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间苯三酚注射液有关物质的二维液相色谱-质谱联用鉴定

刘佳明, 陆宇婷, 宋 敏, 杭太俊*

(中国药科大学药物分析系, 江苏 南京 210009)

摘要: 采用二维液相色谱−质谱联用技术鉴定间苯三酚注射液中的有关物质。以HSS T3 (250 mm × 4.6 mm, 

5 μm) 为色谱柱, 1.36 g·L-1磷酸二氢钾 (稀磷酸调节 pH调至 3.0)−乙腈为一维流动相进行梯度洗脱, 实现间苯三酚注

射液有关物质的分离。各分离成分经多通道切换阀分别被捕集于截留管中, 然后输送到BDS C18 (100 mm × 4.6 mm, 

2.4 μm) 色谱柱, 以 0.1%甲酸水溶液−甲醇为二维流动相, 进行梯度洗脱实现快速脱盐。电喷雾负离子化−四极杆−
飞行时间串联高分辨质谱检测各有关物质母离子及其子离子的准确质量和元素组成, 通过质谱解析、有机反应机制

分析, 甚至对照品对照鉴定它们的结构。在所建立的分析条件下, 间苯三酚及其有关物质分离良好, 首次检测并鉴

定出间苯三酚注射液及其强制降解实验样品中 17个主要有关物质, 鉴定结果可为间苯三酚注射液质量控制提供参

考依据。
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Structural identification of the related substances in phloroglucinol 
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Abstract: This study aimed to identify the related substances of phloroglucinol injection by two-dimensional 

liquid chromatography quadrupole time-of-flight mass spectrometry (2D-LC-Q-TOF/MS). The first-dimensional 

separation was carried out on an HSS T3 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm) column by gradient elution using 1.36 g·L-1 

potassium dihydrogen phosphate buffer solution (pH adjusted to 3.0 with diluted phosphoric acid) and acetonitrile 

as the mobile phases. The separated components were then trapped in switch valve tube lines respectively and 

delivered to the second-dimensional desalting gradient elution which was performed with a BDS C18 (100 mm × 

4.6 mm, 2.4 μm) column using 0.1% formic acid and methanol as the mobile phases. After rapid desalting, 

electrospray-ionization quadrupole time-of-flight high resolution mass spectrometry was used for determining the 

accurate masses and elemental compositions of the parents and their product ions for both phloroglucinol and its 

related substance. Structures of the related substances were then figured out by mass spectrometry elucidation, 

organic reaction mechanism analysis, and/or comparison with reference substances. Under the established 

analytical conditions, phloroglucinol and its related substances were adequately separated, 17 main related 

substances were detected and identified in the injection and its stressed samples for the first time. The identification 

results can provide reference for the quality control of phloroglucinol injection.
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间苯三酚是一种平滑肌解痉药, 其与间苯三酚三

甲醚制成的复方注射液解痉效果更明显、作用迅速, 不

良反应极少, 且不具有任何阿托品样反应。间苯三酚

注射液在临床上得到了广泛应用[1-4] , 已成为痉挛性疼

痛治疗的首选药物[5], 并可与多种药物配伍使用[6]。

间苯三酚被欧洲药典 (EP)[7]收载 (图 1), 关于间苯

三酚注射液的质量研究报道较少, 大多数为间苯三酚

的含量测定[8-11], 关于间苯三酚有关物质研究仅围绕已

知杂质的来源分析和含量测定展开[12-15], 尚未见间苯

三酚注射液杂质谱的研究报道。而天然产物研究则报

道了几种间苯三酚聚合物结构 (图2), 可为间苯三酚注

射液有关物质结构解析提供参考[16]。

二维液相色谱−质谱联用分析技术自动化程度高

且灵敏度高 , 是药物有关物质鉴定的有效技术[17,18]。

本研究建立了适用于间苯三酚注射液有关物质分析及

鉴定的二维液相色谱−质谱联用法, 采用正、负离子扫

描相结合的方式确定有关物质的母离子, 并通过 2D-

LC-Q-TOF/MS测定了间苯三酚注射液有关物质母离

子及子离子的准确质量及分子式 , 在此基础上结合

MS/MS的子离子特征分析、间苯三酚羟基与芳环的烯

醇式或酮式互变异构特征 (图 1)[19]、苯酚类化合物在紫

外辐射及羟基自由基氧化条件下可分解成小分子酸 

(如马来酸、苹果酸、草酸、丁烯酸等) 的特性[20,21], 进行

综合解析, 分析鉴定了各有关物质的结构及其形成规

律, 研究结果可为间苯三酚注射液的质量控制提供参

考依据。

材料与方法

药品与试剂 间苯三酚注射液 (Spasfon, 批号 : 

207524, 规格为 4 mL: 间苯三酚 40 mg 间苯三酚三甲

醚 0.040 mg), 间苯三酚 (中国 Aladdin 公司 , 批号 : 

E2113376), 间苯三酚有关物质EP-B (间苯二酚, EDQM, 

批号: P1609010), 间苯三酚有关物质EP-I (2,6-二氯苯

酚, 批号: 2686-004A1), 间苯三酚有关物质EP-L (3,5-二

氯苯胺 , 批号 : 1-LJC-42-1), 间苯三酚有关物质 EP-O 

(4,6-二氯间苯二酚, 批号: 1-MWC-84-1), 间苯三酚有

关物质EP-K (4-氯间苯二酚, 批号: 9-MWC-68-1), 间苯

三酚有关物质EP-E (1,2,4-苯三酚, 批号: 4-QL-163-2), 

上述对照品均购置于加拿大TRC公司; 间苯三酚有关

物质EP-A (邻苯三酚, 批号: W990709), 间苯三酚有关

物质EP-D (2,3′,4,5′,6-五羟基联苯, 批号: 1030661), 上

述对照品均购置于英国 LGC公司; 2,4,6-三羟基苯甲

酸 (美国 Sinco Pharmachem 公司 , 批号 : 19-11-3001)。

甲酸、磷酸、磷酸二氢钾 (AR级, 南京化学试剂有限公

司), 乙腈、甲醇 (HPLC 级, Merck公司), 去离子水 (市

售娃哈哈纯净水)。

仪器 岛津2D-LCMS-9030 Q-TOF高分辨质谱仪、

Lab⁃Solutions数据处理系统 (日本岛津公司); PB-10型

pH计、BS 110S型分析天平 (德国Sartorius公司)。

供试品溶液 精密量取本品适量, 用一维流动相

A定量稀释制成每 1 mL中含间苯三酚 8 mg, 间苯三酚

三甲醚8 μg的溶液。

对照溶液 精密量取供试品溶液适量, 用一维流

动相A定量稀释成每1 mL含间苯三酚8 μg的溶液。

Figure 2　Phloroglucinol polymers in nature

Figure 1　Phloroglucinol and its known related substances listed 

in EP
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对照品溶液 取间苯三酚及其有关物质对照品 

(EP-A、EP-B、EP-D、EP-E、EP-I、EP-K、EP-L、EP-O) 适

量, 分别精密称定, 用一维流动相A-B (90∶10) 溶解并

定量稀释制成每 1 mL中含各对照品均约为 20 μg的混

合溶液。

强制降解实验溶液 取间苯三酚注射液 4 mL, 于

80 ℃烘箱中放置 8 h, 放冷后用一维流动相 A定量稀

释至 5 mL, 制成高温降解实验溶液; 取间苯三酚注射

液 4 mL, 于光照 4500 lx放置 8 h后用一维流动相A定

量稀释至5 mL, 制成光照降解实验溶液; 取间苯三酚注

射液 4 mL, 加 3%过氧化氢溶液 (一维流动相 A稀释) 

800 μL并于 60 ℃水浴放置 12 h, 放冷后用一维流动相

A定量稀释至 5 mL制成氧化降解实验溶液; 取间苯三

酚注射液 4 mL, 加 4.0 mol·L-1盐酸 400 μL并于 60 ℃水

浴放置 24 h, 经酸碱中和处理后放冷后用一维流动相

A定量稀释至 5 mL得酸降解实验溶液; 取间苯三酚注

射液 4 mL, 加 1.0 mol·L-1氢氧化钠溶液 400 μL并于室

温放置 30 min, 经酸碱中和处理放冷后用一维流动相

A定量稀释至 5 mL得碱降解实验溶液。各样品经处

理后制成每1 mL中含间苯三酚8 mg, 间苯三酚三甲醚

8 μg的溶液。

色谱分析方法

一维液相色谱方法 Waters XSelect HSS T3 

(250 mm × 4.6 mm, 5 μm) 色谱柱 ; 流动相 A 相为

1.36 g·L-1磷酸二氢钾溶液 (稀磷酸调节pH至3.0), B相

为乙腈, 线性梯度洗脱 (A∶B): 0 min (100∶0)→15 min 

(100∶0)→35 min (75∶25)→50 min (20∶80)→55 min 

(20∶80) →60 min (100∶0) →70 min (100∶0), 流 速

1.0 mL·min-1, 柱温 25 ℃ , 检测波长 265 nm, 进样量

20 μL。

二维液相色谱方法 Thermo Hypersil BDS C18 

(100 mm × 4.6 mm, 2.4 μm ) 色谱柱 ; 流动相 A 相为

0.1% 甲酸溶液 , B 相为甲醇 , 线性梯度洗脱 (A∶B): 

0 min (100∶0)→3 min (100∶0)→10 min (5∶95)→
13 min (5∶95)→13.1 min (100∶0)→18 min (100∶0), 流

速0.5 mL·min-1, 柱温25 ℃, 检测波长265 nm。

质谱分析方法 将二维液相色谱与Q-TOF/MS串

联, 采用电喷雾正、负离子化检测, TOF/MS质谱测定

参数: 雾化器流量 3 L·min-1, 干燥气流量 10 L·min-1, 加

热气流量 10 L·min-1, 喷雾电压 4.5 kV, 接口温度

300 ℃, 离子传输管温度 250 ℃, 扫描范围 m/z 50～

1 000。二级质谱氩气CID碰撞能量5～45 eV。

结果

1　有关物质检查

建立的二维液相分析法, 适用于间苯三酚注射液

有关物质检查和联用质谱鉴定。图 3为间苯三酚注射

液及其强制降解实验溶液的 HPLC-UV 谱图。采用

0.1%自身对照法计算有关物质的含量, 按保留时间由

小到大顺序对主要有关物质进行识别和编号。

强制降解实验表明 (表1), 本品对强碱、强光照射、

高温条件均不稳定 , 共分离并检出 17 个主要有关物

质。其中, 间苯三酚注射液供试品中检出 1个有关物

质 (图 3d, 有关物质 8); 氧化破坏形成 1个主要降解产

物 (图 3e, 有关物质 4); 高温破坏形成 8个主要降解产

物 (图 3f, 有关物质 2、7、9～13 和 16); 光照破坏形成

7个主要降解产物 (图 3g, 有关物质 1、3、5～7、9和 17); 

酸破坏形成 1个主要降解产物 (图 3h, 有关物质 9); 碱

Figure 3　 1D-HPLC chromatograms of phloroglucinol injection and its stressed test solutions. API-a: Phloroglucinol; API-b: Trimethyl 

phloroglucinol; 1−17: Related substances 1−17; a: Solvent blank; b: 0.1% Self-reference; c: References (related substances EP-A, EP-B, 

EP-D, EP-E, EP-I, EP-K, EP-L, EP-O, Table 2); d: Test sample; e: Oxidation; f: Thermal stress; g: Photolysis; h: Acid hydrolysis; i: Alkaline 

hydrolysis
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破坏形成 4个主要降解产物 (图 3i, 有关物质 9和 13～

15)。各有关物质在二维除盐洗脱下均获得良好峰

形 (图4)。

2　有关物质的结构鉴定

电喷雾离子化条件下间苯三酚既能够正离子化又

能够负离子化, 负离子化具有更好的专属性。研究通

过电喷雾正、负离子化检测一级质谱, 利用各有关物质

母离子的正、负离子准确质量相差 2的特性, 确定负离

子扫描模式下母离子的准确质量。

根据各有关物质的母离子及子离子的准确质量和

元素组成, 以及它们的二级质谱特征碎片裂解规律, 并

与间苯三酚和已知有关物质的质谱特征的对比分析, 

鉴定各主要有关物质的结构。结果见表2和图5、6。

3　已知有关物质的确证

通过对间苯三酚注射液主成分及EP收录已知杂

质的正、负离子扫描结果发现: 间苯三酚、EP-A、EP-D

和EP-E在正、负离子扫描模式下均有响应, EP-K、EP-

O和EP-I仅在负离子扫描模式下有响应, EP-B和EP-L

仅在正离子扫描模式下有响应, 间苯三酚三甲醚在正、

负离子扫描模式下均无响应。考虑到各未知有关物质

也可能出现在某种扫描模式下无响应的情况, 故采用

正、负离子扫描模式, 利用正、负离子扫描模式下母离

子质量数相差 2的特性确定 17个未知杂质的母离子, 

鉴于各有关物质负离子响应更佳, 故通过负离子条件

下已知有关物质的保留时间及质谱裂解规律 (图 7) 推

断各未知杂质的结构, 总结规律如下。

间苯三酚及已知有关物质化学结构与保留时间规

律: ① EP-B在EP-E、EP-A及间苯三酚后出峰, EP-I在

EP-K、EP-O 后出峰, 均说明母核相同情况下, 羟基数

目越多, 极性越大, 出峰时间越早。② EP-D在间苯三

酚后出峰, 说明间苯三酚形成聚合物后, 极性减小, 出

峰时间延后。

间苯三酚及已知有关物质 MS/MS 裂解规律 : ① 

间苯三酚、EP-A、EP-E 羟基取代位置不同 , 负 ESI-Q-

TOF/MS 测得三者的准确质量分别为 125.022 7、

125.023 0、125.022 7, 均与离子式[C6H5O3]
−相应。碎片

离子 m/z 41.002 1 (C2HO−)、55.017 6 (C3H3O
−) 由苯环

开裂而来。鉴于苯环上被羟基取代, [M−H]−可接连脱

Figure 4　2D-HPLC chromatograms of API and its related substances

Table 1　Mass balance of phloroglucinol injection and its stressed 

test solutions (8.0×10-3 mg·L-1)

Sample

Non-stressed

Acid hydrolysis

Alkaline hydrolysis

Oxidation

Thermal stress

Photolysis

Area

API-a

26 267 139

25 734 194

25 719 546

23 995 589

25 780 728

25 860 166

Total

27 034 582

29 768 384

29 326 720

24 844 675

28 795 305

28 330 223

Total area/C

3.38×109

3.72×109

3.67×109

3.11×109

3.60×109

3.54×109

Calibration

1.00

1.10

1.08

0.92

1.07

1.05
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Figure 5　Chemical structures of the major impurities found in phloroglucinol injection

Table 2　Related substances characteristics identified in phloroglucinol injection by 2D-LC-Q-TOF/MS. Pr: Process related substance; Dr: 

Degradation related substance

No.

API-a

EP-A

EP-D

EP-E

EP-I

EP-K

EP-O

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

Parent ion (m/z)

125.022 7

125.023 0

233.043 9

125.022 7

160.955 4

142.988 6

176.950 3

255.049 5

251.018 0

237.038 3

255.049 1

223.022 9

253.033 0

279.012 1

169.013 8

247.022 3

287.017 9

247.023 2

247.023 2

373.055 8

373.053 7

373.053 8

265.035 6

297.038 3

tR/min

15.78

15.02

27.00

10.45

49.70

42.28

47.09

5.88

10.81

12.42

13.39

14.14

21.64

22.76

28.27

29.12

31.53

32.15

33.93

35.34

35.76

36.36

37.18

48.47

Ion formula

C6H5O3
−

C6H5O3
−

C12H9O5
−

C6H5O3
−

C6H3OCl2
−

C6H4O2Cl−

C6H3O2Cl2
−

C11H11O7
−

C11H7O7
−

C11H9O6
−

C11H11O7
−

C10H7O6
−

C11H9O7
−

C12H7O8
−

C7H5O5
−

C12H7O6
−

C14H7O7
−

C12H7O6
−

C12H7O6
−

C18H13O9
−

C18H13O9
−

C18H13O9
−

C12H9O7
−

C16H9O6
−

Diff.

−13.76

−11.36

−7.08

−13.76

−7.70

−13.50

−7.12

−6.00

−6.89

−9.11

−7.57

−8.56

−9.41

−9.10

−2.66

−10.16

−6.38

−6.52

−6.52

−1.90

−7.53

−7.26

0.83

−7.27

Product ion (m/z)

57.033 7, 41.002 1

97.027 9, 79.017 4, 69.033 2, 55.017 6, 41.002 0

189.053 4, 147.043 3, 123.043 4,121.064 1, 65.002 0

79.017 3, 69.033 1, 55.017 7

124.977 7, 89.000 9

107.012 1, 96.967 9, 79.017 2, 63.022 6

140.973 0, 112.978 0

211.059 5, 167.070 0, 97.027 7

179.033 0, 165.017 5, 137.022 9, 93.033 1

219.026 9, 175.037 8, 151.037 8, 109.027 8

193.049 0, 149.059 5, 125.059 2, 97.068 4, 85.028 2

179.033 5, 137.023 0, 109.027 9, 95.012 4

209.043 2, 191.035 0, 167.032 7

235.022 9, 193.012 5, 178.996 9, 151.002 3

151.002 0, 107.012 4, 83.012 5, 65.002 2

219.028 1, 205.012 8, 177.017 7

243.027 6, 199.037 9, 155.048 6

229.011 5, 177.016 9, 151.001 6, 137.022 5, 133.027 6

229.012 0, 203.032 9, 177.017 4, 151.002 1

329.064 0, 285.074 4, 203.032 8, 175.038 3, 125.022 9

329.063 1, 285.073 8, 247.021 9, 203.032 3, 125.022 6

329.063 6, 285.074 2, 203.032 5, 175.038 1, 125.022 8

247.022 1, 221.042 8, 219.027 1, 203.032 3, 169.012 0, 151.001 6

280.034 4, 253.048 1, 227.032 3, 183.009 9
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Figure 6　MS/MS spectra of the major impurities found in phloroglucinol injection API-a (m/z 125); EP-A (m/z 125); EP-D (m/z 233); EP-E 

(m/z 125); EP-I (m/z 160); EP-K (m/z 142); EP-O (m/z 176); 1 (m/z 255); 2 (m/z 251); 3 (m/z 237); 4 (m/z 255); 5 (m/z 223); 6 (m/z 253); 7 (m/z 

279); 8 (m/z 169); 9 (m/z 247); 10 (m/z 287); 11 (m/z 247); 12 (m/z 247); 13 (m/z 373); 14 (m/z 373); 15 (m/z 373); 16 (m/z 265); 17 (m/z 297)
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去CO, 生成质量数少 28的特征碎片离子 m/z 97.027 9 

(C5H5O2
−) 和 69.033 2 (C4H5O

−)。m/z 79.017 4 (C5H3O
−) 

是由[M−H]−脱去一分子CO和一分子H2O产生。② 负

ESI-Q-TOF/MS测得EP-D的准确质量为 233.043 9, 与

离子式[C12H9O5]
−相应。特征碎片离子 m/z 189.053 4 

(C11H9O3
−) 由[M−H]−经重排脱去一分子CO2产生。③ 

负ESI-Q-TOF/MS测得EP-K、EP-O和EP-I的准确质量

分别为 142.988 6、176.950 3、160.955 4, 分别与离子式

[C6H4ClO2]
−、[C6H3Cl2O2]

−和[C6H3Cl2O]−相应。上述有

关物质的母离子中, 苯环可脱去HCl, 生成质量数少 36

的特征碎片离子。

间苯三酚及已知有关物质均以苯环为基本结构单

元, 特征碎片离子的形成主要通过脱水、脱CO及苯环

开裂形成, 在间苯三酚聚合物中若苯环上存在空间位

置相近的羟基取代可发生重排脱去一分子CO2。

4　未知有关物质的确证

对于各未知有关物质, 根据其HPLC保留行为、最

大吸收波长 (表 2) 和质谱特征, 结合反应机制, 可鉴定

结构。

有关物质 8为间苯三酚注射液工艺杂质, 具有在

高温条件下降解的特点, 经过正、负离子扫描后, 确定

其 [M−H] −的准确离子质量为 169.013 8, 与离子式

[C7H5O5]
−相应, 与间苯三酚元素组成相比多一个C元

素和两个 O 元素。MS/MS 主要特征碎片离子 (图 8) 

m/z 125.023 0 (C6H5O3
−) 与[M−H]−脱去CO2相应, 推定

有关物质 8为间苯三酚与工艺过程中引入的二氧化碳

进行反应生成的工艺杂质: 2,4,6-三羟基苯甲酸, 并经

对照品进行确证, 保留时间、DAD图谱及质谱信息均

一致。

有关物质 1 为间苯三酚注射液特征光降解杂质, 

且保留较弱, 极性较大, 测得其[M−H]−的准确离子质

量为 255.048 8, 与离子式[C11H11O7]
−相应, 恰好比间苯

三酚注射液主成分间苯三酚三甲醚的相对分子质量多

88, 其 MS/MS 主 要 特 征 碎 片 离 子 m/z 211.059 5 

(C10H11O5
−) 和 167.070 0 (C9H11O3

−) 分别与[M−H]−接连

脱去 CO2相应, 推断有关物质 1为间苯三酚三甲醚与

Figure 7　Phloroglucinol and its typical known related substances [M−H]− ions MS/MS fragmentation pathways

Figure 8　Related substance 8 [M−H]− ion MS/MS fragmentation pathways
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注射液中溶有的CO2反应生成的产物, 即间苯三酚三

甲醚二羧酸。

有关物质 2为间苯三酚注射液高温条件下的特征

降解杂质。测得其 [M − H] −的准确离子质量为

251.018 0, 与离子式[C11H7O7]
−相应。其 MS/MS 主要

特征碎片离子 m/z 189.019 3 (C10H5O4
−)、179.033 0 

(C9H7O4
−) 与[M−H]−脱去一分子CO2后, 分别脱去一分

子H2O和一分子CO相应。m/z 165.017 5 (C8H5O4
−) 和

137.022 9 (C7H5O3
−) 分别与[M−H]−脱去一分子CO2和

乙烯酮 (CH2=C=O)、进而内酯环开裂脱去一分子 CO

后重新环合相应。推断在高温环境下间苯三酚苯环上

羟基被羧基取代, 与小分子有机酸马来酸发生Michael

加成后游离羧基与邻位羟基脱水缩合成稳定的五元

环, 产生降解产物有关物质 2, 即 3-羧甲基-4-羟基-2-氧

代-2,3-二氢苯并呋喃-6-甲酸。

有关物质 3为间苯三酚注射液特征光降解杂质。

测得它的[M−H]−的准确离子质量为 237.038 3, 与离子

式[C11H9O6]
−相应, 根据元素组成与不饱和度推测为有

关物质8与小分子有机酸反应形成的产物。其MS/MS

主要特征碎片离子m/z 219.026 9 (C11H7O5
−)、175.037 8 

(C10H7O3
−) 分别与 [M−H]−脱去一分子 H2O 和一分子

CO2相应。特征基峰碎片 m/z 109.027 8 (C6H5O2
−) 与

苯环RDA开裂相应。推断有关物质 3为有关物质 8与

一分子丁烯酸发生酯化反应形成的产物, 即 (Z)-4-(2-

丁烯酰氧基)-2,6-二羟基苯甲酸。

有关物质 4 为间苯三酚注射液特征氧化降解杂

质。测得它的[M−H]−的准确离子质量为 255.049 1, 与

离子式[C11H11O7]
−相应, 与有关物质 3相比多一个O且

减少了一个不饱和度。推测有关物质 4为间苯三酚在

CO2环境下生成有关物质 8后, 发生烯醇互变生成活泼

的碳负离子, 与一分子丁烯酸发生加成反应形成的降

解产物, 即 3-(3-甲基丙酸基)-2,4,6-三羟基苯甲酸。其

MS/MS主要特征碎片离子m/z 211.059 0 (C10H11O5
−) 和

193.049 0 (C10H9O4
−) 分别为[M−H]−脱去一分子 CO2、

进 而 脱 去 一 分 子 H2O 相 应 , 特 征 基 峰 碎 片 m/z 

149.059 5 (C9H9O2
−) 与[M−H]−脱去两分子CO2和一分

子H2O相应。

有关物质 5为间苯三酚注射液特征光降解杂质。

测定得其[M−H]−的准确离子质量为 223.022 9, 与离子

式[C10H7O6]
−相应 , 且最大吸收波长向长波移动。其

MS/MS主要特征碎片离子 m/z 179.033 5 (C9H7O4
−) 和

137.023 0 (C7H5O3
−) 分别与母离子丢失一分子CO2、进

而苯环开裂丢失一分子乙烯酮 (CH2=C=O) 相应。推

断有关物质 5为间苯三酚发生酮式烯醇互变形成环己

三酮后, 与间苯三酚光解产物马来酸的活泼双键发生

Michael加成, 游离羧基与邻位羟基脱水缩合生成稳定

的六元环。有关物质 5为 5,7-二羟基-2-氧代苯并二氢

吡喃-4-甲酸。

有关物质 6为间苯三酚注射液特征光降解杂质。

测得它的[M−H]−的准确离子质量为 253.033 0, 与离子

式[C11H9O7]
−相应。其 MS/MS 主要特征碎片离子 (图

9) m/z 209.043 2 (C10H9O5
−) 和 191.035 0 (C10H7O4

−) 分
别为[M−H]−脱去一分子CO2、进而脱去一分子H2O形

成, 推断有关物质 6为间苯三酚被氧化成为 1,2,3,5-环

己四酮后, 母核发生酮式烯醇互变, 与一分子丁烯酸发

生加成反应, 一分子羟基被一分子羧基取代。有关物

质 6 为 8-羟基 -3-甲基苯并 [b]1, 4-二氧六环 -2, 6-二

羧酸。

有关物质 7为间苯三酚注射液特征光降解杂质。

测得它的[M−H]−的准确离子质量为 279.012 1, 与离子

式[C12H7O8]
−相应, 猜测为间苯三酚被光解氧化后偶联

生成的降解杂质 , 其 MS/MS 主要特征碎片离子 m/z 

235.022 9 (C11H7O6
−) 和193.012 5 (C9H5O5

−) 分别与[M−
H]−脱去CO2、进一步脱去一分子乙烯酮 (CH2=C=O) 相

应 , m/z 178.996 9 (C8H3O5
−) 和 151.002 3 (C7H3O4

−) 分
别与[M−H]−脱去 CO2和一分子环丙酮 (C3H4O)、进一

步脱去CO相应, 推断有关物质 7为两分子间苯三酚发

生光解氧化后发生羟醛缩合的产物: 二羟化二聚间苯

三酚。

有关物质 9、11、12经过正、负离子扫描后, 确定其

[M−H]−的准确离子质量分别为 247.022 3、247.023 2和

247.023 2, 均与离子式[C12H7O6]
−相应 , 结合碳、氧数

目, 推测三者均为两分子间苯三酚反应后形成。有关

物质 9在酸、碱、光照、高温条件下均可产生, 有关物质

11、12均为高温条件下的特征杂质。有关物质 9的负

离子二级质谱图及最大吸收波长 (表 2) 与有关物质

Figure 9　Related substance 6 [M−H]− ion MS/MS fragmentation pathways
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11、12 相差较大 , 其 MS/MS 主要特征碎片离子 m/z 

219.028 1 (C11H7O5
−) 与 [M−H]−脱去一分子 CO 相应 , 

m/z 205.012 8 (C10H5O5
−)、177.017 7 (C9H5O4

−) 分别与

[M−H]−脱去乙烯酮 (CH2=C=O)、进一步脱去CO相应。

结合参考文献[22]推断有关物质 9的反应机制, 起始于

间苯三酚的自由基和O2
−的形成, 这两种自由基可发生

相应的歧化反应, 进而参与间苯三酚二聚体的形成, 生

成降解产物 1,3,6,8-四羟基二苯并[b,e]1,4-二氧六环。

有关物质 11、12 的负离子二级质谱图具有高度相似

性, 推测有关物质 11、12为高温条件下间苯三酚被氧

化成为 1,2,3,5-环己四酮后与另一分子间苯三酚缩合

脱水形成的产物, 以有关物质 11为例, 反应机制如图

10所示。由于发生缩合的位点不同从而产生同分异

构体, 经由裂解碎片合理推断反应发生位点, 推断有关

物质 11为顺二酮化-二聚间苯三酚, 有关物质 12为反

二酮化-二聚间苯三酚。二者相同主要碎片离子 m/z 

229.011 5 (C12H5O5
−) 和 219.027 8 (C11H7O5

−) 分别与

[M −H] −脱去一分子 H2O 和一分子 CO 相应 , m/z 

203.032 9 (C11H7O4
−) 与[M−H]−经重排后脱去一分子

CO2相应, m/z 177.016 9 (C9H5O4
−) 与[M−H]−中性丢失

一 分 子 环 丙 二 酮 (C3H2O2) 相 应 , m/z 151.001 6 

(C7H3O4
−) 与[M−H]−中性丢失一分子乙烯酮 (CH2=C=

O) 和一分子环丙烯酮 (C3H2O) 相应。有关物质 11的

特征碎片离子 (图 11) m/z 137.022 5 (C7H5O3
−) 与[M−

H]−脱去一分子环丙烯酮 (C3H2O) 和两分子 CO 相应, 

m/z 133.027 6 (C8H5O2
−) 与[M−H]−经重排后脱去一分

子CO2、进一步脱去一分子CO和一分子乙烯酮 (CH2=

C=O) 相应。

有关物质 10为间苯三酚注射液特征氧化杂质, 经

过正、负离子扫描后, 确定其[M−H]−的准确离子质量

为 287.017 9, 与离子式[C14H7O7]
−相应, 其MS/MS主要

碎 片 离 子 m/z 为 243.027 6 (C13H7O5
−)、199.037 9 

(C12H7O3
−)、155.048 6 (C11H7O

−), 碎片离子的准确离子

质量均相差 44, 各主要碎片离子经母离子接连丢失

CO2产生。依据有关物质 10的不饱和度及元素组成, 

推断其为间苯三酚羟基被羧基取代后, 两分子产物发

生 C-C 偶联[23]和歧化反应的产物, 即 1,9-二羟基二苯

并[b,d]呋喃-3,7-二羧酸。

有关物质 13、14、15经过正、负离子扫描后测得其

[M−H]−的准确离子质量分别为 373.055 8、373.053 7和

373.053 8, 均与离子式[C18H13O9]
−相应, 依据间苯三酚

的分子元素组成, 推断有关物质 13、14、15为三分子间

苯三酚发生化学反应聚合形成。有关物质 13在碱、高

温破坏条件下均可产生; 有关物质 14、15在碱破坏条

件下产生。推断间苯三酚三聚体可能存在的异构体如

图12所示, 三者的主要碎片离子大致相同 (图13), MS/

MS 主要特征碎片离子均为 329.064 0 (C17H13O7
−)、

285.074 4 (C16H13O5
−)、247.022 4 (C12H7O6

- )、203.032 8 

(C11H7O4
−)、175.038 3 (C10H7O3

−) 与 125.022 9 (C6H5O3
−), 

各碎片离子主要通过分子内重排脱去CO2及苯环开裂

形成。结合强制降解破坏条件及保留时间与游离羟基

个数的相关性, 推测有关物质 13为间苯三酚氧化后通

过羟醛缩合、迈克尔加成等反应形成的降解产物 α-三

聚间苯三酚; 结合参考文献[21]推测有关物质 14为三分

Figure 10　Related substance 11 formation mechanism

Figure 11　Related substance 11 [M−H]− ion MS/MS fragmentation pathways
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子间苯三酚自氧化发生C-C偶联生成间−三聚间苯三

酚 ; 有关物质 15 三间苯三酚醚的形成机制同有关

物质9。

有关物质 16为间苯三酚注射液特征氧化降解杂

质, 经过正、负离子扫描后, 确定其[M−H]−的准确离子

质量为 265.035 6, 与离子式[C12H9O7]
−相应, 结合碳和

氧的个数, 与两分子间苯三酚结构式相比少 2个H, 多

一个O, 结合参考文献[22,24], 推测有关物质 16为间苯三

酚发生自氧化生成 1,2,3,5-四羟基苯后与一分子间苯

三酚发生歧化反应的产物, 即二间苯三酚醚。其MS/

MS 主要碎片离子 (图 14) m/z 221.042 8 (C11H9O5
−)、

203.032 3 (C11H7O4
−) 分别与[M−H]−脱去一分子 CO2、

进一步脱去一分子H2O相应。

有关物质 17为间苯三酚注射液特征光照降解杂

质, 经过正、负离子扫描后, 确定其[M−H]−的准确离子

质量为 297.038 3, 与离子式[C16H9O6]
−相应, 根据元素

组成及保留时间推断其为两分子间苯三酚经去羟基化

后与小分子有机酸形成的内酯化合物。其MS/MS主

要碎片离子m/z 280.034 4 (C16H8O5
−·) 与母离子[M−H]−

脱去羟基自由基相应, m/z 253.048 1 (C15H9O4
−) 与[M−

H]−内酯环断裂脱去一分子CO2后重新环合相应。m/z 

227.032 3 (C13H7O4
−) 与[M−H]−内酯环脱去丙烯酸酯单

Figure 13　Related substance 15 [M−H]− ion MS/MS fragmentation pathways

Figure 12　Isomers of phloroglucinol trimer

Figure 14　Related substance 16 [M−H]− ion MS/MS fragmentation pathways
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元相应, m/z 183.009 9 (C11H3O3
−) 与[M−H]−内酯环脱去

丙烯酸酯单元后、开环脱氢、同时脱去一分子乙烯酮 

(CH2=C=O) 相应。合理推测有关物质 17为间苯三酚

在光照条件下光解产生的马来酸与两分子苯酚类化合

物脱水成酯, 同时发生C-C偶联而形成较为稳定的内

酯化合物, 即二聚间苯二酚马来酸酯。

讨论

本研究开发 2D-LC-Q-TOF-MS联用分析方法, 适

用于间苯三酚注射液有关物质的色谱−质谱联用鉴

定。间苯三酚主成分及各杂质均能得到有效的分离, 

共检测到 17 个未经报道过的有关物质。本文采用

ESI+-Q-TOF/MS 和 ESI--Q-TOF/MS 分别进行扫描 , 确

定有关物质的母离子, 解决了在单一扫描模式下难以

确定母离子准确质量的问题, 所检出的 17个有关物质

均为本文首次鉴定。

实验结果表明, 在工艺过程中作为保护气的二氧

化碳会与间苯三酚反应生成 2,4,6-三羟基苯甲酸工艺

杂质 8。间苯三酚三甲醚在光照条件下易与CO2发生

反应生成降解杂质 1。与此同时, 苯酚类化合物在高

温、氧化及光照条件易开环断裂成小分子有机酸马来

酸、丁烯酸等参与间苯三酚的降解, 发生加成反应、酯

化反应产生降解杂质 2～6和 17。在光照、碱、高温破

坏条件下, 间苯三酚易发生羟醛缩合生成杂质 7、11～

13, 在高温、碱破坏条件下, 间苯三酚易发生C-C偶联

和歧化反应生成相应聚合物杂质 9、10和 14～16。间

苯三酚注射液在光照、高温、碱性条件下不稳定, 因此

应注意避光、避碱, 常温储存。
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