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摘要  目的: 建立 TM 208含量及有关物质的 RP- H PLC方法。方法:采用 Phenom enex Luna C18 ( 2) ( 150 mm @ 41 6 mm, 5 Lm )

色谱柱, 流动相为水 -甲醇 ( 25B75),流速 11 0 mL# m in- 1, 检测波长 254 nm, 柱温 25 e , 进样量 20 LL。结果: TM 208与其他

物质分离良好, 线性范围为 11 0~ 200Lg# mL- 1 ( r= 019997) ,日内、日间精密度 RSD均在 5%以下,平均回收率为 1001 2% ,检

测限为 50 ng# mL - 1。结论:该方法快速、准确、灵敏。
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Abstract Objective: To establish RP- HPLC methods for the determ inat ion of TM 208 and its related substances.

Methods: Separation w as performed on a Phenomenex Luna C18 ( 2) co lumn( 150mm @ 416mm, 5 Lm ). The co lumn

temperature was maintained at 30 e , the detection w aveleng th w as at 254 nm. The mobile phase consisted o fw ater-

methanol ( 25B75) at the flow rate o f110mL# m in
- 1
. The in ject ion vo lumew as 20 LL. Results: TM 208w as separated

complete ly from impurities. The linear range o fTM 208 w as 110- 200 Lg# mL
- 1
. The intra- and inter- day prec-i

sion w as lower than 5%. The average recovery of TM 208 was 10012%. The low est lim it o f detect ion w as 50 ng#

mL
- 1
. Conclusion: This method is fas,t accurate and sensitive to determ ine TM 208 and its related substances.
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4-甲基哌嗪 - 1 -二硫代甲酸 - ( 3-氰基 -

3, 3-二苯基 )丙酯盐酸盐 ( 4- methyl- p iperazine-

1- carbod ithioc acid 3- cyano- 3, 3- dipheny lpropyl

ester hydrochloride, TM 208,结构见图 1)是一种新合

成的氨基二硫代甲酸酯类化合物 ( d ith iocarbam ate)。

研究表明氨基二硫代甲酸酯类化合物对多种疾病,

如获得性免疫抑制综合症
[ 1]
、癌症

[ 2]
、动脉粥样硬

化
[ 3]
、糖尿病

[ 4]
等具有治疗作用。本课题组在研究

中发现,一些氨基二硫代甲酸酯类化合物具有较强

的抗肿瘤活性
[ 5~ 9]

, 其中化合物 TM 208的活性最

强。目前, 该化合物经药理研究, 证明其活性强、毒

图 1 TM208的结构式

F ig 1 C hem ical structu re of TM 208

性小
[ 10]

,同时本课题组进行了一系列非临床药代动

力学研究,揭示了该化合物的作用规律
[ 11 ~ 17 ]

,具有
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成为我国创制新药的潜力。为了进一步推进该化

合物的研究进程, 本研究目的在于建立 TM 208含

量及有关物质的 RP- HPLC方法, 为该原料药的

质量控制提供依据。有关此方面的研究, 尚未见

相关报道。

1 仪器与试药

DIONEX SUMM IT 高效液相色谱仪, D IONEX

Chromeleon工作站; PHXB- 302k型酸度计 (北京市

理化分析测试中心 )。 TM 208对照品 (纯度 >

9919% )及样品由我校化学生物学系杂环药物研究

组李润涛教授提供; 甲醇为色谱纯 (购于 FISHER

S IENT IFIC) ,色谱用水为娃哈哈饮用纯净水, 其他试

剂均为分析纯。

2 方法与结果

211 色谱条件与系统适用性  色谱柱: Phe-

nom enex Luna C18 ( 2 ) ( 150 mm @ 416 mm, 5

Lm ); 流动相: 水 - 甲醇 ( 25B75 ) ; 流速: 110 mL

# m in
- 1
; 检测波长: 254 nm; 柱温: 25 e ; 进样

量: 20 LL。在上述色谱条件下, TM 208峰与相邻

杂质峰的分离度大于 115, 理论板数按 TM 208计

算在 5000以上。

212 专属性  取流动相 20 LL进样, 记录色谱图,

结果表明流动相对测定无干扰。精密称取 TM 208

适量, 加甲醇溶解并稀释制成每 1 mL含 5 mg的

TM 208溶液。精密量取 5 mg# mL
- 1

TM 208溶液 2

mL置 50mL量瓶中,加入 1mo l# L
- 1
氢氧化钠溶液

2 mL,放置 4 h后,用 1mo l# L
- 1
盐酸调节 pH 至中

性,再加入流动相稀释至刻度, 得碱破坏溶液; 精密

量取 5mg# mL
- 1

TM 208甲醇溶液 2 mL置 50 mL

量瓶中, 加入 1 mol# L
- 1
盐酸溶液 2 mL, 放置 4 h

后,用 1 mol# L
- 1
氢氧化钠溶液调节 pH至中性,再

加入流动相稀释至刻度,得酸破坏溶液; 精密量取 5

mg# mL
- 1

TM 208甲醇溶液 2mL置 50 mL量瓶中,

加入 3%过氧化氢溶液 2 mL, 放置 4 h后,调节 pH

至中性,再加入流动相稀释至刻度, 得氧化破坏溶

液;精密量取 5mg# mL
- 1

TM 208甲醇溶液 2 mL置

50 mL量瓶中, 加甲醇稀释成 200 Lg# mL
- 1

TM 208

溶液, 在 100 e 中水浴加热 2 h,得热破坏溶液;取适

量样品平铺于带盖平底瓶中,在 4500 lx光照条件下

光照 24 h, 用甲醇配制成 200 Lg# mL
- 1
的溶液,得

光破坏溶液。将上述溶液分别进样 20 LL, 记录色

谱图。结果表明,本方法能有效检查出各破坏性实

验中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 TM208对照品及样品破坏色谱图

F ig 2 HPLC ch rom atogram s of reference sub stance and the degradation

produ cts of TM 208

A.对照品 ( reference subs tan ce)  B. 光照 ( degraded by ligh t)  C.碱

破坏 ( degraded by base)  D.酸破坏 ( degraded by acid )  E.氧化破

坏 ( degraded by ox idation)  F.加热破坏 ( degraded by heat)  G.流动

相 (m ob ile ph ase)

213 线性关系  精密称取对照品 10 mg,置 10 mL

量瓶中, 加入流动相定容, 配制成 1mg# mL
- 1
的溶

液。精密移取此溶液适量,置 10mL量瓶中,用流动

相稀释至刻度, 制成 TM 208 1, 5, 10, 50, 100, 150,

200 Lg# mL
- 1
的 7种浓度溶液, 各取 20 LL进样。

以 TM 208的峰面积平均值 A 对 TM 208浓度 C进行

回归运算,回归方程为:

A = 015363C+ 010412 r= 019997
TM 208浓度在 110~ 200 Lg# mL

- 1
范围内线性关系

良好。

214 精密度  精密称取对照品适量, 制成 TM 208

)100) 药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2011, 31( 1)



10, 100, 200 Lg# mL
- 1
的 3种浓度溶液,每个浓度连

续进样 5次,考察日内精密度,高、中、低 3种浓度的

峰面积 RSD分别为 0127% , 310% , 110%。平行 5 d

连续测定,考察日间精密度,高、中、低 3种浓度的峰

面积 RSD分别为 118%, 0192% , 418%。
215 溶液稳定性  配制 50 Lg# mL

- 1
的 TM 208甲

醇供试品溶液,室温下放置,分别在 0, 2, 4, 6, 8, 10,

12 h时进样测定含量, 计算其 RSD为 210%。说明
TM 208溶液在室温下放置 12 h稳定。

216 检测限与定量限  在上述色谱条件下,平行测

定 5次的 TM 208检测浓度为 50 ng# mL
- 1

( S /N =

3) ,峰面积的 RSD为 715%; 平行测定 5次的 TM 208

定量浓度为 200 ng# mL
- 1

( S /N = 10) , 峰面积的

RSD为 513%。
217 含量测定  精密称取供试品 10 mg, 置 100

mL量瓶中,加流动相溶解并稀释至刻度,摇匀,即得

供试品溶液。取供试品溶液 20 LL注入液相色谱仪

中,记录色谱图。采用标准曲线法以峰面积计算供

试品中的 TM 208含量。测得 3批样品中 TM 208的

含量分别为 99175% , 99112% , 99116%。
218 有关物质测定  精密量取 / 2170项下供试品

溶液 1mL,置 20 mL量瓶中, 加流动相溶解并定容

制成每 1 mL中含 5 Lg的对照溶液。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, 以不加校正因子的自身对照法计算总杂质含

量。测定 3批样品杂质含量均不大于 1%。

3 讨论
在相同体积比下, 考察乙腈 - 水与甲醇 - 水

对 TM 208对照品的洗脱能力, 甲醇 - 水混合流动

相可以改善 TM 208的拖尾现象,改善峰形, 故本研

究采用甲醇 -水作为流动相。分别考察在不同 pH

条件下 TM 208的保留行为, 峰形改变不大, 为了实

验的方便简洁和重复性, 决定不加入盐类调节流

动相 pH。TM 208在光照、加热和酸性条件下较为

稳定,对碱性、氧化条件比较敏感; 降解产物结构

需要在后续研究中采用液质等手段确定, 并做出

毒性检测。本法可用于 TM 208的含量及有关物质

的测定。
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