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［摘要］　目的　建立高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定马西替坦中Ｎ，Ｎ二甲基苯胺的含量。方法　采用高效
液相色谱法，色谱柱为菲罗门 ＬｕｎａＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为水（用磷酸调节 ｐＨ值至
２．５）∶乙腈＝２０∶８０，检测波长２５４ｎｍ，柱温３０℃。结果　Ｎ，Ｎ二甲基苯胺在０．０３１～０．９３７μｇ／ｍＬ范围内线性
关系良好（ｒ＝０．９９９５，ｎ＝５），平均回收率为９９．５８％，ＲＳＤ为１．２２％（ｎ＝９）。结论　ＨＰＬＣ可作为马西替坦中
Ｎ，Ｎ二甲苯胺含量测定方法。
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　　肺动脉高压（ＰＡＨ）是由已知或未知原因引起
肺动脉压力异常升高的疾病，最终导致右心心力衰

竭甚至死亡，平均生存期仅为２．８年［１］。ＰＡＨ的治
疗一直是医学界的挑战，除常规治疗和钙通道阻滞

剂治疗外，靶向治疗如内皮素受体拮抗剂、前列环素

及其类似物等在动脉型 ＰＡＨ的治疗中发挥了重要
的作用［２３］。

马西替坦是一种口服的双重内皮素受体（ＥＴＡ
和ＥＴＢ）拮抗剂，临床用于ＰＡＨ的治疗，与已经上市
的波生坦相比，马西替坦有更好的组织分布，与内皮

素受体亲和性更高，且药物相互作用少，药物耐受性

和安全性都令人满意，成为广受关注的ＰＡＨ治疗新
药物，目前马西替坦及其片剂在国内尚未上市［４５］。

Ｎ，Ｎ二甲基苯胺是合成马西替坦用的一种原料，鉴
于其有一定的毒性，为保证药品的安全，需要对马西

替坦中Ｎ，Ｎ二甲基苯胺含量进行控制。目前，在药

物分析领域常用的色谱法主要有气相色谱法、高效

液相色谱法和色谱联用技术［６］，国内对Ｎ，Ｎ二甲基
苯胺的分析方法还没有统一标准。已有研究表明，

采用气相色谱法可以定量测定水中的 Ｎ，Ｎ二甲基
苯胺含量［７９］，采用液相色谱质谱联用可以检测药
品中痕量Ｎ，Ｎ二甲基苯胺的含量［１０１１］，而直接用液

相色谱分析法来测定Ｎ，Ｎ二甲基苯胺的含量，鲜有
报道。与气相色谱法相比，液相色谱法具有定量准

确性更好、重复性更好和液相的流动相变化更灵活

等优点。本组于２０１４年３月建立了高效液相色谱
法测定马西替坦中的Ｎ，Ｎ二甲基苯胺的含量，探讨
其有效性。

１　仪器与试剂
１．１　仪器　高效液相色谱仪（美国科学仪器公司
ＳＳＩ５００ＤＥＴＥＣＴＯＲＤｕａｌＷａｖｅｌｅｎｇｔｈＵＳ／Ｖｉｓ，ＳＳＩＳｅ
ｒｉｅｓⅢ 泵，Ａｎａｓｔａｒ色谱工作站）；电子分析天平（瑞
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士梅特勒公司，型号：ＡＢ１３５Ｓ）；紫外 －可见分光光
度计（北京普析通用仪器有限责任公司，型号：

ＴＵ１８１０）；超声波清洗器（广州市科洁盟实验仪器有
限公司，型号：ＫＭ６１５Ｂ）。
１．２　试剂　Ｎ，Ｎ二甲基苯胺对照品（北京百灵威
科技有限公司，批号：Ｌ２９０Ｎ３０）；马西替坦（合肥久
诺医药科技有限公司，批号：１４０３０１０、１４０５０１０、
１４０５０１１、１４０５０１２），甲醇、乙腈为色谱纯；水为重蒸
水，其余试剂均为分析纯。

２　方法与结果
２．１　色谱条件　色谱柱：菲罗门 ＬｕｎａＣ１８色谱柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：水（用磷酸调节
ｐＨ值至２．５）－乙腈（２０∶８０）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检
测波长２５４ｎｍ，柱温３０℃；进样量：２０μＬ。
２．２　流动相的选择　参照文献［９］“液相色谱法测

定水中痕量 Ｎ，Ｎ二甲基苯胺”中流动相与检测波
长，并在此基础上，进行流动相筛选及优化，确定最

终流动相为水（用磷酸调节 ｐＨ值至 ２．５）乙腈
（２０∶８０）。
２．３　检测波长的选择　取 Ｎ，Ｎ二甲基苯胺适量，
精密称定，用流动相定量稀释制成每１毫升中约含
１０μｇ的溶液，参照紫外－可见分光光度法（中国药
典２０１５年版四部通则０４０１），在２００～４００ｎｍ波长
范围内扫描，见图１。结果显示，Ｎ，Ｎ二甲基苯胺在
２５４ｎｍ波长处有最大吸收，与参考文献［９］一致，故

选择２５４ｎｍ作为检测波长。

图１　Ｎ，Ｎ二甲基苯胺紫外扫描图

２．４　溶液的制备
２．４．１　对照品溶液的制备　取Ｎ，Ｎ二甲基苯胺对
照品适量，精密称定，用流动相定量稀释制成１ｍＬ
中约含０．５μｇ的溶液，摇匀，作为对照品溶液。见
图２，３。
２．４．２　供试品溶液的制备　取马西替坦约２０ｍｇ，
精密称定，置２０ｍＬ量瓶中，用流动相溶解并稀释制
成每１毫升中含１ｍｇ的溶液，摇匀，作为供试品溶

液。见图４。

图２　空白溶剂图

图３　对照品溶液高效液相色谱图

图４　供试品溶液高效液相色谱图

２．５　线性试验　取 Ｎ，Ｎ二甲基苯胺对照品适量，
精密称定，用流动相定量稀释制成１ｍＬ中约含０．７５
ｍｇ的溶液，摇匀，精密量取１ｍＬ至５０ｍＬ量瓶中，
用流动相稀释至刻度，摇匀，作为贮备液。精密量取

贮备液０．２、２、３、４、５、６ｍＬ，分别置１００ｍＬ量瓶中，
用流动相稀释至刻度，摇匀，按“２．１”项下的色谱条
件，分别进样２０μＬ，记录色谱图。以 Ｎ，Ｎ二甲基
苯胺峰面积（Ａ）对浓度（Ｃ，μｇ／ｍＬ）进行线性回归，
得回归方程 Ａ＝２４８１２Ｃ－１０５．６，相关系数 ｒ＝
０．９９９５（ｎ＝５）。结果表明，浓度在 ０．０３１～０．９３７
μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好。
２．６　精密度试验　精密量取线性试验项下浓度为
０．６２５μｇ／ｍＬ的溶液，按“２．１”项下的色谱条件，重
复进样６次，记录主峰面积，算得主峰面积的 ＲＳＤ
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为０．４６％，说明仪器精密度良好。
２．７　重复性试验　取马西替坦（批号：１４０３０１０），
按“２．４”项下方法配制供试品溶液６份，按“２．１”项
下的色谱条件依次测定。结果按外标法计算的平均

含量为２４．５ｐｐｍ，ＲＳＤ为１．５８％。说明本方法重复
性好。

２．８　定量限　取线性试验项下浓度为 ０．６２５
μｇ／ｍＬ的溶液，用流动相逐级稀释成系列浓度的溶
液，按“２．１”项下的色谱条件测定，以信噪比 Ｓ／Ｎ＝
１０计算定量限，测得Ｎ，Ｎ二甲基苯胺定量限为０．４
ｎｇ。
２．９　溶液稳定性　按“２．４”项下方法配制供试品
溶液，室温放置，在０、１、２、４、８、１２、２４ｈ时，按“２．１”
项下的色谱条件测定，记录主峰面积，得主峰面积

ＲＳＤ为０．７３％，表明供试品溶液在２４ｈ内稳定。
２．１０　回收率试验　取 Ｎ，Ｎ二甲基苯胺对照品适
量，精密称定，用流动相稀释制成每 １毫升中含 ３
μｇ的溶液，作为对照品贮备液。取马西替坦（批
号：１４０３０１０）约２０ｍｇ，精密称定，共９份，分别置
２０ｍＬ量瓶中，再分别加入 １．０ｍＬ、２．０ｍＬ、３．０
ｍＬ的上述对照品贮备液，并用流动相稀释至刻
度，摇匀，作为供试品溶液。另按“２．４”项下方法
配制对照品溶液。按“２．１”项下的色谱条件测定，
按外标法计算回收率。结果 Ｎ，Ｎ二甲基苯胺的平
均回收率为９９．５８％，ＲＳＤ为１．２２％（ｎ＝９），具体
结果见表１。

表１　Ｎ，Ｎ二甲基苯胺回收率测定结果

加样

比例

样品中的

量（μｇ）
加入量

（μｇ）
测得量

（μｇ）
回收率

（％）
均值

（％）
ＲＳＤ
（％）

５０％

１００％

１５０％

０．４９３２
０．５０５９
０．４７２４
０．５１１３
０．４９３９
０．５１１３
０．５０３２
０．４７９５
０．４８４１

３．０７８０
３．０７８０
３．０７８０
６．１５６０
６．１５６０
６．１５６０
９．２３４０
９．２３４０
９．２３４０

３．５４１５
３．５３６３
３．５２４１
６．５１００
６．６８３２
６．６６２０
９．７３７２
９．８５９２
９．７２７８

９９．０４
９８．４５
９９．１５
９７．４４
１００．５
９９．９１
１００．０
１０１．６
１００．１

９９．５８ １．２２

２．１１　耐用性试验　参照中国药典 ２０１５年版四
部［１２］要求，微调分析条件，按“２．４”项下方法配制供
试品溶液，在不同的色谱条件下进样，以分离度为主

要考察指标，考察方法的耐用性，结果柱温、流速、流

动相比例、ｐＨ值等进行微小调整，分离度均符合要
求，表明本方法的耐用性较好。见表２。

表２　高效液相色谱法耐用性测定结果

影响因素 变动水平 分离度

条件不变 １．８２
柱温 ２０℃ １．７３

３０℃ １．８９
流速 ０．９５ｍＬ／ｍｉｎ １．９３

１．０５ｍＬ／ｍｉｎ １．７２
流动相比例 水（磷酸调ｐＨ值至３．５）乙腈（３４∶６６） １．９０

水（磷酸调ｐＨ值至３．５）乙腈（２６∶７４） １．６９
ｐＨ值 水（磷酸调ｐＨ值至３．３）乙腈（３０∶７０） １．８３

水（磷酸调ｐＨ值至３．７）乙腈（３０∶７０） １．８０
色谱柱 ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，ｉ．ｄ５μｍ） １．６１

ＡｐｏｌｌｏＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，ｉ．ｄ５μｍ） １．９３

２．１２　样品测定及含量限度的确定　按照建立的方
法测定３批马西替坦样品，按外标法计算Ｎ，Ｎ二甲
基苯胺含量（批号：１４０５０１０为 ０．０１８２‰，批号：
１４０５０１１为０．０２１１‰，批号：１４０５０１２为０．０１５９‰）。
根据试验研究结果并参考中国药典 ２０１５年版四
部［１２］残留溶剂的相关规定，同时考虑不同批次间的

差异，将马西替坦中Ｎ，Ｎ二甲基苯胺限度规定为不
得过５０×１０－６。
３　讨论

马西替坦属孤儿药，虽然有报道对马西替坦有

关物质进行过测定［１３］，但目前关于马西替坦中 Ｎ，
Ｎ二甲基苯胺含量测定鲜有文献报道。Ｎ，Ｎ二甲
基苯胺是合成马西替坦用的一种试剂，鉴于其有一

定的毒性，为保证药品的安全，通过对马西替坦中

Ｎ，Ｎ二甲基苯胺含量测定，可以控制马西替坦中
Ｎ，Ｎ二甲基苯胺含量，同时为化学药品中 Ｎ，Ｎ二
甲基苯胺的含量测定色谱法的选择提供参考。

笔者曾试图通过气相色谱法检测马西替坦中

Ｎ，Ｎ二甲基苯胺含量，但经对色谱柱、载气及柱温等
条件筛选后发现在保证Ｎ，Ｎ二甲基苯胺与马西替坦
及各杂质达到基线分离的情况下色谱保留时间均大

于４５ｍｉｎ，检测效率低。因此，改用液相色谱法，经对
检测波长、流动相组成及比例的优化筛选，根据分离

度、柱效及色谱保留时间最终采用水乙腈体系，以磷
酸调节ｐＨ值改善峰形，Ｎ，Ｎ二甲基苯胺与马西替坦
及各杂质分离良好，色谱保留时间在２０ｍｉｎ内。

国内有很多文献报道高效液相色谱法适合一些
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