤ（％）

杂质Ｂ
９９． ８０
０． ７５

杂质Ｃ
１００． ００
０． ７１

杂质Ｄ
１０１． １０
０． ８６

杂质Ｅ
１００． ００
０． ９４

杂质Ｆ
１００． １０
０． ６８

杂质Ｇ
９９． ７０
０． ７３

杂质Ｈ
１００． ３０
０． ８２

试品溶液在室温下放置２４ ｈ不稳定，在 ４ ℃下放置２４ ｈ
稳定。

加样回收试验：取已知含量的样品（批号为１２０９１９）
适量，每份约１０ ｍｇ，共９份，精密称定，溶解，分别加入
０． ５，１． ０，１． ５ ｍＬ混合对照品贮备液，按拟订色谱条件
进样测定，记录峰面积并计算加样回收率。结果见表２。

２． ４ 样品中有关物质含量测定
取７批样品各适量，依法制备供试品溶液，按拟订

色谱条件进样测定，平行测定３次，记录峰面积，并计算
样品中有关物质含量。结果见表３。

３ 讨论
取杂质Ｂ，Ｃ，Ｄ，Ｅ，Ｆ，Ｇ，Ｈ对照品各适量，在 ２００ ～

４００ ｎｍ波长范围内进行全波长扫描，结果显示，所有杂
质对照品均在 ２６０ ｎｍ波长附近有最大吸收。杂质Ｅ与
杂质Ｆ出峰时间很近，因此首先考察杂质Ｅ与杂质Ｆ
间的分离情况，要求两者间分离度应大于１． ５。本试验
中对两组色谱条件进行了考察，第１组为甲醇－叔丁醇－
０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸氢二钠牗用磷酸调ｐＨ至５． ５牘 牗１１ ∶ １ ∶ ２８，
Ｖ ／ Ｖ ／ Ｖ 牘 牗Ａ 牘 －甲醇－叔丁醇－ ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸氢二
钠牗用磷酸调ｐＨ至５． ５ 牘 牗 ２７ ∶ １ ∶ １２，Ｖ ／ Ｖ ／ Ｖ 牘 牗 Ｂ 牘，梯度
洗脱；第２组为０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ醋酸铵缓冲液牗用冰醋酸调
ｐＨ至４． ６ 牘 －乙腈牗 ９７ ∶ ３，Ｖ ／ Ｖ 牘 牗Ａ 牘 － ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ醋酸

铵缓冲液牗用冰醋酸调ｐＨ至４． ６ 牘 －乙腈牗 ４０ ∶ ６０，
Ｖ ／ Ｖ 牘 牗 Ｂ 牘，梯度洗脱。结果在第２组色谱条件下，各杂
质与主峰间分离度均大于１． ５，更适合本样品分析有关
物质。

稳定性试验结果显示，供试品溶液在室温下放置
２４ ｈ时杂质Ｄ含量明显增加，说明供试品溶液在室温
下放置２４ ｈ 不稳定；供试品溶液在 ４ ℃条件下放置
２４ ｈ总杂质的绝对偏差小于０． １％，说明供试品溶液在
４ ℃下放置２４ ｈ稳定。

综上所述，本研究中建立的方法操作简便，精密度、
稳定性好，可用于富马酸替诺福韦二吡呋酯原料药中
７种有关物质含量的测定。
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批号
１２０９１９
１２０９２０
１２０９２５
２０１３０７０１
２０１３０７０２
２０１３０７０３
２０１７０２０１

表３ 样品中有关物质含量测定结果（％，ｎ ＝ ３）

注：“－”表示未检出。

杂质Ｂ
０． ０１
０． ０１
－
０． ０１
０． ０１
０． ０１
－

杂质Ｃ
－
－
－
－
－
－
０． ４５

杂质Ｄ
０． ５１
０． ４０
０． １３
０． ６７
０． ５８
０． ６２
０． １５

杂质Ｅ
０． ０８
０． ０７
０． １０
０． ０８
０． ０４
０． ０５
０． ０４

杂质Ｆ
－
－
－
－
－
－
－

杂质Ｇ
０． ０１
－
－
－
－
０． ０２
－

杂质Ｈ
０． ０１
－
－
０． ０２
－
０． ０２
０． ０２

其他
０． ０４
０． ０３
０． ０２
０． ０４
０． ０２
０． ０２
０． ０２

合计
０． ６６
０． ５１
０． ２５
０． ８２
０． ６５
０． ７４
０． ６８


