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枸橼酸坦度螺酮中间体中潜在基因毒性杂质1，4-二溴丁烷的控制研究
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摘 要：目的 建立枸橼酸坦度螺酮原料药中间体中潜在基因毒性杂质 1, 4-二溴丁烷的控制检测方法。方法 采用高效气相

色谱（GC）法，使用色谱柱Agilent DB-624（30 m×320 μm，1.8 μm），升温程序：初始柱温95℃，保持2 min，以20℃/min

升温至 220 ℃，保持 5 min。进样口温度 250 ℃，检测器温度 250 ℃，体积流量 3 mL/min；分流比 1∶1；进样量 1 μL。进行

专属性、线性范围、灵敏度、稳定性、重复性、回收率、耐用性方法学考察。结果 1, 4-二溴丁烷在0.109 5～1.094 8 μg/mL内峰面积与

质量浓度线性关系良好（r＝0.998 6）；检测限为0.109 5 μg/mL，定量限为 0.273 7 μg/mL，平均回收率为 116.2%，方法学考察

均符合要求。各批次样品中 1, 4-二溴丁烷的质量分数均小于 0.002 5%。结论 建立的方法专属性强、灵敏度高、测定结果准

确、操作简单，可用于枸橼酸坦度螺酮原料药中间体中1, 4-二溴丁烷的检测。
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Study on potential genotoxic impurities in tandospirone citrate intermediate
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Abstract: Objective To establish a controlled method for the detection of the potential genotoxic impurity 1, 4-dibromobutane in the

intermediate of tandospirone citrate API. Methods Agilent DB-624 (30 m × 320 μm, 1.8 μm) was used. The initial column

temperature was 95 ℃ for 2 min, and the temperature was 20 ℃/min to 220 ℃ for 5 min. The injection port temperature was

250 ℃, the detector temperature was 250 ℃, the flow rate was 3 mL/min, the split ratio was 1:1, and the injection volume was 1 μL.

Results The linear range of 1, 4-dibromobutane was 0.109 5 — 1.094 8 μg/mL (r = 0.998 6); the limit of detection was 0.1095 μg/

mL, the limit of quantification was 0.273 7 μg/mL, the average recovery (n=9) was 116.2%, and the content of 1, 4-dibromobutane in

each batch was less than 0.002 5%. Conclusion The method is specific, sensitive, accurate and simple. It can be used for the

determination of 1, 4-dibromobutane in the intermediate of tandospirone citrate.
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枸橼酸坦度螺酮是一种 5-羟色胺受体激动

剂［1］，主要用于焦虑症的治疗［2-4］。在对其合成工艺

分析研究时发现使用到了烷基化试剂 1, 4-二溴丁

烷，由于 1, 4-二溴丁烷属于潜在基因毒性杂质，需

要严格控制。参考 ICH–M7［5］、《药物遗传毒性研

究技术指导原则》［6］和《中国药典》2020年版 9306遗

传毒性杂质控制指导原则［7］相关规定，将其可接受

的限度按照最严格的要求制定为1.5 μg/d，按照枸橼

酸坦度螺酮最大日剂量 60 mg计算，1, 4-二溴丁烷

的限度为 0.002 5%，需要建立其质控方法。为保证

最终成品枸橼酸坦度螺酮的质量，将其放在枸橼酸

坦度螺酮成盐前的中间体TDM3（1S，2R，6S，7R）-4-

［4-［4-（2-嘧啶基）哌嗪）-1-基］丁基］-4-氮杂三环

［5.2.1.O2，5］葵烷-3，5二酮中进行控制。本研究建立

气相色谱（GC）法检测枸橼酸坦度螺酮中间体

TDM3中的1, 4-二溴丁烷。
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1 材料

1.1 主要仪器

高效气相色谱仪，Agilent 7890，FID检测器；十

万分之一电子天平 MS105DU（梅特勒托利多电子

天平）。

1.2 药品与主要试剂

枸橼酸坦度螺酮中间体 TDM3［致卓医药科

技（北京）有限责任公司，批号 TD170906M3-05，质

量分数 99.87%；连云港贵科药业有限公司，批号

17003180401、质量分数 99.86%，批号 17003180402、

质量分数 99.89%，批号 17003180403、质量分数

99.85%）；甲醇（赛默飞世尔科技公司，色谱级）；1，4-

二溴丁烷（批号 BH-RB01020037-170601，上海瀚鸿

科技股份有限公司，质量分数99.3%）。

2 方法与结果

2.1 色谱条件

色谱柱Agilent DB-624（30 m×320 μm，1.8 μm），

进样口温度 250 ℃，检测器温度 250 ℃，流量分流比

1∶1，体积流量 3 mL/min，进样量 1 μL；升温程序：初

始柱温 95 ℃，保持 2 min；以 20 ℃/min 升温至

220 ℃，保持5 min。

2.2 溶液的配制

2.2.1 供试品溶液的制备 取TDM3约 200 mg，精

密称定，置 10 mL量瓶中，加甲醇（超声）溶解并稀释

至刻度，摇匀。

2.2.2 对照品溶液的制备 取1，4-二溴丁烷约25 mg，

精密称定，置 25 mL量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻

度，摇匀，得贮备液；再精密量取 50 μL至 100 mL量

瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，作为 1，4-二溴丁烷

对照品溶液。

2.2.3 混合溶液的制备 取TDM3约 200 mg，精密

称定，置 10 mL量瓶中，加 1，4-二溴丁烷对照品溶液

超声溶解并稀释至刻度摇匀。

2.3 专属性试验

取甲醇、1，4-二溴丁烷对照品溶液、混合溶液按

照“2.1”项色谱条件进样检测，结果如图 1所示，1，4-

二溴丁烷的出峰时间 6.46 min，甲醇及 TDM3 均不

干扰1，4-二溴丁烷的检测。

2.4 线性关系考察

取 1，4-二溴丁烷对照品适量，加甲醇制成

0.109 5、0.273 7、0.437 9、0.547 4、0.656 9、0.821 1、

0.985 3、1.094 8 μg/mL的溶液，按照“2.1”项色谱条

件，测定其线性关系，结果显示 1，4-二溴丁烷

在 0.109 5～1.094 8 μg/mL 内线性关系良好，线性

方程为 y＝17 902.481 6 x＋573.005 5，r＝0.998 6。

2.5 灵敏度试验

取 1，4-二溴丁烷适量，加甲醇并逐级稀释至信

噪比（S/N）约为 10，得定量限溶液；加溶剂溶解并逐

级稀释至 S/N约为 3，得检出限溶液。测得 1，4-二溴

丁烷的定量限为 0.273 7 μg/mL，相当于供试品溶液

质量浓度的 0.001 4%；检出限为 0.109 5 μg/mL，相

当于供试品溶液质量浓度的0.000 5%。

2.6 稳定性试验

取 1，4-二溴丁烷对照品溶液，分别于室温条件

下 0、2、4、6、8 h不同时间段，按照“2.1”项色谱条件

进样检测，结果显示，1，4-二溴丁烷对照品溶液在室温8 h

内峰面积无明显变化（RSD为0.72%），溶液稳定性良好。

2.7 重复性试验

取 TDM3（批号 TD170906M3-05），按照“2.2.1”

图1 空白溶剂（甲醇）（A）、1，4-二溴丁烷对照品溶液（B）、

1，4-二溴丁烷与TDM3混合溶液（C）色谱图

Fig. 1 Chromatogram of solvent blank (methanol)(A), 1,4-

dibromobutane reference solution (B), and 1,4-dibromobu‐

tane and TDM3 mixed solution (C)
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项供试品溶液配制方法制备 6份样品，按照“2.1”项

色谱条件进样检测，试验结果显示，6份样品均未检

出1，4-二溴丁烷。

2.8 回收率试验

取TDM3（批号TD170906M3-05）约 200 mg，精

密称定，分别置 10 mL量瓶中（共 9份），加入 1，4-二

溴丁烷 2.5、5.0、7.5 μg/mL的溶液各制备 3份混合供

试品溶液，并用含 1，4-二溴丁烷 5 μg/mL的溶液作

为对照品溶液，按照“2.1”项色谱条件进行试验，以

外标法计算1，4-二溴丁烷的回收率。测得1，4-二溴

丁烷平均回收率（n＝9）为116.2%，RSD为4.02%。

2.9 耐用性试验

分别调整载气体积流量（3.0±0.2）mL/min、进

样口温度（250±5）℃、初始柱温（95±5）℃、检测器

温度（250±5）℃，峰面积的 RSD 分别为 3.96%、

2.08%、4.83%、5.54%，结果显示，各色谱条件的微小

调整对1，4-二溴丁烷的检出无明显影响。

2.10 样品检测

取不同批次的 TDM3 配制供试品溶液，按

照“2.1”项色谱条件进样检测，结果显示各批次

TDM3检出的 1，4-二溴丁烷均小于 0.002 5%。结果

见表1。

3 讨论

3.1 研究对象及检测方法的确定

目前只有《中国药典》2020年版收载有枸橼酸

坦度螺酮的质量标准［8］，其余各国药典并未收载其

质量标准。有关于枸橼酸坦度螺酮的杂质的研究

只局限于一般工艺杂质［9-10］，并未对其可能残留的潜

在基因毒性杂质进行研究和报道。本研究对枸橼

酸坦度螺酮的合成工艺进行分析发现其存在潜在

的基因毒性杂质 1，4-二溴丁烷，为确保枸橼酸坦度

螺酮的质量和用药安全，需要对 1，4-二溴丁烷的残

留量进行质量研究。鉴于质量源于设计，将其放在

中间体中进行过程控制较为合理。基因毒性杂质

由于其毒性相对较高，引起了国内外药物工作者的

高度重视，各药品管理机构发布了相应的指导

原则。

基因毒性杂质由于其限度相对较低，对其研究

和检测一般选用气相色谱-质谱联用仪（GC-MS）和

高效液相色谱-质谱（HPLC-MS）等技术手段进行控

制［11］。由于 GC-MS 和 HPLC-MS 使用及运行维护

成本相对较高，在国内药厂应用并不普及。因此选

择开发一个检测成本相对较低，应用较为普及的检

测方法较为实用。GC 法检测灵敏度较高，应用较

为普及，因此选择了GC法进行实验。

3.2 GC色谱条件的选择和优化

在对TDM3可能残留的1，4-二溴丁烷进行研究

时，由于 1，4-二溴丁烷的沸点相对较高，约为 197～

198 ℃，不适合选用顶空进样，宜采用直接进样。经

过条件的摸索，确定了本色谱条件，可以满足 1，4-

二溴丁烷的检测，其定量限约为供试品溶液浓度的

0.001 4%，低于限度值 0.002 5%，满足其定量和定性

检测需求。

3.3 溶剂的选择

在对TDM3进行溶解性考察时发现，选用甲醇

作为溶剂，溶解度可以达到 0.2 g/mL。可能残留的

1，4-二溴丁烷可以很好地完全溶解，且甲醇和

TDM3均不干扰 1，4-二溴丁烷的检测，因此选用甲

醇作为溶剂。

本研究建立了GC法检测枸橼酸坦度螺酮原料

中间体（TDM3）中可能残留的潜在基因毒性杂质 1，

4-二溴丁烷的检测方法，并对其进行了方法学验证，

结果显示，4个批次的 TDM3中的 1，4-二溴丁烷残

留量均低于限度 0.002 5%要求，本检测方法能满足

TDM3中 1，4-二溴丁烷的检测需求，能保证 TDM3

中的1，4-二溴丁烷的质量可控。
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