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5-HT 再摄取抑制/5-HT 受体亚型多重作用抗抑郁药物研究进展···············谷正松，李建其*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.001
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3D 打印技术在透皮领域的研究进展··························杨雅丽，童想柳，边  琼，罗华菲*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.002

3D printing

artificial skin

replacing animal skin

screening nanoparticles

building a skin disease 
model

exploring pathogenesis

evaluating the efficacy of 
drugs

monitoring the 
pharmacokinetic process

drug-loaded patch personalized administration

microneedles

delivery of drugs

combining with micro
molding expending material range

combining with inkjet 
printing

realizing synergistic 
treatment

3D 打印

人工皮肤

替代动物皮肤

筛选纳米粒子

构建皮肤病模型

载药贴片 个性化给药

微针

用于药物递送

与微模塑工艺相结合

与喷墨印刷结合

扩大材料范围

实现协同治疗

探索发病机制

评价药物疗效

监测药动学过程

立方液晶作为天然药物载体的研究进展·····················徐玲霞，申宝德，金  晨，朱卫丰*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.003

the minimum surface 
accumulation

the nodal surface 
structure

improve drug 
bioavailability

improve drug 
stability

sustained or controlled
drug release

reduce drug toxicity 
and skin irritation

cubic phase -forming lipids

temperature, water

additives

drug

technology

other factors
(pH、salt concentration)

cubosomes

formation 
mechanism

influencing 
factors for

phase 
transition

cubosomes
as natural

drug delivery 
system

立方液晶
相转变

因素

作为天然

药物载体

的应用

形成

机制

最小表面堆积观点

节点式表面观点

提高药物生物利用度

提高药物稳定性

控释与缓释作用

降低药物毒性刺激性

两亲性化合物

温度、水

添加物

药物

工艺

其他因素(pH、盐浓度)

 
A：聚集体，B：球形胶束，C：液晶(a：层状液晶，b：立方液晶，c：六角液晶) 

 

A                           B                                                                 C

a b c

螺旋型晶格VG(Ia3d)      菱形晶格VD(Pn3m)      体心立方晶格VP(Im3m)

a: 螺旋型晶格VG(Ia3d)    b: 菱形晶格VD(Pn3m)    c: 体心立方晶格VP(Im3m)

a                                             b                                                c
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GLP-1 融合蛋白的表达、纯化及其初步活性分析·········姜旖旎，黄宗庆，马  洁，冯  军*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.004
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A: The supernatant were induced at 25 ℃(lane 1), 30 ℃(lane 2), and 37 ℃(lane 3). Molecular weight marker is 

indicated as M.  

B: The bacterial biomass of the corresponding temperature was monitored by ultraviolet absorption of 600 nm. D600 

represents the amount of bacteria to a certain degree. 
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△- the positive control ; ● -PASylated GLP-1 ; 
◇- the negative control
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头孢洛林酯的合成新工艺···························郭新亮，张乃华，鲍广龙，张仲奎，张贵民*
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.005
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ceftaroline fosamil

Ceftaroline fosamil was synthesized with a putity of 99.56% and a total yield of 34.8%, and this new process had been tested in pilot scale.
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头孢洛林酯

采用新工艺合成了头孢洛林酯，纯度99.56%，总收率34.8%，本工艺已经过中试验证。
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MeOH
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besifovir

4a

Inexpensive 4a was used to 
prepare 5, the cost was reduced.

Compound 7 was prepared from 6 via 
Mitsunobu reaction, and the yield was

increased from 33% to 63%.

Pd/C/AcONH4 was used instead of Pd/C/H2 
to make the reaction condition milder. The target compound was obtained with a total yield of 16% and a purity of 99.2%.
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采用价廉的4a 
制备 5, 有效控制成本。

6 和 12 经 Mitsunobu 反应制备7，
收率由33% 提升至 63%。

用 Pd/C/AcONH4代替 Pd/C/H2 , 
避免使用 H2, 条件更温和安全。

改进后的工艺总收率16%, 纯度 99.2%。
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citalopram citalopram hydrobromide

An improved synthetic route of citalopram hydrobromide had been tested in pilot scale with a total yield of 63% and a purity of 99.8%.
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西酞普兰 氢溴酸西酞普兰

改进了氢溴酸西酞普兰的合成工艺，该工艺已经放大生产，总收率 63%， 纯度 99.8%。
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The side chain of cefiderocol acid was synthesized by a "one-pot" 
method with an overall yield of 74%, and a purity of 99.2%.

The single crystal diffraction pattern of 4
was reported for the first time.
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A novel synthetic process for monomethyl β-methylglutarate by utilizing the mild alkaline hydrolysis of 
barium hydroxide was developed. This new process had been validated in pilot scale with a total yield of 90.3%.
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mPEG -HZ-PLA﹢coumarin-6 (C6) C6-loaded micelles

Release Profiles of C6 in
 Various pH Media

self-assembly in
water

TEM Image Confocal Laser Scanning
Microscopy Images
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不同 pH 介质中的体外释放考察
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peramivir

acetaminophen

test group: combined
doses of peramivir and

acetaminophen

control group: single
dose of peramivir

Plasma Concentration-time Curves of Peramivir with
or without the Combination of Acetaminophen in Rats (n=20)
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对乙酰氨基酚

联合用药

试验组：同时给予帕拉

米韦和对乙酰氨基酚

对照组：单独给予

帕拉米韦

与对乙酰氨基酚联用前后大鼠体内帕拉米韦
的平均药-时曲线(n=20)

co-administration
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E：对照组给药20 min后大鼠血浆，F：试验组给药20 min 后大鼠血浆
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凝华 

水杨酸粗品 

(含有机及无机杂质)  

水杨酸蒸汽 
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(purity of 99.9%, no phenol detected)
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(containing organic and inorganic 

impurities)  

salicylic acid steam 

140 ℃  circulating carrier 
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sublimation 
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位流区 

黏流区 

0.99U 

0.03 m 

0.5 m 

0.7 m  

托盘

氮气流

回收水杨
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凝华瓶

连通管 

 

 

氮气预热烘箱 水杨酸升华烘箱

氮气  

凝华冷凝管

凝华收集瓶 1 凝华收集瓶 2

水杨酸托盘

氮气流导流板

调频高压鼓风机

无菌检查用隔离器选购、验证和使用的探讨···············黄家乐，王  玥*，何  睿，徐雪娥
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.019

selection

• selection hard cabin with unidirectional flow or hard cabin with turbulent flow or soft cabin 
with turbulent flow isolator 

• selection wet or dry vaporized hydrogen peroxide sterilization technology
• user requirement specification, function design specification

validation

• installation qualification: documents, materials, certificates, components, spare parts, utilities
• operational qualification: leakage rate, air model, filter integrity, empty-load sterilization effect
• performance qualification: full-load sterilization effect, aseptic maintenance cycle, routine 

sterilization procedure development

operation

• simultaneous  sterilization of cabin and pipeline
• optimization of the temperature and humidity environment of isolator
• acceptable criterion of sterilization establishment, and report data analysis

选购

• 选购硬舱体单向流、硬舱体紊流或者软舱体紊流型的隔离器

• 选择干法或者湿法的汽化过氢灭菌技术

• 用户需求说明、设计功能说明

验证

• 安装确认：文件、材质、证书、部件、零配件、公用介质

• 运行确认：泄漏率、气流模型、过滤器完整性、空载灭菌效果

• 性能确认：满载灭菌效果、无菌维持周期、日常灭菌程序开发

使用

• 舱体灭菌与管路灭菌同时进行

• 优化隔离器的温湿度环境

• 制定灭菌合格标准并进行数据分析

·药学管理与信息·

新药研发专利保护策略····································································刘桂明，黄超峰
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.020

选择分子靶点

筛选确定先导化合物

构效关系－活性－选择性

细胞试验

体内试验

专利

ADME

放大试验

制剂

安全性

临床试验

NMPA(CFDA)

NMPA(CFDA)

成功上市

selecting molecular targets

screening and identifying
lead compounds

structure activity relationship-
activity-selectivity

cell test
in vivo test

patent
ADME

magnifying experiment
preparation

safety
clinical trial

listing

药物开发阶段

靶点的发现

靶点的标示和确认

测定法的发展和

药物的筛选

确定先导化合物和

药物候选化合物

临床前优化临床试验新药应用市场

药物发现阶段
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医药新政下我国制药行业发展的新思路·································徐培红，刘天尧*，干荣富
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Recent Advances of 3D Printing Technology in Transdermal Drug Delivery System··················
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3D printing

artificial skin

replacing animal skin

screening nanoparticles

building a skin disease 
model

exploring pathogenesis

evaluating the efficacy of 
drugs

monitoring the 
pharmacokinetic process

drug-loaded patch personalized administration

microneedles

delivery of drugs

combining with micro
molding expending material range

combining with inkjet 
printing

realizing synergistic 
treatment

3D 打印

人工皮肤

替代动物皮肤

筛选纳米粒子

构建皮肤病模型

载药贴片 个性化给药

微针

用于药物递送

与微模塑工艺相结合

与喷墨印刷结合

扩大材料范围

实现协同治疗

探索发病机制

评价药物疗效

监测药动学过程

Research Advance in Cubosomes as Carriers for Natural Medicines······································
········································································XU L X, SHEN B D, JIN C, ZHU W F*
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the minimum surface 
accumulation

the nodal surface 
structure

improve drug 
bioavailability

improve drug 
stability

sustained or controlled
drug release

reduce drug toxicity 
and skin irritation
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ceftaroline fosamil

Ceftaroline fosamil was synthesized with a putity of 99.56% and a total yield of 34.8%, and this new process had been tested in pilot scale.
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采用新工艺合成了头孢洛林酯，纯度99.56%，总收率34.8%，本工艺已经过中试验证。
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Inexpensive 4a was used to 
prepare 5, the cost was reduced.

Compound 7 was prepared from 6 via 
Mitsunobu reaction, and the yield was

increased from 33% to 63%.

Pd/C/AcONH4 was used instead of Pd/C/H2 
to make the reaction condition milder. The target compound was obtained with a total yield of 16% and a purity of 99.2%.
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采用价廉的4a 
制备 5, 有效控制成本。

6 和 12 经 Mitsunobu 反应制备7，
收率由33% 提升至 63%。

用 Pd/C/AcONH4代替 Pd/C/H2 , 
避免使用 H2, 条件更温和安全。

改进后的工艺总收率16%, 纯度 99.2%。
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citalopram citalopram hydrobromide

An improved synthetic route of citalopram hydrobromide had been tested in pilot scale with a total yield of 63% and a purity of 99.8%.
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改进了氢溴酸西酞普兰的合成工艺，该工艺已经放大生产，总收率 63%， 纯度 99.8%。
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side chain of cefiderocol acid

The side chain of cefiderocol acid was synthesized by a "one-pot" 
method with an overall yield of 74%, and a purity of 99.2%.

The single crystal diffraction pattern of 4
was reported for the first time.
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头孢地尔侧链酸

首次报道化合物 4 的单晶衍射图。

“一锅法”制备头孢地尔侧链酸，

总收率 74%，纯度 99.2%。

N

S

N
O

O

N
H H

O

O
N

O

N
S

H2N

H3C
H3C
O

OH
HN

O
O
H

O
H

Cl

图1

图3

图2

S

NN

O
O

N O

CH3 O

O

CH3

CH3

CH3H3CBoc

CH3

Na

S

N
H
NBoc

O
OH

N O

CH3 O

O

CH3

CH3

CH3H3C

S

NH2N

O
O

N O

CH3 O

O

CH3

CH3

CH3H3C

CH3

12 3

TEA, Boc2O, 
DMAP

TEA, Boc2O, DMAP

4

NaOH

NaOH

S

N
H
NBoc

O
O

N O

CH3 O

O

CH3

CH3

CH3H3C

CH3

S

NNBoc

O
O

N O

CH3 O

O

CH3

CH3

CH3H3C

CH3

Boc

EtOH

EtOH, r.t.

H

DCM

DCM

C7
C5

C8
O2

C6

O1

C4
N1

C1AA

O4 O3
C9

C11

C10 C12

C1

S1 C3

C2
N2

C13

C14

O5O6
C15

C16

N3

O7

C17
C19

O8

C18

C20

O9

C24 C23

C21
C22-

C7
C5

C8
O2

C6

O1

C4
N1

C1AA

O4 O3
C9

C11

C10 C12

C1

S1 C3

C2
N2

C13

C14

O5O6
C15

C16

N3

O7

C17
C19

O8

C18

C20

O9

C24 C23

C21
C22

C7
C5

C8
O2

C6

O1

C4
N1

C1AA

O4 O3
C9

C11

C10 C12

C1

S1 C3

C2
N2

C13

C14

O5O6
C15

C16

N3

O7

C17
C19

O8

C18

C20

O9

C24 C23

C21
C22



Synthesis of Monomethyl b-Methylglutarate····················································ZHAO L H
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.009

 

CH3

Ba(OH)2CH3OH

CH3OH

2

Ba2+ HCl

3

O O

OHHO

CH3O O

OCH3H3CO

O O

OCH3O
_

CH3O O

OCH3HO

CH3

acidic resin

A novel synthetic process for monomethyl β-methylglutarate by utilizing the mild alkaline hydrolysis of 
barium hydroxide was developed. This new process had been validated in pilot scale with a total yield of 90.3%.
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peramivir

acetaminophen

test group: combined
doses of peramivir and

acetaminophen

control group: single
dose of peramivir

Plasma Concentration-time Curves of Peramivir with
or without the Combination of Acetaminophen in Rats (n=20)
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selection

• selection hard cabin with unidirectional flow or hard cabin with turbulent flow or soft cabin 
with turbulent flow isolator 

• selection wet or dry vaporized hydrogen peroxide sterilization technology
• user requirement specification, function design specification

validation

• installation qualification: documents, materials, certificates, components, spare parts, utilities
• operational qualification: leakage rate, air model, filter integrity, empty-load sterilization effect
• performance qualification: full-load sterilization effect, aseptic maintenance cycle, routine 

sterilization procedure development

operation

• simultaneous  sterilization of cabin and pipeline
• optimization of the temperature and humidity environment of isolator
• acceptable criterion of sterilization establishment, and report data analysis

选购

• 选购硬舱体单向流、硬舱体紊流或者软舱体紊流型的隔离器

• 选择干法或者湿法的汽化过氢灭菌技术

• 用户需求说明、设计功能说明

验证

• 安装确认：文件、材质、证书、部件、零配件、公用介质

• 运行确认：泄漏率、气流模型、过滤器完整性、空载灭菌效果

• 性能确认：满载灭菌效果、无菌维持周期、日常灭菌程序开发

使用

• 舱体灭菌与管路灭菌同时进行

• 优化隔离器的温湿度环境

• 制定灭菌合格标准并进行数据分析

Pharmaceutical Management & Information

Patent Protection Strategies in New Drug Development························LIU G M, HUANG C F
DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2018.11.020
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磷酸雌莫司汀 (estramustine phosphate，EMP)，
即雌二醇氮芥磷酸酯，为用于晚期前列腺癌的细胞

毒性药物，对前列腺癌有中度抗肿瘤活性 [1—3]，并

具有雌激素和化疗的双重细胞毒作用。前列腺细胞

对其有特殊的亲和力，在前列腺中的浓度为血清中

浓度的 6 倍，与其他抗肿瘤药联用可发挥较好的作

用 [4—7]。

英国药典 (BP 2018) 收载了 EMP 胶囊剂，其

中有关物质检查采用薄层色谱法，并未提到已知杂

质。经文献调研，尚未见关于 EMP 有关物质的研

究报道。本研究采用中心切割二维高效液相色谱质

谱联用 (2D-HPLC-Q-TOF MS) 法分离分析 EMP 胶

囊中的有关物质。中心切割二维高效液相色谱具有

强大的在线净化分离能力 [8—10]，结合四极杆 - 飞行

时间串联质谱 (Q-TOF MS)优越的定性功能 [11—13]，

已广泛应用于化合物复杂成分的分析和结构鉴定等

领域。本研究结合 EMP 的合成路线 [14]( 图 1)，对

EMP 胶囊检验过程中发现的未知杂质通过中心切割

中心切割二维高效液相色谱质谱联用法分析磷酸雌莫司汀胶囊中的

有关物质
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(ESI) 正负离子模式，以四极杆 - 飞行时间串联质谱 (Q-TOF MS) 测定精确相对分子质量和相应组分的二级质谱图，进
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二维高效液相串联质谱仪进行检测和结构推测，并

分析可能的来源。

1   仪器与试药

1290 Infinity 型二维超高效液相色谱 (配备 1290 型四

元泵和六通阀 )、6545 Q-TOF 型四极杆飞行时间质谱仪 (配

备 MassHunter Qualitative Analysis B.08.00 数据处理系统和

Agilent Isotope Distribution Calculator 同位素分布质谱图模拟

软件 )均为美国 Agilent 公司产品。

EMP 胶囊 (意大利 Pfizer Italia S.R.L. 制药公司，规格 

0.14 g，批号 764CE) ；乙腈、甲醇和甲酸均为色谱纯，四丁

基 -17b- 羟基 - 雌甾 -1,3,5(10)- 三烯 -3- 醇铵 (TBH)、磷酸

二氢钠、盐酸、氢氧化钠和 30％双氧水均为分析纯，水为

超纯水。

2   方法与结果

2.1   溶液配制

供试品溶液 ：精密称取 EMP 胶囊内容物适

量 (约相当于 EMP 100 mg)，置 50 ml 量瓶中，加

0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液 (PBS，pH 6.8) ∶乙腈

(60∶40，溶剂A)适量，振摇使溶解，用溶剂A定容，

摇匀。经 0.4 µm 滤膜过滤，取续滤液作为供试品

溶液。

强制降解试验溶液 ：分别取 EMP 胶囊内容物

适量 ( 约相当于 EMP 100 mg)，置 20 ml 量瓶中，

共 5 份。分别进行如下操作：加 1 mol/L 盐酸或

1 mol/L 氢氧化钠溶液 1 ml，置 60 ℃水浴中反应 4 h，
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中和后用溶剂 A 定容，作为酸、碱破坏溶液；经

30％双氧水 1 ml 溶解，用溶剂 A 定容，室温放置

24 h，作为氧化破坏溶液；置 80 ℃水浴中反应 24 h

或置强光下照射 24 h 后，用溶剂 A 定容，作为高

温破坏和光照破坏溶液。

2.2   色谱条件

一维色谱条件 ：色谱柱 Athena C18-120 A 柱

(4.6 mm×250 mm，5 µm) ；流动相 PBS ∶乙腈

(60 ∶ 40，A)，PBS ∶乙腈 (30 ∶ 70，B)，线性

梯度洗脱 (表 1) ；检测波长 220 nm ；柱温 30 ℃；

流速 0.6 ml/min ；进样量 20 µl。
二维色谱条件：色谱柱 Agilent EC-C18 柱

(4.6 mm×50 mm，2.7 µm) ；流动相 甲醇∶水

(10 ∶ 90，A)，甲醇 (B)，线性梯度洗脱 (表 1) ；
流速 0.3 ml/min ；柱温 30 ℃。

表 1   线性梯度洗脱程序

Tab.1   Linear Gradient Elution Procedure
一维色谱 二维色谱

t/min A B t/min A B
0 100 0 0 40 60
2 100 0 5 20 80

18 0 100 10 15 85
25 0 100 15 10 90

2.3   质谱条件

离子源 电喷雾电离源 (ESI)，正负离子模式检

测；毛细管电压 3 500 V(ESI+)/3 000 V(ESI-) ；鞘气

温度 350 ℃；鞘气流速 11 L/min ；喷嘴电压 1 kV ；

雾化气压力 241.325 kPa ；雾化器温度 300 ℃；干燥

气流量 8 L/min ；毛细管出口电压 80 V ；质量数扫
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图 1   EMP 的合成路线 [14]

Fig.1   Synthetic Route of EMP[14]

描范围 m/z 50 ～ 1 700 ；四极杆分辨率 ( ～ 4 m/z) ；
碰撞能量 20、50、70 V。

2.4   EMP 胶囊中的有关物质检测

取“2.1”项下供试品溶液，按一维液相色谱

条件进样，得到供试品溶液的一维色谱图 ( 见图

2A)。将 5 个有关物质含量超过 0.1％的峰依次编号

为有关物质Ⅰ～Ⅴ。取“2.1”项下的强制降解试验

溶液，按一维液相色谱条件进样。结果表明，供试

品溶液在酸、碱、高温和光照破坏条件下均易降解

产生有关物质Ⅰ，有关物质Ⅴ则在高温和酸破坏条

件下发生降解，其他 3 个未知杂质均未见明显变化

(见图 2B)。
2.5   EMP 有关物质的质谱分析

采用 ESI-Q-TOF 正负离子模式扫描，得到各

有关物质加合离子的精确相对分子质量 (Mr)。结合

MassHunter Qualitative Analysis B.08.00 数据处理系

统及 Agilent Isotope Distribution Calculator 同位素分

布质谱图模拟软件，推测出分子离子组成。EMP 及

其有关物质的质谱信息见表 2。
2.6   各化合物的裂解特点与结构解析

2.6.1   EMP
ESI+-TOF 测得 EMP 的 [M+H] + 准分子离子

峰为 m/z 520.141 8，同位素峰的分布与离子式

C23H33Cl2NO6P
+ 相应，保留时间为 9.841 min。其

[M+H] + 离子主要子离子为 m/z 422、300、326、
255、167.9、159、135 和 63，与 EMP 的结构相

应。m/z 422 为母离子 m/z 520 脱去 1 分子磷酸产生，

m/z 255 和 m/z 167.9 是由 m/z 422 酯基的 C-O 键断

裂形成的结构单元。m/z 326、m/z 300 是由 m/z 422
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Q-TOF/MS
First Dimensional HPLC Chromatogram 
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Heart-cutting of Target 
Compound Fluent in Second 
Dimensional Chromatograpy 
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图 2   供试品溶液及强制降解试验溶液的一维色谱图

Fig.2   First Dimensional HPLC Chromatograms of Test Solution and Stress Testing Solutions

表 2   EMP 的质谱特征及其有关物质可能的化学结构

Tab.2   Mass Spectrometry Characteristics and Proposed Chemical Structures of EMP and Its Related Substances
序号 质荷比(m/z) 推测分子离子式 质量偏差/×10-6 保留时间/min 子离子(m/z)
EMP 520.141 8 C23H33Cl2NO6P

+ -0.18 9.841 422, 300, 326, 255, 167.9, 159, 135, 63
有关物质Ⅰ 375.133 1 C18H25O5PNa+ 1.68 3.972 255, 159, 95, 67
有关物质Ⅱ 534.121 5 C23H31Cl2NO7P

+ 0.04 7.580 436, 302, 269, 167.9, 63
有关物质Ⅲ 500.139 0 C46H61Cl3N2O12P2

2- -0.37 9.385 965, 929, 893, 482, 464, 446, 78.9
有关物质Ⅳ 534.157 6 C24H35Cl2NO6P

+ -0.46 11.566 436, 342, 316, 288, 269, 167.9, 135, 63
有关物质Ⅴ 509.121 1 C46H60Cl4N2O11P2

2- 1.32 16.822 580, 544, 518, 491, 158.9, 78.9
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Fig.3   Possible Fragmentation Pathway of EMP

进行一系列的甾体母核 C-C 键断裂所得的结构单

元。m/z 159、m/z 135 和 m/z 63 分别由 m/z 255 和 m/z 
167.9 的甾体母核 C-C 键、甾体侧链 C-N 键断裂所

得的结构单元。EMP 的二级质谱分析对于解析确证

其有关物质具有重要参考意义，可能的裂解途径见

图 3。
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图 4   有关物质Ⅰ可能的裂解途径

Fig.4   Possible Fragmentation Pathway of Related Substance Ⅰ

2.6.2   有关物质Ⅰ

ESI+-TOF 测得有关物质Ⅰ的 [M+Na]+ 离子为

m/z 375.133 1，一级质谱结果显示不存在 Cl 原子的

同位素信号，说明该化合物不含 Cl 原子，与离子

式 C18H25O5PNa+ 相应，保留时间为 3.972 min。其

[M+Na]+ 离子主要子离子 m/z 255、159、95 和 67，
与有关物质Ⅰ的结构相应 ( 表 3)。特征子离子 m/z 
255 由母离子 m/z 375 脱去 1 分子磷酸钠所得，该

子离子与主药母核碎片相应。m/z 159、m/z 95 和

m/z 67 是由甾体母核 m/z 255 进行一系列的 C-C 键

断裂所得的结构单元。结合 EMP 的裂解碎片信息

以及 EMP 的合成以雌二醇为原料的资料，可推测

有关物质Ⅰ为 EMP 的羧酸酯水解所得的降解杂质。

有关物质Ⅰ可能的裂解途径见图 4。
2.6.3   有关物质Ⅱ

ESI+-TOF 测得有关物质Ⅱ的 [M+H] + 准分子

离子峰为 m/z 534.121 5，同位素峰的分布与离子

式 C23H31Cl2NO7P
+ 相应，保留时间为 7.580 min。

其 [M+H] + 离子主要子离子 m/z 436、302、269、
167.9 和 63，与有关物质Ⅱ的结构相应 ( 表 3)。
m/z 436 为 m/z 534 脱去 1 分子磷酸产生，m/z 302

和 m/z 269 是由 m/z 436 分别通过 C-C 键和 C-O 键

断裂形成的结构单元。特征子离子 m/z 167.9 和 m/z 

63 与 EMP 相关子离子相应，表明该化合物与 EMP

结构相似。有关物质Ⅱ与 EMP 的 M r 相差 14，结

合裂解碎片信息及不饱和度判断增加了1个羰基氧，

推测该化合物为氧化磷酸雌莫司汀。由于在强制降

解试验中并未见有关物质Ⅱ的明显变化，推测其为

合成副产物。有关物质Ⅱ可能的裂解途径见图 5。
2.6.4   有关物质Ⅲ

ESI--TOF 测得有关物质Ⅲ的 [M-2H]2- 离子为

m/z 500.139 0，其一级质谱图可见 Cl 原子同位素信

号，结合 Agilent Isotope Distribution Calculator 软件

模拟同位素分布情况，进一步验证该化合物有 3 个

Cl 原子，与离子式 C46H61Cl3N2O12P2
2- 相应，保留

时间 9.385 min。其 [M-2H]2- 离子主要子离子 m/z
965、929、893、482、464、446 和 78.9，与推测

的有关物质Ⅲ的结构相应 ( 表 3)。特征子离子 m/z 
965、m/z 929 和 m/z 893 分别为母离子 m/z 500 脱去

1、2 和 3 分子 HCl 所得的结构单元，m/z 482、m/z 
464、m/z 446 则分别是 m/z 965、m/z 929 和 m/z 893

在 ESI- 模式下 O-H 键断裂带 2 个负电荷所得的结

构单元。m/z 78.9 为特征离子碎片 PO3
-。结合该化

合物质谱图信息，m/z 965、m/z 929、m/z 893(z=1)
与 m/z 482、m/z 464、m/z 446(z=2) 一一对应，推

测该化合物为 EMP 的二聚体。结合 EMP 的裂解碎
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Fig.5   Possible Fragmentation Pathway of Related Substance Ⅱ

片信息及合成路线，推测该化合物为两分子 EMP

缩合脱一分子 HCl 所得。有关物质Ⅲ可能的裂解途

径见图 6。
2.6.5   有关物质Ⅳ

ESI+-TOF 测得有关物质Ⅳ的 [M+H] + 准分子

离子峰为 m/z 534.157 6，同位素峰的分布与离子式

C24H35Cl2NO6P
+ 相应，保留时间为 11.566 min。m/z 

556 为 M+Na 峰。其 [M+H]+ 主要子离子 m/z 436、
342、316、288、269、167.9、135 和 63，与有关物

质Ⅳ的结构相应 (表 3)。m/z 436 为母离子 m/z 534

脱去 1 分子磷酸产生，m/z 342、m/z 316 和 m/z 288

是由 m/z 436 分别通过一系列甾体母核 C-C 键断裂

形成的结构单元。m/z 269 和 m/z 135 是由 m/z 436

先进行酯键 C-O 键断裂，后由甾体母核 C-C 键断

裂所得的结构单元。特征离子 m/z 167.9 和 m/z 63

与 EMP 相关子离子相应。该化合物与 EMP 相比

M r 相差 14，通过不饱和度分析判断增加了一个

-CH3。结合 EMP 的裂解碎片信息及合成路线，推

测该化合物为甲基化产物。有关物质Ⅳ可能的裂解

途径见图 7。

2.6.6   有关物质Ⅴ

ESI--TOF 测得 EMP 有关物质Ⅴ的 [M-2H] 2-

离子为 m/z 509.121 1，其一级质谱图可见 Cl 原
子同位素信号，结合 Agilent Isotope Distribution 
Calculator 软件模拟同位素分布情况，进一步验证该

化合物有 4 个 Cl 原子，与离子式 C46H60Cl4N2O11P2
2-

相应，保留时间为 16.822 min。其 [M-2H]2- 主要

子离子 m/z 580、544、518、491、158.9 和 78.9，与

有关物质Ⅴ的结构相应 (表 3)。m/z 544 和 m/z 491

是由 m/z 509 失去 1 分子 HCl 及 C-O 键断裂所得的

结构单元。m/z 580、m/z 158.9 和 m/z 518 是由 m/z 
491 通过 C-O 键断裂及焦磷酸 P-O 键断裂所得的结

构单元。m/z 78.9 为特征子离子 PO3
-。该化合物具

有 m/z 518，即 EMP[M-H] - 的子离子碎片，结合

EMP 的裂解碎片信息及合成路线，推测该化合物为

生产过程中 EMP 磷酸分子间脱水形成的焦磷酸二

酯，为合成过程副产物。有关物质Ⅴ可能的裂解途

径见图 8。
3   讨论

本试验采用中心切割 2D-HPLC-Q-TOF/MS 法
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Fig.6   Possible Fragmentation Pathway of Related Substance Ⅲ

研究了 EMP 胶囊中的有关物质。通过色谱柱串联

及中心切割技术实现了对 EMP 及其主要有关物质

的在线净化，进而减少离子源污染，增加分析准确

度。结合二级质谱图、主药裂解规律及 EMP 的合

成路线，对 EMP 的 5 个主要有关物质进行了结构

推测及可能来源分析，推测有关物质Ⅰ为降解杂质，

其他均为合成副产物，总结见表 3。强制降解试验

结果表明，EMP 易发生羧酸酯键的水解，且在酸性

和氧化条件下发生降解产生更多的未知杂质，提示

EMP 对酸和氧化剂较为敏感。本研究为 EMP 合成
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工艺优化和质量控制提供了参考。由于本研究仅采

用 2D-HPLC-Q-TOF/MS 手段推测杂质结构，其中

杂质Ⅳ虽在质谱分析下为甲基化产物，基于质谱信

息量较少，仅可判断该甲基位于苯环上，考虑到苯

环侧链基团的影响推测可能的结构，因此需要进一

步对有关物质进行制备，并采用核磁共振等手段确

证杂质结构。

表 3   推测的有关物质Ⅰ～Ⅴ结构

Tab.3   Speculated Structures of the Related Substances Ⅰ-Ⅴ
化合物 推测化学结构 分子式 可能来源
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Analysis of Related Substances in Estramustine Phosphate Capsules by
Heart-cutting Two-dimensional Liquid Chromatography-tandem Mass Spectrometry

DENG Yunfei1,2, WANG Linbo2, WU Xiaoluan2*, PENG Xingsheng1,2, LIN Mei1,2

(1. China State Institute of Pharmaceutical Industry, Shanghai 201203; 2. Shanghai Institute for Food and Drug Control, Shanghai 201203)

ABSTRACT: A heart-cutting and two-dimensional liquid chromatography was used by transferring the target 
component in estramustine phosphate (EMP) capsules through a loop which could achieve the purpose of on-line 
purification. In the two-dimensional liquid chromatography system, a C18 column was employed in the first dimension 
to separate the EMP. The target compound fluent were heart-cutted to a loop which was connected to a 6-way valve. 
Then the valve switched, so the second dimensional mobile phase took the target compound for the second dimension. 
Electrospray ionization source was operated in positive and negative ion mode. The structures of the related substances 
in EMP capsules were speculated by quadrupole time-of-flight (TOF) tandem mass spectrometry for accurate ion mass 
determination and by Q-TOF for product ion scanning. The structures of five related substances in EMP capsules were 
speculated according to the products of mass spectra fragmentation elucidation, combined with the synthetic process and 
stress testing results. Our work might provide some references for the quality control of EMP capsules.

Key Words: estramustine phosphate; related substance; two-dimensional liquid chromatography; heart-cutting; 
quadrupole time-of-flight tandem mass spectrometry

Q-TOF/MS
First Dimensional HPLC Chromatogram 

of Test Solution of Estramustine 
Phosphate Capsules

Heart-cutting of Target 
Compound Fluent in Second 
Dimensional Chromatograpy 

m/z  375.133  1
tR =3.972 min

related substance I: 
degradation impurity

m/z  534.121  5
tR =7.580 min

related substance II: 
synthetic by-product

m/z  500.139 0
tR =9.385 min

related substance III: 
synthetic by-product

m/z  534.157 6
tR =11.566 min

related substance IV: 
synthetic by- product

m/z  509.121 1
tR =16.822 min

m/z  534.157 6
tR =11.566 min

m/z  509.121 1
tR =16.822 min

related substance V: 
synthetic by-product

磷酸雌莫司汀胶囊供试品溶液的
一维液相色谱

目标成分的中心
切割二维色谱

TOF/MS

有关物质 I: 降解产物

有关物质 II: 合成副产物

有关物质 III: 合成副产物

有关物质IV: 合成副产物

有关物质V: 合成副产物
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