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摘要：　建立对米诺膦酸原料药中的乙醇、甲醇、二氯甲烷、甲苯等４种残留溶剂含量的毛细管气相色谱测定

方法．采用安捷伦ＤＢ６２４（０．３２ｍｍ×３０ｍ，３μｍ）色谱柱，固定液为６％氰丙基苯基＋９４％二甲基聚硅氧烷，

载气为Ｎ２，检测器为火焰离子化检测仪（ＦＩＤ），进样口温度为２５０℃，检测器温度为２００℃，柱温为程序升温，

初始温度４０℃，保持３ｍｉｎ，以每分钟１５℃升温至２００℃，并保持１０ｍｉｎ；以犖，犖二甲基甲酰胺作为主要溶

剂，采用直接进样法测定４种溶剂的残留量．结果表明：４种残留溶剂的色谱峰分离度良好，在一定范围内呈

良好线性关系（犚２＞０．９９８），乙醇、甲醇、二氯甲烷和甲苯的检测限分别为０．０２９，０．０５２，０．０５１，０．０５１ｎｇ，平均

回收率均在９６．７１％～１１２．３７％的范围内，相对标准偏差（ＲＳＤ）均小于５％；米诺膦酸３批小试样品中均未检

出乙醇、甲醇、二氯甲烷和甲苯等４种残留溶剂．本检测方法灵敏度高、准确度良好，可作为米诺膦酸原料药

中有机溶剂残留量的检测方法．
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米诺膦酸（ｍｉｎｏｄｒｏｎｉｃａｃｉｄ）是一种双膦酸盐化合物，为日本小野药品株式会社和日本 Ａｓｔｅｌｌａｓ制

药株式会社共同研究开发，可用于治疗原发性和继发性骨质疏松症［１］．作为第三代双磷酸盐类抗骨吸收

剂，米诺膦酸能够抑制破骨细胞法尼焦磷酸合成酶（ＦＰＰ）的活性，降低骨转换，进而防治骨质疏松
［２４］．

据文献报道，其抑制骨吸收的体外活性约为依地膦酸盐的１００００倍，阿仑膦酸盐的１０～１００倍
［５］．在诸

多药物的合成过程中需使用有机溶剂，这些有机溶剂对人体存在不同程度的毒性，当原料药及制剂中残

留有机溶剂超过安全水平，则会对人体造成损害．因此，为了提高药物的安全性，对原料药及制剂中残

留溶剂的检测至关重要．

目前，国内已有对米诺膦酸含量测定及有关物质测定的报道［６８］，米诺膦酸也有多种合成路线［９１０］．

然而，有关米诺膦酸中残留溶剂检测的报道仅有吴素平等［１１］，即对四氢呋喃、乙酸乙酯、甲醇、乙腈和甲

苯等５种残留溶剂进行检测，其检测限分别为０．１６，０．１０，１．１９，０．２２，０．０２μｇ·ｍＬ
－１．甲醇、二氯甲烷

和甲苯属于第二类有机溶剂，乙醇属第三类有机溶剂，目前尚无长期毒性试验结果．关于药物中乙醇、甲

醇、二氯甲烷和甲苯等残留溶剂检测的报道有许多，如张巍等［１２］对依帕司他中有机残留溶剂的检测，裴

丽娟等［１３］对布南色林原料药中９种有机残留溶剂的检测等．但这些对乙醇、甲醇、二氯甲烷、甲苯等残

留溶剂的检测限均较高．本文采用袁淑杰米诺膦酸合成新工艺制备米诺膦酸原料药
［１４］，并对合成过程

中使用的乙醇、甲醇、二氯甲烷、甲苯等４种有机残留溶剂进行定量分析．

１　实验部分

１．１　实验仪器

毛细管气相色谱仪（氢火焰离子检测器，浙江福立分析仪器股份有限公司）；电子天平（德国赛多利

斯科学仪器有限公司）；超声波清洗仪（河南省巩义市予华仪器有限责任公司）

１．２　实验材料

乙醇、甲醇、二氯甲烷、甲苯均为色谱级，水为超纯水，其余试剂均为市售分析纯．

１．２　实验方法

１．１．１　色谱条件　采用安捷伦ＤＢ６２４（０．３２ｍｍ×３０ｍ，３μｍ）色谱柱；固定液为６％氰丙基苯基

９４％二甲基聚硅氧烷；初始温度为４０℃，保持３ｍｉｎ，以１５℃·ｍｉｎ－１持续升温至２００℃，并保持１０

ｍｉｎ；检测器温度为２００℃，进样口温度为２５０℃，载气为Ｎ２，柱流量为１．５ｍＬ·ｍｉｎ
－１；采用直接进样

法测定．

１．１．２　溶液的配制　１）供试品溶液的配制．分别精密称取乙醇、甲醇、二氯甲烷和甲苯，置于１００ｍＬ

量瓶中，用犖，犖二甲基甲酰胺分别稀释制备成浓度为０．５００，０．３００，０．０６０和０．０８９ｍｇ·ｍＬ
－１的溶

液，作为峰定位试验的供试品溶液．２）线性母液的配制．分别精密称取乙醇、甲醇、二氯甲烷和甲苯，用

犖，犖二甲基甲酰胺分别稀释制备成浓度为５０．０，３０．０，６．０和８．９ｍｇ·ｍＬ
－１的溶液，作为线性母液．

３）混合溶液的配制．分别精密称取乙醇、甲醇、二氯甲烷和甲苯，用犖，犖二甲基甲酰胺稀释制备成浓

度分别为５０．０，３０．０，６．０和８．９ｍｇ·ｍＬ
－１的混合溶液．４）对照品母液的配制．分别精密称取乙醇、甲

醇、二氯甲烷和甲苯，用犖，犖二甲基甲酰胺分别稀释制备成浓度为５．００，３．００，０．６０和０．８９ｍｇ·

７９第１期　　　　　　　　杨镇伟，等：米诺膦酸原料药中４种有机残留溶剂的气相色谱法测定
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ｍＬ－１的溶液，作为对照品母液．

２　实验结果与分析

２．１　系统适应性考察

分别精密量取１μＬ供试品溶液及犖，犖二甲基甲酰胺，注入毛细管气相色谱仪，其毛细管气相色

谱（ＧＣ）图如图１（ａ）～（ｅ）所示．图１（ａ）～（ｅ）中：犃为峰面积；狋为洗脱时间，下同略．由图１（ａ）～（ｅ）

可知：乙醇的保留时间为５．１１６ｍｉｎ，甲醇的保留时间为４．３５９ｍｉｎ，二氯甲烷的保留时间为６．１３０ｍｉｎ，

甲苯的保留时间为１１．１３８ｍｉｎ，犖，犖二甲基甲酰胺的保留时间为１２．４０５ｍｉｎ．

精密量取１ｍＬ混合溶液于容量瓶，用犖，犖二甲基甲酰胺定容至刻度，摇匀，取１μＬ注入毛细管

气相色谱仪，其毛细管气相色谱（ＧＣ）图如图１（ｆ）所示．由图１（ｆ）可知：本品各主峰之间的分离度均符

合规定．因此，上述毛细管气相色谱条件，可用于本品的溶剂残留检查．

（ａ）空白溶剂　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）乙醇

　　（ｃ）甲醇　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｄ）二氯甲烷

　　（ｅ）甲苯　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｆ）混合溶液

图１　不同溶液的毛细管气相色谱图

Ｆｉｇ．１　Ｃａｐｉｌｌａｒｙｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

２．２　线性关系和检出限的考察

分别精密量取０．２，０．５，１．０，２．０和４．０ｍＬ的中线性母液，放置于１００ｍＬ量瓶中，用犖，犖二甲

基甲酰胺稀释定容，并振荡摇匀，作为线性溶液．然后，分别精密量取１μＬ线性溶液，进样，记录色谱图

８９ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０２２年
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及峰面积．以各个峰面积（犃）作为纵坐标，以线性溶液的浓度（犮）作为横坐标，进行线性回归，计算线性

回归方程及相关系数（犚２）．４种溶剂分别用犖，犖二甲基甲酰胺稀释直至峰高与基线噪音的比值约为３

时，记录样品浓度即检测限，结果见表１所示．

表１　不同溶剂的线性关系及其检出限

Ｔａｂ．１　Ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｖｅｎｔｓａｎｄｔｈｅｉｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｓ

名称 回归方程 犚２ 线性范围／ｍｇ·ｍＬ
－１ 检出限／ｎｇ

乙醇 犢＝３５７５９０犡＋８１３３．８ ０．９９８０ ０．１００２８～２．００５６ ０．０２９

甲醇 犢＝１０６０６３犡＋２６０３．６ ０．９９８９ ０．０７９８～１．２０３６ ０．０５２

二氯甲烷 犢＝８０８７犡＋３．６８６ ０．９９９１ ０．０１６８～０．２４５４ ０．０５１

甲苯 犢＝５００５６犡＋４５９．０ ０．９９９４ ０．０２３０～０．３６８０ ０．０５１

２．３　精密度试验

分别精密量取１ｍＬ混合溶液，放置于１００ｍＬ量瓶中，用犖，犖二甲基甲酰胺稀释定容，并振荡摇

匀．精密量取上述溶液１μＬ，连续进样６次，记录色谱图，计算峰面积的相对标准偏差（ＲＳＤ），结果如表

２所示．表２中：犇ＲＳ为相对标准偏差．从表２可知：精密度试验结果良好．

表２　精密度试验结果

Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎｔｅｓｔ

溶剂
进样

１ ２ ３ ４ ５ ６
犇ＲＳ／％

甲醇 ４０４１６．７ ３６３１２．３ ３７３８４．７ ３５１９９．０ ３１５８９．６ ３１９００．０ ９．５０

乙醇 １６９６７．０ １５５６４．１ １６１６６．７ １４８４８．０ １３４３９．８ １３６１３．７ ９．３０

二氯甲烷 ５０６．６ ４４０．６ ４９４．１ ４２７．７ ４７１．９ ４０４．４ ８．７２

甲苯 ４９５３．３ ４４６７．１ ４７６２．９ ４７２１．３ ３７４８．７ ４３７８．５ ９．４４

２．４　回收率试验

１）本底值测定供试品溶液的制备．精密称取米诺膦酸约１．０ｇ，溶解并放置于１０ｍＬ量瓶中，用

犖，犖二甲基甲酰胺稀释定容，振荡摇匀，即得．２）回收率供试品溶液的制备．分别精密称取米诺膦酸６

份，溶解并放置于１０ｍＬ量瓶中，加入１ｍＬ的对照品母液，用犖，犖二甲基甲酰胺溶解并稀释定容，振

荡摇匀，即得．３）对照品溶液的制备．精密量取对照品母液１ｍＬ，放置于１０ｍＬ量瓶中，用犖，犖二甲

基甲酰胺稀释定容，振荡摇匀，即得．

分别精密量取对照品溶液、本底值测定供试品溶液和回收率供试品溶液各１μＬ，进样，记录色谱图

及峰面积，按照外标法计算测得量．计算样品的回收率，结果如表３所示．表３中：犿１ 为加入量；犿２ 为

测定量；η为回收率；犇ＲＳ为相对标准偏差．从表３可知：本品的回收率试验结果良好．

表３　回收率试验结果

Ｔａｂ．３　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

溶剂 犿１／ｍｇ 犿２／ｍｇ η／％ 犇ＲＳ／％ 溶剂 犿１／ｍｇ 犿２／ｍｇ η／％ 犇ＲＳ／％

乙醇

５．０２５０ ５．６３７０ １１２．１８

５．０２５０ ５．２８７０ １０５．２１

５．０２５０ ５．１９００ １０３．２８

５．０２５０ ５．２７４０ １０４．９６

５．０２５０ ５．３２４０ １０５．９５

３．２２ 甲醇

３．１２８０ ３．２６４０ １０４．３５

３．１２８０ ３．３３４０ １０６．５９

３．１２８０ ３．２５１０ １０３．９３

３．１２８０ ３．０２５０ ９６．７１

３．１２０８ ３．２５４０ １０４．０３

３．６３

二氯甲烷

０．６０３８ ０．６４８５ １０７．４０

０．６０３８ ０．６６８９ １１０．７８

０．６０３８ ０．６５８７ １０９．０９

０．６０３８ ０．６７８５ １１２．３７

０．６０３８ ０．６５２９ １０８．１３

１．８４ 甲苯

０．８９６３ ０．９０２５ １００．６９

０．８９６３ ０．９００３ １００．４５

０．８９６３ ０．９０３６ １００．８１

０．８９６３ ０．８９９６ １００．３７

０．８９６３ ０．９２１４ １０２．８０

１．００

２．５　小试３批样品的残留溶剂测定

根据人用药物注册技术要求，以及国际协调会（ＩＣＨ）
［１５］和《中华人民共和国药典：四部（２０２０年

版）》［１６］中甲醇的限量不超过０．３％，乙醇的限量不超过０．５％，二氯甲烷的限量不超过０．０６％，甲苯的

限量不超过０．０８９％．按照色谱条件对本品３批小试样品进行溶剂残留测定，如表４所示．从表４可知：

９９第１期　　　　　　　　杨镇伟，等：米诺膦酸原料药中４种有机残留溶剂的气相色谱法测定
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表４　小试３批样品残留溶剂测定结果

Ｔａｂ．４　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｓｉｄｕａｌｓｏｌｖｅｎｔ

ｉｎ３ｂａｔｃｈｅｓｏｆｓｍａｌｌｔｅｓｔｓａｍｐｌｅｓ

批次 ２０１９１１０１ ２０１９１２０１ ２０２００１０１

乙醇 未检出 未检出 未检出

甲醇 未检出 未检出 未检出

二氯甲烷 未检出 未检出 未检出

甲苯 未检出 未检出 未检出

３批小试样品中均未检出４种残留溶剂，表明小试３

批样品的上述溶剂残留均符合规定．

２．６　溶剂选择

为了精确检测米诺膦酸原料药中残留溶剂的含

量，需选择一种合适的溶剂，既能完全溶解米诺膦酸

又可完全溶解有机溶剂．因此，对二甲基亚砜、水、氢

氧化钠溶液、犖，犖二甲基甲酰胺等溶剂进行考察，结

果显示米诺膦酸在二甲基亚砜中几乎不溶，在水中微

溶，在氢氧化钠溶液中易溶，在犖，犖二甲基甲酰胺中溶解．然而，由于碱性溶液直接进样会污染内衬

管，容易损坏色谱柱，且米诺膦酸在犖，犖二甲基甲酰胺溶液中回收率能达到９５％以上．因此，文中选

择犖，犖二甲基甲酰胺作为溶剂进行实验．

２．７　进样方式选择

根据《中华人民共和国药典：四部（２０２０年版）》
［１６］中残留溶剂测试方法，选择直接进样法．溶液直

接进样法无需前处理过程，简单快速、精密度高，且重复性好．实验过程中测定４种有机溶剂的检测限，

乙醇、甲醇、二氯甲烷和甲苯的检测限分别为０．０２９，０．０５２，０．０５１，０．０５１ｎｇ．结果表明，该方法检测限

低，灵敏度高，因此可选择溶液直接进样法进行实验．

２．８　色谱柱选择

ＤＢ１７０１毛细管色谱柱是一款（１４％ 氰丙基苯基）甲基聚硅氧烷色谱柱，ＤＢ１３０１毛细管色谱柱

与ＤＢ１７０１毛细管色谱柱类似，是一款（６％ 氰丙基苯基）甲基聚硅氧烷色谱柱，二者均具有较低至中

（ａ）ＤＢ１７０１色谱柱

等极性；ＤＢ６２４毛细管色谱柱则是一款高惰性色谱柱，

该色谱柱可用于快速 ＧＣ／ＭＳ分析，专门为了分析挥发

性物质和残留溶剂而设计的，对活性化合物具备优良的

惰性．３种色谱柱均经过键合交联，均可使用溶剂冲洗．

采用进样混合溶液，分别考察安捷伦ＤＢ６２４，ＤＢ

１７０１，ＤＢ１３０１等３种毛细管色谱柱的分离效果，结果

如图２所示．由图２可知：采用安捷伦ＤＢ１７０１色谱柱

得到的色谱图峰型差、灵敏度低；采用ＤＢ１３０１色谱柱

得到的色谱图峰型较好，但灵敏度同样较低；采用安捷

伦ＤＢ６２４色谱柱分离得到的峰型较好，且灵敏度高、出

（ｂ）ＤＢ１３０１色谱柱　　　　　　　　　　　　　　　　（ｃ）ＤＢ６２４色谱柱

图２　不同毛细管色谱柱的ＧＣ图谱

Ｆｉｇ．２　ＧＣｓｐｅｃｔｒａｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｌｌａｒｙｃｏｌｕｍｎｓ

峰时间短、分离度好．因此，选用安捷伦ＤＢ６２４色谱柱作为实验色谱柱．

３　结束语

实验建立了米诺膦酸中乙醇、甲醇、二氯甲烷、甲苯等４种残留溶剂的含量测定方法．该方法精密
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度好、准确度高，可为米诺膦酸原料药及米诺膦酸片剂的质量控制提供参考依据．通过对３批米诺膦酸

原料药的小试样品进行残留溶剂的检测，结果表明，３批米诺膦酸原料药中均未检出乙醇、甲醇、二氯甲

烷、甲苯等４种残留溶剂，符合《中华人民共和国药典：四部（２０２０年版）》
［１６］的原料药质量要求．接下来

的研究将会测试采集到的车间生产样品，进一步考察该方法的实际可行性和适用性．
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