
Drug Evaluation Research第46卷 第12期  2023年12月 Vol. 46 No. 12 December 2023

气相色谱法测定异环磷酰胺原料药中3种有关物质
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摘 要：目的  建立气相色谱（GC）法测定异环磷酰胺原料药中 3种有关物质（起始物料 3-氨基丙醇、杂质D和杂质 F）。

方法  采用HP-55% Phenyl Methyl Siloxane 色谱柱（30 m×320 μm，0.25 μm）；采用程序升温的方式，起始柱温50 ℃，保持

2 min后以每分钟 5 ℃的速率升温至 180 ℃，再以每分钟 20 ℃的速率升温至 260 ℃；进样口温度为 380 ℃；检测器温度为

380 ℃；分流比 5∶1。结果  起始物料峰、杂质D、杂质 F与周围峰分离度分别为 2.6、3.0、1.6；异环磷酰胺起始物料 3-

氨基丙醇在 39.80～199.0 μg·mL−1 线性关系良好（r＝0.999 1），杂质 D 在 39.48～197.4 μg·mL−1线性关系良好（r＝

0.999 1），杂质 F 在 2.000～20.000 μg·mL−1 线性关系良好（r＝0.999 9）；3-氨基丙醇和杂质 D 的检测限分别为 9.95、

9.87 μg·mL−1，杂质 F因色谱柱柱效降低且进样量过大未能进行检测限测定；3-氨基丙醇、杂质D、杂质 F的定量限分别为

19.90、19.74、2.000 μg·mL−1；起始物料、杂质D和杂质 F回收率均在 90.09%～115.90%，回收率RSD分别为 4.8%、7.2%、

2.3%。结论  该方法的专属性、精密度、线性关系良好，准确可靠，符合异环磷酰胺中3种有关物质的检测要求。

关键词：异环磷酰胺；有关物质；起始物料；气相色谱法；方法学验证

中图分类号：R932   文献标志码：A   文章编号： 1674-6376（2023）12-2540-05

DOI：10.7501/j.issn.1674-6376.2023.12.007

Determination of three related substances in ifosfamide by gas chromatography
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Abstract: Objective A gas chromatographic (GC) method was established for the determination of related substances (starting 

material 3-aminopropanol, impurity D and impurity F) in isocyclophosphamide API. Methods HP-5 5 % Phenyl Methyl Siloxane 

Column (30 m × 320 μm, 0.25 μm) was used. The column temperature was programmed to start at 50°C, held for 2 min and then 

ramped up to 180 ℃ at a rate of 5 ℃ per minute and then to 260 ℃ at a rate of 20 ℃ per minute; the inlet temperature was 380 ℃; 

the detector temperature was 380 ℃ ; and the split ratio was 5 : 1. Results Under the chromatographic conditions, three related 

substances in isocyclophosphamide API could be detected and the methodology was verified. The separation between the peak of the 

starting material and the surrounding peaks was 2.6, the separation between impurity D and the surrounding peaks was 3.0, and the 

separation between impurity F and the surrounding peaks was 1.6, with good separation effects all greater than 1.5. Starting 

materials, 3-aminopropanol, had a good linear relationship in the range of 39.80—199.0 μg·mL−1 (r = 0.999 1). Impurity D had a 

good linear relationship in the range of 39.48—197.4 μg·mL−1 (r = 0.999 1). Impurity F had a good linear relationship in the range of 

2.000—20.00 μg·mL-1 (r = 0.999 9). The limits of detection (LODs) for 3-aminopropanol and impurity D were 9.95 and 9.87 μg·mL−1, 

respectively, while the LOD for impurity F was not determined due to the reduced column efficiency and the large injection volume; 
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the limits of quantification (LOQs) for 3-aminopropanol, impurity D, and impurity F were 19.90, 19.74, and 2.000 μg·mL−1, 

respectively. The recovery rates of starting materials, impurity D and impurity F should be in the range of 80%-120%, and the 

recovery rate RSD should be less than 10%. Conclusion The method is characterised by good specificity, precision, linearity, 

accuracy and reliability, and is able to meet the requirements for the determination of the three substances of interest in 

isocyclophosphamide.

Key words: ifosfamide; related substances; starting materials; gas chromatography; methodological validation

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，是环磷酰胺的结构类似物，常作为各种癌症

治疗的单一药物或联合化疗的一部分［1-2］，于 60 年

代中期首次在德国合成，70年代发现异环磷酰胺与

其他烷化剂有交叉耐药性，1988年被FDA批准进入

临床［3-4］。异环磷酰胺经体内肝酶（细胞色素 P450

氧化酶系）的激活转化为有细胞毒性的代谢物，由

于这些高毒性代谢物的形成，进行治疗药物监测非

常必要［5-7］，目前在异环磷酰胺血药浓度监测及药动

学的研究中可采用高效液相色谱法（HPLC）实

现［8-10］血浆中异环磷酰胺的测定。另一方面，在原

料药生产中可能会带入一些有关物质，如起始原

料、中间体、副产物和异构体等，这类物质可能降低

药物疗效或影响药物的稳定性，甚至威胁人体

健康或引起其他不良反应。因此，对异环磷酰

胺有关物质进行检测，以控制药物质量、提升

产品的竞争力，具有至关重要的意义。合理可

靠的检测手段是有效控制药物有关物质的关键

因素之一，针对异环磷酰胺原料药中起始物料

3-氨基丙醇、杂质 D 和杂质 F，本研究建立了一

种气相色谱法同时检测异环磷酰胺原料药中 3

种有关物质。

1　仪器与试药

1.1　试验仪器

Agilent 气 相 色 谱 仪 -FID 检 测 器（Agilent 

Technologies）；AL104 型 十 万 分 之 一 电 子 天

平（Mettler Toledo）。

1.2　试药用药及试剂

3-氨基丙醇对照品（麦克林试剂公司，批号

A106069，质量分数 99.5%）；杂质D对照品（加拿大

TLC 公司，批号 I-067011，质量分数 94.5%）；杂质 F

对照品（欧洲药品质量管理局，批号 I0060012，质量

分数 100%）；异环磷酰胺原料药（江苏恒瑞医药有

限公司，批号为 TRI282106-1501、TRI282106-1502、

TRI282106-1503）；甲醇（HPLC级，上海麦克林生化

科技有限公司）。

2　方法与结果

2.1　色谱条件

采用 HP-55%Phenyl Methyl Siloxane（30 m×

320 μm，0.25 μm）色谱柱，检测器：FID 氢火焰离子

化检测器；体积流量 2 mL·min−1；进样体积 1 μL；运

行时间 36 min；起始柱温 50 ℃，保持 2 min后以每分

钟 5 ℃的速率升温至 180 ℃，再以 20 ℃·min−1的速

率升温至 260 ℃；进样口温度为 380 ℃；检测器温度

为380 ℃；分流比5∶1。

2.2　溶液的配制

2.2.1　对照品溶液 取 3-氨基丙醇对照品、杂质D

对照品各约 0.1 g，精密称定，分别置于 10 mL 量瓶

中，加甲醇溶解定容至刻度，摇匀，制得 3-氨基丙醇

约 10 mg·mL−1、杂质 D约 10 mg·mL−1的对照品储备

液；取杂质F对照品约 10 mg，精密称定，置于 10 mL

量瓶中，加甲醇溶解定容至刻度，摇匀，制得杂质 F

约1 mg·mL−1的对照品储备液。

精密量取 0.1 mL 3-氨基丙醇对照品储备液、杂

质D对照品储备液、杂质F对照品储备液，分别置于

10 mL量瓶中，加甲醇稀释定容至刻度，摇匀，制得

3-氨基丙醇 0.1 mg·mL−1、杂质 D 约 0.1 mg·mL−1、杂

质F约0.01 mg·mL−1的对照品溶液。

2.2.2　混合对照品溶液 精密量取 0.1 mL 3-氨基

丙醇对照品储备液、杂质D对照品储备液、杂质F对照品

储备液，置于同一10 mL量瓶中，加甲醇稀释定容至刻

度，摇匀，制得 3-氨基丙醇 0.1 mg·mL−1、杂质 D 约

0.1 mg·mL−1、杂质F约0.01 mg·mL−1的混合对照品溶液。

图1　3-氨基丙醇、杂质D、杂质F的化学结构

Fig. 1　Chemical structure of 3-aminopropanol， impurity 

D， impurity F
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2.2.3　 供 试 品 溶 液 取 异 环 磷 酰 胺（批 号 为

TRI282106-1501）约 1.0 g，精密称定，置于 10 mL量

瓶中，加甲醇溶解定容至刻度，摇匀，制得异环磷酰

胺约0.1 g·mL−1的供试品溶液。

2.2.4　加标供试品溶液 取异环磷酰胺样品（批号

TRI282106-1502）约 1.0 g，精密称定，置于 10 mL量

瓶中，加甲醇溶解定容至刻度；再精密量取杂质 D

对照品储备液 0.1 mL，用甲醇稀释定容至刻度，混

匀，制得杂质 D 约 100 μg·mL−1 的加标供试品溶

液（杂质D质量分数约为主成分标示量的0.1%）。

2.3　方法学考察

2.3.1　系统适用性 取上述混合对照品溶液、供试

品溶液及空白溶液（甲醇）各 1 μL，注入气相色谱

仪，记录色谱图，见图 2。空白溶液不干扰 3-氨基丙

醇、杂质D、杂质 F的出峰时间。在该色谱条件下，

杂质D的保留时间为 2.249 min，3-氨基丙醇的保留

时间为 3.754 min，杂质 F 的保留时间为 1.761 min，

起始物料峰与周围峰分离度为 2.6，杂质D与周围峰

分离度为 3.0，杂质 F与周围峰分离度为 1.6，与溶剂

峰无干扰，且与周围峰的分离度良好。

2.3.2　检测限及定量限 用含 3-氨基丙醇、杂质

D、杂质 F 的适当浓度的对照品溶液，取信噪比

分别为 S/N≥3 和 S/N≥10 时的进样量作为检测

限和定量限。3-氨基丙醇和杂质 D 的检测限分

别为 9.95、9.87 μg·mL−1 ，杂质 F 因色谱柱柱效降

低且进样量过大未能进行检测限测定；3-氨基

丙醇、杂质 D、杂质 F 的定量限分别为 19.90、

19.74、2.000 μg·mL−1。

2.3.3　线性关系及范围 结合原料药样品的杂质

限度为 0.1%，3-氨基丙醇、杂质 D、杂质 F对照品储

备液逐级稀释配制成线性溶液，精密量取以上线性

溶液 1 μL，分别注入气相色谱仪，色谱条件如“2.2”

项，记录峰面积，以峰面积为 Y轴，各组分质量浓度

为X轴绘制线性曲线，结果表明 3-氨基丙醇线性范

围为 39.80～199.0 μg·mL−1（相当于供试品溶液的

0.04%～0.2%），杂 质 D 线 性 范 围 为 39.48～

197.4 μg·mL−1（相当于供试品溶液的 0.04%～

0.2%），杂质F线性范围为2.000～20.000 μg·mL−1（相当

于供试品溶液的 0.002%～0.02%），呈现良好的线性

关系，结果见表1。

2.3.4　精密度 因色谱柱柱效因素，将 3-氨基丙

醇、杂质 F的 100%加标空白溶液和杂质D 100%加

标供试品溶液分别注入气相色谱仪进行检测，重复

进样 6 次，结果显示 3-氨基丙醇的峰面积 RSD

为 7.4%，杂质 D 峰面积的 RSD 为 7.0%，杂质 F

峰面积的 RSD 为 7.9%，表明该方法的精密度

良好。

2.3.5　准确度 考虑色谱柱柱效，将 3-氨基丙醇、

杂质F的100%加标空白溶液和杂质D 100%加标供

试品溶液分别注入气相色谱仪进行准确度试验，平

行重复 6次，测定每份溶液中 3种有关物质的浓度，

计算回收率及RSD。结果显示 3-氨基丙醇、杂质D、

杂质 F 的回收率均在 90.09%～115.90% 内，回收率

RSD分别为4.8%、7.2%、2.3%。

2.3.6　溶液稳定性 取 3-氨基丙醇、杂质D对照品

溶液在室温下放置 0、1、3、4、9 h，杂质F对照品溶液

放置 0、1、3、4、8 h的溶液进样分析，3-氨基丙醇、杂

质 D、杂质 F 的 RSD 为 8.8%、11.1%、6.3%，氨基丙

醇、杂质 D 溶液在 9 h 内、杂质 F 溶液在 8 h 内保持

稳定。

A：空白溶液；B：3-氨基丙醇（3.754 min）和杂质D（2.249 min）对照品溶液；C：杂质F（1.761 min）对照品溶液；D：供试品溶液；E-杂质D加标供

试品

A: blank solution; B: 3-aminopropanol (3.754 min) and impurity D (2.249 min) reference solution; C: impurity F (1.761 min) reference solution; D: test 

solution; E-impurity D added to the test sample

图2　系统适用性图谱

Fig. 2　System applicability map

表1　3-氨基丙醇、杂质D、杂质F线性数据

Table 1　Linear data of 3-aminopropanol， impurity D， 

and impurity F

成分

3-氨基丙醇

杂质D

杂质F

线性范围/

（μg·mL−1）

39.80～199.00

39.48～197.40

       2～20

线性回归方程

Y＝3.158 1 X－108.55

Y＝3.595 1 X－45.912

Y＝18.762 0 X＋5.437 8

r

0.999 1

0.999 1

0.999 9
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2.4　样品测定结果

取 3 批异环磷酰胺原料药进行测定，结果详

见表2。

3　讨论

3.1　色谱条件优化

本实验对不同的色谱条件进行摸索，考察了 4

根不同极性色谱柱 DB-WAX（30 m×0.53 mm，

0.25 μm）、DB-624（30 m×0.32 mm，1.8 μm）、CP-

Volamine（60 m×0.25 mm，0.45 μm）、HP-5 5% 

Phenyl Methyl Siloxane（30 m×320 μm，0.25 μm）对

3-氨基丙醇、杂质 D、杂质 F的分离效果，最终选择

HP-5 色谱柱对 3种物质进行分离。同时，通过不断

调整升温程序，经过 3种程序升温条件摸索，方法 1：

起始柱温 80 ℃，保持 1 min后以每分钟 5 ℃的速率

升温至 160 ℃，保持 2 min后以 10 ℃升温至 210 ℃，

保持 5 min。此方法异环磷酰胺保留时间在溶剂峰

之后，3-氨基丙醇、杂质 D、杂质 F没有响应。方法

2：起始柱温 50 ℃，保持 3 min后以每分钟 5 ℃的速

率升温至 160 ℃ ，保持 1 min 后以 20 ℃升温至

250 ℃，保持 5 min。此方法 3-氨基丙醇、杂质D、杂

质 F响应低。最终确定了程序升温条件：起始柱温

50 ℃，保持 2 min 后以每分钟 5 ℃的速率升温至

180 ℃，再以每分钟 20 ℃的速率升温至 260 ℃，使

得 3种有关物质在该色谱条件下，色谱峰分离良好，

系统适用性良好。

3.2　注意事项

由于异环磷酰胺原料药中 3-氨基丙醇、杂质D

和杂质 F在 FID检测器下响应较小，故拟定方法中

确定的供试品浓度较大，重复进样后易损伤色谱

柱，导致柱效明显降低，出峰异常（峰高明显降低，

无法实现待测物的准确积分）。因此，色谱柱使用

前需充分老化。建议在实际生产检验工作中，增加

异环磷酰胺原料药中 3-氨基丙醇、杂质 D和杂质 F

混合对照品溶液测定，确定出峰正常后再继续进行

样品测定。

本研究成功地基于气相色谱法建立了一种同

时检测异环磷酰胺原料药中 3种有关物质的分析方

法，该方法具有选择性好、灵敏度高、进样量小、分

析速度快等特点，可为后续异环磷酰胺质量标准

的提高、提升核心竞争力提供理论依据。
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