
 

·3418·      Chin J Mod Appl Pharm, 2023 December, Vol.40 No.24                          中国现代应用药学 2023 年 12 月第 40 卷第 24 期 

LC-MS 同时测定醋酸卡泊芬净中的 3 种杂质 
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摘要：目的  建立同时测定醋酸卡泊芬净中杂质 A、C 和 D 的 LC-MS 方法。方法  色谱柱为 Waters CORTECS® C18+ 
(4.6 mm×150 mm，2.7 μm)色谱柱；流动相 A 为 0.1%甲酸-水溶液，流动相 B 为 0.1%甲酸-乙腈；用电喷雾离子化单四极

杆质谱，以选择离子检测方式对杂质 A 和 C 进行正离子检测，对杂质 D 进行负离子检测。结果  杂质 A、C 和 D 在线

性范围内线性系数 r≥0.999 3；平均回收率分别为 100.5%，104.1%和 105.2%，RSD<4%(n=6)；按 S/N=10 计算，杂质 A、

C 和 D 的定量限分别为 31.8，6.99，15.5 ng·mL–1。3 批样品中杂质 A、C 和 D 的含量均低于限度值。结论  该方法简单、

灵敏度高、适用性强，可用于醋酸卡泊芬净中杂质 A、C 和 D 的同时定量检测，并可为醋酸卡泊芬净中其他杂质检测提

供参考。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To develop LC-MS method for the simultaneous determination of impurities A, C, and D of 
caspofungin acetate. METHODS  Waters CORTECS® C18+(4.6 mm×150 mm, 2.7 μm) was used as the chromatography column. 
Mobile phase A and B were 0.1% formic acid-H2O and 0.1% formic acid-CH3CN, respectively. Electrospray ion source-single 
quadrupole mass spectrometry was used to detect impurities A and C in positive ion mode and impurity D in negative ion mode. 
RESULTS  The correlation coefficient r was ≥0.999 3 in linearity ranges of impurities A, C and D. The average recoveries 
were 100.5%, 104.1% and 105.2%, respectively, with RSD<4%(n=6). The LOQs (S/N=10) of impurities A, C and D were 31.8, 
6.99 and 15.5 ng·mL–1 respectively. The contents of impurities A, C and D in the three samples were all below the limits. 
CONCLUSION  The developed LC-MS method is simple, sensitive, and applicable, which can be used to simultaneously 
determine impurities A, C and D in caspofungin acetate and can also provide a reference for the detection of other impurities in 
caspofungin acetate. 
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醋酸卡泊芬净是一种抗真菌药物，用于治疗发

热性中性粒细胞减少症患者真菌感染，以及其他药

物治疗无效或耐受性差的侵袭性曲霉菌感染[1-4]。该

药是 2009 年美国感染病学会指南推荐的侵袭性念

珠菌病经验性治疗或初始治疗时的一线用药。醋酸

卡泊芬净是由真菌发酵产物半合成得到的环六肽

类化合物，合成的起始原料为丝状真菌 Glarea 
lozoyensis 发酵产生的 Pneumocandin B0。醋酸卡泊

芬净在合成过程中会产生杂质，另外，其结构稳定

性差，也易受环境因素影响而降解产生杂质[5-6]，如

合成工艺中生成的杂质 A 和杂质 C，降解产生的杂

质 D。文献中醋酸卡泊芬净杂质存在同物异名现象，

本研究检测的杂质 A、C 和 D 的结构见图 1。目前，

有采用 LC-MS 对醋酸卡泊芬净或血浆样品中醋酸

卡泊芬净进行分析的研究报道[7-11]，关于其杂质含

量测定方法的报道较少[12-13]，且文献中均以氯化钠

和高氯酸配制成的水溶液作为流动相 A 对醋酸卡

泊芬净中的相关杂质进行 HPLC 分离分析，考虑到

高氯酸的强腐蚀性和强氧化性，有必要对醋酸卡泊

芬净相关杂质分析方法进行改进。因此，本研究采 
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图 1  杂质 A、C 和 D 结构 
Fig. 1  Structures of impurity A, C and D 
 
用 LC-MS 对醋酸卡泊芬净中杂质 A、C 和 D 进行

同时定量方法研究，以期为醋酸卡泊芬净的质量检

测提供一个简单、灵敏、适用性更好的分析方法。 
1  仪器与试药 

Agilent LC/MSD IQ 液质联用仪，配有 1260 
Infinity II 液相色谱和单四极杆质谱(美国 Agilent
公司)；Quinitix65-1 CN 型分析精密天平(Sartorius
公司)；Synergy UV Milli-Q 超纯水处理系统(Merck 
Millipore 公司)。 

醋酸卡泊芬净原料药(批号：DC5306，C53- 
20200501 和 C53-20200601) 、 杂 质 A( 批 号 ：

210301；含量：96.6%)、杂质 C(批号：200301；

含量：95.9%)、杂质 D(批号：200301；含量：96.6%)
对照品均由浙江野风药业股份有限公司提供，其

中批号为 DC5306 的醋酸卡泊芬净原料药用于方

法学考察。甲酸、冰乙酸均为色谱纯，购自 Aladdin
科技有限公司；乙腈(色谱纯，德国 Merck 公司)；
超纯水由实验室超纯水仪制备。 
2  方法 
2.1  溶液的制备 
2.1.1  对照品储备液  分别精密称取杂质 A、C
和 D 对照品适量，用稀释剂(含 0.2%乙酸和 30%
乙腈的水溶液)配制成质量浓度分别为 1.10，1.01
和 1.03 mg·mL–1 的对照品储备液。 
2.1.2  混合对照品储备液及线性溶液  精密量取

杂质 A、C 和 D 对照品储备液适量，用稀释剂配

制成质量浓度分别为 130，20.0 和 99.9 μg·mL–1 的

混合对照品储备液。精密量取混合对照品储备液

适量，用稀释剂稀释成杂质 A 浓度为 0.064 9~ 
7.79 μg·mL–1，杂质 C 浓度为 0.010 0~1.20 μg·mL–1

和杂质 D 浓度为 0.050 0~6.00 μg·mL–1 的系列混合

对照品溶液作为线性溶液。 

2.1.3  供试品溶液   精密称取醋酸卡泊芬净适

量，用稀释剂配制成标示浓度为 1 mg·mL–1 的供试

品储备液。再用稀释剂将供试品储备液配制成标

示浓度分别为 500 μg·mL–1(测定杂质 C 和 D)和
50 μg·mL–1(测定杂质 A)的供试品溶液。 
2.2  LC-MS 方法 
2.2.1  色谱条件  采用 Waters CORTECS® C18

+ 

(4.6 mm×150 mm，2.7 μm)色谱柱；流动相 A 为

0.1%甲酸-水溶液，流动相 B 为 0.1%甲酸-乙腈；

流速为 0.5 mL·min−1，柱温为 40 ℃；进样体积为

3 μL；洗脱梯度(0~8 min，25%→50%B；8~10 min，

50%→60%B ； 10~12 min ， 60%B ； 12~13 min ，

60%→100%B；13~20 min，100%B)。 
2.2.2  质谱条件  离子源为 ESI 源，采用选择离

子检测方式(杂质 A 和 C 为正离子模式，杂质 D
为负离子模式)，干燥气温度为 300 ℃，干燥气流

量为 9 L·min−1，雾化气压力为 25 psi，毛细管电压

为 3 500 V，碎裂电压为 135 V，质谱采集时间为

3~20 min，其中 3~9 min 为正离子采集模式，9~ 
20 min 为负离子采集模式。 
3  结果 
3.1  专属性试验 

取空白溶剂(即稀释剂)、混合对照品溶液和供

试品溶液按“2.2”项下条件进样分析，其 LC-MS 
提取离子流(extract ion current，EIC)色谱图见图 2。

空白溶剂中未发现干扰峰，表明空白溶剂不干扰

杂质 A、C、D 的检测；供试品溶液各 EIC 色谱图

中共存色谱峰均能与杂质 A、C、D 达到基线分离。

因此，方法专属性良好。 
3.2  仪器精密度试验 

精密量取混合对照品储备液适量，配制成杂

质 A、C 和 D 质量浓度分别为 0.649，1.00 和 
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图 2  LC-MS 提取离子流色谱图 
a–空白溶剂；b–混合对照品溶液；c–供试品溶液；IPA–杂质 A；IPC–杂质 C；IPD–杂质 D。 
Fig. 2  Extracted ion chromatogram of LC-MS 
a–blank solution; b–mixed standards solution; c–test solution; IPA–impurity A; IPC–impurity C; IPD–impurity D. 
 

5.00 μg·mL–1 的混合对照品溶液，连续进样 6 次，

杂质 A、C 和 D 峰面积 RSD 分别为 1.7%，0.7%
和 2.7%，表明仪器精密度良好。 
3.3  线性关系、定量限与检测限 

取线性溶液按“2.2”项下色谱条件进样分析，

分别以杂质 A、C、D 的色谱峰峰面积(Y)对其浓度

(X，μg·mL–1)进行线性回归，相关信息及定量限

(S/N=10)和检测限(S/N=3)结果见表 1。 
 

表 1  杂质 A、C、D 的线性关系、定量限与检测限 
Tab. 1  Linear relationship, limits of quantitation and 
detection of impurity A, C and D 

名称 线性范围/ 
μg·mL–1 

线性方程 r 定量限/
ng·mL–1

检测限/
ng·mL–1

杂质 A 0.064 9~7.79 Y=103 172X+2 970.7 0.999 3 31.8 9.53

杂质 C 0.010 0~1.20 Y=100 523X+210.4 0.999 6 6.99 2.10

杂质 D 0.050 0~6.00 Y=15 957X+322.0 0.999 7 15.5 4.65

注：定量限按 S/N=10 计算，检测限按 S/N=3 计算。 
Note: Limit of quantitation was calculated by S/N=10, and the limit of 
detection was calculated by S/N=3. 
 

3.4  回收率试验 
精密量取供试品储备液和对照品储备液适

量 ， 用 稀 释 剂 配 制 成 醋 酸 卡 泊 芬 净 浓 度 为

50.15 μg·mL–1、杂质 A 的加标浓度为 0.649 μg·mL–1

的供试品加标溶液，另配制含醋酸卡泊芬净浓度

为 501.5 μg·mL–1，杂质 C 和 D 的加标浓度分别为

1.00 μg·mL–1 和 5.00 μg·mL–1 的供试品加标溶液，

均平行 6 份，按“2.2”色谱条件进样分析，计算

杂质 A、杂质 C 和 D 的回收率，结果见表 2。杂

质 A、C 和 D 的平均回收率分别为 100.5%，104.1%
和 105.2%，回收率RSD分别为 2.5%，3.6%和 2.2%，

表明方法回收率良好。 
 
表 2  杂质 A、C、D 回收率结果(n=6)  
Tab. 2  Recovery result of impurity A, C and D(n=6) 

名称
加入量/
μg·mL–1

原有量/
μg·mL–1

测得量/ 
μg·mL–1 

回收率/ 
% 

平均回收

率/% 
RSD/%

杂质 A

0.649 0.266 0.907 98.8 

100.5 2.5

0.649 0.266 0.939 103.8 

0.649 0.266 0.925 101.7 

0.649 0.266 0.928 102.0 

0.649 0.266 0.916 100.2 

0.649 0.266 0.894 96.8 

杂质 C

1.00 0.022 3 1.09 107.1 

104.1 3.6

1.00 0.022 3 1.06 103.7 

1.00 0.022 3 1.08 106.1 

1.00 0.022 3 1.03 101.0 

1.00 0.022 3 1.05 102.6 

1.00 0.022 3 0.992 97.0 

杂质 D

5.00 0.544 5.93 107.7 

105.2 2.2

5.00 0.544 5.81 105.4 

5.00 0.544 5.93 107.8 

5.00 0.544 5.72 103.5 

5.00 0.544 5.75 104.3 

5.00 0.544 5.65 102.3 

 
3.5  日内精密度和日间精密度 

精密量取供试品储备液和对照品储备液适量，

用 稀 释 剂 配 制 成 含 醋 酸 卡 泊 芬 净 浓 度 为

50.15 μg·mL–1，杂质 A 的加标浓度为 0.649 μg·mL–1

的供试品加标溶液，另配制含醋酸卡泊芬净浓度为

501.5 μg·mL–1，杂质 C 和 D 的加标浓度分别为

1.00 μg·mL–1 和 5.00 μg·mL–1 的供试品加标溶液，

均平行 6 份，按“2.2”项下色谱条件进样分析，
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计算杂质 A、C 和 D 的浓度，RSD 分别为 1.7%，

3.5%和 1.9%，表明方法的日内精密度良好。 
精密量取供试品储备液和对照品储备液适量，

用 稀 释 剂 配 制 成 含 醋 酸 卡 泊 芬 净 浓 度 为

50.15 μg·mL–1，杂质 A 的加标浓度为 0.649 μg·mL–1

的供试品加标溶液，另配制含醋酸卡泊芬净浓度

为 501.5 μg·mL–1，杂质 C 和 D 的加标浓度分别为

1.00 μg·mL–1 和 5.00 μg·mL–1 的供试品加标溶液，

连续 6 d，按“2.2”项下色谱条件进样分析，计

算杂质 A、C 和 D 的浓度，其浓度的 RSD 分别为

2.5%，3.2%和 3.3%，表明方法的日间精密度良好。 
3.6  室温稳定性 

分别取低浓度(杂质 A、C 和 D 浓度分别为

0.260，0.040 和 0.200 μg·mL–1)、中浓度(杂质 A、

C 和 D 浓度分别为 1.30，0.200 和 0.999 μg·mL–1) 和

高浓度(杂质 A、C 和 D 浓度分别为 6.49，1.00 和

5.00 μg·mL–1)的混合对照品溶液，每隔 0.5 h 按

“ 2 . 2 ” 项 下 色 谱 条 件 进 样 分 析 ； 取 浓 度 为 
499.7 μg·mL–1 的供试品溶液，6 h 内按“2.2”项

下色谱条件多次进样分析，考察混合对照品溶液

和供试品溶液的室温稳定性，不同时间下杂质 A、

C 和 D 色谱峰峰面积的变化趋势见图 3。混合对照

品中杂质 A 和 D 在 5 h 内峰面积无明显波动，

RSD<4%，表明杂质 A 和 D 在室温放置 5 h 内稳

定；而低浓度的杂质 C 在室温放置 1 h 后，峰面积

即明显下降，RSD 为 6.2%，中浓度的杂质 C 在室

温放置 1.5 h 后峰面积 RSD 为 8.0%，高浓度的杂

质 C 在室温放置 3 h 后峰面积 RSD 为 6.6%。供试

品溶液中杂质 A 峰面积在 1 h 内无明显波动，但

杂质 C 峰面积明显下降，杂质 D 峰面积明显上升，

杂质 A、C 和 D 的峰面积 RSD 分别为 1.2%，22.9%
和 40.6%。结果表明，杂质 C 在室温放置时降解

较为严重，而醋酸卡泊芬净室温放置时会降解产

生杂质 D。因此，对杂质 A、C 和 D 同时分析时，

仍需尽量减少样品溶液在室温下的放置时间。 
3.7  样品测定 

取醋酸卡泊芬净原料药样品 3 批，按“2.1.3”

项下方法配制标示浓度为 50 μg·mL–1 的供试品溶

液，平行 3 份，按“2.2”项下色谱条件进行分析，

计算样品中杂质 A 的含量；配制标示浓度为

500 μg·mL–1 的供试品溶液，平行 3 份，按“2.2”

项下色谱条件进行分析，计算样品中杂质 C 和杂

质 D 的含量。3 批样品中杂质 A 的含量均<0.7%，

杂质 C 的含量均<0.007%，杂质 D 的含量均≤

0.14%，结果见表 3。表明 3 批次原料药均满足质

量标准中对杂质限度的要求。  
 

 
 

图 3  3 种杂质在不同时间内峰面积变化趋势图 
a–低浓度混合对照品溶液；b–中浓度混合对照品溶液；c–高浓度混合对照品溶液；d–供试品溶液；IPA–杂质 A；IPC–杂质 C；IPD–杂质 D。 
Fig. 3  Variation trend of the peak area of three impurities at different time 
a–low concentration mixed standards solution; b–medium concentration mixed standards solution; c–high concentration mixed standards solution; d–test 
solution; IPA–impurity A; IPC–impurity C; IPD–impurity D. 
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样品批号 

表 3  醋酸卡泊芬净样品测定结果 
Tab. 3  Determination results of caspofungin acetate sample
    % 

 杂质 A 杂质 C 杂质 D 

平均 
含量 

RSD 
平均 
含量 

RSD 
平均

含量
RSD

DC5306 0.62 3.2 0.006 6 2.8 0.11 0.8 

C53-20200501 0.53 0.2 0.002 3 1.0 0.13 2.6 

C53-20200601 0.56 2.5 0.003 7 4.5 0.14 2.0 
 

 
4  讨论 

本研究采用 LC-MS 通过优化色谱条件(柱温、

流动相组成、洗脱梯度等)及质谱参数得到醋酸卡

泊芬净杂质 A、C 和 D 的同时定量分析方法。 
当柱温从 40 ℃升高至 45 ℃时杂质 A 和醋酸

卡泊芬净的保留时间缩短，但两者之间分离度降

低，综合考虑选择柱温为 40 ℃；相对于流动相 A
为 0.05%甲酸-水溶液时，流动相 A 为 0.1%甲酸-
水溶液时醋酸卡泊芬净与杂质 A、C、D 的分离度

更高；当流动相 B 为纯乙腈时，色谱图基线漂移

较为严重，而将流动相 B 换为 0.1%甲酸-乙腈后，

色谱图基线漂移情况有明显改善。在 佳色谱条

件下，采用 LC-UV，杂质 C、D 与醋酸卡泊芬净

能够完全分离，而杂质 A 与醋酸卡泊芬净未能基

线分离，但由于杂质 A 与醋酸卡泊芬净的分子量

不同，采用 LC-MS 检测时醋酸卡泊芬净不会干扰

杂质 A 的定量检测。 
实验中考察了检测离子(单电荷离子或双电荷

离子)、检测模式(正离子或负离子)以及 ESI 源参数

和碎裂电压对杂质 A、C 和 D 质谱响应的影响。肽

类化合物在 ESI 源内可以产生多电荷离子，但不同

离子状态的质谱响应大小不同，研究发现杂质 A 和

C 的双电荷离子质谱响应较好，而杂质 D 的单电荷

离子质谱响应较好。一般而言，肽类化合物在正离

子模式质谱响应更好，但杂质 D 在负离子模式下响

应更高。离子源参数直接影响分析物的离子化状

态，碎裂电压与分析物离子的碎裂程度直接相关，

从而影响分析物的检测灵敏度。实验中对干燥气温

度、干燥气流量、雾化气压力、毛细管电压等离子

源参数和碎裂电压进行了优化，综合考虑 3 个化合

物的质谱响应选择 佳质谱参数。 
研究结果表明，所建立的 LC-MS 分析方法可

同时对醋酸卡泊芬净中杂质 A、C 和 D 进行含量

测定，方法简单、灵敏度高、适用性强，并可为醋

酸卡泊芬净中其他杂质的定量分析提供方法参考。 
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