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高分辨液质联用法测定奥司他韦原料药中有关物质

陈志谦 １，符旭东 ２，钟昌平 １

（１．湖北省武汉市汉阳医院，湖北 武汉 ４３００５０； ２．中国人民解放军中部战区总医院，湖北 武汉 ４３００７０）
摘要：目的 建立测定奥司他韦原料药中有关物质的超高效液相色谱 －四极杆 －飞行时间串联质谱（ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ）法，并鉴定
其结构。方法 色谱柱为 Ｋｉｎｅｔｅｘ柱（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，２．６μｍ），流动相为０．１％甲酸水溶液－乙腈（梯度洗脱），进样量为５μＬ，检测波
长为２０７ｎｍ，ＥＳＩ电离源，正离子扫描模式。结果 奥司他韦色谱峰峰形良好，经ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ的一级和二级质谱图鉴定出４种有关
物质，其中２种未见文献报道，并推导出了其裂解规律。结论 该方法适用于奥司他韦原料药中有关物质的快速测定，可供其质量控制参考。

关键词：奥司他韦；超高效液相色谱－四极杆 －飞行时间串联质谱；质量控制；有关物质；原料药
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奥司他韦磷酸盐是一种用于治疗流感的抗病毒药

物，可选择性抑制病毒的神经氨酸酶来控制病毒的复

制，用于治疗流感。与扎那米韦（ｚａｎａｍｉｖｉｒ）相比，奥司他
韦属乙酸酯类药物，在体内肝酯酶作用下能迅速转化

为高活性的奥司他韦羧酸盐，有利于生物体的快速吸

收，可大大减少并发症的发生（如气管与支气管炎、肺

炎等）犤１－２犦，是目前治疗禽流感最有效的药物犤３－４犦。随着

禽流感在全球范围的暴发，奥司他韦作为对 Ｈ１Ｎ１，
Ｈ５Ｎ１，Ｈ９Ｎ２等亚病毒具有抑制作用的抗病毒药物受到

广泛关注。由于流行病暴发及相应市场需求的无法预测

性，大量的奥司他韦会被存储起来，以防备流行病的发

生，超过 ５年保存期导致大量过期，又因其存储昂贵而
未被销毁。关于过期奥司他韦的药物有效性及安全性，

欧洲药品管理局和美国食品药物管理局牗ＦＤＡ牘规定，在
非特殊情况下，不得使用过期及未按要求储存的奥司

他韦。同时，学术界对过期奥司他韦的安全性及成分

也开展了研究犤５－６犦。本研究中采用超高效液相色谱－四
极杆－飞行时间串联质谱（ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ）法测

·质量研究·
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图１ 奥司他韦高效液相色谱图
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定奥司他韦原料药中的有关物质，并对其结构进行鉴

定，旨在为奥司他韦的质量控制及安全使用提供依据。

现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ｗａｔｅｒｓａｃｑｕｉｔｙ液相色谱仪，ＸｅｖｏＴＱ－Ｓ型质谱仪，

配备电喷雾离子源，飞行时间质谱检测器，ＭａｓｓＬｙｎｘ
Ｖ４．１数据分析软件，均购自美国沃特世公司；Ｍｅｔｔｌｅｒ
ＡＥ－２４０型电子天平（梅特勒公司，精度为０．１ｍｇ）。
１．２ 试药

奥司他韦对照品（中国食品药品检定研究院，批号

为１０１０９６－２０１５０１）；奥司他韦原料药（药企Ａ，批号为
１８０６２１－３４）；甲酸为 ＬＣＭＳ级，乙腈为色谱纯，水为超
纯水，其他试剂均为分析纯。

２ 方法与结果

２．１ 色谱与质谱条件
液相色谱条件：色谱柱为Ｋｉｎｅｔｅｘ柱（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，

２．６μｍ）；流动相为 ０．１％甲酸水溶液（Ａ）－乙腈（Ｂ），
梯度洗脱 牗０～１ｍｉｎ时 ２％Ｂ，７～９ｍｉｎ时 １００％Ｂ，
９．１～１２ｍｉｎ时 ２％Ｂ牘；流速为 ０．４ｍＬ／ｍｉｎ；检测波
长为２０７ｎｍ；柱温为４０℃；进样量为５μＬ。

质谱条件：ＥＳＩ离子源，正离子全扫描方式，ＭＳ１扫
描范围为质荷比（ｍ／ｚ）１００～１０００，ＭＳ２扫描范围为
ｍ／ｚ１００～１０００；喷雾电压为 ２．５ｋＶ；锥孔电压为
２５Ｖ；去溶剂温度为５００℃；去溶剂气体为８００Ｌ／ｈ。
２．２ 溶液制备

取奥司他韦对照品 ５ｍｇ，精密称定，置 ５ｍＬ容量
瓶中，加甲醇溶解并定容，摇匀，滤过，即得质量浓度为

１ｍｇ／ｍＬ的奥司他韦对照品溶液。取奥司他韦原料药
５０ｍｇ，精密称定，置 ５０ｍＬ容量瓶中，加甲醇溶解并定
容，摇匀，滤过，即得质量浓度为 １ｍｇ／ｍＬ的奥司他韦
供试品贮备液；量取上述贮备液２ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶
中，用水稀释并定容，摇匀，即得奥司他韦供试品溶液。

２．３ 奥司他韦含量测定
２．３．１ 色谱分析

取２．２项下各溶液，按拟订色谱条件进样分析。结

果奥司他韦相对保留时间（ＲＴ）为４．１８ｍｉｎ，峰形良好。
色谱图见图１。
２．３．２ 奥司他韦裂解规律

在 ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ系统中，将奥司他韦对照
品溶液以流动注射方式进样（流速为 ０．１ｍＬ／ｍｉｎ），获
得一级（ＭＳ１）和二级（ＭＳ２）质谱图。奥司他韦分子式为
Ｃ１６Ｈ２８Ｎ２Ｏ４，单同位素精确质量为 ３１２．２０４９。ＭＳ１中
ｍ／ｚ３１３．２１２８为犤Ｍ＋Ｈ犦＋（见图２Ａ），与理论值 ｍ／ｚ
３１３．２１２２比较，误差为－１．９１×１０－６，表明仪器精密度
高，结果准确、可靠。

对奥司他韦二级质谱图进行解析（见图２Ｂ），其裂
解碎片规律主要根据准确分子方程式，等效双键数

（ＤＢＥ），奇偶数互变脱氮，由分子结构特性等进行推测，
其主要碎片包括 ｍ／ｚ２２６．１０７７，２０８．０９７１，１６６．０８６３，
１３８．０５４４，１２０．０４４４。

奥司他韦的加氢离子犤Ｍ＋Ｈ犦＋的 ｍ／ｚ为３１３．２１２８，
分子结构式为Ｃ１６Ｈ２９Ｎ２Ｏ４＋，ＤＢＥ为４．０。碎片离子 ｍ／ｚ
２２６．１０７７的精确离子结构式为Ｃ１１Ｈ１６ＮＯ４＋，ＤＢＥ为４．０。

·质量研究·
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Ａ．杂质１（ＭＳ１） Ｂ．杂质１（ＭＳ２） Ｃ．杂质２（ＭＳ１） Ｄ．杂质２（ＭＳ２）

图４ 奥司他韦杂质１和杂质２的一级和二级质谱图
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由于 ｍ／ｚ在碎裂前后由奇数变为偶数，表明有 Ｎ的
脱落，而 ＤＢＥ没有发生改变，且没有 Ｏ的变化，表明
脱落的 Ｎ为连接在环上的氨基。根据分子结构，脱落
的 Ｃ５Ｈ１３为醚上的碳支链。碎片离子 ｍ／ｚ２０８．０９７１，
其精确离子结构式为 Ｃ１１Ｈ１４ＮＯ３＋，ＤＢＥ为 ５．０，在碎
片离子 ｍ／ｚ２２６．１０７７的基础下脱去 １个 Ｈ２Ｏ，根据
结构及 ＤＢＥ值增加 １分析，脱去位置为环上的酚羟
基，并形成双键。

奥司他韦有关物质提取离子流图见图３。由碎片离
子ｍ／ｚ２０８．０９７１可见，可发生多个途径的分子碎裂：
１）碎片离子 ｍ／ｚ１６６．０８６３，其精确离子结构式为
Ｃ９Ｈ１２ＮＯ２＋，ＤＢＥ为４．０，在碎片离子 ｍ／ｚ２０８．０９７１的
基础上脱去Ｃ２Ｈ２Ｏ，ＤＢＥ值减少１，因此减去了１个含氧
双键，但这个含氧双键不会是羧基上ＣＯ，否则其后面
的 Ｃ２Ｈ５Ｏ都会脱去，因此脱去的为连接在氨基上的羰
基；２）碎片离子 ｍ／ｚ１３８．０５４４，其精确离子结构式为
Ｃ７Ｈ８ＮＯ２＋，ＤＢＥ为 ４．０，在碎片离子 ｍ／ｚ２０８．０９７１的
基础下脱去 Ｃ２Ｈ２Ｏ＋Ｃ２Ｈ４，因此除了脱去连接在氨基上
的羰基还脱去了酯上的乙基；３）碎片离子ｍ／ｚ１２０．０４４４，
其精确离子结构式为 Ｃ７Ｈ６ＮＯ＋，ＤＢＥ为 ４．０，在碎片离

子 ｍ／ｚ１３８．０５４４基础上继续脱去１个Ｈ２Ｏ，只能发生
在羧基上脱水。奥司他韦分子的裂解规律分析与文

献犤７－９犦报道一致，有助于分析奥司他韦降解规律，以
及分解产物和杂质结构的鉴定。

２．４ 奥司他韦有关物质检测及结构鉴定
在奥司他韦原料药中共鉴定出４种有关物质牗杂质

１，２，３，４牘，其保留时间分别为 １．４１，２．２５，４．３６，
４．０８ｍｉｎ，详见图 ３。杂质 ３和杂质 ４为 ２０１５年版《中
国药典（二部）》磷酸奥司他韦收录杂质。杂质１和杂质
２尚未见报道，可能为药品合成工艺中的副产物，也可
能是由于奥司他韦药物长期储存发生分解产生，其安全

性未知。

杂质１出峰时间为１．４１ｍｉｎ，其一级质谱图中 ｍ／ｚ
２４３．１３３８为犤Ｍ＋Ｈ犦＋（见图 ４Ａ），分子式预测结果为
Ｃ１１Ｈ１８Ｎ２Ｏ４，与理论值 ｍ／ｚ２４３．１３３９误差为－０．５９×１０－６。
按和奥司他韦裂解规律类似的方法推导杂质的结

构，其可能的结构见图 ３。二级质谱主要碎片为 ｍ／ｚ
２０８．０９６４，１６６．０８５７，１３７．０７０１，１２０．０４３８，１０９．０７５６
（见图４Ｂ），可能的二级裂解规律推导见图５Ａ。

杂质２出峰时间为２．２５ｍｉｎ，其一级质谱图中 ｍ／ｚ
２４３．１３３６为犤Ｍ＋Ｈ犦＋（见图 ４Ｃ）。分子式预测结果为
Ｃ１１Ｈ１８Ｎ２Ｏ４，与理论值 ｍ／ｚ２４３．１３３９误差为－１．４０×１０－６。
由于杂质２的出峰时间在杂质１后，推测其可能的结构
见图３。二级质谱主要碎片为 ｍ／ｚ１６６．０８５７，１６２．０５２６，
１３７．０７０１，１２０．０４３８，１０９．０７５６（详见图 ４Ｄ），可能的
二级裂解规律推导见图５Ｂ。
２．５ 方法学考察

专属性试验：称取奥司他韦原料药 ５０ｍｇ，精密
称定，置５０ｍＬ容量瓶中，按拟订色谱条件进样分析，记

强度 ／ＣＰＳ

ｔ／ｍｉｎ

２５００００

２０００００

１５００００
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０
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２
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４
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４

图３ 奥司他韦有关物质提取离子流图
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录色谱图。结果主峰与以上破坏产生的降解物峰均能获

得良好分离，不干扰奥司他韦的测定。

线性关系考察：取奥司他韦对照品适量，精密称定，

加水溶解并稀释成质量浓度为 ０．２５，０．５，１．０，５．０，
１２．５μｇ／ｍＬ的溶液，按拟订色谱条件进样２０μＬ，测定。
以峰面积（Ａ）为纵坐标、质量浓度（Ｃ）为横坐标进行线性
回归，得回归方程 Ａ＝２４．１５Ｃ＋１．２１３，ｒ＝０．９９９６牗ｎ＝５牘。
结果表明，奥司他韦质量浓度在 ０．２５～１２．５０μｇ／ｍＬ
范围内与峰面积线性关系良好。

定量限和检测限：取奥司他韦对照品溶液，逐步稀

释，按拟订色谱条件进样测定。以信噪比（Ｓ／Ｎ）＝１０计，
奥司他韦定量限为９ｎｇ；以 Ｓ／Ｎ＝３计，检测限为３ｎｇ。

精密度试验：取奥司他韦对照品溶液，按拟订色谱

条件声进样测定，重复进样 ５次。结果的 ＲＳＤ为
０．１７％牗ｎ＝５牘，表明仪器精密度良好。
３ 讨论

采用ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ法对奥司他韦药物的结
构及其分子在质谱中的裂解规律进行精确地定性分析，

其裂解碎片的质量数与理论值间的偏差均在 １０－６量
级，证明了方法的准确性及结构推导的可靠性。本研究

中对奥司他韦碎片裂解的定性分析可以用于奥司他韦

药物的质谱快速鉴定，以及食品、环境等各种基质中的

残留检测及药物评价。

本研究中首次鉴定出奥司他韦原料药中 ２种新型
有关物质。有可能为药品合成工艺中的副产物，也可能是

由于奥司他韦药物长期储存发生分解产生，其服用后对

生物体的影响未知，其药用效果及毒理有待后续评价。
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图５ 奥司他韦杂质１和杂质２的二级碎片裂解推导图
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