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摘  要：目的= =建立氢核磁共振定量法测定恩替卡韦含量的方法。方法= =以氘代 ajpl为溶剂，恩替卡韦为样品，NIQJ二硝

基苯为内标测定氢核磁共振谱，通过比较样品定量峰与内标物质响应峰面积，计算恩替卡韦的量。结果= =同一样品在相同条

件下测定 S次，定量峰与内标响应峰比值的 opa值为 NKNB；平行配制 P份样品，恩替卡韦质量分数 VPKUB，opa值为 MKTMB，

与质量平衡法测定结果 VPKUB一致。结论= =氢核磁共振定量法与质量平衡法相比样品用量少，不需要对照品，测定快速准确I
是一种有效地化学样品含量测定手段。=
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恩替卡韦（eníeÅ~vár）是环戊酰鸟苷类似物，

由百时美施贵宝（_jp）公司研发，OMMR年 Q月获

得 caA 批准用于乙型肝炎的治疗（图 N）。本品种

各国药典中均未收载，样品贵重且对照品不易获取。

使用质量平衡法测定样品含量时，需要测定样品

emiC纯度，水分含量、残留溶剂以及炽灼残渣等，

消耗数克或更多样品，耗时 R～T=d，使质量平衡法

的应用受到一定限制。使用一种少量样品（少于 NMM=
mg），快速（小于 N=Ü）的恩替卡韦含量测定方法就

显得十分必要。=
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图 N= =恩替卡韦结构=
cigure=N= = ptructure=of=entecavir=
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氢核磁共振定量法（qkjo）已经在化学及药

学等各方面得到广泛应用xNJPz，中国、美国及英国等

各国药典均收载此法xQJSz。qkjo测定样品含量时不

需要对照品，无需引入校正因子，不受样品中水分

及残留溶剂干扰，具有良好的应用前景。本文以恩

替卡韦为样品，利用内标法，通过比较样品和内标

的称样量，相对分子质量与相应的核磁响应信号峰

面积，测定了恩替卡韦含量，并对这种方法进行了

系统的方法学验证。=
N= =仪器与试药=

AsÅend=RMM型核磁共振仪（瑞士布鲁克公司），

NQKNq超导磁体，R=mm双核 zJ梯度探头及qopspánPKO
试验控制及数据处理软件；高效液相色谱 AqPM
（pÜám~dzu）；jeííler=qoledo=umOMR电子天平。=

恩替卡韦（_jp，批号 SMPPPPN，emiC 测定

质量分数 VVKRB），氘代 ajpl（págm~，北京金欧

翔科贸公司分装），NIQJ二硝基苯（qCf= CÜemáÅ~l，
质量分数＞VVKMB）。=
O= =方法与结果=
OKN= =样品溶液制备= = =

精密称取恩替卡韦及内标物质（NIQJ二硝基苯）

适量，置同一离心管中，精密加入 OKM= mi 氘代

ajpl溶解，配制成浓度分别约为 QM=mmolLi的溶

液，取约 MKSR=mi溶液转入 R=mm核磁管中备用。

平行配制 R份样品。=
OKO= =实验条件= = =

采用 zgPM 脉冲序列在恒温（OR℃）下获取
NeJkjo谱。具体试验参数设置如下：谱宽（pte）
NM=MMM=ez，射频中心频率（lNm）PMUV=ez，采样点

数（qa）SQ=h，采样时间（An）PKOU=s，弛豫时间

（aN）NR=s，采样次数（kp）NS，空扫次数（ap）O，
增益（od）UN。=
OKP= =图谱测定结果=

采集图谱，采集样品和内标物质的核磁共振响

应峰（图 O）。=
OKQ= =内标的选择=

NIQJ二硝基苯与恩替卡韦均易溶于氘代 kI=kJ二
甲基甲酰胺，且 NIQJ二硝基苯的响应信号出现在

δUKQR，与恩替卡韦的所有响应信号有良好的分离，

互不干扰。于是将 NIQJ二硝基苯选为内标物。=
OKR= =方法学研究=
OKRKN= =线性关系= =分别准确称取 VKRS、NOKNT、NTKSU、
OOKMP、PMKOQ=mg=的恩替卡韦和 NIQJ二硝基苯，制备=

 

图 O= =恩替卡韦样品与内标物质的核磁共振响应峰=
cigK=O= = kjo=peaks=of=entecavir=sample=and=internal=

standard=

表 N= =恩替卡韦的 NeJkjo谱解析=
qable=N= = NeJkjo=analysis=of=entecavir= =
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G定量峰=
Gpe~k=used=án=qu~níáí~íáon= =

R个待测样品，按“OKO”项下试验条件测定 NeJkjo
谱，记录积分面积，以 δTKSS处样品定量峰和 δUKQR
处内标峰面积比值为纵坐标，样品和 NIQJ对硝基苯

质量比为横坐标做线性回归，回归方程为：yZ=MKNRM=
Ux=–=MKMNP=R，oO[MKVVV。恩替卡韦在 MKMP～MKNO=mmol
线性关系良好。=
OKRKO= =进样精密度= =取供试品溶液，按“OKO”项下

条件连续测定 S次，记录积分面积，计算定量峰和

内标峰面积比值，其相对标准偏差 opaZNKNB。=
OKRKP= =重复性= =平行配制 P份样品，按“OKO”项下

条件进行测定，以定量峰与内标峰面积比值计算恩

替卡韦的平均含量为 VPKUB，opa为 MKTB。=

=
NO= = = NN= = = NM= = = V= = = = U= = = = T= = = S= = = = R= = = = Q= = = = P= = = O= = = = N=

δ=
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OKRKQ= =稳定性= =取同一供试品溶液分别在 M、N、Q、
NO=Ü进行测定，比较恩替卡韦相应峰面积，opa为

NKMRB，表明供试品溶液室温放置 NO=Ü稳定。=
OKS= =定量结果= = = =

平行配制 P 份样品，采用 δTKSS 处恩替卡韦样

品核磁共振响应信号与 δUKQR 处内标信号，按下式

计算恩替卡韦质量分数。=

    ts（B）Z=
（AsLns）×js×mr=

×tr×NMMB=
（ArLnr）×jr×ms=

其中，As为恩替卡韦定量峰的峰面积，ns为恩

替卡韦定量峰包含的质子数，js为恩替卡韦的分子

量，Ar为内标的峰面积，nr为内标峰包含的质子数，

jr 为内标的分子量，ms 为称取的恩替卡韦质量，

mr为称取的内标质量，tr为内标的质量百分含量。

经计算，样品中恩替卡韦含量分别为 VPKMB、VQKPB
和 VQKMB，平均含量为 VPKUB，opa 为 MKTMB，证

明试验结果的重复性较好。=
P= =讨论=
PKN= =与其他含量测定结果比较=

为了验证核磁共振定量技术测定含量结果的准

确性，本实验同时利用高效液相色谱法测定了恩替

卡韦的含量。emiC纯度为 NMMKMB，卡氏水分仪测

定样品中含水量为 SKNB，炽灼残渣结果为 MKMSB。

根据质量平衡法计算，样品中恩替卡韦（B）Z
（NMMB−水分−炽灼残渣）×emiC 纯度ZVPKUB，与

qkjo定量结果一致。但是耗时从质量平衡法的数

天减少至 N=Ü，具有很大的优势。=
PKO= =仪器参数设定=

弛豫延迟时间（aN）是核磁共振定量试验中最

重要的参数之一。aN每次脉冲发射前的等待时间，

只有设定足够长的弛豫延迟时间才能使上次脉冲激

发后的样品完全回到基态。短的弛豫延迟时间会影

响积分结果，增加误差。m~ulá等xTz提出，在氢核磁

共振定量试验中，弛豫延迟时间应大于等于 R倍的

纵向弛豫时间（qN）。本实验利用 ánverseJreÅovery
技术测定了样品中氢的纵向弛豫时间，结果均小于

P=s，于是试验的弛豫延迟时间设定为 NR=s。试验表

明结果良好。=
为了定量分析的准确，氢核磁共振定量试验中

的信噪比应在 NRMWN以上。在实验条件下，扫描 NS
次的信噪比大于 OMM，满足定量要求。=
PKP= =积分方法=

实验发现，在核磁共振定量试验中，手动积分

峰面积比自动积分更能真实反映试验结果，重现性

更好。为了保证积分值的准确性，在手动调整相位

后，以样品或内标响应峰与基线的重合处为起点和

终点进行积分。=
PKQ= =应用=

利用氢核磁共振定量技术测定恩替卡韦含量，

无需使用对照品，样品制备过程简单，整个测定过

程快速准确，结果可靠。这种方法可以作为常用的

质量平衡法、含量法等的有效补充，有效应用于样

品含量测定。=
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