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中心切割二维液相色谱-质谱法定性鉴别盐酸特比萘芬乳膏中的未知

杂质及其校正因子的测定 
    

赵敬丹，秦峰，刘浩(上海市食品药品检验研究院，上海 201203) 
 

摘要：目的  采用中心切割在线二维液相色谱四级杆飞行时间质谱法定性鉴别盐酸特比萘芬乳膏中相对保留时间(relative 
retention time，RRT)0.4 的杂质并对其校正因子进行测定。方法  一维液相色谱采用 Diamonsil C18 色谱柱，以三乙胺缓冲

液(0.2%三乙胺溶液，用冰醋酸调节 pH 值至 7.5)-甲醇-乙腈(30∶42∶28)为流动相 A，以三乙胺缓冲液-甲醇-乙腈(5∶57∶

38)为流动相 B，梯度洗脱，流速为 0.8 mL·min−1，检测波长为 280 nm；二维液相色谱采用 Tsk gel ODS 100 V 色谱柱，以

0.1%甲酸水溶液-甲醇(20∶80)为流动相；质谱采用大气压化学电离离子源(APCI)，正离子模式检测。根据一维液相色

谱条件，对该杂质的校正因子进行测定。结果  根据质谱定性结果并结合对照品比对，确认盐酸特比萘芬乳膏中 RRT 0.4
的杂质为工艺杂质，可为后续精制工艺的改进提供依据。该杂质相对于特比萘芬的校正因子为 0.21，提示定量时选择加

校正因子的主成分自身对照法较为合理。结论  研究建立的中心切割在线二维液相色谱质谱法可用于盐酸特比萘芬乳膏

中弱极性杂质的在线定性鉴别，为特比萘芬中其他弱极性杂质的鉴定提供了研究思路，也为复杂基质样品中微量杂质的

分析鉴别提供了思路，可以为更好地监测盐酸特比萘芬乳膏的质量提供技术借鉴。 
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Qualitative Analysis of an Unknown Impurity in Terbinafine Hydrochloride Cream by Heart-cutting 
2D-LC-MS and Determination of Its Correction Factor 
 
ZHAO Jingdan, QIN Feng, LIU Hao(Shanghai Institute for Food and Drug Control, Shanghai 201203, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method of heart-cutting two-dimensional liquid chromatography coupled with 
Quadrupole time-of flight mass spectrometry(2D-LC-Q/TOF) to identify an impurity with relative retention time(RRT) of 0.4 in 
terbinafine hydrochloride cream and determine its correction factor. METHODS  One-dimensional chromatographic conditions 
were as listed. A Diamonsil C18 was used, and 0.2% triethylamine buffer(adjust pH to 7.5 with glacial acetic 
acid)-methanol-acetonitrile (30∶42∶28) as the mobile phase A, and triethylamine buffer-methanol-acetonitrile(5∶57∶38) as 
the mobile phase B, in gradient mode, at a flow rate of 0.8 mL·min−1. The detection wavelength was set at 280 nm. 
Two-dimensional chromatographic conditions were as listed. A Tsk gel ODS 100 V was used, with 0.1% formic acid 
solution-methanol(20∶80) as the mobile phase, APCI source was used at positive ion detection mode. The correction factor of 
the detected impurity was determined in the one-dimensional chromatographic system. RESULTS  According to the qualitative 
results of mass spectrometry and the comparison of reference substance, the RRT 0.4 impurity in terbinafine hydrochloride cream 
was confirmed as the process impurity, which could provide the basis for the improvement of subsequent refining process. The 
correction factor of the impurity was 0.21 compared with terbinafine, which suggested that the method of self-control of main 
component with correction factor was more reasonable. CONCLUSION  The 2D-LC-MS method can be used to identify weak 
polarity impurities in terbinafine hydrochloride cream, which provides ideas for the research of other weak polarity impurities in 
terbinafine hydrochloride cream and impurities of the similar preparations with complex matrix, and it is also an effect 
technology to control the quality of terbinafine hydrochloride cream. 
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盐酸特比萘芬属于烯丙胺类抗真菌药物，由

瑞士山德士药厂开发，20 世纪 80 年代由瑞士诺华

制药研制成功，1991 年首先在英国上市，1994 年

在中国上市，2000 年进入了中国公布的第一批

OTC 目录。其原料合成工艺为在甲醛和硼氢化钠

存在下，萘甲胺和 6,6-二甲基庚-2-烯-4-炔-1-醛还

原胺化制得[1-2]，反应式见图 1。其乳膏剂是国内

外上市种类最多的剂型，规格多为 1%。采用中国 
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图 1  特比萘芬的合成工艺 
Fig. 1  Synthesis process of terbinafine 
 
药典 2015 年版二部项下有关物质分析方法对某企

业生产的盐酸特比萘芬乳膏进行检测时，其单个

最 大 杂 质 ( 约 为 0.6%) 为 相 对 保 留 时 间 (relative 
retention time，RRT)为 0.4 的未知杂质(以杂质 1
表示，下同，典型色谱图见图 2)。专属性试验研

究发现：其峰面积和未破坏样品相比，未见增加，

推测为特比萘芬合成工艺中引入。由于该杂质的

含量远超出杂质的鉴定限度要求(0.10%)[3]，因此

有必要对其进行结构确认。随着对杂质研究的逐

渐深入，越来越倾向于对杂质采用外标法或加校

正因子的主成分自身对照法定量[4]。为了增加定量

结果的准确度，有必要对杂质 1 的校正因子进行

测定。 
 

 
 

图 2  样品溶液典型色谱图 
Fig. 2  Chromatogram of sample solution 

 
二维液相色谱-质谱联用技术(2D-LC-MS)通

过在线联用的自动化操作，可在一维色谱体系中

使用质谱不兼容的流动相，通过中心切割技术对

目标杂质进行捕集，再转移至流动相与质谱兼容

的第二维色谱体系中，然后直接进入质谱仪实现

杂质的分析[5]。与传统的 LC-MS 相比，2D-LC-MS
有着更强的分离能力，在药品杂质谱分析及复杂

基质的生物大分子分析中有着广泛应用[6-10]。由于

盐酸特比萘芬乳膏基质较为复杂，为了避免乳膏

基质对杂质 1 质谱响应的影响，同时避免流动相

中高浓度三乙胺对质谱系统的影响，本研究采用

中心切割在线二维液相色谱质谱法对杂质 1 进行

了定性鉴别。 
为了提高定量结果的准确度，对盐酸特比萘

芬乳膏中杂质 1 的校正因子进行了测定。 
1  仪器与试剂 

Agilent 1290-6550 Q/TOF(配备紫外检测器和

二极管阵列检测器)、Agilent 1260 液相色谱仪(配
备二极管阵列检测器)均购自美国 Agilent；Waters 
2695 液相色谱仪(美国 Waters 公司，配备紫外检测

器)；LC-2030C 液相色谱仪(日本 Shimadzu 公司，

配备二极管阵列检测器)。 
乙腈、甲醇、甲酸均为色谱级，购自 Merk 公

司；异丙醇(色谱级，Fisher 公司)；其他试剂均为

分析纯；实验用水为 Millipore 超纯水。盐酸特比

萘芬乳膏(批号：A~D，规格 1%)，6,6-二甲基庚-2-
烯-4-炔-1-醛对照品(批号：1；纯度：98.0%)均由

某企业提供。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 
2.1.1  一维液相色谱条件   色谱柱：Diamonsil 
C18(250 mm×4.6 mm)；流动相：以三乙胺缓冲液

(0.2%三乙胺溶液，用冰醋酸调节 pH 值至 7.5)-甲
醇-乙腈(30∶42∶28)为流动相 A，以三乙胺缓冲

液-甲醇-乙腈(5∶57∶38)为流动相 B，按 0~4 min，

100%A；4~25 min，100%→0%A；25~30 min，0%A；

30~31 min，0%→100%A；流速：0.8 mL·min‒1；

进样量：20 μL；紫外检测波长：280 nm。 
2.1.2  二维液相色谱条件  色谱柱：Tsk gel ODS 
100 V(150 mm×4.6 mm，5 μm)；流动相：甲醇-0.1%
甲酸溶液(80∶20)，流速：0.8 mL·min‒1；Loop 环

体积：80 μL。 
2.1.3  质谱条件  电离源：APCI，正离子模式检

测；干燥气温度：250 ℃；气化室温度：350 ℃；

干燥气流速：14 L·min‒1；雾化器压力：35 psig；
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毛细管电压：3 500 V；电晕电流：4 μA。 
2.1.4  样品溶液的制备  取盐酸特比萘芬乳膏适

量，精密称定，加异丙醇溶解制成每 1 mL 中约含

盐酸特比萘芬 5 mg 的溶液，滤过，取续滤液即得。 
2.1.5  样品中杂质 1 的分析结果  按“2.1.1”项

下色谱条件对样品溶液进行分析，将一维色谱图

中的杂质 1 切入二维色谱柱中，质谱分别扫描一

级质谱图和二级质谱图，流路及杂质 1 在二维色

谱系统中的色谱和质谱图见图 3。一级质谱信息显

示，杂质 1 的[M+H]+为 137，表明分子式不含氮

原子或含有偶数氮原子。由试验知，当采用电喷

雾离子源(ESI)时，未检测到杂质 1 的质谱信号，

推测该杂质中不含氮原子。为了降低乳膏基质及

特比萘芬和其他含有氮原子的工艺杂质或降解杂

质对杂质 1 质谱检测的影响，采用上述中心切割

在线二维液相色谱，采用 APCI 源，可有效避免杂

质 1 质谱响应的问题。杂质 1 二级质谱的主要碎

片离子为 m/z 109.10，107.05，91.05，67.05 等。

根据杂质 1 质谱响应特性，推测为弱极性化合物，

进一步地由特比萘芬的合成工艺，推测该杂质可

能为合成工艺中残留的原料 6,6-二甲基庚-2-烯-4-
炔-1-醛，有待采用对照品验证。 
2.1.6  采用 6,6-二甲基庚-2-烯-4-炔-1-醛对照品验

证推测结果  取 6,6-二甲基庚-2-烯-4-炔-1-醛对照

品适量，精密称定，加异丙醇溶解并定量稀释制

成每 1 mL 中约含 10 μg 的溶液，作为验证用对照

品溶液。 
按“2.1.1”项下的色谱条件对 6,6-二甲基庚-2-

烯-4-炔-1-醛对照品溶液进行分析；将一维色谱中

6,6-二甲基庚-2-烯-4-炔-1-醛的色谱峰切入二维色

谱柱中，质谱分别扫描其一级质谱图和二级质谱

图。一级质谱信息显示，其[M+H]+为 137，二级

质谱的主要碎片离子为 m/z 109.10，107.05，91.05，

67.05 等，由一级及二级质谱图推测其质谱裂解规

律，见图 4。 
根据在线二维液相色谱-质谱获得的信息：样

品中杂质 1 与 6,6-二甲基庚-2-烯-4-炔-1-醛对照品

相比，两者在一维液相色谱系统中的保留时间基

本一致；二维液相中的紫外光谱图及一级质谱信息

基本一致；二级主要质谱碎片信息基本一致。因此，

基本确认样品中含有 6,6-二甲基庚-2-烯-4-炔-1-醛，

杂质 1 可能为 6,6-二甲基庚-2-烯-4-炔-1-醛。 

由于杂质 1 的分子结构和特比萘芬的分子结

构存在较大差异，紫外吸收特征不同，因此，对

杂质 1 的定量方式不宜采用供试品溶液自身对照

法，有必要对杂质 1 的校正因子进行测定，以提

高定量结果的准确度。 
2.2  校正因子的测定 
2.2.1  专属性考察  取本品适量，加适量异丙醇

溶解后，分别经 1 mol·L‒1 盐酸溶液、1 mol·L‒1

氢氧化钠溶液、30%过氧化氢溶液、80 ℃水浴及

紫外灯(254 nm)照射等条件破坏后，加异丙醇稀

释制成每 1 mL 中分别约含盐酸特比萘芬 0.5 mg
的溶液，按“2.1.1”项下的色谱条件，分别进

样分析，降解产物及其他杂质均不干扰杂质 1 的

测定。 
2.2.2  线性范围  取杂质 1 对照品和盐酸特比萘

芬对照品各约 10 mg，精密称定，分别置 10 mL
量瓶中，加异丙醇溶解并稀释至刻度，摇匀，作

为线性对照品贮备液；分别精密量取适量，用异

丙醇定量稀释制成每 1 mL 中各约含 0.2，0.5，1，

2.5，4，5 和 10 μg 的混合溶液，分别相当于供试

品(0.5 mg·mL‒1)的 0.04%，0.1%，0.2%，0.5%，

0.8%，1.0%和 2.0%，按“2.1.1”项下的色谱条件，

分别考察在 3 根不同品牌色谱柱及 3 个色谱系统

中的线性关系。分别以杂质 1 与特比萘芬线性方

程的斜率计算杂质 1 相对于特比萘芬的校正因子

f(f=特比萘芬线性斜率/杂质线性斜率)。结果见表

1~2。 
结果表明，在一定的条件下，色谱柱的规格

和来源及不同的液相色谱系统对杂质 1 校正因子

的测定结果未见显著影响。 
2.2.3  杂质 1 测定结果的回收率  分别取盐酸特比

萘芬乳膏适量，共 9 份，分别加“2.2.2”项下浓度

为 0.5，2.5，5 μg·mL−1 的线性溶液，按“2.1.1”项

下的色谱条件进样分析，记录色谱图。杂质 1 的平

均回收率为 101.8%(RSD=1.3%)，回收率良好。 
2.2.4  杂质 1 测定结果的重复性  分别取盐酸特

比萘芬乳膏适量，共 6 份，分别加异丙醇溶解并

稀释制成每 1 mL 中分别约含盐酸特比萘芬 0.5 mg
的溶液，按“2.1.1”项下的色谱条件，进样分析，

记录色谱图。按加校正因子的主成分自身对照法

计算杂质 1 的平均含量约为 0.1%(RSD=1.0%)，重

复性良好。 
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图 3  中心切割流路及杂质 1 在一维色谱系统中的色谱图、二维色谱系统中的色谱和质谱图 
Fig. 3  Diagrams of 2D-LC and Chromatograms of impurity 1 in 1D and 2D systems 

 
图 4  杂质 6,6-二甲基庚-2-烯-4-炔-1-醛可能的质谱裂解途径 
Fig. 4  Mass spectrometry behavior of 6,6-dimethylhept-2-en-4-yn-1- aldehyde 

 

表 1  同一色谱系统中不同品牌色谱柱杂质 1 校正因子和相对保留时间的测定结果 
Tab. 1  Correction factor and relative retention time of impurity 1 on three different columns 

色谱柱 化合物 相对保留时间 线性方程 r f 平均 RSD/% 

1 
杂质 1 0.36 A=171.03C+0.494 6 1.000 0 

0.205 

0.21 0.6 

特比萘芬 / A=35.134C‒0.086 8 1.000 0 

2 
杂质 1 0.41 A=269.93C+4.651 2 1.000 0 

0.207 
特比萘芬 / A=55.779C+0.445 9 0.999 9 

3 
杂质 1 0.39 A=323.42C+4.861 3 1.000 0 

0.207 
特比萘芬 / A=66.937C‒0.004 9 1.000 0 

注：色谱系统为 Agilent 1260；色谱柱 1 为 Diamonsil C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm，5 μm)；色谱柱 2 为 Alltech 5 μm C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm，5 μm)；
色谱柱 3 为 Tsk gel ODS 100V 色谱柱(150 mm×4.6 mm，5 μm)。 
Note: Agilent 1260 HPLC System; Column 1: Diamonsil C18(250 mm×4.6 mm，5 μm); Column 2: Alltech 5μm C18(250 mm×4.6 mm，5 μm); Column 3: Tsk 
gel ODS 100 V(150 mm×4.6 mm, 5 μm). 



 

中国现代应用药学 2021 年 7 月第 38 卷第 14 期                         Chin J Mod Appl Pharm, 2021 July, Vol.38 No.14       ·1721· 

表 2  不同液相色谱系统中杂质 1 校正因子和相对保留时间的测定结果 
Tab. 2  Correction factor and relative retention time of impurity 1 in three different LC systems 

色谱系统 化合物 相对保留时间 线性方程 r f 平均 RSD/% 

1 
杂质 1 0.36 A=171.03C+0.494 6 1.000 0 

0.205 

0.21 2.1 

特比萘芬 / A=35.134C‒0.086 8 1.000 0 

2 
杂质 1 0.39 A=337 899C+1 712.2 1.000 0 

0.213 
特比萘芬 / A=71 915C+1 136.2 1.000 0 

3 
杂质 1 0.42 A=274 144C+1 971.5 1.000 0 

0.212 
特比萘芬 / A=58 197C+403.62 1.000 0 

注：色谱系统 1 为 Agilent 1260，配备二极管阵列检测器；色谱系统 2 为 Waters 2695，配备紫外检测器；色谱系统 3 为 Shimadzu LC-2030C，配

备二极管阵列检测器。 
Note: System 1: Agilent 1260, coupled with DAD detector; System 2: Waters 2695, coupled with UV detector; System 3: Shimadzu LC-2030C，coupled 
with DAD detector. 
 

2.3  样品测定 
取批号分别为 A~D 的盐酸特比萘芬乳膏适

量，分别加异丙醇溶解并稀释制成每 1 mL 中分别

约含盐酸特比萘芬 0.5 mg 的溶液，作为供试品溶

液；精密量取适量，加异丙醇定量稀释制成每毫

升中约含 2.5 μg 的溶液，作为自身对照溶液；取

杂质 1 对照品适量，加异丙醇溶解并定量稀释制

成每毫升中约含 1.5 μg 的溶液，作为对照品溶液。

按“2.1.1”项下的色谱条件，进样分析，记录色

谱图。按主成分自身对照法计算，杂质 1 的量分

别约为 0.5%，0.5%，0.3%和 0.4%；按外标法计算

杂质 1 的量分别约为 0.1%，0.1%，0.06%和 0.07%；

按加校正因子的主成分自身对照法计算，结果分

别约为 0.1%，0.1%，0.06%和 0.08%。结果证实，

杂质 1 按加校正因子的主成分自身对照法计算所

得量和按外标法计算所得量基本一致。因此，在

没有对照品的前提下，杂质 1 的定量方式以按加

校正因子的主成分自身对照法为宜。 
3  讨论 
3.1  质谱定性方法的选择 

中心切割在线二维质谱定性研究技术，将待

鉴别的杂质经二维分离后，直接切入质谱系统，

既避免了一维色谱系统中流动相中不挥发性盐的

干扰，又可以实现杂质的直接鉴别。 
杂质 1 的理化性质和特比萘芬存在一定的差

异。原因为①在中国药典色谱系统中，流动相中

含有质谱不兼容的三乙胺；②杂质 1 为非极性化

合物；③存在较强的来自特比萘芬、其他含氮杂

质及软膏基质等带来的本底干扰。因此，采用电

喷雾离子源时，未检测到杂质 1 的质谱信号。为

了降低软膏基质及特比萘芬和其他含氮原子杂质

对杂质 1 质谱检测的影响，采用中心切割在线二

维液相色谱，质谱采用 APCI 源，可有效避免上述

问题，且可得到较好的质谱响应。 
3.2  样品溶液浓度的选择 

由于杂质 1 含量较低，为了增加质谱检测的

灵敏度，同时考虑到乳膏基质等的溶解性，当采

用 10 倍于有关物质项下样品溶液的浓度时，可以

获得较好的二维质谱响应。 
3.3  色谱柱的选择 

本研究发现，色谱柱的选择对于杂质 1 及特

比萘芬其他相关杂质的保留行为存在较大影响，

并且易受空白基质的干扰，为了获得较好的耐用

性，应结合乳膏的处方组成及杂质结构选择适宜

的色谱柱。 
3.4  校正因子测定的必要性 

杂质 1 的化学结构和特比萘芬存在较大差

异，决定了两者最大紫外吸收特征的差异。该杂

质的校正因子为 0.21，不宜采用主成分自身对照

法定量，通过校正因子的测定，增加对该杂质定

量测定结果的准确度，便于更加合理评价产品的

质量。 
4  小结 

本研究建立的中心切割在线二维液相色谱质

谱法可用于盐酸特比萘芬乳膏中不含氮原子的弱

极性工艺杂质的在线定性鉴别，可以为复杂基质

药物中弱极性工艺杂质的分析鉴别提供思路。由

杂质 1 和特比萘芬结构知，两者紫外吸收特征不

同，通过校正因子的测定，可以增加定量结果的

准确度，更加合理有效评价药品的质量。 
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