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氢核磁共振定量法测定恩替卡韦 
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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 DMSO为溶剂，恩替卡韦为样品，1,4-二硝

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 6次，定量峰与内标响应峰比值的 RSD值为 1.1%；平行配制 3份样品，恩替卡韦质量分数 93.8%，RSD值为 0.70%，

与质量平衡法测定结果 93.8%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,
是一种有效地化学样品含量测定手段。 
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Determination of entecavir by quantitative nuclear magnetic resonance (qNMR) 
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Abstract: Objective  To establish a qNMR method to determine the content of entecavir. Methods  Using DMSO-d6 as solvent, 
entecavir as a sample, and 1,4-dinitrobenzene as an internal standard, the 1H-NMR data of entecavir were characterized, calculate the 
assay of entecavir by comparing the response signal area of sample (As) and internal standard (Ar). Results  One sample solution 
was determined under the same NMR conditions for six times, the RSD value of As/Ar was 1.1%; When prepared and characterized 
three samples, the content of entecavir calculated was 93.8%, RSD was 0.70%. The results were consistent with that using mass 
balance method (93.8%). Conclusion  Using qNMR to characterize the assay of entecavir can avoid the use of reference substance. 
This is a precise, rapid, and effective method to characterize the contents of chemical samples. 
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恩替卡韦（entecavir）是环戊酰鸟苷类似物，

由百时美施贵宝（BMS）公司研发，2005年 4月获

得 FDA 批准用于乙型肝炎的治疗（图 1）。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

HPLC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 5～7 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 100 
mg），快速（小于 1 h）的恩替卡韦含量测定方法就

显得十分必要。 
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图 1  恩替卡韦结构 
Figure 1  Structure of entecavir 
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氢核磁共振定量法（qNMR）已经在化学及药

学等各方面得到广泛应用[1-3]，中国、美国及英国等

各国药典均收载此法[4-6]。qNMR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。 
1  仪器与试药 

Ascend 500型核磁共振仪（瑞士布鲁克公司），

14.1T超导磁体，5 mm双核 z-梯度探头及Topspin3.2
试验控制及数据处理软件；高效液相色谱 AT30
（Shimadzu）；Mettler Toledo XP205电子天平。 

恩替卡韦（BMS，批号 6033331，HPLC 测定

质量分数 99.5%），氘代 DMSO（Sigma，北京金欧

翔科贸公司分装），1,4-二硝基苯（TCI Chemical，
质量分数＞99.0%）。 
2  方法与结果 
2.1  样品溶液制备   

精密称取恩替卡韦及内标物质（1,4-二硝基苯）

适量，置同一离心管中，精密加入 2.0 mL 氘代

DMSO溶解，配制成浓度分别约为 40 mmol/L的溶

液，取约 0.65 mL溶液转入 5 mm核磁管中备用。

平行配制 5份样品。 
2.2  实验条件   

采用 zg30 脉冲序列在恒温（25℃）下获取
1H-NMR谱。具体试验参数设置如下：谱宽（SWH）
10 000 Hz，射频中心频率（O1P）3089 Hz，采样点

数（TD）64 K，采样时间（AQ）3.28 s，弛豫时间

（D1）15 s，采样次数（NS）16，空扫次数（DS）2，
增益（RG）81。 
2.3  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 2）。 
2.4  内标的选择 

1,4-二硝基苯与恩替卡韦均易溶于氘代 N, N-二
甲基甲酰胺，且 1,4-二硝基苯的响应信号出现在

δ8.45，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 1,4-二硝基苯选为内标物。 
2.5  方法学研究 
2.5.1  线性关系  分别准确称取 9.56、12.17、17.68、
22.03、30.24 mg 的恩替卡韦和 1,4-二硝基苯，制备 

 

图 2  恩替卡韦样品与内标物质的核磁共振响应峰 
Fig. 2  NMR peaks of entecavir sample and internal 

standard 

表 1  恩替卡韦的 1H-NMR谱解析 
Table 1  1H-NMR analysis of entecavir  

℃δ 氢个数 峰裂分 峰归属 
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6.41 2 s 10 
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8.45* 
10.56 

1 
4 
1 

s 
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s 

8 
1,2-二硝基苯 
2 

*定量峰 
*peak used in quantitation  

5个待测样品，按“2.2”项下试验条件测定 1H-NMR
谱，记录积分面积，以 δ7.66处样品定量峰和 δ8.45
处内标峰面积比值为纵坐标，样品和 1,4-对硝基苯

质量比为横坐标做线性回归，回归方程为：y= 0.150 
8x – 0.013 5，R2>0.999。恩替卡韦在 0.03～0.12 mmol
线性关系良好。 
2.5.2  进样精密度  取供试品溶液，按“2.2”项下

条件连续测定 6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 RSD=1.1%。 
2.5.3  重复性  平行配制 3份样品，按“2.2”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 93.8%，RSD为 0.7%。 
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2.5.4  稳定性  取同一供试品溶液分别在 0、1、4、
12 h进行测定，比较恩替卡韦相应峰面积，RSD为

1.05%，表明供试品溶液室温放置 12 h稳定。 
2.6  定量结果    

平行配制 3 份样品，采用 δ7.66 处恩替卡韦样

品核磁共振响应信号与 δ8.45 处内标信号，按下式

计算恩替卡韦质量分数。 

    Ws（%）= 
（As/ns）×Ms×mr 

×Wr×100% 
（Ar/nr）×Mr×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，Ms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，

Mr 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，Wr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 93.0%、94.3%
和 94.0%，平均含量为 93.8%，RSD 为 0.70%，证

明试验结果的重复性较好。 
3  讨论 
3.1  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。HPLC纯度为 100.0%，卡氏水分仪测

定样品中含水量为 6.1%，炽灼残渣结果为 0.06%。

根据质量平衡法计算，样品中恩替卡韦（%）=
（100%−水分−炽灼残渣）×HPLC 纯度=93.8%，与

qNMR定量结果一致。但是耗时从质量平衡法的数

天减少至 1 h，具有很大的优势。 
3.2  仪器参数设定 

弛豫延迟时间（D1）是核磁共振定量试验中最

重要的参数之一。D1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。Pauli等[7]提出，在氢核磁

共振定量试验中，弛豫延迟时间应大于等于 5倍的

纵向弛豫时间（T1）。本实验利用 inverse-recovery
技术测定了样品中氢的纵向弛豫时间，结果均小于

3 s，于是试验的弛豫延迟时间设定为 15 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 150:1以上。在实验条件下，扫描 16
次的信噪比大于 200，满足定量要求。 
3.3  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。 
3.4  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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