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GC-MS/MS 联合分析保护剂测定头孢西丁钠中基因毒性杂质

氨基磺酸甲酯

李发田　史文凤　方 提　马宁宁 *

斯坦德检测集团股份有限公司　青岛　266000

摘　要：目的：建立一种测定头孢西丁钠中基因毒性杂质氨基磺酸甲酯的方法。方法：采用气相色谱 - 三重四极杆串联质

谱（GC-MS/MS）技术、联合分析保护剂掩蔽活性位点。选择 L- 古洛糖酸 -γ- 内酯作为分析保护剂，封闭活性较大的

氨基磺酸甲酯在进样口、衬管、色谱柱头等活性位点的吸附，使氨基磺酸甲酯在 GC-MS/MS 上响应保持稳定；采用 DB-

624 色谱柱，程序升温；进样口温度 280℃；载气为高纯氦，流速 1.0ml/min；EI 源；离子源温度 300℃；多反应监测（MRM）

模式。结果：氨基磺酸甲酯检测限为 1.5ng/ml，定量限为 4.5ng/ml，在 4.5 ～ 30ng/ml 范围内峰面积与浓度呈良好线性关系，

相关系数 r 为 0.9994；在 7.5、15 和 30ng/ml 加标水平下，回收率在 84.8% ～ 102.1%，相对标准偏差（RSD，n=6）为 6.2%。

结论：该方法操作简便、准确度高、稳定性好、灵敏度高，L- 古洛糖酸 -γ- 内酯对氨基磺酸甲酯保护作用显著，可用于

头孢西丁钠中基因毒性杂质氨基磺酸甲酯测定。

关键词：气相色谱 - 三重四极杆串联质谱；头孢西丁钠；氨基磺酸甲酯；基因毒性杂质；分析保护剂

头孢西丁钠（Cefoxitin Sodium），是一种头孢菌素类抗

生素 [1]，对革兰阳性、阴性需氧及厌氧致病菌高度敏感 [2]，

主要用于治疗敏感菌导致的呼吸道、尿路、骨关节、皮肤和

软组织以及腹内感染等 [3]，应用前景良好。

头孢西丁钠原料药在合成过程（见图 1）[4] 中用到的氯

磺酰异氰酸酯极易水解生成氨基磺酸，可能会和第二步工艺

中残留的甲醇反应生成氨基磺酸甲酯（A）。

图 1  头孢西丁钠合成路线

A 具有磺酸酯类警示结构，为潜在基因毒性杂质，且

WHO 国际癌症研究机构致癌物质清单将结构类似的磺酸甲

酯列为 2A 类致癌物。采用 FDA 推荐的 Case Ultro 软件评估，

结果显阳性。A 作为潜在基因毒性杂质，需严格控制。

关于 A 测试方法较少有国内外文献报道，近期公开

了两篇测定 A 的中国专利，其中专利 CN116297937A[5] 采

用衍生法处理样品，用气相色谱 -ECD 检测器检测，专利

CN117169395A[6] 采用液质检测，两者均较为复杂，方法稳

定性差。本文采用 GC-MS/MS 法，使用 L- 古洛糖酸 -γ-

内酯（B）作为分析保护剂，建立一种操作简便、专属性强、

准确度高、稳定性好、灵敏度高的方法，用于检测头孢西丁

钠中基因毒性杂质 A 含量。

1 仪器与试药

1.1 仪器

Trace1300 气相色谱 -TSQ9000 三重四级杆质谱联用仪

（Thermo Fisher）。

1.2 试剂

对照品 A（重庆药物制剂工程技术研究中心，纯度

78.6%），乙腈（CNW，HPLC 级别）、B（麦克林，纯度

97%）

2 方法与结果

2.1 仪器条件

2.1.1 色谱条件

采用 DB-624（30m×0.25mm,1.4μm）色谱柱；起始温

度 50℃，保持 3 分钟，以 20℃ /min 升至 250℃，保持 1 分钟；

载气为高纯氦；进样口温度 280℃；不分流模式；柱流量 1.0ml/
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min；进样体积 1μl。

2.1.2 质谱条件

EI 源， 电 离 能 量 70eV， 传 输 线 温 度 250 ℃， 离 子

源 温 度 230 ℃，MRM 模 式， 定 性 离 子 m/z 为 81 → 65、

64 → 48，定量离子 m/z 为 80 → 64。

2.2 溶液制备

（1）分析保护剂 取 B 适量，精密称定，加水适量使溶

解，用乙腈稀释制成每 lml 中约含 20mg 的溶液。（2）对照

品贮备液 取 A 20mg，精密称定，置 100ml 量瓶中，加乙腈

溶解并稀释至刻度，摇匀；精密量取 1ml，置 20ml 量瓶中，

用乙腈稀释至刻度，摇匀。（3）对照品溶液 精密量取对照

品贮备液 1ml，置 100ml 量瓶中，用乙腈稀释至刻度，摇匀；

精密量取 1ml，置 20ml 量瓶中，用乙腈稀释至刻度，

摇匀；再精密量取 1ml，置进样小瓶中，加 40μl 分析保护剂，

混匀。（4）供试品溶液 取本品约 0.5g，精密称定，置 20ml

顶空瓶中，精密加入 5ml 乙腈，密封，涡旋 10 分钟，静置，

取上清液，滤过；精密移取 1ml 续滤液，置进样小瓶中，加

40μl 分析保护剂，混匀。（5）线性贮备液 精密量取对照

品贮备液适量，用乙腈稀释制成每 lml 中约含 A 150ng 的溶

液。（6）线性上机溶液 精密量取线性贮备液 0.9、1、2、3

和 4ml，分别置不同 20ml 量瓶中，用乙腈稀释制成每 lml 中

约含 A 4.5、7.5、15、22.5、30ng/ml 的溶液，作为线性系列

标准溶液。分别精密移取上述溶液 1ml，置不同进样小瓶中，

分别加 40μl 分析保护剂，摇匀。（7）回收率溶液 取本品

约 0.5g，精密称定，置 20ml 顶空瓶中，精密加入 5ml 浓度

分别为 7.5、15、22.5ng/ml 的线性系列标准溶液，封盖，自“涡

旋……”起，按“2.2.4”项下方法处理，即得 50%、100%

和 150% 加标供试品溶液。

2.3 专属性

取供试品溶液、对照品溶液、空白溶剂（乙腈），按“2.1”

项下条件检测。结果显示，在该条件下，乙腈对 A 检测无干扰，

供试品中其他峰不影响 A 测定，专属性良好。见图 2。

图 2  专属性色谱图

A. 空白溶液 B. 供试品溶液 C. 对照品溶液

2.4 线性与范围

取“2.2.6” 项 下 溶 液， 按“2.1” 项 下 条 件 检 测。 以

浓度为横坐标，峰面积为纵坐标计算线性回归方程为 y = 

12298.7101x - 16.4195 r=0.9994，说明 A 在 4.5 ～ 30ng/ml 浓

度范围内线性关系良好。

2.5 定量限与检测限

取“2.2.3”项下对照品溶液适量，用乙腈逐级稀释。

分别精密移取稀释后溶液 1ml，置不同进样小瓶中，分别加

入 40μl 分析保护剂，摇匀，作为定量限溶液和检测限溶

液。按“2.1”项下条件检测。以信噪比 S/N ≥ 10 作为定量

限（LOQ），信噪比 S/N ≥ 3 作为检测限（LOD）。结果所

得检测限浓度为 1.5ng/ml，定量限浓度为 4.5ng/ml。

2.6 回收率

按“2.2.7”项下方法制备加标供试品溶液，每个浓度平

行制备 3 份。按“2.1”项下条件检测，结果见表 1。供试品

本底中均未检出 A，加标回收率在 84.8% ～ 102.1%，平均

回收率 93%，RSD 为 6.2%，该方法具有较好的准确度。
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表 1  回收率试验结果

加标供试品
溶液 测得量（ng） 本底量

（ng）
加入量
（ng）

回收
率 %

平均
值 % RSD%

50%

38.38

0 37.59

102.1

93 6.2

37.14 98.8

33.01 87.8

100%

67.26

0 74.98

89.7

63.55 84.8

71.81 95.8

150%

98.21

0 112.55

87.3

104.83 93.1

105.24 93.5

2.7 重复性

按“2.2.7”项下方法平行制备 6 份 100% 加标供试品溶

液，按“2.1”项下条件检测，以外标法峰面积计算得 A 平

均含量为 0.1519μg/g，RSD 为 5.0%，该方法重复性良好。

2.8 溶液稳定性

按“2.2.3”项下方法制备对照品溶液，于 0、3.5、7.5、

15、25.5h 检测，以峰面积计算 A 的 RSD 为 8.4%，该方法

制备的对照品溶液 25.5h 内稳定。

按“2.2.7”项下方法制备 100% 加标供试品溶液，于 0、

4、11.5、17、27h 检测，以峰面积计算 A 的 RSD 为 3.3%，

该方法制备的 100% 加标供试品溶液 27h 内稳定。

3 讨论

3.1 色谱柱选择

A 在 DB-5MS 和 DB-17MS 低极性色谱柱上峰形差，拖

尾严重，峰响应随进样次数增多逐渐下降；在 DB-wax 和

DB-FFAP 强极性色谱柱上不出峰；在 DB-624 中等极性色

谱柱上，虽响应仍逐渐降低，但峰形好。因此选 DB-624 色

谱柱进一步研究。

3.2 前处理方法优化

在此前研究中，A 响应随进样次数增多逐渐降低，直至

再无响应，无论更换何种色谱柱和溶剂，仍未改善。推测因

A 在进样过程中被吸附所致。这就不得不引入农药中常用到

的基质效应概念。Erney 等 [7] 在农药检测研究时提出基质效

应，指出极性农药可能在活性位点被吸附。活性位点可能来

自玻璃衬管表面硅醇基或金属离子，或前一次进样残留在进

样口和色谱柱中难挥发物或基质组分的热分解。基质效应敏

感的典型农药大多具有极性和（或）能形成强氢键作用的酸

性和（或）碱性化合物，一般带有磷酸基、羟基、氨基、咪

唑基、苯并咪唑基、氨基甲酸酯基和脲基官能团 [8]。从结构

特征看，A 也极具活性，因此可能在活性位点被吸附。但以

上基质效应，是样品基质通过衬管和色谱柱时，掩蔽了活性

位点，减少了对目标物的吸附，产生基质诱导增强效应 [9]。

而在本实验中，头孢西丁钠样品基质加标和对照品在进样过

程中，响应均逐渐降低，说明头孢西丁钠样品基质对 A 无

基质诱导增强效应，两者响应逐渐降低均可能由于活性位点

对 A 的吸附，因此需对样品和对照品同法处理，以掩蔽进

样体系中活性位点，达到对样品和对照品中 A 的保护。

目前，分析保护剂已成为消除基质效应热点之一 [10]。

在活性位点上，分析保护剂和农药竞争吸附，减少了由于吸

附和降解导致的热不稳定农药的损失，增强纯溶剂中农药响

应，实现与基质中相同的响应水平 [11]。常用分析保护剂中，

山梨糖醇可用于低挥发性农药，B 可用于半挥发性农药，3-

乙氧基 -1,2- 丙二醇可用于挥发性农药 [12]。

借鉴以上分析保护剂概念，评估本实验中所需分析保

护剂种类。A 沸点 200℃左右，属于半挥发性物质，因此使

用 B 最佳。重新调整供试品溶液和对照品制备方式，在进

样前溶液中加入 B（2.2.1）溶液，成功解决用 GC-MS/MS 法

测定头孢西丁钠中 A 时响应逐渐降低问题，使 A 被准确测定。

结论：本研究建立 GC-MS/MS 法测定头孢西丁钠中基

因毒性杂质 A，通过使用分析保护剂 B，掩蔽进样系统中活

性位点，避免 A 被活性位点吸附，保证 A 在 GC-MS/MS 上

响应稳定性。方法验证结果表明，该方法操作简便、专属性

强、准确度高、耐受性好、灵敏度高，B 对 A 保护作用显著，

可用于头孢西丁钠中基因毒性杂质 A 测定。
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