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摘要  目的: 建立高效液相色谱分析亲脂性阿仑膦酸酰胺化衍生物的方法。方法: 采用反相离子对色谱法、示差折光检测器,

以 Ag ilent CLC- ODS C18为固定相, 流动相为甲醇 -水 (含 5 mmo l# L- 1磷酸二氢铵, 2 mmo l# L- 1十二烷三丁基溴化胺, pH

71 2) ,两者比例为 75B25, 等度洗脱, 流速 110 mL# m in- 1。结果: 衍生物与其他物质分离良好, 方法在 015~ 30 mg# mL - 1内线

性关系良好 ( r= 019994), 回收率为 981 3% , RSD = 01 4% ( n = 6)。结论: 该方法操作简单方便,重复性较好, 结果令人满意,可

用于阿仑膦酸钠衍生物的分析。
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Antiphase ion- pair HPLC determ ination the hydrophobic

am idated derivatives of alendronated sodium
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Abstract Objective: To establish anHPLC method for the determ inat ion content of hydrophob ic bisphosphonate

deriva tives. Method: Ag ilent C18 co lumn ( 416 mm @ 250 mm, 5 Lm) w as used w ith the isocratic elution using a-

queous solution( conta in ing 5mmo l# L
- 1

ammonium dihydrogen phosphate and 2mmo l# L
- 1
dodecane tirbuty l bro-

m inat ion am ine, pH 712) - m ethano l ( 25B75) as mobile phase at a flow rate o f110mL# m in
- 1

and determ ined by

differential refractive index detector. Results: The derivat ives could be baseline separated and the calibration curve

w as linear in the range o f015- 30mg# L
- 1

( r= 019994) . The average recovery w as 9813% , precision (RSD ) w as

014% ( n = 6). Conclusion: Thism ethod is rapid, accurate, sensivive and can be used fo r determ ination of the con-

tent of hydrophob ic bisphosphonate derivatives.
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  阿仑膦酸钠 ( alendronate sodium )是第三代羟基

二膦酸盐类骨吸收抑制制剂,与骨内羟基磷灰石有

强亲和力,是一种骨代谢调节剂
[ 1~ 3 ]
。从二膦酸盐

抗骨吸收的机理来看, 二膦酸盐起作用是透过细胞

膜,被细胞内吞后在细胞内发挥作用,而不是在细胞

外发挥作用,所以亲脂性高,药物穿透细胞的能力就

强,药效就更显著
[ 4, 5]
。为此, 我们设计并制备了一

种分子中含有较长烷基链的阿仑膦酸盐酰胺化衍生

物,其结构如图 1所示。与阿仑膦酸钠分子相比,酰

胺化衍生物分子中带有较长的烷基链, 其疏水性增

加,有利于药物穿透细胞膜而发挥作用。

图 1 阿仑膦酸钠酰胺化衍生物分子设计图

F ig 1 Des ign chem icalm olecu lar structu re of am idated alendron ate sod-i

um derivat ives

一种新型化合物的合成, 离不开分析方法的建

立, 本文在结合阿仑膦酸钠分析方法的基础上
[ 6, 7]

,
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采用离子对反相高效液相色谱法, 配以示差折光检

测器,建立了阿仑膦酸钠酰胺化衍生物的方法。测

试结果表明,该法操作简便快速, 特异性好, 不需复

杂的样品处理过程, 为酰胺化衍生物的常规检查及

质量控制提供了简便可靠的分析手段。

1 仪器与药品

W aters- 2986高效液相色谱仪 (美国光谱物理

公司 ), W aters- 2410示差折光检测器, HW - 2000

色谱工作站 (南京千谱软件有限公司 )。阿仑膦酸

钠原料药 (含量为 9815% ,西安华萃生物技术有限

责任公司 ); 甲醇为色谱纯 ( Tedia公司,美国 ) ; 磷酸

二氢铵、四丁基溴化胺、十二烷三丁基溴化胺均为分

析纯; 试验用水均使用二次重蒸水。

2 色谱条件

色谱柱:反相 Ag ilent CLC- ODS C18高效液相柱

( 416mm @ 250 mm, 5 Lm )。HPLC条件:流动相为

甲醇 -水溶液 (含 5mmo l# L
- 1
磷酸二氢铵, 2 mmol

# L
- 1
四丁基溴化胺,调节 pH至 712左右 ), 两者按

不同的体积比进样。浓度: 110 mg# mL
- 1
, 流速:

110mL# m in
- 1
,进样量: 20 LL, 柱温:室温 ~ 50 e ,

检测器:示差折光检测器。

3 溶液的配制

311 对照品溶液  精密称取阿仑膦酸钠对照品 10

mg,加至 10mL量瓶中, 用水溶解并定容到刻度,超

声 10m in,制成 110mg# mL
- 1
的溶液。

312 供试品溶液  精密称取阿仑膦酸钠衍生物 10

mg,加至 10mL量瓶中, 用流动相溶解并定容到刻

度,超声 10m in,制成 110 mg# mL
- 1
的溶液。

4 方法与结果

411 色谱结果  图 2是阿仑膦酸钠 ( ALN )、脂肪酸

(十二酸 )以及相应的阿仑膦酸盐衍生物 ( BP -

C12)分别进样的色谱图。在相同的条件下, 阿仑膦

酸钠的出峰时间是 6108 m in,而十二酰胺衍生物的

出峰时间是 7112m in, 也就是相对于阿仑膦酸钠而

言,酰胺化衍生物极性降低,出峰时间延长。

将 3种化合物样品混合, 按照上述色谱条件测

定,其色谱图如图 3所示,结果表明, 反应起始原料

与合成的衍生物均能有效分离。

图 4是带有不同烷基链长的阿仑膦酸钠衍生物

( BP- C12、BP - C14、BP- C16 )的色谱图对比情况,

BP- C12的出峰时间 7112 m in, BP- C14的出峰时间

是 7142m in, BP- C16的出峰时间是 8179 m in, 体现

出了这 3种衍生物在极性上的差异。事实上这 3种

图 2 阿仑膦酸钠、脂肪酸以及衍生物的 HPLC色谱图

F ig 2 HPLC chrom atogram of alendron ate sod ium, fatty acid and deriva-

t ives

1.阿仑膦酸盐 ( a lendronate)  2.阿仑膦酸脂肪酰胺衍生物 ( alendr-

onate fatty am ide derivative)  3.脂肪酸 ( fatty acid)

图 3 阿仑膦酸脂肪酰胺衍生物的 HPLC系统适应性分离度图

F ig 3H PLC chrom atogram of system su itab ility of alend ronate fatty am ide

derivative

1.阿仑膦酸盐 ( a lendronate)  2.阿仑膦酸脂肪酰胺衍生物 ( alendr-

onate fatty am ide derivative)  3.脂肪酸 ( fatty acid)

衍生物的不同之处在于其分子中引入的烷基链长短

图 4 不同烷基链长阿仑膦酸钠衍生物的 HPLC色谱图

F ig 4 HPLC spectra of alend ronate sod ium derivatives w ith d ifferen t a-l

ky l introduced

1.溶剂 ( Solven ts)  2. 十二酰胺衍生物 ( Derivatives BP - C12 )  2c.

十四酰胺衍生物 ( Derivatives BP- C14 )  2d. 十六酰胺衍生物 ( Deriv-

at ives BP- C16 )

不同, BP- C16通过酰胺键在分子中引入了 16碳原

子, 因而其极性最弱, BP- C14次之, BP- C12引入的

分子链最短,因而极性最强, 在反相色谱图上, 在相
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同的条件下,出峰时间与物质的分子极性有关,极性

越弱, 其出峰时间越晚。

412 线性关系试验  精密称取二膦酸盐衍生物

250mg,置 50mL量瓶中, 加流动相至刻度,摇匀,精

密量取 1, 2, 3, 4, 5, 6mL分别置 10mL量瓶中,加流

动相至刻度, 摇匀, 按上述色谱条件, 分别进样 50

LL,记录色谱图。以二膦酸盐衍生物浓度 C (mg#

mL
- 1

)为横坐标,峰面积 A为纵坐标进行线性回归,

回归方程为:

A = 118608C + 415666 r= 019994
本品在 015~ 30 mg# mL

- 1
浓度范围内呈良好线性

关系, 最低检测限 ( LOD)为 0102 mg# mL
- 1

(S /N \
5)。

413 精密度试验  取浓度为 115mg# mL
- 1
的阿仑

膦酸钠供试品溶液, 连续进样分析 5次, 测定峰面

积,计算得峰面积的 RSD为 0135%。
414 稳定性试验  取浓度为 115mg# mL

- 1
的阿仑

膦酸钠供试品溶液,分别于 0, 1, 2, 4, 6, 8 h测定,所

得峰面积的 RSD为 0162%,说明阿仑膦酸钠溶液在

8 h内稳定。

415 回收率试验  按 / 3110项下方法, 将阿仑膦酸

衍生物配制成 1~ 5 mg# mL
- 1
的一系列溶液, 依上

述色谱条件进行测定, 测得 6次结果的平均回收率

为 9813%, RSD= 014% ( ( n = 6) ,结果详见表 1。

表 1 阿仑膦酸钠酰胺化衍生物回收率试验结果
Tab 1 Recovery resu lts of alendronate sod ium der ivatives

加入量

( added

amount) /mg

测得量

( measured

amount) /mg

回收率

( reco very)

/%

平均回收率

( av erage

recovery ) /%

RSD

/%

50 48175 9715 981 3 014

3716 37107 9816

3011 29162 9814

2419 24150 9814

2011 19184 9817

919 9172 9812

5 讨论

511 衍生物分子结构与色谱行为关系分析  从图
5阿仑膦酸钠与衍生物的分子结构来看, 阿仑膦酸

钠分子中含有较多的亲水性基团, 疏水性基团相对

较少, 衍生物由于分子中带有较长的烷基链而疏水

性有所增加,衍生物在反相固定相保留时间要长于

二膦酸盐,其出峰时间应该晚于二膦酸盐。另外,由

于 2个磷酸根基团在水溶液中均可发生解离, 因此

在流动相中膦酸盐实际上是以游离态和解离态多种

形式存在的,所以在采用反相柱子时,需要加入一些

离子对。

图 5 阿仑膦酸钠与衍生物的分子结构

F ig 5 C hem ical structu re of alend ronate sod ium and its derivat ives

512 离子对试剂的选择  由于阿仑膦酸钠在流动

相中主要以阴离子的形式存在, 因此采用与呈阳离

子的离子对试剂形成离子对的方法可以延长阿仑膦

酸钠的出峰时间。在测定阿仑膦酸钠时,我们选用

四丁基溴化胺作为色谱系统的离子对试剂。而在同

样的条件下,对于阿仑膦酸钠的衍生物,在选用四丁

基溴化胺时效果不理想, 由于衍生物分子中含有较

长的烷基链,所以我们选用十二烷基溴化胺作为衍

生物的离子对试剂,具有较长烷基链的十二烷基溴

化胺作为其离子对试剂可以较好的增加衍生物在反

相柱上的保留时间,延长出峰时间。

513 保留时间与引入烷基链长的关系  阿仑膦酸

酰胺化衍生物在反相柱上的保留时间与其分子中引

入的烷基链长有关,引入的烷基链越长,衍生物在柱

上的保留时间越长,据此以引入的烷基链中碳原子

数为横坐标,保留时间为纵坐标, 可以建立一个半经

验公式,即衍生物在反相柱上的保留时间与分子中

引入碳原子个数N之间存在关系式:

t= 01415N + 11965
可见,衍生物在反相柱上的保留时间与其分子中引

入的碳原子数目成线性关系,也就是说,在一定的条

件下,分子中引入的碳原子数越多, 烷基链越长, 衍

生物的脂溶性越强, 其保留时间就相应地增加。由

于衍生物的保留时间是化合物极性的一个体现, 烷

基链越长,分子极性越弱,亲脂性越强, 脂溶性增加,

相应其与细胞的亲和力增强。据此,我们可预见,酰

胺化衍生物作为一种新型的抗骨吸收的二膦酸盐类

药物,其药效的提高值得我们期待和进一步关注。
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英国国家生物制品检定所 Robin Thorpe博士一行应邀访问中检所

  应中国药品生物制品检定所李云龙所长的邀请, 英国国家生物制品检定所 (N IBSC )治疗类生物制

品处处长 Rob in Thorpe博士和细胞与生长因子室主任 MeenuW adhw a博士于 2009年 2月 24- 25日对

我所进行了正式友好访问。

李云龙所长对两位资深专家的来访表示热烈的欢迎。李云龙所长说, 去年 N IBSC所长访问我所,

双方都表达了加强合作交流的强烈愿望,此次两位资深专家的来访必将进一步推进两所之间的合作与

交流,由于两位专家还是世界卫生组织 (WHO )专家,希望在国际事务中双方可以相互帮助和支持。李

云龙所长表示双方至少可以在以下几个方面进一步加强合作: 1.生物制品标准物质的协作标定。我所

希望参与双方以及国际间的一些协作标定,为此做出我们的贡献, 加强与 N IBSC相互学习交流。 2.加

大人才培养合作力度。就我所感兴趣的领域派员去 N IBSC进修和合作研究,也希望 N IBSC派员来我所

进行学术交流,促进双方生物制品质量控制水平的提高。3. 批签发工作相关方面。双方在各自特点的

基础上相互探讨,吸取对方优点,完善批签发工作,并在新技术、新方法上进行交流取得进一步的提高。

双方进行了为期两天的学术交流活动。两位 N IBSC资深专家就治疗类生物制品相关领域做了专

题介绍。王军志副所长向外宾简要介绍了我所组织结构,职能职责、国际合作及生物制品批签发等内

容。我所治疗类生物制品相关科室重组技术产品室、血液制品室和生化药品及基因工程药物室等也介

绍了各自科室有关重组技术产品的质量控制,双方围绕相互关心的问题进行了热烈地交流讨论。英方

专家参观了我所重组技术产品室、血液制品室、生化药品及基因工程药物室和中药标本馆。最后, 双方

就具体合作内容进行了详细讨论, 在 2008年双方所长签署的 MOU框架下, 就扩大标准品国际协作标

定、双方共同感兴趣的研究项目、人员培训、邀请英方专家来我所讲学和参加我所 2009年在北京举办的

/生物制品质量控制与批签发国际会议 0和建立工作协调机制五个方面进一步加深合作。

(中国药品生物制品检定所外事处、生检处供稿 )
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