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高效液相色谱法监控左旋甲状腺素钠生产中的偶联反应
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摘要: 提出了用高效液相色谱法监控左旋甲状腺素钠合成关键步骤偶联反应。色谱条件: YMC-Pack Pro C18 反相色谱柱

( 4. 6 mm × 100 mm，5 μm) ; 甲醇-1‰磷酸水溶液为流动相，梯度洗脱; 检测波长 225 nm; 流速 1. 0 mL /min。偶联反应液

在 0. 05 ～ 0. 25 mg /mL 范围内线性关系良好( 相关系数 r = 0. 999 7) ; 加标回收率为 99. 79% ～ 100. 05% ; 重复进样的平均

RSD 为 1. 35%。方法的准确度高，精密度好，实际应用效果好。
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左旋甲状腺素钠是 Sandoz 公司开发的甲状

腺激素类药物，主要用于治疗由各种原因引起的

甲状腺功能减退症，于 2004 年 6 月获准美国 FDA
许可上市。该药可作为人体甲状腺激素缺失的替

代品，具有较大的市场需求。
以 L-酪氨酸为起始原料，如下图所示经 6 步

反应合成左旋甲状腺素钠是目前生产企业普遍采
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左旋甲状腺素钠合成路线

The synthesis of L-thyroxine

用的 工 艺 路 线［1，2］。由 中 间 体 3 ( N-Ac-diI-Tyr-
OEt) 与氧气在常压下偶联合成中间体 4 ( L-N-Ac-
T4-OEt) 是该工艺路线的关键反应。由于偶联收

率仅 40%左右，使得左旋甲状腺素钠的合成总收

率较低［2］，造成该工艺路线生产成本居高不下。
实验研究表明，偶联反应收率低的主要原因是反

应原料 N-Ac-diI-Tyr-OEt 利用率低，本文参考美

国药典［3］，利用反相高效液相色谱监控偶联反

应，建立 RP-HPLC 分析法，及时判断反应进行程

度，适时调控反应条件，使偶联反应原料转化率

有了较大提高，节约了左旋甲状腺素钠的生产

成本。

1 实验部分

1. 1 主要仪器与试剂

Series 200 高效液相色谱仪、200 紫外分光光

度检测器( 美国 Perkin-Elmer 公司) ; TCWS 色谱

工作站。
N-Ac-diI-Tyr-OEt 标 准 物、L-N-Ac-T4-OEt 标

准物( 苏州东南药物研发有限公司) ; 无水甲醇

( 色谱纯，美国 Fisher 公司) ; 磷酸( 分析纯，国药

集团化学试剂苏州有限公司) ; 超纯水( 上海屈臣

氏公司) 。
1. 2 色谱条件

色谱柱: 4. 6 mm × 100 mm，5 μm，YMC-Pack
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Pro C18 反相柱; 流动相 A: 甲醇、B: 1‰的磷酸水

溶液，梯度洗脱见表 1; 检测波长 225 nm; 进样量

2 μL; 室温操作，标准加入法定量。
表 1 流动相梯度表

Tab． 1 Gradient elution of mobile phase

时间 /min A 相 /% B 相 /% 流速 / ( mL·min －1 )

0 ～ 5 50 50 1. 0

5 ～ 13 50 ～ 95 50 ～ 5 1. 0

13 ～ 15 95 ～ 50 5 ～ 50 1. 0

15 ～ 20 50 50 1. 0

1. 3 监控方法

准确称取 0. 075 0 g( 准确到 0. 000 1 g) N-Ac-
diI-Tyr-OEt 标准物，用 20 mL 甲醇溶解并转移至

50 mL 容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，作为

储备液待用。
用移液管准确移取 1 mL 偶联反应液于 10

mL 容量瓶中，用流动相( VA ∶ VB = 13∶ 7) 配制成溶

液，稀释至刻度后，作为样品摇匀待用。
用移液管移取 1 mL 样品于样品瓶中，按色谱

条件以 2 μL 进样量分析，所得色谱图见图 1。再

由移液管移取 1 mL 样品于 10 mL 容量瓶中，加入

5 mL 标样储备液，用流动相( VA ∶ VB = 13∶ 7 ) 稀释

至刻度，摇匀。用移液管移取 1 mL 于样品瓶中，

在相同条件下以 2 μL 进样分析，所得色谱图见

图 2。

1. N-Ac-diI-Tyr-OEt; 2. L-N-Ac-T4-OEt

图 1 偶联反应液 HPLC 色谱图

Fig． 1 Chromatogram of sample

1. N-Ac-diI-Tyr-OEt; 2. L-N-Ac-T4-OEt

图 2 加入标样后偶联反应液 HPLC 色谱图

Fig． 2 Chromatogram of sample and standard

比较图 1、2: 加入标准物后，N-Ac-diI-Tyr-OEt
峰面积明显上升。测定所得峰面积与标准样加入

量的值，按下式计算反应液中 N-Ac-diI-Tyr-OEt
含量。

ωi = ［( Δωi / ( Ai ' /Ai － 1) ］/mi

式中，Δωi 为加入 N-Ac-diI-Tyr-OEt 标样的量; Ai '为加入标样

后 N-Ac-diI-Tyr-OEt 的峰面积; Ai 为未加标样时 N-Ac-diI-Tyr-OEt

的峰面积; mi 为反应液质量。

2 结果与讨论

2. 1 固定相和流动相的选择

N-Ac-diI-Tyr-OEt 和 L-N-Ac-T4-OEt 均为非水

溶性化合物，采用反相液相色谱法，以非极性的十

八烷基键合硅胶作固定相，以极性较大的溶剂甲

醇、水作为流动相，试验了 1) 不同配比的甲醇-水
溶剂系统; 2) 在甲醇-水系统中加入磷酸以调整峰

形。流速均控制在 1. 0 mL /min，经过反复优化，

得到了流动相 A、B 的梯度洗脱条件，此时分析时

间较短，分离度亦达到要求。
2. 2 检测波长的选择

N-Ac-diI-Tyr-OEt 和 L-N-Ac-T4-OEt 在 225
nm 处均有较强吸收峰，且为了兼顾终产品及其他

杂质的检测灵敏度，选用 225 nm 作为检测波长。
2. 3 工作曲线与检出限

分别移取标样储备液 1、3、5、7、9 mL 于 10
mL 容量瓶中，加入甲醇定容至刻度，混合均匀后，

按上述 1. 2 的条件进样分析，将所得结果以峰面

积对标样质量浓度作线性回归。同样按试验方法

配制一定浓度的偶联反应液，分别取 0. 5、1. 0、
1. 5、2. 0、2. 5 mL 于 10 mL 容量瓶中，用流动相

( VA∶ VB = 13∶ 7) 定容至刻度，混合均匀后，按 1. 2
的条件进样分析，将所得结果以峰面积对工作液

质量浓度作线性回归。标样及反应液标准曲线线

性方程、相关系数及线性范围结果见表 2。方法

的检出限为 3 μg /L。
表 2 标准样及偶联反应液的线性方程、相关系数及

线性范围

Tab． 2 The linear equation、correletion coefficient
and linear range

名称 线性方程
相关
系数

线性范围 /
( mg·mL －1 )

标准样 Y = 110 859. 254 + 4. 181 41 × 106X 0. 999 9 0. 3 ～ 2. 7

偶联
反应液

Y = 161 251. 019 + 4. 438 72 × 107X 0. 999 7 0. 05 ～ 0. 25

2. 4 精密度与重复性试验

取偶联反应液样品测试 8 次平行样，计算样

品中含 N-Ac-diI-Tyr-OEt 的量，求其精密度，结果
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见表 3。从表 3 的 8 次测定的重复性数据来看，

标准偏差在 1. 35%。
表 3 重复性试验结果

Tab． 3 Results of repeatability test
测定值 ω /mg 平均值珚ω /mg 平均 RSD /%

51. 00，53. 00，53. 00，52. 50，
52. 25，52. 25，51. 75，51. 50

52. 16 1. 35

2. 5 回收率试验

采用加标回收法，取 5 批样品，分别加入 N-
Ac-diI-Tyr-OEt，按 1. 2 色谱条件及实验方法测定

加入标样后测得的 N-Ac-diI-Tyr-OEt 质量，计算

回收率，结果列于表 4。
表 4 加标回收率试验结果

Tab． 4 Results of recovery test

序号 标识量 ω /mg 加入量 ω /mg 实测量 ω /mg 回收率 /%

1 10. 43 9. 00 19. 40 99. 84

2 10. 43 9. 00 19. 39 99. 79

3 10. 43 9. 00 19. 44 100. 05

4 10. 43 9. 00 19. 41 99. 90

5 10. 43 9. 00 19. 45 100. 10

2. 6 偶联反应液测定

按 1. 2 的色谱条件及 1. 3 的监控方法对反应

液进行高效液相色谱分析，测定不同反应时间 N-
Ac-diI-Tyr-OEt 在偶联反应液中的含量，考察偶联

反应进行的程度，详见图 3。

图 3 不同反应时间偶联反应液中

N-Ac-diI-Tyr-OEt 含量

Fig． 3 Contents of N-Ac-diI-Tyr-OEt in coupling
reaction liquid under different time

结果显示，反应在 25、50、70 h 3 个时间段，原

料转化率出现了明显减缓，通过及时调整反应条

件，偶联反应进行顺利，至 85 h 后，反应液中原料

含量基本保持不变，此时动态平衡趋于完成，可视

为偶联反应达到了终点。

3 结论

本文建立了用高效液相色谱法对左旋甲状腺

素钠生产过程中的关键步骤偶联反应进行监控的

方法。生产实践表明该方法能实时监测反应进

程，为反应条件的适时调节，从而使偶联反应原料

达最大利用率提供依据，对左旋甲状腺素钠合成

总收率的提高起到了有效的指导作用。
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