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离子色谱-质谱联用法测定枸橼酸西地那非中
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摘 要：建立了枸橼酸西地那非原料药中N-甲基哌嗪残留的离子色谱-质谱联用分析方法。样品中N-甲基哌

嗪采用流动相超声提取，样品溶液经Cleanert IC-RP 固相萃取小柱净化后，进行离子色谱-质谱分析。N-甲基

哌嗪采用加热电喷雾离子源，正离子和选择离子模式下检测，外标法定量。结果表明，N-甲基哌嗪在 1. 0~
100 μg/L 范围内与峰面积呈良好线性关系，相关系数（r2）为 0. 999 4。方法检出限为 0. 30 μg/g，定量下限为

1. 0 μg/g。4个加标水平的回收率为 88. 6%~103%，相对标准偏差为 0. 62%~4. 9%。该方法灵敏度高、快速准

确，适用于枸橼酸西地那非原料药中N-甲基哌嗪残留的测定和确证。
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Determination of N-methylpiperazine Residue in Sildenafil Citrate by 
Ion Chromatography-Mass Spectrometry
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Abstract： An ion chromatography-mass spectrometry（IC-MS） method for the determination of N-
methylpiperazine residue in sildenafil citrate（SC） active pharmaceutical ingredient（API） was devel⁃
oped.  The N-methylpiperazine in samples was extracted by sonication with the eluent，then purified 
with a Cleanert IC-RP cartridge， and determined by IC-MS.  The confirmation was achieved with 
heated electrospray ionization（HESI） in positive ion mode and selective ion monitoring（SIM） mode，
and quantified by the calibration curve method.  Good linear relationship between peak area and con⁃
centration of N-methylpiperazine within the range of 1. 0-100 μg/L was found with a correlation coeffi⁃
cient（r2） of 0. 999 4.  The limit of detection of the method（MLOD） and limit of quantitation of the 
method（MLOQ） for N-methylpiperazine were 0. 30 μg/g and 1. 0 μg/g，respectively.  The average re⁃
coveries at spiked levels of 0. 020，0. 10，0. 20，0. 50 μg ranged from 88. 6% to 103%，with rela⁃
tive standard deviations（RSDs，n=3） of 0. 62%-4. 9%.  The established method demonstrated to be 
good sensitivity and high accuracy，which could be used for the determination and confirmation of N-
methylpiperazine in SC API.
Key words： ion chromatography-mass spectrometry（IC-MS）；sildenafil citrate；N-methylpipera⁃
zine；residue
枸橼酸西地那非（Sildenafil citrate） 化学名为 1-｛［3-（6，7-二氢-1-甲基-7-氧-3-丙基-1H-吡唑并［4，

3-d］嘧啶-5-基）-4-乙氧苯基］磺酰｝-4-甲基哌嗪枸橼酸盐（化学结构式如图 1A所示）［1］，是一种特异性环

膦酸鸟苷（cGMP）磷酸二酯酶 5型（PDE5）抑制剂，被广泛用于治疗性功能障碍和肺动脉高血压［2-4］。N-

甲基哌嗪（化学结构式见图 1B）是一种有机合成、制药等的中间体，在制药上用作西地那非、甲哌利霉

素、氧氟沙星、氯氮平等的中间体［5-6］。由于N-甲基哌嗪具有一定的毒性，为了保障药品质量和用药安

全，需对枸橼酸西地那非原料药中N-甲基哌嗪残留进行测定。
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近年来，离子色谱-质谱联用技术以其在分析离子

型和强极性有机化合物方面的优势，成为反相液相色

谱-质谱联用法的重要补充，在生命科学、环境分析、

药物分析等领域均有应用［7-11］。N-甲基哌嗪极易溶于水，

无紫外吸收，文献中关于N-甲基哌嗪的检测方法主要有

气相色谱法［12-14］、气相色谱-质谱法［15］、离子色谱法［15］

等。目前，关于枸橼酸西地那非含量［16-20］及有关物

质［16-17］的测定已有较多文献报道，但采用离子色谱-质谱

联用测定枸橼酸西地那非原料药中N-甲基哌嗪含量的方

法尚未见报道。本文以 20 mmol/L 甲基磺酸水溶液提取枸橼酸西地那非原料药中的 N-甲基哌嗪，经

Cleanert IC-RP固相萃取小柱净化后，采用离子色谱-质谱测定，建立了枸橼酸西地那非原料药中N-甲

基哌嗪残留的离子色谱-质谱分析方法。该方法简便准确、灵敏度高、重复性好，对枸橼酸西地那非

原料药的质量评价具有积极意义。

1 实验部分 
1. 1　仪器与试剂　

Dionex ICS-5000+离子色谱- Q Exactive Focus Orbitrap高分辨质谱联用仪（美国Thermo Fisher公司）。

离子色谱部分主要包括高压泵、淋洗液在线发生器EGC 500 KOH、AS-AP自动进样器、色谱柱、抑制

器、电导检测器及 2个AXP辅助泵。百万分之一天平（瑞士Mettler Toledo公司）；5510E-DTH型超声波

清洗仪（美国Branson超声有限公司）；Millipore Advantage A10超纯水机（美国Millipore公司）。

甲基磺酸、N-甲基哌嗪对照品（99%，ACROS ORGANICS）；实验用水均为超纯水（≤18. 2MΩ·cm，

由Advantage A10超纯水机生产）；甲醇（色谱纯，赛默飞世尔科技（中国）有限公司）；甲酸（98%，北京

百灵威科技有限公司）；Cleanert IC-RP固相萃取小柱（1cc，北京艾杰尔科技有限公司）。枸橼酸西地那

非原料药：批号为4002、1001、1003、1004、1005，由某药厂提供。

1. 2　样品前处理　
称取样品 10~10. 5 mg（精确至 0. 001 mg），置于 10 mL容量瓶中，加入适量流动相后，超声 20 min

溶解，以流动相定容至刻度。Cleanert IC-RP 固相萃取小柱分别经 5 mL甲醇、10 mL水活化，静置 10 
min后，取样品溶液上样，弃去前3 mL溶液，取后面1 mL溶液，待测定。

1. 3　对照品储备液与中间储备液　
准确称取 17. 8 mg N-甲基哌嗪对照品，置于 10 mL棕色容量瓶，用水定容至刻度，得到质量浓度

为 1 762 mg/L 的N-甲基哌嗪对照品储备液。准确移取 1 135 μL对照品储备液至 100 mL棕色容量瓶，用

水定容至刻度，得到质量浓度为20. 0 mg/L的N-甲基哌嗪中间储备液。

1. 4　色谱条件　
采用Dionex IonPac CS17（2 mm × 250 mm） 分析柱以及相应的Dionex IonPac CG17（2 mm × 50 mm） 保

护柱，淋洗液为 20 mmol/L 甲基磺酸，流速 0. 25 mL/min，柱温 30 ℃，进样体积 5 μL。电导检测池温度

为 35 ℃，抑制器采用外加水模式，抑制电流为 15 mA，外加水由 AXP 辅助泵输送，流速为 0. 5 mL/
min。第二个AXP辅助泵以 0. 10 mL/min的流速输送甲醇，通过一个T型三通与经电导检测器后的流动

相混合后进入质谱以提高离子化效率。

1. 5　质谱条件　
采用加热电喷雾离子源，鞘气 40 arb，辅助气 10 arb，喷雾电压 3. 5 kV，毛细传输管温度 320 ℃，

辅气加热温度 300 ℃，S-lens RF level 50，质谱采用正离子检测、选择离子监测 SIM 模式，分辨率为

35 000，隔离窗口为 3. 0 m/z，N-甲基哌嗪加氢正离子精确分子量［M+H］+为 101. 107 32。数据的采集和

处理采用Thermo Scientific Xcalibur 软件。

图1　枸橼酸西地那非（A）和N-甲基哌嗪（B）的化学
结构式

Fig. 1　Structures of sildenafil citrate（A） and 
N-methylpiperazine（B）
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2 结果与讨论 
2. 1　色谱条件的选择　

N-甲基哌嗪具有良好水溶性，在酸性水溶液中为正离子。IonPac CS17是具有羧酸功能基的中等容

量阳离子交换柱，它同时具有阳离子交换和反相性质，采用酸性流动相，无需添加有机溶剂即可用于

分析疏水性或多价胺、碱金属、碱土金属和铵根离子。以流速为 0. 25 mL/min，比较了分别以 10、18、
20 mmol/L 甲基磺酸水溶液作流动相的分离效果。结果显示，以 10、18 mmol/L甲基磺酸水溶液作流动

相时，N-甲基哌嗪的峰展宽。最后确定以 20 mmol/L 甲基磺酸水溶液作流动相，在该条件下，N-甲基

哌嗪的保留时间为3. 83 min，峰形较好。图2为100 μg/L N-甲基哌嗪对照品溶液的色谱图及质谱图。

2. 2　辅助溶剂的选择与流速优化　
为提高质谱离子化效率，考察了在抑制电导后的流动相中添加辅助溶剂再进入离子源的分离效果。

考虑到N-甲基哌嗪在酸性溶液中易转变成带正电荷的N-甲基哌嗪离子，分别以含 0. 05%甲酸的甲醇及

甲醇做辅助溶剂，考察了 AXP辅助泵流速为 0. 01、0. 05、0. 10、0. 15 mL/min时 100 μg/L N-甲基哌嗪

对照品溶液的信号强度，每个条件做 3个平行。从图 3A可以看出，N-甲基哌嗪在含 0. 05 %甲酸的甲醇

溶液辅助雾化下，信号强度随流速增大而减少，表明含 0. 05 %甲酸的甲醇溶液对N-甲基哌嗪离子化有

抑制作用，流速越大，抑制效果越明显。从图 3B可以看出，N-甲基哌嗪在甲醇辅助雾化下，信号强度

随流速增大而增大，表明甲醇能提高N-甲基哌嗪的离子化效率。N-甲基哌嗪在流速 0. 15 mL/min时的

信号强度比0. 10 mL/min时稍有增加，但稳定性（RSD：3. 9 %）不如0. 10 mL/min（RSD：0. 5 %）。综合考

虑信号强度和稳定性，实验选择以辅助泵流速为0. 10 mL/min的甲醇做辅助溶剂。

2. 3　样品前处理方法的优化　
枸橼酸西地那非具有苯环结构，与阳离子交换柱CS17填料中的苯乙烯-二乙烯基苯聚合物填料具

有较强的作用力［21］，在色谱柱上保留较强。RP固相萃取小柱为聚合物基质，可有效去除具有苯环结构

的疏水性化合物，有利于减少质谱基质效应。本实验选择Cleanert IC-RP固相萃取小柱净化样品溶液。

图2　N-甲基哌嗪的色谱图（A）及一级质谱图（B）
Fig. 2　Chromatogram（A） and mass spectrum（B） of N-methylpiperazine

图3　N-甲基哌嗪在添加不同辅助溶剂时的信号强度对比
Fig. 3　Comparison of intensities of N-methylpiperazine after adding different makeup solvents

A：methanol in 0. 05% formic acid；B：methanol
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分别使用水和流动相配制 2. 00 、50. 0 μg/L N-甲基哌嗪溶液，考察其经Cleanert IC-RP固相萃取小柱净

化后的回收率。结果显示用水配制的2. 00、50. 0 μg/L N-甲基哌嗪溶液，过 IC-RP固相萃取小柱后，其

回收率分别为 17. 9%、1. 14%，推测 IC-RP 固相萃取小柱对 N-甲基哌嗪有吸附作用。在酸性溶液中，

N-甲基哌嗪转变成带正电荷的 N-甲基哌嗪离子，用流动相配制的 2. 00、50. 0 μg/L N-甲基哌嗪溶液，

过 IC-RP 固相萃取小柱后，其回收率分别为 102%、96. 2%。因此在 N-甲基哌嗪样品溶液的制备过程

中，溶液经流动相超声提取后，可采用 Cleanert IC-RP 固相萃取小柱去除其中的西地那非后，再进样

分析。

2. 4　方法学验证　
2. 4. 1　线性范围、检出限及定量下限　分别准确移取适量对照品中间储备液配制系列对照品溶液：

1. 0、2. 0、5. 0、10、20、50、100 μg/L。在优化条件下进样分析。以峰面积为纵坐标，对照品溶液的

质量浓度为横坐标绘制标准曲线。结果表明，N-甲基哌嗪对照品溶液在 1. 0~100 μg/L范围内，响应峰

面积与质量浓度呈良好的线性关系：Y＝1. 335×107 X+6. 939×106，相关系数（r2）为0. 999 4。
按信噪比 S/N≥3计算，N-甲基哌嗪的检出限为 0. 30 μg/L；按信噪比 S/N≥10计算，N-甲基哌嗪的定

量下限为1. 0 μg/L。对应方法检出限和定量下限分别为0. 30、1. 0 μg/g。
2. 4. 2　准确度与精密度　对 20. 0 μg/L N-甲基哌嗪对照品溶液连续进样 6次，峰面积的RSD为 1. 6%。

取批号为 4002的样品，按“1. 2”方法分别制备含N-甲基哌嗪质量浓度为 2. 0、10、20、50 μg/L的样

品溶液，相当于含N-甲基哌嗪 0. 020、0. 10、0. 20、0. 50 μg，每个水平做 3个平行。按本方法进行测

定，标准曲线法定量。结果表明，N-甲基哌嗪在枸橼酸西地那非原料药中 4个加标水平下的平均回收

率为88. 6%~103%，RSD为0. 62%~4. 9%（见表1）。

2. 5　实际样品检测　
应用所建立的方法对批号为 4002、1001、1003、1004、1005的枸橼酸西地那非原料药进行检测，

结果显示，5批样品均检出N-甲基哌嗪，其含量均低于方法定量下限（< 1. 0 μg/g）。

3 结 论 
本文建立了离子色谱-质谱联用法测定枸橼酸西地那非原料药中N-甲基哌嗪残留的分析方法。该

方法操作简便、灵敏度高、重复性好，能够快速准确地检测枸橼酸西地那非原料药中的N-甲基哌嗪含

量，对使用 N-甲基哌嗪作为中间体的其他原料药中 N-甲基哌嗪含量测定及方法开发具有重要参考

意义。
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