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【医学实践】

2′-O，3′-O，5′-O-三乙酰基-N-（3-羟基苯基） 
腺苷含量测定方法的建立与验证

林玉彪

海南中济医药科技有限公司

摘  要：目的  建立新的 2′ -O，3′ -O，5′ -O- 三乙酰基 -N-（3- 羟基苯基）腺苷含量测定方法。

方法  采用高效液相色谱法测定，色谱柱为 COSMOSIL C18（4.6mm×250mm，5μm），流动相为冰醋酸溶液

（量取 1000mL 水，加入 2mL 冰醋酸，混匀）- 乙腈（60:40）。检测波长为 300nm；流速为每分钟 1.0mL；柱

温为 30℃；进样体积 10μL。结果  专属性试验中溶剂对本品含量测定无干扰；在强制降解试验中主峰与相邻

杂质峰的分离度均大于 1.5，主峰纯度匹配值均≥ 990，物质平衡均在 90%~110% 范围内；线性与范围试验表明

本品在 0.1mg·mL-1~0.3mg·mL-1 浓度范围内主成分峰面积具有良好的线性关系（r=1.000 0）；在精密度试验中，

进样精密度 RSD 为 0.05%、重复性 RSD 为 0.4%、中间精密度 RSD 为 0.6%，表明精密度良好；溶液稳定性试

验表明供试品溶液和对照品溶液于 25℃下放置 24 h 稳定性良好；回收率在相当于供试品溶液浓度的百分比为

80%~120% 范围内，回收率为 99.2%（n=9），RSD 为 0.3%，回收率良好；耐用性试验表明，色谱条件的微小变动，

测定结果不受影响。结论  所建立的含量测定方法简单可靠，专属性强，线性与范围、精密度、准确度均良好，

耐用性范围广，含量测定准确度高，能更好地实现本品的含量控制。

关键词：2′ -O，3′ -O，5′ -O- 三乙酰基 -N-（3- 羟基苯基）腺苷；含量测定；高效液相色谱法；

分析方法验证

2 ′ -O，3 ′ -O，5 ′ -O- 三 乙 酰 基 -N-（3-

羟 基 苯 基） 腺 苷 [ 化 学 名 称：（2R,3R,4R,5R）-2-

（acetoxymethyl）-5-（6-（（3-hydroxyphenyl）

amino）-9H-purin-9-yl）tetrahydrofuran-3,4-diyl 

diacetate] 是一种具有明确化学结构（见图 1）的腺苷

衍生物，其分子式为 C22H23N5O8，分子量为 485.45，

性状为白色至类白色结晶性粉末 [1]。该化合物是近年

来新型开发的一种 AMP- 激活蛋白激酶（AMPK）激

活剂，通过靶向 AMPK 信号通路发挥药理作用 [2]。有

实验研究报道 2′ -O，3′ -O，5′ -O- 三乙酰基 -N-

（3- 羟基苯基）腺苷具有显著的血脂调节活性。在动

物模型中，该化合物被证实能有效改善血脂紊乱状态，

具体表现为显著降低血液中的甘油三酯（TG）、总胆

固醇（TC）和低密度脂蛋白胆固醇（LDL-C）水平，

同时减少腹部脂肪的蓄积。这些效应可能与 AMPK 介

导的代谢调控机制相关，例如通过抑制脂质合成和促

进脂肪酸氧化 [3-4]。基于其积极的药理活性，2′ -O，

3′ -O，5′ -O- 三乙酰基 -N-（3- 羟基苯基）腺苷

展现出作为临床候选药物的潜力，可用于预防和 / 或

治疗高脂血症及其相关并发症，如动脉粥样硬化等 [5]。

未来研究还需进一步评估其药代动力学和安全性，以

推动其临床应用。
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图 1  2′ -O，3′ -O，5′ -O- 三乙酰基 -N- 

（3- 羟基苯基）腺苷的化学结构

然而，目前国内外关于此化合物的公开研究文献

报道非常有限，特别是在其关键质量属性控制方面，
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尚未见有关其含量测定方法的文献发表。这一研究空

白的填补对于推进其后续开发至关重要。

因此，本研究聚焦于建立 2′ -O，3′ -O，5′ -O-

三乙酰基 -N-（3- 羟基苯基）腺苷的专属、灵敏且准

确的高效液相色谱（HPLC）含量测定方法，并对其进

行系统全面的方法学验证（包括专属性、线性、精密度、

准确度、稳定性等）。旨在为该化合物原料药及未来

制剂的质量控制、工艺研究与稳定性考察提供科学、

可靠的定量分析依据，从而支持其新药研发链条的 

推进。

1  仪器与试药

1.1  仪器

LC-2030C 高效液相色谱仪（日本岛津公司）、

UltiMate 3000 高效液相色谱仪（赛默飞世尔科技公司）、

AUW220D 十万分之一电子天平（日本岛津公司）。

1.2  试剂与试药

2 ′ -O，3 ′ -O，5 ′ -O- 三 乙 酰 基 -N-（3-

羟基苯基）腺苷（批号分别为 T250101、T250102、

T250103）原料由国内 1 厂家提供。工作对照品（批号：

RS250201，含量：98.5%）自制。乙腈（HPLC）、冰

醋酸（AR）、盐酸（AR）均购自西陇科学股份有限公司；

氢氧化钠（AR）购自广州化学试剂厂；过氧化氢（AR）

购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司、纯净水购自

杭州娃哈哈集团有限公司。

2  方法与结果

2.1  色谱条件

色 谱 柱 采 用 十 八 烷 基 硅 烷 键 合 硅 胶 为 填 充 剂

（COSMOSIL C18 4.6mm×250mm，5μm 或 能 效 相 当

的色谱柱）；以冰醋酸溶液（量取 1000mL 水，加入

2mL 冰醋酸，混匀）- 乙腈（60:40）为流动相；检测

波长为 300nm；流速为 1.0 mL/min；柱温为 30℃；进

样体积 10μL。

2.2  溶液配制

2.2.1  供试品溶液

取 2′ -O，3′ -O，5′ -O- 三乙酰基 -N-（3-

羟基苯基）腺苷适量，加流动相溶解并定量稀释制成

每 1mL 中约含 0.2mg 的溶液。

2.2.2  对照品溶液

取工作对照品适量，精密称定，加流动相溶解并

定量稀释制成每 1mL 中约含 0.2mg 的溶液。

2.2.3  强制降解试验用溶液

高温破坏溶液  称取本品约 20mg，置 100mL 量

瓶中，加流动相 10mL 使溶解，盖紧瓶塞，防止流动

相蒸发，置 100℃水浴 1 h，放冷至室温，加流动相稀

释至刻度，摇匀。

氧化破坏溶液  称取本品约 20mg，置 100mL 量

瓶中，加流动相 10mL 使溶解，加 30% 过氧化氢溶液

1mL，室温放置 6 h，加流动相稀释至刻度，摇匀。

光照破坏溶液  称取本品约 20mg，置 100mL 无

色透明量瓶中，加流动相 10mL 使溶解，置光照试验

箱中照射（照度：4500Lx±500Lx）24 h，加流动相稀

释至刻度，摇匀。

强酸破坏溶液  称取本品约 20mg，置 100mL 量

瓶中，加流动相 10mL 使溶解，加 1mol·L-1 盐酸溶液

1.0mL，室温放置 1 h，加 1mol·L-1 氢氧化钠溶液 1.0mL

中和，加流动相稀释至刻度，摇匀。

强碱破坏溶液  称取本品约 20mg，置 100mL 量

瓶中，加流动相 10mL 使溶解，加 1mol·L-1 氢氧化钠

溶液 1.0mL，室温放置 6 h，加 1mol·L-1 盐酸溶液 1.0mL

中和，加流动相稀释至刻度，摇匀。

2.2.4  线性试验系列对照品溶液

取工作对照品 20mg，精密称定，置 20mL 量瓶

中，加流动相溶解并稀释至刻度，摇匀，作为线性试

验对照品溶液用储备溶液。精密量取储备溶液，用流

动相定量稀释制成每 1mL 中分别含 0.10μg、0.16μg、

0.20μg、0.24μg 和 0.30μg 的系列对照品溶液，即得。

2.2.5  准确度试验用测试溶液

取 2′ -O，3′ -O，5′ -O- 三乙酰基 -N-（3-

羟 基 苯 基） 腺 苷 16mg、20mg 和 24mg 分 别 于 3 个

100mL 量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻度，摇匀，

作为 80%、100% 和 120% 准确度测试溶液，每个浓度

平行配制 3 份。

2.3  色谱条件中波长的选择

本实验采用二极管阵列检测器（DAD）进行光谱

采集与波长选择，其检测范围覆盖 200nm 至 400nm，

能够全面捕捉各组分在此区间的紫外吸收特性。在专

属性研究阶段，分别对主成分溶液、降解产物溶液及

强制降解样品进行全波长扫描。结果显示，主成分及

其主要降解杂质在 270nm 与 300nm 两处均表现出显著

吸收，且两波长下均具备良好的检测灵敏度。

通过进一步对比分析不同波长下的光谱数据发

现，尽管 270nm 处主成分与杂质均有较强吸收，但在

300nm 处二者的吸收响应值更高，提示该波长可能具

备更优的检测灵敏度。此外，在 300nm 下，各降解杂

质与主成分的色谱峰形更佳，分离效果良好，潜在干

扰较小，有利于在实际样品分析中实现准确定量与杂

质控制。

综 上， 基 于 吸 收 强 度、 峰 形 特 征 及 分 离 效 能
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等多方面因素的综合评估，最终将检测波长确定为

300nm，以确保分析方法在专属性、灵敏度及可靠性

方面达到理想水平。

2.4  色谱条件中流动相的选择

在确定色谱条件的过程中，流动相的筛选基于

前期 LC-MS/MS 方法开发阶段的系统比较研究。我们

先后考察了乙腈 / 甲酸与乙腈 / 冰醋酸等不同流动相

体系对目标成分色谱行为的影响。实验结果显示，采

用乙腈 / 冰醋酸体系时，主成分的峰形对称性更好，

峰宽更为合理，且无明显拖尾和前伸现象，整体分离

效果优于乙腈 / 甲酸体系。结合保留行为和系统适用

性要求，经进一步优化配比与流速等参数，最终确定

采用第 2.1 项下所述的乙腈 - 冰醋酸水溶液作为流动

相体系，以确保方法具有良好的灵敏度、稳定性和重 

现性。

2.5  方法学验证

2.5.1 专属性

取空白溶剂（流动相）、供试品溶液、强制降解

试验溶液各 10μL，分别注入液相色谱仪，照 2.1 项下

色谱条件分析，记录色谱图（见图 2），由记录的色

谱图可知空白溶剂对本品含量测定无干扰；强制降解

试验结果（见表 1）表明，在高温、光照强制降解条

件下，本品基本稳定；在强酸、强碱、氧化等强制降

解条件下，均有不同程度的降解。各种破坏条件下主

峰与相邻杂质峰的分离度均大于 1.5，主峰纯度匹配值

均≥ 990，物质平衡均在 90%~110% 范围内，符合验

证要求，表明本方法专属性良好。

2.5.2  线性与范围

取配制对照品的系列浓度溶液（相当于供试品

溶液浓度的 50%~150%），分别精密量取 10μL 注入

液相色谱仪检测，记录色谱图。以测得的峰面积对

被测物的浓度作图，用最小二乘法进行线性回归。评

估被测物峰面积与浓度直接呈比例关系的程度。试

验结果（见表 2）表明，溶液浓度在 0.1 mg·mL-1~ 

0.3 mg·mL-1 内主峰面积与浓度直接呈比例关系的程度

有着良好的线性关系。

2.5.3  精密度

（1）进样精密度

取对照品溶液，精密量取 10μL，连续重复进样

6 次，记录色谱图，主峰面积 RSD 为 0.05%（可接受

标准：RSD ≤ 1.0%），表明方法仪器系统精密度良好。

（2）重复性

按 2.2.1 供试品溶液配制方法，平行配制 6 份供

试品溶液，分别精密量取 10μL 注入液相色谱仪检

测，记录色谱图，计算含量的相对标准偏差（RSD）。

试 验 结 果（ 见 表 3） 表 明， 重 复 测 定 6 份 供 试 品

结 果 的 RSD 为 0.4%， 表 明 方 法 的 重 复 性 符 合 验 证 

要求。

（3）中间精密度

由另一个分析人员，在不同日期，使用不同仪器

重复测定 6 份供试品，与重复性试验项下 6 份供试品

的测定结果一起进行评价。重复测定两组共计 12 份供

试品结果（见表 4）的 RSD 为 0.6%，表明方法的中间

精密度符合验证要求。

图 2　专属性试验色谱图
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表 1  强制降解试验结果

破坏条件
参数

主峰与前 / 后峰分离度 主峰纯度匹配值 物质平衡

未破坏 —/— 1000 100%

高温破坏 —/— 999 99%

氧化破坏 9.6/— 1000 100%

光照破坏 —/— 1000 100%

强酸破坏 5.4/— 999 98%

强碱破坏 9.6/— 1000 98%

可接受标准 ＞ 1.5 ≥ 990 90%~110%

表 2  线性试验结果

相当于供试品溶液
浓度的百分比

浓度
（mg·mL-1）

线性方程 相关系数 r
y 轴截距与 100%

响应值的比值

可接受标准

相关系数 r
y 轴截距与 100%

响应值的比值

50%~150% 0.1~0.3 y = 29 271 321 x - 2 515 1.000 0 0.04% ≥ 0.998 ≤ 2.0%

表 3  重复性试验结果

No 1 2 3 4 5 6 平均值 RSD 可接受标准

含量 99.67% 99.30% 99.10% 99.45% 99.51% 100.25% 100.3% 0.4% RSD ≤ 1.0%

表 4  中间精密度试验结果

No 1 2 3 4 5 6 平均值 RSD 可接受标准

重复性 99.67% 99.30% 99.10% 99.45% 99.51% 100.25%
99.9% 0.6% RSD ≤ 2.0%

中间精密度 100.57% 100.95% 100.75% 100.14% 99.23% 99.96%

（4）溶液稳定性

供试品溶液与对照品溶液在 25℃条件下放置 24 h 

后， 其 相 对 含 量 的 变 化 值 分 别 为 0.16% 与 0.11%，

均低于 2.0% 的预设可接受标准（≤ 2.0%）。如表 5

数据所示，在 24 h 的考察期间内，两种溶液各时间

点的含量变化幅度均保持在较低水平，最大变化值

远低于可接受限度。结果表明，供试品溶液与对照

品溶液在 25℃条件下具有良好的稳定性，符合验证 

要求。

（5）准确度（回收率）试验

取 2.2.2 项下的对照品溶液及 2.2.5 项下的准确度

试验用测试溶液，分别精密量取 10μL 注入液相色谱

仪检测，记录色谱图，结果见表 6。

结果表明，在相当于供试品溶液浓度的百分比为

80%~120% 范围内，回收率为 99.2%，RSD 为 0.3%，

符合验证要求，表明此方法准确度较高。

2.5.6  耐用性试验

验 证 色 谱 条 件 的 微 小 变 动 时， 测 定 结 果 不 受

影 响 的 承 受 程 度。 通 过 微 调 变 动 因 素 [ 包 括 流 速

（0.8mL·min-1~1.2 mL·min-1）、柱温（25℃ ~35℃）、

流 动 相 中 乙 腈 的 比 例（38%~42%） 和 不 同 色 谱 柱

（① YMC-Pack ODS-A C18 和② AcclaimTM 120 C18）等 ]

评价该方法的耐用性，测定结果见表 7。

由试验结果可知，在流速、柱温、流动相中乙腈

的比例范围内和不同色谱柱等色谱条件发生较小的变

动时，本品含量测定结果基本一致，符合验证要求，

表明此方法的耐用性良好。

2.6  含量测定

取三批 2′ -O，3′ -O，5′ -O- 三乙酰基 -N-（3-

羟基苯基）腺苷，按 2.2.1 供试品溶液配制方法，照 2.1

项下色谱条件，测定本品的含量，按峰面积以外标法

计算，测定结果见表 8。

结果表明，三批 2′ -O，3′ -O，5′ -O- 三乙

酰基 -N-（3- 羟基苯基）腺苷含量均在 98.0%~102.0%

的标准范围内，表明此方法可用于检查本品的含量。

3  结论

2′ -O，3′ -O，5′ -O- 三乙酰基 -N-（3- 羟

基苯基）腺苷含量测定方法的建立与验证，主要依据《中
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国药典》2020 年版四部通则 0512“高效液相色谱法”[6]、

通则 9101“分析方法验证指导原则”[7]、通则 9102“药

品杂质分析指导原则”[8]，并参考了《对药物研发中分

析方法验证的几点考虑》[9] 及《化学药物分析方法验证

的内容和评价》[10] 等相关技术文件 [11]。经验证，所建

立方法的各项验证指标均符合可接受标准。

本研究建立的含量测定方法兼具操作简便性与方

法可靠性，专属性强。方法在线性·范围、精密度、

准确度及耐用性等关键质量属性上均表现良好，能够

为本品含量提供准确、可靠的质量控制。
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