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摘要：目的  建立测定佐芬普利钙中间体(S)-()-3-苯甲酰巯基-2-甲基丙酸的光学异构体杂质(R)-(+)-3-苯甲酰巯基-2-甲基

丙酸含量的柱前衍生化 GC。方法  以高纯试剂 D-(+)-2-辛醇对(S)-()-3-苯甲酰巯基-2-甲基丙酸样品进行衍生化处理，衍

生产物以 Agilent DB-1701(30 m×0.53 mm，1.0 µm)柱为分析柱，以氮气为载气，流速为 2.0 mL·min1，检测器温度为 250 ℃，

进样口温度为 200 ℃，柱温为程序升温，进样量为 1.0 μL。结果  光学杂质(R)-(+)-3-苯甲酰巯基-2-甲基丙酸在 3.22~ 

121.44 µg·mL1 内线性关系良好(r=0.995 2)，定量限为 3.22 µg·mL1，加样回收率为 99.6%~102.4%，日内和日间精密度

RSD 均<2.0%。结论  该方法操作简便、专属性强，试剂成本低廉、易得，结果准确性高、重复性好，可用于佐芬普利

钙中间体(S)-()-3-苯甲酰巯基-2-甲基丙酸光学杂质的含量测定。 
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Determination of Optical Isomer Impurity in the Intermediate of Zofenopril Calcium by GC with 
Pre-column Derivatization  
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method for the quantitative determination of optical isomer impurity in the 
intermediate of zofenopril calcium by GC with pre-column derivatization. METHODS  Using D-(+)-2-Octanol as pre-column 
derivatization reagent, the optimal chromatographic separation was performed on Agilent DB-1701(30 m×0.53 mm, 1.0 µm) 

column with nitrogen as the carrier gas at a flow rate of 2.0 mL·min1, the detector temperature was at 250 ℃, the inlet 

temperature was at 200 ℃. The temperature program was used. The injection volume was 1.0 μL. RESULTS  The calibration 

curve was good linear relationship in the range of 3.22121.44 μg·mL1 for the optical isomer impurity (R)-(+)-3-benzoyl 

thiol-2-methyl propionate(r=0.995 2). The limit of quantification was 3.22 μg·mL1. The average recovery was 99.6%102.4%. 
The RSD of intra and inter day were <2.0%. CONCLUSION  The method is simple, specific and accurate with good 
repeatability, which can be used for the determination of optical isomer impurity in the intermediate of zofenopril calcium. 
KEY WORDS: zofenopril calcium; intermediate; optical impurity; GC; pre-column derivatization 
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佐芬普利钙为首个含巯基第 3 代长强效血管

紧张素转化酶抑制剂，在体内转化为佐芬普利拉

发挥降压作用，能有效治疗轻中度原发性高血压，

并对急性心肌梗死也有一定的疗效 [1-4] 。而

(S)-()-3-苯甲酰巯基-2-甲基丙酸是合成该降压药

的重要原料，因其光学异构体杂质(R)-(+)-3-苯甲

酰巯基-2-甲基丙酸会对后续工艺产生极高的生产

成本，且如果残留到佐芬普利钙中，则其降压作

用将会大打折扣，甚至产生严重的不良反应。因

此，控制中间体(S)-()-3-苯甲酰巯基-2-甲基丙酸

的光学杂质(R)-异构体的含量具有十分重要的意义。 

有文献报道使用手性色谱柱来拆分(S)-()-3-

苯甲酰巯基-2-甲基丙酸[5]，但由于该物质分子量

较小，空间结构差别不大，所以对色谱柱的要求

很高，必须使用价格昂贵的手性色谱柱，而且存

在峰形不好、分离度较差以及灵敏度较低等问题。

衍生化技术是通过化学反应将难以分析检测的目

标化合物官能团定量转化为易于分析检测的化合

物，增加样品的挥发度或提高检测灵敏度，通过

对衍生物的分析检测，可以对目标化合物进行定

性和定量分析[6]。本研究在文献[7-13]的基础上，

对(S)-()-3-苯甲酰巯基-2-甲基丙酸衍生反应条件

进行优化，确定了其光学异构体杂质的 GC，该方

法在国内尚未有报道。 

1  仪器与试剂 

Agilent 6890 色谱仪(包括 FID 检测器、Agilent 

7683B 进样器、Agilent Chemstation 色谱工作站，

美国 Agilent)；BSA 124S 电子天平(北京赛多利斯

科学仪器有限公司)。 

(R)-(+)-3-苯甲酰巯基-2-甲基丙酸对照品(浙

江华海药业有限公司，光学纯度：99.9%，批号：

140829)；(S)-()-3-苯甲酰巯基-2-甲基丙酸供试品

(浙江华海药业有限公司，批号：20141028，

20141029，20141030)；正己烷、N,N-二甲基甲酰

胺均为 ROE 公司生产的色谱纯试剂；二氯亚砜、

甲苯均为分析纯；D-(+)-2-辛醇(DAMAS-BETA，

光学纯度≥99.5%，批号：P08461)。 

2  方法 

2.1  色谱条件 

色谱柱为 Agilent DB-1701(30 m×0.53 mm， 

1.0 μm)；柱温升温程序：初始温度 100 ℃，保持

10 min，以 20 ℃·min1 升至 200 ℃并保持 6 min；

检测器温度为 250 ℃，进样口温度为 200 ℃，分

流比为 10∶1，氮气为载气，流速为 2.0 mL·min1，

进样量为 1.0 μL。 

2.2  溶液配制 

2.2.1  衍生化试液的配制  精密量取 2.5 mL 氯化

亚砜置于 25 mL 量瓶中，用正己烷溶解并稀释至

刻度，加入 2.5 μL N,N-二甲基甲酰胺，混匀，得

溶液 A；精密量取 2.0 mL D-(+)-2-辛醇置于 20 mL

量瓶中，用甲苯溶解并稀释至刻度，混匀，得溶

液 B；衍生化试液均在 4~8 ℃下储存。 

2.2.2  对照品溶液的制备  精密称取(R)-(+)-3-苯

甲酰巯基-2-甲基丙酸对照品 10 mg，置于 20 mL

量瓶中，用溶液 A 溶解并稀释至刻度，作为对照

品储备液。精密吸取对照品储备液适量，用溶液 A

配制成 100 µg·mL1 的溶液，再精密吸取该溶液

1.0 mL，置于 5.0 mL 的反应瓶中，密封，室温放

置 30 min 后，在 60 ℃下氮气吹干。然后加入

1.0 mL 的溶液 B，密封，60 ℃下保温反应 30 min，

冷却至室温，得对照品溶液。 

2.2.3  供试品溶液的制备  精密称取(S)-()-3-苯

甲酰巯基-2-甲基丙酸样品 5.0 mg，置于 5.0 mL 的

反应瓶中进行衍生化，加入 1.0 mL 溶液 A，密封，

按“2.2.2”项下对照品溶液制备方法进行衍生化

反应。 

3  结果 

3.1  衍生化试剂用量的选择 

保持(S)-()-3-苯甲酰巯基-2-甲基丙酸的浓度

不变，考察溶液 A 中加入二氯亚砜 0.5，2.5，5.0 mL

及溶液 B 中加入 D-(+)-2-辛醇 0.4，2.0，4.0 mL 对

衍生化反应效果的影响。结果显示，衍生化反应

在溶液 A 中加入二氯亚砜 2.5 mL、溶液 B 中加入

D-(+)-2-辛醇 2.0 mL 时，其生成的衍生物色谱峰面

积数值趋于稳定，表明反应已完全，衍生试剂用

量的微小差别不会对衍生结果产生影响。结果见

表 1。 

表 1  衍生化试剂用量的影响(n=3)  

Tab. 1  The influence of amount of derivatization regents 
(n=3) 
溶液 A 中氯化

亚砜体积/mL

溶液 B 中 D-(+)- 

2-辛醇体积/mL 

衍生物单位

浓度峰面积 

反应率/

% 

RSD/
% 

0.5 2.0 30.997 97.9 1.17

2.5 2.0 31.639 100.0  

5.0 2.0 31.581 99.8  

2.5 0.4 30.999 98.0 1.02

2.5 2.0 31.639 100.0  

2.5 4.0 31.429 99.3  
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3.2  衍生化反应时间和温度的影响 

分别在加入溶液 A 后温度为 25，35，45 ℃，

加入溶液 B 后温度为 50，60，70 ℃时，考察衍生

化反应效果。表 2、表 3 结果表明，衍生化反应完

成迅速，反应温度和反应时间对衍生化反应率影

响较小。 

表 2  衍生化反应温度的影响(n=3)  

Tab. 2  The influence of reaction temperature(n=3) 
加入溶液 A 后的 

衍生反应温度/℃ 

加入溶液 B 后的

衍生反应温度/℃

衍生物单位 

浓度峰面积 

反应率/

% 

RSD/
% 

25 60 31.639 100.0 0.06

35 60 31.623  99.9  

45 60 31.643 100.0  

25 50 31.006  98.0 1.11

25 60 31.639 100.0  

25 70 31.588  99.8  

表 3  衍生化反应时间的影响(n=3)  

Tab. 3  The influence of reaction time(n=3) 
加入溶液 A 后的 

衍生反应时间/min 

加入溶液 B 后的

衍生反应时间/min

衍生物单位 

浓度峰面积 

反应率/

% 

RSD/
% 

20 30 31.048  98.2 1.02

30 30 31.639 100.0  

40 30 31.622  99.9  

30 20 31.021  98.0 1.09

30 30 31.639 100.0  

30 40 31.534  99.7  

为保证衍生化反应彻底完成， 终选择反应

时间为 30 min，加入溶液 A 的反应温度为室温，

加入溶液 B 的反应温度为 60 ℃。 

表 1~3 中衍生化反应率是以其他条件下得到

的衍生物单位浓度峰面积之比，除以方法规定反

应条件下得到的衍生物单位浓度峰面积之比。 

3.3  方法专属性考察 

精密称取一定重量的(S)-()-3-苯甲酰巯基-2-

甲基丙酸供试品，用浓度为 100 µg·mL1 对照品溶

液作为稀释液，配制成含 2% (R)-(+)-3-苯甲酰巯基

-2-甲基丙酸对照品的供试液。按“2.2.2”项下对

照品溶液制备方法进行衍生化反应后，按“2.1”

项下色谱条件分别对空白衍生化溶液、对照品溶

液以及上述含 2%异构体杂质(R)-(+)-3-苯甲酰巯

基-2-甲基丙酸的供试液进行分析。异构体杂质与

主峰具有良好的分离度，过量的衍生化试剂在

2.1 min 左右出峰，不会对(R)-(+)-3-苯甲酰巯基-2-

甲基丙酸(出峰时间 8.1 min)和(S)-()-3-苯甲酰巯

基-2-甲基丙酸(出峰时间 8.7 min)产生干扰。色谱

图见图 1。 

 
图 1  (S)-()-3-苯甲酰巯基-2-甲基丙酸衍生化产物色谱图 
A空白衍生化试液；B对照品溶液；C供试品溶液；1溶剂峰；

2(R)-()-3-苯甲酰巯基-2-甲基丙酸衍生物；3(S)-()-3-苯甲酰巯基

-2-甲基丙酸衍生物。 

Fig. 1  Chromatogram of the derivative products of 

(S)-()-3-benzoyl thiol-2-methyl propionate 
Ablank; B-reference substance; Csample; 1solvent; 2derivatives of 

(R)-(+)-3-benzoyl thiol-2-methyl propionate; 3derivatives of 

(S)-()-3-benzoyl thiol-2-methyl propionate. 

3.4  线性关系、检出限及定量限试验 

分别精密吸取对照品储备液适量，制成 3.22，

11.04，33.12，55.20，72.86，97.15，121.44 µg·mL1 

的(R)-(+)-3-苯甲酰巯基-2-甲基丙酸系列溶液，按

“2.2.2”项下对照品溶液制备方法进行衍生化反

应后，再按“2.1”色谱条件测定，记录色谱图，

以峰面积(A)对质量浓度(c)进行线性回归，得回归

方程为 A=1.868 4c+5.656 1，r=0.995 2，(R)-(+)-3-

苯甲酰巯基-2-甲基丙酸在 3.22~121.44 µg·mL1 内

呈良好的线性关系，方法的检测限和定量限分别

为 1.07，3.22 µg·mL1。 

3.5  精密度试验 

对同一批(S)-()-3-苯甲酰巯基-2-甲基丙酸样

品 1 d 内平行测定 6 次得日内精密度，连续测定 3 d

得日间精密度。测得的(R)-异构体含量的 RSD 分

别为 0.89%，0.97%，表明本方法的精密度良好。 
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3.6  加样回收率试验 

取已知杂质含量的一定量供试品 9 份，分别

加入不同体积的(R)-(+)-3-苯甲酰巯基-2-甲基丙酸

对照品储备液，按“2.2.2”项下对照品溶液制备

方法，使(R)-异构体的 终质量浓度分别为 3.320，

3.313，3.326，96.62，96.45，96.51，126.14，121.01，

120.60 µg·mL1。衍生化反应后，以实际测得的

(R)-(+)-3-苯甲酰巯基-2-甲基丙酸的浓度与加入浓

度的比值来计算回收率，低、中、高浓度的回收

率分别为 102.4%，99.6%和 99.8%，RSD 分别为

1.40%，1.03%和 1.75%，表明该方法的准确度良好。 

3.7  稳定性试验 

将按“2.2.3”项下方法配制的供试品溶液室

温放置，分别于第 0，1，2，3，4，5，6，7 天后

进样测定，测得峰面积的 RSD 为 1.99%。表明衍

生化后所得的供试品溶液 7 d 内不会发生消旋或

分解反应，稳定性良好。 

3.8  样品中 R-光学异构体杂质的含量测定 

取 3 批样品，按建立的方法制成供试品溶液

后分别进样测定，以外标法和面积归一化法计算

含量，结果见表 4。 

表 4  光学异构体杂质含量测定结果(n=3) 

Tab. 4  The determination results of optical isomers 
impurity(n=3) 

批号 外标法/% 面积归一化法/% 

20141028 0.873 0.861 

20141029 0.869 0.877 

20141030 0.878 0.875 

4  讨论 

实验中发现进样浓度较低时，(S)-()-3-苯甲

酰巯基-2-甲基丙酸和其对映体杂质的分离度比较

好，但进行痕量分析时，需要一个适当高的进样

浓度来保证检测灵敏度，所以在专属性试验时要

加入一定量的杂质对照品。 

本实验建立的衍生化方法中使用的手性试剂

D-(+)-2-辛醇在市场上易得到，光学纯度高，且衍

生化反应条件易于控制，操作简便，产物稳定。

按外标法和面积归一化法 2 种计算方法所得的光

学杂质含量差异不大，因此，即使没有对照品，

也能方便、准确地进行定量测定。 

药物中间体经衍生化反应后的药物分子碳链

加长，空间位阻增大，沸点也大大降低，从而达

到在普通色谱柱上也能实现分离的目的。这为降

压药佐芬普利钙生产过程的中间体和成品的质量

控制提供了快速、准确、低成本的检测方法。 
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