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摘要  目的: 采用自身降解物质作为定量指标, 表征碳青霉烯类药物的降解程度, 用以考察此类药物的稳定性和指针性杂质

共性。方法:以美罗培南、亚胺培南和比阿培南为例,进行加速稳定性试验, 寻找具有代表性的指针性杂质,并考察药物自身

降解程度与指针性杂质之间的量值关系,用以作为稳定性表征指标。结果: H PLC法分析得到的美罗培南、亚胺培南和比阿培

南主成分含量降低 110%时的警戒线分别为: 187, 261, 84。通过 LC- M S确证指针性杂质结构为开环水解物。结论:通过对碳

青霉烯类药物稳定性考察,依据指针性杂质表征降解程度。

关键词:碳青霉烯类药物;指针性杂质;稳定性

中图分类号: R917 文献标识码: A 文章编号: 0254- 1793( 2011) 01- 0090- 05

Confirmation of the finger impurity to the stability of

carbapenem and its application
*

WANG Nan
1, 2, 3

, HU Chang- qin
1**

, L IU Q ian
2

( 1. Nationa l Institute for the Con tro l of Pharm aceutical and B iolog ica l P roducts, Beijing 100050, Ch ina;

2. Shenyang Pha rmaceutica lUn iversity, Shenyang 110016, China; 3. Be ijing Jishuitan H osp ita,l Be ijing 100035, Ch ina)

Abstract Objec tive: U sing degradation product as quant itat ive parameter represents the degree o f deg radat ion o f

carbapenem, wh ich determ ine the stability and property o f f inger impurity of th is k ind o f antib iotics. Methods: This

study usedmeropenem, im ipenem and biapenem as example, perform ed accelerated stab ility test for search ing spe-

cia lty finger impurity and investigation the relation betw een the degradation o f carbapenem and the increase of finger

impurity. Results: A chieving thew arn ing line ofmeropenem, im ipenem and b iapenem were: 187, 261 and 84 respec-

t ive ly byHPLC. LC- M S confirm the structure of finger impurity w as hydrolysate. Conclusion: Determ in ing the sta-

b ility o f carbapenem and using finger impurity represen t the ex tent of degradation.
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对照品量值的准确性、稳定性是量值传递的基

础,也是药品检验结果在不同时间、不同地域具有可

比性和一致性的保证。如何及时发现对照品在贮存

和使用过程中发生的降解作用,一直是困扰对照品

管理者和使用者的难题。通常利用 HPLC法,以活

性成分的含量变化评价对照品的稳定性
[ 1]
, 但由于

HPLC法本身的测定误差就可以达到 2% ,因此如果

测得对照品的含量略有下降,通过单次的实验很难

分辩其是测量误差所致, 还是对照品已经降解。本

文首次提出指针性杂质的概念,通过考察对照品在

放置过程中本身的降解与产生的各降解杂质的变化

关系,找出对照品降解时,最先出现或发生变化最明

显的杂质,定义其为指针性杂质, 并将其含量变化与

主成分的含量变化相关联, 进而表征主成分的降解

程度。采用此方法取得的试验结果受测定方法本身

的影响小,且简单易行, 为对照品储存过程中的稳定

性考察提供了一个新的思路和方法。

碳青霉烯类药物是一类非经典 B-内酰胺抗生

素, 基本母核为碳青霉烯环即 B-内酰胺环稠和 1-

噻唑环
[ 2, 3]
。 B-内酰胺环的稳定性较差,受热易开

环降解。本文以碳青霉烯类药物美罗培南、比阿培

南和亚胺培南为例,说明指针性杂质的确定与应用。
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1 仪器与试药
W aters高效液相色谱仪,包括W aters 2690 Sep-

arationsM odule, W aters 996检测器, M illennium
32
工

作站。B inder恒温恒湿箱。LC- M S系统: Surveryor

LC液相色谱泵, Surveryor自动进样器, Surveryor

M SQ单四极杆质谱检测器。

美罗培南钠对照品 (批号 130506 - 200401, 含

量 8712%; 批号 130506- 200701, 含量 8710% )、比

阿培南对照品 (批号 130578- 200701,含量 9911% )

由中国药品生物制品检定所提供。西司他丁对照品

(批号 L- 642957- 009W 012)由美国国家食品药品

监督管理局提供。注射用美罗培南:批号 1869640,

兰伯西实验室有限公司; 批号 I097303, 台湾政德制

药有限公司。注射用亚胺培南、西司他丁钠为信东

生计股份有限公司产品。

乙腈、甲醇为色谱纯, 其他试剂均为分析纯。

2 测定方法

211 指针性杂质的确定  根据对照品在放置过程中

可能发生的降解反应,找出对照品降解时,最先出现或

发生变化最明显的杂质,确定指针性杂质。碳青霉烯

类药物对温度非常敏感
[ 1, 2]

,将样品放置在 60 e 的恒

温恒湿箱中进行加速实验,采用 HPLC测定分析主成

分和诸杂质的变化,确定主要降解杂质为指针性杂质。

212 常规 HPLC分析色谱条件

21211 美罗培南分析 [ 3]  色谱柱: CAPCELL PAK

MG C18 ( 150mm @ 416mm, 5 Lm);流动相: 012%三乙
胺 (用 10%磷酸调节至 pH 510) -甲醇 ( 86B 14); 流

速: 110mL# m in
- 1
;柱温: 30 e ;检测波长: 220 nm。

21212 亚胺培南分析 [ 4, 5]  色谱柱: D iamonsil C18

( 250mm @ 416 mm, 5 Lm ); 流动相: 甲醇 - 磷酸盐

缓冲液 (取己烷磺酸钠 210 g,磷酸二氢钠 0115 g,加

水至 1000 mL,用 015mo l# L
- 1
氢氧化钠溶液调 pH

618) ( 3B97) ;流速: 110 mL# m in
- 1
; 柱温: 30 e ;检

测波长: 254 nm。

21213 比阿培南分析 [ 6 ]  色谱柱: DIKMA D iamon-

sil C18 ( 250mm @ 416 mm, 5 Lm );流动相: 011%三乙
胺 (用 10%磷酸调节至 pH 510) -乙腈 ( 99B1) ;流速:

110mL# m in
- 1
;柱温: 30 e ;检测波长: 220 nm。

213 LC- MS分析条件  色谱柱为 DIKMA D iamonsil

C18 ( 250mm @416mm, 5 Lm);流动相: 011%三乙胺 (用

10%磷酸调节 pH为 510) -乙腈 ( 99B 1);流速: 110mL

# m in
- 1
;柱温: 30 e ; 检测波长: 254 nm (亚胺培南 ),

220 nm (美罗培南、比阿培南 )。ESI正离子检测, 氮气

流速 10mL# m in
- 1
,加热管温度 200 e , 喷雾针电压

315 kV,锥孔电压为 40V,扫描范围 m /z 100~ 900。

3 结果与讨论

311 美罗培南指针性杂质的分析

美罗培南对照品密封置于 60 e 恒温恒湿箱中,

色谱中主峰前明显产生杂质峰 1(图 1) , 将此杂质

峰定为美罗培南的指针性杂质。

图 1 美罗培南 60 e 密闭放置不同时间的色谱图

F ig 1 HPLC chrom atogram s ofm eropenem at d ifferen t tim esunder 60 e

A. 0时 ( at zero t im e)  B.放置 15 d( laid for f ifteen days)

1.指针性杂质 ( finger im purity)  2.美罗培南 (m eropen em )

对美罗培南对照品进行热解、水解和氧化加速

试验。可见美罗培南在受热及水解条件下易产生指

针性杂质。通过 LC- M S试验进一步考察指针性杂

质裂解途径及结构。指针性杂质的 m /z为 358, 可

能的裂解途径为美罗培南开环水解后脱羧基而成,

质谱图及裂解途径见图 2、图 3。

采用 HPLC法测定指针性杂质归一化含量与活

性成分归一化含量的变化, 以两者的比值表征主成

分的降解程度;计算活性成分含量降低至对照品标

示值的 99%时, 指针性杂质与活性成分的比值, 以

此作为对照品降解的警戒限。

以指针性杂质含量 (X )为横坐标, 美罗培南的

含量 ( Y )为纵坐标, 分析美罗培南和指针性杂质含

量变化的相关性,可见两者间呈良好的线性关系,其

回归方程为:

Y= - 010206X + 11001 r
2
= 019925

根据其线性方程, 求出当主成分含量降低

110%时, 指针性杂质的含量增加 0153%; 其比值为

9910% /0153% = 187, 置信区间为 x ? t0105, 5S / n =

268~ 143( n = 6 ), 即为美罗培南主成分含量降低

110%时的警戒限。
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图 2 美罗培南指针性杂质的质谱图及结构

Fig 2 M ass sp ectrum and st ru cture of finger im purity inm eropenem

图 3 美罗培南指针性杂质的裂解途径

Fig 3 Decompos it ion route of f inger impu rity in m eropenem

312 比阿培南的指针性杂质分析

比阿培南对照品密封置于 60 e 恒温恒湿箱中,

主峰前后均明显出现新增加的杂质 (图 4)。分别以

两杂质的含量 (X )为横坐标, 比阿培南的含量 ( Y )

为纵坐标 (图 5) , 进一步分析比阿培南和两杂质含

图 4 比阿培南 60 e 密闭放置不同时间的色谱图

Fig 4 HPLC chrom atogram s of b iapenem at d ifferen t tim es under 60 e

A. 0时 ( at zero t im e)  B.放置 15 d ( laid for fifteen days)

1.杂质 1( im pu rity 1)  2.比阿培南 ( b iapen em )  3.杂质 2( im purity 2)

量变化的相关性,可见两者间均呈良好的线性关系,

但由于杂质 2的增加量较缓慢, 故确定杂质 1为指

针性杂质。比阿培南与杂质 1的回归方程为:

Y= - 011878X + 112113 r
2
= 019967

根据其线性方程, 求出当主成分含量降低

110%时, 指针性杂质的含量增加 1118%; 其比值为

9910% /1118% = 84, 置信区间为 x
-

? t0105, 5 S / n

= 83~ 85( n = 6) , 即为比阿培南这成分含量降低

110%时的警戒限。

图 5 比阿培南杂质和主成分的线性

F ig 5 L in earity of con tent of b iapen em and im purities

进一步分析指针性杂质的结构。 LC- M S结果

(图 6)表明, 该指针性杂质 m /z为 369, 为比阿培南

的开环水解物
[ 6]
。
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图 6 比阿培南指针性杂质的质谱图及结构

Fig 6 The m ass sp ectrogram and stru cture of f inger im pu rity in b iapenem

313 亚胺培南的指针性杂质分析

亚胺培南西司他丁样品密封置于 60 e 恒温恒

湿箱中进行加速试验, 分析亚胺培南降解的指针性

杂质。由图 7- B可见, 亚胺培南主峰前出现明显

的杂质峰 1;对亚胺培南西司他丁样品进行热解、水

解和氧化加速破坏试验, 可见在水解条件下易产生

杂质 1,故将杂质 1确定为亚胺培南的指针性杂质。

但杂质 1由于微量增加, 质谱试验结果尚不明确, 需

要进一步实验解析。

图 7 亚胺培南、西司他丁 60 e 密闭放置不同时间的色谱图

Fig 7 HPLC ch rom atogram s of im ipenem and cilastat in at d ifferent t im es under 60 e

A. 0时 ( at zero t im e)  B.放置 10 d( la id for ten d ays)

1.指针性杂质 ( f inger impu rity)  2.亚胺培南 ( im ip enem )  3.西司他丁 ( cilastat in)

以指针性杂质含量 (X )为横坐标, 亚胺培南的

含量 ( Y )为纵坐标, 进一步分析亚胺培南和指针性

杂质含量变化的相关性, 可见两者呈良好的线性关

系,其回归方程为:

Y= - 110497X + 113899 r
2
= 01994

根据其线性关系, 求出当主成分含量降低

110%时,指针性杂质的含量增加 0138%。比值为

9910% /0138% = 261,置信区间为 x ? t0105, 5S / n =

309~ 225( n = 5) , 即为亚胺培南主成分含量降低

110%时的警戒限。
314 指针性杂质的应用

取不同批次的美罗培南样品, 在不同的放置条

件下,模拟储藏过程中对照品的变化 (表 1) ,将 0时

对照品的含量看作 100100% ,比较对照品及杂质含

量的变化。可见, 不同批次的美罗培南样品稳定性

差异较大,在 60 e 条件下放置 1~ 2 d, 注射用美罗

培南样品均超出警戒线,出现较明显降解现象;而美

罗培南对照品较稳定。

4 结论

采用已建立的色谱方法, 通过加速稳定性试验

考察碳青霉烯类药物的稳定性。通过指针性杂质与

主成分的量值关系来表征药物的降解程度较单纯利

用主成分含量或杂质含量的变化表征对照品的降解

程度更方便、明了。美罗培南和比阿培南对照品储

藏中的主要降解产物均为内酰胺环开环物, 存在明

显规律;运用此规律可为选择碳青霉烯类药物的指

针性杂质提供依据。
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表 1 主成分与指针性杂质含量变化

Tab 1 Theconten t of sam p le s ofm eropenem and f inger im purity

样品 ( samples) 放置时间 ( time)
美罗培南含量

( content ofmeropenem ) /%

指针性杂质含量

( content o f finger

impurity ) /%

主成分与指针性杂质含量

变化比值 ( the ra tio o f principal

component and finger impurity )

注射用美罗培南,企业 1

(m eropenem for in jection, company 1)

40 e 放置 1 d

( 40 e laid for 1 d)
99174 0117 572

40 e 放置 2 d

( 40 e laid for 2 d)
99166 0121 470

60 e 放置 1 d

( 60 e laid for 1 d)
99109 0149 203

60 e 放置 2 d

( 60 e laid for 2 d)
98152 0177 128*

注射用美罗培南,企业 2

(m eropenem for in jection, company 2)

40 e 放置 1 d

( 40 e laid for 1 d)
99169 0120 504

40 e 放置 2 d

( 40 e laid for 2 d)
97198 1103 95*

60 e 放置 1 d

( 60 e laid for 1 d)
97128 1137 71

60 e 放置 2 d

( 60 e laid for 2 d)
96145 1177 54

美罗培南对照品,批号 130506- 200401

(meropenem reference substance,

Lo tNo. : 130506- 200401)

40 e 放置 1 d

( 40 e laid for 1 d)
99192 0109 1161

40 e 放置 2 d

( 40 e laid for 2 d)
99189 0110 993

60 e 放置 1 d

( 60 e laid for 1 d)
99179 0115 670

60 e 放置 2 d

( 60 e laid for 2 d)
99159 0125 400

* 超过美罗培南含量为 99%时的警戒限为 187, 置信区间为 268~ 143( the lim it line o fmeroenem is 187 wh ich the content beyond 99% ; the confidence interval be tw een

268~ 143)
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