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单磷酸阿糖腺苷有关物质检测方法的优化

张智婷，杨承勇，刘冰滢，吴娜，陈华，邓锋
（广东省药品检验所，广州 ５１０７００）

摘要　目的：优化单磷酸阿糖腺苷有关物质的 ＨＰＬＣ测定方法。方法：采用色谱柱 ＣｈｒｏｍＣｏｒｅＡＱＣ１８
（４６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ），流动相Ａ为含００１ｍｏｌ·Ｌ－１四丁基氢氧化铵与０１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钾的缓
冲液，流动相Ｂ为甲醇，梯度洗脱，流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３０℃，检测波长２５８ｎｍ。结果：主成分与各
杂质间的分离度良好；主成分及各杂质在各自浓度范围内呈现良好的线性关系（ｒ＞０９９９９）；单磷酸阿糖腺
苷原料药各杂质的平均加样回收率为９５０％～９９２％，ＲＳＤ为１０％～４４％ （ｎ＝９），注射用单磷酸阿糖腺
苷各杂质的平均加样回收率为９１８％～１０２１％，ＲＳＤ为０５％ ～４８％ （ｎ＝９）。结论：该方法简便、快捷、
准确、专属性强，可用于单磷酸阿糖腺苷有关物质的测定。
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　　单磷酸阿糖腺苷是一种人工合成的腺嘌呤核苷
类抗病毒药，为阿糖腺苷的第２代制剂。注射用单
磷酸阿糖腺苷在我国批准的适应症为“用于治疗疱

疹病毒感染所致的口炎、皮炎、脑炎及巨细胞病毒

感染”［１］。

现行单磷酸阿糖腺苷原料药质量标准中，有关

物质检查项方法不一，国家质量标准ＷＳ１（Ｘ０６０）
２００１Ｚ、ＹＢＨ０２７４２００７等标准为纸层析法［２，３］，限度

为５０％，其他标准均为液相色谱法，但只控制总
杂，限度从１０％到５０％不等。关于注射用单磷酸
阿糖腺苷现行的１６份质量标准中，质量标准 ＷＳ１
（Ｘ０６１）２００１Ｚ无有关物质项［４］，仅有质量标准

ＹＢＨ０５１６２０１８、ＹＢＨ０５２２２０１８与 ＹＢＨ００３２２０１４［５～７］

对阿糖腺苷、腺嘌呤等已知杂质进行控制，其余均仅

控制杂质总量。经笔者所在课题组验证发现，多批

样品除了检测出阿糖腺苷及腺嘌呤两种已知杂质，

还有两个明显可见的未知杂质，该结果与之前报道

的文献［８］相一致，另外，部分样品按照现行标准检
验，未能洗脱出样品中所有杂质。因此笔者对单磷

酸阿糖腺苷原料药及其注射用制剂有关物质的检测

方法进行优化，并对４种有关物质进行考察，为该原
料药及其制剂有关物质的检测提供新方法。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＬＣ２０ＡＴ型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；
ＭＳ２０５ＤＵ十万分之一电子天平（瑞士梅特勒托利
多仪器有限公司）。

１２　药品与试剂
对照品：腺嘌呤（批号：１１０８８６２０１１０２；含量：

９９４％）由中国食品药品检定研究院（简称“中检
院”）提供，阿糖腺苷（批号：ＦＲＸＨＭＦＫ；含量：
９８０％）由东京化成工业株式会社提供，９β阿拉伯
呋喃糖基腺嘌呤５′单磷酸５′９β阿拉伯呋喃糖基
腺嘌呤（杂质 Ａ）（批号：Ｘ４６１２０１８０２２６Ｒ；含量：
９９３％）和９β阿拉伯呋喃糖基腺嘌呤３′，５′二磷
酸（杂质 Ｂ）（批号：Ｘ４６２１７１２０１；含量：９９８％）均
由广东隆赋药业股份有限公司提供；单磷酸阿糖腺

苷对照品（批号：１４０７１０２０１７０３；含量：９９８％）中检
院提供；单磷酸阿糖腺苷原料药为６个企业提供的
６批样品；注射用单磷酸阿糖腺苷为１５个企业提供
的１６２批样品（规格０１ｇ或０２ｇ）；甲醇为色谱
纯；四丁基氢氧化铵、磷酸二氢钾、乙二胺四乙酸二

钠及盐酸为分析纯；水为超纯水。

２　方法与结果
２１　色谱条件

色谱柱为ＣｈｒｏｍＣｏｒｅＡＱＣ１８（４６ｍｍ×１５０ｍｍ，
５μｍ）；流动相Ａ为含００１ｍｏｌ·Ｌ－１四丁基氢氧化
铵和０１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钾的缓冲液，流动相 Ｂ
为甲醇，梯度洗脱４０ｍｉｎ，洗脱程序见表１；流速为
１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量为 ２０μＬ，检测波长为
２５８ｎｍ，柱温为３０℃。

表１　梯度洗脱条件
Ｔａｂ１　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎ

ｔ／ｍｉｎ
流动相

（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）Ａ／％

流动相

（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）Ｂ／％

０ ８５ １５

５ ８５ １５

３０ ７０ ３０

３０１ ８５ １５

４０ ８５ １５

２２　溶液的制备
２２１　系统适用性溶液　取腺嘌呤对照品、阿糖腺
苷对照品、杂质Ａ对照品、杂质Ｂ对照品与单磷酸阿
糖腺苷对照品适量，加００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液溶解
并稀释制成每１ｍＬ中含腺嘌呤、阿糖腺苷、杂质Ａ、杂
质Ｂ各５μｇ与单磷酸阿糖腺苷１００μｇ的混合溶液。
２２２　对照品溶液（原料药）　精密称取腺嘌呤对
照品、阿糖腺苷对照品、杂质Ａ对照品、杂质Ｂ对照
品适量，加００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液溶解并定量稀释
制成每１ｍＬ中含腺嘌呤与阿糖腺苷各０２μｇ、杂
质Ａ和杂质Ｂ各０６μｇ的对照品溶液。
２２３　对照品溶液（制剂）　精密称取腺嘌呤对照
品、阿糖腺苷对照品、杂质Ａ对照品、杂质Ｂ对照品
适量，加００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液溶解并定量稀释制
成每１ｍＬ中含腺嘌呤与阿糖腺苷各０４μｇ、杂质Ａ
和杂质Ｂ各１μｇ的对照品溶液。
２２４　供试品溶液（原料药）　取本品，精密称定，
加００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液溶解并定量稀释制成每
１ｍＬ中含单磷酸阿糖腺苷２００μｇ的溶液。
２２５　 供试品溶液（制剂）　取本品 １瓶，加
００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液溶解并定量稀释制成每
１ｍＬ中含单磷酸阿糖腺苷２００μｇ的溶液。
２２６　对照溶液（原料药）　精密量取“２２４”项下
供试品溶液１ｍＬ，置１００ｍＬ量瓶中，加００１ｍｏｌ·
Ｌ－１盐酸溶液稀释至刻度，摇匀，即得。
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２２７　对照溶液（制剂）　精密量取“２２５”项下
供试品溶液１ｍＬ，置１００ｍＬ量瓶中，加００１ｍｏｌ·
Ｌ－１盐酸溶液稀释至刻度，摇匀，即得。
２２８　线性对照品储备液　精密称取腺嘌呤对照
品、阿糖腺苷对照品、单磷酸阿糖腺苷对照品、杂质

Ａ对照品、杂质Ｂ对照品适量，加００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐
酸溶液溶解并定量稀释制成每１ｍＬ中含上述对照
品分别为 ３０２、３０５、２０２、５２２、１０１２μｇ的对照
品储备液溶液。

２３　系统适用性试验
取“２２１”项下系统适用性溶液，按“２１”项下

色谱条件分析，记录色谱图。系统适用性图谱中，各

相邻峰之间的分离度均不小于３０，单磷酸阿糖腺
苷及各杂质峰的理论塔板数均大于５０００。色谱图
见图１。
２４　专属性试验
２４１　 辅料干扰试验　取乙二胺四乙酸二钠
１０ｍｇ，加 ００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液配制成浓度为
２μｇ·ｍＬ－１的空白辅料溶液。按“２１”项下色谱条
件分析，记录色谱图，结果显示，注射用单磷酸阿糖

腺苷的辅料及溶剂无干扰。色谱图见图１。
２４２　破坏性试验　精密称取单磷酸阿糖腺苷原
料药约１０ｍｇ，共５份，置５０ｍＬ量瓶中，分别进行
酸（１ｍｏｌ·Ｌ－１ＨＣｌ）、碱（１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ）、氧化
（过氧化氢）、高温（９８～１００℃）和光照（４０００ｌｘ）
破坏试验，其中酸、碱破坏样品需中和。同时，精密

量取“２２５”项下的供试品溶液２ｍＬ，共５份，分别
对其进行上述的５种破坏性试验。取上述各破坏溶
液，按“２１”项下色谱条件分析，色谱图见图２。结
果显示，在不同破坏条件下，主峰与各杂质峰分离度

均良好，表明本方法专属性强。原料药与制剂在光

照条件下较为稳定；酸性条件下主要增加杂质为腺

嘌呤和阿糖腺苷；碱性和高温条件下主要增加杂质

为阿糖腺苷且伴随其他杂质产生；氧化条件下较不

稳定，杂质总量增加。

１．腺嘌呤（ａｄｅｎｉｎｅ）　２．阿糖腺苷（ｖｉｄａｒａｂｉｎｅ）　３．单磷酸阿糖腺苷

（ｖｉｄａｒａｂｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ）　４．杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ）　５．杂质 Ｂ（ｉｍ

ｐｕｒｉｔｙＢ）

图１　系统适用性溶液（Ａ）空白辅料溶液（Ｂ）色谱图
Ｆｉｇ１　 ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｙｓｔｅｍｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ）
ａｎｄｂｌａｎｋｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ）

ａ．未破坏溶液（ｎｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）　ｂ．酸破坏溶液（ａｃｉｄｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ）　ｃ．碱破坏溶液（ａｌｋａｌｉｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ）　ｄ．氧化破坏溶液（ｏｘｉｄａｔｉｖｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）　

ｅ．高温破坏溶液（ｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）　ｆ．光照破坏溶液（ｌｉｇｈｔｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ）　１．腺嘌呤（ａｄｅｎｉｎｅ）　２．阿糖腺苷（ｖｉｄａｒａｂｉｎｅ）　３．杂质Ａ

（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ）　４．杂质Ｂ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ）

图２　原料药破坏溶液（Ａ）制剂破坏溶液（Ｂ）色谱图
Ｆｉｇ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｖｉｄａｒａｂｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ（Ａ）ａｎｄｖｉｄａｒａｂｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｆｏｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（Ｂ）
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２５　线性关系考察

精密量取 “２２８”项下腺嘌呤、阿糖腺苷、单
磷酸阿糖腺苷对照品储备液，加００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸
溶液依次稀释 １、５、１０、２０、５０、１００倍，精密量取
“２２８”项下杂质 Ａ对照品、杂质 Ｂ对照品储备
液，加００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液依次稀释 ２、５、１０、
２０、５０、１００倍，按“２１”项下色谱条件分析，记录色
谱图。以浓度（Ｘ）为横坐标，峰面积（Ｙ）为纵坐标
进行线性回归，单磷酸阿糖腺苷及各杂质的浓度线

性范围见表２。
２６　检测限和定量限考察

取“２２２”项下混合对照品溶液，用００１ｍｏｌ·
Ｌ－１盐酸溶液逐步稀释，并按“２１”项下色谱条件分
析，按信噪比为３∶１计算检出限，以信噪比为１０∶１计
算定量限。结果见表２。
２７　仪器精密度试验

取“２２２”项下混合对照品溶液，按“２１”项下
色谱条件连续进样６次，记录峰面积，计算得出腺嘌
呤、阿糖腺苷、杂质 Ａ和杂质 Ｂ峰面积的 ＲＳＤ分别
为０１２％、０８１％、１０２％、２３５％，表明仪器精密
度良好。

２８　重复性试验
按“２２４”或“２２５”项下供试品溶液制备方

法平行制备６份，按“２１”项下色谱条件进样分析，
记录峰面积，计算得出原料药的腺嘌呤、阿糖腺苷、

杂质 Ａ和杂质 Ｂ含量的 ＲＳＤ分别为 ７２７％、
５２４％、６５５％、３２５％，制剂的腺嘌呤、阿糖腺苷、
杂质 Ａ和杂质 Ｂ含量的 ＲＳＤ分别为 ５６８％、
４３７％、５１６％、４０８％，表明本方法重复性良好。
２９　回收率试验

取原料药（企业 Ａ，批号 １９１１０３０３，含腺嘌呤
００７％、阿糖腺苷 ００３％、杂质 Ａ０１３％、杂质 Ｂ
０３９％）或制剂（企业 Ｂ，批号２００３２２０１，含腺嘌呤
００２％、阿糖腺苷 ００８％、杂质 Ａ０３４％、杂质 Ｂ
００９％）加入相当于８０％、１００％、１２０％的杂质对照
品，每个浓度各 ３份，计算回收率。回收率结果
见表３。
２１０　样品的测定

取６家企业的６批次单磷酸阿糖腺苷原料药，
及１５家企业的１６２批次注射用单磷酸阿糖腺苷，按
“２２４”、“２２５”项下配制溶液，照“２１”项下色谱
条件分析，结果见表４～５。

表２　线性、检测限和定量限的检测结果
Ｔａｂ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｎｅａｒ，ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｌｉｍｉｔ

组分　　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／

（μｇ·ｍＬ－１）

回归方程

（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｅｑｕａｔｉｏｎ）

ｒ

定量限

（ｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ）／

（μｇ·ｍＬ－１）

检出限

（ｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ）／

（μｇ·ｍＬ－１）

腺嘌呤（ａｄｅｎｉｎｅ） ００３０２～３０２００ Ｙ＝３３９５６Ｘ＋３５８ ０９９９９ ００２６０ ００１０４

阿糖腺苷（ｖｉｄａｒａｂｉｎｅ） ００３０５～３０５００ Ｙ＝５７６７１Ｘ＋２２３ ０９９９９ ００２５５ ０００９３

单磷酸阿糖腺苷（ｖｉｄａｒａｂｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ） ００２０２～２０２００ Ｙ＝２６４８２Ｘ＋９８５ ０９９９９ ００２０２ ０００６７

杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ） ００５２２～２６１００ Ｙ＝２０２１４Ｘ＋３３０ ０９９９９ ００５２２ ００２１１

杂质Ｂ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ） ０１０１２～５０６００ Ｙ＝１５９５０Ｘ＋３５８ ０９９９９ ０１０１２ ００３０３

表３　回收率结果
Ｔａｂ３　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒｅｓｕｌｔｓ

类别　　　

（ｃａｔｅｇｏｒｙ）　　　

杂质　　

（ｉｍｐｕｒｉｔｙ）　　

回收率（ｒｅｃｏｖｅｒｙ，ｎ＝３）／％

８０％ １００％ １２０％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ，ｎ＝９）／％

ＲＳＤ

（ｎ＝９）／％

原料药（ｖｉｄａｒａｂｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ） 腺嘌呤（ａｄｅｎｉｎｅ） ９４１１ ９４８０ ９５９５ ９５０ １０

阿糖腺苷（ｖｉｄａｒａｂｉｎｅ） ９９１７ １０１０１ ９７５０ ９９２ ３５

杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ） ９４５３ ９５４６ ９７０７ ９５７ １８

杂质Ｂ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ） ９４７６ ９４１７ １００１９ ９６４ ４４

制剂（ｖｉｄａｒａｂｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｆｏｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ） 腺嘌呤（ａｄｅｎｉｎｅ） ９２９４ ９２６９ ９２２９ ９２６ ０５

阿糖腺苷（ｖｉｄａｒａｂｉｎｅ） １０３７５ １０５９４ ９６６８ １０２１ ４３

杂质Ａ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ） ９０９１ ９１２８ ９３２８ ９１８ １５

杂质Ｂ（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ） ９０２０ ９２５１ ９９９６ ９４２ ４８
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表４　单磷酸阿糖腺苷原料药有关物质检查结果（％）
Ｔａｂ４　Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎｖｉｄａｒａｂｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ

生产企业

（ｃｏｍｐａｎｙ）

批号

（ＬｏｔＮｏ．）

腺嘌呤

（ａｄｅｎｉｎｅ）

阿糖腺苷

（ｖｉｄａｒａｂｉｎｅ）

杂质Ａ

（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ）

杂质Ｂ

（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ）

最大未知杂质

（ｍａｘｕｎｋｎｏｗｎｉｍｐｕｒｉｔｙ）

未知杂质总和

（ｔｏｔａｌｕｎｋｎｏｗｎｉｍｐｕｒｉｔｙ）

Ａ ２００４２４０２ ００６ ００２ － － － －

Ｂ Ｇ０１２００２０４ ００４ ００４ － ０３０ ００８ ０１０

Ｃ ２０１９０３０２ ００２ ００１ － ０２９ － －

Ｄ １９１１０３０３ ００７ ００３ ０１３ ０３９ ００８ ０１５

Ｅ ＳＤ１９１２０４ ００１ ００４ － ００５ ００５ ０１０

Ｆ ２０２００５０４ ０１１ ０５４ ０２０ － ０１６ ０４８

注（ｎｏｔｅ）：“－”代表未检出（ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

表５　单磷酸阿糖腺苷制剂有关物质检查结果（％）
Ｔａｂ５　Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｎｖｉｄａｒａｂｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｆｏｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

生产企业

（ｃｏｍｐａｎｙ）

批号

（ＬｏｔＮｏ．）

腺嘌呤

（ａｄｅｎｉｎｅ）

阿糖腺苷

（ｖｉｄａｒａｂｉｎｅ）

杂质Ａ

（ｉｍｐｕｒｉｔｙＡ）

杂质Ｂ

（ｉｍｐｕｒｉｔｙＢ）

最大未知杂质

（ｍａｘｕｎｋｎｏｗｎｉｍｐｕｒｉｔｙ）

未知杂质总和

（ｔｏｔａｌｕｎｋｎｏｗｎｉｍｐｕｒｉｔｙ）

ａ ４ ００１～００２ ００６～００８ ０１１～０３４ ００９～０２７ ００７～０２０ ０１８～０３９

ｂ １６ ００１～０１７ ０１４～０３７ ０１５～０４２ － ００７～０５３ ００７～０８９

ｃ ８ ０～００５ ００３～００５ － ０１７～０４８ ００８～０１４ －

ｄ ２２ ０～０１９ ００５～０１１ ０～００７ ０１１～１６９ ００４～０２０ ０１０～０４４

ｅ ９ ００１ ００２～００９ － ０２６～０３２ ００７～０１４ ０１６～０２９

ｆ ２１ ０～００５ ０～０１６ － ０～０５４ ０～０１２ ０～０２１

ｇ ９ ００１～００２ ００５～０１１ － ０～０２３ ０～００８ ０～０１４

ｈ ７ － ００３～００４ － ０２３～０６７ ００９～０１３ ０２５～０３８

ｉ ８ ００２～００４ ００１～００５ － － － －

ｊ １０ － ００３～００４ － ０２６～０５６ ００５～０１１ ０１４～０２６

ｋ １２ ０～００４ ００３～００６ － ０１６～０６７ ００２～０１５ ００４～０４７

ｌ １１ － ００１～００２ － ０～００９ ００４～００７ ０１０～０２０

ｍ １８ － ０１７～０２０ － ００５～００９ ００７～０１０ ０１４～０２３

ｎ ３ ００２～００３ ００８～００９ － ０２２～０２４ ００３～００４ ００８～０１０

ｏ ４ － ００２～００４ － ０２４～０５５ ００３～００４ ００８～０１２

注（ｎｏｔｅ）：“－”代表未检出（ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ）

３　讨论
３１　流动相体系的优化

总结现行标准中单磷酸阿糖腺苷原料药和制剂

有关物质的检测方法，可归纳纸层析方法和高效液

相色谱法，而色谱法则有两类色谱系统。研究发现，

纸层析方法不灵敏，色谱法的两类色谱系统分别存

在以下问题：

四丁基氢氧化铵磷酸二氢钾缓冲液甲醇系
统：该系统为固定比例流动相，记录色谱图至单磷酸

阿糖腺苷主峰保留时间的２～３倍，实验中发现，部
分产品在单磷酸阿糖腺苷主峰保留时间３～１０倍时
仍有杂质峰出现。对于不同产品，使用原有标准未

能有效地检测出所有杂质。若记录色谱图至１０倍

以上的主峰保留时间，会则导致分析时间过长，检测

效率低；若提高流动相中甲醇比例，图谱中腺嘌呤和

阿糖腺苷两种已知杂质峰则会移动至溶剂峰的附

近，从而受到干扰，且分离度难以达到要求。

磷酸盐缓冲液甲醇系统：使用该系统时，检出
的单个杂质数量及总杂质均比四丁基氢氧化铵磷
酸二氢钾缓冲液甲醇系统少，未能检测出产品中所
有杂质，推测可能存在部分杂质峰未从单磷酸阿糖

腺苷主峰分离出。

因此本研究在四丁基氢氧化铵磷酸二氢钾缓
冲液甲醇系统基础上优化色谱条件，进行梯度洗
脱，结果表明各物质有较好的分离度，已知杂质与未

知杂质出峰时间合适，提高检测效率。
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３２　辅料的检测

注射用单磷酸阿糖腺苷的辅料包括甘露醇、磷

酸二氢钠、磷酸氢二钠、乙二胺四乙酸二钠、氢氧化

钠。通过企业提供的处方，配制相应浓度的辅料溶

液，按照拟定方法进样检测。结果显示只有辅料乙

二胺四乙酸二钠在２５８ｎｍ处有响应，但对有关物质
测定无干扰。

３３　杂质限度的拟定
本品制剂为注射用单磷酸阿糖腺苷，参考《中

华人民共和国药典》２０２０年版药品杂质分析指导原
则和 ＩＣＨ要求，根据给药剂量及生产安全严格质
控，并结合各已知杂质的毒理数据，建议原料拟定限

度为：腺嘌呤与阿糖腺苷不得过０１％，杂质Ａ和杂
质Ｂ不得过０３％，最大未知杂质不得过０１％，未
知杂质总量不得过０５％。

经对单磷酸阿糖腺苷制备方法的考察，４种杂
质中腺嘌呤为降解杂质，杂质 Ａ与杂质 Ｂ为工艺
杂质，阿糖腺苷既是降解杂质也是工艺杂质。通

过对杂质 Ａ与杂质 Ｂ的结构分析，两者均无基因
毒性，其代谢产物亦无基因毒性，因此杂质 Ａ和杂
质 Ｂ作为一般杂质控制。由于现行标准过低，企
业产品很容易达到现行标准要求，导致市场上该

品种质量参差不齐。考虑目前国内企业控制制剂

中杂质的水平与能力较低，并结合杂质的毒理数

据，建议适当放宽制剂的杂质限度，建议拟定的限

度为：腺嘌呤与阿糖腺苷不得过０２％，杂质 Ａ和
杂质 Ｂ不得过 ０５％，最大未知杂质不得过

０２％，未知杂质总量不得过１０％。
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