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摘 要 目的：检查注射用氟氯西林钠中的有关物质。方法：采用液相色谱-质谱/质谱技术。液相条件：色谱柱为Hypersil ODS，

柱温为 20 ℃，流动相为乙腈-0.5 mmol/L 醋酸铵溶液（pH＝5.0）（30 ∶ 70），流速为 1.0 ml/min；质谱条件：ESI 离子源；正离子模式，

Q1全扫描，Q2扫描，多离子反应监测（MRM）模式，扫描范围 100～1 000 amu。结果：从注射用氟氯西林钠中鉴别出 5种有关物

质，并初步确定成分及主要离子碎片结构。结论：本法能够快捷、方便地检查出注射用氟氯西林钠中的有关物质。
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Determination of Related Substances in Flucloxacillin Sodium for Injection by LC-MS/MS
ZHAO Li-na1，2，ZHONG Wen-ying1，YANG Han-yu2，ZHAO Xi2，WANG Yu-mei2[1.China Pharmaceutical Univer-
sity，Nanjing 211100，China；2.CSPC Zhongqi Pharmaceutical Technology （Shijiazhuang） Co.，Ltd.，Shijia-
zhuang 050035，China]

ABSTRACT OBJECTIVE：To determine the related substances in Flucloxacillin sodium for injection. METHODS：LC-MS/MS

was used. The determination was performed on Hypersil ODS column with mobile phase of acetonitrile-0.5 mmol/L ammonium ace-

tic（pH＝5.0）（30 ∶ 70）at the flow rate of 1.0 ml/min，and the column temperature was 20 ℃. MS parameter：ESI ion source，positive

monitoring，Q1 full scan mode，Q2 scan mode，MRM，scanning scope of 100-1 000 amu. RESULTS：5 related substances were

identified in Flucloxacillin sodium for injection，and the components and main fragment structure were determined primarily. CON-

CLUSIONS：The method is rapid and convenient for the determination of related substances in Flucloxacillin sodium for injection.

KEY WORDS Flucloxacillin sodium for injection；LC-MS/MS；Related substances；Determination；Structure comfirmation

间的团聚程度难以预测和控制，重现性较差。本试验通过加
入分散剂同时考察相关影响因素，筛选出应用马尔文激光粒
度分布仪测定ABZ脂质体的最佳分散体系：按照 10％聚山梨
酯 80-ABZ脂质体体积比为 4 ∶ 1，0.9％氯化钠溶液稀释 20倍。

该方法经验证具有操作简便、快速，准确性、稳定性、重现性好
等特点，在有效解决团聚现象的同时未破坏脂质体双分子层
的结构，可用于ABZ脂质体平均粒径的测量。

本研究根据ABZ脂质体的特点选择 10％的聚山梨酯 80

作为分散剂，获得了良好的分散效果，其测定结果也与透射电
镜测量统计结果相吻合。但是该方法是否适用于测定包封其
他药物的脂质体，仍有待进一步的研究与考察。
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氟氯西林钠（Flucloxacillin sodium），属第 4代异 唑类青

霉素，具有 1个受保护的中央β-内酰胺环，从而具有抗青霉素

酶的作用，其通过抑制细菌细胞壁黏肽的生物合成而发挥抗

菌作用。氟氯西林钠抗菌谱较青霉素广，主要用于治疗敏感

的革兰阳性菌引起的皮肤及软组织感染、呼吸道感染及其他

感染（骨髓炎、尿道感染、肠炎、脑膜炎、心内膜炎、败血病）[1]。《欧

洲药典》中关于注射用氟氯西林钠检查的有关物质有A、B、C、

D、E 5种。有报道使用高效液相色谱（HPLC）法[2]、HPLC离子

对梯度洗脱法[3]、HPLC等度离子交换法[4]等对其有关物质进行

分析。鉴于液相色谱（LC）具有高效的分离性能以及质谱

（MS）具有高灵敏度和高选择性的特点[5]，笔者使用LC-MS/MS

方法对注射用氟氯西林钠的有关物质进行了分析。据调查目

前尚无文献报道采用此法对注射用氟氯西林钠的有关物质及

主要离子碎片结构进行分析。氟氯西林钠及有关物质化学结

构式见图1。

1 材料
1.1 仪器

API 4000型液相色谱-三重四级杆质谱联用仪，配有 ESI

源、Analyst 1.4.2 数据处理系统（美国AB公司）；液相色谱输液

泵，Shimadzu 20A 系统：二元梯度泵、在线脱气机、自动进样

器、柱温箱（日本Shimadzu公司）。

1.2 药品与试剂

注射用氟氯西林钠[石药集团中诺药业（石家庄）有限公司

提供，批号：201201101011，规格：每瓶0.5 g]；杂质A对照品（批

号：17428，纯度：100％）、B对照品（批号：19555，纯度：100％）

由英国 LGC 公司提供；杂质 C 对照品（批号：003CL9，纯度：

100％）、D对照品（批号：007GJ7，纯度：100％）、E对照品（批

号：006J26，纯度：100％）均由 European Medicines Agency 提

供；乙腈、醋酸铵为色谱纯，醋酸为分析纯，水为屈臣氏蒸馏水。

2 方法与结果

2.1 色谱、质谱条件

色谱条件：色谱柱为Hypersil ODS（250 mm×4.6 mm，5 μm）；

流动相为乙腈-0.5 mmol/L 醋酸铵溶液（醋酸调至pH 5.0）（30 ∶
70，V/V），流速为1.0 ml/min；柱温为20 ℃；进样量为20 µl。

质谱条件：离子源 ESI，正离子模式；喷雾电压为5 000 V；

雾化温度为500 ℃；雾化气（N2）流速为60 L/min ；卷帘气（N2）

流速为25 L/min ；辅助气（N2）流速为60 L/min；解簇电压为50

V；扫描范围为100～1 000 amu。多离子反应监测（MRM）：喷

雾电压 IS 为 5 000 V；雾化温度为 500 ℃；雾化气（N2）流速为

50 L/min；卷帘气（N2）流速为 30 L/min；辅助气（N2）流速为 60

L/min；驻留时间为200 ms。

2.2 检测方法

精密量取注射用氟氯西林钠 10.4 mg至 10 ml量瓶中，用

流动相稀释定容，得到质量浓度为 1.0 mg/ml的氟氯西林钠溶

液。 取此溶液进行Q1全扫描，获得总离子色谱图，对总离子

色谱图进行质量提取，可以得到杂质峰的主要离子碎片信

息。对杂质A、B、C、D、E分别做Q2扫描，获得各自离子反应

信息。对分别含100 ng/ml杂质A、B、C、D、E对照品的混合溶

液以及氟氯西林钠溶液进行MRM扫描，得到更多有关物质的

信息。根据得到的色谱图与质谱图进一步分析。

2.3 色谱图与质谱图

总离子色谱图见图2。

由图2可知，主成分峰的保留时间为4.9 min，杂质峰出峰

时间为3.1 min。然后对杂质峰进行Q1全扫描，获得主要的离

子碎片为质荷比（m/z）471.7。对杂质A、B、C、D、E对照品进行

Q2扫描，得到质谱图见图 3；对空白（流动相）、杂质对照品溶

液和氟氯西林钠溶液进行MRM正离子扫描，用于监测的离子

反应及各优化参数见表1，得到MRM的扫描色谱图见图4，各

杂质的主要裂解碎片见图5。

Ⅰ
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Ⅳ

Ⅴ

图1 氟氯西林钠及有关物质化学结构式
Ⅰ.氟氯西林钠；Ⅱ.杂质A；Ⅲ.杂质B；Ⅳ.杂质C；Ⅴ.杂质D；Ⅵ.杂质E

Fig 1 Chemical structures of flucloxacillin sodium and relat-

ed substances
Ⅰ. flucloxacillin sodium；Ⅱ. impurity A；Ⅲ. impurity B；Ⅳ. impurity

C；Ⅴ. impurity D；Ⅵ. impurity E
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图2 Q1全扫描总离子流色谱图

Fig 2 Full scan mode chromatogram of Q1

图3 杂质的二级质谱图
Ⅰ.杂质A；Ⅱ.杂质B；Ⅲ.杂质C；Ⅳ.杂质D；Ⅴ.杂质E

Fig 3 MS2 spectrums for impurities
Ⅰ.impurity A；Ⅱ.impurity B；Ⅲ.impurity C；Ⅳ.impurity D；Ⅴ.impurity E
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表1 MRM监测离子及参数

Tab 1 MRM monitoring ions and parameters

化合物

氟氯西林

杂质A

杂质B

杂质C

杂质D

杂质E

母离子，
m/z

453.3

471.1

427.0

216.3

255.2

651.3

子离子，
m/z

159.0

294.1

173.1

128.2

188.0

167.0

357.1

入口电
压，V

10

10

10

10

10

10

10

解簇电
压，V

70

70

50

60

50

60

70

碰撞能
量，eV

20

20

30

40

15

35

25

碰撞室出口
电压，V

15

15

15

20

15

15

20

2.4 有关物质解析

根据氟氯西林钠 的Q1全扫描总离子流色谱图可以获得

杂质峰的主要质荷比为m/z 471.7，其与杂质A的离子信息m/z

471.1相符。根据氟氯西林钠溶液Q1全扫描色谱图杂质峰的

保留时间 3.05 min，以及杂质A对照品MRM色谱图的保留时

间 3.10 min，推测杂质峰是有关物质A引起的，可能是由主成

分化合物氟氯西林钠的β-内酰胺环开环所形成。β-内酰胺环

是抗青霉素酶的药效基团，从氟氯西林钠转变为有关物质A

失去了药效，在药物成分中变成了干扰药效的杂质，所以在药

物生产、贮藏中要控制有关物质A的含量。《欧洲药典》对氟氯

西林钠生产、贮藏过程中产生的杂质及含量进行了明确的规

定。其中，要求有关物质A的2个峰峰面积之和不大于主成分

峰面积的2.0％；其他杂质限量要求为：有关物质B的2个峰峰

面积之和不大于主成分峰面积的 1.0％，有关物质C的峰面积

不大于主成分峰面积的 1.0％，有关物质D与E的峰面积分别

不大于主成分峰面积的0.3％；总杂质峰面积（杂质A、B、C、D、

E和其他杂质峰面积之和）不大于主成分峰面积的 3.0％。有

关物质B、C、D、E仅仅依赖Q1全扫描检测不出相应的杂质峰，

所以其后使用 MRM 模式同时监测主成分以及杂质 A、B、C、

D、E的离子反应通道，然后得到了与各个有关物质相关的色

谱峰。通过比较杂质对照品与氟氯西林钠溶液的色谱峰保留

时间判断药物中有关物质的检出，结果见表 2。

表2 MRM扫描杂质A、B、C、D、E对照品及其在氟氯西林钠

中的保留时间

Tab 2 Retention time for impurity A，B，C，D，E control

and flucloxacillin by MRM scanning

有关物质

A

B

C

D

E

保留时间，min

空白
无
无
无
无
无

杂质对照品
3.10

5.13

2.52

6.14

12.42

氟氯西林钠溶液
3.05

5.25

2.52

6.11

12.53

氟氯西林钠溶液中是
否含有相应有关物质

是
是
是
是
是

由表 2推测各个有关物质的形成规律：杂质 A 为主成分

1β-内酰胺环开环形成的产物，杂质B为杂质A脱羧形成的产

物，杂质C、D为主成分的酰胺键断裂形成的两部分碎片，杂质

m/z 471.1 A m/z 173.1 m/z 427.0
m/z 128.2B

DCm/z 216.3 m/z 188.0 m/z 255.2
m/z 167.0

Em/z 651.3 m/z 357.1

图5 裂解碎片
A.杂质A；B.杂质B；C.杂质C；D.杂质D；E.杂质E

Fig 5 Fragments
A. impurity A；B. impurity B；C. impurity C；D. impurity D；E. impuri-

ty E

+

+

+

+

图4 MRM扫描色谱图
A-Ⅰ.空白 ；A-Ⅱ.杂质A对照品；A-Ⅲ.样品；B-Ⅰ.空白 ；B-Ⅱ.杂质B

对照品；B-Ⅲ.样品；C-Ⅰ.空白 ；C-Ⅱ.杂质C对照品；C-Ⅲ.样品；D-Ⅰ.

空白 ；D-Ⅱ.杂质 D 对照品；D-Ⅲ.样品；E-Ⅰ.空白 ；E-Ⅱ.杂质 E 对照

品；E-Ⅲ.样品

Fig 4 MRM scanning chromatograms
A-Ⅰ. blank；A-Ⅱ. impurity A control；A-Ⅲ. sample；B-Ⅰ.blank；B-

Ⅱ. impurity B control；B-Ⅲ. sample；C-Ⅰ. blank；C-Ⅱ. impurity C

control；C-Ⅲ. sample；D-Ⅰ. blank；D-Ⅱ. impurity D control；D-Ⅲ.

sample；E-Ⅰ. blank；E-Ⅱ. impurity E control；E-Ⅲ. sample
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E为主成分和杂质C缩合形成的产物。质谱图中[M+H]峰为m/

z 670.3，初步分析为杂质E（[M+H]峰为m/z 652.3）其中一个β-

内酰胺环开环形成的分子离子。各个杂质的化学名分别为：

杂质 A ：（4S）-2-[羧基[[[3-（2-氯-6-氟苯基）-5-甲基异 唑-4-

基]羰基]氨基]甲基]-5，5-二甲基噻唑烷-4-羧酸；杂质B：（2RS，

4S）-2-[[[[3-（2-氯-6-氟苯基）-5-甲基异 唑-4-基]羰基]氨基]甲
基]-5，5-二甲基噻唑烷-4-羧酸；杂质C：（2S，5R，6R）-6-氨基-3，

3-二甲基-7-氧-4-硫杂-1-双环[3.2.0]庚烷-2-羧酸；杂质D：3-（2-

氯-6-氟苯基）-5-甲基异 唑-4-羧酸；杂质 E：（2S，5R，6R）-6

[[[（2S，5R，6R）-6[[[3-（2-氯-6-氟苯基）-5-甲基异 唑-4-基]羰
基]氨基]-3，3-二甲基-7-氧-4-硫杂-1-双环[3.2.0]庚烷-2-基]羰
基]氨基]-3，3-二甲基-7-氧-4-硫杂-1-双环[3.2.0]庚烷-2-羧酸。

3 讨论
目前，氟氯西林钠有口服剂和注射剂 2种剂型，其注射剂

有山西和桂林的公司在进行生产。其在生产中容易产生杂
质，在贮藏过程中也不稳定，由此也会生成杂质。为了方便对
药物进行质量控制，本研究使用了一种新的检测方法，能够检
测出《欧洲药典》规定的注射用氟氯西林钠的所有有关物质并
初步判断了其结构及主要的裂解碎片。前人所使用的HPLC

离子对梯度洗脱法[3]，流动相中的盐相成分复杂，整个检测过
程时间较长（有关物质在 30 min内测定）；而本方法中流动相
盐相成分简单、易配制，洗脱检测在 15 min 内即可完成。另
外，其他方法[2-4，6]只是对氟氯西林钠的主成分与杂质进行了色
谱上的分离，但并不能推断杂质峰成分、有关物质及主要离子
碎片的结构，大部分也都是只针对杂质含量的，其中包括主要
杂质峰的含量以及总杂质峰含量；而本文则通过 LC 以及
MRM的进一步监测，得到了5个杂质峰，并通过与对照品进行
比较进行推断。笔者采用合适的色谱条件对样品进行色谱分
离，使杂质峰与主成分峰的分离度大于1.5，并串联质谱检测手
段进行分析。其中应用Q1全扫描模式进行全质量数扫描，得
到样品的总离子色谱图，初步确定了主成分峰和杂质峰的峰
位；然后对杂质峰进行质量提取，获得主要的离子碎片信息；

对杂质对照品及样品进行二级质谱分析，得到主要的离子反
应，并根据这些离子对信息进行MRM模式扫描，从MRM色谱

图中，比对各个杂质的保留时间与样品MRM扫描色谱图杂质
峰的保留时间，从而通过质量信息与保留时间两个方面来确
定杂质峰中分别含有哪些有关物质并推断出有关物质及主要
裂解碎片的结构。

杂质A对照品与样品色谱图中色谱峰均出现双峰现象，

两峰峰形尖锐且保留时间较近，推测二者可能互为同分异构
体，可能为杂质A中2位C手性所致。本文中所应用的色谱条
件并不能将二者很好地分离开来。《欧洲药典》中计算杂质A

含量时一并统计了这两个峰。进行杂质B通道监测时同样出
现这种情况，推测两峰可能为杂质B中 2位手性C的R型与 S

型同分异构体，样品的两峰峰强度不一致，可能为其中一种构
型占据主导位置，另一种则含量较低。

笔者所做的工作只是初步对双峰进行了定性分析，双峰
的具体结构确证还需要进一步试验，并结合相关文献和工艺
条件进行阐明。
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本刊讯 2013年 7月 30日，国家食品药品监督管理总局
（下简称总局）副局长吴浈主持召开中药材专业市场整治约谈
会，亳州、安国等全国17个集中的中药材专业市场所在地政府
负责人参加。

近期，总局对部分中药材专业市场进行了明察暗访，发现
中药材专业市场及其周边存在假冒伪劣、掺杂使假、违规经
营、非法加工等现象，个别地方还比较严重。7月17日，总局在
全国部署了药品“两打两建”专项行动，其中打击中药违法生
产行为、整治中药材专业市场是专项行动的重点之一。这次
约谈会的目的就是要实事求是地摆出问题，痛下决心，坚决整
治，以遏制市场制假售假势头，规范中药材市场。

会议对中药材专业市场整治提出要求：1、坚决整治市场，

要在当地政府领导下，动员各有关方面参与，坚决打击市场及
其周边中药材染色增重、掺杂使假、制假售假等各类违法行
为；2、净化市场周边环境，坚决取缔市场周边私切滥制、非法
加工、变相生产中药饮片活动，严厉打击企业与不法商贩勾

结，出租出借饮片生产经营资质票据等行为；3、切实加强管
理，配备专门机构和专门人员，负责中药材专业市场管理工
作，保障必备经费和检验检测设备，完善市场交易和质量管理
规范等规章制度；4、建立长效机制，加强中药材市场管理工作
的督促检查，落实各项工作目标责任，防止问题回潮。

吴浈副局长强调，总局将会同有关部门，采取抽查、监督
检验和明察暗访等方式，对整治效果进行检查。对存在问题
较多、屡整屡犯、市场混乱、质量问题依然严重的中药材专业
市场予以曝光，坚决关闭，严惩违法犯罪分子，并依纪依法追
究行政管理责任。

会上，17个中药材专业市场所在地政府负责人签署《中药
材专业市场管理责任书》，并表示全力组织开展中药材市场整
治，通过整治，形成规范有序、健康发展的中药材专业市场。

农业部、商务部、国家工商行政管理总局、国家中医药管
理局相关司局负责人参加了约谈会。

国家食品药品监督管理总局约谈全国17个中药材专业市场负责人
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