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盐酸托莫西汀中 S 2异构体杂质含量的
柱前衍生高效液相色谱法测定
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摘 　要 : 以 2, 3, 4, 62四 2O2乙酰基 2β2D 2葡萄糖异硫氰酸酯 ( GITC)为柱前手性衍生化试剂 , 建立了柱前衍生化

反相高效液相色谱 (RP2HPLC )法测定盐酸托莫西汀中 S2异构体杂质的方法。考察了碱化与衍生化试剂的浓

度及反应时间对衍生化产率的影响 , 以及流动相组成对柱效、分离度、保留时间的影响 , 并讨论了结构因素

对手性衍生和分离的影响。采用 Agilent Zorbax SB2C18 (250 mm ×416 mm, 5μm )色谱柱 , 以乙腈 - 四氢呋

喃 -水 (体积比为 41 ∶14 ∶45)为流动相 , 流速 110 mL /m in; 检测波长 254 nm, 柱温 35 ℃。在优化实验条

件下 , 盐酸托莫西汀与 S2异构体的分离度 R > 115; S 2异构体的检出限为 0115 mg/L, 在 015～8 mg/L范围内

线性良好 ; 精密度 RSD为 118% ; 按标准加入法计算 , 加标回收率为 92%～99% ; 按外标法计算 , 加标回收

率为 94%～102%。该方法简便、可靠 , 可作为盐酸托莫西汀原料药中 S2异构体杂质限量的质控方法。
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Determ ination of S 2isomer Impurity in A tomoxetine Hydrochloride by

Pre2column Derivatization H igh Performance L iquid Chromatography

ZHANG Xiao2yan, B I Kai2shun, SU Dan, L IU Zhong2bo, J IANG L ing2yan, CHEN Xiao2hui
( School of Pharmacy, Shenyang Pharmaceutical University, Shenyang　110016, China)

Ab s trac t: A p re2column derivatization high performance liquid chromatographic (HPLC) method for

the determ ination of S 2isomer impurity of atomoxetine hydrochloride was developed by using 2, 3, 4, 62
tetra2O2acetyl2β2D 2glucopyranosyl isothiocyanate ( GITC) as derivative reagent. Effects of GITC con2
centration and reaction time on derivative reaction and influences of types and concentrations of organ2
ic modifier on chiral separation were investigated. The effects of structural factors on chiral derivatiza2
tion and separation efficiency were discussed. The separation of two isomerswas performed on a Zorb2
ax SB2C1 8 (250 mm ×416 mm , 5μm ) column using acetonitrile - tetrahydrofuran - water ( 41 ∶

14 ∶45, by volume) as mobile phase with a flow rate of 110 mL /m in. The column temperature was

maintained with 35 ℃ and the detection wavelength was set at 254 nm. Under the op timal condi2
tions, the resolution of atomoxetine hydrochloride and its S 2isomer was greater than 115. The linear

range of S 2isomer was 015 - 8 mg/L with a lim it of detection (LOD ) of 0115 mg/L. The relative

standard deviation (RSD ) was 118%. The sp iked recoveries of the S 2isomer obtained from the gener2
al external standard method and the standard addition method were in the range of 94% - 102% and

92% - 99% , respectively. The results showed that the established HPLC method was reliable and

simp le, and could be used for the quality control of active pharmaceutical ingredient.
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盐酸托莫西汀 (A tomoxetine hydrochloride, R 2)是一种高度选择性去甲肾上腺素重摄取抑制剂 , 临

床用于治疗注意缺陷障碍伴多动症 (ADHD ) [ 1 ]
, 主要用于儿童及青少年多动症的治疗 [ 2 - 3 ]。临床批准

使用的是盐酸托莫西汀的 R构型 , 由于手性药物在合成过程中可能引入 S 2异构体杂质 , 按照 《手性药
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图 1　盐酸托莫西汀 (A)及其 S2异构体 (B)

的分子结构式
Fig11　Molecular structures of atomoxetine

hydrochloride (A) and its S 2isomer(B)

物质量控制研究技术指导原则 》[ 4 ]
, 手性药物的 S 2异构

体杂质需要限量检测 , 故采用手性分离方法检测合成产

品中 S 2异构体含量 [ 5 - 6 ]。已有采用 Chiralcel OD2H手性

固定相检测盐酸托莫西汀中 S 2异构体 (结构式见图 1)的

报道 [ 7 - 8 ]
, 但手性固定相制备成本高 , 手性柱使用寿命

短 , 通用性差 [ 4 ]。柱前衍生化是对手性药物分离的间接

方法 [ 9 - 15 ] , 具有成本低、重复性好等优点。本文首次建

立了柱前衍生 RP2HPLC法分离盐酸托莫西汀的两个光

学异构体并检测其中 S 2异构体杂质含量的方法 , 该方法

分离效果好、简便、快速、重复性好 , 样品溶液稳定。

1　实验方法

111　仪器与试剂

LC210AT型高效液相色谱仪 , SPD210A型紫外可见光检测器 , Class2VP色谱工作站 (日本 Shimadzu

公司 ) ; Agilent Zorbax SB 2C18 (250 mm ×416 mm, 5μm, 美国 Agilent公司 )。乙腈 (色谱纯 , 山东禹王

集团 ) ; 四氢呋喃 (色谱纯 , 天津市科密欧化学试剂有限公司 ) ; 三乙胺 ( TEA , 分析纯 , 天津市大茂化

学试剂厂 ) ; 盐酸托莫西汀 (R 2, 纯度 9914% )及其 S 2异构体 (纯度 9918% ) , 均购自北京艾斯克医药技

术开发有限公司 ; 2, 3, 4, 62四 2O2乙酰基 2β2D 2葡萄糖异硫氰酸酯 ( GITC, 美国 Sigma公司 )。

112　色谱条件

色谱柱 : Agilent Zorbax SB 2C18 ; 流动相 : 乙腈 -四氢呋喃 - 水 (体积比为 41 ∶14 ∶45) ; 流速 110

mL /m in; 检测波长 254 nm; 柱温 : 35 ℃; 进样量 10μL。

113　溶液制备

11311　盐酸托莫西汀供试溶液 　精密称取盐酸托莫西汀 25 mg, 置 50 mL容量瓶中 , 加乙腈溶解并定

容 , 得到 50010 mg/L的储备液。再将该储备液用乙腈稀释成 10010 mg/L的供试溶液。

11312　S 2异构体对照溶液 　精密称取 S 2异构体 5 mg, 置 50 mL容量瓶中 , 加乙腈溶解并定容 , 得到

10010 mg/L的 S 2异构体储备液。再将该储备液用乙腈稀释成 1010 mg/L的对照液。

11313　盐酸托莫西汀与 S 2异构体混合溶液 　取盐酸托莫西汀储备液及 S 2异构体储备液适量 , 加乙腈

制成配比分别为 1 ∶1 (质量浓度均为 3010 mg/L )及 100 ∶1 (质量浓度分别为 10010 mg/L和 110 mg/L)

的盐酸托莫西汀和 S 2异构体混合溶液。

11314　衍生化溶液 　精密称取 GITC 2 mg, 置 10 mL容量瓶中 , 加乙腈溶解并定容 , 作为 GITC衍生

化试剂 (015 mmol/L)。

114　衍生化条件

精密吸取 100μL质量浓度均为 30 mg/L的盐酸托莫西汀和 S 2异构体混合溶液置于 115 mL具塞反

应瓶中 , 加入 100μL 015 mmol/L GITC溶液 , 并加入 100μL 10 mmol/L三乙胺的乙腈溶液 , 盖紧瓶

塞 , 涡旋混合 1 m in, 室温放置反应 15 m in后进样。

2　结果与讨论

211　衍生化条件的影响

21111　三乙胺的浓度对衍生化反应的影响 　盐酸托莫西汀及其 S 2异构体均以盐酸盐形式存在 , 与

GITC的衍生化反应属于亲核反应 , 化合物的盐酸盐与 GITC无法直接进行反应 , 故需在碱性条件下反

应 , 此时胺上的 N孤对电子以游离形式存在 , 有利于亲核反应的进行。实验采用三乙胺 ( TEA )为碱化

试剂 , 用以中和盐酸并为衍生化反应提供碱性环境 , 考察 TEA浓度在 110～50 mmol/L范围时对衍生化

反应的影响。结果表明 , 随着 TEA浓度的增大 , 反应产物的峰面积逐渐增大 , 当 TEA的浓度大于 10

mmol/L后反应产物几乎保持不变。继续增大 TEA浓度 , 出现杂质峰 , 而衍生试剂 GITC的峰面积逐渐

变小。因此实验选择 TEA的最佳浓度为 10 mmol/L。
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21112　G ITC的浓度、反应时间对衍生化的影响 　GITC是一种非常活泼的异硫氰酸酯类衍生化试剂 ,

在室温下即可与反应化合物脂肪侧链上的 —NH—进行 1 ∶1的化学反应 , 得到稳定的非对映异构的硫

脲衍生物 (反应式见图 2)。实验考察了 GITC的浓度在 0110～215 mmol/L范围时对衍生化反应的影响。

GITC浓度过低时 , 衍生化反应不完全 , GITC的浓度为 015 mmol/L (反应比例 1 ∶215)时衍生化产物峰

面积达到最大 , 继续增大 GITC浓度 , 衍生化产物的峰面积不再增加 , 故选定 GITC的最佳浓度为 015

mmol/L。

GITC与盐酸托莫西汀在室温下迅速反应 , 当反应时间达 15 m in时 , 衍生化产物的峰面积达到最

大 , 继续延长反应时间 , 衍生化产物的峰面积不再增加。故选定反应时间为 15 m in。

图 2　盐酸托莫西汀与 GITC的衍生化反应
Fig12　Derivatization reaction of atomoxetine hydrochloride and GITC

212　GITC结构对衍生化反应的影响

GITC结构中反应基团异硫氰基与空间位阻较大的全乙酰化β2D 2葡萄糖基直接相连 , 与底物的空间

位阻作用对衍生化反应有显著影响。盐酸托莫西汀结构中氨基与苯环之间隔 3个碳原子 , 与 GITC的空

间位阻作用小 , 可以顺利发生衍生化反应 , 得到非对映异构体衍生物。GITC结构中的全乙酰化β2D 2葡
萄糖基具有刚性及亲脂性强的特点 , 在选定的色谱条件下 , GITC的大分子结构在色谱分离中起主要

作用。

213　色谱条件的优化

分别考察了乙腈和四氢呋喃作调节剂对分离效果的影响。流动相系统为乙腈 -水时 , 分析 50 m in,

两光学异构体仍未达到基线分离。当加入三乙胺和三氟乙酸 , 或用磷酸二氢钾和磷酸二氢铵等缓冲盐

调节 pH时 , 分离度改善不明显。当加入四氢呋喃 , 并调整比例为乙腈 - 四氢呋喃 - 水 (体积比 41 ∶

14 ∶45)时 , 分离度达 117, 两光学异构体得到理想分离。主要是因为四氢呋喃的洗脱能力极强 , 能显

著减少两化合物的保留时间 , 随着四氢呋喃的比例增加 , 流动相洗脱能力增加 , 扩散作用降低 , 色谱

峰变窄 , 分离度增加。

214　方法学验证

21411　系统适用性实验 　取盐酸托莫西汀、S 2异构体对照溶液及 “11313”制备的 1 ∶1 ( R , S )和

100 ∶1 (R , S )的混合溶液 , 分别按 “114”条件衍生化后 , 按 “112”色谱条件分析。两光学异构体

的分离度为 117, 拖尾因子为 1102, 色谱柱理论塔板数按 S 2异构体计不低于 10 000, 盐酸托莫西汀与

S 2异构体的保留时间分别为 20178、22106 m in, 色谱图见图 3。

21412　线性关系考察 　外标法 : 精密吸取 10 mg/L的 S 2异构体对照液 015、1、2、4、8 mL分别置于

10 mL量瓶中 , 用乙腈定容 , 制成 015、1、2、4、8 mg/L的标准系列溶液 , 按 “114”条件衍生化后 ,

以 “112”色谱条件分析。标准加入法 : 精密吸取 S 2异构体对照液 015、1、2、4、8 mL分别置于 10

mL量瓶中 , 每份加入盐酸托莫西汀储备液 2 mL, 加乙腈定容 , 制成盐酸托莫西汀为 10010 mg/L , S 2
异构体分别为 015、1、2、4、8 mg/L的标准系列溶液 , 按 “114”条件衍生化后 , 以 “112”色谱条

件分析。

以质量浓度 (X , mg /L)对峰面积 ( Y)作线性回归 , S 2异构体在 015～8 mg/L范围内呈良好线性关
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系。外标法回归方程为 Y = 3 68516X + 564191, r =

01999 9; 标准加入法回归方程为 Y = 3 64214X +

4 34419, r = 01999 8。由曲线的斜率可知 , 两条标

准曲线近似平行 , 说明盐酸托莫西汀的存在对微量

S 2异构体的测定影响不大。

21413　检出限 　取质量浓度均为 30 mg/L的盐酸

托莫西汀及 S 2异构体混合溶液的衍生产物 , 用乙腈

逐步稀释 , 衍生化后 , 按 “112”色谱条件分析 ,

测得盐酸托莫西汀及 S 2异构体的检出限 ( S /N = 3)

均为 0115 mg/L。

21414　精密度实验 　取 10010 mg/L盐酸托莫西汀

和 110 mg/L S 2异构体混合液 , 衍生化后 , 按

“112”色谱条件重复测定 6次 , 测得 S 2异构体衍生

产物峰面积的 RSD为 118%。

21415　重复性实验 　取 10010 mg/L盐酸托莫西汀

和 110 mg/L S 2异构体混合液 6份 , 分别衍生化后 ,

按 “112”色谱条件分析 , 测得 S 2异构体衍生产物

峰面积的 RSD为 215%。

图 3　盐酸托莫西汀及其 S2异构体衍生产物的
色谱图

Fig13　HPLC chromatogram s of atomoxetine hydro2
chloride and its diastereoisomer after derivatization
A. 3010 mg/L atomoxetine hydrochloride - 3010 mg/L

S 2isomer; B. 3010 mg/L atomoxetine hydrochloride;

C. 3010 mg/L S2isomer; D. 10010 mg/L atomoxetine

hydrochloride - 110 mg/L S 2isomer

21416　稳定性实验 　取 10010 mg/L盐酸托莫西汀

和 110 mg/L S 2异构体混合液 , 衍生化后 , 分别于

0、2、4、6、12、24 h测定 , 考察 S 2异构体衍生产

物峰面积的变化情况。测得峰面积 RSD为 218% ,

表明测定溶液室温放置 24 h稳定。

21417　回收率实验 　取适量盐酸托莫西汀储备液

9份 , 分别加入不同量的 S 2异构体溶液 , 用乙腈稀

释 , 制成盐酸托莫西汀的质量浓度为 10010 mg/L ,

S 2异构体质量浓度分别约为 015、110、210 mg/L

的测定液 , 每个质量浓度平行 3份 , 衍生化后 , 每

份重复进样 2次 , 取平均峰面积计算。根据测得值

和理论值分别计算标准加入法和外标法回收率 , 结

果见表 1, RSD均不高于 310%。

表 1　S 2异构体的回收率与相对标准偏差 ( n = 3)

Table 1　Recoveries and RSD s of S2op tical isomer( n = 3)

Added

ρA / (mg·L - 1 )

Standard addition method
Found

ρF / (mg·L - 1 )
Recovery

R /%

RSD

sr /%

External standard method
Found

ρF / (mg·L - 1 )
Recovery

R /%

RSD

sr /%

01491 01452 92 310 01459 94 219

11022 11012 99 116 01991 97 117

11979 11959 99 0155 21019 102 019

21418　S 2异构体的浓度校正因子 　精密移取 “113”制备的混合溶液适量 , 加乙腈稀释成 1010 mg/L

的混合溶液 , 再逐步稀释成 8、4、2、1、015 mg/L , 按 “114”条件操作 , 进样 , 记录色谱图。根据

不同浓度下盐酸托莫西汀和 S 2异构体衍生产物所得色谱峰面积 , 按式 F = (A样 /A异 ) · ( c异 / c样 )计算 S 2
异构体的浓度校正因子 ( F) , 用于校正两个化合物与检测器响应的差异。测得该 S 2异构体的浓度校正

因子 F = 0199 ±0104, RSD为 410%。

215　盐酸托莫西汀原料药中 S 2异构体杂质的检测

精密称取 3个批号的盐酸托莫西汀原料药各 5 mg, 置 50 mL容量瓶中 , 加乙腈溶解并定容 , 得供
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试溶液。取上述供试溶液稀释 100倍作为对照溶液。取对照溶液 10μL进样 , 调节仪器灵敏度 , 使主

成分峰高约为满量程的 20%。精密量取供试品溶液和对照溶液各 10μL, 按 “114”方法进行衍生化反

应 , 取 10μL进行测定 , 峰面积乘以浓度校正因子 F , 与对照溶液比较 , 不得大于对照溶液主成分峰

面积 (小于 110% )。结果表明 , 3批样品中 S 2异构体含量均小于 110% , 符合药典中有关物质的杂质限

量 (110% )要求。

3　结 　论

本文通过对衍生化条件和色谱条件进行优化 , 首次建立了盐酸托莫西汀中 S 2异构体杂质限量的

GITC柱前衍生化 RP2HPLC测定法 , 该方法简单易行 , 重复性好 , 灵敏度高 , 且比手性固定相法经济 ,

适用于盐酸托莫西汀中 S 2异构体杂质限量的检测。
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