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［摘　 要］ 　 研制了烯丙孕素对照品并对其进行标定。 采用紫外光谱、红外光谱、核磁共振波谱、质

谱和 Ｘ 射线单晶衍射进行结构确认，高效液相色谱法进行纯度检查，质量平衡法进行定量分析，并

用核磁共振波谱法对赋值结果进行验证。 结果显示，烯丙孕素对照品原料纯度为 ９９． ９６％ ；质量平

衡法赋值结果为 ９９． ９２％ ，定量核磁共振法验证结果为 ９９． ６０％ 。 烯丙孕素工作对照品定量赋值结

果准确、可靠，能够用于烯丙孕素原料及制剂的鉴别和含量测定。
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　 　 烯丙孕素（又称四烯雌酮，Ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ），分子式

为 Ｃ２１Ｈ２６ Ｏ２，ＣＡＳ 号：８５０ － ５２ － ２，是一种合成的

Ｃ２１ 甾类孕激素，属于 １９ － 去甲睾丸素类［１ － ２］。 烯

丙孕素是一种人工合成的口服型促孕激素［３］，通过
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抑制促性腺激素分泌而调整母畜发情周期［４］，最早

于 １９８４ 年在法国获得上市许可，在欧盟和美国被

批准用于犬（母犬黄体不足［５］ ）、马（母马同期发

情［６］、孕酮水平不足的母马妊娠维持［７］、长期使用

抑制赛马发情以保持其竞技状态［８ － ９］） ）和猪（母猪

同期发情［１０ － １１］）。 目前，欧美发达国家已将烯丙孕

素作为养猪生产中必不可少的同期发情调控剂，且

无更好的替代产品［１２］。 我国已经批准法国诗华动

物保健公司和法国维克有限公司的烯丙孕素内服

溶液在国内注册使用［１３ － １４］，同时国内多家企业的

烯丙孕素及口服液已作为二类新兽药进行注册申

报并生产［１５ － １７］。 但是目前烯丙孕素对照品国内和

国外并无单位提供，多为企业自制，给烯丙孕素原

料及其口服液的质量控制带来了困难，因此本文进

行了烯丙孕素工作对照品的研制并建立了标定

方法。

１　 材料与方法

１． １　 仪器　 安捷伦 １２６０ 高效液相色谱仪包括包

括 Ｇ１３１１Ｃ 四元泵，Ｇ１３２９Ｂ 自动进样器，Ｇ１３１６Ａ

柱温箱，Ｇ１３１５Ｄ ＤＡＤ 检测器，Ｃ． ０１． ０４［３５］色谱工

作站，美国安捷伦科技有限公司；安捷伦 １２６０ ＩＩ 高

效液相色谱仪包括包括 Ｇ７１１５Ａ 四元泵，Ｇ７１２９Ａ

自动进样器，Ｇ１３１６Ａ 柱温箱，Ｇ７１１１Ａ ＤＡＤ 检测

器，Ｃ． ０１． ０７ ＳＲ２［２５５］色谱工作站，美国安捷伦科

技有限公司；ＥＳ２２５ＳＭ － ＤＲ 电子天平，普利赛斯仪

器有限公司；超声波清洗器，昆山仪器有限公司；真

空泵，ＡＳＬ 仪器有限公司。

１． ２　 药品与试剂 　 烯丙孕素原料、烯丙孕素对照

品原料均由天津市中升挑战生物科技有限公司中

试制备；正己烷，色谱纯，西陇化工科技有限公司；

异丙醇，色谱纯，西陇化工科技有限公司。

１． ３　 方法

１． ３． １　 采用紫外光谱（ＵＶ）、红外光谱（ ＩＲ）、质谱

（ＭＳ）、核磁共振波谱（ＮＭＲ） 对烯丙孕素对照品

进行结构确认　 测试方法及条件：ＵＶ 测定，供试品

用甲醇溶解， 浓度为 ０． ０１４ ｍｇ ／ ｍＬ， 扫描范围

１９０ ～ ４００ ｎｍ；ＩＲ 测定，采用 ＫＢｒ 压片法，供试品与

ＫＢｒ 的比例约为 １∶ ２００；１Ｈ － ＮＭＲ 测定为 ６００ ＭＨｚ，
１３Ｃ － ＮＭＲ测定为 ６００ ＭＨｚ，供试品采用 ＤＭＳＯ 溶

解；ＭＳ 测定，离子化方式为 ＥＳＩ ＋ 。

１． ３． ２　 采用 Ｘ 射线单晶衍射法对烯丙孕素对照品

原料进行结构确认　 单晶培养条件：取烯丙孕素对

照品原料 ０． ５ ｇ，置烧瓶内，加乙酸乙酯溶解，过滤，

室温放置，缓慢挥发溶剂至晶体长成。

１． ３． ３　 ＨＰＬＣ 纯度检查　 参照中华人民共和国农

业农村部公告第 １０１ 号［１６］ 附件 ３ 中烯丙孕素原料

质量标准项下有关物质测定的色谱条件，采用

ＺＯＲＢＡＸ ＣＮ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ０ ｍｍ， ５ μｍ），流

动相正己烷 －异丙醇（９８∶ ２），流速 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱

温 ３５ ℃，检测波长 ２３５ ｎｍ。 称取烯丙孕素对照品

原料适量，加流动相溶解并稀释制成每 １ ｍＬ 中约

含 １ ｍｇ 的烯丙孕素溶液，作为供试品溶液。 分别

精密量取供试品溶液 １０ μＬ，注入液相色谱仪，记录

色谱图色谱图至主峰保留时间的 ２． ５ 倍，按峰面积

归一化法计算纯度。

１． ３． ４ 　 干燥失重　 按《中国兽药典》２０１５ 年版一

部［１８］干燥失重测定法（附录 ０８３１）测定，分别精密

称取两份烯丙孕素对照品原料 １． ００ ｇ，在 １０５ ℃干

燥至恒重。

１． ３． ５　 炽灼残渣 　 按《中国兽药典》２０１５ 年版一

部［１８］炽灼残渣测定法（附录 ０８４１）测定，分别精密

称取两份烯丙孕素对照品原料 １． ００ ｇ 置已炽灼至

恒重的坩埚中，缓缓炽灼至完全炭化，放冷；加硫酸

０． ５ ｍＬ 使湿润，低温加热至硫酸蒸汽除尽后，在

７００ ～ ８００ ℃炽灼使完全灰化，移置干燥器内，放冷，

精密称定后，再在 ７００ ～ ８００ ℃炽灼至恒重，即得。

１． ３． ６　 烯丙孕素对照品原料熔点测定 　 按《中国

兽药典》２０１５ 年版一部［１８］熔点测定法（附录 ０８４１）

第一法中传温液加热法测定，记录对照品原料初熔

至全熔时的温度，重复测定 ３ 次，取平均值。

·６５·



中国兽药杂志 ２０２０ 年 ９ 月第 ５４ 卷第 ９ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

２　 结果与分析

２． １　 结构确证

２． １． １　 采用 ＵＶ、ＩＲ、ＭＳ、ＮＭＲ 对烯丙孕素对照品

结构确认　 结果如下：ＵＶ λｍａｘ：２３９ ｎｍ、３４３ ｎｍ；ＩＲ

ｖ：３３７０、３０７０、３０１７、２９６８， ２８６９、２９３１、１６３９、９９２、

９１３ ｃｍ － １；ＥＳＩ － ＭＳ ｍ ／ ｚ：３１１． ２［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋ ，与烯丙

孕素理论分子量吻合；１ Ｈ ＮＭＲ（ＤＭＳＯ）：δ６． ４９６

（ｄ，１Ｈ，Ｊ ＝ １０． ２ Ｈｚ，Ｃ － １１），６． ４２８（ｄ，１Ｈ，Ｊ ＝ １０． ２

Ｈｚ，Ｃ － １２），５． ９３２（ｍ，１Ｈ，Ｃ － ２１），５． ６７３（ ｓ，１Ｈ，

Ｃ －４），５． ０４６ （ ｔ，２Ｈ，Ｃ － ２２），４． ４５２ － １． ５３４ （ｍ，

１７Ｈ），０． ８９９ （ ｓ，３Ｈ，Ｃ － １８）；１３ Ｃ ＮＭＲ（ＤＭＳＯ）：

δ１９７． ８６８（１Ｃ，Ｃ －３），１５６． ３８３（１Ｃ，Ｃ －５），１４３． ０６３

（１Ｃ，Ｃ － １２），１４２． ３７６ （１Ｃ，Ｃ － ７），１３６． ２８９ （１Ｃ，

Ｃ －３），１２６． ７７６（１Ｃ，Ｃ －６），１２３． ９００（１Ｃ，Ｃ － １１），

１２３． ３１２（１Ｃ，Ｃ －４），１１７． ５９１（１Ｃ，Ｃ －２２），８０． ９８８，

４９． ４１２，４８． ０８５，４２． ９０５，３８． ２７４，３６． ７９４，３３． ６２１，

３１． ２０３，２７． ２２８，２４． １０８，２３． ２２３，１７． ２９５（１２Ｃ，Ｃ －

１７，Ｃ － １３，Ｃ － １４，Ｃ － ２０，Ｃ － ８，Ｃ － ２，Ｃ － １６，Ｃ －

１０，Ｃ － ９，Ｃ － １，Ｃ － １５，Ｃ － １８）。 文献［ ２２ ］报道数据

为 １Ｈ ＮＭＲ（５００ ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：δ６． ４７（ｄｄ，１Ｈ，Ｊ ＝

１０． ５ Ｈｚ，Ｈｆｒｏｍ Ｃ －１１），６． ３６（ｄｄ，１Ｈ，Ｊ ＝ １０． ５ Ｈｚ，

Ｈｆｒｏｍ Ｃ － １２），５． ９８ － ５． ９６ （ｍ，１Ｈ， － ＣＨ２ＣＨ ＝

ＣＨ２），５． ７８（ ｓ，１Ｈ，Ｈｆｒｏｍ Ｃ － ４），５． ２３ － ５． １４（ｍ，

２Ｈ， － ＣＨ２ＣＨ ＝ ＣＨ２），２． ８０ － １． ３０（ｍ，１７Ｈ），１． ０３

（ｓ，３Ｈ，ＣＨ３）；１３Ｃ ＮＭＲ（１２５ＭＨｚ，ＣＤＣｌ３）：δ１９９． ４

（１Ｃ，Ｃ －３），１５６． ７（１Ｃ，Ｃ －５），１４２． ２（１Ｃ，Ｃ －１２），

１４１． ８（１Ｃ，Ｃ － １０），１３４． ３（１Ｃ，Ｃ － ９），１２７． ２（１Ｃ，

Ｃ －４），１２４． １（１Ｃ，Ｃ －１１），１２３． ９（１Ｃ， － ＣＨ２ＣＨ ＝

ＣＨ２），１１９． ４（１Ｃ， － ＣＨ２ＣＨ ＝ ＣＨ２），８１． ３（１Ｃ，Ｃ －

１７），４９． ２，４８． ０，４２． ９，３８． ５，３６． ９，３５． ２，３１． ７，

２７． ３，２４． ５，２３． ３ （１０Ｃ，Ｃ － １，Ｃ － ２，Ｃ － ６，Ｃ － ７，

Ｃ － ８，Ｃ － １３，Ｃ － １４，Ｃ － １５，Ｃ － １６， － ＣＨ２ＣＨ ＝

ＣＨ２），１６． １ （１Ｃ， － ＣＨ３）。 烯丙孕素的结构式见

图 １，分子式为 Ｃ２１Ｈ２６Ｏ２，理论分子量为 ３１０． ４３，上

述结果表明烯丙孕素对照品原料化学结构与烯丙

孕素相同。

图 １　 烯丙孕素结构式

Ｆｉｇ １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｆｏｒｍｕｌａ ｏｆ Ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ

２． １． ２　 采用 Ｘ 射线单晶衍射法对烯丙孕素对照品

原料进行结构确认　 结构单元见图 ２。

图 ２　 烯丙孕素对照品原料结构单元

Ｆｉｇ ２　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｕｎｉｔ ｏｆ Ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ

２． ２　 ＨＰＬＣ 纯度检查　 烯丙孕素对照品原料在两

台安捷伦仪器上测得的纯度见表 １，两台仪器取平

均值，得到烯丙孕素对照品原料的纯度为 ９９． ９６％ ，

见图 ３ 和表 １。

图 ３　 烯丙孕素对照品原料纯度测定色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ｐｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ
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表 １　 烯丙孕素对照品原料纯度测定结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｐｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ

对照品原料
纯度 ／ ％

安捷伦 １２６０ 安捷伦 １２６０Ⅱ

１ ９９． ９６ ９９． ９７

２ ９９． ９５ ９９． ９５

３ ９９． ９６ ９９． ９６

４ ９９． ９５ ９９． ９７

５ ９９． ９６ ９９． ９６

６ ９９． ９６ ９９． ９５

平均值 ９９． ９６ ９９． ９６

ＲＳＤ ／ ％ ０． ０１ ０． ０１

２． ３　 残留溶剂　 本研究中烯丙孕素原料在中试生

产中用到的溶剂有乙醚、四氢呋喃、乙酸乙酯、二氯

甲烷、丙酮、甲醇和正己烷，且烯丙孕素对照品原料

最后采用乙酸乙酯进行精制，通过干燥失重试验可

知，对照品原料在 １０５ ℃下能很快干燥至恒重，说

明残留溶剂在该条件下能很快挥发除去，故残留溶

剂的结果可不必单独测定。

２． ４　 干燥失重　 测得两份对照品原料的干燥失重

为 ０． ０２１％和 ０． ０３０％ ，取平均值为 ０． ０２６％ 。 表明

烯丙孕素对照品原料在该温度下水分和残留溶剂

能很快挥发出来，可用干燥失重结果代替水分和残

留溶剂测定。

２． ５　 炽灼残渣　 测得两份对照品原料的炽灼残渣

为 ０． ０１７％和 ０． ０１５％ ，取平均值为 ０． ０１６％ 。 表明

烯丙孕素对照品原料中的无机不挥发性杂质的含

量为 ０． ０１６％ 。

２． ６　 烯丙孕素对照品原料含量确定　 烯丙孕素对

照品定值采用国际通用的质量平衡法确定含量，同

时定量核磁共振波谱法对质量平衡法赋值准确性

进行验证。

２． ６． １　 质量平衡法　 赋值结果含量（％ ） ＝ 纯度 ×

（１ － 干燥失重 － 炽灼残渣） × １００％ ， 结果为

９９． ９６％ × （１ － ０． ０２６％ －０． ０１６％ ） ＝９９． ９２％

２． ６． ２　 定量 ＮＭＲ 法验证结果　 依据《中国药典》

２０１５ 年版四部［２０］通则 ０４４１ 核磁共振波谱法，以马

来酸作为内标，样品用氘代二甲基亚砜溶解后，以

烯丙孕素 Ｈ 谱中的 ５． ９４ 信号峰与内标物 Ｈ 谱中

的 ６． ２８ 信号峰计算供试品的含量，定量 ＮＭＲ 法含

量测定结果为 ９９． ６０％ （图 ４）。

图 ４　 烯丙孕素定量核磁共振光谱图

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｎｕｃｌｅａｒ

ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ

２． ７　 烯丙孕素工作对照品稳定性考察　 烯丙孕素

工作对照品，用安瓿瓶分装，５０ ｍｇ ／瓶，放入药品稳

定性试验箱中，在（４０ ± ２）℃、相对湿度 ７５％ ± ５％

条件下放置 ６ 个月，分别于第 １、２、３、６ 月取样，对

样品性状、熔点、纯度进行检查。 表 ２ 结果表明，烯

丙孕素工作对照在（４０ ± ２）℃、相对湿度 ７５％ ± ５％

条件下放置 ６ 个月稳定。
表 ２　 稳定性考察结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ
考察项目 ０ 月 １ 月 ２ 月 ３ 月 ６ 月

性状 白色结晶性粉末 白色结晶性粉末 白色结晶性粉末 白色结晶性粉末 白色结晶性粉末

熔点 １１７． ５ ～ １１９． １ １１７． ９ ～ １２０． ２ １１７． ４ ～ １１９． ３ １１７． ６ ～ １１９． ２ １１７． ９ ～ １２０． ２

纯度 ９９． ９６％ ９９． ９５％ ９９． ９６％ ９９． ９５％ ９９． ９６％
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３　 讨论与结论

３． １　 烯丙孕素结构确证　 烯丙孕素为 Ｃ２１ 甾类孕

激素化合物，化学结构中具有手型碳原子，因此单

纯采用核磁共振方法难以确定每个手型中心的绝

对构型，本研究通过溶剂结晶方法培养得到烯丙孕

素对照品原料单晶，采用 Ｘ － 射线单晶衍射方法对

烯丙孕素的构型进行进一步确定。

３． ２　 质量平衡法赋值　 本研究按质量平衡法对本

批烯丙孕素对照品原料进行了含量定值［２１］。 根据

质量平衡法原理，标准品含量（％ ） ＝ ［１００％ － 水

分（％ ） －残留溶剂（％ ） － 无机杂质（％ ）］ × 纯度

（％ ），本公式中的水分和残留溶剂的测定结果可用

干燥失重结果代替［２２］。 烯丙孕素对照品原料最后

采用乙酸乙酯进行精制，乙酸乙酯沸点为 ７６ ℃，在

１０５ ℃能全部挥发出去，说明水分和有机溶剂能完

全挥发，可用干燥失重结果代替水分和残留溶剂的

测定。

３． ３　 含量定值　 为了准确标定烯丙孕素对照品原

料的含量，采用了两种不同原理的方法进行测定。

按中华人民共和国农业农村部公告第 １０１ 号［１６］ 附

件质量标准中烯丙孕素原料的有关物质测定方法

测定对照品原料的纯度，结果表明质量平衡法结果

与定量核磁波谱法结果相对偏差为 ０． ２５％ ，两种方

法标定结果一致。

本批烯丙孕素对照品原料的结构鉴定结果与

其结构式相符合，用质量平衡法测得的烯丙孕素对

照品原料含量为 ９９． ９２％ ，用定量核磁共振波谱法

法测得的结果为 ９９． ６０％ ，两种方法测定结果差异

较小，说明本批烯丙孕素对照品原料赋值准确，可

作为烯丙孕素原料及其制剂研制过程中对照品

使用。
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