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  摘 要:采用顶空气相色谱法对丁苯酞原料药中的甲醇、乙腈、二氯甲烷、乙酸乙酯、四氢呋喃和正庚烷共

6种残留溶剂的含量进行测定.使用 AgilentDB-624(0.32mm×30m,3μm)色谱柱,色谱柱程序升温;氢火焰离子

化检测器,检测器温度为250℃.进样口温度为220℃;顶空平衡温度为80℃,平衡时间为30min.结果显示,6种残

留溶剂间分离度良好.在一定质量浓度范围内,各残留溶剂线性关系均良好,相关系数r>0.9990.重复性实验结果

的相对标准偏差值均小于5%,加样回收率均在80%~120%范围内,不同批次原料药残留溶剂检查结果均符合要

求.该方法准确灵敏,可用于丁苯酞原料药中残留溶剂的测定.
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丁苯酞(NBP)又名芹菜甲素,具有抗脑缺血、减轻脑损伤等作用[1-3].丁苯酞软胶囊是我国心脑血管领

域第一个拥有自主知识产权的药物,主要用于治疗轻、中度急性缺血性脑卒中.近些年来,又发现其对神经退

行性疾病,如肌萎缩侧索硬化症、阿尔兹海默症及帕金森症等具有较好的疗效[4-6].
目前,关于NBP原料药中残留溶剂的测定,尚未见文献报道.北京四环制药有限公司的NBP原料药在

合成过程中,使用了甲醇、乙腈、二氯甲烷、乙酸乙酯、四氢呋喃和正庚烷共6种有机溶剂,为了严格控制

NBP原料药质量,本文作者参照国家食品药品监督管理局颁布的丁苯酞原料药国家标准(标准号:WS1-(X-
124)-2005Z[7])及2015年版中国药典四部通则0861(残留溶剂测定法)[8],并结合多批次原料药的检测结果

及参考文献[9],建立了可同时检测NBP原料药中6种残留溶剂的顶空气相色谱法,对NBP合成过程中使

用到的有机溶剂进行检测和监控.该方法准确度高、重复性好,可在实际生产中严格控制NBP原料药的质

量.

1 仪器与试剂

安捷伦7890B气相色谱仪(美国安捷伦公司),CPA225D 电子天平(德国赛多利斯公司).NBP原料药

(批号:010106-180701,010106-180702和010106-180801,四环控股集团吉林汇康制药有限公司),N-甲基吡

咯烷酮(液相色谱级,FisherScientific),甲醇、乙腈、二氯甲烷、乙酸乙酯、四氢呋喃和正庚烷(分析纯,均来自

北京化工厂).

  收稿日期:2019-07-02;修回日期:2019-10-02.

  基金项目:教育部“长江学者和创新团队发展计划”创新团队(IRT-14R15);北京市博士后工作经费资助项目(2017-ZZ-

096).

  作者简介:李钦(1978-),男,河南南阳人,北京四环制药有限公司高级工程师,主要从事药物分析研究工作,E-mail:

1098333455@qq.com.

  通信作者:张贵生(1965-),男,河南林州人,河南师范大学教授,博士生导师,主要从事有机及药物合成的教学与科研工

作,E-mail:zgs@htu.cn.



2 方法与结果

2.1 色谱条件

采用安捷伦DB-624(0.32mm×30m,3μm)色谱柱,载气为氮气,检测器为氢火焰离子化检测器,流速

为3.0mL·min-1,色谱柱程序升温,起始温度为40℃,维持5min,以8℃/min的速率升温至150℃,维持

2min,再以50℃/min的速率升温至220℃,维持3min.进样口温度为220℃,检测器温度为250℃.顶空瓶

平衡温度为80℃,平衡时间为30min.
2.2 溶液的制备

2.2.1 空白溶剂的制备

精密量取N-甲基吡咯烷酮5mL,置顶空瓶中,密封,作为空白溶剂.
2.2.2 定位溶液的制备

分别取甲醇、乙腈、二氯甲烷、乙酸乙酯、四氢呋喃和正庚烷适量,精密称定,分置不同的容量瓶中,分别

用N-甲基吡咯烷酮定量稀释制成每1mL中约含甲醇0.300mg、乙腈0.041mg、二氯甲烷0.060mg、乙酸

乙酯0.500mg、四氢呋喃0.072mg和正庚烷0.500mg的溶液,精密量取5mL,置顶空瓶中,密封,作为各溶

剂的定位溶液.
2.2.3 样品溶液的制备

精密称取NBP适量,用N-甲基吡咯烷酮溶解并定量稀释制成每1mL中约含0.1g的溶液,精密量取

5mL,置顶空瓶中,密封后超声5min,作为样品溶液.
2.2.4 对照品溶液的制备

精密称取甲醇、乙腈、二氯甲烷、乙酸乙酯、四氢呋喃和正庚烷各适量,置同一容量瓶中,用 N-甲基吡咯

烷酮稀释制成每1mL中约含甲醇0.300mg、乙腈0.041mg、二氯甲烷0.060mg、乙酸乙酯0.500mg、四氢

呋喃0.072mg和正庚烷0.500mg的混合溶液,精密量取5mL,置顶空瓶中,密封,作为对照品溶液.
2.3 专属性实验

取空白溶剂和对照品溶液分别顶空进样,记录色谱图,见图1.由图1可知,空白溶剂对各残留溶剂的检

测无干扰,各残留溶剂间分离度良好.

2.4 进样精密度

连续取6份对照品溶液,置顶空瓶中,密封,进样分析.甲醇、乙腈、二氯甲烷、乙酸乙酯、四氢呋喃和正庚

烷峰面积的相对标准偏差(n=6)分别为5.15%、5.65%、6.35%、6.59%、6.48%和6.27%,均小于10.00%,进
样精密度良好.
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2.5 检测限与定量限

取各残留溶剂对照品适量,精密称定,加N-甲基吡咯烷酮使溶解并逐级稀释,精密量取5mL,置20mL
顶空瓶中,密封,进样分析,以信噪比(S/N)约为3和10时对应的质量浓度作为检测限和定量限,结果

见表1.
表1 6种残留溶剂线性关系、定量限和检测限

Tab.1 Linearrange,thelimitofquantitationanddeterminationofsixresidualsolvents

残留溶剂 线性回归方程 相关系数 浓度范围/(μg·mL-1) 检测限/(μg·mL-1) 定量限/(μg·mL-1)

甲醇 Y=1.20X-10.81 0.9993 30.43~456.44 0.317 0.905

乙腈 Y=1.81X-2.19 0.9991 4.04~60.59 0.281 0.803

二氯甲烷 Y=0.85X-1.39 0.9990 6.18~92.65 0.585 1.671

乙酸乙酯 Y=2.89X-41.74 0.9990 50.72~760.77 0.194 0.554

四氢呋喃 Y=5.37X-10.86 0.9991 7.35~110.22 0.104 0.296

正庚烷 Y=20.79X-219.30 0.9992 48.59~728.90 0.038 0.110

2.6 线性与范围

取各残留溶剂对照品适量,精密称定,加N-甲基吡咯烷酮使溶解并逐级稀释制成质量浓度分别约为各

自限度10%、50%、80%、100%及150%的溶液,分别精密量取5mL,置20mL顶空瓶中,密封,进行分析,
记录色谱图.以各有机溶剂的峰面积(Y)为纵坐标,质量浓度(X,μg·mL-1)为横坐标,使用 MicrosoftExcel
绘制标准曲线,记录回归方程及相关系数,线性范围结果见表1,各有机溶剂在其质量浓度范围内线性关系

良好.
2.7 重复性实验

重复配制6份样品溶液和2份对照品溶液,按拟定的色谱条件进行测定,记录色谱图,测量各溶剂峰面

积,计算残留量,以6次测定结果的相对标准偏差考察方法的重复性.结果表明,甲醇、乙腈、二氯甲烷、乙酸

乙酯、四氢呋喃和正庚烷残留量测定结果的相对标准偏差均小于10%,表明该方法重复性良好.
2.8 准确度实验

精密称取NBP适量,置顶空瓶中,分别加入质量浓度为各残留溶剂限定浓度50%、100%及150%的残

留溶剂溶液5mL,密封,作为准确度样品溶液.每个质量浓度,准确度样品溶液平行配制3份,按拟定色谱条

件测定残留溶剂,扣除样品中各溶剂的本底残留量(以重复性实验项下的测得的各残留溶剂的含量作为其各

自的本底残留量),根据加入量计算回收率,结果见表2.
表2 加样回收率试验结果

Tab.2 Resultsoftheaccuracy

残留溶剂
平均回收率(n=3)/%

50% 100% 150%
平均回收率(n=9)/% 相对标准偏差RSD/%

甲醇 98.66 98.57 102.52 99.92 3.58

乙腈 98.54 96.94 102.03 99.17 3.93

二氯甲烷 100.40 97.84 103.41 100.55 3.92

乙酸乙酯 94.86 92.59 94.10 93.85 3.95

四氢呋喃 91.86 90.11 91.38 91.12 3.72

正庚烷 90.41 87.36 87.35 88.37 3.62

  结果表明,6种溶剂在3个浓度水平下的回收率均在80%~120%的范围内,相对标准偏差均小于5%,
方法的准确度良好.
2.9 耐用性试验

取对照品溶液,略微改变色谱条件的参数,分别进样,记录色谱图,考察色谱条件的耐用性.当流速变化

±0.2mL·min-1、检测器温度变化±5℃、进样口温度变化±5℃、顶空平衡温度变化±5℃、平衡时间变

57第3期          李钦,等:顶空气相色谱法测定丁苯酞原料药中6种有机溶剂残留量



化±5min以及更换不同序列号的色谱柱时,对照品溶液中各色谱峰的流出顺序没有发生改变,各色谱峰间

的分离度均大于2.0,方法的耐用性良好.
2.10 样品测定

按拟定的方法检测3批样品,按外标法计算结果,3批样品中均未检测到甲醇、乙腈、二氯甲烷、乙酸乙

酯和四氢呋喃,2批样品中检测到了微量的正庚烷,3批样品中,6种残留溶剂的残留量均符合中国药典

要求.

3 结果与讨论

3.1 色谱条件的选择

丁苯酞原料药国家标准(WS1-(X-124)-2005Z)中的残留溶剂测定使用的是内标法,用庚烷作为内标物,
因此无法测定庚烷自身的含量,然而庚烷却是本文要测定的一种残留溶剂;此外,在国家标准方法中,二氯甲

烷的定量限约为20μg·mL-1,仅为其限定质量浓度60μg·mL-1的1/3,也就是当NBP原料药中含有的

二氯甲烷的量低于其限度的1/3时,国家标准方法是无法对其进行准确定量的,由此可以看出国家标准方法

的灵敏度较差.综上所述,国家标准的残留溶剂方法在本公司检测时并不适用.根据6种待测残留溶剂的理

化性质,参考公司其他原料药的残留溶剂测定方法,优化并确定了最终的色谱条件,在最终的色谱条件中,由
于使用外标法,没有用庚烷作为内标物,庚烷能在本方法中被精确测定,此外,二氯甲烷的定量限为

1.67μg·mL-1,比国家标准方法的灵敏度提高了约12倍,自建方法的灵敏度相对较好,能够精确测定出

NBP原料药中所含的微量二氯甲烷.
3.2 溶剂的选择

为了精确测定NBP原料药中的各残留溶剂含量,需要选择一种溶剂,使NBP和待测的各溶剂在此溶剂

中均能完全溶解,为此,对二甲基亚砜和N-甲基吡咯烷酮进行了考察,通过回收率实验发现,选择二甲基亚

砜作为溶剂时,正庚烷的回收率只有72%左右,准确度较差,估计是由于正庚烷在二甲基亚砜中的溶解度较

差导致的;而在使用N-甲基吡咯烷酮作为溶剂时,各待测溶剂的回收率均能达到80%以上,准确度较好.因
此,最终选择了N-甲基吡咯烷酮作为溶剂.
3.3 色谱柱的选择

本实验对DB-WAX毛细管柱和DB-624毛细管柱进行了考察,结果发现在DB-WAX毛细管柱上,N-甲
基吡咯烷酮峰对正庚烷峰有干扰,调整色谱柱升温程序后也无法解决这个问题,而在DB-624毛细管柱上,
各溶剂峰间的分离度均较好,不互相干扰,因此最终使用DB-624毛细管柱作为色谱柱,在此基础上,为了达

到更好分离效果,优化了色谱柱升温程序.

4 结 论

本实验利用顶空气相色谱法,建立了可同时定量检测NBP原料药中甲醇、乙腈、二氯甲烷、乙酸乙酯、四
氢呋喃和正庚烷共6种残留溶剂含量的检测方法,经方法学验证,该方法准确灵敏,可用于丁苯酞原料药中

残留溶剂的测定.
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Determinationofsixresidualsolventsinbutylphthalide
byheadspacegaschromatography

LiQin1,2,SunMingjun1,WangZhi1,ZhouHairui3,ZhangShuxiang1,ZhangGuisheng2

(1.BeijingSihuanPharmaceuticalCo.,Ltd.,Beijing101113,China;

2.SchoolofChemistryandChemicalEngineering,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China;

3.SchoolofBasicMedicineSciences,JiamusiUniversity,Jiamusi154007,China)

  Abstract:Aheadspacegaschromatography(GC)methodwasdevelopedfortheanalysisofsixresidualsolventsinbu-
tylphthalide,theresidualsolventsincludingmethanol,acetonitrile,dichloromethane,ethylacetate,tetrahydrofuranandn-hep-
tane.SeparationwasperformedonaDB-624capillarycolumn(0.32mm×30m,3μm)usingacolumntemperatureprogram-
ming.Flameionizationdetectorwasusedasthedetector.Thedetectortemperatureandtheinlettemperaturewere250℃and
220℃respectively.Theheadspacetemperaturewas80℃andtheequilibriumtimewas30min.6residualsolventsweresepara-
tedverywell.Thelinearityofthe6residualsolventswereperfectrangedfrom10%-150%oftheirlimitconcentration(r>
0.9990).Therelativestandarddeviationsofrepeatabilityresultswerealllessthan5%.Theaveragerecoverieswereintherange
of80%-120%.Theresidualsolventsresultsofdifferentbatchesofbutylphthalidewereinaccordancewiththerequirements.
Thismethodisaccurateandsensitive,anditcanbeusedforthedeterminationoftheresidualsolventsinbutylphthalide.

Keywords:headspaceGC;butylphthalide;residualsolvents
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