
反相离子对 HPLC法测定替莫唑胺酯原料药的有关物质
*

陈莹,李德馨,乔艳丽,肖梅,张悦,王国成
**
,王永峰

(天津天士力集团化学制药研究所,天津 300402)

摘要 � 目的: 建立替莫唑胺酯中有关物质的测定方法。方法: 采用反相高效液相色谱法, 色谱柱为 Therm o公司 ODS -

2HYPERSIL ( 250 mm � 4� 6 mm, 5 �m );流动相为乙腈 - 0� 04 mo l� L- 1醋酸钠与 0� 01 m o l� L - 1醋酸铵混合溶液 (含 0�01 m o l

� L- 1辛烷磺酸钠, pH = 2�5) ( 35�65);流速 1� 0 mL� m in- 1; 检测波长为 254 nm。结果:替莫唑胺酯质量浓度在 1�0~ 50� 0�g

� mL- 1内,线性关系良好 ( r= 0� 9998)。结论: 本法简便、灵敏, 重复性好,可用于替莫唑胺酯原料药中有关物质的限度检查。
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Abstract� Objec tive: To develop a method so as to determ ine the re lated substances in temozo lom ide hexy l ester.

Methods: Thermo ODS- 2HYPERSIL ( 250 mm � 4�6 mm, 5 �m ) co lumn w as used, the mob ile phase w as com�
posed of aceton itrile- 0�01mol� L

- 1
sod ium 1- octanesu lfonate( pH= 2�5) in 0�01mo l� L

- 1
ammon ium ace tate

and 0�04 mo l� L
- 1

sodium acetate m ixed solution ( 35�65), a t a flow rate o f 1 mL� m in
- 1

and the detectw ave�
length w as 254 nm. Results: The linear calibrat ion curves obta ined in the concen trat ion range o f 1�0 - 50 �g�

mL
- 1

( r= 0�9998) . Conc lusion: This method is conven ien,t accurate, reproducib le and suitab le for the determ ina�
t ion of the related substances in temozo lom ide hexy l ester.
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� � 替莫唑胺为一种烷化剂型抗癌药物, 具有广谱

抗肿瘤活性
[ 1]
,尤其是对神经胶质瘤 (脑癌 )和黑色

素瘤 (皮肤癌 )。但在皮肤给药时受到皮肤屏障及

药物理化性质的制约, 替莫唑胺不能通过人造皮肤

(硅膜 )、大鼠皮肤和人皮肤, 不能直接制成透皮制

剂。因此, 替莫唑胺的应用范围受到一定的限制。

我公司通过对替莫唑胺进行结构改造, 合成出脂溶

性和透皮吸收能力高于母体替莫唑胺, 而且具有强

烈的抑制癌细胞活性的新化合物替莫唑胺酯 ( temo�
zolom ide hexy l ester, TM ZA- HE )

[ 2]
。为了监测替莫

唑胺酯合成过程中的反应,同时快捷、准确地测定替

莫唑胺酯原料中的有关物质,本文建立了反相离子

对高效液相色谱法对替莫唑胺酯原料有关物质的测

定方法,试验表明该方法简便、灵敏,重现性好,可用

于替莫唑胺酯原料中有关物质的限度测定。

1� 仪器和试药
美国安捷伦公司 Ag ilent 1100高效液相色谱

仪: 包括 Ag ilen t 1100 G1322A在线脱气机、Ag ilent

1100 G1311A四元泵、Ag ilent 1100 G1313A自动进

样器、Ag ilent 1100 G1316A 柱温箱、Ag ilent 1100

G1315B二极管阵列检测器 ( DAD)。

乙腈为色谱纯;水为二次蒸馏水;其他试剂均为

国产分析纯。

替莫唑胺酯对照品 (归一化含量为 99�8% )及

�279�药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2011, 31( 2)

*

**
�重大新药创制 �科技重大专项 2009ZX09102- 058
通讯作者 � Te:l ( 022) 26736511; E - ma i:l w anggc@ tas ly. com



样品 (批号: 060801, 060802, 060803)均由天津天士

力集团化学制药研究所研制。

2� 方法与结果

2�1� 色谱条件 � 色谱柱: Thermo 公司 ODS -

2HYPERS IL( 250 mm �4�6mm, 5 �m ); 流动相为乙

腈 - 0�04mo l� L
- 1
醋酸钠与 0�01mo l� L

- 1
醋酸铵

混合溶液 (含 0�01mo l� L
- 1
辛烷磺酸钠, pH = 2�5)

( 35�65) ;流速 1�0mL� m in
- 1
;检测波长为 254 nm;

进样量: 20 �L;柱温: 40 � 。理论板数按替莫唑胺

酯峰计算大于 5000。

2�2� 波长的选择 � 取本品适量, 用流动相溶解并

稀释成每 1mL中约含替莫唑胺酯 20�0 �g的溶液,

在 200~ 400 nm 范围内进行全波长扫描, 本品在

328 nm、254 nm的波长处有最大吸收, 其他各主要

中间体及反应主要副产物替莫唑胺酸、4-羧酸酯 -

5-胺基咪唑 (已知杂质 )在 254 nm处也有较大吸

收。故选择 254 nm作为检测波长。

2�3� 流动相的选择 � 由于替莫唑胺酯在含羟基的
溶剂如甲醇、乙醇中易被破坏变色,参考与替莫唑胺

有关的文献 [ 3], 结合分析各物质结构,缓冲盐溶液

为 0�04mo l� L
- 1
醋酸钠与 0�01mo l� L

- 1
醋酸铵混

合溶液 (含 0�01 mol� L
- 1
辛烷磺酸钠, pH = 2�5) ,

有机相为乙腈。乙腈与缓冲盐溶液的比例为 35�

65。

2�4� 测定方法 � 取本品, 加流动相分别制成 0�5
mg� mL

- 1
和 0�005 mg� mL

- 1
的溶液, 分别作为供

试品溶液和对照溶液。取对照溶液 20 �L注入液相

色谱仪,调节检测灵敏度, 使主成分的峰高约为记录

仪满量程的 20%。再取供试品溶液 20 �L注入液

相色谱仪,记录色谱图至主成分峰保留时间的 3倍。

供试品溶液色谱图中如显杂质峰, 各杂质峰峰面积

的总和不得大于对照溶液主峰面积 ( 1% )。

2�5� 方法学考察
2�5�1� 系统适用性试验 � 取替莫唑胺酯对照品适
量,加流动相制成 0�05mg� mL

- 1
的溶液,作为对照

品溶液。取对照品溶液 20 �L注入液相色谱仪,记

录色谱图。理论塔板数为 8032, 分离度 > 1�5, 对称
因子为 0�97。
2�5�2� 峰纯度检查 � 为检查样品的 HPLC色谱峰

是单个还是多个成分, 故用二极管阵列检测器对主

峰的纯度进行检查。结果纯度因子为 997�8, 大于
990�00(阈值 )。

2�5�3� 破坏试验 � 称取替莫唑胺酯对照品适量,分

别用 0�1 mol� L
- 1
盐酸溶液、0�1 mol� L

- 1
氢氧化

钠溶液、3%过氧化氢溶液、光照 10 d及 105 � 高温
2�5 h进行破坏。光照 10 d后, 样品仍然稳定。除

光照外,适当控制其他条件下的破坏强度,使替莫唑

胺酯含量按峰面积归一化法计算在 80% ~ 90%之

间。结果表明:在破坏性试验图谱中 (图 1), 各杂质

峰与替莫唑胺酯主峰均有良好的分离度;相邻杂质

峰之间的分离度大于 1�5。

图 1� 替莫唑胺酯破坏试验色谱图

F ig 1� The d estroyed test chromatogram s of tem ozolom ide hexyl ester

A.酸破坏试验 ( d estroyed by acid ) � B.碱破坏试验 ( destroyed by al�

k ali) � C.氧化破坏试验 ( destroyed by ox idation) � D. 高温破坏试验

( destroyed by heat ing)

1替莫唑胺酯 ( tem ozolom ide hexy l es ter )

2�5�4� 最低检测限试验 � 分别取替莫唑胺酯、4 -
羧酸酯 - 5-胺基咪唑 (已知杂质 )适量,制成溶液,

逐步稀释进样,记录色谱图, 以信噪比为 3�1时的浓

度确定其最低检测限分别为 0�216 ng� mL
- 1
、5�05

ng� mL
- 1
。

2�5�5� 线性关系考察 � 精密称取替莫唑胺酯对照
品适量, 制成 1 mg� mL

- 1
的溶液, 分别精密量取上

述溶液 0�1, 0�25, 0�5, 1�1, 2�0, 4�0, 5�0 mL, 至 100

mL量瓶中,用流动相稀释至刻度, 摇匀。精密量取

20 �L注入液相色谱仪,记录色谱图。采用最小二

乘法对色谱图中替莫唑胺酯的峰面积 (A )与对照品

溶液质量浓度 ( C )进行线性回归,回归方程为:

A = 192�8C+ 4�018� r= 0�9998
结果表明替莫唑胺酯质量浓度在 1�0 ~ 50 �g�

mL
- 1
范围内呈良好线性关系。

2�5�6� 精密度试验 � 取浓度为 0�005mg� mL
- 1
的

对照品溶液,按 � 2�1�项下色谱条件连续进样 6次,

以主峰的峰面积计算 RSD= 1�3% ( n= 6)。
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2�5�7� 重复性试验 � 按照 � 2�4�项下方法制备
060801批样品 6份,按 � 2�1�项下色谱条件测定样
品中有关物质的平均含量为 0�377% , 计算 RSD =

1�9% ( n= 6)。

2�5�8� 稳定性试验 � 精密称取替莫唑胺酯样品
(批号: 060801)适量, 分别以流动相配成 0�5 mg�

mL
- 1
的供试品溶液于 0, 2, 4, 6, 8, 12 h分别进行测

定,结果表明替莫唑胺酯溶液较不稳定,样品需要临

用现制。

2�6� 样品有关物质测定 � 照 � 2�1�项下色谱条件
和 � 2�4�项下的方法对 3批样品中有关物质进行测

定,结果表明: 批号 060801, 060802, 060803的有关

物质分别为 0�38%, 0�24% , 0�27%。

图 2� 有关物质测定的 HPLC色谱图

Fig 2� HPLC of related substan ces

3� 讨论

3�1� 检测波长的选择 � 采用 UV分光光度计对供

试品溶液和已知杂质溶液进行了全波长扫描, 通过

对主峰和杂质的 UV光谱分析发现: 替莫唑胺酯主

峰的最大吸收波长为 328 nm,而杂质峰在该波长处

却没有吸收,若选用 328 nm为检测波长,则不能真

实地反映出替莫唑胺酯原料中有关物质的量; 但替

莫唑胺酯和所有杂质在 254 nm处均有较大吸收,作

者最终采用 254 nm作为检测波长。

3�2� 色谱柱及流动相的选择 � 参考替莫唑胺的流
动相,首先采用十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂,乙

腈 - 0�5%乙酸溶液 ( 50�50)为流动相, 经试验, 本

品主峰对称性差;然后采用乙腈 - 0�05mo l� L
- 1
醋

酸钠溶液 (含 0�01 mo l� L
- 1
辛烷磺酸钠, pH = 2�5)

( 50�50)为流动相,结果发现, 本品主峰对称性仍然

较差;为了改善主峰的对称性,作者在缓冲盐中加入

了 0�01 mo l� L
- 1
醋酸铵,结果表明主峰对称性得到

了极大改善, 同时通过考察流动相组分、流动相中

pH及流速等各种影响分离结果的因素, 最终优化了

替莫唑胺酯原料中有关物质测定的最佳色谱分析条

件。此外,全光谱记录的结果表明各杂质的峰纯度

均符合要求。
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