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顶空气相色谱法测定 ｓｅｌｅｘｉｐａｇ中６种有机溶剂残留量

李丽丽，王洪朋，田海伟，李　晋，高双双，哈　婧

（河北科技大学化学与制药工程学院，石家庄 ０５００１８）

摘　要　建立顶空气相色谱法，测定ｓｅｌｅｘｉｐａｇ中甲醇、乙醇、丙酮、二氯甲烷、四氢呋喃和甲苯的残留量，为其质量控制提供
试验依据。色谱柱为ＫｒｏｍａｔＰＣ６２４（Ｖ）（３００ｍ×０３２ｍｍ，１８μｍ）毛细管柱，采用程序升温模式：初始柱温４０℃，维持
５ｍｉｎ，以２０℃／ｍｉｎ升至１８０℃，维持５ｍｉｎ；氢火焰离子化检测器（ＦＩＤ），进样口温度为２００℃，检测器温度为２５０℃，分流
比为２０∶１。在该色谱条件下，６种残留溶剂均完全分离，峰面积与浓度呈良好线性关系（ｒ＝０９９８２～１０００）；精密度、重复
性、稳定性试验结果符合要求，各被测组分的平均回收率在９６６７％～１０１７％之间。该气相色谱法操作简单，准确度、灵敏
度高，可用于检测ｓｅｌｅｘｉｐａｇ原料药中残留的有机溶剂。
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　　肺动脉高压是以血管增殖、重塑、原位血栓
形成、肺血管床进行性闭塞和肺血管阻力进行性

增加为特征的肺小动脉疾病。Ｓｅｌｅｘｉｐａｇ是由日
本新药株式会社和爱可泰隆医药公司联合开发

的一种前列环素受体（ＰＧＩ２）激动剂［１］。该药于

２０１５年１２月２１日获美国食品药品监督管理局
（ＦＤＡ）批准上市，又于２０１６年５月１２日获欧洲
药品管理局（ＥＭＡ）批准上市，用于治疗肺动脉高
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压。Ｓｅｌｅｘｉｐａｇ化学名为２｛４［（５，６二苯基吡嗪
２基）（异丙基）氨基］丁氧基｝Ｎ（甲基磺酰基）
乙酰胺，药理作用为舒缓血管壁平滑肌从而扩张

血管，增加肺部供血［２］。Ｓｅｌｅｘｉｐａｇ及其活性代谢
产物对ＩＰ受体的选择性优于其他前列腺素受体，
被 ＦＤＡ授予孤儿药地位［３］。其结构式见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｓｅｌｅｘｉｐａｇ

Ｓｅｌｅｘｉｐａｇ在合成过程中使用了６种溶剂［４－５］，

其中４种第二类溶剂（甲醇、二氯甲烷、四氢呋喃、
甲苯），２种第三类溶剂（乙醇、丙酮）。目前尚未
见有关 ｓｅｌｅｘｉｐａｇ原料药残留溶剂的检测方法报
道，为有效控制产品质量、保证用药安全，本研究参

考人用药物注册技术要求国际协调会（ＩＣＨ）的有
机溶剂残留量研究指导原则和《中华人民共和国

药典》（２０１５年版）四部通则［６］，采用顶空毛细管

气相色谱法［７－１０］对 ｓｅｌｅｘｉｐａｇ原料药中６种残留溶
剂进行测定，建立了 ｓｅｌｅｘｉｐａｇ原料药中甲醇、乙
醇、丙酮、二氯甲烷、四氢呋喃和甲苯顶空气相色谱

测定方法，并进行了方法学验证［１１］，结果表明，该

方法分离度好，精密度高、加样回收率结果满意，适

用于ｓｅｌｅｘｉｐａｇ原料药中６种残留溶剂的测定，并为
保证用药安全，进一步控制３类有机溶剂的残留量
提供了科学依据。

!

　材　料

１１　药品与试剂
Ｓｅｌｅｘｉｐａｇ原料药为河北省药用分子重点实验

室 自 制，批 号 分 别 为 ２０１６０８１３、２０１６０９１１、
２０１６０９１８。其他试剂均为分析纯。
１２　仪　器

ＧＣ７９００气相色谱仪（中国天美科学仪器有限
公司）；ＤＫ３００１Ａ顶空进样器（中国北京中兴分析
仪器新技术研究所）；ＧＨ３０高纯氢发生器、
ＧＡ２０００Ａ低噪音空气泵（中国北京中兴汇利科技
发展有限公司）；ＡＬ２０４万分之一电子天平（瑞士

Ｍｅｔｔｌｅｒ公司）。

%

　方法与结果

２１　色谱条件及测定方法
色谱柱为ＫｒｏｍａｔＰＣ６２４（Ｖ）毛细管柱（固定相

为６％氰丙基苯基９４％二甲基聚硅氧烷，３００ｍ×
０３２ｍｍ，１８μｍ）；进样口温度：２００℃，检测器温
度：２５０℃；柱温：初始温度为４０℃，保持５ｍｉｎ，以
２０℃／ｍｉｎ的速率升温至１８０℃，保持５ｍｉｎ；载气：
高纯氮气；进样方式：顶空进样，定量环１ｍＬ；平衡
温度：８０℃，平衡时间：３０ｍｉｎ；阀箱温度：１００℃，传
输线温度：１１０℃。

精密量取对照品溶液或供试品溶液５ｍＬ，密
封于２０ｍＬ顶空瓶中，经顶空平衡后，量取其顶端
气体，注入气相色谱仪，记录色谱图，按外标法以峰

面积来计算各残留溶剂的含量。

２２　溶液制备
２２１　混合对照品溶液制备　称取甲醇约１５ｇ、
无水乙醇约２５ｇ、二氯甲烷约０３ｇ、四氢呋喃约
０３６ｇ、丙酮约２５ｇ、甲苯约０５ｇ，精密称定，各
置５０ｍＬ量瓶中用二甲基亚砜溶解定容；精密量取
上述溶液各１ｍＬ置１０ｍＬ量瓶中用二甲基亚砜定
容至刻度，作为混合对照品储备液。精密吸取上述

对照品储备液０４ｍＬ置１０ｍＬ量瓶中用二甲基亚
砜定容至刻度，摇匀，作为混合对照品溶液。

２２２　供试品溶液制备　取 ｓｅｌｅｘｉｐａｇ原料药约
０２ｇ，精密称定，置２０ｍＬ顶空瓶中，精密加入二
甲基亚砜５ｍＬ使样品溶解，摇匀，密封，即得。
２３　系统适应性试验

取空白溶剂二甲基亚砜、混合对照品溶液、供

试品溶液，按“２１”项色谱条件及进样方法进行分
析，结果表明空白溶剂无干扰，限度混合对照品溶

液中各色谱峰的理论塔板数均大于５０００，各相邻
峰的分离度大于１５，色谱图见图２。
２４　线性关系考察

精密量取混合对照品储备液１，３，５，７，１０ｍＬ
分别置于１００ｍＬ量瓶中，加二甲基亚砜稀释至刻
度，摇匀，作为系列标准线性溶液，分别精密量取

５ｍＬ置２０ｍＬ顶空进样瓶中，密封，摇匀，按“２１”
项色谱条件及进样方法进行分析，以峰面积为纵坐

标，浓度为横坐标，进行线性回归，结果见表１。
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Ｆｉｇｕｒｅ２　ＨＰＬＣｏｆｂｌａｎｋｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ），ｍｉｘｅｄｓｏｌｖｅｎｔ（Ｂ）ａｎｄｓｅｌｅｘｉｐａｇｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｃ）
１：Ｍｅｔｈａｎｏｌ；２：Ｅｔｈａｎｏｌ；３：Ａｃｅｔｏｎｅ；４：Ｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ；５：Ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｕｒａｎ；６：Ｔｏｌｕｅｎｅ；７：Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ

Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｎｅａｒｉｔｙｔｅｓｔｆｏｒｔｈｅｍｉｘｅｄｓｏｌｖｅｎｔ

Ｓｏｌｖｅｎｔ Ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ／（μｇ／ｍＬ）
Ｍｅｔｈａｎｏｌ Ｙ＝２０７４Ｘ＋００４１２ １０００ ３２０７３２０１
Ｅｔｈａｎｏｌ Ｙ＝２５９９Ｘ－００６５６ １０００ ５０１０５０１０
Ａｃｅｔｏｎｅ Ｙ＝１６９８Ｘ－３６１６ １０００ ５１６４５１６４
Ｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ Ｙ＝０３１３１Ｘ－０５６１６ ０９９８２ ６０８０６０７６
Ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｕｒａｎ Ｙ＝２１６２Ｘ－３２７６ ０９９９１ ７５９０７５８８
Ｔｏｌｕｅｎｅ Ｙ＝１４３１Ｘ－２８５８ ０９９８６ １０７６１０７６

２５　精密度试验
精密量取混合对照品溶液５０ｍＬ，分别置于

２０ｍＬ顶空瓶中，平行制备６份作为精密度试验溶
液，按“２１”项色谱条件及进样方法进行分析，计算
各被测组分甲醇、乙醇、二氯甲烷、丙酮、四氢呋喃、

甲苯峰面积的ＲＳＤ（％，ｎ＝６），分别为２９，３０，３２，
２４，２５和３１，表明色谱系统精密度良好。
２６　重复性试验

取ｓｅｌｅｘｉｐａｇ原料药（批号２０１６０８１３）约０２ｇ，
按“２２２”项配制供试品溶液６份，按“２１”项色
谱条件及进样方法进行分析，记录色谱图按外标法

进行计算。结果甲醇、二氯甲烷、丙酮、四氢呋喃、

甲苯均未被检出，乙醇的平均含量为 ０３％，ＲＳＤ
为２０％（ｎ＝６），表明系统重复性良好。
２７　供试品稳定性试验

取ｓｅｌｅｘｉｐａｇ原料药（批号２０１６０８１３）约０２ｇ，
按“２２”项配制供试品溶液５份，按“２１”项色谱
条件及进样方法进行分析，考察样品溶液８ｈ之内
的稳定性。结果甲醇、二氯甲烷、丙酮、四氢呋喃、

甲苯均未被检出，乙醇的平均含量为 ０３％，ＲＳＤ
为１７％（ｎ＝５），表明样品在８ｈ内稳定性良好。
２８　检出限与定量限

取各对照品储备液，用二甲基亚砜逐级稀释，按

“２１”项色谱条件及进样方法进行分析，以信噪比

Ｓ／Ｎ＝１０为定量限，甲醇、乙醇、二氯甲烷、丙酮、四
氢呋喃、甲苯定量限（μｇ／ｍＬ）分别为１６０，２５１５，
２８８２，３０３，２８４５，２６９０。以信噪比 Ｓ／Ｎ＝３为检
测限 （μｇ／ｍＬ）分 别 为 １６０，２５０，２５８，１５１，
５６９，５３８。
２９　定量限精密度试验

分别精密量取甲醇、乙醇、二氯甲烷、丙酮、四

氢呋喃、甲苯定量限溶液，按“２１”项色谱条件及
进样方法进行分析，计算甲醇、乙醇、二氯甲烷、丙

酮、四氢呋喃、甲苯定量限峰面积的 ＲＳＤ（％，ｎ＝
３），分别为２５，１９，２２，３４，２８和 ３５，表明定
量限精密度良好。

２１０　准确度试验
精密量取对照品储备液 ０３２，０４０，０４８ｍＬ

置于１０ｍＬ量瓶中加入二甲基亚砜定容至刻度。
精密称取２０１６０８１３批样品约０２ｇ，共９份，分别
精密加入上述试液 ５ｍＬ，每个浓度平行 ３份，密
封、摇匀，按“２１”项色谱条件及进样方法进行分
析，记录色谱图，按外标法进行计算，结果见表２。
２１１　样品测定

取 ｓｅｌｅｘｉｐａｇ原 料 药 ３批 （批 号 分 别 为
２０１６０８１３、２０１６０９１１、２０１６０９１８），按“２２２”项制
备供试品溶液，每批２份按“２１”项色谱条件及进
样方法进行分析，按外标法计算３批样品中乙醇的

５９
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含量分别为０３％，０３％，０４％，甲醇、二氯甲烷、
丙酮、四氢呋喃、甲苯均未被检出。

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｓｉｘｒｅｓｉｄｕａｌｓｏｌｖｅｎｔｓｏｆｓｅｌｅｘｉｐａｇ（ｎ＝９）

Ｓｏｌｖｅｎｔ Ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ ＲＳＤ／％
Ｍｅｔｈａｎｏｌ ９９６７ ２４９
Ｅｔｈａｎｏｌ ９８７２ ３２４
Ａｃｅｔｏｎｅ １０１６７ ２４９
Ｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ ９８６４ １３６
Ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｕｒａｎ ９７８４ １４６
Ｔｏｌｕｅｎｅ ９８５７ １６４

(

　讨　论

３１　进样方式选择
Ｓｅｌｅｘｉｐａｇ采取直接进样模式时，甲醇色谱峰拖

尾严重，与乙醇分离度较差，而且由于样品质量浓

度较大，直接进样易造成色谱柱污染，所以采取顶

空进样方式。

３２　溶剂的选择
Ｓｅｌｅｘｉｐａｇ水溶性较差，不能用水作溶剂直接进

样，Ｎ，Ｎ二甲基甲酰胺作溶剂时各溶剂峰之间分
离度不理想；而用二甲基亚砜作溶剂时对待测的６
种溶剂无干扰回收率好，各溶剂峰形较好，最终选

择二甲基亚砜作为试验溶剂。

３３　顶空平衡温度的选择
固定顶空平衡时间３０ｍｉｎ，考察平衡温度分别

为８０，９０，１００℃时各待测溶剂的色谱峰面积的变
化。随着平衡温度的提高，色谱峰面积没有明显增

高的趋势，考虑到温度过高会使药物分解影响分析

结果，且待测溶剂均可在８０℃条件下全部检出，故
将平衡温度设为８０℃。
３４　顶空平衡时间的选择

固定平衡温度 ８０℃，分别考察平衡时间为
２０，３０，４０ｍｉｎ，各待测溶剂的色谱峰面积的变化结
果表明，平衡时间为３０和４０ｍｉｎ时，待测组分峰
面积明显高于２０ｍｉｎ，但３０ｍｉｎ和４０ｍｉｎ平衡时
间测定的待测溶剂峰面积没有明显差异，故将平衡

时间设为３０ｍｉｎ。

３５　顶空进样瓶中溶剂体积的选择
顶空瓶中分别加入溶剂３，４，５ｍＬ，考察峰面

积变化情况，结果表明加入５ｍＬ溶剂时峰面积明
显高于３ｍＬ，４ｍＬ。因考虑到气液平衡及进样针
的位置问题并没有继续考察加大溶剂量的情况，最

终选择５ｍＬ作为进样瓶中的溶剂体积。
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