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顶空气相色谱法测定依帕司他有机溶剂残留量 
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摘要：目的  建立测定依帕司他原料药中残留有机溶剂甲醇、乙醇、二氯甲烷、正己烷、乙酸乙酯、四氢呋喃、甲苯的

检测方法，为建立质量标准提供依据。方法  采用 DB-624 毛细管柱(30 m×0.53 mm，3.0 µm)，氢火焰离子化检测器(FID)，

进样口温度 210 ℃，检测器温度 250 ℃，程序升温，流速 3.0 mL·min1，分流比 10∶1，顶空平衡温度 85 ℃，平衡时

间 30 min，按内标法(内标物叔戊醇)测定各残留溶剂的含量。结果  药物中 7 种残留溶剂的精密度 RSD 均<5%，在各自

的浓度范围内具有良好的线性关系，相关系数均>0.999，平均回收率为 90.0%~100.0%。结论  本方法专属性好，灵敏度

高，操作简单，测定结果准确，适用于依帕司他原料药 7 种残留溶剂的同时测定。  
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method for the determination of residual solvents (methanol, ethanol, 
dichloromethane, n-hexane, ethyl acetate, tetrahydrofuran, toluene) in epalrestat for controlling the quality of epalrestat. 
METHODS  The solvents were separated on DB-624 capillary column(30 m×0.53 mm, 3.0 µm) with programming temperature, 
and detected using hydrogen flame ionization detector(FID). The headspace and other chromatographic conditions were as 

follows: 250 ℃ of detector temperature, 3.0 mL·min1 of flow rate, 10∶1 of split ratio, 210 ℃ of inlet temperature, 85 ℃ of 

equilibrium temperature and 30 min of equilibrium time. The contents of residual solvents were determined according to the 
internal standard method(internal standard tert-amyl alcohol). RESULTS  There were good linear relationship in the 
concentration ranges with correlation coefficient above 0.999, respectively. The precisions (RSD values) were less than 5% in all 
seven kinds of residual solvents, and the average recoveries were within 90.0%100.0%. CONCLUSION  This method had 
good specificity, high sensitivity, simple operation and accurate results. It was suitable for the determination of above 7 kinds of 
residual solvents in Epalrestat API at same time. 
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依帕司他是醛糖还原酶特异性抑制剂，通过

阻断多元醇通路而发挥作用，主要用于治疗糖尿

病神经病变，不仅对糖尿病周围神经病变有效，

而且对自主神经病变也有效[1]。依帕司他辅助治疗

早期糖尿病视网膜病变可显著提高临床疗效，减

轻机体氧化应激及炎症反应[2]。杨卫华[3]在临床研

究中证实依帕司他治疗中度非增生性糖尿病视网

膜病变的疗效优于羟苯磺酸钙胶囊。国内目前关

于依帕司他合成工艺的文献报道较少且都是早期

的[4-6]，本实验室对于依帕司他合成工艺进行了重

新设计和优化，大大提高了产品的纯度和收率。

在该药的合成、精制过程中，需要用到甲醇、乙

醇、二氯甲烷、正己烷、乙酸乙酯、四氢呋喃、

甲苯 7 种有机溶剂，为保障用药安全，根据中国

药典和 ICH 对有机溶剂残留量测定的指导原则，

需对残留溶剂建立测试方法并进行限度测定。本

实验建立毛细管柱顶空气相色谱法，测定依帕司

他工艺中用到的 7 种溶剂，并进行方法学考察。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器   

Agilent 7890 气相色谱仪(美国 Agilent 公司)，

7697A 顶空进样器，氢火焰离子化检测器(FID)，

安捷伦气相色谱工作站。 

1.2  材料   

甲醇(批号：20140605，纯度：99.5%)、乙醇(批

号：20140606，纯度：99.5%)、二氯甲烷(批号：
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20140606，纯度：99.5%)、正己烷(批号：20130923，

纯度：99.5%)、乙酸乙酯(批号：20130116，纯度：

99.5%)、四氢呋喃(批号：20140420，纯度：99.5%)、

甲苯(批号：20140308，纯度：99.5%)、叔戊醇(批

号：20140209，纯度：99.5%)；N,N-二甲基甲酰胺

(批号：20130312，纯度：99.5%)，以上对照品及

试剂均购买于国药集团化学试剂有限公司。依帕

司他原料药由本实验室自制，批号 140801-03。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件   

毛细管色谱柱为 DB-624(30 m×0.53 mm，

3.0 µm)(6%氰丙基苯-94%二甲基硅氧烷)；初始温

度为 40 ℃，维持 6 min，再以每分钟 10 ℃速率

升至 120 ℃，维持 1 min，再以每分钟 20 ℃速率

升至 210 ℃，维持 4 min；载气为氮气，流速为

3.0 mL·min1，进样口温度为 210 ℃；检测器温度

为 250 ℃；顶空瓶平衡温度为 85 ℃，定量环温

度为 95 ℃，传输管线温度为 105 ℃，瓶加热时

间为 30 min，平衡时间为 30 min；顶空瓶体积为

20 mL，加入被测液体为 2 mL，分流比为 10∶1。 

2.2  溶液制备 

2.2.1  内标液的配制  称取叔戊醇约 100 mg，置

于 200 mL 量瓶中，用 DMF 稀释至刻度，混 。 

2.2.2  对照品溶液的配制  精密称取各对照溶剂

适量，用内标溶液定量稀释制成每 1 mL 中含甲醇

300 µg、乙醇 500 µg、二氯甲烷 60 µg、正己烷

29 µg、四氢呋喃 72 µg、乙酸乙酯 500 µg、甲苯

89 µg 的混合溶液，精密量取 2 mL，置 20 mL 顶

空瓶中。 

2.2.3  供试品溶液的配制  取本品约 0.2 g，精密

称定，置 20 mL 顶空瓶中，精密加入内标溶液

2 mL，使溶解。 

2.3  专属性试验   

取内标液 2 mL，置顶空瓶，按“2.1”项下色

谱条件测试，记录色谱图，与对照品图谱和供试

品图谱比较。结果表明：溶剂对样品测试无干扰，

溶剂峰和主峰分离良好。见图 1。 

2.4  线性和范围   

精密称取 301.5 mg 甲醇、503.5 mg 乙醇、

60.0 mg 二氯甲烷、29.3 mg 正己烷、508.9 mg 乙

酸乙酯、70.5 mg 四氢呋喃和 88.1 mg 甲苯到一个

含 25 mL 内标液的 100 mL 量瓶，再加入内标液稀

释到刻度，混 作为对照储备溶液。分别量取上

述溶液 1，2，3，4，5 mL 到 50 mL 量瓶，用内标

液稀释到刻度，即分别得到相对对照品溶液浓度

为 20%，40%，60%，80%，100%的系列溶液。分

别移取 2 mL 溶液到顶空瓶，依次进样。记录色谱

图，计算回归方程。线性测试结果见表 1。 

 
图 1  气相色谱图 
A空白内标溶液；B对照品溶液；C供试品溶液；1甲醇；2乙醇；

3二氯甲烷；4正己烷；5乙酸乙酯；6四氢呋喃；7叔戊醇；8
甲苯。 

Fig. 1  GC chromatograms  
Ablank; Bstandard solution; Csample solutions; 1methanol; 

2ethanol; 3dichloromethane; 4n-hexane; 5ethyl acetate; 

6tetrahydrofuran; 7tert-amyl alcohol; 8toluene. 

表 1  线性关系测试结果 
Tab. 1  Test results of linear relationship  

溶剂 回归方程 r 
线性范围/ 

mg·mL1 

甲醇 y=0.673 6x+0.005 9 0.999 6 0.060~0.300 

乙醇 y=1.145 3x+0.005 4 0.999 8 0.100~0.501 

二氯甲烷 y=0.093 6x+0.001 5 0.999 8 0.012~0.060 

正己烷 y=1.539 6x+0.019 4 0.999 9 0.006~0.029 

乙酸乙酯 y=2.048 2x+0.033 1 0.999 9 0.101~0.506 

四氢呋喃 y=0.538 4x+0.014 4 0.999 9 0.014~0.070 

甲苯 y=0.421 1x+0.006 8 1.000 0 0.018~0.088 

2.5  精密度 

2.5.1  仪器精密度及重复性  取对照品溶液 2 mL

至 20 mL 顶空瓶中，按“2.1”项下色谱条件顶空

进样 5 次，计算每种溶剂峰面积与内标峰面积比

值的 RSD。结果甲醇、乙醇、二氯甲烷、正己烷、

乙酸乙酯、四氢呋喃、甲苯色谱峰与内标叔戊醇

峰面积比值的 RSD 分别为 0.8%，0.4%，0.8%，2.0%，

0.9%，0.9%，0.5% (n=5)。取供试品约 0.2 g，精密

称定，置顶空瓶中，精密加入内标溶液 2 mL 使溶

解，重复测定 6 份，结果除乙醇外，其他残留溶剂

均未检出，乙醇测定值的 RSD 为 1.4%(n=6)。 

2.5.2  中间精密度  由同一人员于不同时间，分

别测试同一样品残留溶剂的含量。两次测定的中
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间精密度 RSD 为 1.5%。 

重复性和中间精密度测试结果说明此法具有

良好的精密度。 

2.6  检测限   

精密度试验中除乙醇检出外，其余残留溶剂

均未检出，故选择响应值低(A/C)的乙醇作为代表；

吸取 0.676 mL 对照储备溶液加内标液稀释至

100 mL，混 ；分别移取 2 mL 溶液到顶空瓶。平

行制备 3 份；按“2.1”项下色谱条件测试，色谱

峰响应值满足信噪比 S/N＝3。乙醇的 低检测限

浓度为 3.39 µg·mL1。 

2.7  回收率    

标准溶液：移取“2.4”项下对照储备溶液 4.0，

5.0，6.0 mL 到 50 mL 量瓶，用稀释液稀释到刻度，

混 ，分别得到相对标准溶液浓度为 80%，100%，

120%的 3 个溶液。回收率测试液：精密称取约

200 mg 的供试品到顶空瓶 9 份，分别加入 80%，

100%，120%的 3 个浓度的溶液 2 mL。每个浓度

准备 3 份，按照前述分析方法测定。结果甲醇的

平均回收率为 97.02%，RSD 为 2.3%，乙醇的平均

回收率为 98.89%，RSD 为 2.7%，二氯甲烷的平均

回收率为 98.22%，RSD 为 2.1%；正己烷的平均回

收率为 94.29%，RSD 为 2.7% ；四氢呋喃的平均

回收率为 98.07%，RSD 为 1.8% ；乙酸乙酯的平

均回收率为 95.62%，RSD 为 2.0%；甲苯的平均回

收率为 97.27%，RSD 为 1.1%。 

2.8  耐用性    

分别考察顶空进样口温度改变±10 ℃、检测

器温度改变±10 ℃、流速改变±0.5 mL 对色谱行

为的影响。耐用性试验结果表明进样口温度、检

测器温度、流速的适当改变，其 低的理论板数

(N≥27 662)、 低的分离度(R≥2.8)、各溶剂峰面

积与内标峰面积比值的相对标准偏差 大

(RSD≤2.1%)均能满足系统适用性要求，对检测结

果没有影响。 

2.9  样品测定    

取 3 批样品，精密称取 0.2 g 到顶空瓶中，加

内标液 2 mL 溶解，按“2.1”项下色谱条件进行测

定，以内标法计算。3 批供试品的残留溶剂结果均

符合中国药典对残留溶剂的规定。 

3  讨论 

3.1  溶剂的选择   

依帕司他为水难溶性药物，可溶解于DMF中，

且 DMF 在专属性试验中与各溶剂对照分离良好，

不干扰样品的测试，故选择 DMF 为测试溶剂。 

3.2  内标的选择   

顶空气相色谱存在的 大问题是进样体积

不准。选择与残留溶剂分离良好的叔戊醇为内标

物，可消除由进样体积带来的误差，提高检测的

准确度。 

3.3  色谱柱的选择   

由于甲醇、乙醇、二氯甲烷、正己烷、乙酸

乙酯、四氢呋喃、甲苯 7 种溶剂极性差异较大，

色谱柱极性太大或者太小都不利于分离，通过比

较，选择中等极性的 DB-624 色谱柱，配合程序升

温可很好地分离 7 种有机溶剂。 

3.4  柱温的选择   

7 种残留溶剂和内标液中，甲醇、乙醇沸点较

低，乙酸乙酯和四氢呋喃极性接近，较难分离，

而甲苯沸点较高，DMF 沸点 高为 153 ℃，故选

择较低的初始温度，然后采用程序升温的方法有

效地分离各残留溶剂。 

本实验采用顶空气相色谱法对依帕司他原料

药 7 种残留溶剂进行检测。结果表明该色谱条件

下各残留溶剂分离良好，精密度高，在考察浓度

范围内具有良好的线性关系(r>0.999)，回收率为

90.0%~100.0%，符合中国药典关于有机溶剂残留

量测定的要求，可以作为依帕司他原料药中残留

溶剂的质量控制方法。 
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