
 
 

中国现代应用药学 2019 年 10 月第 36 卷第 20 期                     Chin J Mod Appl Pharm, 2019 October, Vol.36 No.20      ·2557· 

离子色谱法测定氟达拉滨中三氟甲磺酸酯类遗传毒性杂质 
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摘要：目的  采用离子色谱法对氟达拉滨中的三氟甲磺酸酯类遗传毒性杂质进行测定。方法  采用十八烷基硅烷键合硅

胶为填充剂，洗脱液：[0.15 mmol·L1 四丁基氢氧化铵-0.090 mmol·L1 苹果酸(pH 6.5)]-乙腈(70∶30)，流速为 1.0 mL·min1，

柱温为 35 ℃，检测方式为直接电导检测。结果  有效测定了氟达拉滨中的三氟甲磺酸酯类遗传毒性杂质，检测限为

2.5 μg·mL1，定量限为 7.4 μg·mL1，线性范围为 1.917~22.344 mg·L1，r=0.997 4，方法耐用性好。结论  本法可有效检

测氟达拉滨中的三氟甲磺酸酯类遗传毒性杂质，方法灵敏度高，准确度高，耐用性好。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To determine the genotoxic impurities of trifluoromethanesulfonate fludarabine by ion 

chromatography. METHODS  The method was achieved on a C18 column utilizing an eluent of [0.15 mmol·L1 

tetrabutylammonium hydroxide-0.090 mmol·L1 malic acid (pH 6.5)]-acetonitrile (70∶30) at a flow rate of 1.0 mL·min1 and 

the column temperature was 35 ℃, the detection method was direct conductivity detection. RESULTS  This method could 

effectively determine the trifluoromethanesulfonate genotoxic impurities in fludarabine. The detection limit was 2.5 μg·mL1 and 

the limit of quantification was 7.4 μg·mL1， the linear range was 1.917mg·L1, r=0.997 4. The method had good 

durability. CONCLUSION  This method can effectively detect the genotoxic impurities of mesylate analogues. The method has 
high sensitivity, high accuracy and good durability. 
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遗传毒性杂质(也称“致突变杂质”)极微量即

能诱导基因突变，控制其含量对药品的安全至关

重要。欧盟、美国药品监管机构相继发布了遗传

毒性和致癌性杂质的指导原则[1]，ICH 也针对遗传

毒性杂质制定 M7 指导原则[2]。对于遗传毒性杂质

的检测在药品研究中的重要性日益显著。 

烷基或苯基磺酸酯是遗传毒性警示杂质的一

类，大部分烷基或苯基磺酸酯类(例如，对甲苯磺

酸甲酯[3]、对甲苯磺酸乙酯[4-5]等)有紫外吸收官能

团，可以通过 HPLC-紫外检测器直接测定；少数

不含紫外吸收的化合物，可以采用柱前衍生[6-9]，

与碘离子通过亲核取代反应衍生成碘代烷，气相

色谱法测定。气相色谱法检测采用的检测器通常

为电子捕获检测器(electron capture detector，ECD)

或者质谱检测器((mass spectrometer，MS)，通常的

氢火焰离子化检测器(flame ionization detector，

FID)检测的灵敏度低[10]，仅适用于分析溶解性好

或是甲磺酸酯限度含量较高的原料药 (active 

pharmaceutical ingredients，APIs)，对于大部分 APIs

不适用；ECD 或 MS 的灵敏度高，低浓度的供试

品溶液即可满足测定要求，因此适用范围更广，

缺点是 ECD 或者 MS 的普及率不高。此外，APIs
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活泼性高的物质，更容易与碘离子发生反应，或

者酸性极强的磺酸酯类(例如，三氟甲磺酸酯类)

则不适合这种方法检测。 

对于无法通过气相色谱法检测的磺酸酯类，

可以通过甲磺酸酯在碱性条件下水解，生成甲磺

酸钠，采用离子色谱法进行检测[11]，但相关报道

较少，阴离子交换色谱柱的价格昂贵，采用常规

的 C18 色谱柱实现三氟甲磺酸酯类的检测通用性

强，适合多数 APIs，且适合可能含有多种构型的

磺酸酯类，易于实现，操作性强。本实验以三氟

甲磺酸酯类为例，选择氟达拉滨为模型药物对三

氟甲磺酸酯类进行研究，以离子形态的三氟甲磺

酸根为检测对象，控制药品中三氟甲磺酸酯类遗

传毒性杂质的含量。 

1  仪器与试剂 

ICS-600 型离子色谱仪(美国 Thermo Scientific)，

色谱柱为 C18键合硅胶柱；KQ-500B 型超声波清洗

器(昆山市超声仪器有限公司)；EX1250ZH 电子天

平(分度值 0.000 01 g，奥豪斯仪器)。 

三氟甲磺酸钠对照品(北京百灵威科技有限公

司，批号：LN90P75；纯度：98.0%)；氟达拉滨(新

乡市天丰精细化工有限公司，批号：20161102，

20180502)；乙腈为色谱纯，苹果酸和 10%的四丁

基氢氧化铵为分析纯；水为超纯水。 

2  方法 

2.1  色谱条件   

用十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂，洗脱液：

[0.15 mmol·L1 四丁基氢氧化铵-0.090 mmol·L1

苹 果 酸 (pH6.5)]- 乙 腈 (70 ∶ 30) ， 流 速 为

1.0 mL·min1，柱温为 35 ℃，检测方式为直接电

导检测，进样量 20 μL。 

2.2  对照品储备液的配制 

精密称取三氟甲磺酸钠适量，用水溶解并定

量稀释制成每 1 mL 中约含三氟甲磺酸钠 150 μg

的溶液，作为对照品储备液。 

2.3  对照品溶液的配制   

精密称取三氟甲磺酸钠适量，用水溶解并定

量稀释制成每 1 mL 中约含三氟甲磺酸钠 15 μg 的

溶液，作为对照品溶液。 

2.4  供试品溶液的配制   

精密称取氟达拉滨约 0.5 g 于 10 mL 具塞试管

中，加入 1.5 mol·L1 氢氧化钠溶液 1 mL，室温放

置 0.5 h，加入 1.5 mol·L1 盐酸溶液 1 mL，中和后

转移至 10 mL 量瓶中，加水稀释并定容，作为供

试品溶液。 

2.5  空白溶液的配制   

以水为空白溶剂。 

2.6  碱空白溶液的配制   

取 1 mL 1.5 mol·L1 氢氧化钠溶液，室温破坏

0.5 h 后，加 1.5 mol·L1 盐酸 1 mL 中和剩余碱，

加水稀释并定容至刻度，作为碱空白溶液。 

3  结果 

3.1  专属性   

    分别按“2.3”“2.4”“2.5”“2.6”项下方法配

制各溶液，精密量取各溶液 20 μL，分别注入离子

色谱仪，按“2.1”项下方法检测，记录色谱图，

结果见图 1。空白溶剂、碱空白和氟达拉滨供试品

均不干扰三氟甲磺酸钠的测定。 

 
图 1  离子色谱图 
A空白溶剂；B碱空白溶液；C供试品溶液；D对照品溶液。 
Fig. 1  Ion chromatograms 
Ablank solvent; Balkali blank solution; Csample solution; 

Dstandard solution. 

3.2  仪器精密度   

    精密量取对照品溶液 20 μL，连续进样 6 针，

考察主峰的保留时间、峰面积、理论板数。结果

保留时间 RSD 为 0.26%，峰面积 RSD 为 0.52%，

平均理论板数为 19 042，表明该色谱系统适用于

本品中三氟甲磺酸钠的测定，仪器精密度良好。 
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3.3  定量限与检测限   

采用逐步稀释法测定定量限(S/N=10)和检测

限(S/N=3)，结果表明三氟甲磺酸钠的定量限为

7.4 μg·mL1，相当于被测药物的 0.015%，检测限

为 2.5 μg·mL1，相当于被测药物的 0.005%。 

3.4  线性范围   

精密量取对照品储备液 0.8，0.9，1.0，1.2 和

1.5 mL，分别置于 10 mL 量瓶中，加水稀释至刻

度，摇匀，即得系列对照品溶液。取上述溶液，

按“2.1”项下色谱条件分别进样分析，以峰面积

(A)为纵坐标，以质量浓度(C，mg·L1)为横坐标作

线 性 回 归 。 结 果 三 氟 甲 磺 酸 钠 在

1.917~22.344 mg·L1 内线性关系良好，线性方程为

A=0.001 9C0.000 3，相关系数 r=0.997 4。 

3.5  加样回收率   

精密称取氟达拉滨约 0.5 g，共 7 份，分别置

于 10 mL 具塞试管中，加入 1.5 mol·L1 氢氧化钠

溶液 1 mL，室温放置 0.5 h，加入 1.5 mol·L1 盐酸

溶液 1 mL，中和后转移至 10 mL 量瓶中，取 6 份

分别加入三氟甲磺酸钠对照品储备液 1.0 mL，另

一份不加三氟甲磺酸钠对照品，用溶剂溶解并稀

释至刻度，摇匀，作为供试品溶液。取上述溶液，

按“2.1”项下色谱条件分别进样分析，取“2.3”

项下对照品溶液同法测定，用外标法计算三氟甲

磺酸钠的含量，扣除本底含量后计算回收率，结

果见表 1。由表 1 可知，三氟甲磺酸钠平均回收率

为  92.0% ， RSD 为 2.5% ， 平 均 回 收 率 为

90%~108%，RSD≤10 %，表明方法回收率良好。 

表 1  回收率试验结果 

Tab. 1  Results of recovery test(n=6) 

加入量/μg 测得量/μg 回收率/% 平均回收率/% RSD/%

14.896 0  13.296 1  89.26  

92.0 2.5 

14.896 0  13.958 1  93.70  

14.896 0  14.068 4  94.44  

14.896 0  13.461 6  90.37  

14.896 0  13.461 6  90.37  

14.896 0  14.013 3  94.07  

3.6 耐用性   

    分别在 (柱温±5)℃， (流速±0.2)mL·min1，

pH ±0.2，有机相比例±5%范围内考察微小色谱系

统参数变化对于各物质分离的影响。结果表明，

在柱温 30~40 ℃，流速 0.8~1.2 mL·min1，pH 值

6.3~6.7，有机相比例 25%~35%内时，各物质的分

离度满足要求，方法耐用性良好。 

3.7  样品三氟甲磺酸酯类含量检测   

取氟达拉滨(批号：20161102，20180502)，按

“2.4”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下

方法进样分析，按外标法计算三氟甲磺酸酯类的

含量。结果 2 批氟达拉滨中均未检测出三氟甲磺

酸钠，表明氟达拉滨样品中不含有三氟甲磺酸酯

类似物。 

4  讨论 

氟达拉滨的合成工艺路线中使用三氟甲磺酸

酐，得到三氟甲磺酸酯类似物中间体。根据 ICH 

M7“遗传毒性杂质”的指导原则，磺酸酯为遗传

毒性的警示结构，属于潜在的遗传毒性物质，因

此对三氟甲磺酸酯类杂质的检测方法的开发尤为

重要。 

本研究中检测对象为离子形态的三氟甲磺酸

根，因在原料药可能存在的三氟甲磺酸酯的形式

多，不易确定对照品，三氟甲磺酸酯易被碱解为

三氟甲磺酸钠，故以三氟甲磺酸钠为对照品可以

用于三氟甲磺酸酯的定量检测。 

本研究三氟甲磺酸酯类物质的限度的制定，

是基于 ICH M7 中推荐的毒理学关注阈值

(threshold toxicology concern，TTC)计算的。基于

TTC 原理，日摄入剂量与治疗时段有关，磷酸氟

达拉滨的治疗时段属于>1 月~12 月，日摄入限量

为 20 μg·d1，根据磷酸氟达拉滨的用法用量及规

格可知，本品规格为 10 mg， 大日剂量约为

70 mg，即每日 大用量为 7 片(根据磷酸氟达拉滨

片福达华的说明书，推荐剂量为每日口服，磷酸

氟达拉滨 40 mg·m2 体表面积，而身高 165 cm，

体质量 55 kg 的成人的体表面积为 1.576 m2，计算

出限度为 0.03%。 

三氟甲磺酸钠没有紫外吸收，采用离子对试

剂四丁基氢氧化铵，电导检测器可以有效的检出

三氟甲磺酸钠，进而测定三氟甲磺酸酯类似物，

采用 C18 色谱柱较采用阴离子交换柱-电导检测器

的方便、廉价，易于操作。 
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