
应⽤纪要

利⽤⾼分离度液相⾊谱与MS兼容流动相对激
酶抑制剂伊⻢替尼进⾏现代化杂质分析

Peng Chen, Bonnie A. Alden, Matthew A. Lauber

Waters Corporation

摘要

本研究开发出⼀种使⽤表⾯带电苯基固定相的UPLC⽅法⽤于分离伊⻢替尼及其相关杂质，使⽤基于10 mM甲酸铵

和0.1%甲酸改性剂的MS兼容流动相实现了⾼效、⾼选择性分离。伊⻢替尼及其9种相关杂质在6 min内得到分离

，并可轻松获得杂质的⺟离⼦和碎⽚离⼦MS谱图进⾏峰确认。

优势

伊⻢替尼及其9种相关杂质在6 min内得到分离■

UPLC系统和CSH苯⼰基柱使组分获得⾼效的基线分离■

MS兼容流动相适⽤于⾼灵敏度MS和MS/MS分析■

简介

过去⼏⼗年来，⼩分⼦药理学已扩展到多个激动⼈⼼的领域。特别是出现了新型抗癌候选药物系列，其中许多药

物将激酶抑制剂作为药⽤靶点。这些分⼦基于模拟肽的⻣架，因此⽤杂原⼦和共轭取代基构建，类似于激酶抑制

剂天然发⽣作⽤的氨基酸残基。该制药领域候选药物的化学结构⾮常独特，并且始终存在⾼分离度杂质分析需求

。伊⻢替尼是FDA于2001年批准的第⼀种激酶抑制剂1‒3。 欧洲药典(EP)已发布有关伊⻢替尼及其⼀组相关杂质分

析的专论HPLC⽅法。该EP⽅法使⽤三种不同的HPLC条件和两种不同的HPLC⾊谱柱将伊⻢替尼与其七种杂质A、

B、C、D、F、H和J分离。另外，EP⽅法需要使⽤⾮挥发性离⼦对试剂（⾟烷磺酸钠）来促进分离，⽽这会妨碍

1利⽤⾼分离度液相⾊谱与MS兼容流动相对激酶抑制剂伊⻢替尼进⾏现代化杂质分析

http://www.waters.com


在观察到伪峰时需要进⾏质量调查的情况下应⽤质谱法。

本应⽤纪要证明，利⽤表⾯带电杂化苯基柱和MS兼容流动相可显著提⾼伊⻢替尼及其九种相关杂质的分离效率和

选择性（其中七种收载于EP专论中）。此外，由于该⽅法很容易与质谱联⽤，因此可以应⽤MS和MS/MS分析来

⽀持组分鉴定和结构分析。总之，本⽂所述⽅法经证实可适⽤于其他激酶抑制剂分析（其中许多化合物具有类似

的含N杂环基团）。 

实验
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化学品和材料

伊⻢替尼和杂质F购⾃Sigma。伊⻢替尼杂质A、B、D和H购⾃Toronto Research Chemicals。伊⻢替尼杂质C和

J以及伊⻢替尼(哌啶)-1-氧化物（简称氧化物）和伊⻢替尼(哌啶)-N,N-⼆氧化物（简称⼆氧化物）购⾃

BocSciences。
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样品前处理

将上⽂所述的各种标准化学品⽤甲醇和⼄腈(1:1)的混合溶剂制成浓度为1.5 mg/mL的标准储备液。取100 µL各标

准储备液混合，将混合液⽤甲醇(1:5)进⼀步稀释⽤于UPLC分析。将各标准储备液⽤甲醇(1:50)稀释，⽤于UPLC

分析和保留时间确认。 

UPLC⽅法条件

UPLC系统： ACQUITY UPLC I-Class

检测条件： UV检测，波⻓227 nm、254 nm和267 nm

样品瓶： 全回收12 × 32 mm玻璃螺⼝瓶（部件号

：186000384C）

⾊谱柱1： 图1和图2：ACQUITY UPLC HSS C18 1.8 µm⾊谱

柱, 100 Å, 2.1 mm × 100 mm（部件号

：186003533）

⾊谱柱2： 图3：ACQUITY Premier UPLC CSH 1.7 µm苯⼰基

柱, 130 Å，2.1 mm × 100 mm（部件号

：186009475）

柱温： 图1为35 °C，图2和图3为40 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 0.5 µL（样品）

流速： 图1为0.50 mL/min，图2和图3为0.40 mL/min

流动相A： 图1：2.3 g⾟烷磺酸钠⼀⽔合物和1.2 mL磷酸，溶

于700 mL⽔和300 mL⼄腈中

图2和图3：0.1% (v/v)甲酸和10 mM甲酸铵的⽔溶

液
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流动相B： 图1：2.3 g⾟烷磺酸钠⼀⽔合物和1.2 mL磷酸，溶

于100 mL⽔和900 mL⼄腈中

图2和图3：0.1% (v/v)甲酸的⼄腈溶液

质谱条件

质谱系统： Vion IMS QTof

电离模式： ESI+，分辨率

采集范围： 50-1000 m/z

⽑细管电压： 2.0 kV

采样锥孔电压： 80 V

HD-MSE碰撞能量： 6 eV（低能量）和10~40 eV梯度（⾼能量）

HS-MSMS碰撞能量： 在50 m/z下，10~40 eV梯度；在1000 m/z下

，20~50 eV梯度

离⼦源温度： 110 °C

脱溶剂⽓温度： 400 °C

脱溶剂⽓流速： 800 L/h

数据管理

UPLC和质谱软

件：

⽤于数据采集和

分析的UNIFI 

v1.8
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结果与讨论

我们的伊⻢替尼液相⾊谱⽅法开发以EP专论⽅法为起点。对于杂质的光学检测，EP专论要求使⽤填充有5 µm硅胶

C18的4.6 mm × 250 mm（⻓）⾊谱柱，并使⽤包含离⼦对的流动相，还规定使⽤相对较⾼的流速2.3 mL/min。

在开始实验之前，将该⽅法缩放⾄UPLC条件。选择ACQUITY UPLC HSS C18, 1.8 µm, 2.1 × 100 mm⾊谱柱以匹

配L/dp，并应⽤0.5 mL/min的流速以更好地配合质谱检测（即使其对应的线速度慢于EP专论中所述的速度）。在

这些条件下，伊⻢替尼杂质A和H在约0.64 min处共流出，杂质J和氧化物也在5.87 min处共流出，如图1所⽰。

使⽤相同的C18⾊谱柱，选择采⽤MS兼容流动相的全新UPLC梯度以缩短分析时间并开始获得⺟离⼦和碎⽚离⼦质

谱图，进⾏组分鉴定和结构分析。但是，氧化物/⼆氧化物的峰对⽆法分离，并且发现峰A/B/H和C/伊⻢替尼/J部

分共流出，如图2所⽰。

 
图2.使⽤MS兼容流动相和ACQUITY HSS C18⾊谱柱(2.1 mm × 100 mm, C18, 1.8 µm, 100 Å)分离伊⻢替尼和九种

相关杂质。检测波⻓：267 nm。流速：0.4 mL/min。梯度：流动相B在10 min内以线性梯度从5%增加⾄100%。

为提⾼该⽅法对伊⻢替尼杂质分⼦中含N杂环结构的选择性，接下来使⽤ACQUITY Premier CSH 130 Å苯⼰基柱

。CSH苯⼰基填料是⼀种独特的固定相，经修饰后携带苯⼰基键合相，在酸性pH条件下带有正表⾯电位。因此

，与更传统的C18 RP-LC固定相相⽐，该固定相表现出独特的选择性。CSH苯⼰基柱使伊⻢替尼杂质A/H和J/C获

得充分分离，峰洗脱顺序也因该吸附剂的独特特性发⽣变化，如图3所⽰。
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在该分离过程中采集质谱图以验证峰鉴定结果并基于单个进样确认峰归属。绘制各分析物的质⼦化分⼦/⺟离⼦(

M+H)+或天然阳离⼦M+的提取离⼦⾊谱图(XIC)并叠加于图3的下图中。

除保留特性和选择性以外，CSH苯⼰基填料还具有相对的抗去湿性。因此，可以优化该⽅法的初始条件，以更好

地保留分析物。采⽤初始条件（0.5%流动相B）作为更有效地保留杂质B的⽅法。为进⼀步优化该分⼦的保留性

，将10 mM甲酸铵加⼊流动相A中以减弱CSH填料的正表⾯电位所赋予的⼀部分电荷排斥效应。
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图3.使⽤MS兼容流动相和ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱(2.1 mm × 100 mm, C18, 1.7 µm, 130 Å)分离伊⻢替

尼和九种相关杂质的结果以及得到的MS XIC。检测波⻓：267 nm。流速：0.4 mL/min。梯度：流动相B在10 

min内以线性梯度从0.5%增加⾄100%。

在峰实现基线分离的情况下，进⾏了额外的MS分析。图4提供了伊⻢替尼的碎⽚离⼦谱图，突出显⽰了这种现代

化UPLC⽅法如何与质谱联⽤以获取信息，从⽽进⼀步分析已知峰和未知峰的结构。UNIFI解析⼯具包可根据分⼦

离⼦和同位素离⼦的精确质量数以及同位素丰度和同位素间距，帮助确认或推测已知或未知MS信号的分⼦式。该

⼯具包随后可分析MS/MS碎⽚离⼦谱图，并分配或推测碎⽚离⼦的结构，如图4所⽰。更多研究正在进⾏中，旨在
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考察伊⻢替尼的微量杂质。 

 
图4.通过⾼分辨率MSE模式分析获得的伊⻢替尼的MS碎⽚离⼦谱图

结论

利⽤UPLC与ACQUITY Premier CSH苯⼰基柱促进了EP⽅法的现代化，适⽤于分析伊⻢替尼及其杂质。考虑到

L/dp和MS兼容性，开发出⼀种分离⽅法，使伊⻢替尼及其九种杂质获得优异的峰形和分离度。同时采⽤光学检测

和精确质量数⻜⾏时间质谱分析，使敏感杂质的分析成为可能。希望像这样的新分析⽅法有助于加快⽤于肿瘤适

应症和其他适应症的激酶抑制剂的开发和QC测试。 
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ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/134613317>■
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