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长春西汀注射液是由主药长春西汀和辅料山梨醇、

苯甲醇等经现代工艺精制而成的无菌注射液，临床主要

用于改善脑梗死后遗症、脑出血后遗症、脑动脉硬化症

等诱发的各种症状犤１犦。其主药以长春胺为起始原料，经

脱水消除、水解和酯化制得。在长春西汀中间体制备过

程中使用了对甲苯磺酸作催化剂，后续处理过程中虽进

行了充分洗涤，但仍可能存在对甲苯磺酸残留，在后续

的酯化反应中会继续反应，生成基因毒性杂质对甲苯磺

酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯，故需在成品的质量控制中严

格控制后两者含量。目前，对甲苯磺酸酯类的检测方法

主要有高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法犤２－８犦、液质联用法犤９－１２犦、

气质联用法犤１３－１５犦等。ＨＰＬＣ法具有成本低、分离快、灵敏
度高、适用于热不稳定化合物等优点。本研究中建立了

测定长春西汀注射液中对甲苯磺酸甲酯、对甲苯磺酸乙

酯含量的ＨＰＬＣ法。现报道如下。
１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ｅ２６９５型高效液相色谱仪，含 ２９９８二极管阵列检

测器（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＸＰＥ－１０５型电子分析天平
（瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；ＫＱ２２００Ｅ型超声波清洗器
牗昆山市超声波仪器有限公司牘。
１．２ 试药

对甲苯磺酸甲酯对照品（批号为Ｆ１０１２０５４，含量为
９８．０％），对甲苯磺酸乙酯对照品（批号为Ｅ１０１２０３７，含
量为９８．０％），均购自上海阿拉丁生化科技股份有限公
司；长春西汀注射液（７个厂家，共７９批，包括２ｍＬ∶１０ｍｇ，
５ｍＬ∶３０ｍｇ，２ｍＬ∶２０ｍｇ３种规格）；磷酸为分析纯，乙
腈为色谱纯，水为高纯水。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件

色谱柱：ＷａｔｅｒｓＯＤＳ２Ｃ１８柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；
流动相：乙腈 －０．１％磷酸溶液（３９∶６１，Ｖ／Ｖ）；流速：
１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２２６ｎｍ；柱温：３５℃；进样量：２０μＬ。
２．２ 溶液制备

混合对照品溶液：取对甲苯磺酸甲酯对照品和对甲苯

磺酸乙酯对照品各适量，精密称定，用流动相溶解，并制成

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

长春西汀注射液中２种磺酸酯类基因毒性杂质的测定

焦 洁，妙 苗，王 涛，蔡 虎△

（陕西省食品药品监督检验研究院·国家药品监督管理局药品微生物检测技术重点实验室，陕西 西安 ７１００６５）
摘要：目的 建立测定长春西汀注射液中对甲苯磺酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为ＷａｔｅｒｓＯＤＳ２Ｃ１８柱
（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈 －０．１％磷酸溶液（３９∶６１，Ｖ／Ｖ），流速为 １．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为 ２２６ｎｍ，柱温为 ３５℃，进
样量为２０μＬ。结果 对甲苯磺酸甲酯、对甲苯磺酸乙酯质量浓度分别在０．１４９９～０．５９９８μｇ／ｍＬ和０．１１３６～０．４５４２μｇ／ｍＬ范围内
与峰面积线性关系良好牗ｒ＝０．９９９９，０．９９９８），平均回收率分别为 ９８．７８（ＲＳＤ＝２．０２％，ｎ＝６）和 ９９．３３％（ＲＳＤ＝１．２７％，ｎ＝６）。
结论 该方法简便、准确，可用于长春西汀注射液中对甲苯磺酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯的定性和定量分析。

关键词：高效液相色谱法；长春西汀注射液；对甲苯磺酸甲酯；对甲苯磺酸乙酯；磺酸酯类；基因毒性杂质
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ｍｅｔｈｙｌｐ－ｔｏｌｕｅｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅａｎｄｅｔｈｙｌｐ－ｔｏｌｕｅｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅｉｎＶｉｎｐｏｃｅｔｉｎｅＩｎｊｅｃｔｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ ＴｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｒｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｗａｓＣ１８
ｃｏｌｕｍｎ（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－０．１％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎ（３９∶６１，Ｖ／Ｖ），ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ
１．０ｍＬ／ｍｉｎ，ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２２６ｎｍ，ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３５℃，ａｎｄｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ２０％ μＬ．
Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓｏｆｍｅｔｈｙｌｐ－ｔｏｌｕｅｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅａｎｄｅｔｈｙｌｐ－ｔｏｌｕｅｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅｗｅｒｅ０．１４９９－０．５９９８μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９９）

ａｎｄ０．１１３６－０．４５４２μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９９８），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｍｅｔｈｙｌｐ－ｔｏｌｕｅｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅａｎｄｅｔｈｙｌｐ－ｔｏｌｕｅｎｅ
ｓｕｌｆｏｎａｔｅｗｅｒｅ９８．７８％（ＲＳＤ＝２．０２％牞ｎ＝６）ａｎｄ９９．３３％（ＲＳＤ＝１．２７％牞ｎ＝６），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅａｎｄａｃｃｕ
ｒａｔｅ，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｅｔｈｙｌｐ－ｔｏｌｕｅｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅａｎｄｅｔｈｙｌｐ－ｔｏｌｕｅｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅｉｎＶｉｎｐｏｃｅｔｉｎｅ
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１．对甲苯磺酸甲酯 ２．对甲苯磺酸乙酯
Ａ．阴性对照品溶液 Ｂ．空白溶液 Ｃ．混合对照品溶液

图１ 专属性试验高效液相色谱图

１．ｍｅｔｈｙｌｐ－ｔｏｌｕｅｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ；２．ｅｔｈｙｌｐ－ｔｏｌｕｅｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ
Ａ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｂ．Ｂｌａｎｋｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｃ．Ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｔｅｓｔ

表１ 回收率试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝６）

注：Ａ为对甲苯磺酸甲酯，Ｂ为对甲苯磺酸乙酯。
Ｎｏｔｅ牶Ａｉｓｍｅｔｈｙｌｐ－ｔｏｌｕｅｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ牞Ｂｉｓｅｔｈｙｌｐ－ｔｏｌｕｅｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ．

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

两者质量浓度均约为０．２５μｇ／ｍＬ的混合对照品溶液。
供试品溶液：取２ｍＬ∶２０ｍｇ规格样品３支，混匀，

精密量取５ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，用流动相稀释并定
容，摇匀，即得；其余规格样品，直接取样品溶液进样。

阴性对照品溶液：根据各厂家提供的长春西汀注射

液处方，取山梨醇、苯甲醇、维生素 Ｃ、焦亚硫酸钠、酒石
酸等辅料适量，用流动相溶解并滤过，取滤液，即得。

空白溶液：取流动相，作为空白溶液。

２．３ 方法学考察

专属性试验：取２．２项下除供试品溶液外的３种溶
液各适量，按２．１项下色谱条件进样测定，记录色谱图。
结果显示，理论板数以对甲苯磺酸甲酯和对甲苯磺酸

乙酯峰计分别为１３３５９和 １３８８０，分离度为 ９．２，空白
溶液和阴性对照品溶液对测定无干扰。详见图１。

线性关系考察：取对甲苯磺酸甲酯 １２．２４ｍｇ和对
甲苯磺酸乙酯９．２７ｍｇ，精密称定，置同一１００ｍＬ容量
瓶中，用流动相溶解，并定容，摇匀。精密量取 ２．５ｍＬ，
置 １００ｍＬ容量瓶中，用流动相溶解并定容，摇匀，作为
线性试验混合对照品贮备液。精密量取１，１．５，２，３，４ｍＬ，
分别置２０ｍＬ容量瓶中，用流动相定容，摇匀，即得线性
混合对照品溶液。精密量取 ２０μＬ，按 ２．１项下色谱
条件进样测定，得回归方程，对甲苯磺酸甲酯为 Ｙ１＝
６３５９３．５８９２Ｘ１－３０９．２２６０（ｒ１＝０．９９９９，ｎ＝５），对甲
苯磺酸乙酯为 Ｙ２＝６１１９５．７１９７Ｘ２－３１７．１７４５（ｒ２＝
０．９９９８，ｎ＝５）。结果表明，对甲苯磺酸甲酯和对甲苯磺
酸乙酯质量浓度分别在 ０．１４９９～０．５９９８μｇ／ｍＬ和
０．１１３６～０．４５４２μｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

回收率试验和加标重复性试验：考虑到各厂家间工

艺、处方的差异，取长春西汀注射液使用辅料最多的

Ｇ公司生产批号为１９０１２６１的样品１０支（规格为２ｍＬ∶
２０ｍｇ，均未检出对甲苯磺酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯），
混匀，精密量取 ２ｍＬ，共 ６份，分别精密加入一定量的

对照品溶液２ｍＬ，摇匀。精密量取２０μＬ，按２．１项下色
谱条件进样测定，按外标法计算回收率。结果见表１。根
据 ２０１５年版《中国药典牗四部牘》通则 ０９０１分析方法验
证指导原则中回收率相关要求，待测成分含量在０．１％
时，回收率限度为 ９０％～１０８％。本方法试验中对甲苯
磺酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯的回收率分别为 ９８．７８％
和９９．３３％，表明准确度符合要求。６份加标样品中对甲
苯磺酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯含量的 ＲＳＤ均小于
３．０％，表明方法的重复性符合要求。

定量限和检测限确定：取线性混合对照品溶液，逐

级稀释，按２．１项下色谱条件进样分析，得对甲苯磺酸
甲酯和对甲苯磺酸乙酯的定量限（信噪比＞１０时）分别
为 ０．０３７μｇ／ｍＬ和 ０．０４５μｇ／ｍＬ，检测限（信噪比＞３
时）分别为０．０１５μｇ／ｍＬ和０．０２３μｇ／ｍＬ。

精密度试验：精密量取 ２．２项下混合对照品溶液
２０μＬ，连续进样测定６次。结果对甲苯磺酸甲酯和对甲
苯磺酸乙酯峰面积的 ＲＳＤ分别为 ０．９２％和 １．９６％
（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取供试品溶液，于室温放置０，１，２，３，４，５，
６，７，８ｈ时分别按２．１项下色谱条件进样测定，记录色谱图。
结果显示，对甲苯磺酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯峰面积有变小

的趋势，ＲＳＤ分别为４．００％和４．２０％（ｎ＝９），建议供试品
溶液在配制后６ｈ内测定（此时的 ＲＳＤ均小于２．０％）。
２．４ 样品测定

分别取 ７个厂家各 １批样品牗Ａ公司，批号为
１９１１０８；Ｂ公司，批号为 Ｐ１／２０１９０９０１；Ｃ公司，批号为
Ａ９２０５５Ａ；Ｄ公司，批号为 １１９０４０４２；Ｅ公司，批号为
１９０２２１１；Ｆ公司，批号为 １９０６１８１；Ｇ公司，批号为
１９０１２４１牘，按 ２．２项下方法制备供试品溶液，按 ２．１项
下色谱条件进样测定，色谱图见图２。按外标法计算，结
果均未检出对甲苯磺酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯。

３ 讨论

３．１ 流动相优化

预试验中先后考察了 ３种流动相：①乙腈 －０．１％
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Ａ－Ｇ．供试品溶液 Ｈ．对照品溶液
图２ ７批样品高效液相色谱图

１．ｍｅｔｈｙｌｐ－ｔｏｌｕｅｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ ２．ｅｔｈｙｌｐ－ｔｏｌｕｅｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ

Ａ－Ｇ．Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｈ．Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

Ｆｉｇ．２ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｅｖｅｎｂａｔｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

磷酸溶液（３９∶６１，Ｖ／Ｖ），检测波长为 ２２６ｎｍ；②乙
腈 －水（４０∶６０，Ｖ／Ｖ），检测波长为 ２２０ｎｍ；③乙腈－
０．２ｍｏｌ／Ｌ醋酸铵溶液（５０∶５０，Ｖ／Ｖ），检测波长为
２６０ｎｍ。结果发现，３种流动相均可满足系统适用性试
验要求，但流动相③的检测限比流动相①和流动相②
约高 １０倍，流动相②的系统耐用性较差，故选择流动
相①。
３．２ 色谱柱选择

预试验中先后考察了 ３种色谱柱：① ＷａｔｅｒｓＯＤＳ２
Ｃ１８柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；② ＡｇｉｌｅｎｔＴＣ－Ｃ１８柱
（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；③ＡＣＥＥｘｃｅｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）。结果发现，采用乙腈－０．１％磷酸溶液
为流动相时，３种色谱柱均可满足系统适用性试验要
求，但选择色谱柱②和色谱柱③时，２种待测物出峰时
间均晚于长春西汀主成分，由于供试品溶液浓度较大，

有拖尾现象，导致２种待测组分的灵敏度低，达不到限
度要求。选择色谱柱①时，２个待测组分在长春西汀主
峰前流出，可杜绝高浓度样品对待测组分的干扰，降低

基线噪音，提高检测的灵敏度。故选择色谱柱①。
３．３ 待测物确认

试验过程中发现，供试品溶液色谱图中，在待测物

保留时间附近还有其他色谱峰，为排除因保留时间漂移

引起的漏检，对上述样品均进行加标回收验证，试验结

果表明，该色谱峰不是待测物，应为长春西汀原料引入

的其他杂质。

３．４ 限度确定

根据人用药品注册技术要求国际协调会（ＩＣＨ）的
规定，基因毒性杂质的最大摄取量为１．５μｇ／ｄ犤１６－１７犦，长
春西汀每天最大用量为 ３０ｍｇ，按此计算，确定对甲苯
磺酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯的限度不得超过０．００５％。

３．５ 方法评价

本研究中建立的ＨＰＬＣ法可快速、准确地对注射用
长春西汀中对甲苯磺酸甲酯和对甲苯磺酸乙酯进行定

性及定量分析，避免使用液质仪、气质仪等贵重和普及

度较低的仪器，降低了检验成本，提高了方法的可行性，

可为该药中潜在的有害杂质的检测提供参考。
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