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R1= Cl, H, CH3OCH2, CH3等;
R2= H, i-PrO, PhO, PhS等;
R3= H, PhCH2O, i-PrO等 ;
R4= H;
R5= CH3, HOCH2, i-Pr, Bn等;
R6= H, CH3

WR1= CH3O, OH, NH2, (CH3)2N等;
R2= H, i-PrO;
R3= H, i-PrO

R1= H, i-PrO;
R2= H, i-PrO

R1= Br, Cl, H, 4-CH3OPhS, PhNH2, CH3等;
R2= PhO, PhS, Br, H, Ph, CH3, CF3等;
R3= H, PhO, PhS, Br, H, Ph, CH3, CF3等;
R4= H, Ph;
R5= H, Ph; 
R6= OH, CH3O, EtO, Ph, PhCH2O等;
R7= H, CH3, CH2COOH
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This process technology has several advantages such as cheap material and high yield in the industrial production.

Design of synthesis

1.Selecting a cyclized site and 
choose the first amino
2.Choose the condensation 
reagent
3.Determine the order of 
cutting and protection

Analysis and purification

1.RP-HPLC analysis
2.RP-HPLC purification
3.mass spectrometry and 
nuclear magnetism analysis

Solid-phase synthesis

1.linear peptide synthesis
2.Remove ,cyclization and 
deprotection
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A new synthetic route of trifluoromide was reported, and the total yield was 63.9%. 
It provided a better choice for industrial production.
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The inhibition zone was displayed after the assay plates was placed for 0 d, 3 d, 7 d, 10 d and 14 d in 4℃.
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溴夫定 (brivudine，1)，化学名为 (E) -5-(2-

溴乙烯基 ) -2′- 脱氧尿苷，是德国 Berlin-Chemie 
AG(Menarini Group) 公司研发的一种核苷类似

物，具有高效和高选择性抑制水痘 - 带状疱疹病毒

(VZV) 复制的作用，其抗病毒活性明显优于阿昔洛

韦及其衍生物 [1]。2009 年，溴夫定片获得进口注册，

商品名为左代。稳定性试验表明本品在高温、高湿

溴夫定光降解杂质的结构鉴定与机理分析

吴旭锋
1,2
，钱秀萍

1*，刘  泺
2

(1 上海交通大学药学院，上海 200240；2. 浙江医药股份有限公司新昌制药厂，浙江新昌 312500)

摘要：对抗病毒药溴夫定原料药进行影响因素试验的光照降解实验表明，有 2 个光降解杂质产生。我们用大孔吸附树脂

分离纯化分别得到这 2 个杂质。结合质谱和核磁，我们确定了这 2 个杂质的分子结构，其中杂质 2 为溴夫定的顺式异构

体，杂质 3 为溴夫定的二聚体，杂质 3 属于未曾有文献报道的新化合物。对于其形成历程，我们认为杂质 2 的生成可能

经历了光诱导的顺 - 反异构化反应历程，杂质 3 可能是光诱导的 [2+2] 环加成的反应机理，机理分析进一步推导出了杂

质 3 的优势立体构型。这 2 个光降解杂质的获得和其分子结构的明确，为溴夫定原料药的分析方法开发和质量研究提供

了物质基础，同时也为溴夫定原料药药包材的选择提供了数据支撑，确保溴夫定原料药贮存期间的质量稳定性。

关键词：溴夫定；降解杂质；结构鉴定；光反应；二聚体

中图分类号：TQ460.7+2；R978.7     文献标志码：A     文章编号：1001-8255(2019)11-1329-06

DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.11.016

Structure Identification and Mechanism Analysis of
Photodegradation Impurities from Brivudine

WU Xufeng1,2, QIAN Xiuping1*, LIU Luo2

(1. Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200240; 2. Zhejiang Medicine Co., Ltd., Xinchang Pharmaceutical Factory, Xinchang 312500)

ABSTRACT: To provide reference impurities for drug quality study, two impurities from brivudine (1) were 
obtained by photoreaction and isolated by means of macroporous absorbent resin. The structures of the impurities were 
elucidated based on the analysis of MS and NMR. Impurity 2 was a cis-isomer of 1, and impurity 3 was a dimer of 1. 
According to the mechanism analysis, the spatial configuration of impurity 3 was determination, and the two impurities 
were produced respectively by photoisomerization of cis-trans and photo-[2+2] cycloaddition reaction. This study 
provides data support for the selection of API packaging material and ensures the quality stability of 1 during storage.

Key Words: brivudine; degradation impurity; structure identification; photoreaction; dimer

条件下相对稳定，但在光照条件下有 2 个杂质 2、3
的含量显著增加。本研究对 1 进行光照降解反应，

用大孔吸附树脂分离纯化出 2 个杂质并进行结构鉴

定，为其质量研究提供依据。1 ～ 3 的结构式见图 1。
1   试验部分

1.1   仪器与试剂

YZ-GHX-A 光化学反应仪 ( 北京岩征生物科技有限

公司 )；YRT-3 熔点仪 ( 天津市精拓仪器科技有限公司 )；

1260 Ⅱ代高效液相色谱仪 ( 可变波长扫描紫外检测器 )、

1260 HPLC-6520QTOF 液相 - 四级杆飞行时间串联质谱仪

( 美国 Agilent 公司 )；DMX400 超导核磁共振波谱仪 ( 布

鲁克 (北京 )科技有限公司 )。

1 样品 ( 浙江医药股份有限公司研究院，99.9％，

收稿日期：2019-05-18
作者简介：吴旭锋(1989—)，工程师，从事原料药及医药中间体的

合成。

E-mail：wuxufeng@zmc-china.com
通信联系人：钱秀萍(1964—)，女，博士，副教授，从事微生物与

生化药学研究。

E-mail：qianxp@sjtu.edu.cn
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20111121-1) ；二苯甲酮 ( 美国安耐吉，99％ )；化学纯

DMF、分析纯甲醇、分析纯磷酸二氢钠 ( 国药集团上海化

学试剂公司 )；纯化水 (自制 )；Amberlite XAD1600N 大孔

吸附树脂 (美国罗门哈斯 )。

1.2   反应与纯化

1(1.00 g，3.0 mmol) 与光引发剂二苯甲酮

(0.55 g，3.0 mmol) 混合物用研钵研磨 15 min 混匀，

平铺在玻璃培养皿上，置光化学反应仪中室温用

400 W 高压汞灯照射 72 h，每隔 12 h 翻粉 1 次。待

反应后，将固体混合物投入 250 ml 单口瓶中，加入

DMF 10.0 ml，搅拌溶解。缓慢加入纯化水 90.0 ml

稀释，析出白色二苯甲酮固体。过滤，滤液上样吸

附于预装 50 ml 大孔吸附树脂柱后，用 25％甲醇洗

脱。分别收集含杂质 2 和 3 的洗脱液，50 ℃减压浓

缩至干，分别得到杂质 2 和 3 的纯品 100 mg、50 mg。
经检测，各化合物的熔点分别为，1 156 ℃，杂质 2 
143 ℃，杂质 3 137 ℃。

1.3   杂质的 HPLC 检测

色 谱 柱 Capcellpak C18 MG Ⅱ 柱 (4.6 mm×
250 mm，5 µm) ；流动相 0.5％磷酸二氢钠溶液 - 甲
醇 (65 ∶ 35) ；柱温 30 ℃；流速 1.0 ml/min ；检测

波长 252 nm。

分别取杂质 2、3 适量，用流动相溶解，并稀

释成约 0.1 mg/ml 溶液，摇匀，加样体积为 10 µl。
测得杂质 2、3 的色谱纯度分别为 90.7％、96.4％。

另取 1 样品适量，用流动相溶解并稀释，与前述杂

质 2、3 溶液混合，注入液相色谱仪，记录色谱图，

杂质 2、3 和 1 的 HPLC 分离图谱见图 2。
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图 2   1 和杂质 2、3 混合液的 HPLC 图谱

Fig.2   HPLC Spectrum of 1 and Impurities 2, 3

2   波谱数据及结构鉴定

2.1   质谱数据 (MS)
分别对杂质 2、3 进行高分辨 MS 分析，为进

一步确证杂质的结构提供数据支撑。由 MS 数据

(图 3) 可知，杂质 2 的 m/z 为 330.994 1[M-H] -、

368.968 7[M+Cl]-、412.918 7[M+Br]-，同位素离子

峰的丰度比分别为 1 ∶ 1、3 ∶ 4 ∶ 1、1 ∶ 2 ∶ 1，
表明分子中含 1 个溴原子。杂质 2 的分子量与 1 一

致，是 1 的同分异构体，可确定杂质 2 的分子式为

C11H13BrN2O5 ；杂质 3 的 m/z 为 664.992 4[M-H]-、

700.969 0[M+Cl]-、746.916 8[M+Br]-，同位素离

子峰的丰度比分别为 1 ∶ 2 ∶ 1、3 ∶ 7 ∶ 5 ∶ 1、
1 ∶ 3 ∶ 3 ∶ 1，表明分子中含 2 个溴原子。杂质 3
的分子量为 1 的 2 倍，初步推测其为 1 的二聚体，

分子式为 C22H26Br2N4O10。

为进一步佐证杂质 3 作为二聚体的结构，对其

增加二级质谱的研究 (图 4)。根据二级质谱中碎片

离子的分子量，推测得到杂质 3 的各个可能的结构

片段如表 1。通过这些结构片段，可以确定杂质 3
是由 2 分子的 1 通过聚合得到的二聚体，且发生聚

合的部位都在嘧啶环上，脱氧核糖部分的结构未发

生改变。

2.2   核磁共振波谱数据 (NMR)
2.2.1   杂质 2

以 1 的结构解析结果为基础，我们对杂质 2 进

行结构解析，二者的 1H NMR(DMSO-d6，400 MHz)、
13C NMR(100 MHz) 及二维谱相关信号见表 2。综

合分析杂质 2 和 1 的核磁数据，二者的碳、氢化

学位移基本一致，HMBC 和 1H-1H COSY 谱表明
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Fig.4   MS-MS Spectrum of Impurity 3

表 1   杂质 3 的二级质谱数据

Tab.1   MS-MS Data of Impurity 3
序号 m/z 结构片段 碎片离子 理论分子质量 偏差/10-6

1 139.036 3
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m/z

①或② [M+Na]+ 139.036 6 2.2

2 374.969 4 杂质3-①-②-③ [M+Na]+ 374.969 9 1.3

3 491.015 1 杂质3-①或②-③ [M+Na]+ 491.017 3 4.5

4 572.938 0 杂质3-①或② [M+Na]+ 572.941 4 5.9

5 688.985 1 杂质3 [M+Na]+ 688.988 7 5.2

2 的侧链双键为 Z- 型。文献报道 [2]，1 光照会产生

双键构型改变的异构体，进一步证实了上述推论。

综上，可以确定杂质 2 为 (Z)-5-(2- 溴乙烯基 )-2′-

脱氧尿苷，结构如图 1 所示。

2.2.2   杂质 3
杂质 3 的 1H NMR 谱中 δH 6.49(1H, d, J=14.0 Hz)

和 δH 6.81(1H, d, J=14.0 Hz) 可归属为侧链双键上

的 H7 和 H8，以 1 的结构为模板，以这 2 个氢为特

征位点通过核磁二维谱 (图 5) 对其他碳、氢信号逐

步进行归属，首先可以得到一个 1 个结构，其核磁

一维及二维信号归属见表 3。从 H7、H8 的耦合常

数可知 7- 位双键的构型仍为 E- 型。对比已推出的

结构片段和 1 的核磁信息，发现 H4、C4、C5 的化

学位移明显向高场移动，且 H4 的裂分由 s 峰变为 d

二者具有相同的主要结构片段。杂质 2 与 1 最显

著的差异为其 H7 与 H8 的耦合常数 (J=8.0 Hz) 比
1(J=13.6 Hz) 小，根据耦合常数规律可以推断杂质
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表 2   杂质 2 和 1 的核磁共振数据对比

Tab.2   NMR Data of Impurity 2 and Brivudine 1

No.
杂质2 1

δC δH HMBC COSY δC δH HMBC COSY
1 / 11.63, 1H, s / / / 11.58, 1H, s / /
2 149.9 / H4, H9 / 149.7 / H4, H9 /
3 / / / / / / / /
4 138.8 8.53, 1H, s H7, H8, H9 / 139.9 8.08, 1H, s H7, H9 /
5 109.1 / H1, H4, H8 / 110.1 / H1, H4, H8 /
6 162.5 / H4, H7 / 162.2 / H4, H7 /
7 123.7 6.95, 1H, d, J=8.0 Hz H4, H8 H8 130.4 6.85, 1H, d, J=13.6 Hz H4, H8 H8
8 107.7 6.65, 1H, d, J=8.0 Hz H7 H7 107.0 7.25, 1H, d, J=13.6 Hz H7 H7
9 85.0 6.22, 1H, t, J=6.2 Hz H4, H10 H10 85.0 6.13, 1H, t, J=6.2 Hz H4, H10, H11, H12 H10
10 39.6 2.14, 2H, m / H9, H11 40.3 2.14, 2H, m H12 H9, H11
11 71.2 4.25, 1H, m H9, H10, H12, H13 H10, H14, H12 70.4 4.25, 1H, m H9, H10, H12, H13 H10, H14, H12
12 88.1 3.83, 1H, m H10, H13 H11, H13 88.0 3.79, 1H, m H9, H10, H13 H11, H13
13 62.1 3.55, 2H, m / H12, H15 61.5 3.60, 2H, m H11, H12 H12, H15
14 / 5.29, 1H, s / H11 / 5.26, 1H, s / H11
15 / 4.94, 1H, s / H13 / 5.10, 1H, s / H13

峰，推测 4- 位双键已被加成为饱和键。1H-1H COSY

谱中 H15 与 H4、H14 相关，HMBC 谱中 C4、C5

与 H14、H15 远程相关，C14 与 H4、H7、H15 远

程相关，NOESY 谱中 H4 与 H14 空间相关，提

示 C5、C4、C15、C14 依 次 连 成 一 个 四 元 环。

HMBC 谱中，C15 与 δH 7.78(1H, s, H17) 相关，δC 
140.0(C17) 与 δH 6.18(1H, t, J=6.9 Hz, H21) 相关，

而 17- 位和 21- 位的碳、氢信号分别与 1 结构中的

4- 位和 9- 位相似。故仍以 1 的结构为模板，以 17-

位和 21- 位为特征位点通过核磁二维谱对剩余的碳、

氢进行归属，可得到一个 2′- 脱氧尿苷的结构，该

结构与 C15、C14 组成二聚体中另一个 1 的结构，

二聚体的结构如图 1 所示。杂质 3 中所有的原子都

得到精确归属，各二维谱中的相关信号可相互印证、

合理解释。杂质 3 的名称为 7- 溴 -6-[(E)-2- 溴乙烯
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图 5   杂质 3 的二维谱信息

Fig.5   2D NMR Spectra of Impurity 3

基 ]-8-[1-(2- 脱氧 -β-D- 赤式呋喃糖基 )-2,4- 二氧 - 

(1H,3H)- 嘧啶 -5- 基 ]-2-(2- 脱氧 -β-D- 赤式 - 呋喃

糖基 )-2,4- 二氮二环 [4.2.0.] 辛烷 -3,5- 二酮，国内

外数据库中均未见其报道，为首次报道的新化合物。

3   产生机理

杂质 2 的产生过程属于典型的光诱导顺 - 反
异构化反应。1 在被光照激发后形成了单重激发态

S1，或三重激发态 T1，经 C=C 键的扭转运动达到

临界的几何构型——垂直中间态 [3]，发生异构化后

经无辐射跃迁回到基态 S0( 图 6)。一般情况下，电

子跃迁主要集中在第一激发态 S1 和基态 S0 之间，

其中 S1 对应电子从 S0 的最高占据轨道 (HOMO)

到最低未占轨道 (LUMO) 的跃迁 [4]。

杂质 3 的形成机理属于光诱导 [2+2] 环加成

反应。根据前线轨道理论，在光照条件下 1 分子溴
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表 3   杂质 3 的核磁共振数据

Tab.3   NMR Data of Impurity 3

No.
HSQC

HMBC COSY NOESY
δC δH

1 / 10.62, 1H, s / / /
2 150.4 / H4, H9 / /
3 / / / / /
4 54.0 4.91, 1H, d, J=8.4 Hz H7, H9, H14, H15 H15 H9, H14
5 50.5 / H1, H4, H8, H14, H15 / /
6 168.4 / H1, H4, H7, H14 / /
7 135.2 6.49, 1H, d, J=14.0 Hz H4, H8, H14 H8 /
8 110.9 6.81, 1H, d, J=14.0 Hz H7 H7 /
9 87.9 5.38, 1H, t, J=6.7 Hz H4, H12 H10 H4, H10

10 38.9
2.13, 1H, m, overlap

/ H9, H11 H9, H11
1.79, 1H, m

11 70.8 4.11, 1H, s H10, H12, H13 H10, H12, H26 H10
12 87.6 3.57, 1H, s H13 H11, H13 /

13 62.1
3.49, 1H, m

/ H12, H27 /
3.44, 1H, m

14 51.5 5.44, 1H, d, J=8.4 Hz H4, H7, H15 H15 H4
15 48.6 3.85, 1H, t, J=8.4 Hz H14, H17 H4, H14 H17
16 108.3 / H4, H14, H15, H17, H19 / /
17 140.0 7.78, 1H, s H15, H21 / H15, H22
18 150.3 / H17, H21 / /
19 / 11.52, 1H, s / / /
20 163.6 / H15, H17, H19 / /
21 84.7 6.18, 1H, t, J=6.9 Hz H17, H22 H22 H22
22 40.0 2.13, 2H, m, overlap / H21, H23 H17, H21, H23
23 71.2 4.23, 1H, s H22, H25 H22, H24, H28 H22
24 88.2 3.79, 1H, s H22, H25 H23, H25 /
25 62.0 3.58, 2H, m / H24, H29 /
26 / 5.02, 1H, d, J=4.3 Hz / H11 /
27 / 4.77, 1H, t, J=5.3 Hz / H13 /
28 / 5.23, 1H, d, J=4.1 Hz / H23 /
29 / 4.35, 1H, t, J=5.1 Hz / H25 /

夫定 1a 吸收光能形成激发态，其 α-β 不饱和烯酮

的一个 π 电子从原来的 HOMO 跃迁至 LUMO，π

和 π* 轨道各占 1 个电子，形成 2 个单占电子轨道

SOMO。激发态的单占 π* 轨道与处于基态的溴夫定

1b 分子侧链的 LUMO 对称性匹配，激发态的单占

π 轨道与 1b 分子侧链的 HOMO 对称性也匹配，能

量接近，是对称允许反应，可以形成新的 δ 键 [5—6]

( 图 7)。在区域选择性方面，按照上述核磁共振

波谱得到的结论是 C4-C5-C14-C15 依次连成四元

环，而不是按位阻效应更小的 C4-C5-C15-C14 的

顺序，说明电子效应占了主导作用。由于其固有的

极性，1b 侧链末端 CHBr 具有亲核性，在热反应 (对

称性禁阻，不会发生 ) 时，1b 侧链末端进攻 1a 烯

酮远离羰基的亲电端。而光化学 [2+2] 环加成反应

时，1a 的激发态使得烯酮的极性翻转 ( 图 7)，然

后新的亲电端与 1b 侧链末端结合 [6—8]，形成杂质

3 中的四元环结构。以上，从反应机理层面对核磁

解析得到的杂质 3 结构进行了说明。对于其四元环

的立体构型，由于异面环加成轨道扭曲、反应活化

能高，绝大多数的环加成反应都是同面重叠过程 [9]，

故 H4 和溴乙烯基仍为顺式，H14 和 H15 仍为反式。
1H NMR 谱中 δH15(3.85, 1H, t, J=8.4 Hz) 对 δH4(4.91, 
1H, d, J=8.4 Hz) 和 δH14(5.44, 1H, d, J=8.4 Hz) 具有

相同的耦合常数，根据 Karplus 方程推算 H15 和

H4、H14 之间有相同的二面角关系 [10]，结合 H14

与 H15 的构型为反式，可以判断 H4 与 H15 也为反
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式构型。根据 NOESY 谱信息，H4 与 H14 有空间

相关信号，而 H4 与 H15、H14 与 H15 之间没有相

关信号，可以进一步证明 H4 与 H14 在四元环平面

同侧，而 H15 在四元环平面异侧。考虑到位阻效应，

1a 上的脱氧核糖基与四元环应处于 1a 尿嘧啶环平

面的异侧。综上，推测杂质 3 的四元环立体构型为

(4S,5R,14R,15S)- 型。

5   结论

本研究对 1 进行光照降解实验，用大孔吸附树

脂分离纯化出 2 个杂质并进行结构鉴定，为 1 的质

量研究提供依据。通过高分辨质谱和核磁共振波谱

分析，确认杂质 2 为 1 的顺式异构体 (Z) -5-(2- 溴
乙烯基 ) -2′- 脱氧尿苷；杂质 3 为 1 的二聚体，系

首次报道的新化合物。机理分析进一步明确了杂质

3 的立体构型，并说明了这 2 个杂质的产生途径分

别为光诱导顺 - 反异构化和光诱导 [2+2] 环加成反

应。这 2 个光降解杂质的获得和其分子结构的明确，

为 1 原料药的分析方法开发和质量研究提供了物质

基础，同时也为 1 原料药药包材的选择提供了数据

支撑，确保 1 原料药贮存期间的质量稳定性。
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