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柱前衍生化 HPLC 法测定 1 种酰氯类化合物

尹秀娥 1，陈阳 2，董乔 2，张嘉月 1，侯德粉 1

（1. 沈阳沈化院测试技术有限公司，沈阳 110021；2. 辽宁远大诺康生物制药有限公司，沈阳 110171）

摘要　目的：建立高效液相色谱法测定 1 种酰氯类化合物 5-氯噻吩-2-甲酰氯。方法：采用 Ameritech 
Accurasil C8 （250 mm×4.6 mm，5μm）色谱柱，以 0.01 mol·L-1 磷酸水溶液为流动相 A，乙腈为流动相 B 进

行梯度洗脱，流速 1.0 mL·min-1，柱温 35 ℃，检测波长 274 nm；以无水甲醇为衍生化试剂，三乙胺为缚酸剂，

经衍生后进样测定。结果：5-氯噻吩-2-甲酰氯含量检测方法的专属性好；在 1.012~2.040 mg·mL-1 浓度

范围内线性良好 r=0.998 2，n=5；精密度、溶液稳定性好，RSD 分别为 0.040%（n=6）和 1.2%（n=7）；平均回

收率（n=9）为 99.0%，RSD 为 0．80%；色谱条件发生微小变化时，方法耐用性好；5-氯噻吩-2-甲酸的定量

下限和检测下限分别为 1.871 μg·mL-1 和 0.623 7 μg·mL-1，5-氯噻吩-2-甲酰氯的定量下限和检测下限分

别为 1.562 μg·mL-1 和 0.468 6 μg·mL-1；3 批供试品中特定杂质和最大单一未知杂质含量均小于 1.0%，主

成分含量分别为 98.5%、98.4%、98.4%。结论：本方法适用于 5-氯噻吩-2-甲酰氯的测定，对于其他酰氯类

化合物的测定也有重要的参考价值。
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Determination of an acyl chloride compound with 
pre-column derivatization by HPLC

YIN Xiu-e1，CHEN Yang2，DONG Qiao2，ZHANG Jia-yue1，HOU De-fen1

（1. Shenyang SYRICI Festing Co.，Ltd.，Shenyang 110021，China；

2. Liaoning Grand Nuokang Biopharmaceutical Co.，Ltd.，Shenyang 110171，China）

Abstract　Objective：To establish an HPLC method for the determination of an acyl chloride compound 
5-chlorothiophene-2-carbonyl chloride．Methods：HPLC was performed on an Ameritech Accurasil C8 column （250 
mm×4.6 mm，5 μm） with a gradient elution system of 0.01 mol·L-1 phosphoric acid solution-acetonitrile．The flow 
rate was 1.0 mL·min-1，and the column temperature was maintained at 35 ℃，the detection wavelength was 274 nm．

Triethylamine and anhydrous methanol were added into the drug solution sequentially as acid binding and 
derivatization reagents，respectively．Results：The method had good specificity and it showed an excellent linearity 
within the range of 1.012-2.040 mg·mL-1（r2=0.998 2，n=5）．The precision and solution stability were satisfactory，
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酰 氯 作 为 1 种 重 要 的 化 学 合 成 中 间 体，在 医

药、农药、资源环境等方面有着广泛的应用［1-3］。利

用酰氯化合物的活性基团及催化作用，可以合成

一系列医药化工产品，在医药分子中引入酰基也

可 以 改 变 药 性。 例 如，用 5- 氯 噻 吩 -2- 甲 酰 氯

合 成 抗 凝 血 药 物 利 伐 沙 班［4-5］，2- 氨 基 噻 唑 -4-
乙 酰 氯 合 成 抗 菌 药 头 孢 替 安［6］、N- 甲 氧 亚 氨 基

呋 喃 乙 酰 氯 合 成 抗 菌 药 头 孢 呋 辛 酯［7］等。 以 酰

氯 为 中 间 体，通 过 醇 解 或 胺 解，以 及 对 取 代 基 的

修饰和活性结构的拼接等方法，能合成许多结构

新 颖 且 具 备 高 生 物 活 性 的 农 药，例 如 以 2- 噻 吩

甲 酰 氯 合 成 新 型 杀 线 虫 剂 Tioxazafen［8-9］。 以 酰

氯为中间体合成的酰基硫脲衍生物，含有丰富的

硫原子和氧原子，是较强的电子给予体和较好的

金属螯合剂，在螯合树脂领域也有非常广泛的应

用［2-3］。

此类具有通式 -RCOCl 的酰氯类化合物应用虽

然广泛，但其为潜在的基因毒性杂质，且本身化学性

质活泼，久置后不稳定，故对其质量进行研究显得十

分 重 要［10-12］。 本 文 建 立 1 种 柱 前 衍 生化 HPLC 方

法［13-15］，用来检测合成利伐沙班过程中用到的一个

重要酰化剂：5- 氯噻吩 -2- 甲酰氯。该方法以无水

甲醇为衍生化试剂，与 5- 氯噻吩 -2- 甲酰氯反应

生成相对应的酯 5- 氯噻吩 -2- 甲酸甲酯，然后采用

HPLC 法对其进行检测。又因 5- 氯噻吩 -2- 甲酰氯

在存储过程中极易水解为 5- 氯噻吩 -2- 甲酸，因此

本法将 5- 氯噻吩 -2- 甲酸作为特定杂质同时进行

检测。

1　仪器与试药

1.1　仪器

Agilent 1260 型高效液相色谱仪（紫外检测器，

安捷伦公司），XS205DU 型电子天平（0.01 mg，梅特

勒 - 托利多公司），KQ5200DE 型数控超声波清洗器

（昆山市超声仪器有限公司），HH-S1 型数显恒温水

浴锅（江苏金怡仪器科技有限公司）。

1.2　试药

5- 氯噻吩 -2- 甲酰氯对照品（TCI 公司，含量

99.2%），5- 氯噻吩 -2- 甲酸甲酯对照品（TCI 公司，

含量 99.0%），5- 氯噻吩 -2- 甲酸对照品（Sigma 公

司，含量 98.6%），5- 氯噻吩 -2- 甲酰氯供试品（上

海迈瑞尔化学技术有限公司）。

乙腈和磷酸为色谱纯，其他试剂均为分析纯，水

为自制纯化水。

2　方法与结果

2.1　色谱条件

采 用 Ameritech Accurasil C8 （250 mm×4.6 mm，

5 μm） 色谱柱，以 0.01 mol·L-1 磷酸水溶液作为流动

相 A，乙腈为流动相 B，梯度洗脱（程序见表 1），流速

1.0 mL·min-1，柱温 35 ℃，检测波长 274 nm。

表 1　梯度洗脱程序

Tab. 1　The program of gradient elution
时间

（time）/min
比例（ratio）/%

A B
0 55 45

10 25 75
15 25 75
22 55 45

with the RSDs of 0.040%（n=6） and 1.2%（n=7），respectively．The average recovery was 99.0%，with the 
RSD of 0.80%（n=9）．The method had good durability when chromatographic conditions changed slightly．

The limit of quantitation of 5-chloro-2-thiophenecarboxylic acid and 5-chlorothiophene-2-carbonyl chloride 
were 1.871 μgmL-1 and 1.562 μg·mL-1，respectively．The limit of detection of 5-chloro-2-thiophenecarboxylic 
acid and 5-chlorothiophene-2-carbonyl chloride were 0.623 7 μg·mL-1 and 0.468 6 μg·mL-1，respectively．

The determination results of the three batches of samples showed that the contents of the specified impurity 
and the maximum single unknown impurity were less than 1.0%，and the contents of 5-chlorothiophene-
2-carbonyl chloride were 98.5%，98.4% and 98.4%，respectively．Conclusion：The method is suitable for 
the determination of and it also has important reference value for the determination of other acyl chloride 
compounds.
Keywords：acyl chloride compounds；5-chlorothiophene-2-carbonyl chloride；HPLC；pre-column derivatization；

quantitative determination；rivaroxaban
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2.2　测定方法

取 5- 氯噻吩 -2- 甲酰氯供试品约 15 mg，精密

称定，置 10 mL 量瓶中，加无水甲醇 8 mL 使溶解，再

加入三乙胺 500 μL，室温下反应 20 min，加无水甲醇

定容，摇匀，作为供试品溶液。精密量取供试品溶液

5 μL，注入液相色谱仪，记录色谱图；另取 5- 氯噻吩

-2- 甲酰氯对照品约 15 mg，同法测定，按外标法以

5- 氯噻吩 -2- 甲酰氯衍生物峰面积计算含量。

2.3　衍生化反应条件优化

2.3.1　溶剂及催化剂筛选　选用无水甲醇作为衍生

化试剂，且无水甲醇本身是 5- 氯噻吩 -2- 甲酰氯

的良溶剂，因此将无水甲醇既作为衍生试剂又作为

溶剂。

为筛选不同催化剂对衍生化反应的影响，本研究

考察了加入乙酸、碳酸钾、三乙胺为催化剂以及不加

催化剂条件下衍生化反应（室温，30 min）的转化率

情况，结果见图 1。

图 1　不同催化剂对衍生化反应的转化率影响

Fig. 1　Effects of different catalysts on the recovery of derivative 
reactions

由图 1 可见，三乙胺为催化剂衍生化反应的转化

率略高，碳酸钾和乙酸催化反应和不加催化剂反应的

转化率基本一致，综合考虑，选择三乙胺作为衍生化

反应催化剂，最佳用量为 500 μL。

2.3.2　反应时间和温度筛选　考察了反应温度和反

应时间对衍生化反应（三乙胺作为催化剂）转化率的

影响，结果见图 2。

由图 2 可见，反应温度对回收率的影响较小；反

应 20 min 后回收率可达 98.5% 以上，且延长反应时

间后回收率没有明显提升，因此选择室温条件下反应

20 min 作为最佳条件。

图 2　不同反应温度和反应时间对衍生化反应的转化率影响

Fig. 2　Effect of different reaction temperature and reaction time on 
the recovery of derivative reactions

2.3.3　反应体系含水量影响条件考察　考察了反应

体系含水量对衍生化反应转化率的影响，结果见图 3。

图 3　反应体系含水量对衍生化反应的转化率影响

Fig. 3　Effect of water content on the recovery of derivative reactions

由图 3 可见，当反应体系含水量大于 2.0% 时，

反应转化率开始下降，因此选择无水甲醇作为反应溶

剂和衍生化试剂，并要求样品称量结束后立即进行衍

生化反应。

2.4　方法学验证 
2.4.1　专属性考察　取 5- 氯噻吩 -2- 甲酰氯供试

品约 15 mg，精密称定，置 10 mL 量瓶中，加二氯甲

烷溶解并定容至刻度，作为 5- 氯噻吩 -2- 甲酰氯未

衍生溶液；取 5- 氯噻吩 -2- 甲酸对照品约 15 mg，

精密称定，置 10 mL 量瓶中，加无水甲醇溶解并定容

至刻度，作为 5- 氯噻吩 -2- 甲酸鉴别溶液；再取 5-
氯噻吩 -2- 甲酸甲酯对照品约 15 mg，精密称定，置

10 mL 量瓶中，加无水甲醇溶解并定容至刻度，作为

5- 氯噻吩 -2- 甲酸甲酯鉴别溶液。按照“2.1”项下

液相色谱条件，分别精密量取甲醇空白溶液、5- 氯

噻 吩 -2- 甲 酸 氯 未 衍 生 溶 液、5- 氯 噻 吩 -2- 甲 酸

鉴别溶液、5- 氯噻吩 -2- 甲酸甲酯鉴别溶液和供

试品溶液 5 μL 进样测定。结果见图 4，甲醇空白
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溶液无干扰峰，5- 氯噻吩 -2- 甲酸色谱峰保留时

间为 6.340 min，5- 氯噻吩 -2- 甲酸甲酯色谱峰保

2.4.2　检测下限与定量下限　本研究对 5- 氯 - 噻

吩 -2- 甲酸和 5- 氯噻吩 -2- 甲酰氯的检测下限和

 

 

 

 

 

 

a．空白溶剂（blank solvent）　b．5- 氯噻吩 -2- 甲酸鉴别溶液（5-chloro-2-thiophenecarboxylic acid identification solution）　c．供试品溶液（sample 
test solution）　d．5- 氯噻吩 -2- 甲酰氯未衍生溶液（5-chlorothiophene-2-carbonyl chloride-underivatized solution）　e．5- 氯噻吩 -2- 甲酸甲酯鉴别

溶液（5-chlorothiophene-2-methyl formate identification）

图 4　专属性试验图谱

Fig. 4　Chromatograms of specificity tests 

表 2　检测下限与定量下限试验结果

Tab. 2　The result of LOQ and LOD solution

成分（component）
限度

（limit）

浓度

（concentration）/
（μg·mL-1）

面积

（area）/mAu
RSD

（n=6）/%
信噪比

（S/N）6×SD

　5- 氯噻吩 -2- 甲酸

　（5-chloro-2 thiophene-2-carboxylic acid）

LOQ 1.871 30.156 1.7 21

LOD 0.623 7 8.743 — 9

　5- 氯噻吩 -2- 甲酰氯

　（5-chlorothiophene-2-carbonyl chloride）

LOQ 1.562 36.724 1.9 19

LOD 0.468 6 12.091 — 8

2.4.3　线性关系考察　精密称取 5- 氯噻吩 -2- 甲

酰氯对照品约 10、12.5、15、17.5、20 mg，分别置 10 mL
量瓶中，按最佳条件进行衍生化处理后得到系列浓

度的线性溶液。按照“2.1”项下液相色谱条件进样

测定。以 5- 氯噻吩 -2- 甲酸甲酯峰面积对 5- 氯噻

吩 -2- 甲酰氯浓度进行线性回归。回归方程为

Y=7.681×103X+1.047×104　r2=0.998 2
结果表明，5- 氯噻吩 -2- 甲酰氯浓度在 1.012~

2.040 mg·mL-1 范围内与 5- 氯噻吩 -2- 甲酸甲酯峰

面积线性关系良好。

2.4.4　精密度试验　精密称取 5- 氯噻吩 -2- 甲酰

氯供试品约 15 mg，置 10 mL 量瓶中，按最佳条件进

行衍生化处理，平行 6 份，按“2.1”项下液相色谱条

件，测定 5- 氯噻吩 -2- 甲酸甲酯峰面积和保留时

间，计算其 RSD（n=6）分别为 0.040% 和 0.050%，表

明该方法精密度良好。

2.4.5　回收率试验　精密称取 5- 氯噻吩 -2- 甲酰

氯对照品 10、15、20 mg，分别置 10 mL 量瓶中，按最

佳条件进行衍生化处理后制备溶液，每个浓度平行制

备 3 份。按照“2.1”项下液相色谱条件测定，计算平

定量下限进行考察，并在其定量下限浓度水平进行进

样重复性考察，结果见表 2。

留时间为 10.344 min，供试品溶液中无其他干扰峰

存在。
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均回收率为 99.0%，RSD（n=9）为 0.80%。

2.4.6　溶液稳定性试验　取供试品溶液，分别于衍

生 化 后 0、1、2、4、6、8、12 h 进 样 测 定，以 5- 氯 噻

吩 -2- 甲酸甲酯峰面积计算，其 RSD（n=7）为 1.2%，

且杂质峰面积和个数未增加，表明供试品溶液在室温

下 12 h 内基本稳定。

2.4.7　耐用性考察　改变色谱柱厂家和型号（Sepax 
Bio-C8，150 mm×4.6 mm，5 μm）/（Ultimate XB-
C8，250 mm×4.6 mm，5 μm），改 变 流 动 相 起 始 比

例（50∶50）/（60∶40），改 变 流 速（0.8 mL·min-1）/
（1.2 mL·min-1），考察色谱条件耐用性。结果表明，

色谱条件发生微小变化时，检测结果未发生明显变

化，表明该方法耐用性良好。

2.5　样品测定

取 3 批 5- 氯噻吩 -2- 甲酰氯供试品，按“2.2”

项下方法制备供试品溶液并进样测定。主成分的含

量以 5- 氯噻吩 -2- 甲酸甲酯峰面积按外标法计算，

特定杂质的含量以 5- 氯噻吩 -2- 甲酸峰面积按外

标法计算，未知杂质的含量以自身对照法计算，结果

见表 3。

表 3　3 批供试品检测结果（%）

Tab. 3　The result of three batches of sample

序号

（No.）

特定杂质

（specified 
impurity）

最大未知杂质

（unknown maximum 
single impurity）of 

main conponent

主成分含量

（assay of main 
conponen）

1 0.77 0.41 98.5

2 0.72 0.54 98.4

3 0.67 0.65 98.4

3　讨论

酰氯类化合物的化学性质非常活泼，采用气相

色谱直接测定法，酰氯会损坏色谱柱的固定相；采

用液相色谱直接测定法，酰氯会与流动相中的水或

甲醇发生反应而无法检测。根据化学性质，酰氯类

化合物可以与醇类生成与其对应的酯，该反应为定

量反应且产物稳定，故可通过柱前衍生化 HPLC 法

间接地对酰氯类化合物进行定量检测，方法简单易

操作。

本文考察了不同的流动相组成（乙腈 - 水溶液、

乙腈 -0.01 mol·L-1 磷酸水溶液、甲醇 - 水溶液、甲醇

-0.01 mol·L-1 磷酸水溶液、乙腈 -0.1% 甲酸水溶液

等），不同流动相 pH（3.0、4.5、6.0），不同色谱柱（C8、

C18）及不同流动相梯度洗脱程序对检测结果的影响，

最终确定本文的液相色谱条件，该方法专属性强，准

确度高，耐用性好，适用于 5- 氯噻吩 -2- 甲酰氯的

检测。

根 据 5- 氯 噻 吩 -2- 甲 酰 氯 的 制 备 工 艺 及 其

化 学 性 质，推 断 其 主 要 杂 质 为 5- 氯 噻 吩 -2- 甲

酸，实际应用过程中可通过测定 5- 氯噻吩 -2- 甲

酰 氯 中 主 成 分 及 已 知 杂 质 5- 氯 噻 吩 -2- 甲 酸

的 含 量 来 对 其 质 量 进 行 内 控。 酰 氯 类 化 合 物 作

为潜在的基因毒性杂质，是药品杂质研究及过程

控 制 中 非 常 重 要 的 部 分［16-18］。 本 研 究 提 供 的 分

析方法检测灵敏度高，故亦可用于检测利伐沙班

中 5- 氯 噻 吩 -2- 甲 酰 氯 及 5- 氯 噻 吩 -2- 甲 酸

的残留量。此外，该研究所述的分析方法对于其

他类似酰氯类化合物的检测具有极其重要的参考

价值。
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