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摘要：目的　研究他克莫司软膏的杂质谱，为仿制药质量标准制定提供依据。方法　采用高效液相色谱高分辨串联质谱联用
技术分析强制破坏后的他克莫司软膏杂质，根据一级、二级质谱数据结合杂质的质谱裂解方式，推测各杂质的来源和分子结

构。结果　他克莫司软膏强制破坏后，共产生１０个杂质，其中包括３组同分异构体。结论　本研究建立的杂质谱分析方法为
他克莫司软膏的质量控制和工艺优化提供了参考依据。
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　　他克莫司（ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ）为大环内酯类化合物，
是由筑波链霉菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓｔｓｕｋｕｂａｅｎｓｉｓ）的发酵
产物中分离得到的第二代免疫抑制剂，通过抑制

钙调神经磷酸酶，抑制 Ｔ细胞内钙依赖性信号传
导通路，阻止淋巴因子的基因转录，从而发挥免疫

抑制的作用［１］。多项临床试验证明，他克莫司的

疗效是环孢素的１０～１００倍，且不会引起高血压、
高血脂等环孢素副反应，同时还具有抗真菌、抗病

毒、促神经再生等活性［２３］。由于他克莫司在肝、

肾、心等器官移植治疗中的显著疗效目前已在日

本、美国等多个国家上市，是对抗自身免疫性疾病

和器官移植治疗过程中出现的排异反应的一线治

疗药物［４６］。

仿制药生产是促进药品价格竞争、降低医药成

本及防止市场垄断的有效手段［７］。药品中杂质的

种类和含量总称为杂质谱，杂质谱研究能够为仿制

药生产过程中的原料药稳定性评价和药品质量标准

的制定提供依据。高效液相色谱高分辨串联质谱
法（ＨＰＬＣＨＲＭＳ／ＭＳ）是快速筛查杂质并推定其结
构的有效分析手段，相较于传统的液质联用技术而

言，具有方法开发简单、分析速度快、质量范围宽、灵

敏度高、可检测成分种类多数量大等优点。本研究

采用ＨＰＬＣＨＲＭＳ／ＭＳ法对待上市他克莫司软膏剂
进行杂质谱分析，结合美国药典和日本药典确定杂

质种类和裂解方式，建立他克莫司的杂质谱，为他克

莫司仿制药一致性评价提供基础数据。
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１　仪器与试药
Ｕ３０００双三元液相色谱仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ

公司）；ＱＥｘａｃｔｉｖｅ高分辨串联质谱仪（美国 Ｔｈｅｒ
ｍｏｆｉｓｈｅｒ公司）；ＡＵＷ２２０Ｄ电子天平（日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ
公司）；ＳＹＮＳ５０００１超纯水机（美国，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司）；Ｘｃａｌｉｂｕｒ３１（美国 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ公司）。

他克莫司软膏（厂家 Ａ，待上市）；他克莫司（４
ＥＯＤ１９１１，９７００％，２５０ｍｇ，ＴＲＣ）、８位差向异构
体（２０６２００３Ａ５，９４８０％，１０ｍｇ，ＴＬＣ）、内酯异构体
（２７０６０７７Ａ４，９６２０％，１０ｍｇ，ＴＬＣ）、他克莫司二烯
（ＢＬＤＴＫＭＳＳＸ１７０９１２，９８４３％，２５ｍｇ）（山东博洛
德生物科技有限公司）；过氧化氢、盐酸、氢氧化钠

均为分析纯；乙腈、正丁基氯、异丙醇、正己烷、醋酸

铵均为质谱级试剂；水为自制超纯水（电阻率不低

于１８２ＭΩｃｍ）（市售）。

２　方　法
２１　ＨＰＬＣＨＲＭＳ／ＭＳ测定

液相色谱条件：串联使用两根 ＳｕｐｅｌｃｏｓｉｌＬＣ
ＦＵＪＩＤｉｏｌ色谱柱（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；柱
温：２８℃；柱前流动相：正丁基氯乙腈正己烷（体
积比２０：１０：７０）；流速：１３５０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱后改
性流动相：异丙醇１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋酸铵异丙醇溶
液（体积比７０∶３０）；流速：０３ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波
长：２２５ｎｍ；进样量：２０μＬ；运行时间：他克莫司峰
保留时间的 ３倍。为结合美国药典推定杂质结
构，本研究采用的色谱条件与美国药典一致。同

时，为保证柱前流动相不分层，配制时应按照正丁

基氯、乙腈、正己烷的顺序混合，且使用温度应保

持在２０℃附近。
质谱条件：采用ＥＳＩ离子源正离子模式检测，离

子源电压分别为４ｋＶ（＋），采用ｆｕｌｌｍｓｄｄｍｓ２扫描
方式（ｍ／ｚ１００～１１００），鞘气体积流速为４０Ｌ·
ｍｉｎ－１（＋），碎裂电压３００Ｖ；干燥气温度３５０℃；饱
和辅助气体积流速为２Ｌ·ｍｉｎ－１；喷雾气压４５ｐｓｉ；
高纯Ｎ２为雾化气。
２２　供试品溶液的制备
２２１　系统适用性试验溶液　取他克莫司对照品
和他克莫司有关化合物 Ａ对照品适量，加稀释剂
（体积比１∶１∶１的正己烷正丁基氯乙腈）溶解并稀
释制成每１ｍＬ中分别约含０１ｍｇ的溶液。
２２２　强制降解溶液的制备　取他克莫司原料药
约２０ｍｇ，精密称定，置安瓿瓶中，按照下述步骤进
行强制降解试验，考察他克莫司在强酸、强碱、氧化、

高温、光照射等条件下产生的降解产物。

酸破坏供试品溶液：加０１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液
１ｍＬ，于１１０℃加热２ｈ，取出，放冷至室温，加０１
ｍｏｌ·Ｌ－１氨水溶液中和，氮吹至干，用少许流动相洗
涤３次，合并洗涤液，置１０ｍＬ量瓶中，用流动相稀
释至刻度，摇匀，即得。

碱破坏供试品溶液：因他克莫司对碱极敏感，氢

氧化钠条件下降解剧烈，故改为三乙胺制备碱破坏

供试品溶液。加三乙胺０５ｍＬ，于６０℃恒温烘箱
加热１４ｈ，取出，放冷至室温，加１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶
液中和，氮吹至干，用少许流动相洗涤３次，合并洗
涤液，置１０ｍＬ量瓶中，用流动相稀释至刻度，摇匀，
即得。

氧化破坏供试品溶液：加入体积分数３％过氧
化氢溶液１ｍＬ，于８０℃恒温烘箱加热５ｈ，取出，放
冷至室温，氮吹至干，用少许流动相洗涤３次，合并
洗涤液，置１０ｍＬ量瓶中，加流动相稀释至刻度，摇
匀，即得。

高温破坏供试品溶液：于１２０℃加热１４ｈ，取
出，放冷至室温，用少许流动相洗涤３次，合并洗涤
液，置１０ｍＬ量瓶中，加流动相稀释至刻度，摇匀，
即得。

光照破坏供试品溶液：４５００ｌｘ光照２１ｄ，取出，
用少许流动相洗涤３次，合并洗涤液，置１０ｍＬ量瓶
中，加流动相稀释至刻度，摇匀，即得。

３　结　果
他克莫司经强制降解试验共产生１０个杂质，其

中包括３组同分异构体。下面将对强制降解试验产
生的各个杂质的具体来源及质谱裂解方式进行

推测。

３１　系统适用性
取系统适用性试验溶液２０μＬ，注入液相色谱

仪，记录色谱图，调节流速，使他克莫司主峰的保留

时间约为１５ｍｉｎ，他克莫司峰和他克莫司有关化合
物Ａ峰之间的分离度不小于１５、拖尾因子不大于
１１，表明分离度及拖尾因子均符合要求，仪器的系
统适用性良好。

３２　他克莫司强制降解杂质的 ＨＰＬＣＨＲＭＳ／ＭＳ
分析

取各破坏供试品溶液２０μＬ，注入液相色谱仪，
记录色谱图（图１～５）。分析质谱一级全扫及对应
数据依赖二级质谱图，共得到３组１０个降解产物。
各组精确质量数及计算分子式见表１。
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Ａ－总离子流图；Ｂ－质谱图。

Ａ－ＴＩＣ；Ｂ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ．

图１　他克莫司原料药的总离子流图和质谱图
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Ａ－总离子流图；Ｂ－质谱图；①－他克莫司有关物质Ⅵ；②－他克莫司有关物质Ⅷ；③－他克莫司有关物质Ⅵ８位差向异构体。

Ａ－ＴＩＣ；Ｂ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ；①－ｔａｃｒｏｌｉｍｕｍｓｒｅｌａｔｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄⅥ；②－ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｒｅｌａｔｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄⅧ；③－ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｒｅｌａｔｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄⅥ８－ｅｐｉｍｅｒ．

图２　光照破坏他克莫司供试品的总离子流图和质谱图
Ｆｉｇ２　ＴＩＣａｎｄｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｏｆｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｔｅｓｔｓａｍｐｌｅａｆｔｅｒｌｉｇｈｔｄａｍａｇｅ
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Ａ－总离子流图；Ｂ－质谱图；①－他克莫司８位差向异构体；②－他克莫司二烯。

Ａ－ＴＩＣ；Ｂ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ；①－ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ８－ｅｐｉｍｅｒ；②－ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｄｉｅｎｅ．

图３　酸破坏他克莫司供试品总离子流图和质谱图
Ｆｉｇ３　ＴＩＣａｎｄｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｏｆｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｔｅｓｔｓａｍｐｌｅａｆｔｅｒａｃｉｄｄａｍａｇｅ
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Ａ－总离子流图；Ｂ－质谱图；①－他克莫司内酯异构体；②－他克莫司位置异构体；③－他克莫司１９位差向异构体。

Ａ－ＴＩＣ；Ｂ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ；①－ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｌａｃｔｏｎｅｉｓｏｍｅｒ；②－ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｒｅｇｉｏｉｓｏｍｅｒｓ；③－ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ１９－ｅｐｉｍｅｒ．

图４　高温破坏他克莫司供试品总离子流图和质谱图
Ｆｉｇ４　ＴＩＣａｎｄｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｏｆｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｔｅｓｔｓａｍｐｌｅａｆｔｅｒｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｄａｍａｇｅ
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Ａ－总离子流图；Ｂ－质谱图；①－他克莫司８位差向异构体；②－他克莫司开环异构体。

Ａ－ＴＩＣ；Ｂ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍ；①－ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ８－ｅｐｉｍｅｒ；②－ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｏｐｅｎｒｉｎｇ．

图５　碱破坏他克莫司供试品的总离子流图和质谱图
Ｆｉｇ５　ＴＩＣａｎｄｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｏｆｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｔｅｓｔｓａｍｐｌｅａｆｔｅｒａｌｋａｌｉｄａｍａｇｅ

表１　他克莫司及各降解产物的多级碎片离子
Ｔａｂ１　Ｍｕｌｔｉａｔａｇｅｍａｓｓｆｒａｇｍｅｎｔｉｏｎｓｏｆｔａｃｒｏｌｉｍｕｓａｎｄｉｔｓｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

Ｎａｍｅ　　　　　 ｔＲ ｍ／ｚ（ＱＭＩ） δ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｏｒｍｕｌａ ｍ／ｚ（ＭＦＩ）

Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ １００ ８２１５１５８０ ０６９１ Ｃ４４Ｈ６９ＮＯ１２ ７８６４８，７６８４７，７５０４６，７３６４４，７１８４３，５７６３２，５５８３１，５４８３２，５３２２９，
　２６６１０，２５４１０，２３４１１，１３００９，８４０８

Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｄｉｅｎｅ８ｅｐｉｍｅｒ ０６２ ８０３５０５２４ －０７４３ Ｃ４４Ｈ６７ＮＯ１１ ７８６４８，７６８４７，７５０４６，７３６４４，７１８４３，５４８３２，５３２２９，２６６１０，２５４１０，
　２３４１１，１３００９，８４０８

ＴａｃｒｏｌｉｍｕｓｒｅｌａｔｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄⅧ ０６８ ７９３５２０８９ －２８０７ Ｃ４３Ｈ６９ＮＯ１１ ７５８４８，７４０４７，７２２４６，７０８４４，６９０４４，５４８３２，５３０３１，５２０３２，５０４３０，
　１３００９，８４０８

Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｄｉｅｎｅ ０７７ ８０３５０５２４ －０３９５ Ｃ４４Ｈ６７ＮＯ１１ ７８６４８，７６８４７，７５０４６，７３６４４，７１８４３，５４８３２，５３２２９，２６６１０，２５４１０，
　２３４１１，１３００９，８４０８

Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｌａｃｔｏｎｅｉｓｏｍｅｒ ０８０ ８２１５１５８０ ０４８４ Ｃ４４Ｈ６９ＮＯ１２ ７８６４８，７６８４７，７５０４６，７３６４４，７１８４３，５４８３２，５３２２９，２６６１０，２５４１０，
　２３４１１，１３００９，８４０８

Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ８ｅｐｉｍｅｒ ０８２ ８２１５１５８０ －１５００ Ｃ４４Ｈ６９ＮＯ１２ ７８６４８，７６８４７，７５０４６，７３６４４，７１８４３，５７６３２，５５８３１，５４８３２，５３２２９，
　２６６１０，２５４１０，２３４１１，１３００９，８４０８

Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｒｅｇｉｏｉｓｏｍｅｒ ０８６ ８２１５１５８０ ０８２５ Ｃ４４Ｈ６９ＮＯ１２ ７８６４８，７６８４７，７５０４６，７３６４４，７１８４３，５７６３２，５５８３１，５４８３２，５３２２９，
　２６６１０，２５４１０，２３４１１，１３００９，８４０８

Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ１９ｅｐｉｍｅｒ １１１ ８２１５１５８０ ０６４３ Ｃ４４Ｈ６９ＮＯ１２ ７８６４８，７６８４７，７５０４６，７３６４４，７１８４３，５７６３２，５５８３１，５４８３２，５３２２９，
　２６６１０，２５４１０，２３４１１，１３００９，８４０８

Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｏｐｅｎｒｉｎｇ １２７ ８２１５１５８０ －１０９８ Ｃ４４Ｈ６９ＮＯ１２ ７８６４８，７６８４７，７５０４６，７３６４４，７１８４３，５７６３２，５５８３１，５４８３２，５３２２９，
　２６６１０，２５４１０，２３４１１，１３００９，８４０８

ＴａｃｒｏｌｉｍｕｓｒｅｌａｔｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄⅥ １７６ ７９３５２０８９ －２７４４ Ｃ４３Ｈ６９ＮＯ１１ ６１９４２，６０１４１，５８３４０，５６９３８，５５１３７，４０９２６

Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｒｅｌａｔｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄ８ｅｐｉｍｅｒ １８８ ７９３５２０８９ －２７３１ Ｃ４３Ｈ６９ＮＯ１１ ６１９４２，６０１４１，５８３４０，５６９３８，５５１３７，４０９２６

注：ｔＲ－保留时间；ＱＭＩ－准分子离子；ＭＦＩ－主要碎片离子。

Ｎｏｔｅ：ｔＲ－ｒｅｌａｔｉｖｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅ；ＱＭＩ－ｑｕａｓｉｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｏｎ；ＭＦＩ－ｍａｉｎｆｒａｇｍｅｎｔｉｏｎ．

３３　他克莫司裂解方式解析
原料药准分子离子峰［Ｍ＋ＮＨ４］

＋ｍ／ｚ８２１５１５８０
的二级质谱图中，ｍ／ｚ７８６４７８６９、ｍ／ｚ７６８４６８１２、

ｍ／ｚ７５０４５７５６为母离子的连续脱水峰，ｍ／ｚ７３６４４１９１
为 ｍ／ｚ７６８４６８１２脱甲醇峰，ｍ／ｚ７１８４３１３４为
ｍ／ｚ７５０４５７５６脱甲醇峰。推测裂解方式见图６。
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图６　他克莫司在正离子模式下的质谱裂解方式
Ｆｉｇ６　Ｍａｓｓｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｏｆｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｕｎｄｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｉｏｎｍｏｄｅ

ｍ／ｚ５７６３１６７１、ｍ／ｚ５５８３０６１４、ｍ／ｚ５４８３２１７９、
ｍ／ｚ５３２２９０４９为ｍ／ｚ７８６４７８６９α裂解开环系列产
物，推测裂解方式见图７。
１９位羟基脱水后生成的不饱和六元环可 ＲＤＡ

开环裂解生成 ｍ／ｚ２５４１０２３０，推测裂解方式见图
８。图９～１０为他克莫司其他主要碎片离子正离子
模式下的可能裂解途径。以上推断碎片均与精确质

量数计算结果相符（δ＜５×１０－６）。
３４　各强制降解杂质的种类和来源

依据他克莫司的裂解方式及质谱数据并参考色

谱行为，降解杂质结构及其裂解方式推测如下。

３４１　酸破坏降解杂质　相对保留时间０６２和
０７７处有 ｍ／ｚ８０３５０５２４的 准 分 子 离 子 峰
［Ｍ＋ＮＨ４］

＋，经精确质量数计算分子式应为

Ｃ４４Ｈ６７ＮＯ１１（δ＜５×１０
－６），是他克莫司的脱水产物。

两峰二级质谱图一致，与他克莫司二级质谱图对比

ｍ／ｚ５７６３１６７１、ｍ／ｚ５５８３０６１４碎片峰消失，应为
５位羟基受热脱水。其他碎片裂解方式与他克莫司
相同。０７７处峰与他克莫司二烯对照品保留时间
及二级质谱一致，与美国药典［８］记载相符，推断为

他克莫司二烯。０６２处峰与他克莫司二烯二级质
谱一致，保留时间靠前，应为他克莫司二烯的８位差
向异构体，含量较高可能是由于二烯的生成有利于

７位羰基形成烯醇式互变平衡，进而转变为８位差
向异构，见图１１。

图７　他克莫司主要碎片离子在正离子模式下的可能裂解方式Ⅰ
Ｆｉｇ７　ＭａｓｓｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙⅠ ｏｆｍａｉｎｆｒａｇｍｅｎｔｉｏｎｓｏｆｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｕｎｄｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ
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图８　他克莫司主要碎片离子在正离子模式下的可能裂解方式Ⅱ
Ｆｉｇ８　ＭａｓｓｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙⅡ ｏｆｍａｉｎｆｒａｇｍｅｎｔｉｏｎｓｏｆｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｕｎｄｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ

图９　他克莫司主要碎片离子在正离子模式下的可能裂解方式Ⅲ
Ｆｉｇ９　ＭａｓｓｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙⅢ ｏｆｍａｉｎｆｒａｇｍｅｎｔｉｏｎｓｏｆｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｕｎｄｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ

图１０　他克莫司主要碎片离子在正离子模式下的可能裂解方式Ⅳ
Ｆｉｇ１０　ＭａｓｓｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙⅣ ｏｆｍａｉｎｆｒａｇｍｅｎｔｉｏｎｓｏｆｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｕｎｄｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ

　　他克莫司二烯还出现原料药的高温破坏样品
中。在他克莫司二烯的二级质谱中与５位羟基相关
的ｍ／ｚ５７６３１６７１、ｍ／ｚ５５８３０６１４碎片峰消失，故

推断降解途径应为β羟基酮受热脱水，见图１２。
３４２　高温破坏降解杂质　相对保留时间０８０、
０８６和１１１处有 ｍ／ｚ８２１５１５８０的准分子离子峰
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［Ｍ＋ＮＨ４］
＋，经精确质量数计算分子式应为

Ｃ４４Ｈ６９ＮＯ１２（δ＜５×１０
－６），是他克莫司的同分异构

体。０８０处峰与他克莫司二级质谱图对比
ｍ／ｚ５７６３１６７１、ｍ／ｚ５５８３０６１４碎片峰消失，
提示为５位羟基发生变化，其他碎片裂解方式与
他克莫司相同。其保留时间与内酯异构体对照

品一致，与美国药典记载相符，推断为他克莫司

内酯异构体。０８６和１１１处峰二级质谱与他克
莫司一致，保留时间与美国药典记载的位置异构

体和１９位差向异构体相符，故推断 ０８６为他克
莫司位置异构体，１１１为他克莫司 １９位差向异
构体。

图１１　他克莫司二烯和他克莫司二烯８位差向异构体的可能转化方式
Ｆｉｇ１１　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｏｆｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｄｉｅｎｅａｎｄｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｄｉｅｎｅ８ｅｐｉｍｅｒｕｎｄｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ

图１２　他克莫司二烯可能的转化方式
Ｆｉｇ１２　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｏｆｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｄｉｅｎｅ
ｕｎｄｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ

　　美国药典将１９位差向异构体列为互变平衡化
合物，不作为杂质。

内酯异构体，因高温破坏样品中未检出大环

开环产物，故推断降解途径应为分子内酯交换反

应，见图１３。
位置异构体还出现在原料药的酸破坏样品中。

因对应破坏样品中未检出大环开环产物，故推断降

解途径应为克莱森重排，见图１４。
３４３　碱破坏降解杂质　相对保留时间０８２和
１２７处 有 ｍ／ｚ８２１５１５８０的 准 分 子 离 子 峰
［Ｍ＋ＮＨ４］

＋，经精确质量数计算分子式应为 Ｃ４４Ｈ６９
ＮＯ１２（δ＜５×１０

－６），是他克莫司的同分异构体。两峰

二级质谱与他克莫司一致，保留时间与美国药典记载

的８位差向异构体和开环异构体相符，故推断０８２
为他克莫司８位差向异构体，１２７为他克莫司开环异
构体。美国药典将开环异构体列为互变平衡化合物，

不作为杂质。

８位差向异构体降解途径为７位羰基的烯醇式
互变异构，见图１５。

图１３　他克莫司内酯异构体可能的转化方式
Ｆｉｇ１３　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｏｆｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｌａｃｔｏｎｅｉｓｏｍｅｒｕｎｄｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ
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图１４　他克莫司位置异构体的可能转化方式
Ｆｉｇ１４　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｏｆｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｒｅｇｉｏｉｓｏｍｅｒｕｎｄｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ

图１５　他克莫司８位差向异构体的可能转化方式
Ｆｉｇ１５　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｏｆｔａｃｒｄｉｍｕｓ８ｅｐｉｍｅｒｕｎｄｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ

３４４　光照破坏降解杂质 相对保留时间 ０６８、
１７６和１８８处有ｍ／ｚ７９３５２０８９的准分子离子峰
［Ｍ＋ＮＨ４］

＋，经精确质量数计算分子式应为

Ｃ４３Ｈ６９ＮＯ１１（δ＜５×１０
－６），是他克莫司脱羰产物。

其中０６８处峰二级质谱与他克莫司相似，只是对应
带碎片质荷比较他克莫司少 ｍ／ｚ２８，其保留时间与
日本药典记载有关物质Ⅷ相符，推断其为有关物质
Ⅷ。１７６和１８８处峰二级质谱与他克莫司相差较

大，其保留时间与日本药典记载有关物质Ⅵ相符，由
于破坏时间较长（２１ｄ），通过７位羰基形成８位差
向互变平衡，故推断为有关物质Ⅵ及有关物质８位
差向异构体，见图１６。

有关物质Ⅵ裂解方式，见图１７。
因对应破坏样品中未检出大环开环产物，所以

推测有关物质Ⅷ为邻二酮脱羰，有关物质Ⅵ为邻二
酮脱羰后开环，见图１８。

图１６　他克莫司有关物质Ⅵ和有关物质Ⅵ的８位差向异构体的可能转化方式
Ｆｉｇ１６　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｏｆｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｒｅｌａｔｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄⅥ ａｎｄ８ｅｐｉｍｅｒｏｆｒｅｌａｔｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄⅥ ｕｎｄｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎ
ｍｏｄｅ

４　讨　论
本实验以 ＨＰＬＣＨＲＭＳ／ＭＳ为主要研究手段，

采用ｆｕｌｌｍｓｄｄｍｓ２扫描模式筛查分析某厂家待上
市（仿制药）他克莫司软膏的强制降解杂质。
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图１７　他克莫司有关物质Ⅵ可能裂解方式
Ｆｉｇ１７　Ｍａｓｓｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｏｆｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｒｅｌａｔｅｄｃｏｍ
ｐｏｕｎｄⅥ ｕｎｄｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ

在分析方法的开发过程中，本研究在参考了美国

药典中有关物质分析的正相条件的基础上，经前

期试验发现使用与正相系统互溶的醋酸铵异丙

醇溶液作为柱后流动相时可显著改善离子化抑

制效应，提高离子化效率，有效的保证了本研究

所需灵敏度和检出限。另外，经文献调研和前期

实验研究发现 ＮａＯＨ溶液碱破坏试验得到的降
解杂质过多，与实际情况差异较大。所以，本研

究采用了较弱的三乙胺作为碱破坏试验条件，降

解得到了２个杂质，较接近于实际情况。结合一
级、二级质谱数据和相关国家药典，通过推测他

克莫司以及降解杂质的裂解途径，推定出 １０个
降解杂质。他克莫司的降解产物主要分为两类。

一类为脱水、脱羰不可逆降解，如他克莫司二烯、

有关物质Ⅵ、Ⅷ等。另一类为平衡互变产物，如
内酯、位置、８位差向、１９位差向、开环异构体。
而美国药典只将１９位差向和开环异构体作为平
衡互变产物不计入杂质，可能是因其较易形成互

变平衡（室温４ｈ），而其他化合物需较长时间或
较苛刻条件（高温、强酸）才能形成互变平衡。

本研究建立的基于 ＨＰＬＣＨＲＭＳ／ＭＳ的他克
莫司软膏杂质谱分析方法简单且具有较强的规

律性。

图１８　他克莫司关物质Ⅷ的可能转化方式
Ｆｉｇ１８　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｏｆｒｅｌａｔｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄⅧ ｕｎｄｅｒｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ
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（２４）：３１４５３１４９．

［７］　ＹＥＣ，ＬＩＪ，ＣＨＥＮＰ，ｅｔａｌ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｅｆｆｅｃ
ｔｉｖｅｎｅｓｓａｎｄｓａｆｅｔｙｏｆｏｒｉｇｉｎａｌａｎｄｇｅｎｅｒｉｃｔａｃｒｏｌｉｍｕｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓａｔ
ｅａｒｌｙｓｔａｇｅａｆｔｅｒｋｉｄｎｅｙｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＨｏｓｐＰｈａｒｍ
（中国医院药学杂志），２０２２，４２（２２）：２３７３２３８２．

［８］　ＵＳＰ４０ＶｏｌⅠ［Ｓ］．２０１７：６３０１６３０４．
（收稿日期：２０２３０５３０）
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