
子杂质与主成分未完全分离,故接收液中含有部分

头孢羟氨苄。

315 本品在水中微溶,因此制备样品溶液时, 如使

用超声助溶,应注意时间不宜过长,否则溶液变热后

会产生高分子杂质,从而使测定结果偏高。

316 在高分子杂质线性关系实验中, 7个测定质量

浓度中的主成分峰与杂质峰的分离度均符合要求。

317 根据稳定性实验结果, 对照溶液和供试品溶液

均不稳定,因此应溶解后立即进样分析。
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HPLC测定二巯丁二酸的有关物质
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摘要:目的  建立二巯丁二酸中有关物质的 HPLC测定方法。方法  色谱柱为 U ltim ate XB - C18 ( 41 6 mm @ 150 mm, 5Lm );流

动相 A:硫酸氢四丁基铵磷酸盐溶液 (含硫酸氢四丁基铵 312 g# L- 1、磷酸二氢钠 615 g# L- 1和乙二胺四乙酸二钠 0109 g#

L- 1 ) -甲醇 ( 85B15), 流动相 B: 甲醇;流速: 110 mL# m in- 1;检测波长 220 nm; 线性梯度洗脱: 0 m in, 100% A; 10 m in, 100% A; 20

m in, 80% A; 50 m in, 80% A。结果  二巯丁二酸与丁炔二酸、各杂质峰之间分离良好。二巯丁二酸在 1410~ 1121 0 Lg# mL- 1

内线性良好, r= 01999 3, 检测限为 118 Lg# mL - 1; 丁炔二酸在 101 3~ 821 3 Lg# mL- 1内线性良好, r= 11 000 0, 检测限为 01 4

Lg# mL- 1, 丁炔二钠的平均加样回收率为 9813%。结论  本方法专属性强、准确度高,适合测定二巯丁二酸的有关物质。

关键词: 二巯丁二酸;丁炔二酸 ;高效液相色谱法; 有关物质;梯度洗脱
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Determ ination ofRelated Substances in D im ercaptosuccin ic Ac id byHPLC

LE Jian
1
, WANG L in-da

1
, CHEN Gu-i liang

1
, HONG Zhan-ying

2*
( 11Shanghai Ins titute for Food and D rug Control, Shanghai

201203, Ch ina; 21 School of Pharm acy, SecondM ilitaryM edical Univers ity, Shanghai 200433, China )

ABSTRACT: OBJECTIVE  To estab lish an HPLC m ethod fo r determ ination o f re la ted substances in dim ercapto succ in ic ac id1

METHOD S An U ltim ate XB- C18 ( 416 mm @ 150 mm, 5Lm ) co lum n w as applied. M obile phase A w as tetrabuty lamm on ium bisu-l

fate phosphate so lution conta in ing tetrabuty lamm on ium b isu lfate 312 g# L- 1, potassium dihydrogen phosphate 61 5 g# L- 1 and d isod-i
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um edenate 01 09 g# L- 1, mob ile phase B was m eathano l1 Grad ient elution program: 0 m in, 100% A; 10m in, 100% A; 20 m in, 80% A;

50 m in, 80% A1 The flow rate w as 11 0 mL# m in- 11 Detection wave leng th w as se t a t 220 nm1 RESULTS The linear range of d ime r-

captosuccin ic acid was 1410- 1121 0Lg# mL- 1 ( r= 01999 3), lim it of de tection w as 118 Lg# mL- 11 The linear range o f acety lened-i

carboxy lic ac id w as 101 3- 821 3 Lg# mL- 1 ( r= 11000 0 ), lim it o f detection was 01 4 Lg# mL - 1, wh ile the average recovery w as

9813% . CONCLUSION This m ethod proved to be specific, accura te and su itab le for determ in ing the related substances in d ime r-

captosuccin ic acid1

KEY WORDS: d im ercaptosuccin ic acid; acety lened icarboxy lic ac id; H PLC; re la ted substances; grad ient e lu tion

  二巯丁二酸 ( d imercaptosucc in ic acid, DM SA )为

金属、类金属解毒药, 用于治疗锑、汞、砷、铅、铜等

急、慢性中毒及肝豆状核变性 (铜代谢障碍 )。解毒

机制为分子内活泼的双巯基或巯基和羧基与金属离

子生成稳定的五元环络合物后经肾脏由尿排出,从

而竞争性地解除金属毒物对机体内巯基酶的抑

制
[ 1-2]
。DMSA最初由 Owen于 1949年合成

[ 3 ]
,但未

用于临床。中科院上海药物所于 1957年合成并发

现其解毒作用
[ 4]
, 20世纪 80年代在我国上市。美

国 FDA于 1991年批准其作为治疗儿童铅中毒的药

物。现除5中国药典62010年版外, USP( 31版 )、BP

( 2008年 )以及 JP( 15改正版 )均未收载该品种。由

于本品用于临床时间较早, 现行标准对有关物质等

未加以控制
[ 5]
, 但本品在临床应用时很不稳定, 例

如其钠盐水溶液不能用作静脉滴注, 一般采用静脉

注射 ( 10~ 15 m in注射完毕 )或肌内注射,可能就是

因为久置降解所致, 建立一个有关物质测定方法有

其必要性。DMSA的合成以糠醛为起始原料, 氧化

得反式丁烯二酸,再经溴加成得二溴代丁二酸,氢氧

化钠碱液消除得丁炔二钠, 进而与硫代乙酸在酸中

加成水解,即得。因此,本品中可能还存在反应中间

体丁炔二酸 ( acetylened icarboxy lic acid, ACA )。本实

验建立的高效液相色谱法可同时测定 DMSA中已

知杂质 ACA和未知杂质,方法专属、准确,也可以用

于其制剂和钠盐的有关物质测定。

1 仪器与试药

Ag ilent 1100高效液相色谱仪 (二极管阵列检测

器 ) ; Sar itorius CP 225D 电子天平; DM SA (批号:

070825和 070826)和丁炔二钠 (上海新亚药业有限

公司 )。甲醇和硫酸氢四丁基铵均为色谱纯, 其他

试剂均为分析纯。

2 方法与结果

211 色谱条件

色谱柱为 U ltimateXB- C18 ( 416mm @ 150mm,

5 Lm ) ;流动相 A为硫酸氢四丁基铵磷酸盐溶液

[含硫酸氢四丁基铵 312 g# L
- 1
、磷酸二氢钠 615

g# L
- 1
和乙二胺四乙酸二钠 ( EDTA ) 0109 g# L

- 1
]-

甲醇 ( 85B15), 流动相 B为甲醇; 进行梯度洗脱, 流

速 110mL# m in
- 1
;检测波长为 220 nm;进样量为 10

LL;柱温为 30 e ,见表 1。

212 溶液的配制

21211 溶剂  质量浓度为 2715 g# L
- 1
的磷酸氢二

钠溶液与甲醇 1B1等体积混合。

21212 供试品溶液  精密称取 DMSA适量,加溶剂

溶解并稀释制成每 1 mL中约含 DMSA 4 mg的溶

液, 作为供试品溶液。

21213 对照品溶液  精密称取丁炔二钠 2218 mg,

置 20 mL量瓶中,加流动相溶解并稀释刻度。精密

量取 5 mL,置 100mL量瓶中, 加供试品溶液 1 mL,

加流动相稀释至刻度,摇匀, 作为对照品溶液。

21214 系统适用性实验溶液  取浓度为 1114
mg# mL

- 1
的丁炔二钠溶液 1 mL,置 20 mL量瓶中,

加供试品溶液稀释至刻度, 作为系统适用性实验

溶̀液。

213 系统适用性实验

精密量取系统适用性实验溶液 10 LL注入液相

色谱仪, 记录色谱图, DM SA峰与 ACA峰的分离度

为 512, 相对保留时间约为 314处的二杂质峰的分
离度为 118, 见图 1。

214 专属性

称取 DMSA 40mg,置 10mL量瓶中,加 1mol#

L
- 1
的盐酸溶液 1mL,摇匀,放置 7 h,加 1 mol# L

- 1

的氢氧化钠溶液 1mL,加溶剂稀释至刻度,摇匀, 作

  
表 1 梯度洗脱表

Tab11 Grad ient e lution prog ram

t /m in M obile phase A M obile phase B

0 100 0

10 100 0

20 80 20

50 80 20
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图 1 DMSA高效液相色谱图

A -溶剂; B-供试品溶液; C- 对照品溶液; D- 系统适用性实验溶液

F ig1 1 Chroma tog ram s o f d im ercaptosuccinic acid( DMSA )

A - so lven;t B- testing solut ion; C - refe rence standard so lution; D - system suita-

bility test solution

为酸破坏溶液; 称取 DMSA 40mg,置 10mL量瓶中,

加 011mol# L
- 1
的氢氧化钠溶液 1mL,摇匀,放置 6

h,加 011 mo l# L
- 1
的盐酸溶液 1 mL,加溶剂稀释至

刻度, 摇匀, 作为碱破坏溶液;称取 DMSA 40mg,置

10 mL量瓶中, 加 3%过氧化氢溶液 1mL,放置 6 h,

加溶剂稀释至刻度, 摇匀, 作为氧化破坏溶液; 取

DMSA适量, 在 60 e 放置 10 d后, 称取 DMSA 40

mg,置 10 mL量瓶中,加溶剂溶解并稀释至刻度,摇

匀,作为高温破坏溶液; 取 DMSA适量, 在相对湿度

为 75%的条件下放置 10 d后,称取 DMSA 40mg,置

10 mL量瓶中,加溶剂溶解并稀释至刻度,摇匀,作

为高湿破坏溶液; 取 DMSA适量, 在照度为 4 000 lx

条件下光照 10 d后,称取 DMSA 40mg,置 10mL量

瓶中, 加溶剂溶解并稀释至刻度, 摇匀, 作为光破坏

溶液。分别量取酸、碱、氧化、高温、高湿和光破坏溶

液 10 LL注入液相色谱仪,按表 1的方法梯度分析,

实验结果表明:在碱、氧化破坏条件下, 杂质峰数目

和面积较显著增加; 所有杂质峰均能与 DMSA峰和

ACA峰完全分离,主峰纯度大于 990, 表明本方法专

属性良好。

215 线性关系
分别精密量取质量浓度为 5160 mg# mL

- 1
的

DMSA溶液 1 mL和质量浓度为 1114 mg# mL
- 1
的

丁炔二钠溶液 (以 ACA计为 01823 mg# mL
- 1

) 5

mL,置同一 50 mL量瓶中, 加流动相稀释至刻度, 精

密量取适量,加流动相逐级稀释成一系列浓度的标

准曲线用对照品溶液, 分别精密量取 10 LL注入液

相色谱仪, 记录色谱图, 以 DMSA的峰面积 A 对相

应的质量浓度 Q进行回归分析, DM SA在 1410 ~
11210 Lg# mL

- 1
内, 回归方程为: A = 11608Q +

11558, r= 01999 3; 以 ACA的峰面积 A对相应的浓

度 Q进行回归分析, ACA在 1013 ~ 8213 Lg# mL
- 1

内, 回归方程为: A = 81992Q- 11558, r= 11000 0。

216 检测限
将线性方程中浓度最低的对照品溶液逐级稀

释, 分别精密量取 10 LL注入高效液相色谱仪进行

测定,以 DMSA峰的信噪比为 3计算其最低检测浓

度为 118 Lg# mL
- 1
, 以 ACA峰的信噪比为 3计算

其最低检测质量浓度为 014 Lg# mL
- 1
。

217 精密度
精密量取对照品溶液 10 LL, 重复进样 6次, 按

/ 2110色谱条件测定峰面积, DM SA和 ACA峰面积

的 RSD分别为 118%和 012% ( n = 6)。

218 溶液的稳定性

将新配制的供试品溶液在室温下放置,并间隔

一定时间分别进样 10 LL, DM SA峰面积逐渐减小,

杂质峰面积逐渐增加,放置 3 h后, 最大杂质和总杂

质峰面积均为最初配制时的 2倍左右。因此, 供试

品溶液在制备后应尽快进样。

219 加样回收率

取 DMSA约 40 mg, 精密称定, 置 10 mL量瓶

中, 加浓度为 1114mg# mL
- 1
的丁炔二钠溶液 0125,

015和 110mL,加溶剂溶解并稀释至刻度,精密量取

10 LL注入液相色谱仪, 记录色谱图,计算得到丁炔

二钠的平均加样回收率为 9813%, RSD为 213%
( n = 6)。

2110 耐用性

保持色谱其他条件不变,分别用 D ikm a D iamon-

sil C18 ( 416 mm @ 150mm, 5 Lm )色谱柱和 AgelaV e-

nusilM P-C18 ( 416 mm @ 250mm, 5 Lm )色谱柱测定

供试品, 最大杂质和总杂质结果基本一致, 只是

AgelaV enusilM P-C18色谱柱中 DMSA峰的对称性要

#1032#
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差些, 这可能与该款产品填料更适合 100%水相流

动相的特点有关。

本实验流动相中水相的 pH值为 416,分别调节
pH值至 316或 516, 其他色谱条件不变, 测定供试

品,最大杂质和总杂质结果基本一致, DM SA峰的保

留时间不变,主峰前紧邻杂质峰与主峰分离度随 pH

值增加而增加, 但与溶剂峰分离度减小, 故以 pH

416较为适中。
2111 有关物质的测定

精密量取供试品溶液和对照品溶液各 10 LL注

入液相色谱仪,按表 1的方法进行梯度分析,以外标

法计算 ACA的含量,以主成分自身对照法计算其他

杂质的含量,批号为 070825和 070826的 DMSA中,

总杂质分别为 913%和 816% ,最大单个杂质分别为

418%和 411%, ACA均未检出。

3 讨  论

311 检测波长的选择
用二极管阵列检测器对 DMSA、ACA和主要杂

质进行光谱扫描分析,发现均只有末端吸收。无论

是已知杂质还是未知杂质, 性噪比均以 220nm为最

高,因此选用 220 nm作为检测波长。

312 流动相和洗脱方式的选择

流动相中,硫酸氢四丁基铵为离子对试剂,一定

的磷酸盐浓度可以保证系统的稳定性, 并且提高杂

质峰的检出个数, EDTA可以减少色谱系统中金属

离子的干扰。如果以流动相 A进行等度洗脱, 主峰

保留时间约为 8 m in, 出峰时间合适, 但保留时间

105m in处 (对主峰的相对保留时间为 1315倍 )仍

有杂质峰被洗脱,而按表 1方法进行梯度洗脱时,主

峰保留时间未变, 45m in后基本无杂质峰,分析时间

缩短, 杂质峰的信噪比更高,明显优于等比例洗脱。

313 溶剂的选择

DMSA为有机酸,在甲醇或乙醇中微溶, 在水和

酸中不溶,可溶于氢氧化钠溶液、碳酸氢钠溶液等碱

性溶液生成二巯丁二钠。经实验, DM SA在甲醇中

溶解度不高,溶解速率慢,且易发生色谱峰变形,但

供试品溶液稳定性好; 而 DMSA的氢氧化钠溶液极

易变色,碳酸氢钠溶液由于会与流动相生成二氧化

碳,在色谱图上表现为保留时间不定的宽峰干扰,因

此均不适合用作溶剂。最终选定的溶剂中, 磷酸氢

二钠溶液 pH值为 914, 显碱性, 与 DMSA的反应产

物磷酸二氢钠与流动相的成分相同; 溶剂中磷酸盐

浓度为 0104 mol# L
- 1
, 与流动相一致。溶剂中的甲

醇可以增加供试品溶液的稳定性, 并且使溶剂组成

尽可能接近流动相。总之, 该溶剂较好地兼顾了样

品的溶解性和方法的稳定性。

314 金属离子和 EDTA的影响

DMSA为金属螯合剂,其自身或结构类似的降

解物均可能与潜在的金属离子进行络合反应。以铜

离子为例,当供试品溶液中含 3 Lg# mL
- 1
的铜离子

(约相当于主成分的千分之一 )时,主峰面积随放置

时间延长逐渐变小,但各杂质表现不一,峰面积有增

加或减小。峰面积增加的杂质应为主成分的降解

物, 但未与铜离子反应; 减少的原因可能是由于杂质

与主成分有类似的结构, 金属参与或加速了降解反

应。金属离子对杂质峰的不同影响情况可为今后杂

质的结构鉴定工作提供参考。曾尝试在供试品溶液

中加入浓度与主成分相当的 EDTA, 同时加铜离子,

结果并不能阻止 DMSA峰面积减小, 说明 EDTA不

能竞争破坏 DMSA与金属离子的络合反应, 并且

EDTA峰还可能干扰主峰前的杂质峰检测, 所以在

溶剂中未加 EDTA。

本实验测定的样品,从生产至今已有两年半,总

杂质和单个最大杂质结果均很高可能与此有关。由

于 DMSA的产量小、生产不能常态化, 我们暂无法

收集近期的产品。本实验的研究结果说明, 确实有

必要在生产、流通领域有效地监控 DMSA的有关物

质, 确保药品的质量。
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