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ＨＰＬＣ－ＣＡＤ法测定帕拉米韦注射液的有关物质及杂质谱解析

房思萌，段玺玉，隋玉荣，鲁鑫，韩晓捷，白海娇

（天津市药品检验研究院，天津 ３０００７０）

摘要　目的：建立 ＨＰＬＣ－ＣＡＤ法测定帕拉米韦注射液的有关物质，并对降解杂质进行杂质谱解析。
方法：采用ＷｅｌｃｈＵｌｔｉｍａｔｅＰｏｌａｒＲＰ柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，３５μｍ），以５ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵溶液（用甲酸调
ｐＨ至４６）－乙腈（Ｂ）（９５∶５）为流动相 Ａ，流动相 Ａ－乙腈（５０∶５０）为流动相 Ｂ，梯度洗脱，体积流量为
０８ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３０℃，ＣＡＤ雾化器温度５０℃，采集频率５Ｈｚ，滤光片３６ｓ。通过ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ，推测
帕拉米韦的降解途径及杂质结构。结果：帕拉米韦与各杂质之间分离度良好，帕拉米韦与７个杂质的质量
浓度约在 ０２～１２μｇ·ｍＬ－１与峰面积呈良好的线性关系，定量限为 ４３２～１２８ｎｇ，检测限为
２１６～６４４ｎｇ；杂质Ⅲ的平均回收率（ｎ＝９）为９６２％，ＲＳＤ为１８％；对照溶液和供试品溶液在室温条件下
放置１０２ｈ内稳定；微调液相色谱参数后，对有关物质的检测结果无影响。根据ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ，推测了降解杂质的
结构及可能的降解途径。结论：该方法用于测定帕拉米韦注射液的有关物质准确、可靠，专属性强，为建立该品种

质量标准提供研究基础。

关键词：帕拉米韦注射液；高效液相色谱；电喷雾检测器；杂质谱解析；有关物质
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐｅｒａｍｉｖｉｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ＨＰＬＣ；ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｄｅｔｅｃｔｏｒ；ｉｍｐｕｒｉｔｙｐｒｏｆｉｌｅａｎａｌｙｓｉｓ；ｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

　　帕拉米韦，化学名称为（１Ｓ，２Ｓ，３Ｒ，４Ｒ）－３－
［（１Ｓ）－１－（乙酰氨基）－２－乙基丁基］－４－胍
基 －２－羟基环戊烷羧酸三水合物，分子式为
Ｃ１５Ｈ２８Ｎ４Ｏ４·３Ｈ２Ｏ

［１］。帕拉米韦是 ＢｉｏＣｒｙｓｔ公司开
发的以流感病毒表面糖蛋白神经氨酸酶为作用靶点

的新型环戊烷类抗流感病毒制剂，是世界首个静脉

给药制剂［２－３］。２０１３年 １２月 ＦＤＡ接受了 ＢｉｏＣｒｙｓｔ
公司的新药注册申请（ＮＤＡ），并于２０１４年１２月批
准上市。２０１３年４月，国家药品监督管理局批准了
广州南新的抗流感新药帕拉米韦氯化钠注射液，现

有临床试验数据证明其对甲型和乙型流感有效。帕

拉米韦是第一个批准的静脉应用的神经氨酸酶抑制

剂，可用于各年龄段人群。

帕拉米韦原料药及制剂的质量标准尚未被各国

药典收载。经查阅文献，帕拉米韦有多种合成路线，

目前各企业根据合成工艺及质量研究结果制定相应

的质量标准［４－６］。由于帕拉米韦的分子结构无生色

基团，从其紫外谱图可知，其最大吸收波长在２０８ｎｍ
左右，因此，如采用紫外检测器需在低波长条件下进

行检测，导致流动相、缓冲盐、离子对试剂等均对有

关物质检测，但 ＨＰＬＣ－ＵＶ方法中不同杂质的校正
因子不同，按不加校正因子的主成分对照法计算，存

在杂质量计算不准确的情况，对试验结果有较大影

响［７－１０］。国家药品监督管理局批准的帕拉米韦氯化

钠注射液标准（标准号 ＹＢＨ００８６２０１７）中有关物质项
下未规定已知杂质，本研究建立了高效液相色谱

法－电喷雾检测器法，结合帕拉米韦的工艺过程和降
解途径，对表１中７个已知杂质进行定量测定。电子
喷雾检测器（ＣＡＤ）是通用型检测器，检测器的响应值
不依赖于被测物质的化学结构，只与被测物质的进样

质量有关，具有较高的响应一致性［１１－１２］。通过系统的

方法学验证，本法测定准确、可靠，专属性强，可为帕拉

米韦注射液的有关物质测定提供一种新的检测方法。

１　仪器与试药
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＤｉｏｎｅｘＵｌｔｉｍａｔｅ３０００型

高效液相色谱仪和 ＣｏｒｏｎａＶｅｏＲＳ电喷雾检测器，
Ｃｈｒｏｍｅｌｅｏｎ色谱工作站；ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＶａｎｑｕｉｓｈＵＰ
ＬＣ－ＯｒｂｉｔｒａｐＥｘｐｌｏｒｉｓ４８０高分辨质谱仪；ＭｅｔｔｌｅｒＴｏ
ｌｅｄｏＸＳ２０５十万分之一分析天平。

帕拉米韦对照品（中国食品药品检定研究院，批

号１０１２６０－２０２２０３，含量 ８５０％），帕拉米韦注射液
（天津某企业提供，规格 ６０ｍＬ∶３００ｍｇ，批号
２０２３１１２００１、２０２３１１２００２、２０２３１１２００３），对照品杂质Ⅰ
（批 号 ２０２１０９０１，含 量 ９６１３％）、杂 质Ⅱ（批 号
２０２１０９０２，含量９９３６％）、杂质Ⅲ（批号２０２１０８０１，含量
９８２５％）、杂质Ⅳ（批号２０２２０４０１，含量９９９３％）、杂
质Ⅴ（批号 ２０２１０４０１，含量 ９９９６％）、杂质Ⅵ（批号
２０２２０３０１，含量９５９０％）和杂质Ⅶ（批号２０２１１１０１，含
量９８１１％）均来源于深圳市恒丰万达医药科技有限
公司，乙腈（液质级，天津康科德公司）；甲酸铵及甲酸

（液质级，ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），水为Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水。
２　方法与结果
２１　色谱条件

采用 ＷｅｌｃｈＵｌｔｉｍａｔｅＰｏｌａｒＲＰ（２５０ ｍｍ ×
４６ｍｍ，３５μｍ）色谱柱；以５ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵（用
甲酸调 ｐＨ至４６）－乙腈（９５∶５）为流动相 Ａ，以流
动相Ａ－乙腈（５０∶５０）为流动相 Ｂ，梯度洗脱（见表
２），进样体积２０μＬ，流速０８ｍＬ·ｍｉｎ－１柱温３０℃；
Ｃｏｒｏｎａ电喷雾检测器：采集频率 ５Ｈｚ，过滤常数
３６ｓ，温度５０℃，氮气压力０４１ＭＰａ。
２２　溶液配制
２２１　空白辅料溶液　称取氯化钠 ５４０ｍｇ，加水
６０ｍＬ溶解，摇匀，即得。
２２２　供试品溶液　精密量取帕拉米韦注射液
１０ｍＬ，加水稀释至２５ｍＬ，制成２ｍｇ·ｍＬ－１的供试
品溶液。
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表１　帕拉米韦及其有关物质的结构式、分子式及相对分子质量
Ｔａｂ１　Ｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｆｏｒｍｕｌａ，ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｏｒｍｕｌａａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓ（Ｍｒ）ｏｆｐｅｒａｍｉｖｉｒａｎｄｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

化合物（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　 结构式（ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ） 分子式（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｏｒｍｕｌａ） Ｍｒ

帕拉米韦（ｐｅｒａｍｉｖｉｒ） Ｃ１５Ｈ２８Ｎ４Ｏ４ ３２８２１

杂质Ⅰ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅠ） Ｃ１３Ｈ２６Ｎ４Ｏ３ ２８６２０

杂质Ⅱ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅡ） Ｃ１３Ｈ２４Ｎ４Ｏ２ ２６８１９

杂质Ⅲ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅢ） Ｃ１５Ｈ２８Ｎ４Ｏ４ ３２８２１

杂质Ⅳ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅣ） Ｃ１４Ｈ２６Ｎ２Ｏ４ ２８６１９

杂质Ⅴ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅤ） Ｃ１５Ｈ２６Ｎ４Ｏ３ ３１０２０

杂质Ⅵ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅥ） Ｃ１５Ｈ２７Ｎ３Ｏ５ ３２９１９

杂质Ⅶ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅦ） Ｃ１５Ｈ２７Ｎ３Ｏ５ ３２９１９

表２　洗脱程序表

Ｔａｂ２　Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｔａｂｌｅ

ｔ／ｍｉｎ
流动相比例（ｒａｔｉｏｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）／％

Ａ Ｂ

０ １００ ０

５ １００ ０

４０ ０ １００

４５ ０ １００

４６ １００ ０

５５ １００ ０

２２３　对照溶液　精密量取供试品溶液 ３ｍＬ，置
２０ｍＬ量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，精密量取
１ｍＬ，置１００ｍＬ量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，作
为对照溶液。

２２４　帕拉米韦对照品溶液　精密称取帕拉米韦
对照品２０ｍｇ，置１０ｍＬ量瓶中，加水溶解并稀释至
刻度，摇匀，作为帕拉米韦对照品溶液。

２２５　杂质对照品溶液　精密称取对照品杂质Ⅰ、
杂质Ⅱ、杂质Ⅲ、杂质Ⅳ、杂质Ⅴ、杂质Ⅵ和杂质Ⅶ适
量，分别加水制成０６ｍｇ·ｍＬ－１的杂质对照品溶液。
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２２６　系统适用性溶液　精密称取帕拉米韦对照
品２０ｍｇ，置１０ｍＬ量瓶中，加水适量溶解，分别精密
量取各杂质对照品溶液００５ｍＬ，加水稀释至刻度，
摇匀，即得。

２３　专属性和系统适用性试验
分别取空白溶剂（水）、空白辅料溶液、帕拉米韦

对照品溶液、杂质对照品溶液、系统适用性溶液、对

照溶液及供试品溶液，按“２１”项下色谱条件进样，
记录色谱图。空白溶剂、空白辅料不干扰帕拉米韦

的有关物质测定，系统适用性溶液中出峰顺序依次

为杂质Ⅰ、杂质Ⅱ、帕拉米韦、杂质Ⅲ、杂质Ⅳ、杂质
Ⅴ、杂质Ⅵ、杂质Ⅶ，各峰之间的最小分离度为２０，
帕拉米韦的拖尾因子为１３，帕拉米韦峰理论塔板数
为９１１１９，均符合要求。典型色谱图见图１。

１．杂质Ⅰ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅠ）　２．杂质Ⅱ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅡ）　３．帕拉米韦（ｐｅｒａｍｉｖｉｒ）　４．杂质Ⅲ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅢ）　５．杂质Ⅳ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅣ）　６．杂质Ⅴ（ｉｍｐｕｒｉｔｙ

Ⅴ）　７．杂质Ⅵ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅥ）　８．杂质Ⅶ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅦ）

图１　系统适用性色谱图

Ｆｉｇ１　Ｓｙｓｔｅｍｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

２４　强制降解试验
取帕拉米韦注射液４ｍＬ，加水稀释至 １０ｍＬ，

摇匀，作为未降解样品。强制降解样品溶液配制方

法如下：（１）加热降解：取帕拉米韦注射液 ４ｍＬ，
７０℃加热８ｈ，放冷，加水稀释至１０ｍＬ；（２）酸降
解：取帕拉米韦注射液４ｍＬ，加５ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶
液１ｍＬ，７０℃加热１ｈ后，加５ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠
溶液１ｍＬ，放冷，加水稀释至１０ｍＬ；（３）碱降解：取
帕拉米韦注射液４ｍＬ，加５ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液
１ｍＬ，７０℃加热 １ｈ后，加 ５ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液
１ｍＬ，放冷，加水稀释至１０ｍＬ；（４）氧化降解：取帕
拉米韦注射液 ４ｍＬ，加 ３０％过氧化氢溶液 １ｍＬ，
７０℃加热 ０５ｈ，放冷，加水稀释至 １０ｍＬ；（５）光
照降解：取帕拉米韦注射液４ｍＬ，于（４５００±５００）
ｌｘ条件下放置１１０ｄ，加水稀释至１０ｍＬ。降解试验
色谱图见图２。

结果表明，帕拉米韦注射液在加热、光照条件下

较为稳定，在酸、碱、氧化条件下易降解。在酸性条

件下，主要降解产物为杂质Ⅰ；在碱性条件下，主要
降解产物为杂质Ⅲ、杂质Ⅳ和杂质Ⅵ。

２５　线性范围及校正因子
精密称取帕拉米韦、杂质Ⅰ、杂质Ⅱ、杂质Ⅲ、杂质Ⅳ、

杂质Ⅴ、杂质Ⅵ和杂质Ⅶ的对照品适量，加水稀释制成
质量浓度约为１２、６、２、１、０６、０２μｇ·ｍＬ－１的混合对
照品溶液，按“２１”项下色谱条件进样，记录色谱图，以
峰面积对质量浓度进行线性回归，计算回归方程，校正

因子采用斜率比值法计算，结果见表３。
２６　定量限和检测限

取“２５”项下混合对照品溶液，用水稀释至信噪
比（Ｓ／Ｎ）约为１０∶１相对应的浓度，为定量限试验用
溶液；用溶剂稀释至信噪比约为３∶１相对应的浓度，
为检测限试验用溶液，测得的帕拉米韦及杂质的定

量限和检测限结果见表４。
２７　重复性试验

取批号为 ２０２３１１２００１的帕拉米韦注射液，按
“２２２”项下方法平行配制 ６份供试品溶液，按
“２２３”项下方法配制对照溶液，按“２１”项下色谱
条件进样，记录色谱图，按加校正因子的自身稀释对

照法进行计算，样品中仅检出杂质Ⅲ，其检出量均值
为００６％，ＲＳＤ为３８％。
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Ａ．未降解（ｕｎｄｅｇｒａｄｅｄｓａｍｐｌｅ）　Ｂ．光照降解（ｌｉｇｈｔｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）　Ｃ．氧化降解（ｏｘｉｄａｔｉｏｎｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）　Ｄ．酸降解（ａｃｉｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）　Ｅ．碱降

解（ｂａｓｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）　Ｆ．加热降解（ｈｅａｔｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ）

图２　帕拉米韦注射液强制降解试验色谱图

Ｆｉｇ２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｆｏｒｃｅｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｔｅｓｔｏｆｐｅｒａｍｉｖｉｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

表３　帕拉米韦及杂质的线性结果
Ｔａｂ３　Ｌｉｎｅａｒｉｔｙｏｆｐｅｒａｍｉｖｉｒａｎｄｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

化合物　　　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　　　

线性方程　　

（ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎ）　　
ｒ

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ）／（μｇ·ｍＬ－１）

校正因子

（ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）

帕拉米韦（ｐｅｒａｍｉｖｉｒ） Ｙ＝００７９２Ｘ＋００１２７ ０９９９２ ０２１６～１０８０４ １０

杂质Ⅰ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅠ） Ｙ＝００３８７Ｘ－０００３４０ ０９９９４ ０２５２～１２５９３ ２０

杂质Ⅱ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅡ） Ｙ＝００２３５Ｘ＋０００４４０ ０９９９９ ０６３９～１５９７１ ３４

杂质Ⅲ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅢ） Ｙ＝００５６２Ｘ＋０００８５０ ０９９９５ ０２５２～１２６０８ １４

杂质Ⅳ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅣ） Ｙ＝００６８０Ｘ＋００１５４ ０９９９０ ０２４７～１２３６１ １２

杂质Ⅴ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅤ） Ｙ＝００３３０Ｘ＋０００６９ ０９９９５ ０３８５～１９２７２ ２４

杂质Ⅵ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅥ） Ｙ＝００６９６Ｘ＋０００２６ ０９９９８ ０２４３～１２１５１ １１

杂质Ⅶ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅦ） Ｙ＝００７６９Ｘ＋０００７８ ０９９９４ ０２５６～１２８２２ １０

表４　帕拉米韦及杂质的定量限和检测限结果
Ｔａｂ４　ＬＯＱａｎｄＬＯＤｏｆＰｅｒａｍｉｖｉｒａｎｄｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

化合物　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　

定量限（ＬＯＱ） 检测限（ＬＯＤ）

浓度（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／％ 质量（ｍａｓｓ）／ｎｇ 浓度（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／％ 质量（ｍａｓｓ）／ｎｇ

帕拉米韦（ｐｅｒａｍｉｖｉｒ） ００１１ ４３２ ０００５ ２１６

杂质Ⅰ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅠ） ００１３ ５０４ ０００６ ２５２

杂质Ⅱ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅡ） ００３２ １２８ ００１６ ６４４

杂质Ⅲ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅢ） ００１３ ５０４ ０００６ ２５２

杂质Ⅳ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅣ） ００１２ ４９４ ０００６ ２４７

杂质Ⅴ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅤ） ００１９ ７７０ ００１０ ３８５

杂质Ⅵ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅥ） ００１２ ４８６ ０００６ ２４３

杂质Ⅶ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅦ） ００１３ ５１２ ０００６ ２５６
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２８　稳定性试验
分别取“２７”项下新配制的对照溶液和供试品

溶液（批号２０２３１１２００１），分别于室温条件下放置０、
６、１２、２４、４８、７２、１０２ｈ，进样测定，计算各成分峰面积
ＲＳＤ，结果显示在对照溶液中主峰峰面积 ＲＳＤ为
１２％；供试品溶液主峰及杂质Ⅲ的峰面积ＲＳＤ分别
为１３％、３８％，结果显示对照溶液和供试品溶液稳
定性良好。

２９　加样回收率试验
精密量取批号为２０２３１１２００１的帕拉米韦注射液

适量，分别精密加入杂质Ⅲ对照品溶液，使得加入杂
质Ⅲ的浓度分别为００１２％、０１２％、０１８％的溶液
各３份，制成９份终浓度为２ｍｇ·ｍＬ－１的供试品溶
液。在上述色谱条件下进样，记录色谱图。杂质Ⅲ
的测得量要扣除按“２７”项下测定的基础供试品中

杂质Ⅲ的含量，按加校正因子的自身稀释对照法计
算，９份样品的杂质Ⅲ的回收率在９４０％～１００１％，
均值为９６２％，ＲＳＤ为１８％。
２１０　耐用性试验

分别考察了高效液相色谱系统参数变化和样品制

备系统参数变化的耐用性。高效液相色谱系统参数考

察包括流动相中乙腈的比例±１％、流动相ｐＨ±０１、
流速±０１ｍＬ·ｍｉｎ－１、柱温±２℃。各条件下系统适
用性试验符合要求，杂质测定结果ＲＳＤ＜５％，色谱图
杂质谱特征一致，高效液相色谱系统数耐用性良好。

２１１　样品测定
取３批帕拉米韦注射液供试品，按“２２２”项下

方法分别制备供试品溶液，按“２１”项下色谱条件进
行测定，记录峰面积，以加校正因子的主成分自身对

照法计算样品中杂质含量，结果见表５。

表５　样品测定结果
Ｔａｂ５　Ｓａｍｐｌｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

化合物　　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　　

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／％

批号（ｌｏｔＮｏ．）２０２３１１２００１ 批号（ｌｏｔＮｏ．）２０２３１１２００２ 批号（ｌｏｔＮｏ．）２０２３１１２００３

拟定限度

（ｌｉｍｉｔｅｄ）

杂质Ⅰ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅠ） ＮＤ ＮＤ ＮＤ ≤０１５％

杂质Ⅱ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅡ） ＮＤ ＮＤ ＮＤ ≤０１５％

杂质Ⅲ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅢ） ００６ ００６ ００６ ≤０１５％

杂质Ⅳ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅣ） ＮＤ ＮＤ ＮＤ ≤０１５％

杂质Ⅴ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅤ） ＮＤ ＮＤ ＮＤ ≤０１５％

杂质Ⅵ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅥ） ＮＤ ＮＤ ＮＤ ≤０１５％

杂质Ⅶ（ｉｍｐｕｒｉｔｙⅦ） ＮＤ ＮＤ ＮＤ ≤０１５％

单个未知杂质（ｏｔｈｅｒｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｉｍｐｕｒｉｔｙ） ００１ ００１ ００１ ≤０１５％

总杂质（ｔｏｔａｌｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ） ００７ ００７ ００７ ≤０５％

　注（ｎｏｔｅ）：ＮＤ．未检出（ｎｏｄｅｔｅｃｔｅｄ）

３　杂质谱分析
３１　质谱条件

离子源为 ＥＳＩ，正、负离子模式检测，喷雾电压
３４００Ｖ（正离子模式）、２０００Ｖ（负离子模式），鞘气
３５Ａｒｂ，辅助气１０Ａｒｂ；吹扫气０Ａｒｂ，离子管传输温
度３２０℃，ＣＩＤ碰撞能４０％，扫描范围（ｍ／ｚ）５０～１
５００，ＲＦＬｅｎｓ５０％。
３２　降解杂质结构分析

酸降解产生了保留时间（ＲＴ）为 ４７ｍｉｎ的杂
质，在正离子扫描模式下检测到其准分子离子峰

［Ｍ＋Ｈ］＋为 ｍ／ｚ２８７２１，通过 ＣｏｍｐｏｕｎｄＤｉｓｃｏｖｅｒｅｒ
软件预测其分子式为 Ｃ１３Ｈ２６Ｎ４Ｏ３。对其进行碰撞裂

解得到相关的二级碎片离子 ｍ／ｚ２７０１８，推测为准
分子离子［Ｍ＋Ｈ］＋发生裂解，脱去１个羟基后得到
［Ｍ＋Ｈ－ＯＨ］＋，ｍ／ｚ２７０１８的碎片离子。经对照品
比对后，鉴定该化合物为杂质Ⅰ，质谱图见图３（Ａ）。

碱降解产生了 ＲＴ为 １８５、１８９、２０７ｍｉｎ的
杂质，在正离子扫描模式下检测到 ＲＴ１８５ｍｉｎ、ＲＴ
１８９ｍｉｎ杂质的其准分子离子峰［Ｍ＋Ｈ］＋分别为
ｍ／ｚ３２９２２和 ２８７２０，通过 ＣｏｍｐｏｕｎｄＤｉｓｃｏｖｅｒｅｒ
软件预测其分子式为 Ｃ１５Ｈ２８Ｎ４Ｏ４和 Ｃ１４Ｈ２６Ｎ２Ｏ４。
在正离子模式下对ＲＴ１８５ｍｉｎ的杂质进行碰撞裂
解，得到相关的二级碎片离子 ｍ／ｚ２７０１７，推测其
准分子离子［Ｍ＋Ｈ］＋脱去１个羟基后又脱去１个
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乙酰基得到［Ｍ＋Ｈ－ＣＯ－ＣＨ３－ＯＨ］
＋，通过查阅

相关文献，该杂质为帕拉米韦的光学异构体杂质

Ⅲ［１３－１４］，质谱图见图 ３（Ｂ）；在正离子模式下对
ＲＴ１８９ｍｉｎ的杂质进行碰撞裂解，得到相关的二
级碎片离子 ｍ／ｚ２７０１７，为［Ｍ＋Ｈ－ＯＨ］＋，推测
其碎裂途径同杂质Ⅰ，为杂质Ⅰ的同分异构体，经
对照品比对后，鉴定该化合物为杂质Ⅳ，质谱图见
图３（Ｃ）。

　　在负离子扫描模式下检测到ＲＴ２０７ｍｉｎ杂质的
准分子离子峰分别［Ｍ－Ｈ］－为ｍ／ｚ３２７２０，通过Ｃｏｍ
ｐｏｕｎｄＤｉｓｃｏｖｅｒｅｒ软件预测其分子式为Ｃ１５Ｈ２７Ｎ３Ｏ５。对
其进行碰撞裂解得到相关的二级碎片离子

ｍ／ｚ２８５１８，推测为其准分子离子［Ｍ－Ｈ］－发生裂
解，脱酰胺后得到［Ｍ－Ｈ－ＣＯ－ＮＨ２］

－，ｍ／ｚ２８５１８
的碎片离子，经对照品比对后，鉴定该化合物为杂质

Ⅵ，质谱图见图３（Ｄ）。

图３　杂质Ⅰ（Ａ）、杂质Ⅲ（Ｂ）、杂质Ⅳ（Ｃ）、杂质Ⅵ（Ｄ）的二级质谱图

Ｆｉｇ３　ＭＳ／ＭＳｓｐｅｃｔｒａｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙⅠ（Ａ），ｉｍｐｕｒｉｔｙⅢ（Ｂ），ｉｍｐｕｒｉｔｙⅣ（Ｃ）ａｎｄｉｍｐｕｒｉｔｙⅥ（Ｄ）

３３　杂质谱分析
杂质Ⅵ可能为帕拉米韦在碱性条件下，发生胍

基水解反应生成酰胺基；杂质Ⅳ可能为杂质Ⅵ进一
步降解，酰胺键水解而生成，杂质Ⅳ也是帕拉米韦合
成过程的工艺杂质；杂质Ⅱ可能为帕拉米韦在酸性条
件下脱水脱乙酰的产物；杂质Ⅰ为帕拉米韦在酸性条件
下脱乙酰的产物；杂质Ⅲ为帕拉米韦在碱性条件下，其
母环１位的羧甲基发生部分消旋而产生的非对映异构
体。此外，推测杂质Ⅴ可能为帕拉米韦脱水产物［１５］，

杂质Ⅶ为杂质Ⅵ在碱性条件下的羧甲基发生部分消旋
的产物，推测的帕拉米韦的降解途径见图４。
４　讨论
４１　流动相考察

本试验考察了水 －乙腈、乙酸铵 －乙腈和甲酸

铵－乙腈等流动相体系，无缓冲盐的体系，帕拉米韦
峰拖尾严重，需在流动相中添加缓冲盐。考虑到

ＣＡＤ检测器的适用性，优先考察具有挥发性的甲酸
铵和乙酸铵，甲酸铵体系的背景噪音约为同等浓度

时乙酸铵体系的１０％，且２个缓冲盐 －乙腈体系中
杂质保留时间和分离度结果基本一致，故采用甲酸

铵体系。甲酸铵的浓度考察了５、１０、２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，
随着浓度的增大，帕拉米韦峰的对称性变好，但检测

器的噪音增大，最终流动相采用５ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵
体系。考察了流动相中水相的 ｐＨ３０～６０，当 ｐＨ
在４０以下时，主峰后的杂质与主峰分不开，当 ｐＨ
在５０以上时，杂质Ⅲ与杂质Ⅳ、杂质Ⅴ和杂质Ⅵ不
能达到基线分离，经考察，水相的 ｐＨ为 ４６±０１
时，各峰之间分离度符合规定。
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图４　帕拉米韦的降解途径

Ｆｉｇ４　Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｓｏｆｐｅｒａｍｉｖｉｒ

４２　色谱柱的选择
本试验考察了色谱柱 ＷｅｌｃｈＵｌｔｉｍａｔｅＰｏｌａｒＲＰ

（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，３５μｍ）和 ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＢｏｎｕｓ
ＲＰ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，３５μｍ），均可得到一致的分
离效果和检测结果，采用其他 Ｃ１８色谱柱时，易出现
主峰与杂质Ⅲ峰分不开，杂质Ⅲ峰与杂质Ⅳ峰分不
开，或杂质Ⅳ峰与杂质Ⅴ峰分不开的情况。由于相
对保留时间为１０～１３的降解杂质较多，有些Ｃ１８柱
会出现相邻色谱峰分不开的情况，故系统适用性试

验规定了以上杂质的分离度应符合要求。

４３　光学异构体
从帕拉米韦的结构可知，帕拉米韦有５个手性

中心，理论上共有３１个非对映异构体和 １个对映
异构体，需要在不同的步骤建立合适的分析方法对

光学异构体进行控制。对映异构体可采用手性柱

对其进行分离，需在原料药成品质量标准中进行控

制。帕拉米韦的非对映异构体产生的途径较复杂，

可能为起始原料的非对映异构体参与反应，也可能

在合成过程中发生变旋。从目前的研究看，在中间

体（帕拉米韦酯化物）对光学异构体进行控制，可以

最大限度地减少在后续步骤中对光学异构体杂质

控制的难度［１６］。帕拉米韦在酸、碱条件下也会出

现空间构型的变化，尤其是母环１位手性羧酸易部
分消旋，其光学异构体在该色谱条件下可以被有效

检出和分离，而光学异构体的绝对构型还需要进一

步探讨和研究。

５　结论
本文建立了 ＨＰＬＣ－ＣＡＤ法测定帕拉米韦注射

液的有关物质，与目前报道的文献方法相比，该方法

操作简便，专属性强，灵敏度高，重现性好，具有一定

的可行性和实用性，易于推广和应用，可为帕拉米韦

注射液的质量控制和评价提供研究参考。
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