
 

 

三碘代-L-甲状腺原氨酸（T3）标准物质中结构相关杂

质的分析
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 【摘要】   研制三碘代-L-甲状腺原氨酸（T3）纯度标准物质，可为临床测量结果提供溯源源头，为甲状腺疾病的精准

诊断提供可靠依据。在质量平衡法定值过程中，对候选物结构相关杂质进行化学结构鉴定与定量，是降低主成分

定值结果不确定度的有效方式。以核磁共振、高分辨质谱为化学分析工具，首先确认了 T3标准物质主成分的结

构；随后基于高效液相色谱、高分辨质谱、离子淌度等分析技术开发建立了结构相关杂质的分析方法，对 T3纯度

标准物质中的有机杂质进行分离、分析、鉴定。结果表明，NIM-RM3239标准物质中相对含量>0.1%的结构类似杂

质共 3种，分别为二碘代-L-甲状腺原氨酸、氯代三碘代-L-甲状腺原氨酸、L-甲状腺素，对映异构体拆分结果表明

NIM-RM3239中不含主成分的对映异构体。研究结果可作为质量平衡法定值依据，用于研制纯度型 T3国家一级

有证标准物质。
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 【Abstract】 Research and development  of  3,3',5-Triiodo-L-thyronine  (T3)  purity  reference material  is  a  way to  establish

the primary material for clinical measurement value traceability, which can provide more accurate and comparable evidence

in thyroid disease diagnosis.  In the mass balance quantitative approach, determining and analyzing those structural-related

impurities  is  essential.  Such  investigation  could  also  be  an  effective  way  to  reduce  the  uncertainty  of  the  standard  value.

First, nuclear magnetic resonance and high-resolution mass spectrometry analytical tools have been employed to validate the

chemical structure of the reference material. Then, the structural-related impurities are separated and qualitatively analyzed

by  using  reliable  analytical  technologies,  including  high-performance  liquid  chromatography,  high-resolution  mass

spectrometry, and ion mobility spectrometry. The results indicated that there are three kinds of structural-related impurities

involved in the T3 purity reference material (NIM-RM3239), which are Diiodo-L-thyronine, Chloro-diiodo-L-thyronine, and

L-Thyroxine.  The  relative  content  of  each  impurity  is  greater  than  0.1%  in  UV  220nm.  Furthermore,  the  chiral  isomer

separation result indicated that no dextroisomer (D-T3) existed in NIM-RM3239. These analytical results can be utilized as

the foundations in the mass balance approach, applied in developing T3 primary certified reference material.
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0    引言

甲状腺作为人体最大的内分泌腺体，分泌的主

要活性物质有三碘代-L-甲状腺原氨酸（T3）和 L-甲
状腺素（T4）等，它们对于蛋白质合成、体温调节、能

量产生和调节有着极为重要的作用[1 − 2]。T3在判

断人体生理状况上扮演重要角色，检测血清中 T3
含量是临床评价和诊断甲状腺功能的重要依据[3]。

根据 ISO17511对于体外诊断溯源性的描述[4]，研究

建立完整的溯源体系可以保障临床测量结果溯源

至 SI国际单位，使得不同实验室间的测量结果具备

可比性，从而减少重复测量、减少误差，提高临床诊

断效率[5- 6]。

在中国，卫健委临床检验中心于 2015年研制并

获批了四个表达水平的血清甲状腺素标准物质

（GBW09127-GBW09130），在国内填补了基质型甲

状腺素标准物质的空白。中国计量科学研究院在

2021年研制了 T3纯度标准物质（NIM-RM3239），目
前正在国家一级标准物质升级过程中，是本文结构

类似杂质研究时使用的对象。另外，中国检验检疫

研究院也推出了 T3冻干粉末国家标准品，其中含

有一定量的牛血清白蛋白和磷酸盐缓冲剂，属于基

质型物质，其复溶后适用于免疫试剂的校准。国际

上，欧洲健康、消费者和参考物质联合研究中心研

制了 T3纯度标准物质（IRMM-469），其证书中对含

量较高的杂质进行了特别标准和说明。美国国家标

准与技术研究院（NIST）同样也推出了含有 T3成分

量值的冰冻孕妇血清标准物质（SRM-1949）。
由此可见，建立我国自有的甲状腺素纯度国家

标准物质、填补量值溯源源头的空白、与基质型标

准物质形成不间断的溯源链、为体外诊断试剂和临

床测量结果提供量值溯源，显得十分紧迫[7 − 9]。T3
纯度标准物质（NIM-RM3239）定值过程中采用了定

量核磁法和质量平衡法两种绝对定值策略。其中，

质量平衡法需要对候选物中结构类似杂质进行分

析，通过逐一定值并扣除，获取高准确度的主成分标

准值 [10 − 11]。由此可见，对结构相关杂质开展分离

与分析研究，将进一步提升标准物质标准值的准确

性，进而提高下游应用的可靠性[12 − 14]。

本研究首先使用了核磁共振技术，对 T3主成

分进行了结构确证 [15 − 16]。由于 T3的合成源头为

L-酪氨酸 [17 − 19]，一旦其中混有少量的 D-酪氨酸，

产物将有一定概率生成微量的 T3对映异构体

（Dextroisomer T3，D-T3）。因此，本文也开发了相应

的异构体拆分方法，用于考察和验证 T3纯度标准

物质中是否含有 D-T3。对于其他结构类似杂质，主

要采用反相液相色谱串联高分辨质谱的方式进行分

析和结构鉴定。结构相关杂质的鉴定结果将用于质

量平衡法定值的重要依据，用于 T3国家一级标准

物质的研制[20]。 

1    实验部分
 

1.1    主要仪器与试剂

质谱级纯水，质谱级甲醇，色谱级正己烷，质

谱级甲酸，质谱级三氟乙酸采购自美国 Thermo-
Fisher公司；NIM-RM3239（CAS：6 893-02-3）采购自

中国计量科学研究院；氨水（25%）、氘代 DMSO采

购自 Sigma-Aldrich公司；3,3',5-三碘-D-甲状腺原氨

酸（D-T3，CAS：5 714-08-9）、3',5'-二碘-L-甲状腺原

氨酸（CAS：4 192-14-7）采购自 LGC TRC公司，3,5-
二碘-L-甲状腺原氨酸（CAS：1 041-01-6）采购自源叶

公司，3,3'-二碘-L-甲腺原氨酸（CAS：4 604-41-5）采
购自上海迈瑞尔公司。

核磁共振仪（AVANCE IIITM 800，德国 Bruker
公 司 ） ； 超 高 效 液 相 色 谱 仪 （ Vanquish， 美 国

ThermoFisher 公司）；液相色谱串联飞行时间质谱仪

（ Synapt  G2，美国 Waters公司 ） ；色谱柱 ：Waters
XBridge C18 柱（150 mm × 2.1 mm，3.5 μm），Agilent
Poroshell Chiral-CF手性色谱柱（150 mm × 4.6 mm，

2.7 μm）。 

1.2    样品制备

称取约 5.0 mg（精确到 0.1 mg）T3粉末于 15 mL
离心管中，加入 10 mL 0.5%氨水溶液涡旋 2 min，
制备浓度为 0.5 mg/mL T3母液；使用移液器吸取

100 μL T3母液，与 4.9 mL 0.5%氨水混合，得到浓

度为 10 μg/mL T3工作液，用于结构相关杂质分

析。母液、工作液在 4℃ 中保存。 

1.3    核磁共振分析

样品处理：称取约 10 mg T3标准物质，加 600 μL
氘代 DMSO溶解，混匀后转移至 5 mm 核磁管中，

测定该化合物的 1H 和 13C 核磁共振谱图。 

• 2 • Metrology Science and Technology, In press



1.4    液相色谱条件 

1.4.1    反向分离

基于十八烷基硅烷（C18）固定相（Waters BEH
C18）色谱柱，以纯水（含 0.1%甲酸，v/v）为 A相、

甲醇（含 0.1%甲酸，v/v）为 B相，柱温 50℃，流速

0.2 mL/min。紫外吸收波长 220 nm。优化后有机相

梯度在 30min内由 35%升高至 55%。 

1.4.2    手性拆分

基于衍生化环果聚糖 （CF6）固定相 （Agilent
Poroshell Chiral-CF）色谱柱，以正己烷（含 0.05%三

氟乙酸，v/v）为 A相、甲醇（含 0.05%三氟乙酸，v/v）
为 B相，柱温 40℃，流速 0.5 mL/min。紫外吸收波

长 220 nm。在A相比例 40%、70%、90%下开展条件

优化，以对映异构体分离程度为流动相优化依据。 

1.5    质谱条件 

1.5.1    离子源与飞行时间检测器

电喷雾离子源（ESI）为正离子模式，毛细管电

压 2.5kV，取样电压（Sampling voltage）25V，萃取电

压（Extraction voltage）4V，离子源温度 100℃，脱溶

剂气（氮气）温度 300℃，离子源锥孔气（氮气）流速

50 L/h，脱溶剂气（氮气）流速 300 L/h。 

1.5.2    淌度分离条件

Synapt G2离子淌度质谱仪使用氦气作为离子漂

移管缓冲气，使用氮气作为淌度分离载气。缓冲氦

气流速为 90 L/h，载气流速 180 L/h，行波波速 300 m/s，
行波波高 40 V。 

2    结果与讨论
 

2.1    主成分结构鉴定-核磁法

标准物质研制过程中，主成分结构的确认必不

可少，通常可采用红外光谱、紫外光谱、核磁共振谱、

质谱四种方式进行。本文采用了核磁法和质谱法两

种方法对 T3主成分进行了结构鉴定。核磁共振可

采集到主成分的氢谱（1H）、碳谱（13C），通过原子归

属对主成分进行结构确证。质谱定性通常采集主成

分质荷比（m/z）,通过与化合物理论值进行对比确认

结构的正确性。如图 1所示，首先对 T3分子中的

碳、氢原子进行了位置归属，且化学位移与 AIST数

据库收录谱图一致，表明该被测物的主成分为 T3。 

2.2    主成分结构鉴定-质谱法

高分辨质谱分析结果可以直观反映出被测物的

质荷比，通过所带电荷数对其分子量进行计算；同时

也可以使用二级质谱采集目标物的碎片，从而对其

结构进行更为细致的分析。因此，高分辨质谱是公

认的高可靠性的化合物定性手段。
 
 

T3 碳谱
(A)

HO
OH

I

I

I

O

O

2

2

9

9

8

8

4

4

7

7

11

11

3

3

10

10

5

5

6

6

1

1

510

13

13

12

12

NH2

[r
el
]

[ppm]

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

150 100 50
0

T3 氢谱
(B)

HO
OH

I

I

I

O

O
3

3

4

4

2

2

1

1

1

6+7
5

5
6

7

NH2

溶剂峰

[r
el
]

[ppm]8 6 4 2

8

6

4

2

0

 
图 1    T3 标准物质在氘代 DMSO 中的核磁

共振碳谱与氢谱
Fig.1   Carbon and proton nuclear magnetic resonance
spectra of T3 reference material in deuterated DMSO

 

图 2（A）中保留时间 19.4 min的色谱峰对应了

T3主成分；根据其同位素峰分布，如图 2（B），即
651.78和 652.78可知，两者相差一个质量数，离子化

形式即为 [M+H]1+，即分子量的实验值为 650.8Da，
与 T3的理论分子量值一致。
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图 2    高效液相色谱串联高分辨质谱分析 T3 标准物质

（A） 紫外吸收色谱图；（B）主成分质谱图
Fig.2   Impurities analysis of T3 reference material using
UPLC coupled high-resolution MS. (A) UV spectrometry;

(B)Mass spectra of main peak
  

2.3    结构类似杂质分布

结构相关杂质通常在合成、纯化等过程中产
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生，属于工艺杂质，如异构体、聚合体等[21 − 22]；也有

一部分是由于保存条件不当而引发，如经常与空气

接触而产生的氧化型杂质等。反相色谱分离是最为

常用且有效的杂质分析技术。通过优化流动相组

成、色谱洗脱梯度、柱温等条件，在弱极性的 C18
反相色谱作用下，T3标准物质中的主成分与结构相

关杂质可发生分离，以不同保留时间按顺序进入后

端检测器。

在图 2（A）中可观察到主成分附近出现 3个具有

良好分离度的色谱峰，三者对应的质荷比（m/z）分别

为 525.89（杂质 1，[M+H]1+）、559.86（杂质 2，[M+H]1+）、
777.69（杂质 3，[M+H]1+）。为解析 3种结构相关杂

质的分子结构，分别开展了二级质谱分析。但需要

注意的是，由于杂质相对含量通常较低（每种的面积

归一化占比<1%），通常需要增加进样体积或浓度

后，才能得到足够强度的一级和二级质谱信号用于

结构鉴定。在成倍增加化合物进样量时，需通过六

通阀切换的方式，仅允许杂质进入质谱仪，而将含量

很高的主成分排出至废液，从而达到保护质谱的目

的。在碰撞诱导解离能量（CID）为 35V时，获取其

子离子质谱图，如图 3所示。由图 3可知，高质量端

（m/z>500）可见各自母离子信号，分别对应了 3种杂

质 (777.7、559.9、525.9)和主成分（651.8）。低质量

端（m/z<500）分布了母离子碎裂后的子离子。通过

观察发现虽然主成分及杂质组成不同，但碎裂后产

生的子离子分布基本一致。结构解析结果表明，低

质量端丰度最高的 355.1离子对应了 T3脱羧、脱碘

后离子，这也表明杂质中均含有这一基本单元。对

于 m/z 777.7和 m/z 525.9杂质来说，分别对应了 L-
甲状腺素（四碘，T4）和二碘甲腺原氨酸。对于 m/z
559.9杂质来说，需从原料合成工艺着手。L-酪氨酸

在 NaI/NaIO3 作用下发生碘化反应，生成 3,5-二碘-
L-酪氨酸；随后加入乙醇、乙酸酐等对其氨基、羧基

进行保护，在自身耦联反应下生成 N-乙酰基-3，5-二
碘-L-酪氨酸乙酯（中间体），使用盐酸进一步对其进

行水解反应，最终获得 T3目标物。在这一过程中，

盐酸中的氯元素有机会对苯环上的 H进行取代，形

成氯代甲状腺素。基于此，推断 m/z 559.9杂质为氯

代二碘甲腺原氨酸，其理论质量与质谱检测结果相

一致。最终，杂质的鉴定结果如表 1所示。

为了对杂质鉴定结果进行验证，课题组采购了

市场中可购买到的相应化合物，但氯代 T3（杂质 2）
目前无法获取。同时，由于杂质 1的脱碘位置很难

通过二级质谱进行预测，因此将三种形式的脱碘化

合物全部进行了分析。如图 4所示，根据保留时间

和质荷比的信息，最终确定 T3标准物质中杂质

1为 3,5-二碘甲腺原氨酸；在图 5中，通过对比杂质

3与 L-甲状腺素的保留时间与质荷比，其结构鉴定

结果也得到了验证。
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图 3    主成分及结构类似杂质二级质谱图（A）杂质 3；

（B）主成分；（C）杂质 2；（D）杂质 1
Fig.3   The tandem product ions distribution for main
compound and the structural-related impurities (A)
Impurity 3; (B)Main compound; (C) Impurity 2;

(D) Impurity 1
 

  
表 1    T3纯度标准物质中主要结构近似杂质分布
Tab.1   The main impurities involved in T3 reference

material
代号 质荷比 分子式

杂质1 525.89 C15H13I2NO4

杂质2 559.86 C15H11ClI2NO4

杂质3 777.69 C15H11I4NO4

  
2.4    对映异构体拆分

对映体具有相同的熔点、沸点、溶解度、折射

率、酸性、密度等物理性质，以及热力学性质和化学

性质[23]。但在手性环境（如手性试剂，手性溶剂）中

有可能表现出差异，从而进行分离分析[24]。在临床

标志物或药物标准物质研制时，要充分考虑对映体

的存在，因为其生物活性通常具有差异，需要格外关

注。根据公开的合成路径，L-酪氨酸是 T3合成和修

饰的源头物质之一。如果源头物质中含有其对映异

构体，即 D-酪氨酸，那么终产物很可能也具有对映

异构体杂质。
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图 4    杂质 1鉴定结果验证:不同脱碘位置的二碘甲腺原氨酸色谱与质谱对比

Fig.4   Validation of impurity 1 identification: The LC chromatography and MS spectrum comparison
between impurity 1 and three kinds of diiodothyroxines
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图 5    杂质 3鉴定结果验证: 杂质 3与 L-甲状腺素色谱与质谱对比

Fig.5   Validation of impurity 3 identification: the LC chromatography and MS spectrum comparison
between impurity 3 and L-Thyronine.

 

本研究中使用了两种方式，对潜在异构体进行

了分析和确认。 

2.4.1    行波离子淌度质谱分析

离子淌度技术作为一种结构分析技术，拓展了

质谱分析的维度。该技术可通过异构体离子不同的

碰撞横截面积，在逆向载气作用下发生快速分离，通

常在毫秒级范围[25]。通常来说横截面积相差越大、

分离效率越高，因此配有离子淌度功能的质谱也被

称为二维质谱，蛋白等大分子有机物成为了离子淌

度分析的主要目标[26 − 27]。对于手性异构体[28]、顺
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反式异构体[29]，以及其他小分子有机物，该技术同

样具有良好的分析能力。为了验证 T3标准物质中

是否含有对映异构体，本研究首先采用了 Synapt
G2自带的行波离子淌度技术，对 D-T3进行分析，

考察两种对映异构体离子在淌度模块中的漂移情

况。如图 6所示，虽然离子淌度具有分离速度快、

无需衍生化、无需额外配置手性色谱柱等优点，但

对于 T3来说，在采用不同行波波速情况下（300 m/s、
900 m/s、1 200 m/s），L-、D-型 T3离子均表现出相同

的漂移时间（1.84 ms、6.05 ms、3.24 ms），这表明对

映异构体无法在行波离子淌度漂移管中发生分离。

因此，需要使用其他方法进行对映异构体的拆分。
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图 6    L-/D-T3的离子淌度质谱图 (A,B)波速 300 m/s、波
高 40v下淌度谱图；(C,D)波速 900 m/s、波高 40v下淌度

谱图；(E,F)波速 300 m/s、波高 40v下淌度谱图
Fig.6   Ion mobility spectrometry of L-/D-T3 solution
under (A,B)wave velocity 300 m/s, wave height 40v;
(C,D)wave velocity 900 m/s, wave height 40v, and
(E,F)wave velocity 1 200 m/s, wave height 40v,

respectively
  

2.4.2    衍生化环果聚糖（CF6）色谱分析

手性固定相法,是通过样品与手性选择剂形成

非对映体时产生的能量或稳定性差异，从而达到手

性分离的方法[30]，该过程无需通过衍生化反应形成

非对映体，属于直接拆分法。目前常用的固定性包

含了环糊精类、多糖类、蛋白类等物质[31]。根据已

发表的研究结果可知，多糖类固定性有可能对 T3
进行有效分离[32]。本研究采用了固定相为衍生化

环果聚糖（CF6）的色谱柱为分离介质，对 L、D型

T3建立了分析方法。通过优化流动相中正己烷比

例，最终实现了 T3对映异构体的拆分。如图 7所

示，当正己烷比例为 70%时，等度洗脱下的 L-T3
（RT=30.42 min）相比于 D-T3（RT=32.13 min）具有更

短的保留时间。随后以该方法对 T3纯度标准物质

进行了分析，未发现 D-T3的色谱峰。
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图 7    基于环果聚糖色谱柱拆分 L型、D型 T3（A）L-

T3基峰色谱图；（B）D-T3基峰色谱图；
（C）L-/D-型 T3混合样本

Fig.7   Separation of L-T3 and D-T3 using derivatized
cyclofructan liquid chromatography. (A) Base peak ion
chromatogram of L-T3;(B) Base peak ion chromatogram

of D-T3; (C) Base peak ion chromatogram of
L-/D-T3 mixture

  

3    结论

本研究针对三碘代-L-甲状腺原氨酸纯度标准

物质建立了核磁、色谱、质谱、离子淌度等分析方

法，对其中包含的结构相关杂质进行了分析与验

证。核磁共振谱图以及质谱图表明，该标准物质主

成分结构正确。根据反相液相色谱分离结果可知，

该标准物质中含有 3种结构相关杂质，通过多种手

段的分析、鉴定、验证，杂质分别被确认为 3,5-二碘

甲腺原氨酸、氯代二碘甲腺原氨酸、L-甲状腺素，
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在 220 nm紫外波长下 3种杂质的相对含量均大于

0.1%。为验证是否存在 D型 T3杂质，本研究同时

建立了离子淌度及液相色谱法，对潜在的对映异构

体拆进行拆分，结果表明该标准物质中不存在对映

异构体。建立结构相似杂质的结构鉴定方法，是

T3纯度标准物质研制的关键环节，为质量平衡法赋

值提供了可靠依据。
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