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LC-MS法结合天然同位素校正和 1H NMR相对定量法

2种方法测定氘代新药甲苯磺酸多纳非尼的氘代率
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摘要: 测定氘代抗肿瘤新药甲苯磺酸多纳非尼中氘同位素杂质 (包括非氘代和不完全氘代杂质) 的含量, 并计

算氘原子百分比, 即氘代率。建立液相色谱−质谱 (LC-MS) 法通过选择离子扫描模式测定各氘同位素杂质及氘代

药物峰面积, 并根据ChemDraw软件给出的天然同位素分布对峰面积进行校正, 消除 13C、37Cl等天然同位素干扰, 通

过校正后的峰面积计算各氘同位素杂质的相对含量, 继而计算药物氘代率; 并采用非氘代杂质对照品对该方法下天

然同位素分布、氘同位素杂质与氘代药物的摩尔相对响应因子、基质效应等进行验证。另采用 1H定量核磁共振波

谱技术 (1H qNMR), 以 δ 8.63的总芳香 1H峰和 δ 2.79的氘同位素杂质残留 1H峰为定量峰, 采用氘代二甲基亚砜−重
水 (10∶1) 混合溶剂, 改变活泼氢对残留 1H的偶合裂分, 使其以单峰的形式参与定量, 提高方法灵敏度, 并优化采集

参数, 测定 1H原子百分比, 继而计算药物氘代率。结果表明, 在建立的LC-MS方法下, 天然同位素化合物相对丰度

的实测值与理论值的相对偏差均小于 15%; 氘同位素杂质与氘代药物的摩尔响应因子基本一致; 方法无基质效应。

建立的 1H qNMR方法定量限低至 0.1%。将建立的 2种方法用于 3批商业化样品的测定, 测定结果基本一致。建立

的LC-MS法结合天然同位素校正和 1H NMR相对定量法 2种方法均准确、快速、灵敏, 且无需准确称量, 无需任何对

照品, 可用于甲苯磺酸多纳非尼氘代率的测定, 也为其他氘代药物氘代率的测定提供了新思路。
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Abstract: An LC-MS method with natural isotope abundance correction and a 1H NMR relative quantitative 

method were established to determine the deuterium incorporation of donafenib tosilate, a new deuterated drug 

molecule. First, the peak areas of isotopic impurities (non-deuterated and incompletely deuterated impurities) and 

deuterated drug were recorded through the single ion monitoring (SIM) mode of the established LC-MS method and 

then corrected in terms of the natural isotope abundance offered by ChemDraw soft, removing the nature isotope 

interference from 13C, 37Cl, etc. The corrected areas were subsequently used to calculate mol% of isotopologues (D0, 

D1, D2, D3) and Atom% D, namely, deuterium incorporation. In addition, a 1H qNMR experiment was conducted 
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with the aromatic proton at δ 8.63 and the residual proton of isotopic impurities at δ 2.79 as quantitative peaks. The 

mixture of DMSO-d6 and D2O (10∶1) was employed as the solvent to change the spin-coupling between the residual 

proton and active hydrogen so that the residual proton could be measured as the single peak, and the sensitivity was 

greatly improved. The acquisition parameters were also optimized, and Atom% 1H and the deuterium incorporation 

were then calculated. The two methods were applied to samples of three commercial batches, and the testing results 

were almost consistent. Both methods proved accurate, sensitive, fast and independent of standard substances and 

accurate weighing, which could be applied to the determination of the deuterium incorporation of donafenib tosilate 

and provide a reference for other deuterated drugs.

Key words: deuterated drug; donafenib tosilate; deuterium incorporation; liquid chromatography-mass spec‐

trometry; isotope distribution; 1H quantitative nuclear magnetic resonance

氘代药物是将药物分子上处于特定代谢部位的

1个或多个氢原子 (1H) 用氘原子 (D) 替代所获得的药

物分子。相比于D修饰前的药物分子, 氘代药物具有

改善药代动力学特性、减少毒性代谢产物、稳定分子手

性结构等优势[1,2]。自 2017年全球首个氘代药物—氘

代丁苯那嗪片获FDA批准上市以来, 氘代药物越来越

成为药物设计与开发的新策略和新选择[3-5]。

甲苯磺酸多纳非尼 (donafenib tosilate) 是由我国

自主研发并拥有自主知识产权的 1类创新药, 于 2021

年通过优先审评审批程序被国家药监局批准上市, 用

于既往未接受过全身系统性治疗的不可切除肝细胞癌

患者的治疗, 是全球第二个、国产第一个获批上市的氘

代药物。甲苯磺酸多纳非尼是将甲苯磺酸索拉非尼 

(sorafenib tosilate) 21 位甲基的 3 个 1H, 用 D 替换而形

成的新分子, 该氘代位点涉及药物的氧化、水解、去甲

基和葡糖醛酸化等多个代谢途径 (图 1)。相比未氘代

分子, 甲苯磺酸多纳非尼有更高的稳态血药峰浓度和

血浆暴露量, 更低的毒性代谢产物, 临床上表现出更高

的抗肿瘤活性和安全性[6]。

氘代药物的合成策略主要分为从氘代合成砌块出

发, 经多步化学反应制备的氘池合成法, 以及在催化剂

和氘源作用下直接对化合物进行氘代修饰的同位素交

换法[1,7]。对于多原子氘代的氘代药物, 如甲苯磺酸多

纳非尼 (D3), 在合成过程中会产生非氘代 (D0) 和不完

全氘代 (D1、D2) 多种氘同位素杂质。因此, 氘代药物修

饰位点的D原子百分数, 即氘代率, 是影响其安全性及

有效性的关键质量属性。然而氘代药物和氘同位素杂质

理化性质几乎相同, 常规色谱方法无法进行分离测定。

目前氘代药物氘代率的测定方法还鲜有报道, 仅

有文献[8-11]报道了在同位素稀释质谱法中作为内标使

用的“氘标记化合物”的氘标记率, 即同位素丰度的测

定, 以及各类“氘代试剂”的氘代率的测定[12-16]。传统

的测定方法是气体同位素质谱法, 但需要复杂的前处

理将样品转化为气体样品后通过气体同位素质谱仪进

行分析。目前使用最广泛的是基于有机质谱的质量簇

法[8-10]和 1H 定量核磁共振波谱法 (1H qNMR)[12-16]。质

量簇法是通过色谱-质谱联用技术或通过蠕动泵直接

将样品引入低分辨质谱仪, 通过全扫描模式获得的质

谱图中各氘同位素化合物的峰强度计算 D 同位素丰

度。然而质量簇法在实际应用中有很多不足, 如需要

通过多次归一化和解线性方程组将质谱数据去卷积, 

标记的D越多, 方程组求解越复杂; 不同的样品浓度、

峰的前沿、中部和拖尾处等不同位置、不同的质谱图数

量等条件下得到的同位素分布均有较大差异; 且很难

对方法的定量限等进行定量评价。Tian等[11]通过用四

级杆轨道阱高分辨质谱结合流动注射进样, 无需解方

程组去卷积, 即可直接测定氘标记化合物的同位素丰

度。但该方法对仪器精度和仪器状态要求很高, 在不

同的仪器质量数偏差及测量允许偏差下, 测定结果有

较大差异, 且同样很难对方法的定量限等进行定量评

Figure 1　Structures of donafenib tosilate and sorafenib tosilate
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价。另有文献[14-18]采用 1H qNMR结合内标或外标物将

氢谱中的定量峰以D0或其他某一种氘同位素杂质的形

式用于计算氘代分子中同位素杂质的绝对含量, 继而计

算氘代率。但对于多原子氘代分子, 定量峰实际是由各

氘同位素杂质组成的混合物产生的质子峰, 因此这种 
1H NMR 定量法测定的氘代率是不准确的。且 NMR

因灵敏度相对较低、信号强度与摩尔浓度直接相关、积

分对定量峰信噪比要求较高等因素[19], 在用于测定氘代

药物这类分子量较大的化合物中的微量杂质时有一定

的困难。Marriott等[20]则采用红外光谱法对氘代甲胺

的氘代率进行测定, 但需要各氘同位素杂质对照品且

仍需结合液质联用 (LC-MS) 法建立化学计量学模型。

本研究采用 LC-MS 法通过选择离子扫描模式 

(single ion monitoring, SIM) 获得的色谱数据代替质谱

数据 , 测定多纳非尼中各氘化合物峰面积 , 并根据

ChemDraw软件给出的天然同位素分布对峰面积进行

校正, 消除 13C、37Cl等天然同位素干扰, 通过校正后各

峰面积直接计算各氘同位素杂质的相对含量, 继而计

算药物氘代率; 另外, 本研究基于混合氘代溶剂, 改变

活泼氢对氘同位素杂质残留 1H的偶合裂分, 使其以单

峰的形式参与定量, 提高方法灵敏度, 并优化采集参

数, 建立了无需任何内标或外标物的 1H NMR相对定

量法计算氘代率。本研究建立的 2种方法的方法学参

数可定量评价, 测定结果基本一致, 可相互佐证, 互为

补充; 且具有操作和计算简便、分析时间短、无需准确

称量、无需对照品的优势, 也为其他氘代药物氘代率的

测定提供了新思路。

材料与方法

仪器 Waters Acquity I-Class 高效液相色谱仪配

Xevo TQ-S 质谱检测器 (美国 Waters 公司); Bruker 

AVANCE III 500 MHz核磁共振波谱仪, 配 5 mm BBO

探头 (瑞士Bruker公司); XSE205DU型电子天平 (瑞士

Mettler-Toledo公司)。

试药与试剂 甲苯磺酸多纳非尼样品 (批号

220605、220801、221102) 和对照品 (批号 351-040-1, 纯

度 99.9%) 由苏州泽璟生物制药股份有限公司提供; D0

杂质对照品 (甲苯磺酸索拉非尼, 批号 ML220615-17, 

纯度 98.7%) 购自美国 Stanford Analytical Chemicals 

Inc.; 甲酸铵、甲酸、甲醇、乙腈均为LC-MS级, 购自德

国 Merck 公司; 氘代二甲基亚砜 (DMSO-d6, 含 0.03%

四甲基硅烷 , 批号 C14673655) 和重水 (D2O, 批号

C13267037) 均购自上海麦克林生化科技有限公司。

LC-MS测定法

供试品溶液制备 取甲苯磺酸多纳非尼适量, 加

甲醇溶解并稀释制成浓度约为 0.5 μg·mL-1的供试品

溶液。

色谱与质谱条件 以Waters sunfire C18 (150 mm × 

2.1 mm, 3.5 μm) 为色谱柱, 0.005 mol·L-1甲酸铵水溶液 

(用甲酸调 pH为 2.5)−乙腈 (1∶1) 为流动相, 柱温 35 ℃, 

流速 0.3 mL·min-1, 进样量 2 μL; ESI电离源, 正离子模

式, 喷雾电压 3.0 kV, 锥孔电压 20 V, SIM模式, 监测离

子m/z 465.1、466.1、467.1、468.1。

氘代率的计算 通过SIM模式采集供试品溶液中

各氘同位素杂质 (D0, D1, D2) 及氘代药物 (D3) [M+H]+ 

(扣除甲苯磺酸根后 m/z 分别为 465.1、466.1、467.1、

468.1) 的色谱图, 峰面积分别记为A0、A1、A2、A3。

由于天然同位素的存在, 峰面积A1、A2、A3受到D0、

D1、D2 等的天然同位素化合物的干扰。根据 Chem‐

Draw 软件给出的 D0、D1、D2、D3的各天然同位素化合

物理论相对丰度 (图 2, 扣除甲苯磺酸根), 按公式 1～4

对峰面积A0、A1、A2、A3进行校正, 校正后的峰面积分别

记为CA0、CA1、CA2、CA3。

CA0=A0 (1)

CA1=A1−24.5%CA0 (2)

CA2=A2−24.5%CA1−35.5%CA0 (3)

CA3=A3−24.5%CA2−35.5%CA1−8.2%CA0 (4)

通过校正后的峰面积, 分别按公式 5、6计算得到

各氘化合物的摩尔百分含量 Xn (n = 0, 1, 2, 3) 和最终

的氘代率Atom% D。

Xn=
CAn

CA0 + CA1 + CA2 + CA3

× 100% (5)

Atom% D =
1X1 + 2X2 + 3X3

3
× 100% (6)

峰面积校正参数的验证 取D0杂质对照品适量, 

加甲醇溶解并稀释制成浓度为 0.5、1.0、2.5、5.0、7.5、

10 ng·mL-1 的系列溶液 (分别相当于供试品浓度的

0.1%、0.2%、0.5%、1.0%、1.5%、2.0%), 按“色谱与质谱

条件”记录D0对照品各天然同位素化合物峰面积, 计

算实测相对丰度。并计算在不同浓度下, D0各天然同

位素化合物相对丰度的实测值与ChemDraw软件理论

值的相对偏差。

氘同位素杂质与氘代药物摩尔相对响应因子的验

证 取上述系列浓度的 D0对照品溶液, 按“色谱与质

谱条件”记录峰面积A0。将质量浓度换算为摩尔浓度 

(mol·L-1) 后, 以摩尔浓度为横坐标, 峰面积为纵坐标, 

计算D0线性回归方程。另取高丰度D3对照品适量, 加

甲醇溶解并稀释制成质量浓度为 0.25、0.4、0.5、0.6、

0.75、1.0 μg·mL-1的系列溶液 (分别相当于供试品浓度

的 50%、80%、100%、120%、150%、200%), 按“色谱与质
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谱条件”记录峰面积A3。将质量浓度换算为摩尔浓度 

(mol·L-1) 后, 以摩尔浓度为横坐标, 峰面积为纵坐标, 

计算D3线性回归方程。并计算D0与D3线性方程斜率 

(k) 的比值。

基质效应的考察 由于各氘化合物在色谱系统无

法分离, 共洗脱进入离子源, 且样品中各氘同位素杂质

的实际含量很低, 因此有必要考察高浓度的D3对微量

的氘同位素杂质的竞争性抑制, 即基质效应。

取高丰度D3对照品适量, 加甲醇溶解并稀释制成

质量浓度为 0.5 μg·mL-1的基质溶液。另取 D0杂质对

照品适量 , 加基质溶液溶解并稀释制成质量浓度为

0.5、1.0、2.5、5.0、7.5、10 ng·mL-1的系列溶液, 按“色谱

与质谱条件”记录峰面积A0。将质量浓度换算为摩尔

浓度 (mol·L-1) 后, 以摩尔浓度为横坐标, 峰面积为纵坐

标, 计算基质匹配标准曲线方程的 k值。通过与不加基

质的D0对照品标准曲线方程 k值进行比较, 评价方法

的基质效应[21]。

LC-MS法其他方法学验证

专属性 各氘化合物在色谱系统无法分离, LC-MS

法专属性主要考察空白溶剂在各提取离子通道下对各

氘化合物的测定有无干扰。分别取甲醇空白溶液、供

试品溶液 , 按“色谱与质谱条件”测定 , 分别记录 m/z 

465.1、466.1、467.1、468.1的提取离子色谱图。

线性与范围 见“氘同位素杂质与氘代药物摩尔

相对响应因子的验证”项下。

检测限与定量限 将 D0杂质对照品用甲醇逐级

稀释, 按“色谱与质谱条件”记录峰面积 A0, 以信噪比 

(S/N) 约为 10时相应的浓度作为定量限 (LOQ) 浓度, 

以S/N约为3时相应的浓度作为检测限 (LOD) 浓度。

重复性 取同一批供试品, 按LC-MS测定法的供

试品溶液制备方法平行制备 6份供试品溶液, 按“色谱

与质谱条件”测定, 计算供试品中各氘化合物摩尔百分

含量和氘代率测定值的RSD (n = 6)。

回收率 取同一批供试品适量, 加D0杂质对照品

配制成加标浓度分别为 2.5、5.0、7.5 ng·mL-1 (分别相当

于供试品浓度的 0.5%、1.0%、1.5%) 的加标供试品溶

液 , 每个浓度平行制备 3 份 , 按“色谱与质谱条件”测

定, 计算D0的加标回收率。

耐 用 性 将 建 立 的 色 谱 条 件 在 流 速 (0.3 ± 

0.1 mL·min-1)、柱温 (35 ± 5 ℃)、流动相 pH (2.5 ± 0.2) 

等发生变动时, 取供试品溶液进行测定, 计算供试品中

各氘化合物摩尔百分含量及供试品氘代率, 考察方法

耐用性。
1H qNMR测定法

供试品溶液制备 取甲苯磺酸多纳非尼约100 mg, 

加DMSO-d6 1 mL使溶解, 再加入D2O 100 μL, 混匀后

转移0.5 mL至5 mm核磁管中, 待测。

NMR 采集参数 采用 90°脉冲 (脉冲序列为 zg), 

测试温度298 K, 谱宽 (SWH) 10 000 Hz, 采样时间 (AQ) 

3.28 s, 弛豫延迟时间 (D1) 15 s, 脉冲宽度 (P1) 9.4 μs, 

采样点数 (TD) 64 k, 空扫次数 (DS) 2次; 扫描次数 (NS) 

64次。

数据处理参数 线宽因子 (LB) 0.3 Hz, 图谱点数 

(SI) 与TD一致。

氘代率的计算 将供试品溶液按NMR采集参数

进行采样, 对采集得到的氢谱依次进行傅里叶变换、相

位校正和基线校正。

以 δ 2.79 的 1H 峰作为氘同位素杂质的特征定量

峰, 积分值记为Ax。以 δ 8.63的芳香 1H峰 (1H) 作为各

氘化合物总定量峰, 积分值记为 As。分别按公式 7、8

Figure 2　Molecular formula, exact mass of [M+H]+ and theoretical natural abundance of four isotopologues
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计算D修饰位点残留 1H的Atom% 1H和最终的氘代率

Atom% D。

Atom% 1H =
Ax

3As

× 100% (7)

Atom% D = (1 − Ax

3As

) × 100% (8)

1H qNMR方法学验证

线性与范围 取D0杂质对照品适量, 加DMSO-d6溶

解并稀释制成浓度为0.1、0.2、0.5、1.0、1.5、2.0 mg·mL-1的

线性溶液 (分别相当于供试品浓度的0.1%、0.2%、0.5%、

1.0%、1.5%、2.0%), 分别取 1 mL后加入D2O 100 μL, 混

匀后转移 0.5 mL至 5 mm核磁管中, 待测, 按 NMR采

集参数测定。以待测物浓度为横坐标, δ 2.79定量峰

与溶剂自带的四甲基硅烷内标峰的面积比为纵坐标, 

计算回归方程。

定量限 取上述系列浓度的待测 D0杂质对照品

溶液, 按 NMR 采集参数测定, 以 S/N 约为 150 时相应

的浓度作为LOQ浓度。

重复性 取同一批供试品, 按 1H qNMR测定法的

供试品溶液制备方法平行制备 6份待测供试品溶液, 

按NMR采集参数测定, 计算Atom% 1H和氘代率测定

值的RSD (n = 6)。

回收率 精密称取同一批供试品 100 mg各 9份, 

分为 3组, 每组分别精密加入“线性与范围”项下 0.5、

1.0、1.5 mg·mL-1的D0杂质对照品溶液 (分别相当于供

试品浓度的 0.5%、1.0%、1.5%) 1 mL使溶解, 加入D2O 

100 μL混匀后转移 0.5 mL至 5 mm核磁管中, 按NMR

采集参数测定, 计算D0的加标回收率。

结果与讨论

1 LC-MS测定法

1.1 峰面积校正参数的验证

由于 13C、37Cl等天然同位素的存在, 峰面积A1、A2、

A3除了包含各自所代表的D1、D2、D3, 又包含了其他天

然同位素化合物。具体来说: A0仅包含 [D0+H]+; A1除包

含 [D1+H]+, 还包含了来自D0的天然同位素化合物 [D0+

H+1]+的贡献; A2除包含 [D2+H]+, 还包含了 [D1+H+1]+

和 [D0+H+2]+的贡献; A3除包含 [D3+H]+, 还包含了 [D2+

H+1]+、[D1+H+2]+和 [D0+H+3]+的贡献。需根据天然同

位素化合物的相对丰度予以校正扣除。

D0对照品各天然同位素化合物相对丰度的实测值

以及与ChemDraw软件的理论值的相对偏差详见表 1。

在不同浓度条件下, D0各天然同位素化合物相对丰度

的实测值与理论值的相对偏差均 < 15%, 表明本研究建

立的方法各天然同位素化合物相对丰度测定值准确, 

且可用理论相对丰度作为校正参数对各氘化合物峰面

积进行校正。

1.2 氘同位素杂质与氘代药物摩尔相对响应因子的

验证

D0和 D3线性回归方程分别为 y = 2.033 × 1013 x − 

1 007.6 (r = 0.999 9)和 y = 1.936 × 1013 x + 480 702 (r = 

0.999 4), k 的比值为 1.05。表明低浓度 (限度浓度附

近) 的氘同位素杂质与高浓度 (供试品浓度附近) 的D3

色谱峰信号响应因子基本一致, 摩尔相对响应因子近

似为 1, 可用各氘化合物校正后峰面积直接计算各氘

化合物的摩尔百分含量。

1.3 基质效应的考察

基质匹配标准曲线方程与不加基质的标准曲线方

程 k的比值为 103%, 在 90%～110%范围内, 表明基质

干扰较低, 可以忽略不计。

1.4 LC-MS法其他方法学验证

1.4.1 专属性 空白溶液和供试品溶液各提取离子色

谱图分别见图 3、4。结果表明, 空白溶剂在各提取离

子通道下均不干扰供试品中各氘化合物的测定。

1.4.2 线性与范围 氘同位素杂质和 D3的线性范围

分别在 0.5～10 ng·mL-1和 0.25～1.0 μg·mL-1内时峰面

积与质量浓度线性关系良好。

1.4.3 检测限与定量限 LOQ浓度结果为0.5 ng·mL-1, 

相 当 于 供 试 品 浓 度 的 0.1%。 LOD 浓 度 结 果 为

0.15 ng·mL-1, 相当于供试品浓度的 0.03%。表明方法

灵敏度满足检测要求。

1.4.4 重复性 供试品中各氘化合物摩尔百分含量测

定值的RSD (n = 6) 分别为 2.0% (D0)、9.7% (D1)、3.8% 

(D2)、0.02% (D3), 供试品氘代率测定值RSD (n = 6) 为

0.005%。表明方法重复性良好。

1.4.5 回收率 3个浓度水平下D0的加标回收率结果

Table 1　Measured value and relative deviation of the natural abundance of D0 reference

Concentration

/ng·mL-1

0.521 7

1.043

2.608

5.217

7.825

10.43

[M+H+1]+

Measured value

< LOQ

26.5%

24.8%

24.3%

24.1%

24.7%

Relative deviation

/

7.8%

1.2%

0.8%

1.7%

0.8%

[M+H+2]+

Measured value

< LOQ

35.6%

35.8%

35.9%

35.9%

36.3%

Relative deviation

/

0.3%

0.8%

1.1%

1.1%

2.2%

[M+H+3]+

Measured value

< LOQ

< LOQ

< LOQ

9.4%

9.3%

9.1%

Relative deviation

/

/

/

14.9%

13.8%

11.6%
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见表2, 表明方法准确度较高。

1.4.6 耐用性 在流速、柱温、流动相 pH等发生变动

时, 供试品中各氘化合物摩尔百分含量及供试品氘代

率的测定值基本无变化, 方法耐用性良好。

2 1H qNMR测定法

2.1 1H qNMR方法的建立与优化

2.1.1 定量峰的选择 由于各氘同位素杂质除在δ 2.79

处显示 21位的残留甲基 1H外, 其他各质子峰和 D3几

乎重合, 因此以 δ 2.79的 1H峰作为氘同位素杂质的特

征定量峰。另选一芳香 1H峰作为各氘化合物的总定

量峰。相比其他芳香 1H峰, 18位 δ 8.63的芳香 1H峰裂

分相对简单 (双峰), 且与其他信号峰分离度良好, 因此

作为各氘化合物总定量峰。样品典型性图谱见图5。

2.1.2 样品制备的选择 由于氘同位素杂质含量较

低, 为提高方法灵敏度, 样品的制备首先考虑样品溶解

度。筛选了常用的氘代溶剂如 DMSO-d6、氘代氯仿、

氘代甲醇、D2O 等 , 甲苯磺酸多纳非尼在 DMSO-d6中

溶解度最大 ( > 200 mg·mL-1), 但样品浓度过高, 溶液

黏度变大, 磁场均匀性变差和弛豫增快导致谱图分辨

率下降。经筛选以DMSO-d6为溶剂制成 100 mg·mL-1

的供试品溶液。

以DMSO-d6为溶剂制备 1.0% (限度浓度) 的D0杂

质对照品溶液。21位的特征甲基 1H与 29位的N-H相

连 , N-H 属于活泼氢 , 通常由于分子间的快速交换 , 

N-H对邻位C-H的偶合平均化, 不会造成裂分。但由

于 29位的N-H属于酰胺氢, 交换速度很慢, 会与邻位

甲基 1H 有偶合作用 , 使得 δ 2.79 甲基 1H 峰裂分为双

峰 , 同时 δ 8.78 酰胺 1H 峰也被甲基 1H 裂分为四重峰 

(图 6B)。为进一步提高氘同位素杂质的检测灵敏度, 

尝试向样品溶液中加入 100 μL D2O, 混匀, 使酰胺活泼

氢与D2O充分交换, 结果酰胺氢峰几乎消失, 偶合作用

减弱, 特征定量峰由双峰变为单峰, 灵敏度大幅提高 

(图6A)。且单峰峰宽更窄, 积分值更准确。

另一方面 , 加入 D2O 前 , 来自样品或溶剂残留的

H2O峰位于 δ 3.43, 峰宽较宽, 对低浓度的氘同位素杂

质 δ 2.79定量峰的积分有一定干扰, 积分宽度的微小

变化会对积分产生明显变化, 杂质浓度越低, 对积分影

响越大。加入D2O后, 残留H2O峰向低场移动, 且峰宽

Table 2　Results of recovery testing

Added 

amount/μg

0.251 5

0.251 5

0.251 5

0.503 0

0.503 0

0.503 0

0.754 5

0.754 5

0.754 5

Determined 

amount/μg

0.254 3

0.270 9

0.265 1

0.498 5

0.508 0

0.515 6

0.826 9

0.800 5

0.804 3

Recovery

/%

101.1

107.7

105.4

99.1

101.1

102.5

109.6

106.1

106.6

Average

/%

104.7

100.9

107.4

RSD

/%

3.2

1.7

1.8

Figure 5　Typical 1H NMR spectra of sample solutions. 1: δ 2.79 

quantitative peak; 2: δ 8.63 quantitative peak

Figure 4　Extract ion chromatograms of the sample solution: A: 

m/z 465.1; B: m/z 466.1; C: m/z 467.1; D: m/z 468.1

Figure 3　 Extract ion chromatograms of the blank solution. A: 

m/z 465.1; B: m/z 466.1; C: m/z 467.1; D: m/z 468.1
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明显变小, 对定量峰积分几乎没有影响 (图6A)。

2.1.3 采集参数的优化 D1是影响定量峰面积准确

性的重要参数, D1不够会在激发核尚未完全回到低能

态便开始下一次激发, 对响应信号强度产生较大影响, 

继而增加定量误差, 但增加 D1 也会明显增加测试时

间。为保证被积分的信号强度与原子核数目完全成正

比, 且控制测试时间, 通常D1设置为 5倍的纵向弛豫

时间 (T1)。不同化合物以及同一化合物中不同信号峰

的 T1 均不同。通过反转恢复法测定供试品溶液中

δ 2.79甲基 1H峰和 δ 8.63芳香 1H峰的T1, 结果分别为

1.096 s和2.669 s。取最大T1, D1设置为15 s。

与其他定量技术通常要求S/N ≥ 10不同, 欧洲药典

对 qNMR S/N 的要求是 ≥ 150, 另有文献[22]推荐 S/N ≥ 

250。首先选择 90°脉冲 (脉冲序列 zg) 作为测定脉冲, 

因为该角度可在 xy平面上产生最大磁化强度。S/N与

NS增加倍数的平方根成正比, 但NS越大测试时间越

长。尝试 NS 为 16、32、64 和 128 次, 当 NS 为 64 次时, 

0.1% 浓度水平的 D0杂质对照品溶液特征定量峰 S/N

为263.4, 因此不再增加NS次数。

2.2 1H qNMR方法学验证

2.2.1 线性与范围 特征定量峰线性方程为 y = 

2.690 4 x − 0.042 8 ( r = 0.999 9)。表明在 0.1%～2.0%

内, 氘同位素杂质特征定量峰响应与其质量浓度线性

关系良好。

2.2.2 定量限 0.1 mg·mL-1 的 D0 杂质对照品溶液

δ 2.79定量峰S/N为263.4, 表明方法定量限低至0.1%。

2.2.3 重复性 Atom% 1H 和氘代率测定值的 RSD 

(n = 6) 分别为3.1%和0.004%。表明方法重复性良好。

2.2.4 回收率 3个浓度水平下D0的平均加标回收率

分别为 103.7%、99.4%、101.8%, RSD (n = 3) 分别为

1.3%、1.8%、0.9%。

3 两种方法的比较

分别将 2种方法用于 3批商业化样品的测定, 每批

样品平行测定 6次取平均值, 结果 (表 3) 表明, 2种方

法氘代率测定结果基本一致, 可相互佐证, 互为补充。

2种测定方法均准确、灵敏, 无需对照品, 且样品无需

准确称量, 可消除称量误差。其中 1H NMR相对定量

法分析时间更短, 操作和计算更为简单。但是相比于

LC-MS法可同时测定氘代率以及各氘同位素的摩尔百

分含量, 1H NMR相对定量法仅可测定最终的氘代率。

结论

本研究建立了 LC-MS法结合天然同位素校正和

基于混合氘代溶剂的 1H NMR相对定量法 2种方法用

于测定氘代抗肿瘤新药甲苯磺酸多纳非尼的关键质量

属性氘代率, 其质量标准控制在 ≥ 99.0%。3批商业化

样品测定结果显示, 2种方法测定结果基本一致, 且均

符合标准规定。其中 LC-MS法结果表明氘同位素杂

质主要以不完全氘代杂质D2为主, 其次是非氘代杂质

D0, 各氘化合物的相对含量并不服从天然同位素化合

Table 3　Determination results of samples by two methods

Lot

220605

220801

221102

LC-MS

Mol% D0

0.15

0.13

0.13

Mol% D1

0.03

0.06

0.03

Mol% D2

0.45

0.42

0.39

Mol% D3

99.36

99.40

99.45

Atom% D

99.67

99.70

99.72

1H qNMR

Atom% 1H

0.41

0.23

0.25

Atom% D

99.59

99.77

99.75

Figure 6　 1H NMR spectra of D0 reference solutions of 1 mg·mL-1: (A) with D2O; (B) without D2O. 1: δ 2.79 methyl 1H peak; 3: δ 8.78 

amide 1H peak; 4: H2O peak
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物所遵从的二项式分布。本研究建立的 2种方法具有

方法学参数可定量评价; 操作和计算简便; 分析时间

短; 无需准确称量; 无需任何对照品的优势, 也为其他

氘代药物氘代率的测定提供了新思路。
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