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UFLC-MS/MS法研究利奈唑胺片强制降解杂质 
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摘要: 采用 UFLC-MS/MS 技术对利奈唑胺片剂的杂质进行了研究, 测定了利奈唑胺片剂的有关物质, 推断
了其在酸、碱、氧化、水解等降解条件下的降解杂质结构, 并对杂质的质谱裂解规律与途径进行了分析与归纳。
本文共推定了 4 个杂质, 分别为杂质 1 (S)-1-氨基-3-[(3-氟-4-吗啉基苯基)氨基]-2-丙醇、杂质 2 (S)-5-(乙酰胺甲
基)-3-(3-氟-4-氧代吗啉基苯基)噁唑烷酮、杂质 3 (S)-5-(氨甲基)-3-(3-氟-4-吗啉基苯基)噁唑烷酮和杂质 4 
(R)-N-[3-[(3-氟-4-吗啉基苯基)氨基]-2-羟基丙基]乙酰胺。其中酸降解产生杂质 3和杂质 4, 碱降解产生杂质 1和
杂质 4, 氧化降解产生杂质 2, 水解降解产生杂质 4; 同时测定了杂质 1～4的校正因子, 分别为 1.3、1.4、0.9 和
1.1, 并采用计算机辅助化合物毒性预测系统对 4 个降解杂质进行了毒性预测。该研究结果可为利奈唑胺片的质
量控制与评价提供参考。 
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Abstract: A method of ultra flow liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UFLC-MS/MS) was 

developed to elucidate the impurity of linezolid tablets.  Linezolid was subjected to forced degradation under 
hydrolytic (acid, base and neutral), oxidative, photolytic and thermal.  The structure identification of the degra-
dation products and the fragmentation patterns for the related impurities were analyzed.  A total of four degra-
dation impurities were characterized, impurity 1 is (S)-1-amino-3-((3-fluoro-4-morpholinophenyl)amino)propan-      
2-ol, impurity 2 is (S)-4-(4-(5-(acetamidomethyl)-2-oxo-oxazolidin-3-yl)-2-fluorophenyl)morpholine 4-oxide, 
impurity 3 is (S)-5-(aminomethyl)-3-(3-fluoro-4-morpholinophenyl)oxazolidin-2-one, impurity 4 is (R)-N-(3-       
((3-fluoro-4-morpholinophenyl)amino)-2-hydroxypropyl)acetamide.  Acid degradation induced impurity 3 and     
impurity 4, base degradation induced impurity 1 and impurity 4, oxidation degradation induced impurity 2,      
hydrolysis degradation induced impurity 4.  The study also determined calibration factor using impurity      
references, and the calibration factors were found to be 1.3, 1.4, 0.9 and 1.1, respectively.  The toxicity of       
the degradation impurities was predicted by web-based prediction system.  The results from this study provide 
an important reference in quality control and evaluation of linezolid. 
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利奈唑胺 (linezolid) 化学名为 N-[3-[3-氟-4-(吗
啉-4-基)苯基]-2-氧代噁唑烷-5(S)-基甲基]乙酰胺, 化
学结构见图 1, 是第一个应用于临床的新型噁唑烷酮
类抗生素, 对革兰阳性菌以及多重耐药的病原体抗
菌活性 (包括耐药性结核杆菌) 较好, 它通过阻断细
菌蛋白质合成来完成抗菌作用, 因此不易与其他抗
生素产生交叉耐药性[1, 2]。利奈唑胺主要用于治疗耐

万古霉素粪肠球菌 (VRE) 引起的菌血症、耐甲氧西
林金葡菌 (MRSA) 引起的院内肺炎和综合性皮肤感
染以及青霉素敏感的肺炎链球菌 (PRSP) 引起的菌
血症[3−5]。目前有片剂和注射液两种剂型。 
 

 
Figure 1  Chemical structure of linezolid 
 

药物中的杂质种类及其含量与药物的安全性和

有效性密切相关, 杂质的毒性是药品有关物质研究
的关键内容之一[6]。文献报道 HPLC 法测定利奈唑     
胺原料药的有关物质[7, 8]和手性异构体[9], 对利奈唑
胺片的杂质及其毒性的研究均未见报道。本文采用

UFLC-MS/MS 技术对原研企业辉瑞公司的利奈唑胺
片的杂质进行了研究, 测定了利奈唑胺片的有关物
质, 通过强制降解实验, 研究推断了其在强酸、强碱、
氧化、水解等降解条件下的降解杂质结构, 对杂质的
质谱裂解规律与途径进行了分析与归纳, 并采用计
算机辅助化合物毒性预测系统对降解杂质进行了毒

性预测。 
 

材料与方法 
仪器  UFLC-20AD XR型超快速液相色谱仪 (日

本岛津公司), 配有二元泵、自动进样器和紫外检测
器; AB Qtrap5500 (美国 AB Sciex公司) 质谱仪, 配
有 ESI电喷雾离子源、三重四级杆−线性离子阱质量
分析器及 Analyst1.6分析软件。XP205电子天平 (瑞
士 Mettler 公司); KQ2200DE 型数控超声波清洗器 
(昆山市超声仪器有限公司); HPG-280B 光照培养箱 
(哈尔滨市东联电子技术开发有限公司); DHG-9023A
电热鼓风干燥箱 (上海一恒科学仪器有限公司)。 

毒性预测软件  有机化合物急性毒性在线预测

系统 (CISOC-WEBPAT)、有机化合物致癌毒性在线
预测系统 (CISOC-WEBPCT) 和有机化合物致突变
毒性在线预测系统 (CISOC-WEBPMT) 均由中国科
学院上海有机化学研究所提供技术支持。 

试药与试剂  利奈唑胺片 (斯沃, 批号: L08931), 
辉瑞公司; 利奈唑胺 (linezolid), 批号 HY-10394, 纯
度  > 98%, 购自 MCE公司。杂质 1 (impurity 1), (S)-1-
氨基 -3-[(3-氟 -4-吗啉基苯基 )氨基 ]-2-丙醇 , 批号
L27415, 纯度 98.29%, 购自 SINCO 公司; 杂质 2 
(impurity 2), (S)-5-(乙酰胺甲基)-3-(3-氟-4-氧代吗啉
基苯基) 噁唑烷酮, 批号 L466530, 纯度 99.43%, 购
自 TRC公司; 杂质 3 (impurity 3), (S)-5-(氨甲基)-3-    
(3-氟-4-吗啉基苯基)噁唑烷酮, 批号 F0L498, 纯度
99.8%, 购自 USP官网; 杂质 4 (impurity 4), (R)-N-[3-    
[(3-氟-4-吗啉基苯基)氨基]-2-羟基丙基]乙酰胺, 批
号 1967-071A4, 纯度 99.7%, 购自 TLC公司。 

乙腈色谱纯, 美国 Fisher 公司; 甲酸为色谱纯, 
CNW公司; 实验用水为超纯水, 其他试剂为分析纯。 

对照品储备液  分别称取各杂质及利奈唑胺对
照品适量, 精密称定, 加乙腈制成质量浓度分别为
0.5 mg·mL−1的溶液, 摇匀备用。 

样品溶液  精密称取利奈唑胺片粉末适量 (相
当于利奈唑胺 50 mg) 于 100 mL 量瓶中, 精密加乙
腈适量, 超声溶解, 用乙腈稀释至刻度, 滤过, 取续
滤液, 即得。 

色谱条件  色谱柱: Shim-pack XR-ODS (75 mm  × 

3 mm, 2.2 μm); 柱温: 30 ℃, 流动相: A相为 0.1%  甲

酸水溶液 , B 相为 0.1%  甲酸乙腈溶液 ; 梯度洗脱 
(0～3 min, 95% A; 3～10 min, 95%～65% A; 10～15 
min, 65%～50% A; 15～17 min, 50%～10% A; 17～
17.3 min, 10%～95% A), 流速: 0.4 mL·min−1, 进样  
量: 3 μL, 测定波长: 254 nm。 

质谱条件  离子源: 电喷雾离子化 (ESI); 检测方
式: 正离子模式; CUR: 20 psi (1 psi  ≈ 6.9 kPa); CAD: 
High; IS: 5.5 kV; TEM: 450  ℃; GS1: 60 psi; GS2: 40 
psi; EP: 10 V; CXP: 10。质量扫描范围: 50～500 Da; 
扫描速度: 10 000 Da·s−1; 实时调节每个化合物的 DP
和 CE。 

强制降解  精密称取利奈唑胺片粉末进行强制
降解实验。① 酸降解实验: 称取适量 (相当于利奈唑
胺 5 mg) 置 10 mL量瓶中, 加入 1 mol·L−1 HCl溶液
1 mL, 80  ℃水浴 10 min, 取出放至室温, 用 1 mol·L−1 
NaOH 中和后加乙腈稀释至刻度, 摇匀。② 碱降解
实验: 称取适量 (相当于利奈唑胺 5 mg) 置 10 mL量
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瓶中, 加入 1 mol·L−1 NaOH溶液 1 mL, 80  ℃水浴 10 
min, 取出放至室温, 用 1 mol·L−1 HCl中和后加乙腈
溶液稀释至刻度, 摇匀。③ 氧化降解实验: 称取适量 
(相当于利奈唑胺 5 mg) 置 10 mL量瓶中, 加入 30% 
H2O2溶液 1 mL, 放置 8 h, 振摇, 加乙腈稀释至刻度。
④ 加热水解: 称取适量 (相当于利奈唑胺 5 mg) 置
10 mL量瓶中, 加入水 1 mL, 80  ℃水浴 8 h, 取出放至
室温, 加乙腈稀释至刻度。⑤ 光照: 取利奈唑胺片粉
末于 5000 lx光照 24 h后, 称取适量 (相当于利奈唑
胺 5 mg), 置 10 mL量瓶中, 加乙腈溶解并稀释至刻
度, 摇匀。⑥ 高温: 取利奈唑胺片粉末在 130 ℃放置

24 h后, 称取适量 (相当于利奈唑胺 5 mg), 置 10 mL
量瓶中, 加乙腈溶解并稀释至刻度, 摇匀。所有强制
降解实验溶液均用 0.22 µm滤膜过滤, 取续滤液进行
测定。同时随行各强制降解实验的空白。 

线性关系  精密量取各杂质和利奈唑胺对照品
的储备液 1 mL置于 10 mL量瓶中, 加乙腈稀释至刻
度, 摇匀, 作为混合对照品储备液。取混合对照品储
备液适量, 用乙腈定量稀释, 制成不同浓度的系列混
合对照品溶液, 按色谱条件进样测定, 记录色谱图。 

精密度  取各杂质对照品溶液适量, 加乙腈稀释
制成浓度分别为 5 μg·mL−1的混合杂质溶液, 按色谱
条件重复测定 6次, 计算各杂质峰面积的 RSD (%)。 

杂质的毒性预测  利用计算机辅助化合物毒性
预测系统对降解杂质进行了急性毒性 (生物测试模
型是“rat, oral”)、致癌毒性 (生物测试模型是“rat, 
oral”) 和致畸变毒性 (生物测试模型是“Salmonella 
typhimurium”) 的预测。记录预测结果。 
 

结果与讨论 
1  UFLC测定杂质 

1.1  样品溶液测定  取样品溶液按 UFLC 色谱条件
测定, 样品溶液未检出杂质 (图 2)。 
1.2  强制降解溶液测定   取强制降解实验溶液按 
 

 
Figure 2  Chromatograms of sample solution and degradation 
solutions.  a: Linezolid; b: Hydrolysis destruction; c: Acid     
destruction; d: Oxidation destruction; e: Base destruction.  
Peaks 1−4: Impurity 1−4 

UFLC色谱条件测定, 共产生 4个杂质, 各降解杂质能
与主峰良好分离 (图 2)。按保留时间先后顺序将其编
号为杂质 1～杂质 4。利奈唑胺片在固体状态下, 对高
温、光照稳定; 在强酸、强碱、氧化及水溶液加热条
件下, 均有不同程度的降解; 在碱降解条件下产生的
两个杂质, 保留时间分别为 2.1 min (1.1%, 杂质 1)、
7.0 min (87.8%, 杂质 4), 在氧化降解条件下产生一
个杂质, 保留时间为 5.4 min (3.7%, 杂质 2), 在酸降
解条件下产生的两个杂质, 保留时间分别为 6.3 min 
(1.6%, 杂质 3)、7.0 min (0.54%, 杂质 4), 加热水解
产生一个杂质, 保留时间为 7.0 min (0.25%, 杂质 4)。 
2  降解杂质结构分析 

采用建立的 UFLC-MS/MS 法对利奈唑胺降解溶
液进行分析, 得到杂质 1～杂质 4的质谱图 (图 3)。 
 

 
Figure 3  The MS/MS spectra of the degradation impurities.  
A−D: Impurity 1−4 
 
2.1  杂质 1  杂质 1 为碱降解条件下产生的杂质,     
保留时间为 2.1 min。在一级质谱中的准分子离子
[M+H]+为m/z 270, 比利奈唑胺分子量小 68 Da; 二级
质谱碎片离子主要有 m/z 235、209、196和 163。质
量数为 m/z 235 的碎片是准分子离子丢失中性分子
H2O和NH3后生成的; 准分子离子分别丢失  -C2H7NO
和  -C3H8NO●后得到质量数为 m/z 209和 196的碎片离
子; 准分子离子也会先失去一个吗啉环, 接着再丢失
HF 中性分子得到质量数为 m/z 163 的碎片离子。杂
质 1为利奈唑胺在碱性条件下噁唑烷酮环和侧链上甲
酰胺基同时断开的产物, 其一级质谱和二级质谱碎
片与 (S)-1-氨基-3-[(3-氟-4-吗啉基苯基)氨基]-2-丙醇
相同, 且紫外光谱图也一致。杂质 1的质谱裂解途径
见图 4。 
2.2  杂质 2  杂质 2 为利奈唑胺在氧化降解条件下
产生的杂质, 保留时间为 5.4 min。其在一级质谱中的
准分子离子  [M+H]+

 为 m/z 354, 比利奈唑胺分子量大 
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Figure 4  The plausible fragmentation pathway of impurity 1 
 
16 Da; 二级质谱碎片离子主要有 m/z 337、312、293、
234、209 和 196。准分子离子先分别丢失  -OH●

 和 

-C2H2O得到质量数为 m/z 337和 m/z 312的碎片, 接
着m/z 337丢失CO2中性分子得到质量数为m/z 293的
碎片。 质量数为m/z 234的碎片离子来源于m/z 293, 因
为丢失 -C2H5NO片段, 质量数为 m/z 209和 m/z 196的
碎片离子来源于m/z 312, 因为分别丢失 (-O-C3H5NO2) 
和 (-O-C4H6NO2

●) 片段。杂质 2是利奈唑胺加了一个
O 原子的氧化产物, 由利奈唑胺的结构特点可知, 其
最容易的加氧位点应该是吗啉环上的 N 原子。推测
杂质 2 是利奈唑胺氮氧化物, 其与 (S)-5-(乙酰胺甲
基)-3-(3-氟-4-氧代吗啉基苯基) 噁唑烷酮的一级图
谱和二级质谱碎片相同, 且紫外光谱图一致。杂质 2
的质谱裂解途径见图 5。 
2.3  杂质 3  杂质 3为利奈唑胺在酸降解条件下产生
的杂质, 保留时间为 6.27 min。其在一级质谱中的准分 
 

 
Figure 5  The plausible fragmentation pathway of impurity 2 

子离子[M+H]+为m/z 296, 比利奈唑胺分子量小42 Da; 
二级质谱碎片离子主要有 m/z 252、241、235、223、
209、196和 181。准分子离子丢失一个 CO2中性分子

生成质量数为m/z 252的碎片离子, 接着分别丢失NH3

中性分子和  -C3H7N2
●  得到质量数为 m/z 235 和 m/z 

181 的碎片; 准分子离子峰也分别丢失  -C3H5NO2 和

-C4H6NO2
●  得到质量数为 m/z 209和 m/z 196的碎片。

质量数为 m/z 241 的碎片离子来源于准分子离子 m/z 
296, 因为连续丢失 CO 和 HCN 中性分子, 接着 m/z 
241又丢失一个 H2O分子得到质量数为 m/z 223的碎
片离子。杂质 3 是利奈唑胺侧链上的甲酰胺基断裂   
的产物, 其与 (S)-5-(氨甲基)-3-(3-氟-4-吗啉基苯基) 
噁唑烷酮的一级图谱和二级质谱碎片相同, 且紫外
光谱图一致。杂质 3的质谱裂解途径见图 6。 
 

 
Figure 6  The plausible fragmentation pathway of impurity 3 
 
2.4  杂质 4  杂质 4为利奈唑胺在酸、碱、水解三个
降解条件下均产生的杂质, 保留时间为 7.0 min。在    
一级质谱中的准分子离子[M+H]+为 m/z 312, 比利奈
唑胺分子量小 26 Da; 二级质谱碎片离子主要有 m/z 
295、235、215、209、196、191和 116。准分子离子
丢失  -OH●  生成质量数为 m/z 295的碎片, 也分别丢失
-C4H9NO2和 C5H10NO2

●  得到质量数为 m/z 209和 m/z 
196的碎片; 碎片 m/z 116是准分子离子丢失 196 Da
碎片得到的; 准分子离子连续失去  -C2H5NO 和一个
H2O中性分子得到质量数为 m/z 235的碎片, 接着再
分别丢失 HF和-C2H4O得到质量数分别为 m/z 215和
m/z 191的离子碎片; 杂质 4是利奈唑胺噁唑烷酮开环
的产物, 其与(R)-N-[3-[(3-氟-4-吗啉基苯基)氨基]-2-
羟基丙基]乙酰胺的一级图谱和二级质谱碎片相同, 
且紫外光谱图一致。杂质 4的质谱裂解途径见图 7。 
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Table 1  The regression equation and calibration factor of linezolid and impurities  

Component Regression equation R Linear range/μg·mL−1 Calibration factor LOD/μg·mL−1 LOQ/μg·mL−1 

Linezolid y = 17.579x − 7595.4 0.999 0.51−25.7   0.075 0.25 

Impurity 1 y = 13.792x + 5748.0 0.999 0.51−25.6 1.3 0.15 0.51 

Impurity 2 y = 12.948x + 4639.5 0.999 0.56−28.1 1.4 0.18 0.56 

Impurity 3 y = 18.686x − 3479.6 0.999 0.16−13.1 0.9  0.053 0.16 

Impurity 4 y = 15.183x − 4897.0 0.999 0.21−16.6 1.1  0.063 0.21 

 

 
Figure 7  The plausible fragmentation pathway of impurity 4 
 
3  降解杂质校正因子 

3.1  线性关系  以利奈唑胺及各杂质质量浓度 C 为
横坐标, 峰面积 A 为纵坐标, 绘制标准曲线, 得回归
方程; 以利奈唑胺与各杂质的标准曲线斜率之比计
算校正因子 (表 1)。结果显示: 杂质 1和杂质 2的校
正因子分别为 1.3和 1.4; 杂质 3和杂质 4的校正因子
分别为 0.9和 1.1。 
3.2  检出限和定量限  以信噪比 3 为检出限, 信噪
比 10 为定量限。结果各杂质的检出限 (LOD) 和定
量限 (LOQ) 如表 1所示。 
3.3  精密度  杂质 1、杂质 2、杂质 3和杂质 4峰面
积的 RSD (n = 6) 依次为 1.2%、1.1%、1.2%  和 1.2%。 

根据各杂质校正因子的测定结果, 杂质 3和杂质
4的校正因子在 0.9～1.1 范围内, 其测定可采用杂质
对照品法或不加校正因子的主成分自身对照法计算; 
杂质 1和杂质 2的校正因子不在 0.9～1.1内, 应采用
杂质对照品法或加校正因子的主成分自身对照法计

算; 其他杂质采用不加校正因子自身对照法计算。 
4  杂质的毒性预测 

结果表明: 4个降解杂质的急性毒性剂量 LD50均

为 500～4 999 mg·kg−1 (rat, oral); 杂质 1、杂质 2和杂
质 4的致癌毒性预测结果为阳性, 其不致癌的可能性
较低, 杂质 3 的预测结果为临界值; 杂质 1 和杂质 2
的致突变毒性预测结果为阳性, 其可能致突变, 杂质

3和杂质 4的致突变预测结果为阴性。 
 

结论 
本文采用 UFLC-MS/MS技术对利奈唑胺片剂的

杂质进行了研究, 测定了利奈唑胺片剂的有关物质, 
推断了其在酸、碱、氧化、水解等降解条件下的杂质

结构, 并对杂质的质谱裂解规律与途径进行了分析
与归纳。由降解实验可知, 利奈唑胺对高温、光照比
较稳定, 在强酸、强碱、氧化、加热水解条件下, 均
有不同程度的降解; 对杂质的降解机制分析, 利奈唑
胺的降解发生在 3个位点: 噁唑烷酮开环水解、侧链
甲酰基断裂、吗啉环上的 N 原子发生氧化。由降解
产物的校正因子可知, 杂质 1和杂质 2与主成分的响
应值相差较大, 如采用主成分自身对照法计算, 不能
准确测定其含量; 对杂质 1和杂质 2应采用杂质对照
品法或加校正因子的主成分自身对照法测定。 

由降解杂质的毒性预测结果可知, 4 个降解杂质
均有可能致癌, 且杂质 1和杂质 2的致突变可能性也
较高, 提示降解杂质的毒性需进一步的研究, 并加以
控制。药品在生产加工、运输贮存过程中, 应尽量避
免强酸、强碱、氧化和高温高湿因素的影响, 避免降
解杂质的产生, 以保证药品的使用安全。 

致谢: 中国科学院上海有机化学研究所 (计算机化学和化
学信息学研究室) 姚建华教授对杂质毒性预测给予技术支持。 
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