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【摘要】目的  建立液相色谱 - 串联质谱（LC-MS/MS）法测定枸橼酸西地那非中

磺酸酯类基因杂质 4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯。方法  色谱柱为 Agilent Poroshell 

120 EC-C18 柱（150 mm×2.1 mm，2.7 μm），柱温为 25 ℃，流动相为 0.1% 甲酸溶液 - 甲醇，

梯度洗脱，流速为 0.3 mL/min，进样量为 5 μL。采用电喷雾离子源，以多反应监测模式

进行正离子扫描，定量离子对为 m/z 259.3 → 203.1，定性离子对为 m/z 259.3 → 187.1。

结果  4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯在 4.92~196.99 ng/mL 浓度范围内线性关系良好

（r=0.999 5），平均回收率为 96.5%，RSD 为 4.2%（n=9），检测限为 0.098 ng/mL，定

量限为 0.246 ng/ mL。结论  本方法操作简便、灵敏度高、结果可靠，可用于枸橼酸西地

那非中 4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯的检测。
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【Abstract】Obiective  To establish an liquid chromatography mass spectromete 
(LC-MS/MS) method for the determination of genotoxic impurity ethyl 4-ethoxy-3-
formylbenzenesulfonate in sildenafil citrate. Methods  The separation was carried out on 
Agilent Poroshell 120 EC-C18 column (150 mm×2.1 mm, 2.7 μm) at the column temperature of 
25 ℃. The mobile phase was 0.1% formic acid solution-methanol with gradient elution, the flow 
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rate was 0.3 mL/min and the injection volume was 5 μL. The mass spectrometry was operated 
in electrospray ionization with multiplereactions monitoring mode .The quantitative ion pairs 
were m/z 259.3→203.1 and m/z 259.3→187.1. Results  Ethyl 4-ethoxy-3-formylbenzenesulfonate 
had a good linear relationship within the concentration range of 4.92-196.99 ng/mL (r=0.999  5). 
Its average recovery rate was 96.5%, and the RSD was 4.2% (n=9). The detection limit was 
0.098 ng/mL and the quantification limit was 0.246 ng/mL. Conclusion  The method is simple, 
sensitive and reliable, which can be applied to determine genotoxic impurity ethyl 4-ethoxy-3-
formylbenzenesulfonate in sildenafil citrate. 

【Keywords】Sildenafil citrate; Genotoxic impurity; Suifonate ester; Ethyl 4-ethoxy-3-
formylbenzenesulfonate; High performance liquid chromatography mass spectromete

枸橼酸西地那非是一种环磷酸鸟苷（cyclic 

guanosine monophosphate，cGMP）特异的 5 型磷

酸二酯酶（type 5 phosphodiesterase，PDE5）选择

性抑制剂，通过抑制血管平滑肌上的 PDE5，提

高局部 cGMP 水平，松弛、扩张血管平滑肌，广

泛用于勃起功能障碍和肺动脉高压的治疗 [1-2]。

基因毒性杂质是指痕量即能造成细胞 DNA

损伤、染色体断裂或重排、引起基因突变的杂

质 [3]。近年来国内药品注册审评中日益重视潜在

基因毒性杂质的评估 [4-5]。枸橼酸西地那非国家

药品标准（WS1-XG-014-2021）规定：应对枸

橼酸西地那非生产工艺进行评估，分析其产生

磺酸酯遗传毒性杂质的可能性。必要时，采用

合适的分析方法对产品进行检测，确保产品中

磺酸酯含量符合人用药品技术要求国际协调理

事 会（The International Council for Harmonisation 

of Technical Requirements for Pharmaceuticals for 

Human Use，ICH）M7 或我国药品监管部门相关

指导原则的限度要求 [6]。本品以 2- 乙氧基苯甲

醛和 4- 氨基 -1- 甲基 -3- 正丙基 -1H- 吡唑 -5-

甲酰胺（氨基物）为起始原料，经磺酰胺化、

缩合、环合、成盐等制备得到枸橼酸西地那非

（工艺路线图见图 1）。合成反应过程中用到了

乙醇，在磺酰胺化过程中可能产生副产物 4- 乙

氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯（图 2）。磺酸

酯类杂质在体内代谢后易产生较强的毒性，对

人体有较大的危害，在药物研发及生产过程中

应严格控制 [7]。

图1  枸橼酸西地那非的合成工艺路线

Figure 1. Synthetic route of sildenafil citrate

目前关于枸橼酸西地那非中磺酸酯类基因杂质

研究和检测方法未见报道。本研究建立了液相色谱 -

串联质谱（liquid chromatography mass spectromete，

LC-MSMS）法，通过多反应监测（multiple reaction 

monitoring，MRM）扫描方式，检测枸橼酸西地那

非原料中的 4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯，

该方法操作简单、灵敏度高，可为枸橼酸西地那非

及其制剂的质量控制提供依据，也可为其他药物中

西地那非                                                                                    枸橼酸西地那非

磺酸酯类杂质的痕量分析提供参考。

1 材料

1.1 主要仪器
Thermo UltiMate 3000-AB Sciex 4000 Q TRAP

液 质 联 用 色 谱 仪， 包 括 Analyst 工 作 站（ 美 国

Thermo 公司）；CPA225D 十万分之一电子天平（德

国 Sartorius 公司）。
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1.2 主要药品与试剂
4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯对照品

（广州市朗启医药科技有限责任公司，批号：

192-1-1903， 纯 度 98.99%）； 枸 橼 酸 西 地 那 非

原料（广州白云山医药集团股份有限公司白云山

化 学 制 药 厂， 批 号：JFB1611001、JFB1611002、

JFB1611003、JFB1707007、JFB1707008、

JFB1707009、JFB1806005、JFB1806006、

JFB1806007、JFB1901004，JFB1901005，

JFB1901006， 含 量 均 大 于 99.0%）；甲酸及甲醇

为色谱纯，其余试剂为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果

2.1 分析条件
2.1.1  色谱条件

色 谱 柱：Agilent Poroshell 120 EC-C18 柱

（150  mm×2.1 mm，2.7 μm）；柱温：25 ℃；流动相：

0.1% 甲酸溶液（A）- 甲醇（B），按表 1 进行梯

度洗脱；流速：0.3 mL/min；进样量：5 μL。

图3  4-乙氧基-3-甲酰基-苯磺酸乙酯的

裂解途径

Figure 3. Fragmentation paths of ethyl 

4-ethoxy-3-formylbenzenesulfonate

表1  梯度洗脱程序
Table 1. Gradient elution procedure 

时间（min） 流动相A（%） 流动相B（%）

0~3 90 10

3~15 90~5 10~95

15~18 5 95

18~18.2 5~90 95~10

18.2~25 90 10

图2  4-乙氧基-3-甲酰基-苯磺酸乙酯产生途径

Figure 2. Generation pathway of ethyl 4-ethoxy-

3-formylbenzenesulfonate

4-乙氧基-3-甲酰基苯磺酸                    4-乙氧基-3-甲酰基-苯磺酸乙酯

2.1.2  质谱条件
采用电喷雾离子源，以多反应监测模式进

行正离子扫描；喷雾电压：5 500 V；干燥气温

度：500  ℃； 雾 化 气 压 力：50 psi； 干 燥 气 压

力：50  psi；气帘气压力：40 psi；扫描时间：

80 ms。4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯的

定量离子对为 m/z 259.3 → 203.1；去簇电压：

82.0 V；碰撞能量：23.0 V；碰撞室出口电压：

10.0 V；入口电压：10.0 V。定性离子对为 m/z 

259.3 → 187.1；去簇电压：82.0 V；碰撞能量：

25.0 V；碰撞室出口电压：10.0 V；入口电压：

10.0 V。4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯的

裂解途径见图 3。

2.2 溶液的制备
2.2.1  对照品贮备液

精密称 4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯对

照品 9.95 mg，置 100 mL 量瓶中，用稀释剂溶解

并稀释至刻度，摇匀；精密量取该溶液 1.0  mL，

置 200 mL 量瓶中，用稀释剂定容至刻度，摇匀，

即得。

2.2.2  对照品溶液
精密量取对照品贮备液 1.0 mL，置 10 mL 量

瓶中，用稀释剂定容至刻度，摇匀，即得。

2.2.3  供试品溶液
取枸橼酸西地那非原料约 50 mg，精密称定，

置 10 mL 量瓶中，加 N,N- 二甲基乙酰胺 1.0 mL

使溶解，再用甲醇稀释至刻度，摇匀，即得。

2.2.4  供试品加标溶液
取枸橼酸西地那非原料约 50 mg，精密称定，

置 10 mL 量瓶中，加 N,N- 二甲基乙酰胺 1.0 mL 使

溶解，再加入 4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯线

性贮备液 1.0 mL，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即得。

2.2.5  稀释剂（空白溶剂）
N,N- 二甲基乙酰胺 ∶ 甲醇为 1 ∶ 9。

2.3 专属性试验
按“2.1”项下方法，精密量取对照品溶液、

供试品溶液、供试品加标溶液和空白溶剂，分

别进样测定，记录色谱图（图 4）。结果显示：

4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯保留时间为

13.81 min，空白溶剂不干扰待测组分测定，供试

品溶液中无其他物质干扰。
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2.4 线性考察
精密量取杂质对照品贮备液 0.1、0.2、0.5、

1.0、2.0、4.0 mL，分别置于 10 mL 量瓶中，用

稀释剂定容至刻度，摇匀，得到浓度分别为 4.92、

9.85、24.62、49.25、98.50、196.99 ng/mL 的 线

性系列标准溶液。按“2.1”项下分析条件进样

测定，记录色谱图，以浓度（X，ng/mL）为横坐

标、峰面积（Y）为纵坐标绘制标准曲线，计算

得 4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯的回归方

程 为 Y=7  842.806X+7  906.696（r=0.999 5）。 结

果表明，4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯在

4.92~196.99  ng/m 浓度范围内线性关系良好。

2.5 检测限和定量限
取 4- 乙 氧 基 -3- 甲 酰 基 - 苯 磺 酸 乙 酯 对

照品溶液逐级稀释，按“2.1”项下分析条件进

样测定，以信噪比约为 3 ∶ 1 时的浓度作为检测

限， 以 信 噪 比 为 10 ∶ 1 时 浓 度 作 为 定 量 限， 计

算 得 4- 乙 氧 基 -3- 甲 酰 基 - 苯 磺 酸 乙 酯 的 定

量限为 0.246  ng/ mL（相当于供试品溶液浓度的

0.000  005%），检测限为 0.098 ng/mL（相当于供

试品溶液浓度的 0.000 002%）

2.6 精密度试验
取定量限溶液按“2.1”项下分析条件连续进

样 6 次，计算得 4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸

乙酯峰面积的 RSD 为 2.3%（n=6），结果表明该

仪器精密度良好。

2.7 稳定性试验
取“2.2”项下对照品溶液、供试品加标溶液，

室温条件下放置，分别于 2、4、6、8、10、12 h

取样，并按“2.1”项下条件进样测定，计算得两

种溶液中 4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯峰

面积的 RSD 分别为 2.9% 和 3.2%（n=6），结果

表明两种溶液在室温条件下 12 h 内稳定性良好。

2.8 重复性试验
精 密 称 取 枸 橼 酸 西 地 那 非 原 料（ 批 号：

JFB1901004）50 mg，置 10 mL 量瓶中，加 N,N-

二 甲 基 乙 酰 胺 1.0 mL 使 溶 解， 再 加 入 4- 乙 氧

基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯对照品贮备液 1.0  mL，

加甲醇稀释至刻度，摇匀，作为 100% 限度浓度

的加标供试品溶液，平行配制 6 份，按“2.1”项

下分析条件进样测定，计算得 4- 乙氧基 -3- 甲

酰基 - 苯磺酸乙酯的平均含量为 9.8 mg/L，RSD
为 1.6%（n=6），结果表明该方法重复性良好。

2.9 回收率试验
精 密 称 取 枸 橼 酸 西 地 那 非 原 料（ 批 号：

JFB1901004）50 mg，共 9 份，分别置于 10 mL 量

瓶中，加 N,N- 二甲基乙酰胺 1.0 mL 使溶解，再

分别加入 4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯对

照品贮备液 0.5、1.0、1.5 mL，加甲醇稀释至刻度，

摇匀，每个浓度平行 3 份，分别作为低、中、高

浓度（50%、100%、150%）的回收率试验溶液。

分别取对照品溶液、供试品溶液及各浓度下回收

率试验溶液，按“2.1”项下分析条件进样测定。

结果显示 4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯的

回 收 率 在 93.7%~99.3% 范 围 内， 平 均 回 收 率 为

96.5%，RSD 为 4.2%（n=9），结果表明该方法准

确度良好。

2.10 样品测定
取 2016—2019 年期间每年 3 批共 12 批枸橼酸

西地那非原料（批号：JFB1611001、JFB1611002、

J F B 1 6 1 1 0 0 3 、 J F B 1 7 0 7 0 0 7 、 J F B 1 7 0 7 0 0 8 、

J F B 1 7 0 7 0 0 9 、 J F B 1 8 0 6 0 0 5 、 J F B 1 8 0 6 0 0 6 、

J F B 1 8 0 6 0 0 7 、 J F B 1 9 0 1 0 0 4 ， J F B 1 9 0 1 0 0 5 ，

JFB1901006），按“2.2”项下方法制备供试品溶

液和对照品溶液，并按“2.1”项下分析条件进样

测定。结果显示，12 批样品中均未检出 4- 乙氧

基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯，结果表明现有生产

工艺对 4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯的清除

能力和控制情况较好。

图4  专属性试验典型图谱

Fiure 4. Typical chromatograms of specificity test
注：A. 空白溶剂；B. 对照品溶液；C. 供试品溶液；D. 100%加标样品。
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3 讨论

3.1 杂质限度及方法选择
参 考 欧 洲 药 品 管 理 局（European Medicines 

Agency，EMA）、ICH 中毒理学关注阈值（1.5 μg/d）

作为基因毒性杂质的可接受限度 [8-9]，按枸橼酸西

地那非最大服用剂量（以西地那非计）100 mg 计

算，限度为 10 μg/g。目前文献报道的磺酸酯类的

测定方法主要有 HPLC 法、GC 法、液相色谱 - 质

谱联用（LC-MS、LC-MS/MS）法和气相色谱 - 质

谱联用（GC-MS、GC-MSMS）法 [7]。结合药物以

及目标杂质的理化性质，本研究采用 HPLC-MS/

MS 法测定枸橼酸西地那非中磺酸酯类基因杂质

4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯，与 HPLC 法

（检出限约 20 ng/mL）相比，灵敏度更高，高达

0.1 ng/ mL，适用于痕量水平的基因毒性杂质检测；

GC、GC-MS 广泛应用于易分离气体和易挥发的

成分，如烷基磺酸酯类，本研究的待测物质为芳

基磺酸酯，为难挥发性杂质，更适用于 LC-MS 或

LC-MS/MS。此外，GC-MS、GC-MSMS 法需高温，

对于不耐热的物质分析结果可能有影响。

3.2 色谱条件优化
对于流动相选择方面，由于磺酸酯采用正离子

模式检测，通常流动相选择含甲酸铵、乙酸铵、甲

酸或乙酸等，初步选择 0.01 mol/L 甲酸铵 +0.1% 甲

酸水溶液和甲醇，梯度洗脱，发现回收率较低，初

步判断为杂质出峰时间处有其他组分一同出峰，

影响了质谱电离效果，故需将杂质出峰时间与其他

组分出峰时间分开；通过更换流动相组成为 0.1%

甲酸水溶液和甲醇，梯度洗脱，以及更换长度为

150  mm 的 C18 色谱柱进行测试，回收率满足要求。

3.3 杂质控制策略
由于 12 批枸橼酸西地那非原料样品中均未检

出杂质 4- 乙氧基 -3- 甲酰基 - 苯磺酸乙酯，说明

原料现有生产工艺能够使 4- 乙氧基 -3- 甲酰基 -

苯磺酸乙酯得到有效的控制，因此 4- 乙氧基 -3-

甲酰基 - 苯磺酸乙酯不作为原料标准中日常检测项

目，但鉴于基因杂质的危害性较大，按照 ICH M7[8]

中方法 1 定期确认性检测的控制方式，在生产工艺

路线发生了调整变更时，重新进行评估及检测。
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