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摘要　目的：基于二维高效液相色谱－四极杆－飞行时间串联质谱技术（２Ｄ－ＬＣ－ＱＴＯＦ／ＭＳ），鉴定喷昔
洛韦乳膏有关物质的结构。方法：采用ＯＤＳ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱，以０１５％甲酸１０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１甲酸铵缓冲溶液－乙腈为流动相，进行一维梯度洗脱，对喷昔洛韦乳膏及其依照 ＩＣＨ原则强制降解样
品的有关物质进行分离，并分别富集各有关物质；再采用ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａＳＣＸ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）
色谱柱，以０１％甲酸２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵缓冲溶液－乙腈为流动相，进行二维梯度洗脱，实现各有关物质
与喷昔洛韦乳膏基质的良好分离。利用电喷雾正离子化－四极杆－飞行时间串联质谱高分辨测定各有关
物质母离子及其子离子的准确质量和元素组成，并解析鉴定其结构。结果：在所建立的２Ｄ－ＬＣ－ＱＴＯＦ／
ＭＳ分析条件下，喷昔洛韦与其有关物质分离良好，检测出喷昔洛韦乳膏及其强制降解样品中２１个主要有
关物质。根据其色谱保留行为、光谱特征、质谱特征及与其他核苷类药物已知有关物质的差异，结合合成和

制剂工艺路线分析，可鉴定出它们的结构，它们均为首次被鉴定出的有关物质。结论：研究结果为喷昔洛韦

乳膏的质量控制提供了参考依据。
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　　喷昔洛韦（９－［４－羟基 －３－（羟甲基）－丁
基］－鸟嘌呤）是１９９０年开发上市的开环核苷类抗
病毒药物。喷昔洛韦既是 ＤＮＡ聚合酶抑制剂［１］，又

能直接参与到病毒的复制过程中，终止 ＤＮＡ链的合
成和延长，达到抑制病毒增殖的目的。喷昔洛韦主

要有抗单纯疱疹病毒、带状疱疹病毒和 ＥＢ病毒的作
用，并对耐药阿昔洛韦的病毒有效［２］。喷昔洛韦胃

肠道吸收较差，口服生物利用度仅为５％～１０％，主要
以软膏剂用于娇嫩皮肤的疱疹治疗［３］。

喷昔洛韦原料药及其制剂暂未有药典收载，已

有文献仅报道了喷昔洛韦的有关物质检查方法［４－５］，

但喷昔洛韦乳膏杂质谱的全面研究尚未见报道。在

乳膏制剂样品有关物质的质谱测定时，需要排除基

质的干扰，既可通过溶剂提取、冷冻滤除或固相萃取

等前处理方式［６－７］，也可通过二维液相色谱法排除基

质的干扰［８－９］。

本研究建立了适用于喷昔洛韦有关物质检查的

２Ｄ－ＬＣ－ＱＴＯＦ／ＭＳ分析方法，实现有关物质与乳
膏基质的良好分离，并测定了喷昔洛韦有关物质的

准确相对分子质量及分子式，结合 ＭＳ／ＭＳ的子离子
特征、合成工艺［１０－１１］与反应机理，经综合解析，鉴定

了各有关物质的结构，可为喷昔洛韦乳膏的质量控

制提供参考。

１　材料
１１　试药与试剂

喷昔洛韦乳膏（重庆华邦制药有限公司，批号

０１１２１００３０，规格１％）。甲酸铵、甲酸、盐酸、氢氧化

钠（ＡＲ级，南京化学试剂有限公司），乙腈（ＨＰＬＣ
级，ＭＥＲＣＫ公司），去离子水（市售，娃哈哈纯净水），
过氧化氢（ＡＲ级，南京化学试剂有限公司），碘化钠
（ＨＰＬＣ级，萨恩化学技术有限公司）。
１２　仪器

ＬＣ－３０ＡＤ高效液相色谱仪（配 ＳＰＤ－Ｍ３０Ａ检
测器）－岛津ＬＣＭＳ－９０３０四极杆飞行时间质谱仪、
Ｌａｂ－Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ数据处理系统（岛津公司）、ＬＣ－１０ＡＴ
高效液相色谱仪（配 ＳＰＤ－１０Ａ检测器）（岛津公
司）；ＢＳ２１Ｓ十万分之一电子分析天平（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公
司）；ＫＨ－２５０ＤＢ型数控超声波清洗器（昆山禾创超
声仪器有限公司）；ＰＬ－ＥＬＳ２１００蒸发光散射检测器
（聚合物实验室）。

２　方法
２１　溶液的配制
２１１　供试品溶液

取本品适量（约相当于喷昔洛韦１０ｍｇ），精密称
定，置１０ｍＬ量瓶中，加水约５ｍＬ，超声使溶解，加水
定量稀释制成每１ｍＬ中约含１ｍｇ的溶液，取出后放
置至室温，５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取下层澄清液
体，滤过，取续滤液，即得。

２１２　对照溶液
精密量取供试品溶液适量，用水定量稀释制成

每１ｍＬ中约含１μｇ的溶液，即得。
２１３　强制降解试验溶液

精密称取本品适量（约相当于喷昔洛韦１０ｍｇ），
加４０ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸１ｍＬ并于４０℃水浴放置１０ｄ；



　药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

） · ９１　　　 ·
　

或加４ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液１ｍＬ并于４０℃水浴
放置１ｄ；或加３０％过氧化氢溶液１ｍＬ并于４０℃水
浴放置１ｄ；或于１２０℃烘箱中放置１ｄ；或加水１ｍＬ
并于９０℃水浴放置８ｄ；或加水１ｍＬ并于４５００ｌｘ光
照放置１０ｄ；或４５００ｌｘ光照放置１０ｄ。分别加水５
ｍＬ（酸处理溶液需先加 ４０ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠 １
ｍＬ、碱处理溶液需先加４０ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸１ｍＬ中和，
放冷），超声使溶解，再加水稀释至１０ｍＬ，摇匀，置于
－８０ ℃ 中 冷 冻 ２ ｈ。取 出 后 放 置 至 室 温，
５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取下层澄清液体，滤过，
取续滤液，即得采用不同方法制备的强制降解试验

溶液。同法配制空白溶液。

２２　色谱－质谱条件
２２１　一维色谱条件

采用十八烷基硅烷键合硅胶Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋＳｃｅｐｔｅｒ
Ｃ１８－１２０（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）为填充剂的色谱
柱；以 ０１５％甲酸 １０ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵缓冲溶
液－乙腈 （９９∶１）为流动相 Ａ，以 ０１５％甲酸
１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵缓冲溶液－乙腈（５０∶５０）为流动
相Ｂ，进行线性梯度洗脱（Ａ－Ｂ）：０ｍｉｎ（１００∶０）→２５
ｍｉｎ（８０∶２０）→５０ｍｉｎ（０∶１００）→５５ｍｉｎ（０∶１００）→５６
ｍｉｎ（１００∶０）→６５ｍｉｎ（１００∶０）；流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱
温２５℃；检测波长２５４ｎｍ；进样体积１０μＬ。
２２２　二维色谱条件

采用阳离子交换键合硅胶 ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＬｕｎａ

ＳＣＸ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）为填充剂的色谱
柱；以０１％甲酸２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵缓冲溶液为
流动相 Ａ，以乙腈为流动相 Ｂ，进行线性梯度洗脱
（Ａ－Ｂ）：０ｍｉｎ（９５∶５）→５ｍｉｎ（８０∶２０）→１０ｍｉｎ
（８０∶２０）→１０１ｍｉｎ（９５∶５）→１５ｍｉｎ（９５∶５）；流速
１５ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温２５℃；紫外检测器检测波长
２５４ｎｍ；蒸发光散射检测器检测参数为雾化器温度
９０℃，漂移管温度９０℃，氮气流速１００Ｌ·ｍｉｎ－１；
进样体积１０μＬ。
２２３　质谱条件

化合物１９、２３采用大气压化学电离源负离子模
式。其余有关物质均采用电喷雾离子源正离子模

式。质谱参数：采用碘化钠溶液（４００μｇ·ｍＬ－１）准
确质量校正。喷雾电压 ４０ｋＶ，雾化氮气流量
３Ｌ·ｍｉｎ－１，加热气流量 １０Ｌ·ｍｉｎ－１，干燥气流量
１０Ｌ·ｍｉｎ－１，脱溶剂离子传输管温度 ３００℃，氩气
ＣＩＤ能量５～３５ｅＶ，质量数扫描范围ｍ／ｚ５０～１０００。
３　结果
３１　有关物质检查

取强制降解试验溶液，按“２２１”项一维色谱条
件进样检测。结果表明，建立的一维液相色谱分析

法，适用于喷昔洛韦乳膏有关物质液相色谱检查。

采用０１％自身对照法计算有关物质的含量，按保留
时间由短到长顺序对主要有关物质进行识别和编号

（图１）。

ａ．０１％自身对照（０１％ ｓｅｌｆ－ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）　ｂ．样品（ｔｅｓｔｓａｍｐｌｅ）　ｃ．高温干法破坏（ｄｒｙｈｅａｔｓｔｒｅｓｓ）　ｄ．高温湿法破坏（ｗｅｔｈｅａｔｓｔｒｅｓｓ）　ｅ．光照湿法破
坏（ｗｅｔｐｈｏｔｏｌｙｔｉｃｓｔｒｅｓｓ）　ｆ．光照干法破坏（ｄｒｙｐｈｏｔｏｌｙｔｉｃｓｔｒｅｓｓ）　ｇ．氧化破坏（ｏｘｉｄａｔｉｏｎｓｔｒｅｓｓ）　ｈ．碱破坏（ａｌｋａｌｉｎｅｓｔｒｅｓｓ）　ｉ．酸破坏（ａｃｉｄｉｃｓｔｒｅｓｓ）
图１　喷昔洛韦供试品及强制降解试验样品的ＨＰＬＣ有关物质检查图谱
Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｐｅｎｃｉｃｌｏｖｉｒｃｒｅａｍａｎｄｉｔｓｓｔｒｅｓｓｅｄｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｓ
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　　强制降解试验结果表明，喷昔洛韦乳膏对高温
条件比较敏感，全部降解条件下共分离并检出除主

成分外的２３个化合物，其中２１个为喷昔洛韦有关物
质（相对含量均超过０１％），化合物１９、２３为辅料及
辅料降解杂质。喷昔洛韦乳膏中检出３个有关物质
（图１－ｂ，有关物质８、１５、２２）；酸破坏形成２个主要
降解产物（图１－ｉ，有关物质１３、２２）；氧化破坏形成

４个主要降解产物（图１－ｇ，有关物质１、２、６、９）；高
温干法破坏形成１２个主要降解产物（图１－ｃ，有关
物质３、４、６、７、１０、１１、１４、１６、１８、２０、２１、２２）；高温湿
法破坏形成６个主要降解产物（图１－ｄ，有关物质
５、７、１０、１２、１７、１８）。研究建立的有关物质检查条件
对于不同强制降解试验样品有关物质的检测均物料

平衡（表１）。

表１　喷昔洛韦乳膏有关物质强制降解试验样品物料平衡结果
Ｔａｂ．１　Ｍａｓｓｂａｌａｎｃｅｏｆｐｅｎｃｉｃｌｏｖｉｒｃｒｅａｍａｎｄｉｔｓｓｔｒｅｓｓｅｄｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

样品　　　　

（ｓａｍｐｌｅ）　　　　

Ｃ／

（ｍｇ·ｍＬ－１）

有关物质峰面积

（ａｒｅａｉｍｐｕｒｉｔｙ）

总峰面积

（ａｒｅａｔｏｔａｌ）
ａｒｅａｔｏｔａｌ／Ｃ

物料平衡比例

（ｍａｓｓｂａｌａｎｃｅｒａｔｉｏ）

未破坏（ｎｏｎ－ｓｔｒｅｓｓｅｄ） １０８６４ ４１１６４１ ２８７０１６９５ ２６４×１０７ １００

高温干法破坏（ｄｒｙｈｅａｔｓｔｒｅｓｓ） １０７９４ ３５６７７９７ ３０６７７８３１ ２８４×１０７ １０８

高温湿法破坏（ｗｅｔｈｅａｔｓｔｒｅｓｓ） １１２５８ １８５０９９１ ２９２７８５１０ ２６０×１０７ ０９８

光照湿法破坏（ｗｅｔｐｈｏｔｏｌｙｔｉｃｓｔｒｅｓｓ） １０２５８ ５０９８４６ ２６６７７０３４ ２６０×１０７ ０９８

光照干法破坏（ｄｒｙｐｈｏｔｏｌｙｔｉｃｓｔｒｅｓｓ） １００６０ ３８４１３２ ２７３４６１５６ ２７２×１０７ １０３

氧化破坏（ｏｘｉｄａｔｉｏｎｓｔｒｅｓｓ） １１２３４ ５７９８４３ ２９１８８８８０ ２６０×１０７ ０９８

碱破坏（ａｌｋａｌｉｎｅｓｔｒｅｓｓ） １０７７６ ８５３８２１ ２７９７７０２２ ２６０×１０７ ０９８

酸破坏（ａｃｉｄｉｃｓｔｒｅｓｓ） １０９５８ １２５１６６５ ２９８５７７８３ ２７２×１０７ １０３

　注（ｎｏｔｅ）：以上峰面积计算均不包括化合物１９、２３（ｍａｓｓｂａｌａｎｃｅｒａｔｉｏｓａｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄｅｘｃｌｕｄｉｎｇｃｏｍｐｏｕｎｄｓ１９ａｎｄ２３）

３２　二维液相色谱条件的建立
采用一维色谱分析方法对样品直接进行质

谱测定。结果发现总离子流图中有响应很大的

相对分子质量相差 ４４的乳膏基质聚乙二醇簇

峰，干扰有关物质检测（图 ２）。故利用乳膏基质
与喷昔洛韦及其有关物质在阳离子交换色谱柱

上保留行为的差异，进行二维液相色谱分离，排

除基质对样品中有关物质质谱测定的干扰。

图２　辅料聚乙二醇的一级质谱图
Ｆｉｇ．２　ＭＳｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｔｈｅｅｘｃｉｐｉｅｎｔｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ
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　　因乳膏基质无紫外吸收，故在二维液相色谱方
法摸索时，取供试品溶液，采用高效液相色谱（配

ＳＰＤ－１０Ａ检测器）串联蒸发光散射检测器（ＥＬＳＤ）

确定乳膏基质、喷昔洛韦及其有关物质的出峰位置。

最终确定了如“２２２”所示的二维液相色谱条件，保
证基质与各有关物质分离良好（图３）。

ａ．ＥＬＳＤ　ｂ．ＵＶＤ

图３　喷昔洛韦乳膏及其有关物质二维液相色谱比较图

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｅｃｏｎｄｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｐｅｎｃｉｃｌｏｖｉｒａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

　　按“２２１”项下色谱条件，每次进样１００μＬ，分别
收集２３个馏分，重复３次，将收集的溶液冻干，再用
０１％甲酸２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵－乙腈（９５∶５）１００μＬ

复溶，即分别得到喷昔洛韦各有关物质溶液。并按

“２２２”所述色谱条件进行分析。各有关物质在二维
液相色谱中保留时间适宜，与基质分离良好（图４）。

图４　喷昔洛韦乳膏及其有关物质的二维液相色谱叠加图
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｏｖｅｒｌａｙｅｄｓｅｃｏｎｄｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｐｅｎｃｉｃｌｏｖｉｒａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ
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３３　有关物质的结构鉴定
按“２２２”所述色谱条件，采用高效液相色谱

（配ＳＰＤ－Ｍ３０Ａ检测器）串联高分辨质谱仪Ｑ－ＴＯＦ
测定富集得到的各有关物质溶液，可得到各有关物

质的母离子及子离子的准确质量和元素组成、其二

级质谱特征碎片以及 ＤＡＤ图，并通过与喷昔洛韦的
质谱特征的对比分析，鉴定各主要有关物质的结构。

结果见图５、６及表２。
３３１　鸟嘌呤核苷类药物已知有关物质的结构
鉴定

目前，各国药典暂未收录喷昔洛韦的有关物

质，但可参考相关文献［１２－１３］，根据喷昔洛韦和
其他含鸟嘌呤结构化合物的质谱裂解特征（图７），
对喷昔洛韦有关物质的结构进行分析鉴定。鸟嘌

呤核苷类药物的 ＭＳ／ＭＳ裂解具有如下规律：（１）鸟
嘌呤核苷类药物的支链易断裂，生成特征碎片离子

ｍ／ｚ１５２０５（Ｃ５Ｈ６Ｎ５Ｏ
＋），其为鸟嘌呤［Ｍ＋Ｈ］＋离

子的准确离子质量，表明这些有关物质均含有鸟嘌

呤结构；（２）ｍ／ｚ１５２０５又可裂解为 ｍ／ｚ１３５０３
（Ｃ５Ｈ３Ｎ４Ｏ

＋）、ｍ／ｚ１１００３（Ｃ４Ｈ４Ｎ３Ｏ
＋）的碎片离

子，分别与鸟嘌呤［Ｍ＋Ｈ］＋离子脱去 ＮＨ３和碳二
亚胺相应。

３３２　未知有关物质的确证
聚乙二醇是乳膏制剂中常用的辅料之一，可

降解为甲醛、甲酸［１４］和多种过氧化物［１５］，这些辅

料降解产物可进一步参与喷昔洛韦的降解反应，

产生新的有关物质，在有关物质解析时应加以

考虑。

根据各有关物质的色谱保留特征、光谱特征、质

谱特征及其与喷昔洛韦、阿昔洛韦、鸟嘌呤的差异，

结合合成和制剂工艺路线分析，可鉴定其结构，并根

据有关物质来源，进行归类分析。

３３２１　氧化破坏产生的降解杂质　有关物质 １
是喷昔洛韦的特征氧化降解杂质；有关物质７是喷
昔洛韦的高温干法、高温湿法、氧化降解杂质。测

得其［Ｍ＋Ｈ］＋的准确离子质量分别为２７０１２０６、
２７０１１９６，与离子式 Ｃ１０Ｈ１６Ｎ５Ｏ４

＋相应；与喷昔洛

韦元素组成相比，是多１个 Ｏ元素的同分异构体。
有关物质６也是喷昔洛韦的特征氧化降解杂质，测
得其［Ｍ＋Ｈ］＋的准确离子质量为２８６１１６３，与离
子式 Ｃ１０Ｈ１６Ｎ５Ｏ５

＋相应。有关物质１的二级质谱碎
片离子 ｍ／ｚ２２７１１４７（Ｃ９Ｈ１５Ｎ４Ｏ３

＋）与［Ｍ＋Ｈ］＋

脱去异氰酸相应；ｍ／ｚ１６８０５２５（Ｃ５Ｈ６Ｎ５Ｏ２
＋）与

［Ｍ＋Ｈ］＋中性丢失侧链和 １分子 Ｈ２Ｏ相应。由
ＤＡＤ图（图８）可知，有关物质１的共轭结构与喷昔
洛韦相差较大，即母核结构发生了改变。有关物质

１的色谱保留极弱，极性很大。根据喷昔洛韦的结
构特点，其 Ｃ－４、Ｃ－５受双键共轭作用影响［１６］，在

过氧化氢和甲酸的存在下，易生成双羟化加成产

物。故推测有关物质１应为喷昔洛韦侧链脱去１分
子Ｈ２Ｏ，Ｃ－４、Ｃ－５被羟基化而形成的有关物质。
有关物质 ７的二级质谱碎片离子 ｍ／ｚ２５２１１０４
（Ｃ１０Ｈ１４Ｎ５Ｏ３

＋）、ｍ／ｚ２３４０９９４（Ｃ１０Ｈ１２Ｎ５Ｏ２
＋）与

［Ｍ＋Ｈ］＋连续失去 １分子 Ｈ２Ｏ相应。ＤＡＤ图表
明，有关物质７在２９２ｎｍ有一吸收峰，由于嘌呤的
富电子特性，羟基自由基会攻击活性较高的 ８位，
此位点易氧化，故推测有关物质７应为喷昔洛韦８
位氧化成酮（即共轭羟基亚胺）得到的有关物质。

有关物质６与有关物质７相比，多１个 Ｏ原子，且
极性更大，推测有关物质 ６是在氧化条件下，喷昔
洛韦８位氧化成酮，３位叔胺形成氮氧化物得到的
有关物质。

有关物质２为喷昔洛韦的氧化降解杂质。测得
其［Ｍ＋Ｈ］＋的准确离子质量为２１５１１４４，与离子式
Ｃ８Ｈ１５Ｎ４Ｏ３

＋相应；与喷昔洛韦元素组成相比，少

Ｃ２ＨＮ。有关物质２的 ＤＡＤ图与喷昔洛韦相差较大，
共轭结构发生显著改变。碎片离子中无 ｍ／ｚ１５２０５
（Ｃ５Ｈ６Ｎ５Ｏ

＋），说明有关物质２的结构不含鸟嘌呤母
核。碎片离子ｍ／ｚ１９７１０２１（Ｃ８Ｈ１３Ｎ４Ｏ２

＋）与［Ｍ＋Ｈ］＋

丢失 １分子 Ｈ２Ｏ相应。碎片离子 ｍ／ｚ１１３０４０６
（Ｃ３Ｈ５Ｎ４Ｏ

＋）与有关物质１的碎片离子ｍ／ｚ１１３０４５８
（Ｃ３Ｈ５Ｎ４Ｏ

＋）元素组成相同，二级质谱图中含有碎片

ｍ／ｚ８５０６５１（Ｃ５Ｈ９Ｏ
＋）均证明此有关物质结构中

仍保留喷昔洛韦侧链。故推测在强氧化条件下，喷

昔洛韦３位发生氮氧化，嘧啶环脱去 ＣＯ，咪唑环丢
失１分子 ＨＣＮ变成三元环，最终生成有关物质 ２
（图６）。
３３２２　７／９位同分异构体杂质　有关物质 ３、４、
１４、１６为喷昔洛韦的特征高温干法降解杂质。测得
有关物质３和４的［Ｍ＋Ｈ］＋的离子准确质量分别为
３４４１５８２、３４４１５５９，是与离子式Ｃ１３Ｈ２２Ｎ５Ｏ６

＋相应

的同分异构体。测得有关物质１４和１６的［Ｍ＋Ｈ］＋

的离子准确质量为４００１８２６、４００１８２４，是与离子
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ＡＰＩ（ｍ／ｚ２５４）　１（ｍ／ｚ２７０）　２（ｍ／ｚ２１５）　３（ｍ／ｚ３４４）　４（ｍ／ｚ３４４）　５（ｍ／ｚ３１２）　６（ｍ／ｚ２８６）　７（ｍ／ｚ２７０）　８（ｍ／ｚ２８４）　９（ｍ／ｚ３００）　

１０（ｍ／ｚ３１２）　１１（ｍ／ｚ２８２）　１２（ｍ／ｚ３５６）　１３（ｍ／ｚ２６６）　１４（ｍ／ｚ４００）　１５（ｍ／ｚ２９６）　１６（ｍ／ｚ４００）　１７（ｍ／ｚ３２６）　１８（ｍ／ｚ５２９）　

１９（ｍ／ｚ１３７）　２０（ｍ／ｚ５６１）　２１（ｍ／ｚ５０４）　２２（ｍ／ｚ５１９）　２３（ｍ／ｚ１５１）

图５　喷昔洛韦及其有关物质［Ｍ＋Ｈ］＋离子的二级质谱图

Ｆｉｇ．５　ＭＳ／ＭＳｓｐｅｃｔｒａｏｆｐｅｎｃｉｃｌｏｖｉｒａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ［Ｍ＋Ｈ］＋ｉｏｎｓ
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表２　喷昔洛韦乳膏有关物质的ＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ／ＭＳ鉴定结果
Ｔａｂ．２　ＲｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｉｎｐｅｎｃｉｃｌｏｖｉｒｃｒｅａｍｂｙＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ／ＭＳ

编号

（Ｎｏ）
母离子

（ｐａｒｅｎｔｉｏｎ）ｍ／ｚ
ｔＲ／
ｍｉｎ

离子式

（ｉｏｎｆｏｒｍｕｌａ）
Ｄｉｆ

碎片离子

（ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｓ）ｍ／ｚ
来源

（ｏｒｉｇｉｎ）

１ ２７０１２０６ ５４１０ Ｃ１０Ｈ１６Ｎ５Ｏ４＋ ３５１７ ２２７１１４７，１９７１０４０，１８５０９２８，１６８０５２５，１３００８７３，１１３０４５８，
８５０６４９

Ｄｒ

２ ２１５１１４４ ８６９６ Ｃ８Ｈ１５Ｎ４Ｏ３＋ ２４１７ １９７１０２１，１１３０４６０，８５０６５１，６７０５５７ Ｄｒ
３ ３４４１５８２ １０５０１ Ｃ１３Ｈ２１Ｎ５Ｏ６＋ ４９６９ ３２６１４６７，３０８１３８５，２９６１３７６，２４２０８９６，２２４０７８５，２０６０６５６，

１９４０６７６，１７８０７４５
Ｄｒ

４ ３４４１５５９ １１８９２ Ｃ１３Ｈ２１Ｎ５Ｏ６＋ －１６８５ ３２６１４５４，２９６１３５５，２４２０８９６，２２４０８８５，１９４０６９１，１７８０７３８ Ｄｒ

５ ３１２１３１６ １３２８８ Ｃ１２Ｈ１８Ｎ５Ｏ５＋ ４３８９ ２９４１２２３，２６６１２７０，２５４１２５９，２１００６２９，１９２０５２５，１６４０５７２，
１５２０５７７，１３５０３０７，８５０６３４

Ｄｒ

６ ２８６１１５８ １３４２１ Ｃ１０Ｈ１５Ｎ５Ｏ５＋ ４０５４ ２２３１０７５，２０６１０４６，１６５０６５２，１５２０５７５ Ｄｒ
ＡＰＩ ２５４１２５９ １５１１９ Ｃ１０Ｈ１６Ｎ５Ｏ３＋ ４５２５ １５２０５７３，１３５０３０５，１１００３５１，８５０６４８，６７０５４０ ＡＰＩ
７ ２７０１１９６ １８１１６ Ｃ１０Ｈ１６Ｎ５Ｏ４＋ －０１１１ ２５２１１０４，２３４０９９４，２０６１０３４，１８００５２４，１６８０５２２，１５２０５７２，

８５０６５３
Ｄｒ

８ ２８４１３４０ ２００３８ Ｃ１１Ｈ１８Ｎ５Ｏ４＋ －４５７５ ２６６１２５７，２５４１２４８，１６４０５７６，１５２０５７５，１０３０７６４，８５０６６０ Ｄｒ／Ｐｒ
９ ３００１３１６ ２１０３１ Ｃ１１Ｈ１８Ｎ５Ｏ５＋ ４３３１ ２８２１２３５，２６６１２９３，２３８１０４６，１６４０５５４ Ｄｒ
１０ ３１２１３０３ ２１６６１ Ｃ１２Ｈ１８Ｎ５Ｏ５＋ －００６４ ２９４１１６８，２６６１２１３，２１００６３２，１９２０５２４，１６４０５７０，１１５０５５５，

８５０６６１
Ｄｒ

１１ ２８２１２０６ ２２５２０ Ｃ１１Ｈ１６Ｎ５Ｏ４＋ ３２２６ ２１８１０１８，１５２０５７４，１３５０３０９，１１００３６２ Ｄｒ
１２ ３５６１５６８ ２４０３５ Ｃ１４Ｈ２２Ｎ５Ｏ６＋ ０８１４ ３１０１５２１，２５４０８９７，２３６０７８６，２０８０８３７，１９００７５０，１０３０７５８，

８５０６４６
Ｄｒ

１３ ２６６１２４８ ２５８２２ Ｃ１１Ｈ１６Ｎ５Ｏ３＋ ０２６３ ２３６１１５６，２０６１０４７，１６４０５７３，１５２０５７２，１３５０３０５，１１５０７５４，
８３０４９１

Ｄｒ

１４ ４００１８２６ ２６９８４ Ｃ１６Ｈ２６Ｎ５Ｏ７＋ －００５０ ３８２１７６６，２８０１４１８，２２４０８００，２０６０６８８，１７８０７３１，１３５０３１３ Ｄｒ

１５ ２９６１３６５ ２７３４９ Ｃ１２Ｈ１８Ｎ５Ｏ４＋ ３９１７ ２５４１２９７，２０４，０９５９，１５２０５７２，１３５０３００，１１００３３９ Ｐｒ

１６ ４００１８２４ ２７９０４ Ｃ１６Ｈ２６Ｎ５Ｏ７＋ －０７７５ ３８２１７５２，２９８１１４８，２８０１４２４，２２４０８１１，２０６０５８６，１７８０７３２ Ｄｒ

１７ ３２６１４７３ ２８２９４ Ｃ１３Ｈ２０Ｎ５Ｏ５＋ ４１７０ ３０８１３５８，２８０１４１２，２２４０７８８，２０６０６７９，１７８０７２８，８５，０６３５ Ｄｒ

１８ ５２９２２９２ ３００５４ Ｃ２２Ｈ２９Ｎ１０Ｏ６＋ ４８９４ ５１１２２１０，４２７１５８４，３２５０９３０，１６４０５５４ Ｄｒ

１９ １３７０２４２ ３１３９０ Ｃ７Ｈ５Ｏ３－ －１３８７ ９３０３４３ Ｅｘｐ－Ｄｒ

２０ ５６１２５３９ ３１９３９ Ｃ２３Ｈ３３Ｎ１０Ｏ７＋ １９９６ ４５９１８６７，３２５１６３０，３０８１３６８，２８０１４０２，２５４１２５５，２３６１１５１，
１７８０７１５，１５２０５７９

Ｄｒ

２１ ５０４２６９６ ３２１４８ Ｃ２１Ｈ３８Ｎ５Ｏ９＋ ３５８９ ４４２２３２０，３１０１５２３，２６６１２５５，２４８１１４５，１６６０７２４，８３０４８６ Ｄｒ

２２ ５１９２４２８ ３２８８７ Ｃ２１Ｈ３１Ｎ１０Ｏ６＋ １０２１ ２６６１２７６，２５４１２５０，１６４０６２２，１５２０５７３ Ｄｒ／Ｐｒ

２３ １５１０４０２ ４３９８８ Ｃ８Ｈ７Ｏ３－ ０７９４ １３６０１６２，９２０２６３ Ｅｘｐ

　注（ｎｏｔｅ）：Ｄｉｆ测得离子质量误差（ＭＳｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｓｐａｒｔｓｐｅｒｍｉｌｌｉｏｎ）；Ｐｒ工艺有关物质（ｐｒｏｃｅｓｓｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅ）；Ｄｒ降解有关物质（ｄｅｇｒａｄａ

ｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅ）；Ｅｘｐ辅料（ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ）；Ｅｘｐ－Ｄｒ辅料降解物（ｄｅｇｒａｄａｎｔｏｆｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ）

式Ｃ１６Ｈ２６Ｎ５Ｏ７
＋相应的同分异构体。有关物质３和

４、有关物质１４和１６这２对同分异构体的二级质谱
图、ＤＡＤ图均分别两两相似，保留时间也接近，推测
其共轭结构也两两相似。由文献可知［１７］，对于鸟嘌

呤核苷类药物，当化合物母核相同、侧链相同时，鸟

嘌呤７位氮连接侧链，化合物的极性强于９位侧链连
接。故推测喷昔洛韦有关物质３和４、有关物质１４
和１６均含有鸟嘌呤母核，但侧链取代位置不同（７位
或９位）的同分异构体，根据其碎片特征推定相应结
构式（图６）。以有关物质１６为例进行结构解析。其
ＭＳ／ＭＳ的碎片离子ｍ／ｚ２９８１１５３（Ｃ１１Ｈ１６Ｎ５Ｏ５

＋）、

ｍ／ｚ２８０１４１８（Ｃ１１Ｈ１４Ｎ５Ｏ４
＋）与［Ｍ＋Ｈ］＋中性丢失

侧链２－乙烯基丙烷－１，３－二醇、进一步脱去１分子
Ｈ２Ｏ相应。碎片离子ｍ／ｚ２２４０８００（Ｃ８Ｈ１０Ｎ５Ｏ３

＋）、

ｍ／ｚ２０６０６８８（Ｃ８Ｈ８Ｎ５Ｏ２
＋）别是在ｍ／ｚ２９８１１５３的

基础上脱去乙醇和ＣＯ、再进一步脱去１分子Ｈ２Ｏ。观
察喷昔洛韦及其有关物质可知，其二级质谱碎片中大

都不含 ｍ／ｚ１７８０７３１（Ｃ７Ｈ８Ｎ５Ｏ
＋），可知喷昔洛韦

侧链碳碳键不易断裂，故推测有关物质 １６二级质
谱碎片中的该碎片是氨基所连支链的碳氧键断裂

所得。故推测喷昔洛韦原有侧链连接在 ７位或 ９
位，断裂后的支链之间发生反应或断裂后的支链与

聚乙二醇降解产物反应，生成新的支链，氨基端与

新支链连接，生成同分异构体：有关物质１４和１６。
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图６　喷昔洛韦及其有关物质１～２３的化学结构
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图７　喷昔洛韦、阿昔洛韦及鸟嘌呤［Ｍ＋Ｈ］＋离子的二级碎片裂解途径
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图８　喷昔洛韦、有关物质１、有关物质７的ＤＡＤ图

Ｆｉｇ．８　ＤＡＤｓｐｅｃｔｒａｏｆｐｅｎｃｉｃｌｏｖｉｒ，ｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅ１ａｎｄｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅ７

３３２３　侧链变化产生的杂质　有关物质５和１０主
要为喷昔洛韦的高温湿法降解杂质。测得其

［Ｍ＋Ｈ］＋准确离子质量分别为３１２１３１６、３１２１３０３，
是与离子式Ｃ１２Ｈ１８Ｎ５Ｏ５

＋相应的同分异构体；且与喷

昔洛韦元素组成相比，多Ｃ２Ｈ２Ｏ２。有关物质５的碎片
离子ｍ／ｚ２５４１２５９（Ｃ１０Ｈ１６Ｎ５Ｏ３

＋）与［Ｍ＋Ｈ］＋脱去
甲醛和ＣＯ相应。有关物质５、１０共同的ＭＳ／ＭＳ主要
特征碎片离子 ｍ／ｚ２６６１２７０（Ｃ１１Ｈ１６Ｎ５Ｏ３

＋）与

［Ｍ＋Ｈ］＋脱去 Ｈ２Ｏ和 ＣＯ相应；碎片离子 ｍ／ｚ
２１００６２９（Ｃ７Ｈ８Ｎ５Ｏ３

＋）、ｍ／ｚ１９２０５７２（Ｃ７Ｈ６Ｎ５Ｏ２
＋）

与［Ｍ＋Ｈ］＋脱去２－乙烯基丙烷 －１，３－二醇、进一
步脱去１分子Ｈ２Ｏ相应。二者都存在碎片离子 ｍ／ｚ
８５０６，推测它们仍保留喷昔洛韦原侧链结构。虽然
有关物质１０和５的碎片离子相似，但二者的色谱保
留时间相差约７ｍｉｎ，表明二者极性有明显差异。故
推测有关物质１０和５不是７／９位同分异构体，而是
氨基所连侧链不同的异构体。根据二者元素组成与

极性大小，推测有关物质５为喷昔洛韦２位氨基连接
乙酸形成的有关物质（图６）；有关物质１０为喷昔洛
韦２位氨基与聚乙二醇降解产物羟基乙酸反应形成
的酰胺有关物质（图６）。

有关物质１２、１７为喷昔洛韦高温湿法降解杂质，
有关物质２１为喷昔洛韦的高温干法降解杂质。根据
三者的元素组成及二级质谱特征碎片，推测三者均是

以鸟嘌呤为母核，但２位氨基连接不同支链的有关物
质（图６）。以有关物质２１为例，其ＭＳ／ＭＳ主要特征
碎片离子ｍ／ｚ４４２２３２０（Ｃ１９Ｈ３２Ｎ５Ｏ７

＋）、ｍ／ｚ３１０１５２３
（Ｃ１３Ｈ２０Ｎ５Ｏ４

＋）、ｍ／ｚ２６６１２５４（Ｃ１１Ｈ１６Ｎ５Ｏ３
＋），均为其

［Ｍ＋Ｈ］＋离子所连乙二醇长链在不同位置断裂产

生。碎片离子 ｍ／ｚ２６６１２５４的元素组成表明有关
物质２１仍保留喷昔洛韦的基本结构，进一步脱去１
分子 Ｈ２Ｏ生成 ｍ／ｚ２４８１１４５（Ｃ１１Ｈ１４Ｎ５Ｏ２

＋）。碎

片离子 ｍ／ｚ２０８０８５９表明乙二醇长链与氨基相
连，否则无法形成此碎片离子。故推测有关物质２１
为喷昔洛韦２位氨基连接乙二醇长链而形成的有
关物质。

３３２４　与甲醛反应得到的杂质　由喷昔洛韦的
合成工艺可知，在合成过程中可能有多聚甲醛参与

反应。有关物质８、９、１１、１３分别是为喷昔洛韦的工艺
杂质、氧化降解杂质、高温干法降解杂质、特征酸降解

杂质。根据各个有关物质的元素组成、保留时间、二级

质谱特征碎片，可推测有关物质８、９、１１、１３的结构如
图６所示。以有关物质１３为例进行说明，其 ＭＳ／ＭＳ
主要特征碎片离子 ｍ／ｚ１１５０７５５（Ｃ６Ｈ１１Ｏ２

＋）与

［Ｍ＋Ｈ］＋中性丢失鸟嘌呤相应，提示有关物质１３由
鸟嘌呤和准确离子质量为１１５０７５５的支链构成，同
时也可推出多余的１个Ｃ原子连接在侧链上。碎片
离子ｍ／ｚ２３６１１５６（Ｃ１０Ｈ１４Ｎ５Ｏ２

＋）、ｍ／ｚ２０６１０４７
（Ｃ９Ｈ１２Ｎ５Ｏ

＋）与［Ｍ＋Ｈ］＋接连丢失１分子甲醛相
应；碎片离子ｍ／ｚ１５２０５６３（Ｃ５Ｈ６Ｎ５Ｏ

＋）是由母核与

侧链之间的 Ｃ－Ｎ键断裂而形成。碎片离子 ｍ／ｚ
２０６１０４７（Ｃ９Ｈ１２Ｎ５Ｏ

＋）含碳原子数比鸟嘌呤多４，
可以由此推测侧链氧原子的位置。二级质谱图中

丰度最高的碎片离子 ｍ／ｚ８３０４９１（Ｃ５Ｈ７Ｏ
＋）由

ｍ／ｚ１１５０７５５（Ｃ６Ｈ１１Ｏ２
＋）中性丢失１分子甲醇得

到。又因有关物质 １３极性较小，推测在酸性条件
下，甲醛与喷昔洛韦侧链两羟基反应成环得到的有

关物质１３。
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３３２５　单乙酰化喷昔洛韦　有关物质１５为喷昔
洛韦乳膏的工艺杂质。测得其［Ｍ＋Ｈ］＋离子的
准确质量为 ２９６１３６５，与离子式 Ｃ１２Ｈ１８Ｎ５Ｏ４

＋相

应；与喷昔洛韦元素组成相比，多Ｃ２Ｈ２Ｏ。ＭＳ／ＭＳ主
要特征碎片离子 ｍ／ｚ２５４１２９７（Ｃ１０Ｈ１６Ｎ５Ｏ３

＋）与

［Ｍ＋Ｈ］＋脱去乙烯酮相应，存在此碎片离子也表
明其结构中可能保留喷昔洛韦母核结构。由喷昔

洛韦的合成路线可知，侧链先乙酰化再与 ２－氨
基 －６－氯鸟嘌呤反应，产物再经过酸水解最终得
到喷昔洛韦，若水解反应不完全，则易产生有关物

质１５。观察强制降解试验结果可知，有关物质１５
在强酸、强碱条件下，发生降解而含量下降，但其

余条件均较稳定，也与该酯键在酸、碱条件下易水

解特征相应（图６）。
３３２６　二聚体杂质　有关物质１８、２０、２２分别为
喷昔洛韦的工艺杂质和多种条件下的降解杂质。根

据元素组成、质谱特征可知，有关物质１８、２０、２２均含
有２个鸟嘌呤母核，并根据剩余的碳原子与氧原子
数以及极性大小的不同，可推测有关物质１８、２０、２２
的结构为喷昔洛韦经不同程度甲醛缩合的产物（图

６）。以有关物质２２为例，对二聚体杂质进行结构解
析。有关物质２２的 ＭＳ／ＭＳ主要特征碎片离子 ｍ／ｚ
１５２０５７０（Ｃ５Ｈ６Ｎ５Ｏ

＋）与鸟嘌呤［Ｍ＋Ｈ］＋相应；碎
片离子ｍ／ｚ２５４１２５０（Ｃ１０Ｈ１６Ｎ５Ｏ３

＋）证明此有关物

质保留喷昔洛韦母核结构，ｍ／ｚ２６６１２７６（Ｃ１１Ｈ１６Ｎ５
Ｏ３

＋）与［Ｍ＋Ｈ］＋脱去１分子喷昔洛韦相应。又因
有关物质２２极性较弱、保留较强，故推测１分子喷昔
洛韦与甲醛发生反应生成席夫碱（亚胺中间体），另１
分子喷昔洛韦再亲核进攻此亚胺中间体而形成有关

物质２２［１８］。
３３２７　辅料及其降解杂质　化合物１９是酸、碱破
坏条件下产生的杂质，同时酸碱破坏条件下化合物

２３不存在，其余条件下化合物２３均存在，且化合物
１９、２３含量均较大，故推测是化合物１９是由化合物
２３降解得到。

采用电喷雾离子源正离子模式测定化合物１９、
２３，发现无质谱信号，又因它们的ＤＡＤ图与喷昔洛韦
相差较大，且化合物２３在样品中的含量较高，故怀疑
其是具有紫外吸收的乳膏辅料。化合物２３的保留较
强，极性较弱，故换用 ＡＰＣＩ源正／负离子模式测定。
结果显示，化合物１９、２３在ＡＰＣＩ负离子模式有响应。

测得化合物 ２３［Ｍ－Ｈ］－离子的准确质量为

１５１０４０２，与离子式Ｃ８Ｈ７Ｏ３
－相应。ＭＳ／ＭＳ主要特

征碎片离子 １３６０１６２（Ｃ７Ｈ４Ｏ３
·－）、９２０２６３

（Ｃ６Ｈ４Ｏ
·－）与［Ｍ－Ｈ］－脱去甲基自由基并进一步

脱去ＣＯ２相应。测得化合物１９［Ｍ－Ｈ］
－的准确离子

质量为１３７０２４２，与离子式 Ｃ７Ｈ５Ｏ３
－相应。ＭＳ／ＭＳ

主要特征碎片离子９３０３４３（Ｃ６Ｈ５Ｏ
－）与［Ｍ－Ｈ］－

脱去ＣＯ２相应。化合物１９、２３的 ＤＡＤ图可知，它们
分别在２５４、２５５ｎｍ处有最大吸收。故推测化合物
２３为辅料对羟基苯甲酸甲酯、化合物１９为辅料降解
产物对羟基苯甲酸（图６）。
４　讨论

在建立的 ２Ｄ－ＬＣ－ＱＴＯＦ／ＭＳ条件下，喷昔
洛韦与各有关物质均得到有效的分离，共检测到

２３个化合物，经鉴定，２１个有关物质均为本文首
次鉴定的未知有关物质，其余 ２个为辅料和辅料
降解杂质。根据喷昔洛韦及其有关物质的结构和

相关裂解途径，总结了喷昔洛韦的有关物质来源。

在合成过程中，甲醛与喷昔洛韦反应生成有关

物质８；有关物质１５为合成过程中生成的单乙酰化
喷昔洛韦；甲醛参与反应，２个分子喷昔洛韦易发生
聚合，生成有关物质 ２２。在氧化条件下，鸟嘌呤
Ｃ－４、Ｃ－５位被羟基化得到有关物质 １；鸟嘌呤 ３
位发生氮氧化同时嘧啶环丢失 ＣＯ、咪唑环丢失
ＨＣＮ得到有关物质 ２；喷昔洛韦 ８位氧化成酮，形
成有关物质７，在此基础上，喷昔洛韦３位叔胺发生
氮氧化，则形成有关物质６；喷昔洛韦３位氮氧化，
且侧链与甲醛反应形成有关物质 ９。在酸性条件
下，甲醛与喷昔洛韦侧链两羟基反应成环得到有关

物质１３。在高温干法条件下，３位叔胺发生氮氧化
反应，氨基与断裂的支链碎片连接，喷昔洛韦原有

侧链连接在７位或９位，得到同分异构体：有关物
质３和４；氨基与聚乙二醇降解产物羟基乙酸反应
生成酰胺，得到有关物质１０；喷昔洛韦侧链末端与
醛基相连，形成有关物质１１；氨基与断裂后的支链
连接，喷昔洛韦原有侧链连接在 ７位或 ９位，得到
同分异构体：有关物质１４和１６；有关物质１３与喷
昔洛韦通过次甲基连接生成有关物质１８；有关物质
２２与乙醛反应生成有关物质 ２０；喷昔洛韦与乙二
醇链反应生成有关物质２１。在高温湿法条件下，氨
基与聚乙二醇的降解产物乙酸反应生成有关物质

５；喷昔洛韦侧链末端的１个羟基被氧化成羧基，与
喷昔洛韦的氨基相连生成有关物质１２；氨基与甲酸
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乙酯相连生成有关物质１７。化合物２３为添加的防
腐剂对羟基苯甲酸甲酯，在酸、碱条件下化合物２３
降解为化合物１９对羟基苯甲酸。本研究的结果表
明，喷昔洛韦乳膏在高温下易和辅料聚乙二醇反

应，在生产以及储存时应加以注意。
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