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基于UPLC-MS/MS技术同时测定异环磷酰胺原料药中主成分及有关物质
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摘 要：目的  采用超高效液相色谱质谱联用（UPLC-MS/MS）法同时测定异环磷酰胺原料药中主成分及 2种有关物质。方

法  采用ACQUITY UPLC® HSS T3（100 mm×2.1 mm，1.8 µm）色谱柱，以甲醇（A）-5 mmol·L−1碳酸氢铵溶液（B）为流

动相进行梯度洗脱，对异环磷酰胺原料药中的异环磷酰胺、杂质 G、杂质 E 进行分离，体积流量为 0.3 mL·min−1，进

样量为 10 μL，柱温为 30 ℃，质子离子源ESI，正离子模式下以多反应监测方式（MRM）进行定量分析。结果  异环磷酰

胺、杂质E、杂质G的线性范围分别 1.00～50.00、1.00～50.00、0.01～0.5 ng·mL−1，线性关系良好，r均大于 0.999 4；且该

方法的仪器精密度、重复性良好，异环磷酰胺的回收率为 98.1%～101.7%、RSD 为 0.40%～1.73%，杂质 E 的回收率为

96.1%～111.1%、RSD为 0.67%～2.34%，杂质G的回收率为 93.7%～108.3%、RSD为 2.2%～7.6%，符合标准。原料药中的

异环磷酰胺质量分数为 97.1～98.5%，杂质E均未检出，杂质G在 1501批次检出量最高，为 0.009 25%，杂质E和G未超千分之

一限度。结论  建立的UPLC-MS/MS法灵敏度较高、重复性好，为异环磷酰胺原料药的质量控制提供了一种可行的分析方

法，适用于该产品的质量控制。
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Abstract: Objective To use liquid chromatography-mass spectrometry (UPLC-MS/MS) to simultaneously determine the principal 

components and two related substances in ifosfamide API. Methods The ACQUITY UPLC® HSS T3 (100 mm × 2.1 mm, 1.8 µm)

column was used to perform gradient elution of methanol (A) -5 mmol·L−1 ammonium bicarbonate (B) as the mobile phase, and 

ifosfamide, impurity G and impurity E in ifosfamide API were separated with a flow rate of 0.3 mL·min−1, an injection volume of 

10 μL, a column temperature of 30 ℃, and a proton ion source ESI. Quantification in positive ion mode in multi-reaction monitoring 

mode (MRM). Results The linear ranges of ifosfamide, impurity E and impurity G were 1.00—50.00、1.00—50.00、0.01—0.5 ng·mL−1 

respectively, with good linear relationships and correlation coefficients greater than 0.994, and the instrument precision and 

repeatability of the method were good. The recoveries of isocyclophosphamide were 98.1%—101.7% with RSD of 0.40%—1.73%. 

The recovery of impurity E was 96.1%—111.1% with RSD of 0.67%—2.34%. The recoveries of impurity G were 93.7%—108.3% 

with RSD of 2.2%—7.6%. The mass fraction of ifosfamide in the raw material was 97.1%—98.5%, and impurity E had not been 
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detected. The detection amount of impurity G in batch 1501 is 0.009 25%, and impurities E and G do not exceed the limit of one 

thousandth. Conclusion The proposed method has high sensitivity and good repeatability, which provides a feasible analysis method 

for the quality control of ifosfamide API, which is suitable for the quality control of this product.

Key words: ifosfamide; impurity E; impurity G; related substances; UPLC-MS/MS; active pharmaceutical ingredients; quality 

control

异环磷酰胺，化学名为 3-（2-氯乙基）-2-［（2-氯

乙基）氨基］四氢-2H-1，3，2-氧氮杂磷杂环己烷-2-氧

化物，是美国Baxter International公司研制的一种烷

化剂类抗肿瘤药物，临床上主要用于治疗恶性淋巴

瘤、肺癌、乳腺癌、卵巢癌及白血病等［1-3］。在原料药

生产过程中常会带入一些起始原料、残留溶剂、中

间体、副产物等有关物质，这类物质可能对产品的

疗效、稳定性甚至人体健康造成一定的不良影响［4］。

宋更申等［5］建立了一种异环磷酰胺原料药中残留有

机溶剂的气相色谱方法，采用顶空进样法，通过程

序升温的方式使得有机溶剂气化，提高了残留溶剂

的分离效率，该方法快速、灵敏，适用于异环磷酰胺

中多种有机溶剂的残留量的测定。在《欧洲药典》［6］

和《美国药典》［7］中采用薄层色谱法对异环磷酰胺的

有关物质进行检测，在《中国药典》（2020年版）［8］中

也规定了异环磷酰胺杂质Ⅰ和杂质Ⅱ的测定方法，但

仍然缺乏一种简便、快速、灵敏度高检测异环磷酰

胺原料药中活性医药物成分（API）及其他有关物质

的定量分析方法。本研究建立高灵敏度、快速地检

测异环磷酰胺原料药中API及杂质E、杂质G（结构

式见图 1）的超高液相色谱质谱联用（UPLC-MS/

MS）法，对比《欧洲药典》异环磷酰胺有关物质的检

测方法具有可行性。

1　仪器与试药

Agilent 超 高 效 液 相 色 谱 仪（Agilent 

Technologies 公司）；Waters TQS 三重四极杆检测

器（Waters 公司）；AL104 型十万分之一电子天

平（Mettler Toledo公司）。

异环磷酰胺原料药（批号 TRI282106-1501、

TRI282106-1502、TRI282106-1503，江苏恒瑞医药有

限公司）；异环磷酰胺对照品（质量分数 99.5%，批号

100595-201302，中国食品药品检定研究院）；杂质G

对照品（质量分数 99.5%，批号 282106，江苏恒瑞医

药有限公司）；杂质E对照品（质量分数 99.5%，批号

10060004，欧洲药品质量管理局）；甲醇（HPLC 级，

康科德科技有限公司）；碳酸氢铵（HPLC级，上海麦

克林生化科技有限公司）；水（超纯水，杭州娃哈哈

集团有限公司）。

2　方法与结果

2.1　色谱条件

色谱柱为ACQUITY UPLC® HSS T3（100 mm×

2.1 mm，1.8 µm），以甲醇（A）-5 mmol·L−1碳酸氢铵

溶液（B）为流动相进行梯度洗脱，梯度洗脱程序见

表 1；体积流量为 0.3 mL·min−1，进样量为 10 μL，柱

温为30 ℃。

2.2　质谱条件

质谱采用电喷雾离子源（ESI），正离子模式下

以多反应监测方式（MRM）进行定量分析，各物质的

UPLC-MS/MS 分 析 参 数 见 表 2。 电 喷 雾 电

压（IS）：5 500 V；毛细管电压：3.0 kV；脱溶剂气体

积流量 700 L·h−1；锥孔气体积流量 150 L·h−1；碰撞气

为氩气；碰撞气体积流量 0.13 mL·min−1；离子源温

度（TEM）：150 ℃；脱溶剂气温度：350 ℃。

2.3　溶液的配制

2.3.1　空白溶液（稀释剂） 精密量取 0.5 mL甲醇，

置于 10 mL量瓶中，加入超纯水稀释定容至刻度，摇

图1　异环磷酰胺、杂质E、杂质G化学结构

Fig. 1　Chemical structure of ifosfamide, impurity E, and 

impurity G

表1　梯度洗脱程序

Table 1　Gradient elution procedure
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匀，制得甲醇约5%的空白溶液。

2.3.2　混合对照品溶液 取异环磷酰胺对照品、杂

质E、杂质G对照品各约 10 mg，精密称定，分别置于

10 mL 量瓶中，加稀释剂稀释溶解定容至刻度，摇

匀，制得异环磷酰胺、杂质E、杂质G约 1.0 mg·mL−1

的对照品储备液；逐级稀释对照品储备液配制成异

环磷酰胺约 1 ng·mL−1、杂质 E 约 1 ng·mL−1、杂质 G

约0.01 ng·mL−1的混合对照品溶液。

2.3.3　供试品溶液 取异环磷酰胺原料药约 10 mg，

精密称定，置于 10 mL量瓶中，用稀释剂溶解并稀释

至刻度，摇匀，制得异环磷酰胺约 1 mg·mL−1的供试

品储备液；逐级稀释供试品储备液，制成异环磷酰

胺约40 ng·mL−1供试品溶液。

2.3.4　100%异环磷酰胺、杂质 G 加标供试品溶液1 

分别精密量取供试品储备液 1 mL、异环磷酰胺对照

品储备液0.6 mL、杂质G对照品溶液（10 000 ng·mL−1）

1 mL，置于 100 mL 量瓶中，以稀释剂稀释至刻度，

摇匀。再次取混合溶液 0.1 mL，置于 100 mL 量瓶

中，以稀释剂稀释至刻度。摇匀即得异环磷酰胺约

为 6 ng·mL−1、杂质 G 约 0.1 ng·mL−1 的加标供试品

溶液1。

2.3.5　100% 加标供试品溶液 2 精密移取供试品

储备液 1 mL置于 100 mL量瓶中，以稀释剂稀释至

刻度，摇匀。再取稀释供试品 0.1 mL、杂质E储备液

0.2 mL，置于 100 mL量瓶中，以稀释剂稀释至刻度。

摇匀即得杂质 E 约 2 000 ng·mL−1 的加标供试品

溶液2。

2.4　方法学考察

2.4.1　专属性 分别精密移取空白溶液、混合对照

品溶液、加标供试品溶液各 10 μL，分别注入液相色

谱仪，记录色谱图。结果表明，空白溶液对异环磷

酰胺、杂质 E、杂质G色谱峰保留时间均无干扰，且

色谱峰之间分离度良好，色谱图见图2。

2.4.2　检测限及定量限 用含异环磷酰胺、杂质E、

杂质G的适当浓度的对照品溶液，取信噪比（S/N）分

别为 S/N≥3和 S/N≥10时的进样量作为检测限和定

量限，结果见表3。

2.4.3　线性关系及范围 精密量取上述对照品储

备液各适量，用稀释剂按不同比例稀释制成一系列

浓度的线性溶液，各精密量取 10 μL，分别注入液相

色谱仪，记录色谱图，以进样浓度为横坐标，峰面积

为纵坐标，绘制标准曲线并进行线性回归求得回归

方程，结果见表4。

2.4.4　准确度 采用高、中、低（120%、100%、80%）

3个水平的加标供试品溶液，每个水平溶液平行制

备 3 份 ，3 个 水 平 的 加 标 供 试 品 溶 液 配 制 参

照“2.3.4”“2.3.5”项方法，照“2.1”“2.2”项下的色谱

及质谱条件测定，计算回收率。结果表明，异环磷

酰胺的回收率为 98.1%～101.7%，RSD 为 0.40%～

1.73%；杂质 E 的回收率为 96.1%～111.1%，RSD 为

0.67%～2.34%；杂质G的回收率为93.7%～108.3%，

表2　各物质的UPLC-MS/MS分析参数

Table 2　UPLC-MS/MS analysis parameters for each 

substance

名称

异环磷酰胺

杂质E

杂质G

定量离子对

260.75→91.74

155.48→62.72

274.72→199.82

锥孔电压/V

30

30

30

碰撞能/eV

24

16

10

图2　空白溶液（A）、对照品（B）、加标供试品溶液1（C）、加标供试品溶液2（D）色谱图

Fig. 2　Chromatogram of blank solution (A), reference substance (B), test substance added reference substance 1 (C), and 

test substance added reference substance 2 (D)

表3　检测限及定量限试验结果

Table 3　Detection limit and quantitative limit test results

成分

异环磷酰胺

杂质E

杂质G

检测限/

（ng·mL−1）

0.005

0.125

0.002

定量限/

（ng·mL−1）

0.010

0.500

0.100
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RSD为 2.2%～7.6%；均符合标准。表明该方法具有

良好的准确度，可满足相关定量分析要求。

2.4.5　仪器精密度与重复性 将异环磷酰胺、杂质

E、杂质G对照品溶液连续进样 6次，照“2.1”“2.2”项

下的色谱及质谱条件测定，记录色谱图。异环磷酰

胺、杂质 E、杂质 G 的峰面积的 RSD 分别为 2.7%、

3.4%、4.3%，表明仪器的精密度良好。

由于原料药中杂质E无法检出，重复性试验测

定 6份加样杂质 E的供试品溶液中异环磷酰胺、杂

质E、杂质G峰面积的RSD。参照“2.3”项下平行制

备 6份加标供试品溶液（供试品 100 ng·mL−1、杂质E 

10 ng·mL−1、杂质 G 10 ng·mL−1），进样分析，记录色

谱图，计算溶液中的异环磷酰胺、杂质E和杂质G的

峰面积，并计算 RSD。异环磷酰胺、杂质 E、杂质 G

重复性峰面积RSD分别为 1.7%、2.1%和 3.5%，表明

本方法重复性良好。

2.4.6　溶液稳定性 将“2.3”项的加标供试品溶液

在 2～8 ℃下放置 0、2、4、6、8、12、24 h后进样分析。

测得主成分异环磷酰胺在 24 h内峰面积的 RSD为

8.3%；杂质E在 24 h未检出，在 8 h内的峰面积RSD

为 5.9%；杂质G在 24 h内峰面积的RSD为 28%，在

8 h内的峰面积RSD为 5.6%，RSD均不大于 10%，符

合标准。表明异环磷酰胺在 24 h内稳定，杂质E、G

在8 h内稳定。

2.5　样品测定

精密称取 3 批异环磷酰胺原料药样品，每批

次称 2 份，同“2.3”项下供试品溶液的配制，制

备 40 ng·mL−1 不同批次的供试品样品，每份样

品分别进样 2 针，采用标准曲线法计算异环磷

酰胺及杂质 E 和 G 的质量分数。原料药中的异

环磷酰胺质量分数为 97.1%～98.5%，杂质 E 均

未检出，杂质 G 在 TRI 282106-1501 批次检出量

为 0.009 25%，杂质 E 和 G 未超千分之一限度。

结果见表5。

3　讨论

3.1　色谱柱筛选

分别考察了C18柱、HILIC柱、Amide柱和T3柱。

参考《欧洲药典》异环磷酰胺项下收载的杂质的薄

层鉴别方法和化合物的结构特点，推断可能是因为

待测物极性较大，在C18柱上不保留。采用Amide柱

时，无论对照品浓度如何变化，发现在 SIR和MRM

检测模式下，每个通道都会有一个保留时间相同的

峰出现，在调整流动相的比例后，峰的位置也同步

变化，并且，通道内无其他峰出现。采用T3柱时，在

MRM检测模式下，异环磷酰胺响应较好，杂质E和

G虽响应较低但也能实现准确检测。因而，最终选

择T3柱进行分析研究。

3.2　流动相种类及比例

反相色谱中流动相极性大于固定相极性，所以

流动相极性增大，洗脱能力减小，因为留在固定相

上的物质是极性小的物质，用极性溶剂来洗保留时

间就会增大。分别考察了甲醇-水和乙腈-水的流动

表4　异环磷酰胺、杂质E、杂质G线性关系

Table 4　Linear of ifosfamide, impurity E and impurity G

名称

异环磷酰胺

杂质E

杂质G

线性范围/（ng·mL−1）

     1～50

     1～50

0.01～0.50

线性方程

Y＝4 880 048.82 X＋153 324.88

Y＝297 470 X－26 877

Y＝4 754 438.85 X－21 946.26

r

1.000 0

1.000 0

0.999 4

表5　3批次原料药中异环磷酰胺、杂质E、杂质G的含量测定结果

Table 5　Determination results of ifosfamide, impurity E and impurity G in three batches of APIs

批号

TRI282106-1501

TRI282106-1502

TRI282106-1503

异环磷酰胺

质量浓度/

（ng·mL−1）

39.32

39.38

38.82

质量分数/%

98.31

98.45

97.06

杂质G

质量浓度/

（ng·mL−1）

0.003 7

ND

ND

质量分数/%

  0.009 25

ND

ND

杂质E

质量浓度/

（ng·mL−1）

ND

ND

ND

质量分数/%

ND

ND

ND

ND-未检出

ND-not detected
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相系统。实验结果表明，以甲醇-水为流动相时，色

谱峰峰型较好。在确定了色谱柱和流动相的种类

后，考察了流动相中添加剂的种类，通过向流动

相中分别添加 0.1% 甲酸、2 mmol·L−1 碳酸氢铵、

5 mmol·L−1 碳酸氢铵和 10 mmol·L−1 碳酸氢铵，

发现添加 5 mmol·L−1 碳酸氢铵时，色谱峰峰形

较好。因而，最终确定向流动相中添加 5 mmol·L−1

碳酸氢铵。在确定了色谱柱类型、流动相种类、添

加剂种类的基础上，对洗脱梯度进行优化，以期使

各物质在色谱条件下实现更好的分离。

本研究为异环磷酰胺原料药提供一种高效、简

便的异环磷酰胺主成分及有关物质的测定方法，可

有效实现主成分与杂质G、杂质E的定量分析，为企

业提高产品质量、提升产品的综合竞争力、改进生

产提供参考。
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