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摘要：目的　建立一种新的衍生化顶空气相色谱ＦＩＤ法测定甲硫酸新斯的明原料药中硫酸二甲酯的残留量。方法　筛选
多种衍生化方法并进行优化，采用正丁醇作为衍生剂，５０℃条件下与硫酸二甲酯进行甲基化反应，生成１甲基正丁醚；选用
ＤＢ６２４（０３２ｍｍ×３０ｍ，１８μｍ）为色谱柱，程序升温，起始温度为４０℃，维持８ｍｉｎ，以３０℃·ｍｉｎ－１的升温速率升温至
２２０℃，保持２ｍｉｎ；以氮气为载气；流速为２０ｍＬ·ｍｉｎ－１；采用 ＦＩＤ检测器，进样口温度为２００℃；检测器温度为２３０℃。
结果　甲硫酸新斯的明对硫酸二甲酯的检测无假阳性干扰，硫酸二甲酯在 ６０６６～１５１７μｇ·ｍＬ－１内线性关系良好
（ｒ２＝０９９９９），硫酸二甲酯的平均回收率为９９９％，相对标准偏差（ＲＳＤ）为２６％ （ｎ＝９）。经检测，３批原料药中均未检
出硫酸二甲酯。结论　本方法专属性好、操作简便、准确度高，适用于甲硫酸新斯的明原料药中硫酸二甲酯基因毒性杂质
的检测。

关键词：甲硫酸新斯的明；硫酸二甲酯；甲基化；气相色谱
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　　甲硫酸新斯的明为白色结晶性粉末，是一种
可逆性胆碱酯酶抑制剂，常以注射给药，临床上主

要用于重症肌无力［１２］、急性结肠假性梗阻［３４］与

尿潴留［５］等。硫酸二甲酯（ＤＭＳ）是药物合成中常
用的甲基化试剂［６］，会作为起始原料参与原料药

的合成反应。硫酸二甲酯作为甲基化试剂能与
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ＤＮＡ碱基对上具有氮位点核酸结合，进行碱基对
的替代，从而引起碱基对中断或重排，具有潜在的

遗传毒性和致癌性［７１０］。根据现有合成工艺，甲硫

酸新斯的明原料药中可能残留有基因毒性杂质硫

酸二甲酯。目前甲硫酸新斯的明收载在《美国药

典》《中国药典》和《日本药局方》，但是现行标准

对于硫酸二甲酯的控制和检测均未有报道，根据

欧洲药事管理局和美国食品药品监督管理局的法

规 要 求，基 因 毒 性 杂 质 的 毒 理 学 关 注 阈 值

（ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｏｆｔｏｘｉｃｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｃｅｒｎ，ＴＴＣ）限 度 为
１５μｇ·ｄ－１［１１１２］，甲硫酸新斯的明每日最大摄入
量为５ｍｇ，因此，推算出甲硫酸新斯的明中硫酸二
甲酯的最大可接受限度约为００３％。为了确保甲
硫酸新斯的明原料药中硫酸二甲酯浓度降低至可

接受水平，对其进行有效监控至关重要。

由于硫酸二甲酯具有挥发性，常用气相色谱

（ＧＣ）法进行测定［１３１６］。硫酸二甲酯理化性质比

较活泼，其原型在溶液状态下不稳定，在加热条件

下易分解生成甲醇［１７］，直接测定会导致结果不准

确，由于硫酸二甲酯是甲基化试剂，因此可以采用

衍生化方法进行测定。Ｐｅｔｈａ等［１８］，采用碱性条件

下硫酸二甲酯与丁醇发生烷基化反应，通过顶空

气相色谱质谱联用法测定己唑醇中的硫酸二甲酯
残留量。Ａｎｅｒａｏ等［１９］将硫酸二甲酯与苯酚钠进行

衍生化反应生成茴香醚，建立并验证了一种灵敏

的柱前衍生顶空气相色谱法（ＨＳＧＣ）测定甲氧沙
林活性药物成分中硫酸二甲酯杂质的方法。Ｇｒｉｎ
ｂｅｒｇ等［２０］将硫酸二甲酯与二苯并氮杂进行衍生化

反应生成 Ｎ甲基衍生物，通过液相色谱质谱联用
（ＬＣＭＳ）法检测原料药美托洛尔中痕量的硫酸二
甲酯。参考 Ｐｅｔｈａ等［１８］衍生化方法，对衍生化方

法进行探索过程中发现，甲硫酸新斯的明在碱性

条件下加热，甲硫酸基团会发生电离释放出来，同

时参与甲基化反应生成目标衍生化产物，干扰目

标物检测，出现假阳性结果。因此，为了解决以上

问题，需要建立专属性更好的检测方法来实现甲

硫酸新斯的明原料药中硫酸二甲酯的检测。本实

验建立了一种新的衍生化气相色谱法对甲硫酸新
斯的明原料药中基因毒性杂质硫酸二甲酯进行检

测并完成了方法学验证。硫酸二甲酯在中性条件

下加热与正丁醇发生甲基化反应，生成衍生化产

物１甲基正丁醚，而甲硫酸新斯的明中的甲硫酸
基团在中性条件下不干扰衍生化反应的进行，生

成的衍生化产物性质稳定，在气相色谱上具有较

好的响应，通过间接测定衍生化产物能够准确测

定残留的硫酸二甲酯，本方法具有专属性强、稳定

性好、准确性高的优点，为相关企业监测原料药中

硫酸二甲酯提供了参考方法。

１　仪器与试剂
１１　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ７８９０气相色谱仪、ＤＢ６２４毛细管柱
（０３２ｍｍ×３０ｍ，１８μｍ）（美国安捷伦公司）、
ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯＸＰＥ２０５电子天平（瑞士梅特
勒公司）。

１２　试剂
硫酸二甲酯［批号：ＭＯＵＲＲ６ＫＡ，纯度：９９％，

萨恩化学技术（上海）有限公司］；１甲基正丁醚
（批号：Ｋ２２２２２６０，纯度：９９％，上海阿拉丁生化科
技股份有限公司）；Ｎ，Ｎ二甲基甲酰胺、正丁醇、甲
醇、甲苯、异丙醇、丙酮均为色谱纯；乙酸乙酯为分

析纯。

２　方法与结果
２１　顶空平衡条件及衍生化条件

顶空瓶平衡温度：７０℃；定量环温度：８０℃；
传输线温度：９０℃；平衡时间：２０ｍｉｎ，ＧＣ循环时
间：２６ｍｉｎ；顶 空 瓶 辅 助 加 压：１０３４２ｋＰａ；进
样量：１０ｍＬ。

衍生化条件：烘箱温度５０℃，时间３ｈ。
２２　气相色谱ＦＩＤ条件

ＧＣ采用氮气（纯度≥９９９９％）为载气，流速
为２０ｍＬ·ｍｉｎ－１，分流比为 ５∶１。柱温箱升温
程 序：起 始 温 度 为 ４０ ℃，维 持 ８ ｍｉｎ，以
３０℃·ｍｉｎ－１的升温速率升温至 ２２０℃，保持 ２
ｍｉｎ。采用 ＦＩＤ检测器，进样口温度为 ２００℃；检
测器温度为２３０℃。
２３　溶液的配制

对照品溶液：取硫酸二甲酯对照品适量，用正丁

醇制成每１ｍＬ中约含３０μｇ的溶液，取１０ｍＬ，加
Ｎ，Ｎ二甲基甲酰胺１０ｍＬ、正丁醇３０ｍＬ，置同一
２０ｍＬ顶空瓶中，轧盖密封。

供试品溶液：精密称取本品约１０ｇ，置１０ｍＬ
量瓶中，加Ｎ，Ｎ二甲基甲酰胺溶解并稀释至刻度，
摇匀，取１０ｍＬ，加正丁醇４０ｍＬ，置同一２０ｍＬ顶
空瓶中，轧盖密封。

空白溶液：量取 Ｎ，Ｎ二甲基甲酰胺１０ｍＬ和
正丁醇４ｍＬ，置同一２０ｍＬ顶空瓶中，轧盖密封。
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２４　专属性实验
取“２３”项下对照品溶液、供试品溶液、空白溶

液，另配制一定浓度１甲基丁醚定位溶液，按“２１”
“２２”项下衍生化处理条件及顶空 ＧＣＦＩＤ条件进
行分析，气相色谱图见图１。实验结果表明空白溶
剂无干扰。硫酸二甲酯与正丁醇发生 ＳＮ２反应生
成１甲基丁醚，反应机制见图２，参考的文献衍生化
方法中，通过质谱解析已对硫酸二甲酯衍生化产物

作结构确证，为１甲基丁醚，通过气相色谱图可以
看出，硫酸二甲酯衍生物峰与１甲基丁醚定位溶液
峰在气相色谱图上出峰位置一致，因此，此衍生化反

应生成的硫酸二甲酯衍生化产物为 １甲基丁醚。
甲硫酸新斯的明原药中可能残留有其他有机溶剂，

为考察方法的专属性，对可能残留的甲醇、丙酮、异

丙醇、乙酸乙酯、甲苯与硫酸二甲酯配成一定浓度的

定位溶液，在选定的色谱条件下测定，结果见图３，
硫酸二甲酯衍生化产物１甲基丁醚与甲醇、丙酮、
异丙醇、乙酸乙酯、甲苯等保留时间不同，各组分分

离良好，这些有机溶剂的存在不会干扰硫酸二甲酯

的检出，此方法专属性良好。

图１　１甲基丁醚定位溶液（Ａ）、对照品溶液（Ｂ）、供试品溶
液（Ｃ）和空白溶液（Ｄ）典型气相色谱图
Ｆｉｇ１　 ＴｙｐｉｃａｌＧＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｍｅｔｈｙｌｎｂｕｔｙｌｅｔｈｅｒ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ），ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ），ｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｃ）ａｎｄ
ｂｌａｎｋｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｄ）

图２　硫酸二甲酯衍生化反应机制图
Ｆｉｇ２　Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｄｉａｇｒａｍｏｆｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆａｔｅｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ

２５　检测限与定量限
取“２３”项下对照品溶液加正丁醇适当稀释，

按“２１”“２２”项下衍生化处理条件及顶空
ＧＣＦＩＤ条件进行分析，当信噪比（Ｓ／Ｎ）≥３时的
浓度作为检测限溶液，当 Ｓ／Ｎ≥１０时的浓度作为
定量限溶液，测得硫酸二甲酯检测限浓度为

３０３３μｇ·ｍＬ－１（Ｓ／Ｎ＝６９），相当于供试品溶液
浓度的 ０００３％，定量限浓度为 ６０６６μｇ·ｍＬ－１

（Ｓ／Ｎ＝１１４），相 当 于 供 试 品 溶 液 浓 度 的
０００６％，灵敏度可以满足硫酸二甲酯限度为
００３％的检测要求。
２６　线性与范围

取硫酸二甲酯对照品适量，按“２３”项下方法
制成系列浓度对照品溶液，得到待测物质量浓度

分别为６０６６、１５１７、２４２６、３０３３、３６４０、４５５０、
６０６６、１５１１７μｇ·ｍＬ－１的溶液。按“２１”“２２”
项下条件衍生化后用顶空 ＧＣＦＩＤ进行分析。以峰
面积为纵坐标（ｙ），浓度为横坐标（ｘ）绘制标准曲
线，计算线性方程和相关系数，得到 ｙ＝０６５６１ｘ＋
０４２８７ （ｒ２＝０９９９８），表 明 硫 酸 二 甲 酯 在
６０６６～１５１７μｇ·ｍＬ－１内线性关系良好。
２７　回收率

取硫酸二甲酯对照品适量，用正丁醇配制成质

量浓度约为１５０、３００、４５０μｇ·ｍＬ－１对照品加标溶
液。取甲硫酸新斯的明样品（批号：Ｊ２１０６０２）１０ｇ，
置１０ｍＬ量瓶中，加入硫酸二甲酯 １５０、３００、
４５０μｇ·ｍＬ－１对照品加标溶液１０ｍＬ，加 Ｎ，Ｎ二
甲基甲酰胺溶解并稀释至刻度，摇匀。３个浓度水
平分别平行制备３份。按“２１”“２２”项下分析条
件衍生化后进行ＧＣＦＩＤ分析，按“２６”项下线性方
程计算。甲硫酸新斯的明样品中硫酸二甲酯回收率

结果见表１，平均回收率为９９９％ （ＲＳＤ＝２６％，
ｎ＝９），表明该方法回收率较好。
２８　重复性与稳定性实验

取甲硫酸新斯的明样品（批号：Ｊ２１０６０２），按
“２７”项下方法配制供试品１００％限度加标溶液，平
行制备６份，按“２１”“２２”项下条件衍生化后用
ＧＣＦＩＤ分析，平行测定６次，６份甲硫酸新斯的明
样品中硫酸二甲酯的加标回收率平均值为９７７％
（ＲＳＤ＝０７４％，ｎ＝６），表明重复性较好。

同法，另外同法制备５份１００％限度加标溶液，
供试品溶液于室温下放置 ０、４、９、１２、１７ｈ，再按
“２１”“２２”项下的分析条件进行 ＧＣＦＩＤ分析，结
果硫 酸 二 甲 酯 的 测 定 结 果 峰 面 积 变 化 均
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１－甲醇；２－丙酮；３－异丙醇；４－１甲基丁醚；５－乙酸乙酯；６－甲苯。

１－ｍｅｔｈａｎｏｌ（１）；２－ａｃｅｔｏｎｅ；３－ｉｓｏｐｒｏｐａｎｏｌ；４－Ｍｅｔｈｙｌｎｂｕｔｙｌｅｔｈｅｒ；５－ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅ；６－ｔｏｌｕｅｎｅ．

图３　硫酸二甲酯衍生物及其他有机溶剂色谱图
Ｆｉｇ３　Ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆａｔｅｄｅｒｉｖａｔｉｖｅａｎｄｏｔｈｅｒｏｒｇａｎｉｃｓｏｌｖｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

表１　甲硫酸新斯的明中硫酸二甲酯的回收率（ｎ＝９）
Ｔａｂ１　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆａｔｅｉｎｎｅｏｓｔｉｇｍｉｎｅｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆａｔｅ（ｎ＝９）

Ｎｕｍｂｅｒ
Ｌｉｍｉｔ

／％

ρ（Ａｄｄｅｄ）

／μｇ·ｍＬ－１
ρ（Ｆｏｕｎｄ）

／μｇ·ｍＬ－１
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

／％

Ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ

／％

Ｔｏｔａｌａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ

／％

ＲＳＤ

／％

１ ５０ １５１７ １５６２ １０３０ １０２０ ９９９ ２６

２ ５０ １５１７ １５２０ １００２

３ ５０ １５１７ １５５９ １０２８

４ １００ ３０３３ ２９３０ ９６６ ９７８

５ １００ ３０３３ ２９８１ ９８３

６ １００ ３０３３ ２９８９ ９８５

７ １５０ ４５５０ ４４０１ ９６７ ９６６

８ １５０ ４５５０ ４３８８ ９６５

９ １５０ ４５５０ ４３８９ ９６５

不大于１３％，与０ｈ的测定结果无明显差异，表明
供试品溶液在１７ｈ内稳定较好。

２９　耐用性实验
取甲硫酸新斯的明样品（批号：Ｊ２１０６０２），按
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“２７”项下方法配制供试品 １００％限度加标溶
液，分别考察进样口温度（２００±１０）℃、流速
（２０±０２）ｍＬ·ｍｉｎ－１，计算加标样品溶液中
各硫酸二甲酯的回收率。试验结果表明在上述

检测条件下，硫酸二甲酯加标回收率均在９０％ ～
１１０％范围内，证明了该方法的耐用性良好。
２１０　样品测定

按“２３”项下方法配制供试品溶液，取供试品
溶液按“２１”“２２”项下的条件衍生化后用 ＧＣＦＩＤ
分析，对３批样品中基因毒性杂质硫酸二甲酯进行
测定，均未检出，结果均符合要求，表明甲硫酸新斯

的明原料药生产企业在生产工艺对基因毒性杂质硫

酸二甲酯控制良好。

３　讨　论
本方法参考Ｐｅｔｈａ等［１８］衍生化方法，改为采用

ＧＣＦＩＤ法进行检测，灵敏度也可以达到测定要求
（限度要求００３％）。结果发现，采用氢氧化钠正
丁醇作为衍生化试剂，甲硫酸新斯的明在碱性条

件下加热，甲硫酸基团会电离出来与正丁醇同样

发生甲基化反应，也生成１甲基正丁醚，出现假阳
性结果，干扰目标物检测。因此，为了避免甲硫酸

新斯的明对硫酸二甲酯检测的干扰，本实验分别

考察了氢氧化钠溶液正丁醇、碳酸钠水溶液正丁
醇、无水碳酸钠的正丁醇饱和溶液、正丁醇等作为

衍生化试剂对衍生化反应的影响，结果表明，在强

碱和弱碱条件下衍生化反应，甲硫酸新斯的明均

有干扰，最终选择采用以正丁醇作为衍生化试剂，

中性条件下直接加热进行衍生化反应，实验结果

表明，甲硫酸新斯的明对硫酸二甲酯的检测无干

扰，具有较好的选择性，且灵敏度可满足测定

要求。

因衍生化反应受衍生化的条件影响，因此，对衍

生化条件中的温度、时间和衍生化试剂加入量分别

进行了考察。在其他条件相同的情况下，试验分别

考察了不同衍生化温度４０、５０、６０、７０℃对衍生化效
率的影响，结果表明，由于硫酸二甲酯自身稳定性

差，温度过高会分解，影响衍生化效率；温度低，转换

速率慢，反应需要的时间长，最后选择５０℃作为衍
生化的温度。在其他条件相同的情况下，进一步考

察不同衍生化时间的影响，分别考察了０、０５、１、２、
３、４ｈ，实验结果显示，衍生化反应在３ｈ已经达到
平衡，继续增加衍生化时间，生成的衍生化产物面积

基本不变，最终选择３ｈ为衍生化的时间。以加入

３００μｇ·ｍＬ－１硫酸二甲酯对照品溶液１ｍＬ为研究
对象，考察了衍生化试剂正丁醇加入量为（１０、
２０、３０、４０、５０ｍＬ）对硫酸二甲酯衍生化效果的
影响，试验结果表明，随着正丁醇加入量（１０、
２０ｍＬ）变大，衍生化产物转换产率变高，而继续增
加衍生化试剂的加入量，衍生化产率基本不变，考虑

到硫酸二甲酯不稳定，为保证衍生化反应进行完全，

最终选择加入稍过量的正丁醇（３０ｍＬ）进行衍生
化反应。

硫酸二甲酯是合成甲硫酸新斯的明原料药过程

中产生的潜在杂质，对于硫酸二甲酯检测的研究在

相关文献中已有报道，但是这些方法不适用于在甲

硫酸新斯的明原料药中检测硫酸二甲酯。本研究建

立了一种衍生化 ＨＳＧＣＦＩＤ法测定甲硫酸新斯的
明中硫酸二甲酯并进行了方法学验证，满足基因毒

性杂质硫酸二甲酯在甲硫酸新斯的明原料药中的毒

理学检测浓度的要求（根据 ＩＣＨ指导原则，硫酸二
甲酯的ＴＴＣ为１５μｇ·ｄ－１）。该方法在硫酸二甲
酯质量浓度为６０６６～１５１７μｇ·ｍＬ－１时线性关系
良好（ｒ２＝０９９９９），检测限为３０３μｇ·ｍＬ－１，相当
于样品浓度０００３％，杂质硫酸二甲酯低、中、高浓
度的样品加标回收率分别为 １０２０％，９７８％，
９６６％，总平均回收率为 ９９９％，ＲＳＤ＝２６％
（ｎ＝９）。对３批次原料药进行测定，结果均未检出
硫酸二甲酯，表明甲硫酸新斯的明原料药生产企业

在生产工艺环节对硫酸二甲酯杂质控制良好。本方

法操作简单，稳定性高，专属性强，准确性好，可应用

于甲硫酸新斯的明原料药中残留的硫酸二甲酯的测

定，为原料药中基因毒性杂质的控制提供了有利的

控制方法。
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