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摘要  目的: 建立测定拉米夫定含量及有关物质的 RP- H PLC方法。方法: 进行拉米夫定含量测定及有关物质检查时, 采用

D iam onsil C18柱 ( 200 mm @ 41 6 mm, 5 Lm ), 流动相为 01025 m ol# L - 1醋酸铵溶液 ( pH 319 ? 01 1) -甲醇 ( 90B10),流速为 11 0

mL# m in- 1,检测波长为 277 nm; 进行拉米夫定对映体纯度检查时, 采用 CYCLOBOND I 2000 RSP柱 ( 250 mm @ 416 mm, 5

Lm ),流动相为 01 05 m o l# L- 1醋酸铵溶液 ( pH 319 ? 01 1) -甲醇 ( 95B5), 流速为 018 mL# m in- 1,检测波长为 270 nm。结果:

拉米夫定与其他杂质能较好分离,拉米夫定浓度在 51 0 ~ 501 0 Lg# mL - 1范围内线性关系良好 ( r= 01 9997), 平均回收率为

10011% ( RSD= 0169% , n= 9),检测限为 01 2 ng# mL - 1;拉米夫定与其右旋对映体可完全分离。结论:本方法灵敏、准确、专属

性好, 可用于拉米夫定的含量测定、有关物质检查及对映体纯度检查。
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RP- HPLC determ ination of lam ivudine and its related substances
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Abstract Objec tive: To establish RP- HPLC methods fo r the determ inat ion o f lam ivud ine and its related sub-

stances. Method: Separat ion of lam ivudine and its re lated substancesw as performed on a D iamonsilC l8 co lumn( 200

mm @ 416 mm, 5 Lm ). The mob ile phase consisted o f 01025 moL# L
- 1

ammon ium acetate( pH 319 ? 011) -
methano l( 90B10) . The f low ratew as 110mL# m in- 1 and the detection w ave leng th w as 277 nm. Separation of lam-i

vud ine enantiomers w as performed on a CYCLOBOND I 2000 RSP co lumn( 250mm @ 416mm, 5 Lm). Themo-
b ile phase consisted of 0105 moL# L

- 1
ammon ium aceta te( pH 319 ? 011) - methano l( 95B5) . The f low rate w as

018mL# m in- 1
and the detection waveleng th w as 270 nm. Results: Lam ivudine w as separated completely from im-

pur ities. The linear range of lam ivud inew as 5- 50 Lg# mL
- 1
( r = 019997) . The average recovery o f lam ivudine

w as 10011% w ith RSD o f 0169% ( n = 9) . The low est lim it of detection w as 012 ng# mL
- 1
. ( - ) - Lam ivudine

w as separated comp lete ly from ( + ) - lam ivud ine. Conclusion:W ith good sensit iv ity and selectiv ity, the method can

be applicable for the determ ination o f lam ivudine and its related substances.
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拉米夫定 ( lam ivud ine)是一种新型的核苷类抗

病毒药,其化学名为 ( 2R -顺式 ) - 4-氨基 - 1- ( 2

-羟甲基 - 1, 3-氧硫杂环戊 - 5-基 ) - ( 1H ) -嘧

啶 - 2-酮, 结构式见图 1。拉米夫定在细胞内磷酸

化为活性的三磷酸衍生物, 通过竞争性抑制乙型肝

炎病毒 ( HBV )聚合酶而抑制 HBV - DNA的合成,

同时又与新合成的 HBV结合引起链的中断,从而抑

制 HBV病毒的复制
[ 1~ 3 ]
。拉米夫定于 1998年分别

通过美国 FDA和我国 SDA批准用于治疗慢性乙型

肝炎,现已成为 HBV感染的一线治疗药物。目前,

拉米夫定原料药及其制剂在我国均为进口药品, 由

于专利保护, 国内一直未有自主知识产权的产品。

本文所研究的拉米夫定原料药由湖南千金湘江药业

股份有限公司研制。为了有效控制产品质量, 本研

究旨在建立拉米夫定原料药的含量测定及有关物质

检查的反相高效液相色谱法。有关该方面的研究,
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国内尚未见文献报道。

图 1 拉米夫定化学结构式

Fig 1 Chem ical stru cture of lam ivud in e

1 仪器与试药
LC- 10AD高效液相色谱仪 (日本岛津公司 ) ;

N2000色谱工作站 (浙江大学智能信息工程研究

所 ) ;拉米夫定原料药 (湖南千金湘江药业股份有限

公司自制,批号: 060101, 060102, 060103) ;拉米夫定

对照品 ( USP, 纯度 > 9919% ); 拉米夫定左、右旋体

混合对照品 ( USP, 左旋体含量为 9816% ); 甲醇为

色谱纯;水为双蒸水; 其余试剂均为分析纯。

2 方法与结果

211 含量测定及有关物质检查

21111 色谱条件与系统适用性

色谱柱: D iamonsil C18柱 ( 200 mm @ 416mm, 5
Lm);流动相: 01025 mo l# L

- 1
醋酸铵溶液 ( pH 319

? 011) -甲醇 ( 90B10); 流速: 110mL# m in- 1
;检测

波长: 277 nm;柱温: 25 e ;进样量: 20 LL。
在上述色谱条件下, 拉米夫定峰与相邻杂质峰

的分离度大于 115, 理论塔板数按拉米夫定计算在
4000以上。

21112 专属性
取空白流动相 20 LL注入液相色谱仪, 记录色

谱图。结果表明,流动相对测定无干扰 (见图 2)。

取本品数份, 1份置于照度 ( 4500 ? 500) lx的
光照箱内, 放置 10 d; 1份在 120 e 下加热 4 h, 冷

却至室温; 1份加入 1 mo l# L
- 1
的盐酸溶液 210

mL,室温放置 4 h,用氢氧化钠溶液中和; 1份加入

1 mo l# L
- 1
的氢氧化钠溶液 210 mL,室温放置 4h,

用盐酸溶液中和; 1份加入 3%过氧化氢溶液 210
mL,室温放置 4, 调 pH 至中性。上述样品分别加

流动相配制成浓度约为 250 Lg# mL
- 1
的溶液, 分

别进样 20 LL,记录色谱图。结果表明, 本方法能

有效检出各破坏性试验产生的降解产物和样品中

的相关杂质, 且杂质峰与主成分峰能很好分离 (见

图 2)。

图 2 拉米夫定含量测定及有关物质检查色谱图

F ig 2 HPLC chrom atogram s of lam ivud ine and its related sub stan ces

A.对照品 ( standards)  B.空白流动相 ( b lank )  C.样品 ( samp le)  

D.光破坏 ( d egradation products by ligh t)  E. 高温破坏 ( degradation

produ cts by h eat)  F.酸破坏 ( degradation p roducts by acid )  G.碱破

坏 ( degradation products by base)  H.氧化破坏 ( degradation products

by oxidat ion )

1.拉米夫定 ( lam ivud in e)

21113 检测限和定量限  在上述色谱条件下,取基

线噪声的 3倍值作为检测限、基线噪声的 10倍值作
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为定量限, 测得拉米夫定的检测浓度为 012 ng#
mL

- 1
,定量浓度为 015 ng# mL- 1

。

21114 线性关系  取拉米夫定对照品约 12mg,精

密称定,置 50mL量瓶中, 加流动相溶解并稀释至刻

度,摇匀。精密量取此溶液 011, 012, 014, 016, 018,
110mL分别置 10 mL量瓶中, 加流动相稀释至刻

度,摇匀。分别进样, 记录色谱图, 以峰面积为纵坐

标 (A ),浓度为横坐标 (C )进行线性回归, 回归方程

为:

A = 61835 @ 104C+ 71118 @104  r= 019997
拉米夫定浓度在 510~ 5010 Lg# mL

- 1
范围内线性

关系良好。

21115 精密度、重复性与溶液稳定性

取浓度为 2010 Lg# mL
- 1
的拉米夫定对照品溶

液,重复进样 6次,测得峰面积的 RSD为 0177%, 说
明本法精密度良好。

取本品约 25 mg, 精密称定,共称取 6份, 配制

浓度为 2010 Lg# mL- 1
的供试品溶液,分别进样,测

得拉米夫定含量的 RSD为 0163% ,说明本法重复性

良好。

取浓度为 2010 Lg# mL
- 1
的同一份供试品溶

液,室温下避光放置, 分别于第 0, 2, 4, 6, 8, 12 h进

样,记录色谱图, 测得峰面积的 RSD为 0142% ,说明

拉米夫定溶液在室温下避光放置 12 h稳定。

21116 回收率  分别取拉米夫定对照品约 10,

1215, 15 mg, 精密称定, 各称取 3份,分置 50 mL量

瓶中, 加流动相稀释至刻度,摇匀。精密吸取此溶液

1 mL置 10 mL量瓶中, 加流动相溶解并稀释至刻

度,摇匀, 配制成高、中、低 3个浓度的溶液, 分别进

样测定, 高、中、低 3 个浓度的回收率分别为

10014%, 10019%, 10012%, 平均回收率为 10011%
( RSD= 0169% )。

21117 有关物质检查方法  取本品约 25 mg, 精密

称定, 置 100mL量瓶中, 加流动相溶解并稀释至刻

度,摇匀,得到浓度为 250 Lg# mL
- 1
的拉米夫定溶

液,作为供试品溶液;精密量取供试品溶液 110 mL,
置 100mL量瓶中,加流动相稀释至刻度, 摇匀,得到

浓度为 215 Lg# mL- 1
的拉米夫定溶液, 作为对照溶

液。分别取供试品溶液和对照溶液各 20 LL注入液

相色谱仪, 记录色谱图至主成分保留时间的 2倍。

以不加校正因子的自身对照法计算总杂质含量,结

果见表 1。

21118 含量测定方法  取本品约 25 mg, 精密称

定,置 100mL量瓶中,加流动相溶解并稀释至刻度,

摇匀。精密量取此溶液 110 mL, 置 10 mL量瓶中,

加流动相溶解并稀释至刻度,摇匀,取 20 LL注入液

相色谱仪,记录色谱图; 另取拉米夫定对照品适量,

同法测定。按外标法以峰面积计算供试品中拉米夫

定的含量,结果见表 1。

表 1 样品含量及有关物质测定结果 (% )

Tab 1 R esu lts of the determ ination of lam ivud ine

and its re lated substances

批号

( L ot N o. )

拉米夫定

[ ( - ) -

lam ivud ine]

有关物质

( related

substances)

右旋体

[ ( + ) -

lam ivud ine]

060101 981 9 0133 0118

060102 991 4 0131 0116

060103 981 9 0131 0112

212 对映体纯度检查

21211 色谱条件与系统适用性试验  
色谱柱: CYCLOBOND I 2000 RSP柱 ( 200 mm

@ 416mm, 5 Lm ), 流动相: 0105mo l# L
- 1
醋酸铵溶

液 ( pH 319 ? 011) - 甲醇 ( 95B5); 流速: 018 mL#

m in
- 1
; 检测波长: 270 nm; 柱温: 25 e ; 进样量: 20

LL。

在上述色谱条件下,拉米夫定左、右旋体色谱峰

之间的分离度大于 115,理论塔板数大于 3000。

21212 专属性
取流动相 20 LL注入液相色谱仪,记录色谱图。

结果表明,流动相对测定无干扰 (见图 3)。

取光照、高温、酸、碱、氧化等破坏性试验的溶液

(溶液制备方法同 / 211120项 ), 浓度约为 100 Lg#

mL
- 1
的溶液,分别进样 20 LL,记录色谱图。结果表

明, 本方法能有效检出各破坏性试验产生的降解产

物和样品中的相关杂质,且杂质峰与左、右旋体峰能

很好分离 (见图 3)。

21213 检测限  在上述色谱条件下,取基线噪声的

3倍值作为检测限, 测得拉米夫定左旋体的检测限

为 012 ng# mL
- 1
。因右旋体与左旋体的紫外吸收

特性相同,故拉米夫定右旋体的检测限为 012 ng#
mL

- 1
。

21214 右旋体检查  取本品约 25 mg,精密称定,

置 100 mL量瓶中,加流动相溶解并稀释至刻度, 摇

匀, 得到浓度为 250 Lg# mL- 1的拉米夫定溶液。精

密量取此溶液 4 mL,置 10 mL量瓶中, 加流动相稀

释至刻度, 摇匀, 量取此溶液 20 LL, 注入液相色谱

仪,记录色谱图。按峰面积归一化法计算拉米夫定

右旋体含量,结果见表 1。
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图 3 拉米夫定对映体纯度检查色谱图

Fig 3 HPLC ch rom atogram s of lam ivud ine enant iom ers

A.对照品混合物 ( stand ard s)  B. 空白流动相 ( b lank )  C. 样品

( sam ple)  D. 光破坏 ( degrad at ion produ cts by ligh t)  E. 高温破坏

( degradat ion produ cts by h eat)  F. 酸破坏 ( degradat ion p roducts by

acid)  G.碱破坏 ( degradat ion p roducts by base)  H.氧化破坏 ( deg-

radation products by oxidat ion )

1.拉米夫定左旋体 [ ( - ) - lam ivud in e]  2.拉米夫定右旋体 [ ( + )

- lam ivud in e]

3 讨论
311 采用 CYCLOBOND I 2000 RSP柱拆分拉米夫

定对映体时, 考察了不同流动相配比对手性分离

的影响, 发现随着水相 (醋酸铵缓冲液 )比例的增

加,拉米夫定左、右旋体的分离度增大。进一步考

察了不同浓度 ( 01025~ 0105 mol# L
- 1
)、不同 pH

值 ( 315~ 410)的醋酸铵缓冲液对手性分离的影
响,发现当醋酸铵溶液的浓度小于 0105 mo l# L

- 1

时,左、右旋体达不到基线分离, 而在 pH 319下,
左、右旋体的分离效果最好。最后选择 0105 mo l
# L

- 1
醋酸铵溶液 ( pH 319 ? 011) - 甲醇 ( 95B5)

的流动相组成。

312 柱温的微小变化会引起拉米夫定保留时间的

较大波动,实验发现, 随着柱温的升高,主药的保留

时间显著缩短。因此,为保证分析结果的重现性,实

验中需严格控制柱温。

313 拉米夫定有关物质的来源主要有: 拉米夫定

右旋体、合成中间体胞嘧啶和尿嘧啶以及合成末

步反应引入的乙酰水杨酸和水杨酸等杂质。本实

验测定了胞嘧啶、尿嘧啶、乙酰水杨酸和水杨酸的

检测限, 均小于 250 ng# mL
- 1
。在本文研究的 3

批样品中,除拉米夫定右旋体外, 其他 4种杂质未

被检出, 说明它们在样品中的含量均小于 011% ,

故不单独制定上述 4种杂质的检查, 而将之并入

有关物质检查中。
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