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测 试 报 告  

样品信息 

样品名称 雷迪帕韦中间体 样品性状 固体 

收样日期 2024/01/07 测试期间 2024/01/07~01/26 

测试成分及结构式 

4-溴-1,2-苯二胺（2）；4-溴-1,2-苯二胺对位酰化产物（3a）；4-溴-1,2-苯二胺邻位酰化产物

（3b）；4-溴-1,2-苯二胺双酰化产物（3s）；环化产物（4） 

实验要求 

在同一个液相色谱条件下把以上 5 个化合物完全分开，出峰尽量靠后一些（5min 

以后），具有好的分离度、峰型尽量对称； 

参考方法 

客户提供 

试剂信息 

试剂名称 级别 品牌 

磷酸二氢钾 AR 国药 

六氟磷酸钾 AR 阿拉丁 

N-N 二甲基甲酰胺 AR 阿拉丁 

甲醇 色谱纯 月旭 

异丙醇 色谱纯 月旭 

仪器信息 

测试仪器 仪器型号 

高效液相色谱仪 安捷伦 1260 Infinity II 

 

1. 试验过程 

1.1. 色谱条件  

色谱柱： Ultimate® XS-C18（4.6×250mm,5μm） 

流动相： 
流动相 A:(10mmol/L 磷酸二氢钾 2g/L 六氟磷酸钾):(甲醇+10%异丙醇)=50:50   

流动相 B：甲醇+10%异丙醇 
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1.2. 溶液配制 

1.2.1. 流动相配制 

缓冲溶液：称取 1.36g 磷酸二氢钾和 2g 六氟磷酸钾，并用水稀释至 900 mL，用磷酸调节 pH

值至 2.5，混匀，过膜，备用； 

流动相 A：取 500mL 缓冲溶液和 500mL 流动相 B 混匀，超声； 

流动相 B：取 900mL 甲醇与 100mL 异丙醇混匀，超声。 

1.2.2. 溶剂：DMF、甲醇； 

1.2.3. 对照品（化合物 2、化合物 3a、化合物 3b、化合物 4）：分别取适量样品，用 DMF 溶剂溶

解稀释至浓度为 1mg/mL 的溶液，混匀即得； 

1.2.4. 对照溶液(化合物 3s)：取适量样品，用甲醇溶剂溶解稀释至浓度为 1mg/mL 的溶液，混匀

即得； 

1.2.5. 混标溶液（100μg/mL）：取各对照品溶液 100μL,用甲醇定容至 1mL。 

2. 谱图和数据 

（1）对照品溶液（出峰顺序为化合物 2、化合物 3a、化合物 3b、化合物 4、化合物 3S） 

流  速： 1.0mL/min 

进样量： 10μL 

柱  温： 40℃ 

检测器： UV 254nm 

梯度程序 

时间 流动相 A 流动相 B 

0 100 0 

40 40 60 

45 40 60 

46 100 0 

55 100 0 

注意事项 
在不同仪器上测试，发现缓冲盐和有机相混匀时会出现复现性问题，因此流动相
A 改用预混的方式，能有效缓解该问题。客户后续可以根据实际情况进行调整。 
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（2）保持初始流动相 A(100%) 5min，能增加 3a 和 3b 之间分离度，减少 3b 和 4 之间的分离

度 
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3. 结论 

使用色谱柱 Ultimate® XS-C18（4.6×250mm,5μm），能够分离 4-溴-1,2-苯二胺（2）；4-溴-1,2-苯

二胺对位酰化产物（3a）；4-溴-1,2-苯二胺邻位酰化产物（3b）；4-溴-1,2-苯二胺双酰化产物（3s）；环化产物

（4）且峰型良好，降低有机相比例能增加化合物 2 的保留时间，但是会导致 3a 和 3b 的分离度不足。 


