
学 报
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１５，４６（１）：７８－８０

ＲＰＨＰＬＣ测定替诺福韦及其有关物质

刘　超１，２，３
，钟　惺２，３

，席艳琼
２，３
，汤银霞

２，３
，蒋　礼２，３

，王福军
２，３
，蒲　通２，３

，曾　苏１

（１浙江大学药学院，杭州 ３１０００７；２浙江车头制药股份有限公司，台州 ３１７３２１；
３浙江省抗病毒药物工程技术研究中心，台州 ３１７３２１）

摘　要　为了研究替诺福韦的有关物质，合成了３个有关化合物，建立了替诺福韦ＲＰＨＰＬＣ分离条件（以ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸ
ＳＢＣ１８为色谱柱，以甲醇００２ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾为流动相梯度洗脱，检测波长为２６０ｎｍ）。结果显示替诺福韦有３种潜在
的有关物质。所建立的分析方法准确度高，重复性好，适用于替诺福韦有关物质的含量检测。
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　　替诺福韦是一种新型开环膦酸核苷化合物，可
有效抑制逆转录病毒的复制。替诺福韦酯（ｔｅｎｏｆｏ
ｖｉｒｄｉｓｏｐｒｏｘｉｌｆｕｍａｒａｔｅ，ＴＤＦ）是替诺福韦的前药，自
２００１年被美国 ＦＤＡ批准用于治疗 ＨＩＶ感染［１－４］。

中国从２０１２年起将 ＴＤＦ列为 ＨＩＶ感染的一线治
疗药物。２０１１年国家 ＣＦＤＡ批准替诺福韦酯治疗
慢性乙型肝炎的新药临床试验申报，标志着替诺福

韦酯成为慢性乙肝抗病毒治疗新药。

关于替诺福韦有关物质的含量测定尚未见文

献报导，本文采用 ＲＰＨＰＬＣ对替诺福韦的有关物
质含量测定进行了研究。

!

　材　料

１１　试　剂
替诺福韦及其杂质Ａ～Ｃ对照品（结构式见图

１，浙江车头制药股份有限公司，杂质Ａ～Ｃ经ＨＰＬＣ
归一化纯度分别为 ９９２％，９４９％，９７４％）；替诺
福韦样品（浙江车头制药股份有限公司）；磷酸二

氢钾为分析纯，甲醇、冰醋酸为色谱纯。

１２　仪　器
ＰｒｏｍｉｎｅｎｃｅＬＣ２０Ａ型高效液相色谱仪、ＬＣ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ色谱工作站（日本岛津公司）。

'

　方法及结果

２１　替诺福韦样品中的杂质分析
在研究替诺福韦中，发现了 ３个限度超过

０１％的杂质，根据对合成工艺的分析，发现杂质Ａ
为反应体系中未水解的原料；杂质 Ｂ为水解反应
原料中未发生缩合反应的杂质；杂质 Ｃ为杂质 Ａ
部分水解形成的杂质，该杂质尚未见文献报道。本
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课题组对杂质 Ａ～Ｃ进行了结构解析和确证（图
１）。在此基础上，本研究建立了替诺福韦有关物
质测定的ＲＰＨＰＬＣ方法。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｔｅｎｏｆｏｖｉｒａｎｄ３ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

２２　色谱条件
色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８，２５０ｍｍ×４６

ｍｍ，５μｍ。检测波长：２６０ｎｍ。流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ。
柱温：２５℃。进样量：１０μＬ。流动相Ａ为甲醇，流
动相Ｂ为００２ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钾，采用梯度洗脱
的方式。梯度洗脱程序：５ｍｉｎ，９２％Ｂ；２５ｍｉｎ，
７７％Ｂ；４０ｍｉｎ，５０％ Ｂ；４５ｍｉｎ，９２％ Ｂ；６０ｍｉｎ，
９２％ Ｂ。稀释剂为流动相Ｂ。
２３　溶液的制备

称取替诺福韦样品２０ｍｇ于２０ｍＬ量瓶中，用
稀释剂溶解并稀释定容至刻度，摇匀即得。

２４　系统适用性
分别称取替诺福韦对照品５ｍｇ、杂质 Ａ、Ｂ对

照品各５ｍｇ，杂质Ｃ对照品７ｍｇ于同一个１００ｍＬ
量瓶中，用甲醇溶解并稀释定容至刻度；精密移取

１０ｍＬ于５０ｍＬ量瓶中，用甲醇稀释定容至刻度。
结果（图２）表明替诺福韦和各杂质的分离良好。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓｙｓｔｅｍｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｏｆｍｉｘｔｕｒｅｏｆｔｅｎｏｆｏ
ｖｉｒａｎｄｉｔｓｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓＡＣ
１：Ｔｅｎｏｆｏｖｉｒ；２：ＩｍｐＢ；３：ＩｍｐＣ；４：ＩｍｐＡ

２５　方法专属性
２５１　酸破坏　取替诺福韦样品２０ｍｇ于２０ｍＬ
量瓶之中，加入 １ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液 ５０ｍＬ，置于

６０℃水浴中６ｈ，之后冷却至室温，加入１ｍｏｌ／Ｌ氢
氧化钠溶液５０ｍＬ中和后，加稀释剂定容至刻度。
２５２　碱破坏　取替诺福韦样品２０ｍｇ于２０ｍＬ
量瓶之中，加入１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液 ５０ｍＬ，置
于６０℃水浴中６ｈ，之后冷却至室温，加入１ｍｏｌ／Ｌ
盐酸溶液 ５０ｍＬ中和后，加稀释剂定容至刻度。
２５３　氧化破坏　取替诺福韦样品 ２０ｍｇ于
２０ｍＬ量瓶之中，加入３０％双氧水溶液５０ｍＬ，置
于６０℃水浴中４ｈ，之后冷却至室温，加稀释剂定
容至刻度。

分别取上述溶液进样，记录色谱图，结果表明

替诺福韦经过酸、碱和氧化破坏后，所产生的杂质

均可以与主峰达到基线分离，经过 ＰＤＡ对主峰峰
纯度检测，峰纯度均符合要求（图３），表明方法的
专属性良好。

２６　线性范围
分取替诺福韦、替诺福韦杂质Ａ～Ｃ对照品适

量，配制成质量浓度分别为 １０，１０，１０，２０μｇ／ｍＬ
的混合储备液，分别取该混合储备液 １０ｍＬ至
１００ｍＬ量瓶中，加稀释剂定容至刻度，标记为溶液
Ｌ１；储备液１０ｍＬ至５０ｍＬ量瓶中，加稀释剂定容
至刻度，标记为溶液 Ｌ２；储备液１０ｍＬ至２５ｍＬ
量瓶中，加稀释剂定容至刻度，标记为溶液 Ｌ３；储
备液４０ｍＬ至５０ｍＬ量瓶中，加稀释剂定容至刻
度，标记为溶液Ｌ４；储备液５０ｍＬ至５０ｍＬ量瓶
中，加稀释剂定容至刻度，标记为溶液 Ｌ５；储备液
６０ｍＬ至５０ｍＬ量瓶中，加稀释剂定容至刻度，标
记为溶液Ｌ６。分别进Ｌ１～Ｌ６溶液各３次，按照峰
面积平均值 Ａ和质量浓度 ｃ（μｇ／ｍＬ）进行线性回
归，得标准曲线方程：替诺福韦：Ａ＝２８１３３ｃ＋
６０２９，ｒ＝０９９９５（０１～１２μｇ／ｍＬ）；替诺福韦杂
质Ａ：Ａ＝２３０００ｃ－１８０４，ｒ＝０９９８９（０１～１２
μｇ／ｍＬ）；替诺福韦杂质 Ｂ：Ａ＝４２９６５ｃ－３８９１，ｒ
＝０９９９９（０１～１２μｇ／ｍＬ）；替诺福韦杂质Ｃ：Ａ＝
１９９２６ｃ－１１８５，ｒ＝０９９９９（０２～２４μｇ／ｍＬ）。
２７　检出限

进样“２６”项下 Ｌ１溶液，计算替诺福韦杂质
Ａ～Ｃ和替诺福韦的信噪比，然后用稀释剂分别稀
释合适的倍数，使各已知杂质和替诺福韦的信噪比

约为３，即为各自的检出限溶液；进样检测，重复
２次。结果表明，替诺福韦及其杂质 Ａ～Ｃ的检出
限分别为６１，６０，６１，１３６ｐｇ。
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Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｕｎｄｅｓｔｒｏｙｅｄｔｅｎｏｆｏｖｉｒ（Ａ），ｔｅｎｏｆｏｖｉｒｄｅｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙａｃｉｄ（Ｂ），ｔｅｎｏｆｏｖｉｒｄｅｓｔｒｕｃｔｅｄｂｙｂａｓｅ（Ｃ），ａｎｄｔｅｎｏｆｏｖｉｒｄｅｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｂｙｏｘｉｄａｔｉｏｎ（Ｄ）

２８　精密度
分取替诺福韦杂质 Ａ～Ｃ适量配制成质量浓

度为１０，１０，２０μｇ／ｍＬ的混合储备液，取替诺福韦
样品５０ｍｇ至于５０ｍＬ量瓶之中，加入杂质混合储
备液５０ｍＬ于量瓶之中，稀释剂溶解并定容至刻
度，平行配制６份，进样。替诺福韦杂质 Ａ～Ｃ的
含量ＲＳＤ（％）分别为０７９，０３８和０４５。
２９　回收率

取“２７”项下杂质混合储备液，将未加入杂质
混合储备液标记为Ａ０：取替诺福韦样品５０ｍｇ至于
５０ｍＬ量瓶之中，稀释剂溶解并定容。５０％添加杂
质混合储备液标记为Ａ１：取替诺福韦样品５０ｍｇ至
于５０ｍＬ量瓶之中，加入杂质混合储备液２５ｍＬ于
量瓶之中，稀释剂溶解并定容至刻度。１００％添加杂
质混合储备液标记为 Ａ２：取“２７”项下精密度重复
溶液。１２０％添加杂质混合储备液标记为 Ａ３：取替
诺福韦样品５０ｍｇ至于５０ｍＬ量瓶之中，加入杂质
混合储备液６ｍＬ于量瓶之中，稀释剂溶解并定容至
刻度。分别进样Ａ０～Ａ３溶液，重复３次。按照公式
（１）计算每个浓度点的回收率（）。

＝ｃＡ／ｃＢ （１）
其中ｃＡ为溶液Ａ１～Ａ３中各杂质的计算含量；

ｃＢ为溶液Ａ１～Ａ３中各杂质实际配制的含量；ｃＡ＝
（ａ－ａ０）；ａ为溶液Ａ１～Ａ３中各杂质归一化法的含
量；ａ０为溶液Ａ０中各杂质归一化法的含量。

根据计算得知，替诺福韦杂质Ａ～Ｃ的回收率
（％）分别为９５６２、１０６８３和９８７６。
２１０　有关物质检测

按照上述色谱条件，取某制药公司连续生产３
批样品测定，结果见表１。

Ｔａｂｌｅ１　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｏｆｔｅｎｏｆｏｖｉｒｂｙｔｈｅｍｅｔｈｏｄ
ｅｓｔｂｌｉｓｈｅｄ

ＢａｔｃｈＮｏ Ｔｅｎｏｆｏｖｉｒ／％ ＩｍｐＡ／％ ＩｍｐＢ／％ ＩｍＣ／％
２０１４０４００１ ９９６１ ０１１６ ０１６４ ００８６
２０１４０４００２ ９９７２ ０１０５ ０１４２ ００７７
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$

　讨　论

本文使用ＲＰＨＰＬＣ法对替诺福韦的有关物质
进行了研究，并应用于实际生产中样品的检测。在

前期文献调研中，未见关于替诺福韦的有关物质的

文献报道。在所建立方法中，所有杂质均达到基线

分离，主峰峰纯度符合要求。通过完整的方法学验

证，证明了方法的可靠性、实用性和耐用性。

参 考 文 献

［１］　ＶａｎＧｒｉｅｎｓｖｅｎＪ，ＰｈｉｒｕｍＬ，ＴｈａｉＳ，ｅｔａｌ．Ａｃｌｉｎｉｃａｌｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

ｓｃｏｒｅｆｏｒｔａｒｇｅｔｅｄｃｒｅａｔｉｎｉｎｅｔｅｓｔｉｎｇｂｅｆｏｒｅｉｎｉｔｉａｔｉｎｇｔｅｎｏｆｏｖｉｒ

ｂａｓｅｄａｎｔｉｒｅｔｒｏｖｉｒａｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎＣａｍｂｏｄｉａ［Ｊ］．ＪＡｃｑｕｉｒＩｍｍｕｎｅ

ＤｅｆｉｃＳｙｎｄｒ，２０１４，６５（４）：１５０－１５２

［２］　ＭａｎｓｏｏｒＬＥ，ＫａｒｉｍＱＡ，ＷｅｒｎｅｒＬ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐａｃｔｏｆａｎａｄｈｅｒｅｎｃｅ

ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｏｎｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓｏｆｔｅｎｏｆｏｖｉｒｇｅｌｉｎｔｈｅＣＡＰＲＩＳＡ

００４ｔｒｉａｌ［Ｊ］．ＡＩＤＳＢｅｈａｖ，２０１４，１８（５）：８４１－８４８

［３］　ＨｕＣＹ，ＬｉｕＹＭ，ＬｉｕＹ，ｅｔａｌ．Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓａｎｄｔｏｌｅｒａｂｉｌｉｔｙｏｆ

Ｔｅｎｏｆｏｖｉｒｄｉｓｏｐｒｏｘｉｌｆｕｍａｒａｔｅ３００ｍｇｏｎｃｅｄａｉｌｙ：ａｎｏｐｅｎｌａｂｅｌ，

ｓｉｎｇｌｅａｎｄｍｕｌｔｉｐｌｅｄｏｓｅｓｔｕｄｙｉｎｈｅａｌｔｈｙＣｈｉｎｅｓｅｓｕｂｊｅｃｔｓ［Ｊ］．

ＣｌｉｎＴｈｅｒ，２０１３，３５（１２）：１８８４－１８８９

［４］　ＣｕｓｔｏｄｉｏＪＭ，ＹｉｎＸ，ＨｅｐｎｅｒＭ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｏｏｄｏｎｒｉｌｐｉ

ｖｉｒｉｎｅ／ｅｍｔｒｉｃｉｔａｂｉｎｅ／ｔｅｎｏｆｏｖｉｒｄｉｓｏｐｒｏｘｉｌｆｕｍａｒａｔｅ，ａｎａｎｔｉｒｅｔｒｏｖｉ

ｒａｌｓｉｎｇｌｅｔａｂｌｅｔｒｅｇｉｍｅｎｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＨＩＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｊ

ＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１４，５４（４）：３７８－３８５

０８




