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抗脂肪肝新药 IMH的差示扫描量热法纯度定值研究及不确定度评估

邵会会, 雷康璠, 秦 通, 张文轩, 吴 松, 杨庆云*

(中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所, 天然药物活性物质与功能国家重点实验室, 北京 100050)

摘要: 建立差示扫描量热法 (differential scanning calorimetry, DSC), 测定脂肪肝治疗新药 4,4′-二甲氧基-5,6,5′,

6′-双(亚甲二氧基)-2′-吗啉亚甲基联苯-2-甲酸甲酯甲磺酸盐 (简称 IMH) 的纯度。采用双因素无重复性方差分析, 优

化DSC实验参数为升温速率 10 ℃·min−1, 温度区间 150～300 ℃, 称样量范围 2.0～4.1 mg, N2流速 80 mL·min−1; 该

DSC方法验证的线性相关系数 r = 0.999 8; 精密度RSD (n = 6) 为 0.03%; 多批次 IMH药物纯度测定结果的标准值及

不确定度分别为 (99.74 ± 0.29)%、(99.91 ± 0.28)%、(99.90 ± 0.28)%、(99.81 ± 0.28)%, 包含因子K = 2, 置信概率 P = 

0.95, 其结果与质量平衡法测定结果基本一致。该DSC方法简便、快捷、准确, 为 IMH纯度定值提供新的方法, 提高

了 IMH药物纯度测定的准确性和可靠性。
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Determination of purity of a new anti-fatty liver drug 

IMH by differential scanning calorimetry method and 

uncertainty evaluation

SHAO Hui-hui, LEI Kang-fan, QIN Tong, ZHANG Wen-xuan, WU Song, YANG Qing-yun*

(State Key Laboratory of Bioactive Substance and Function of Natural Medicines, Institute of Materia Medica, 

Chinese Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College, Beijing 100050, China)

Abstract: The purity of 4,4′-dimethoxy-5,6,5′ ,6′-bis (methylenedioxy)-2′-morpholine methylenebiphenyl-2-

methyl formate methanesulfonate (IMH), a new drug for fatty liver treatment, was determined through differential 

scanning calorimetry (DSC). Analysis of two-factor non repeatability method was performed in the investigation 

the effects of two factors (heating rate and sample weight) on purity determination. The DSC experimental 

parameters were optimized as follows: heating rate was 10 ℃·min−1, temperature range was 150−300 ℃, sample 

weight was 2.0 − 4.1 mg, and N2 flow rate was 80 mL·min−1. The linear correlation coefficient (r) of this DSC 

method was 0.999 8. The RSD value (n = 6) of precision was 0.03%. The standard value and uncertainty of the 

purity results of the multiple batches of IMH drugs were (99.74 ± 0.29)%, (99.91 ± 0.28)%, (99.90 ± 0.28)%, and 

(99.81 ± 0.28)% with inclusion factor (K) of 2 and confidence probability (P) of 0.95. The results were basically 

consistent with the results of the mass balance method. The DSC mehod is a simple, rapid and accurate method, 

and provides a new reference method for determining the purity of IMH drugs, improves the accuracy and 

reliability of purity determination.
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化学药品的纯度测定是质量研究的重要内容, 尤其

是化学对照品的标定, 对药品含量测定的准确性有着

至关重要的影响。根据国际标准化组织 (International 

Organization for Standardization, ISO) 颁布的指导原则 

(ISO GUIDE 35-2006) 要求, 标准物质的定值研究需要

经过两种或者两种以上的分析方法才能确定。纯度测

定一般采用色谱法包括高效液相色谱法 (HPLC) 或气

相色谱法 (GC)[1]、定量核磁技术 (QNMR)[2]、滴定[3]和

差示扫描量热法 (DSC) 等技术手段。对于大多数的创

新性药物, 由于还没有公认的对照品供应, 在采用色谱

方法进行纯度测定时, 需要同时采用其他分析方法对

标定结果进行佐证; 而采用QNMR方法对仪器设备和

人员有较高的专业要求; 滴定方法对于化学结构中无

特征酸碱基团的药物亦不适用。DSC 方法作为一种

纯度测定的绝对方法, 与普通的高效液相色谱法比较, 

无需对杂质成分进行鉴定及分离、无需配制复杂的校

准物质、亦无须使用毒性较大的有机溶剂[4,5], 且其操

作简单、分析效率高、重现性好, 样品用量少, 可同时获

得药品的DSC曲线[6], 也不需要溯源的标准物质等优

势, 适用于热稳定性良好的化学药品的纯度测定。已

有多位研究者[7-13]采用DSC方法对化学药品进行纯度

定值, 结果显示DSC方法对化学药品的纯度定值具有

简便、快速、样品用量少和测定准确的优点, 可与其他

纯度测定方法互相取长补短, 有利于化学药品的准确定

值。同时, 利用热分析技术还可以同时得到药品的熔

点、晶型、结晶水、吸附水等[14-16]理化性质和结构信息。

脂肪性肝病是全球流行的主要肝脏疾病之一, 患

病率逐年增加, 目前全球尚无理想的临床治疗药物。

IMH化学名称为 4,4′-二甲氧基-5,6,5′,6′-双 (亚甲二氧

基)-2′-吗啉亚甲基联苯-2-甲酸甲酯甲磺酸盐, 作为自

主研发的对脂肪性肝病有明确疗效的化学1类新药[17,18], 

目前已完成全部临床前研究, 治疗指数高, 安全性好, 

即将进入临床研究。为顺利开展 IMH的定值研究, 并

进一步完善其质量研究, 本论文建立并验证了一种DSC

方法, 对多批次的 IMH原料药进行纯度定值分析及不

确定度评估, 不确定度的大小决定了测量结果的使用

价值[19], 并与质量平衡法[20-22]定值结果进行对比, 保证

了DSC方法对 IMH纯度定值的可靠性。本DSC方法为

该类新药的质量控制提供了简单易操作且定值准确的

纯度测定方法。

材料与方法

材料 差示扫描量热仪 (型号DSC-1, 瑞士Mettler 

Toledo 公司); 热重分析仪 (型号 TGA/DSC-1, 瑞士

Mettler Toledo 公司); 高效液相色谱仪 (型号 Thermo 

U3000, 赛默飞世尔科技有限公司); 电子天平 (型号

AB135-S, 瑞士Mettler Toledo公司); 铟 (国家一级热标

准物质 , 批号 ME-119942, 熔点 156.6 ℃ , 熔融焓变

28.64 J·g−1); IMH原料药, 自制 (中国医学科学院药物研

究所, 批号20180608、20211001、20211101、20220622)。

DSC分析方法 称取 IMH原料药 2.0～4.1 mg, 置

于 40 μL标准铝坩埚中, 压盖, 放入DSC仪中, 以 40 μL

标准空铝坩埚为参比, 升温速率为 10 ℃·min−1, 温度区

间 150～300 ℃, N2流速 80 mL·min−1, 记录 DSC曲线。

采用 Mettler Toledo 公司的 Stare software 分析软件计

算 IMH样品的纯度。

热重 (thermal gravimetric analyzer, TGA) 分析方

法 取 IMH原料药约 3 mg, 置于 70 μL标准陶瓷坩埚

中, 升温速率 10 ℃·min−1, 升温区间 40～400 ℃, N2流

速80 mL·min−1, 记录热重分析曲线, 计算失重百分比。

HPLC色谱条件 采用Waters symmetry C18色谱

柱 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm), 流动相为pH 4.0甲酸胺缓

冲液 (取水900 mL, 加入甲酸1 mL, 用三乙胺调节pH至

4.0, 加水至1 000 mL)－乙腈 (60∶40), 流速0.7 mL·min−1, 

检测波长 230 nm, 柱温 35 ℃, 进样体积 20 μL, 等度洗

脱。记录色谱图及峰面积, 采用峰面积归一化法进行

纯度测定。

其他测定 根据质量平衡法的要求, 分别采用中

国药典 2020版干燥失重测定法 (通则 0831) 和炽灼残

渣检查法 (通则 0841), 对样品中除主成分外的其他杂

质如水分、挥发性物质和非挥发性杂质进行检查。

DSC纯度计算公式 DSC纯度测定的基本原理是

共熔体系熔点降低原理。Mettler Toledo 公司的 Stare 

software软件是通过修正后的Van't Hoff方程计算物质

的纯度, 公式1、2如下: 

Tf = T0 -
RT 2

0

ΔH
x

A tot + c
Apart + c

(1)

1
F

=
A tot + c
Apart + c

(2)

式中: Tf表示熔融温度, 单位为 K; T0表示纯物质

的熔点, 单位为K; R表示气体常数, 为8.314 J·K−1·mol−1; 

x表示需要测定的未知杂质含量(摩尔分数); ΔH表示

物质的摩尔熔融焓变值, 单位为 J·mol−1; Atot表示主成

分熔融峰的总面积; Apart表示主成分熔融峰的部分面

积; F表示熔融分数, 等于主成分熔融峰的部分面积与

总面积之比; c表示线性修正系数。由上述公式可知, 

Tf与 1/F呈线性关系, 其函数关系图为Van't Hoff图 (或

1/F图) 纵坐标截距即为 T0, 而待测的杂质含量 x可由

斜率计算得到。
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结果与讨论

1　HPLC方法验证

该方法进行系统的验证, 主峰线性方程y = 1.813 9x − 

0.017 9, r = 0.999 9, 各成分精密度RSD%均小于1.08%, 

各杂质的回收率的范围为 98.35%～105.78%之间, 表

明本方法的准确度良好。

2　DSC分析方法的优化

在 DSC纯度定值过程中, 残留溶剂、升温速率和

称样量等因素会对结果产生影响, 因此对这些因素的

影响程度进行考察, 优化并确定DSC测定参数。

2.1　残留溶剂的影响考察 　

TGA 分析法可准确测量物质的质量与温度的关

系, 本研究采用TGA分析方法分析 IMH原料药中残留

溶剂情况, 见图1, 结果显示, 多批次 IMH原料药 (active 

pharmaceutical ingredient, API) 样品在 40～240 ℃内基

线平直, 无明显失重现象, 说明样品中无结晶水或结晶

溶剂等残留溶剂存在, 240 ℃之后开始分解失重。可

排除残留溶剂对样品纯度测定的干扰。

2.2　升温速率和称样量的影响 　

升温速率和称样量是 DSC 纯度检测的两个重要

影响因素, 升温速率可影响 DSC 曲线的峰形和趋势, 

升温速率过大会导致样品加热不均匀, 峰形变宽, 测定

结果准确度降低, 升温速率过小, 准确度较高, 但是分

析时间较长且曲线不光滑; 称样量影响检测灵敏度, 称

样量少有助于提高检测灵敏度, 过多会导致传热不均

匀, 峰形扩大, 分辨力下降。

本研究采用双因素无重复性方差分析的方法筛选

合适的升温速率和称样量。升温速率筛选范围为 1～

15 ℃·min−1, 按公差为1 ℃·min−1进行考察。DSC方法的

常规称样量约为3 mg, 因此将称样量范围设计为2.0～

4.1 mg之间, 选择2.0～2.2 mg、2.5～2.7 mg、3.0～3.2 mg

和 3.9～4.1 mg四个称量区间为代表, 对称样量的影响

进行考察。不同条件下 IMH原料药纯度测定和方差分

析结果见表 1、2, 结果显示, 升温速率 (P = 0.39 > 0.05) 

和称样量 (P = 0.22 > 0.05) 对 IMH原料药纯度测定均

无显著影响。

由图 2、3可知, 同一水平称样量, 升温速率过小峰

较矮胖, 升温速率过大导致测量结果差异较大; 当升温

速率为10 ℃·min−1, 称样量在2.0～4.1 mg之间时, DSC

曲线基本一致, 峰形较好。

综合DSC曲线、纯度测定结果及实验耗时情况确

定升温速率为 10 ℃·min−1, 称样量为 2.0～4.1 mg。因

此, 在保证实验完整和分析准确的前提下, 为提高分析

工作的效率, 将温度区间设置为150～300 ℃。

Table 2　Analysis of variance results with heating rate and sample 

weight. SS: Stdev square; df: Degree freedom; MS: Mean square

Source of 

difference
Heating rate
Sample weight
Error
Total

SS

0.076 50
0.023 07
0.209 94
0.309 51

df

14
3

42
59

MS

0.005 46
0.007 69
0.005 00

F

1.09
1.54

P-value

0.39
0.22

F crit

1.94
2.83

Figure 1　 Thermal gravimetric analyzer (TGA) curves of IMH 

multi batch active pharmaceutical ingredient (API). IMH: 4, 4′- 

Dimethoxy-5, 6, 5′ , 6′-bis (methylenedioxy) -2′-morpholine methy‐

lenebiphenyl-2-methyl formate methanesulfonate

Figure 2　 Differential scanning calorimetry (DSC) curves of 

different heating rate (sample weight 3 mg)

Table 1　Two-factor non repeatability test results of heating rate 

and sample weight

Heating rate 

/℃·min−1

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

Purity results of different sample weight/%

2.0－2.2 mg

99.650

99.653

99.602

99.741

99.728

99.567

99.751

99.731

99.649

99.399

99.703

99.712

99.664

99.663

99.668

2.5－2.7 mg

99.541

99.684

99.766

99.752

99.705

99.704

99.750

99.742

99.713

99.699

99.690

99.628

99.686

99.699

99.705

3.0－3.2 mg

99.531

99.639

99.682

99.789

99.677

99.743

99.619

99.750

99.724

99.744

99.620

99.688

99.636

99.705

99.658

3.9－4.1 mg

99.610

99.741

99.709

99.682

99.774

99.781

99.763

99.548

99.742

99.745

99.744

99.762

99.725

99.587

99.754
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3　DSC分析方法的验证

取不同质量 (2.0～4.1 mg) 的 IMH原料药 6份, 在

差示扫描量热仪上以升温速率 10 ℃·min−1, 温度区间

150～300 ℃进行纯度测定, 记录DSC曲线, 结果见表3, 

纯度测定结果的RSD值为 0.03%; 以 IMH原料药的称

样量为横坐标, 测得的吸热峰面积为纵坐标进行最小二

乘法计算, 得到线性方程为y = 100.26x + 8.880 7, 线性相

关系数r为0.999 8。本方法具有较好的线性和精密度。

4　不确定度评估

4.1　DSC标准值的确定 　

按照 DSC 分析方法, 连续测定 10 份 IMH 原料药

样品的纯度, 结果分别为 99.680%、99.725%、99.755%、

99.802%、 99.680%、 99.731%、 99.798%、 99.765%、

99.705%、99.765%, 经过格拉布斯检验进行可疑值排除, 

计算得G = 1.396。查格拉布斯临界值表知G0.95(10) = 

2.176, 因为G < G0.95(10), 所以10组数据无可疑值存在。

DSC纯度标准值为99.74%, 标准偏差 s = 4.40×10-4。

4.2　DSC各分量不确定度评估 　

参考文献[23-25], DSC 测定结果的不确定度主要来

源为铟标定焓变 ui1、测量过程 ui2、称量过程 ui3、仪器温

度ui4和纯度分析软件ui5。

4.2.1　铟标定焓变ui1 　根据 JJG 936-2012《示差扫描热

量计检定规程》[26], 取标准物质铟6.17 mg, 置于40 μL标

准铝坩埚中, 以相同空坩埚为参比, 升温速率10 ℃·min−1, 

升温范围 120～180 ℃, 连续测定 6次, 熔融焓变平均

值
-
x为 27.74 J·g−1, 标准偏差 s为 9.66×10-2, 用铟标定焓

变时产生的不确定度为: ui1 = s/ n  = 9.66×10-2/ 6  = 

3.94×10−2, 相对标准不确定度 ur1 = 3.94×10−2/27.74 = 

1.42×10−3。

4.2.2　测量重复性产生的标准不确定度 ui2 　4.1项下

10 组纯度测量结果的标准偏差 s = 4.40×10−4, 按 A 类

不确定度进行计算 , 即 ui2 = s/ n  = 4.40×10−4/ 10  = 

1.39×10−4, 相对标准不确定度 ur2 = 1.39×10−4/99.74% = 

1.39×10−4。

4.2.3　称样量产生的标准不确定度 ui3 　称量过程中

产生的不确定度按 B 类不确定度进行计算, 由公式 1

建立样品纯度测定的不确定度模型为公式3: 

X = [1 -
(T0 - Tf )ΔH

RT 2
0

]×100% (3)

式3中: ΔH表示物质的摩尔熔融焓变值, 单位J·mol−1; 

Tf表示熔融温度, 单位为 K; T0表示纯物质的熔点, 单

位为K; R表示气体常数, 为8.314 J·K−1·mol−1; X表示物

质的含量 (摩尔分数)。

由天平产生的不确定度为公式4: 

∂X
∂m

dm =
(T0 - Tf )ΔH

RT 2
0 m

dm (4)

使用电子天平的精度为0.01 mg, 误差dm = 0.02 mg, 

10 份样品称量的最小称样量 m = 3.75 mg, T0 mean = 

505.19 K、Tf mean = 505.11 K, R = 8.314 J·K−1·mol−1, 

ΔHmean = 60.743 0 kJ·mol−1, 将各数据带入公式 4计算的

不确定度为 1.22×10−5, 本实验不确定度按均匀分布考

虑, 根据 JJF1059.1-2012[27]可知标准不确定度的包含因

子K = 3 , 因此 ui3 = 1.22×10−5/ 3  = 7.05×10−6, 相对标

准不确定度ur3 = 7.05×10−6/3.75 = 1.88×10−6。

4.2.4　仪器温度误差产生的标准不确定 ui4 　仪器温

度偏差产生的不确定度属于B类不确定度。仪器温度

偏差产生的不确定度为公式5: 

(
∂X
∂T0

+
∂X
∂Tf

)dT = 
2ΔH

RT 2
0

(
Tf

T0

- 1)dT (5)

DSC经过校准, 仪器温度偏差dT = 0.01 K, 将数据

带入公式 5 求得仪器温度偏差产生的标准不确定度

ui4 = 9.07×10−8, 相对标准不确定度ur4 = 9.07×10−8/0.01 = 

9.07×10−6。

4.2.5　纯度分析软件产生标准不确定度 ui5 　Stare 

software软件偏差产生的不确定度和标准不确定度属

于 B 类不确定度。10份样品纯度测定的误差分别为

0.000 278 870%、0.000 264 413%、0.000 207 330%、

0.000 159 448%、0.000 358 913%、0.000 274 833%、

0.000 179 812%、0.000 191 594%、0.000 285 965%、

0.000 196 509%, 最大值为0.000 358 913%, 按均匀分布

计算, 标准不确定度ui5 = 0.000 358 913%/ 3  = 2.07×10−6, 

相对标准不确定度ur5 = 2.07×10−6/99.74% = 2.08×10−6。

Table 3　Linearity and precision of the DSC method

Sample 

weight/mg
2.12
2.51
2.81
3.22
3.85
4.01

Endothermic 

peak area/mJ
222.01
259.03
292.04
331.31
393.11
412.53

Purity/%

99.697
99.746
99.758
99.742
99.708
99.706

Average 

purity/%

99.73

RSD

/%

0.03

Figure 3　DSC curves of sample weight 2.0－4.1 mg (heating rate 

10 ℃·min−1)
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4.2.6　合成标准不确定度和扩展不确定度 　合成标准

不确定度 uc由各分量相对标准不确定度的平方和开根

号合成计算可得, 即: uc = u2
r1 + u2

r2 + u2
r3 + u2

r4 + u2
r5  = 

0.001 43。

扩展不确定度U = Kuc, 置信概率P = 0.95时, 包含因

子K = 2, 即U = 0.001 43×2 = 0.002 86 = 0.29%, 则样品

纯度结果的标准值及不确定度表示为 (99.74 ± 0.29)%, 

K = 2, 置信概率P = 0.95。

5　DSC纯度定值与质量平衡法的结果比较

采用该DSC分析方法对多批次 IMH药物进行纯

度定值及不确定度的评估, 并将质量平衡法得到的结

果与HPLC方法进行比较, 结果表明, 两种纯度定值方

法的结果基本一致, 如表4所示。

结论

本文采用DSC分析技术, 通过双因素无重复性方差

分析对测定过程的影响因素进行考察, 建立并验证了脂

肪肝治疗新药 IMH的纯度定值方法, 并采用国际标准

物质研制评估所用的不确定度评估模型, 对定值不确定

度进行评估。DSC方法得到的纯度定值结果与已验证

质量平衡法的定值结果基本一致, 无显著差别。采用

DSC方法进行纯度测定可克服质量平衡法过程繁琐, 

技术水平要求高等缺点, 与质量平衡法互为补充, 可根

据实际情况交替使用, 也进一步提高了 IMH纯度测定

结果的准确性和可靠性。以上研究为新药 IMH的质

量控制提供了有效、快捷的技术手段, 有力促进该新药

的研究开发, 保证将来临床应用的有效性和安全性。

作者贡献: 邵会会和杨庆云负责实验数据的获得和处理; 

邵会会、杨庆云和吴松负责对文章搭建框架、撰写和修改; 雷

康璠、秦通和张文轩提供不同批次的 IMH原料药。
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