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注射用盐酸甲氯芬酯杂质谱与其生产工艺的相关性研究 *

王琳，吴兆伟，王铁松，谢立，胡琴 **

（北京市药品检验所，北京 100035）

摘要　目的：研究注射用盐酸甲氯芬酯的杂质谱及其与生产工艺的相关性。方法：用液相色谱进行杂质定

量检测，根据液质联用分析和定向合成确证杂质结构，采用质量平衡法标化杂质对照品。通过对 9 家企业

66 批样品的进一步实验与综合分析推断杂质的来源，并根据杂质形成的原因提出针对性防控措施。结果：注

射用盐酸甲氯芬酯的主要降解杂质为杂质 A、B 和 C，其中杂质 A 为水解杂质，主要为制剂冷冻干燥生产工

艺中引入，与配制过程中的溶液 pH，配制温度和时间具有正相关。杂质 B 和杂质 C 为醇解杂质，主要为原

料药合成工艺中引入，与工艺中使用的低级醇类有关。结论：本实验的研究方法可对注射用盐酸甲氯芬酯

的杂质进行更全面的检测，为改进工艺提供依据，对提高产品质量具有重要意义。
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Correlation study between production process and impurity profile 
 of meclofenoxate hydrochloride for injection*
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（Beijing Institute for Drug Control，Beijing 100035，China）

Abstract　Objective：To study impurity profiling of meclofenoxate hydrochloride for injection and the correlation 
with production process．Methods：The liquid chromatography was used for impurity detection．The structure of 
impurities was confirmed with liquid chromatography-mass spectrometry analysis and oriented synthesis．The mass 
balance method was used to prepare the reference standards of impurities．Further experiments and comprehensive 
analyses were made to infer sources of impurities in 66 batches of samples from 9 manufacturers and the specific 
prevention and control measures were proposed according to the causes of impurity formation．Results：The main 
degradations in meclofenoxate hydrochloride injection were impurities A、B and C．The impurity A was hydrolysis 
impurity，which was mainly introduced in freeze-drying process．Impurity A was related to pH of solution，

temperature and time of preparation process．The impurity B and C were alcoholysis impurities，which were 
mainly introduced in synthesis process of bulk drug．B and C were related to low alcohol solution used in process． 
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Conclusion：The study is suitable for profiling the impurities in meclofenoxate hydrochloride for injection．It is 
useful for improving process procedure and enhancing quality control．
Keywords：meclofenoxate hydrochloride for injection；impurity profiling detection；confirmation of impurity 
structure；production process；correlation study

注射用盐酸甲氯芬酯为苯氧乙酸酯类中枢兴奋

药，用于治疗外伤性昏迷、酒精中毒、儿童遗尿症、意

识障碍等［1-4］。工业化生产盐酸甲氯芬酯主要以对

氯苯氧乙酸为起始原料，与 N，N- 二甲氨基乙醇反

应生成甲氯芬酯，然后经过成盐、结晶制得［5- 6］。根

据企业调研结果，本次测定的 66 批注射用盐酸甲氯

芬酯，其制剂工艺分为原料药直接分装和冷冻干燥 2
种，后者含有辅料甘露醇。盐酸甲氯芬酯原料药及注

射用粉针质量标准收载于中国药典 2015 年版［7］，有

关物质检查采用高效液相色谱法对单个杂质和杂质

总量进行控制；日本药局方收载其原料药标准［8］，且

无有关物质项检查。由于甲氯芬酯结构中含有酯键，

极易水解，而现行质量标准并未对特定杂质进行控

制，因此，为了更好地掌握该药物的杂质组成及特性，

评价不同企业药品有关物质控制水平的高低，本文对

其制剂杂质谱进行了相关研究，确定杂质结构及来

源，特别是结合不同工艺考察其杂质谱的差异。

通常杂质谱研究包括杂质检测和杂质结构鉴定

两方面内容［9-10］，本文在对注射用盐酸甲氯芬酯进行

杂质检测和杂质定向合成，确证其结构的基础上，进

一步对其进行溯源分析，结合生产工艺推测论证其产

生原因，并提出针对性防控措施，为提升注射用盐酸

甲氯芬酯的药品质量，提供一种新的杂质谱研究思路。

1　仪器与试药

1.1　仪器

Shimadzu 20A 高效液相色谱仪（日本岛津公

司），6510 Q-TOF 四极杆 - 飞行时间质谱仪（美国

Agilent 公司），AVANCEIII 400 兆核磁共振谱仪（美

国 Bruker 公司），Nicolet 5700 傅里叶红外光谱仪（美

国 Thermo Fisher 公 司），Thermo TSQ-Quantum 气 质 联

用仪（美国 Thermo Fisher 公司），Milli-Q 纯水机（德国

merck millipore 公司），电子天平（德国赛多利斯天平公司）。

1.2　样品及试剂

注射用盐酸甲氯芬酯样品涉及 9 家企业共 66 批

（其中无菌分装样品 44 批，冷冻干燥样品 22 批），均为

国家药品评价性抽验样品。盐酸甲氯芬酯对照品（批号

100840-201402，含量 99.7%）购自中国食品药品检定

研究院；杂质对照品对氯苯氧乙酸（批号 05621LT-1）
购自北京百灵威科技有限公司，其余杂质对照品均由

中国医学科学院药物研究所协助合成。辅料甘露醇

（批号 361504002）由青岛明月海藻集团有限公司提

供。辛烷磺酸钠为分析纯，购自北京百灵威科技有限

公司。乙腈为色谱纯，实验用水为超纯水，其他试剂均

为分析纯。

2　方法与结果

2.1　杂质检测

按照中国药典 2015 年版二部注射用盐酸甲氯

芬酯有关物质的测定方法，采用资生堂 MG-II C18 

（4.6 mm×150 mm，5 μm；填料：十八烷基硅烷键合

硅胶）色谱柱，流动相为 0.05 mol·L-1 辛烷磺酸钠溶

液（磷酸调节 pH 至 2.5）- 乙腈（65：35），检测波长

225 nm，根据样品中检出杂质的实际情况将记录时间

延长至主成分保留时间的 4 倍。对 66 批样品进行检

测，共发现 3 种杂质，典型色谱图见图 1，其中杂质 A、
C 为高频出现的主要杂质，且所有样品均检测出杂质 A，
在 14 批样品中检测出杂质 C，并在 5 批样品中检测出杂

质 B。经结构确证，杂质 C 与盐酸甲氯芬酯的合成工艺

相关，且在国内外均未见报道。

1. 盐酸甲氯芬酯（meclofenoxate hydrochloride）　2. 杂质 A（impurity A） 

3. 杂质 B（impurity B）　4. 杂质 C（impurity C）

图 1　注射用盐酸甲氯芬酯典型色谱图

Fig. 1　HPLC chromatogram of meclofenoxate hydrochloride for 
injection

对杂质 A、B、C 的含量进行分析汇总。杂质 A
均值为 0.16%，最大值 1.14%；杂质 B 均值为 0.01，
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最大值 0.02%；杂质 C 均值为 0.11%，最大值 0.01%。

现行标准限度为单个杂质不得过 0.5%，杂质总量不

得过 1.0%。有关物质不合格的 3 批样品均为杂质 A
含量超限，且均为冷冻干燥工艺生产的制剂。杂质 C
仅在 1 家企业中检出。

2.2　杂质结构确证

现行中国药典标准中注射用盐酸甲氯芬酯有关

物质采用主成分自身对照法，虽然在标准中提到了

相对保留时间约为 0.6 的杂质峰，但并未明确杂质结

构，亦未对其他主要杂质进行描述和定性分析。

采用液相色谱 - 飞行时间质谱（HPLC-TOF）
联用技术对样品中可能含有的杂质进行了分析和结

构确定。使用 CAPCELL PAK CR 1：20 色谱柱（2.0 
mm×150 mm，5 μm），流动相为水（甲酸调节 pH至

2.5）-乙 腈（65：35），流 速 为 0.2 mL·min-1，柱温为 
30 ℃。电喷雾离子源（ESI），电压 4.5 kV，毛细管温度

350 ℃，碰撞电压 120 V，鞘气流速 40 arb，正离子模式，

二级全扫描方式检测。应用质谱软件通过一级质谱数

据获得分子式，并通过二级质谱数据进行结构确认，根

据降解原理和工艺，推断出样品中 3 个杂质的结构（见

表 1）。根据推断的杂质结构，由中国医学科学院药物

研究所协助合成，获得了杂质对照品。通过红外光谱、

核磁共振光谱、高分辨质谱对杂质进行鉴定，杂质 A 即

为药典标准中提到的水解产物，杂质 B 和杂质 C 为醇

解产物。对获得的杂质对照品采用国际通用的质量

平衡法进行标化，以面积归一化法测得对照品的色谱

纯度，并扣除对照品中含有的水分及杂质，色谱条件同

“2.1 杂质检测”方法，杂质对照品的纯度如表 1 所示。

表 1　盐酸甲氯芬酯杂质结构

Tab. 1　Structure of impurities in meclofenoxate hydrochloride

项目（items）
高分辨质谱

（HRMS）/m/z
结构

（structure）
纯度

（purity）/%
杂质 A

（impurity A）

187.015 8 100.0

杂质 B
（impurity B）

223.015 9 99.5

杂质 C
（impurity C）

237.029 9 99.3

2.3　杂质来源与工艺相关性研究

2.3.1　杂质 A 的来源分析及与工艺相关性　杂质 A
为对氯苯氧乙酸，既是盐酸甲氯芬酯的合成起始物

料，又是其水解产物。经检测，冷冻干燥工艺样品中

杂质 A 含量（均值 0.34%）高于原料药，且约为无菌

分装工艺样品中杂质 A 含量（均值 0.05%）的 7 倍。

说明样品中杂质 A 的主要来源为冻干工艺中水解产

生。通过模拟生产工艺，考察了溶液 pH 值、配制时

间和温度对水解反应的影响。

取 1 mg·mL-1 盐酸甲氯芬酯水溶液，临用新制，在

室温（25 ℃）下分别用磷酸调 pH 值至 3.0、3.5、4.0、4.5
和 5.0 后立即进样检测，考察 8 h 内杂质 A含量的变化。

结果如图 2 所示，杂质 A 的生成量随溶液 pH 值的增加

而增加，当溶液pH大于4.0 时，杂质A的生成量增长显著。

图 2　不同 pH 溶液中杂质 A 含量随时间变化曲线

Fig. 2　 Content curves of impurity A with time in different pH 
solutions
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按照含辅料最高比例的处方，取盐酸甲氯芬酯原

料药和甘露醇按 1∶1.7 的比例配制成含盐酸甲氯芬

酯 1 mg·mL-1 的溶液（pH 约为 5），临用新制，分别溶

解于 5 ℃、10 ℃、15 ℃和 20 ℃的注射用水中，立即

进样检测，并保持样品温度分别为 5 ℃、10 ℃、15 ℃和

20 ℃，考察 8 h 内杂质 A 含量的变化，结果如图 3 所示，

杂质 A 的生成量随配制温度和时间的增加而增加。

图 3　不同温度溶液中杂质 A 含量随时间变化曲线

Fig. 3　Content curves of impurity A with time in different temperature 
solutions

2.3.2　杂质 B 的来源分析及与工艺相关性　杂质 B
为对氯苯氧乙酸甲酯，是盐酸甲氯芬酯与甲醇发生

酯交换反应的产物，仅在 1 家企业的样品中检出，含

量为 0.01%~0.03%。取 1 mg·mL-1 盐酸甲氯芬酯的

甲醇溶液，立即检测，反应 30 min 后杂质 B 含量为

1.0%，说明盐酸甲氯芬酯在甲醇溶液中会迅速降解，

产生大量的杂质 B。根据企业提供的生产工艺分析，

检出杂质 B 的企业所用原料药在合成中使用了大量

的异丙醇，推测可能是所用的异丙醇纯度较低，其中

所含的少量甲醇与盐酸甲氯芬酯发生了醇解反应，

产生杂质 B。实验证实，将盐酸甲氯芬酯置于纯度为

99.9% 的异丙醇溶液中，反应 24 h，产生杂质 B 的含

量为 0.03%。

2.3.3　杂质 C 的来源分析及与工艺相关性　杂质 C
为对氯苯氧乙酸乙酯，是盐酸甲氯芬酯与乙醇发生酯

交换反应的产物，仅在 1 家企业的样品中检出，含量为

0.1%~0.2%。经调研发现，各企业虽然在原料药的精

制过程中均用到了无水乙醇，但只有该企业的原料药

在使用无水乙醇的同时加入了冰醋酸。

采用气质联用法测定所有企业样品中的残留溶

剂［11］，仅在检出杂质 C 的企业样品中，检测到了乙醇

（含量 0.1%~0.2%）和乙酸乙酯（含量 0.1%~0.2%），

其中乙酸乙酯为乙醇和冰醋酸反应的产物。由此推

断杂质 C 在原料药合成工艺中引入，为酸性条件下

甲氯芬酯与无水乙醇的酯交换产物，冰醋酸作为酯交

换反应的催化剂，加速了杂质 C 的生成。

3　讨论

3.1　色谱条件的优化

在现行中国药典标准的有关物质色谱条件下，盐

酸甲氯芬酯与各杂质能有效分离，但在低有机相比例

等度洗脱条件下分析时间较短（标准规定为主成分

保留时间的 2 倍），可能有强保留杂质未能检出。适

当延长洗脱时间后，发现个别企业样品在相对保留

时间约为 3.0 时有一较大色谱峰被洗脱（杂质 C），如
图 1 所示。进一步实验证实，提高有机相比例及采用

梯度洗脱的方法，均未有除杂质 C 外的其他新杂质

检出。虽然梯度洗脱可以获得较高的理论板数，但流

动相中使用了离子对试剂，需要较长的平衡时间。在

等度洗脱中通过提高有机相比例可使杂质 C 在规定

的分析时间内检出，但在专属性研究中氧化破坏的样

品主峰与相邻杂质峰难以分离。因此，兼顾分离度要

求，最终确定在中国药典有关物质色谱系统的基础

上（有机相比例 35% 等度洗脱），通过延长分析时间

至主成分保留时间的 4 倍来解决杂质 C 未能洗脱的 
问题。

3.2　杂质的防控措施

盐酸甲氯芬酯的杂质谱研究表明，其杂质为水解

杂质（杂质 A）和醇解杂质（杂质 B、杂质 C）两种。

由研究结果可知，水解杂质主要为制剂冷冻干燥生产

工艺中引入，与配制过程中的溶液 pH，配制温度和时

间具有正相关。醇解杂质主要为原料药合成工艺中引

入，与工艺中使用的低级醇类有关。因此，为了有效控

制样品中杂质含量，建议在冻干制剂的配制过程中溶

液 pH 不超过 4.0，配制温度在 10 ℃以下，并严格控制

配制时间；在原料药精制纯化过程中应避免使用低级

醇类试剂，且使用无水乙醇做溶剂时，应合理控制生产

工艺以减少杂质 C 的生成。尤其是在有冰醋酸的酸性

条件下，会加速甲氯芬酯与无水乙醇的酯交换反应［12］，

推断其反应机理如图 4 所示。

4　结论

本文研究了盐酸甲氯芬酯杂质谱的检测和构成，

并通过定向合成验证杂质结构，其中杂质 A 是主要

降解产物，需重点控制。本实验的研究方法为完善中

国药典 2015 年版二部中盐酸甲氯芬酯原料及制剂的
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图 4　酸性条件加速甲氯芬酯与乙醇的反应机理

Fig. 4　Reaction mechanism of meclofenoxate and alcohol accelerated in acidity condition

质量标准提供了参考，研究结果合理解释了有关物质

不合格样品的杂质成因。通过分析杂质来源，为改进

工艺提供依据，对提高产品质量具有重要意义。
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