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·研究·

ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈ

他达拉非（ｔａｄａｌａｆｉｌ）为口服磷酸二酯酶 Ｖ型
（ＰＤＥ５）抑制剂，用于治疗男性勃起功能障碍（ＭＥＤ）。根
据现有他达拉非合成路径犤１－３犦，氯乙酸是他达拉非中可

能残留的特殊杂质。氯乙酸含有基因毒性警示结构，具

有潜在基因毒性犤４犦。欧洲药品管理局（ＥＭＥＡ）、美国食品
药品管理局（ＦＤＡ）及人用药品注册技术要求国际协调
会（ＩＣＨ）先后颁布了基因毒性杂质控制的指导文件，均推荐
以毒理学关注阈值（ＴＴＣ，１．５μｇ／ｄ）来控制用药风险犤５犦。

基于ＴＴＣ，以他达拉非最大口服剂量２０ｍｇ／ｄ计算，氯乙
酸限度须不超过７５×１０－６，故需建立专属高灵敏度好的分
析方法测定他达拉非中的氯乙酸残留量。以往研究中主要

采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法对他达拉非的含量犤６犦、有关物

质犤７犦及异构体杂质犤８犦进行控制。目前，对于测定水环境中氯

乙酸的残留，主要采用离子色谱法犤９犦和衍生化气相色谱

法犤１０犦，尚未见有药物基质中氯乙酸残留的测定报道。本研

究中采用２－硝基苯肼与氯乙酸中的羰基在催化剂作用
下发生缩合反应犤１１－１２犦，将其转化为具有较强紫外吸收

的衍生化产物，进而采用ＨＰＬＣ法进行测定。
１ 仪器与试药

仪器：ＬＣ－２０ＡＴ型高效液相色谱仪（配置ＬＣ－Ｓｏ

ｌｕｔｉｏｎ色谱工作站，日本岛津公司）；ＸＳ２０５型电子天平
（瑞士梅特勒－托利多国际有限公司，分度值为０．１ｍｇ）。

试药：氯乙酸（ＭＣＡＡ，纯度为 ９８％，昀冠＜上海＞
生物科技有限公司）；１－乙基 －（３－二甲基氨基丙基）
碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ·ＨＣｌ，纯度为９７％，国药集团化
学试剂有限公司）；２－硝基苯肼盐酸盐（２－ＮＰＨ·ＨＣｌ，
纯度为９７％，上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；他达
拉非原料药（南京海融医药科技股份有限公司，纯度大

于９９％，批号分别为２０１７０３０１，２０１７０３０２，２０１７０３０３）。
２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：ＩｎｅｒｔｓｉｌＯＤＳ－３柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ）；流动相：乙腈（Ａ相）－０．１％磷酸溶液（Ｂ相），梯
度洗脱，０ｍｉｎ３０％Ａ～７０％Ｂ、１２ｍｉｎ５５％Ａ～４５％Ｂ；流
速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：２０μＬ；柱温：３０℃；检测波长：
３９２ｎｍ。
２．２ 溶液制备

取氯乙酸约１０ｍｇ，精密称定，置１０ｍＬ容量瓶中，
用 ８０％乙腈稀释至刻度，摇匀，作为氯乙酸贮备液。精
密量取一定量的氯乙酸贮备液，用８０％乙腈逐级稀释，配

柱前衍生化高效液相色谱法测定他达拉非中氯乙酸残留量
徐 然

（江苏省南京市食品药品监督检验院，江苏 南京 ２１１１００）
摘要：目的 建立测定他达拉非中氯乙酸残留量的柱前衍生化高效液相色谱法。方法 用 ２－硝基苯肼盐酸盐对样品进行衍生化，色谱
柱为岛津ＩｎｅｒｔｓｉｌＯＤＳ－３柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈－０．１％磷酸溶液牗梯度洗脱牘，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长３９２ｎｍ。
结果 氯乙酸衍生物检测的专属性强，检测限２０ｎｇ／ｍＬ，定量限５０ｎｇ／ｍＬ；质量浓度在５０～５００ｎｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好
（ｒ＝０．９９９６）；平均回收率为９４．６８％，ＲＳＤ为３．９４％（ｎ＝９）。结论 经方法学验证，该方法适用于他达拉非中氯乙酸残留量的测定。
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·研究·

ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈ

Ａ．衍生化试剂质量浓度 Ｂ．反应体系中乙腈比例 Ｃ．衍生化反应时间 Ｄ．反应体系 ｐＨ
图１ 衍生化反应影响因素
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质量浓度／ｇ·Ｌ－１ 乙腈比例 ／％ 反应时间 ／ｈ

Ａ Ｂ
Ａ．氯乙酸与硝基苯肼的衍生化产物 Ｂ．空白衍生化溶液

图２ 紫外光谱图
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制成氯乙酸对照溶液。取 ２－硝基苯肼盐酸盐 １００ｍｇ，
精密称定，置 １０ｍＬ容量瓶中，用 ８０％乙腈稀释至刻
度，摇匀，作为衍生化试液。取１－乙基－（３－二甲基氨
基丙基）碳二亚胺盐酸盐 １００ｍｇ，精密称定，置 １０ｍＬ
容量瓶中，用水稀释至刻度，摇匀，作为催化剂溶液。

２．３ 衍生化步骤
空白溶液衍生化反应：精密量取８０％乙腈２００μＬ，

置１０ｍＬ容量瓶中，再加入５００μＬ衍生化试液，５００μＬ
催化剂溶液，加 ７０％乙腈稀释至刻度，摇匀。室温反
应１ｈ后取２０μＬ进样。

对照品溶液衍生化反应：精密量取氯乙酸对照溶液

２００μＬ，置 １０ｍＬ容量瓶中，再加入 ５００μＬ衍生化试
液，５００μＬ催化剂溶液，加８０％乙腈稀释至刻度，摇匀。
室温反应１ｈ后取２０μＬ进样。

供试品溶液衍生化反应：取他达拉非原料药２０ｍｇ，
精密称定，置 １０ｍＬ容量瓶中，加入 ５００μＬ衍生化试
液，５００μＬ催化剂溶液，加８０％乙腈稀释至刻度，摇匀，
室温反应１ｈ，取２０μＬ进样。
２．４ 衍生化条件优化

为了确保衍生化反应快速进行，在室温反应条件

下，选择单因素试验设计法，对体系中衍生化试剂的用

量、有机相的比例、反应时间和反应体系 ｐＨ等因素进
行考察。以生成的衍生化产物的峰面积（１μｇ／ｍＬ）为指
标，考察了不同质量浓度的２－硝基苯肼盐酸盐（０．２０，
０．５０，０．８０，１．００，１．２５ｇ／Ｌ）、乙腈比例（１０％，３０％，
５０％，７０％，９０％）、反应时间（１，２，３，５，７ｈ）、反应体系
ｐＨ（４．０，５．０，６．０，７．０，８．０）对衍生化反应效率的影响，
结果见图１。可见，当其他条件相同时，衍生化试剂质量
浓度在０．８０～１．２５ｇ／Ｌ范围的２－硝基苯肼足以使衍
生化反应完全，因此将加入的衍生化试剂的质量浓度设

为１．００ｇ／Ｌ；当反应体系中乙腈比例达到７０％、反应时
间为２ｈ时，衍生化产物的响应达到最佳，而反应液 ｐＨ
在考察范围内，衍生化产物的峰面积变化不大，因此选

择不调整反应液ｐＨ直接反应。最终确定衍生化反应条
件为与 ２－硝基苯肼（１．００ｇ／Ｌ）衍生化 ２ｈ后直接进
样，反应体系乙腈比例为７０％。

２．５ 检测波长选择
氯乙酸与２－硝基苯肼反应产物的检测波长见图２。

虽然在低波长处吸光度较强，但色谱图中的干扰也较严

重。选择３９２ｎｍ为检测波长时，他达拉非及其有关物质
无明显吸收，色谱图基线干扰较少，检测灵敏度高。

２．６ 方法学考察
专属性试验：分别进样不含氯乙酸的空白衍生化反

应溶液、２ｇ／Ｌ他达拉非的衍生化反应溶液、１００ｎｇ／ｍＬ
氯乙酸的衍生化反应溶液（不含催化剂）和 １００ｎｇ／ｍＬ
氯乙酸的衍生化反应溶液（含催化剂），结果见图 ３。可
见，氯乙酸在催化剂存在的条件下可与２－硝基苯肼生
成衍生化产物，保留时间约为 １０．１ｍｉｎ，空白溶剂和药
物基质不干扰待测物的测定，方法专属性良好。

１０ １１ １２０ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９
ｔ／ｍｉｎ

１．氯乙酸衍生物

ａ．不含氯乙酸的空白衍生化反应溶液

ｂ．２ｇ／Ｌ他达拉非的衍生化反应溶液
ｃ．１５０ｎｇ／ｍＬ氯乙酸的衍生化反应溶液（不含催化剂）

ｄ．１００ｎｇ／ｍＬ氯乙酸的衍生化反应溶液（含催化剂）

图３ 专属性试验色谱图

Ｕ／μＶ
４００００

３００００

２００００

１００００

０

ａ
ｂ
ｃ
ｄ１



４２

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０１９年１０月５日 第２８卷第１９期

Ｖｏｌ．２８牞Ｎｏ．１９牞Ｏｃｔｏｂｅｒ５牞２０１９

取样量

（ｍｇ）

２０．０３
２０．１３
２０．２２
２０．３６
２０．１１
２０．０６
２０．３５
２０．２４
２０．１６

样品含量

（ｍｇ）

０
０
０
０
０
０
０
０
０

加入量

（ｍｇ）

５．０３×１０－４

５．０３×１０－４

５．０３×１０－４

１．５１×１０－３

１．５１×１０－３

１．５１×１０－３

５．０３×１０－３

５．０３×１０－３

５．０３×１０－３

测得量

（ｍｇ）

４．９０×１０－４

４．７２×１０－４

４．６０×１０－４

１．５５×１０－３

１．４６×１０－３

１．４３×１０－３

４．６１×１０－３

４．６５×１０－３

４．６２×１０－３

回收率

（％）

９７．４２
９３．８４
９１．４５
１０２．６５
９６．６９
９４．７０
９１．６５
９１．８５
９１．８５

Ｘ
（％）

９４．６８

ＲＳＤ
（％）

３．９４
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表１ 加样回收试验结果（ｎ＝９）

线性关系考察：精密移取氯乙酸贮备液，用８０％乙
腈溶液逐渐稀释，制成含氯乙酸 ２．５，５．０，１０．０，１５．０，
２０．０，２５．０μｇ／ｍＬ的溶液。取 ２００μＬ上述不同质量浓
度的氯乙酸溶液，置１０ｍＬ容量瓶中，按衍生化步骤，取
２０μＬ进样。最终氯乙酸的质量浓度为５０，１００，１５０，２００，
３００，４００，５００ｎｇ／ｍＬ，以氯乙酸质量浓度（Ｃ，ｎｇ／ｍＬ）为
横坐标、氯乙酸衍生物峰面积（Ａ）为纵坐标，按最小二
乘法进行线性回归，得回归方程 Ｃ＝５４．８５８Ａ＋
３３３．８２，ｒ＝０．９９９６牗ｎ＝７牘。结果表明，待测物质量浓度
在５０～５００ｎｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：取质量浓度为 １５０ｎｇ／ｍＬ的对照溶
液，衍生化反应后重复进样 ６次。结果的 ＲＳＤ为
１．４２％牗ｎ＝６牘，表明仪器精密度良好。

定量限和检测限确定：以信噪比（Ｓ／Ｎ）３∶１为本
方法的检测限，以信噪比（Ｓ／Ｎ）１０∶１为本方法的定量
限，衍生化反应后，５０ｎｇ／ｍＬ氯乙酸衍生物的信噪比为
１３．２，作为定量限；２０ｎｇ／ｍＬ氯乙酸衍生物的信噪比为
４．１，作为检测限。

加样回收试验：精密称取他达拉非２０．０３ｍｇ，置１０ｍＬ
容量瓶中，加入 ５００μＬ衍生化试液，５００μＬ催化剂溶
液，加 ８０％乙腈稀释至刻度，摇匀，精密称取他达拉非
２０．１１ｍｇ，分别制备低（５０．２８ｎｇ／ｍＬ）、中（１５０．８２ｎｇ／ｍＬ）、
高（５０２．７５ｎｇ／ｍＬ）质量浓度的加样供试品溶液，每个
质量浓度各 ３份，按 ２．３项下方法反应制得，另制备
１５０．１１ｎｇ／ｍＬ氯乙酸的衍生化反应对照溶液。分别取
以上溶液进样测定，记录色谱图，按外标法以峰面积计

算回收率。结果见表１。

稳定性试验：对１５０ｎｇ／ｍＬ氯乙酸对照溶液进行衍生
化后，于室温下放置０，１，２，４，６，８ｈ时测定，以待测物峰面
积（Ａ）的变化考察待测物的稳定性。结果的 ＲＳＤ为
２．６４％牗ｎ＝６牘，表明氯乙酸衍生物在室温下放置０～８ｈ
稳定性较好。

２．７ 样品含量测定
取他达拉非供试品 ２０ｍｇ，精密称定，置 １０ｍＬ容

量瓶中，加入５００μＬ衍生化试液，５００μＬ催化剂溶液，
加７０％乙腈稀释至刻度，摇匀，室温反应 ２ｈ，取 ２０μＬ
进样。同法测定１５０ｎｇ／ｍＬ氯乙酸对照溶液，以峰面积
计算含量，结果他达拉非样品中的氯乙酸未达检测限。

３ 讨论

色谱分离时，由于２－硝基苯肼显碱性，ｐＨ越小出
峰时间越早，为使其与衍生化产物足够分离，选择了酸

性较强的０．１％磷酸溶液作为水相。通过对流动相比例
的优化，进一步提高了分离度，且不影响柱效。

以氯乙酸衍生物的色谱峰面积为指标，此衍生化方

法和色谱条件对其他药物中氯乙酸残留的测定同样具

有借鉴意义。衍生化溶剂需要完全溶解待测药物，才能

准确测定药物中的氯乙酸残留，有机相比例过低会影响

反应效率，有机相比例过高会导致衍生化试剂的溶解度

下降，进而影响衍生化效率，对于该衍生化方法的应用

而言，溶剂对反应效率和回收率的影响需要重点考察。
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