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摘要　目的：针对《中国药典》２０２０年版四部二丁基羟基甲苯质量标准中有关物质检查项方法专属性差、重
复性不强、耗时较长等问题，建立其有关物质测定的高效液相色谱法，对该辅料质量标准进行修订。方法：对

ＵＳＰ４３方法进行了优化，将薄层色谱法检查有关物质修订为高效液相色谱法，并进行方法学验证。结果：按
修订后方法进行有关物质检查，９种指定杂质具有良好分离度，４批样品均符合规定。结论：修订后有关物质
检查方法操作简单，灵敏度高，实验结果准确可靠，可替代《中国药典》２０２０年版四部二丁基羟基甲苯质量标
准现有有关物质检查方法。
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　　二丁基羟基甲苯（ＢｕｔｙｌａｔｅｄＨｙｄｒｏｘｙｔｏｌｕｅｎｅ，
ＢＨＴ）为脂溶性抗氧化剂，它能够与自由基反应，从
而中断自由基的链式反应，发挥其抗氧化作用［１２］。

因其抗氧化能力较强，无特异臭，且价格低廉，所以

在我国被广泛作为药品和食品［３４］中的抗氧化剂使

用。二丁基羟基甲苯在强酸、强碱及强氧化剂中均

不稳定，在合成过程中（图１）易受温度、起始物和试
剂纯度影响，产生游离酚及氧化不完全的醚、醛类工

艺杂质，影响质量（表１）。
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图１　二丁基羟基甲苯合成工艺路线示意图
Ｆｉｇ１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｓｙｎｔｈｅｓｉｓｐｒｏｃｅｓｓｒｏｕｔｅｏｆｄｉｂ
ｕｔｙｌｈｙｄｒｏｘｙｔｏｌｕｅｎｅ

二丁基羟基甲苯质量标准收载于《中华人民共

和国药典》（简称《中国药典》）２０２０年版四部［５］，有

关物质检查项现行标准为滴定法和薄层色谱法，分

别测定游离酚及其他杂质含量。滴定法测定游离酚

含量时，空白与供试品消耗滴定液体积过于接近

（消耗滴定液体积差值≤０１ｍＬ），导致测定结果不
准确，误差较大。薄层色谱法通过比对样品中杂质

斑点与自身对照溶液主斑点的颜色检查杂质含量是

否超限，灵敏度较差。ＵＳＰ４３［６］有关物质检查方法
为高效液相色谱法。本研究对 ＵＳＰ４３方法进行了
优化，并进行了方法学验证，测定了１批进口样品及
３批国产样品的有关物质，新建方法可对９种指定
杂质进行有效分离和测定，４批样品检测结果均符
合规定，新建方法可替代现行标准，提高该辅料品种

质量控制水平，为科学监管提供有力的技术支撑。

１　实验部分
１１　仪器与试药

岛津２０Ａ高效液相色谱仪（Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司，日
本，包括 ＬＣ２０ＡＢ泵，ＳＩＬ２０ＡＣＨＴ自动进样器，
ＳＦＤＭ２０Ａ二极管阵列检测器，ＣＴＯ２０ＡＣ柱温箱，
ＳｈｉｍａｄｚｕＬＣｓｏｌｕｔｉｏｎ工作站），ＭｉｌｌｉＱ纯水机（Ｍｅｒ
ｃｋｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，德国），电子天平（赛多利斯天平
公司，德国）。

表１　二丁基羟基甲苯有关物质信息
Ｔａｂ１　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｎｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｏｆｄｉｂｕｔｙｌｈｙｄｒｏｘｙｔｏｌｕｅｎｅ

编号

（Ｎｏ．）

指定杂质　　　　　　

（Ｓｐｅｃｉｆｉｅｄｉｍｐｕｒｉｔｙ）　　　　　　

生产厂家

（Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ）

批号

（ＢａｔｃｈＮｏ）

纯度

（Ｐｕｒｉｔｙ／％）

ＺＺ１ 间甲酚（３ｍｅｔｈｙｌｐｈｅｎｏｌ） ＥＨＲＥＮＳＴＯＲＦＥＲ Ｇ９９０４３３ ９９５

ＺＺ２ 对甲酚（４ｍｅｔｈｙｌｐｈｅｎｏｌ） ＥＨＲＥＮＳＴＯＲＦＥＲ １１１８０４ ９９０

ＺＺ３ ２叔丁基４甲基苯酚（２ｔｅｒｔｂｕｔｙｌｐｃｒｅｓｏｌ） ＴＣＩ ＺＮ６ＷＪＡＦ ９８０

ＺＺ４ ２叔丁基５甲基苯酚（２ｔｅｒｔｂｕｔｙｌ５ｍｅｔｈｙｌｐｈｅｎｏｌ） ＴＣＩ ＤＭＲＬＦＰＮ ９７０

ＺＺ５ ２，６二叔丁基苯酚（２，６ｄｉｔｅｒｔｂｕｔｙｌｐｈｅｎｏｌ） 国药集团化学试剂有限公司 ２０１９０３０８ ９８０

ＺＺ６ ３，５二叔丁基４羟基苯甲酸（３，５ｄｉｔｅｒｔｂｕｔｙｌ４ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃａｃｉｄ） ＴＣＩ ＧＫ０１ＯＭＺＪ ９８０

ＺＺ７ ３，５二叔丁基４羟基苯甲醛（３，５ｄｉｔｅｒｔｂｕｔｙｌ４ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚａｌｄｙｈｙｄｅ） ＴＣＩ ＦＩＫ０２ＡＮＪＳ ９８０

ＺＺ８ ４羟基３叔丁基苯甲醚（４ｈｙｄｒｏｘｙ３ｔｅｒｔｂｕｔｙｌａｎｉｓｏｌｅ） ＴＣＩ ＱＫＲＩＣＡＮ ９８０

ＺＺ９ ４，６二叔丁基间甲酚（４，６ｄｉｔｅｒｔｂｕｔｙｌｍｃｒｅｓｏｌ） ＴＣＩ ＷＢＴＢＦＫＴ ９５０

　　二丁基羟基甲苯对照品（批号：１９００６５２０１６０２，
含量９９９％）购自中国食品药品检定研究院。９种
指定杂质对照品（编号ＺＺ１～ＺＺ９）的来源、批号及
含量见表１。

二丁基羟基甲苯样品共４批，３批来自江西阿

尔法高科药业有限公司，１批来自默克化工技术（上
海）有限公司。

乙腈为色谱纯，实验用水为超纯水，其他试剂均

为分析纯。

色谱柱选用不同品牌、型号及不同规格的６种
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色谱柱，详见表２。
１２　色谱条件

采用十八 烷 基 硅 烷 键 合 硅 胶 为 填 充 剂

（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ或效能相当）；流动相为
乙腈５％醋酸溶液（６５：３５），流速为 １０ｍＬ·
ｍｉｎ－１，检测波长为２７８ｎｍ，进样量２０μＬ，分析时间
为主成分峰保留时间的２倍。
１３　溶剂选择及溶液配制

ＵＳＰ４３以流动相乙腈５％醋酸溶液（６５∶３５）为
溶剂，操作过程中发现，样品在该溶剂中不能完全溶

解，故选择乙腈作为溶剂。

１３１　对照品溶液　精密称取对照品５０ｍｇ，置５
ｍＬ量瓶中，加乙腈适量，超声使溶解，加乙腈稀释至
刻度，摇匀，即得对照品溶液（１０ｍｇ·ｍＬ－１）。
１３２　杂质对照品储备液　精密称取 ＺＺ１～ＺＺ９
各约１０ｍｇ，分别置５０ｍＬ量瓶中，加乙腈适量，超
声使溶解，加乙腈稀释至刻度，摇匀，即得ＺＺ１～ＺＺ９
对照品储备液（０２ｍｇ·ｍＬ－１）。
１３３　杂质对照品溶液　精密量取上述ＺＺ１～ＺＺ９
对照品储备液各１ｍＬ，分别置２０ｍＬ量瓶中，加乙
腈稀释至刻度，摇匀，即得 ＺＺ１～ＺＺ９对照品溶液
（１０μｇ·ｍＬ－１）。
１３４　系统适用性溶液　精密量取对照品溶液１
ｍＬ，置１００ｍＬ量瓶中，加乙腈稀释至刻度，摇匀。
精密量取２ｍＬ，置２０ｍＬ量瓶中，再分别精密量取
ＺＺ１～ＺＺ９对照品储备液各１ｍＬ，置同一２０ｍＬ量
瓶中，用乙腈稀释至刻度，摇匀，作为系统适用性溶

液（各组分均为１０μｇ·ｍＬ－１）。

１３５　供试品溶液　根据二丁基羟基甲苯在乙腈
中的溶解度及方法灵敏度，确定供试品溶液浓度为

１０ｍｇ·ｍＬ－１。精密称取供试品溶液适量，加乙腈
溶解并定量稀释制成浓度约为１０ｍｇ·ｍＬ－１的溶
液，作为供试品溶液。

２　结果与讨论
２１　色谱条件优化
２２１　色谱柱选择　因 ＵＳＰ４３指定色谱柱规格
（３０ｍｍ×１５０ｍｍ，３μｍ）较为特殊，故本文选取６种
常用十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂的色谱柱（表

２）开展研究，通过比较各杂质峰相对保留时间和分离
度等参数（表３）发现，不同品牌型号色谱柱对色谱峰
的 分 离 影 响 较 大，ＡｎｇｅｌａＶｅｎｕｓｉｌＭＰＣ１８柱
（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ，４＃）对于已知杂质的分离
效果最好，且保留时间最接近的ＺＺ３峰与ＺＺ４峰之间
的分离度达到０６，优于ＵＳＰ４３指定色谱柱（１＃）的分
离效果，故选择４＃柱开展方法学研究（图２）。

表２　不同色谱柱信息
Ｔａｂ２　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｓ

编号

（Ｎｕｍｂｅｒ）

色谱柱　　

（Ｃｏｌｕｍｎ）　　

规格

（Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ）

１＃ ＷａｔｅｒｓＡｔｌａｎｔｉｓＴ３Ｃ１８ ３０ｍｍ×１５０ｍｍ，３μｍ

２＃ ＴｅｃｈｍａｔｅＣ１８ＣＦＪＳＴＩＩ ４６ｍｍ×２５０ｍｍ，３μｍ

３＃ ＡｇｅｌａＶｅｎｕｓｉｌＭＰＣ１８ ４６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ

４＃ ＡｇｅｌａＶｅｎｕｓｉｌＭＰＣ１８ ４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ

５＃ ＡｎｇｉｌｅｎｔＺＯＢＡＸＳＢＣ１８ ４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ

６＃ ＳｈｅｓｈｉｄｏＭＧＩＩＣ１８ ４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ

表３　不同色谱柱分离效果比较

Ｔａｂ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｐａｒａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｓ

色谱柱（Ｃｏｌｕｍｎ） ＺＺ１／ＺＺ２ ＺＺ８ ＺＺ６ ＺＺ３／ＺＺ４ ＺＺ７ ＺＺ９ ＺＺ５ 主成分（ＢＨＴ）

相对保留时间（Ｒｅｌａｔｉｖｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ）
１＃ ０１３ ０２０ ０２２ ０２９ ０３９ ０６７ ０７７ １００

２＃ ０１５ ０２４ ０２６ ０３２ ０４３ ０６９ ０８０

３＃ ０１２ ０２０ ０２２ ０２９ ０４０ ０６７ ０７８

４＃ ０１２ ０２０ ０２２ ０２９，０３０ ０４０ ０６７ ０７８

５＃ ０１２ ０１９ ０２１ ０２７ ０３９ ０６３ ０７７

６＃ ０１３ ０２１ ０２２ ０２９ ０３８ ０６６ ０７８
分离度（Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）

１＃ ／ ５５ １０ ３７ ５１ １３３ ３９ ７８
２＃ ／ ８８ １５ ４０ ５１ ９３ ３８ ５６
３＃ ／ ８８ １７ ４３ ５４ １０２ ３１ ５１
４＃ ／ １５５ ３０ ７９，０６ ９０ １８５ ５８ ８９
５＃ ／ １１５ ２５ ６０ １００ １７４ ７３ １００
６＃ ／ １２５ ２２ ６７ ７９ １８７ ６２ ９２

　注（ｎｏｔｅ）：间甲酚／对甲酚在该系统中无法分离（ｍｃｒｅｓｏｌ／ｐｃｒｅｓｏｌｃａｎｎｏｔｂｅｓｅｐａｒａｔｅｄｉｎｔｈｉｓｓｙｓｔｅｍ）
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图２　不同色谱柱分离效果比较
Ｆｉｇ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｐａｒａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｓ

２２２　检测波长选择　ＵＳＰ４３有关物质和含量测
定在２７５ｎｍ波长下检测，《中国药典》２０２０年版含
量测定在２７８ｎｍ波长下检测。本文采用ＰＤＡ检测
器在２００～４００ｎｍ范围内对主峰和指定杂质峰进行

紫外光谱扫描（表 ４），主峰的最大吸收波长为
２７９ｎｍ，与２７８ｎｍ接近；ＺＺ１～ＺＺ９在２７８ｎｍ波长
下均有较大吸收，且相对响应值较为接近，故确定检

测波长为２７８ｎｍ。

表４　样品和指定杂质最大吸收峰
Ｔａｂ４　Ｍａｘｉｍｕｍａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｐｅａｋｓｏｆｓａｍｐｌｅｓａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｅｄｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

ＺＺ１／ＺＺ２ ＺＺ３／ＺＺ４ ＺＺ５ ＺＺ６ ＺＺ７ ＺＺ８ ＺＺ９ 主成分（ＢＨＴ）

最大吸收波长

（Ｍａｘｉｍｕｍａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ／ｎｍ）
２９０ ２８０ ２７６ ２５９ ２８７ ２９０ ２８４ ２７９

　　根据以上研究结果，兼顾分离度等因素，最终确
定新的ＨＰＬＣ方法用于二丁基羟基甲苯中有关物质
的检查。

２２　方法学验证
２２１　耐用性　按“１３”项下制备系统适用性溶
液用于方法耐用性的考察。改变流动相的流速、

柱温、流动相比例等条件，采用新建有关物质色谱

条件测定，有关物质混合溶液色谱图见图３（Ａ）、３
（Ｂ）、３（Ｃ）。由于醋酸易挥发，存在影响流动相
ｐＨ值、进而影响有关物质测定结果的风险，故还
考察了不同醋酸比例流动相对于色谱条件的

影响。
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图３　不同流速（Ａ）、柱温（Ｂ）、流动相（Ｃ）比例条件下的色谱图
Ｆｉｇ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｌｏｗｒａｔｅ（Ａ），ｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（Ｂ），ａｎｄｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ（Ｃ）ｒａｔｉｏｓ

２２２　专属性　本研究对二丁基羟基甲苯进行了
强制破坏实验，经高温、光照破坏后，基本无降解产

物出现；经强酸、强碱、强氧化剂破坏后，降解产生指

定杂质及未知杂质，其中，指定杂质主要包括 ＺＺ３、
ＺＺ４、ＺＺ５、ＺＺ６、ＺＺ７、ＺＺ９，强氧化剂破坏后产生的
杂质最多，但基本均可达到基线分离，含量均小于

０１％，且与主成分分离度符合要求。新建方法专属
性强。

２２３　稳定性　经考察，系统适用性溶液在１２ｈ
内稳定，主峰和杂质峰面积均无明显变化，无其他杂

质峰出现，溶液稳定性良好。

２２４　线性　线性试验结果表明，ＺＺ１～ＺＺ９在
０００１～０１ｍｇ·ｍＬ－１浓度范围内（相当于供试品溶
液００１％～１０％），主成分在 ０００１～１０００ｍｇ·
ｍＬ－１浓度范围（相当于供试品溶液００１％～１０００％）
内，其浓度与峰面积呈良好的线性关系。
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２２５　检测限和定量限　在主峰信噪比约为３时，
测得二丁基羟基甲苯检测限为６６ｎｇ（相当于供试
品溶液０００３％），在主峰信噪比约为１０时，测得二
丁基羟基甲苯检出限为２６４ｎｇ（相当于供试品溶液
００１３％），新建方法灵敏度高。
２２６　样品测定　采用新建ＨＰＬＣ方法，对２家企
业４批样品进行有关物质检查，测定结果除主峰外
均未检出其他杂质峰，４批样品均符合规定。
２２７　限度制定　《中国药典》２０２０年版游离酚项
下规定“游离酚总量不得过００２％”，有关物质项下
规定“单个杂质不得过０５％”。ＵＳＰ４３规定“单个
杂质不得过０１％，杂质总量不得过０７％”。由于
新建高效液相色谱法灵敏度、分辨率和准确度均高

于滴定法和薄层色谱法，结合４批样品有关物质的
测定结果，新建标准限度设定与 ＵＳＰ４３相同，为“单
个杂质不得过０１％，杂质总量不得过０７％”。
２２８　拟定方法　通过上述一系列的方法学验证
和考察，拟定有关物质检查方法具体为：取本品适

量，加乙腈溶解并稀释制成每１ｍＬ中约含１０ｍｇ的
溶液，作为供试品溶液；精密量取供试品溶液１ｍＬ，
加乙腈稀释制成每１ｍＬ中约含１０μｇ的溶液，作为
对照溶液；照高效液相色谱法（通则０５１２）测定。用
十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂（２５０ｍｍ×４６
ｍｍ，５μｍ或效能相当的色谱柱）；以乙腈５％醋酸
溶液（６５∶３５）为流动相，检测波长为２７８ｎｍ。另精
密称取二丁基羟基甲苯适量，加乙腈溶解并稀释制

成每１ｍＬ中约含１０μｇ的溶液，作为系统适用性溶
液，取２０μＬ注入液相色谱仪，记录色谱图，理论板
数按二丁基羟基甲苯峰计算应不低于３０００。精密
量取供试品和对照品溶液各２０μＬ，分别注入液相
色谱仪，记录色谱图。供试品溶液色谱图中如显杂

质峰，单个杂质的峰面积不得大于对照品溶液主峰

面积（０１％），各杂质峰面积之和不得大于对照品
溶液主峰面积的７倍（０７％）。
２２９　讨论　二丁基羟基甲苯现行标准采用滴定
法和薄层色谱法进行游离酚以及其他工艺杂质等有

关物质检查，两种方法均存在灵敏度较低、误差较大

及操作复杂等问题。本文新建高效液相色谱法方

法，采用较为常用的色谱柱，较好地分离合成工艺中

产生的副产物以及各种破坏条件下产生的降解产

物，灵敏度高、专属性强，参考 ＵＳＰ４３有关物质确定

杂质检测限度，可实现杂质定量检测。同时，本研究

测定了９个指定杂质的校正因子，除ＺＺ５外各指定
杂质的校正因子均低于 １００（ＺＺ５校正因子为
１０５），结合有关物质检查方法中，控制单个杂质含
量不超过０１％，杂质总量不超过０７％，因此，新建
方法中采用不加校正因子的自身对照法计算，实际

是更加严格地控制了杂质含量。

采用新建方法对２个企业的４批样品进行有关
物质检查，结果均符合规定，可同时替代滴定和薄层

色谱两种检查方法，能更真实准确地反映产品杂质

情况。

３　结论
本文对二丁基羟基甲苯现行标准中的有关物质

测定方法进行了优化，新建方法灵敏度高、专属性

强，操作简便，９种已知工艺杂质分离效果好，经方
法学验证，证明新法准确可靠，可替代《中国药典》

２０２０年版四部中二丁基羟基甲苯质量标准有关物
质检查法，为科学监管提供有力的技术支撑。
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