醋酸去氨加压素杂质I国家对照品研制
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摘要：目的：研制首个醋酸去氨加压素杂质I国家对照品。方法：采用质谱分子量测定、质谱氨基酸序列分析、氨基酸比值分析等进行结构确证，采用反相高效液相色谱法进行纯度和醋酸含量测定。结果：确证了去氨加压素杂质I的结构，并确定了含量为92.0%，HPLC法测定表明去氨加压素杂质I可与去氨加压素有效分离，分离度为5.2。结论：本研究建立的醋酸去氨加压素杂质I国家对照品可用于醋酸去氨加压素杂质I的鉴别和醋酸去氨加压素有关物质及含量测定系统适用性试验。
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Standardization of the First National Reference Standard of Desmopressin Acetate Impurity I 
ABSTRACT：objective：To establish the first national reference standard of Desmopressin Acetate Impurity I. Methods: TOF MS, the analysis of Amino acid sequence and the ratio value of amino acids were used to confirm the structure of Desmopressin Acetate Impurity I. HPLC was applied to determine the purity and the content of acetic acid of Desmopressin Acetate Impurity I. Results：The structure of the material was confirmed and the purity was 96.3%. HPLC analysis showed that the  resolution between Desmopressin Acetate Impurity I and Desmopressin Acetate is 5.2 . Conclusion：The established first national reference standard of Desmopressin Acetate Impurity I can be efficiently applied for impurity positioning  and  identification.
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 醋酸去氨加压素为天然精氨盐加压素的结构类似物，即1-半胱氨酸脱去氨基和以8-D-精氨酸取代8-L-精氨酸[1]。化学名: 巯基丙酰-L-酪氨酰-L-苯丙氨酰-L-谷氨酰氨酰-L-天冬酰氨酰-L-半胱氨酰-L-脯氨酰-D-精氨酰-L-甘氨酰胺醋酸盐( 1，6-二硫环) [2] 。临床上被广泛用于治疗儿童夜尿症[3]、尿崩症[4]、轻度血友病及血管性血友病[5]。醋酸去氨加压素及注射液美国药典[6]与中国药典[7]均有收载。杂质I为醋酸去氨加压素主要降解产物，由肽链中的谷氨酰胺脱氨形成谷氨酸而得。中国药典2015版二部醋酸去氨加压素品种项下采用杂质I与主成分的分离度来考察系统是否适用及对杂质I进行定位，同时采用主成分自身对照法对杂质I的含量进行了控制，限度控制在0.5%[7]。因此，醋酸去氨加压素杂质I国家对照品的研制对国家标准的顺利实施、市场监管和生产企业放行都有很重要的意义。
本研究对醋酸去氨加压素杂质I进行了结构确证、纯度分析并采用质量平衡法确定含量，建立了首批醋酸去氨加压素杂质I对照品，本品适用于中国药典醋酸去氨加压素及制剂中的杂质定位和鉴别。
1．仪器与材料（试药）
1.1仪器  Metrohm 851水分测定仪，岛津LC-10AD高效液相色谱仪，安捷伦1260高效液相色谱仪，9.4T Q-FT-ICR-MS（Bruker）质谱仪，Synapt HD ESI-MS/MS质谱仪
1.2 材料   醋酸去氨加压素杂质I原料购于深圳翰宇药业股份有限公司（批号：150203），18种氨基酸对照品（中国食品药品检定研究院，批号140624-200805），PITC（J&K），醋酸去氨加压素对照品（中检院，140717-200901）醋酸，醋酸钠，盐酸，三乙胺，磷酸氢二钠，磷酸二氢钾，二硫苏糖醇为分析纯，乙腈，甲醇为色谱纯
2．方法与结果
2.1 结构确证
2.1.1  分子量测定[8]  
     仪器为Apex II型傅立叶变换离子回旋共振质谱仪9.4T Q-FT-ICR-MS，正离子检测模式，离子源ESI，源温150℃进行分子量测定，图1中m/z 1070.417为待标品实际检测的分子离子峰[M+H]+，与理论分子量一致。(理论分子量为1070)。
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图1. 醋酸去氨加压素杂质I分子量质谱图
2.1.2  序列分析[8]
仪器为Synapt HD ESI-MS/MS检测条件为：正离子检测方式，毛细管电压0.8-2kV，cone电压35eV，collision电压25-40eV，MCP检测器电压2300eV，离子源ESI，源温80℃进行多肽序列分析，待标品溶液用二硫苏糖醇（DTT）还原二硫键，还原后的样品进行一级质谱分析（见图2）。对图2 中双电荷m/z为536.65的串联质谱分析（TOF MSMS）图谱见图3，分析结果待标品部分氨基酸序列为YFENCPRG-NH2，同时测定醋酸去氨加压素国家对照品的氨基酸序列为YFQNCPRG-NH2，比较上述两个氨基酸序列可以推断，杂质I待标品的氨基酸组成中的谷氨酸替代了醋酸去氨加压素中的谷氨酰胺，其它氨基酸一致。
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             图2. 醋酸去氨加压素杂质I一级质谱
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图3  双电荷m/z为536.65的串联质谱分析图谱
2.2  纯度分析[7]
采用十八烷基键合硅胶色谱柱，以0.067 mol· L-1磷酸氢二钠和0.067 mol· L-1磷酸二氢钾（pH7.0）为流动相A；乙腈为流动相B；流速为1.0 mL·min-1；柱温为30℃；检测波长为220nm。洗脱梯度的初始状态为12％B相，保持4min，在14min内将B相增至21％，然后在17min内将B相增至26％，再在5min内将B相降为12％，保持10min。称取待标品适量，加水制成1mg•mL-1的溶液，取50uL注入液相色谱仪，记录色谱图，按峰面积归一化法计算，结果为99.88%。图4所示为系统适用性样品色谱图，可见杂质I在醋酸去氨加压素之前出峰，二者可有效分离。
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                1. 醋酸去氨加压素杂质I   2. 醋酸去氨加压素
            图4. 醋酸去氨加压素杂质I的RP-HPLC色谱图
2.3 氨基酸组成分析
采用十八烷基键合硅胶色谱柱，以0.1 mol· L-1醋酸钠－乙腈（93:7）为流动相A，乙腈-水（4:1）为流动相B，流速为1.0mL·min-1；检测波长为254nm。洗脱梯度的初始状态为100％A相，在8min内将B相增至15％，然后在9min内将B相增至34％，再在3min内将B相增至100％，保持4min，在回到初始状态。分别称取待标品及8中氨基酸对照品适量，进行水解，并进行柱前异硫氰酸苯酯（PITC）衍生，进行液相检测。结果表明（表1），酪氨酸、谷氨酸、苯丙氨酸等8个氨基酸比值的测定结果均符合中国药典2015版二部醋酸去氨加压素项下的规定。
表1     氨基酸比值结果
	氨基酸名称
	测定结果
	理论组成

	酪氨酸
	0.96
	1

	谷氨酸
	1.00
	1

	苯丙氨酸
	1.00
	1

	天冬氨酸
	1.00
	1

	脯氨酸
	0.98
	1

	精氨酸
	1.03
	1

	甘氨酸
	1.00
	1

	半胱氨酸
	0.39
	1


2.4  理化性质分析
2.4.1 性状  醋酸去氨加压素杂质I为白色粉末。在纯水和1%醋酸中易溶，在乙醇溶液中可溶。
2.4.2 化学鉴别   取待标品适量，加水制成约1mg/ml的溶液，加入双缩脲试剂1ml，溶液显蓝紫色。
2.4.3  水分  采用Metrohm 851水分测定仪对分装后待标品样品进行了卡氏库仑法测定水分，结果为3.597%。
2.4.4  酸度   用纯水制成约2.5mg/ml溶液，溶液的pH值为4.6。
2.4.5  溶液颜色与澄清度   用纯水制成约2.5mg/ml溶液，为澄清无色溶液。
2.4.6  醋酸   采用中国药典2015版四部通则0872合成多肽中醋酸测定法[9]进行HPLC法醋酸含量测定，结果为4.28%。
2.5 量值确定   根据水分和纯度的测定结果，以质量平衡法计算，本批对照品的含量（%）=（100%-水分%-醋酸%）*HPLC纯度%= 92.012%，修约为92.0%。
3．结果与讨论
近年来，世界范围内对合成肽类药物的研发正迎来一个新的高潮。从各国监管方审评审批以及技术指南的角度，对合成肽类药物研发中工艺相关和降解相关的有关物质质控要求达到了一个新的高度。在已上市合成肽类药物的标准提高研究、药典标准起草和修订过程中，基于已知产品相关杂质的系统适用性要求、杂质及有关物质的定性定量要求，已成为关注要点。
中国药典（Chp2015）及美国药典（USP41-NF36）醋酸去氨加压素品种项下均采用主成分作为对照的方法进行杂质的控制，USP41-NF36仅采用缩宫素与主成分的分离度作为考察系统适用性的指标，Chp2015则要求醋酸去氨加压素杂质I与主成分的分离度。研究发现，采用Chp2015的方法所得的色谱图中，缩宫素峰与主成分峰的相对保留时间（RRT）为3.28，杂质I与主成分峰的RRT为0.95。上述结果表明，醋酸去氨加压素杂质I本身为醋酸加压素的降解产物，其与主峰的分离特性比缩宫素更能反映系统适用性。
采用质谱法对醋酸去氨加压素杂质I进行结构确证，因杂质I结构中1位的巯基丙酰及本品全序列的特性，使得质谱无法测得其准确信息。故同时测定了醋酸去氨加压素的氨基酸序列，通过比较二者测得序列的相似性，进一步佐证所测杂质I氨基酸序列的正确。氨基酸组成的分析结果中，除半胱氨酸外其余各氨基酸比值均与理论值一致。这是因为半胱氨酸在水解时易降解，故所测比值偏低，但仍符合中国药典2015版二部醋酸去氨加压素项下的规定 。
本研究通过化学反应、质谱分子量、二级质谱以及氨基酸测序，对醋酸去氨加压素杂质I进行了结构确证。按质量平衡法计算其含量，本批对照品的含量为92.0%，反相液相色谱法分析结果表明，本品与主成分醋酸去氨加压素可以很好分离，分离度达到5.2，可用于醋酸去氨加压素及制剂标准中醋酸去氨加压素杂质I的鉴别和定位，便于去氨加压素杂质进行定性控制。
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