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【摘要】目的  建立丙酸倍氯米松吸入气雾剂中一种新杂质的定性鉴别与定量测定的

方法。方法  基于超高效液相色谱仪 - 四极杆静电场轨道阱质谱（UPLC-QE-MS）技术结合

Discovery Studio 软件对丙酸倍氯米松吸入气雾剂中的新杂质进行鉴别与毒性预测，同时采用

UPLC 法对该物质进行含量测定。结果  丙酸倍氯米松吸入气雾剂中的新杂质为环对苯二甲

酸丁二醇酯（PBT）二聚体，Discovery Studio 软件预测 PBT 二聚体有潜在发育毒性、无致突

变性、无眼部和皮肤刺激性、无啮齿动物致癌性。9 批市售丙酸倍氯米松吸入气雾剂中 PBT

二聚体的含量范围为每瓶 20.5~116.6 μg。结论  本研究可实现对制剂中新杂质的快速鉴别与

毒性预测，同时通过对其进行含量测定，为制剂的质量控制提供一定的理论基础。
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【Abstract】Objective  To establish a method to qualitatively identify and quantitatively 
determine a new impurity from beclomethasone propionate inhalation aerasol. Methods  Ultra-
performance liquid chromatography-Q-exactive orbitrap-mass spectrometry (UPLC-QE-MS) 
technology and Discovery Studio software were used to identify and predict the toxicity of a 
new impurity in beclomethasone propionate inhalation aerasol, and the content of this new 
impurity was determined by UPLC. Results  The new impurity in beclomethasone propionate 
inhalation aerasol was polybutylene terephthalate  (PBT) cyclic dimer. Discovery Studio  software 
predicted that PBT dimer had potential developmental toxicity, with no mutagenicity, no ocular 
and skin irritancy and no rodent carcinogenicity. The content range of PBT dimer in 9 batches 
of beclomethasone propionate inhalation aerasol was 20.5-116.6 μg per bottle. Conclusion  
This study can realize the rapid identification and toxicity prediction of the new impurity in 
the preparation, and provide a theoretical basis for the quality control of the preparation by 
determining  their content.
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丙酸倍氯米松吸入气雾剂可单独或联合其

他药物用于治疗慢性持续性支气管哮喘 [1-4]。

在前期研究中发现，市售的丙酸倍氯米松吸入

气雾剂中有一含量约为 1.0%（面积归一化法计

算）的新杂质，参照人用药品技术要求国际协

调 理 事 会（International Council for Harmonisation 

of Technical Requirements for Pharmaceuticals for 

Human Use，ICH）新原料药中的杂质（Q3A）指

导原则和新制剂中的杂质（Q3B）指导原则，当

制剂的最大日剂量小于 1 mg 时，药品杂质的鉴定

阈值为 1.0%；当制剂的最大日剂量在 1~10 mg 之

间时，其药品杂质的鉴定阈值为 0.5%。同时，丙

酸倍氯米松吸入气雾剂作为支气管哮喘的长期治

疗用药，与口服制剂相比，其用药安全性要求更

高，因此有必要对该新杂质进一步研究。

超高效液相色谱仪-四极杆静电场轨道阱质

谱（ultra-performance liquid chromatography-Q-

exactive orbitrap-mass spectrometry，UPLC-QE-

MS）技术因其分辨率高、质量精度良好等特点已

被广泛应用于化学物质的定性定量、各种生物代

谢物分析等方面 [5-8]。此外，UPLC-QE-MS 技术在

配置切换阀的同时，借助 Compound Discoverer 3.3

软件和 Mass Frontier 8.0 软件更有利于低含量未知

化合物的定性鉴别。

Discovery Studio 软件目前已被应用于以下几

个模块 ：新药开发的分子模拟对接模块、ADME

（吸 收、分布、代谢和排泄）预测模块、TOPKAT

（Toxicity Prediction of Chemicals）预测毒理性质平

台及用于稳定性预测的 MD（Modal Demand）模拟

平台 [9-10]。有研究报道此软件对物质是否有毒性

的预测准确率可达 85% 左右 [11]。不少研究者借助

TOPKAT 平台实现了很多化合物的毒性预测 [12-15]。

基于此，本研究拟采用 UPLC-QE-MS 技术

对该新杂质进行鉴别分析，后续通过 Discovery 

Studio 软件中的 TOPKAT 预测毒理性质平台对该

化合物进行毒性预测，最后借助 UPLC 法对该物

质进行含量测定。目的是为了进一步完善丙酸倍

氯米松吸入气雾剂的质量研究和为该制剂的用药

安全性提供一定的理论基础。

1 材料

1.1 主要仪器
Agilent 超高效液相色谱仪，包括 DAD 检测

器（安捷伦科技有限公司）；Thermo Scientific Q 

Exactive 质 谱 仪（ 包 括 切 换 阀、Xcaliber 软 件、

Compound Discoverer 3.3 软件、Mass Frontier 8.0 分

析软件）和 Thermo Scientific UPLC vanquish 双三

元泵超高效液相色谱仪（包括 DAD 检测器）均购

自赛默飞世尔科技有限公司 ；Discovery Studio 软

件（美国 Cambridge soft 公司）；XS205DU 型十万

分之一分析天平 [ 梅特勒-托利多仪器（上海）有

限公司 ]；Milli-Q 超纯水净化系统（美国 Millipore

公司）。

1.2 主要药品与试剂
丙酸倍氯米松峰识别对照品 1（批号：3.0，

标识为丙酸倍氯米松和杂质 A、B、C、L、M 的

混合物）和丙酸倍氯米松峰识别对照品 3（批

号：1.0，标识为丙酸倍氯米松杂质 F 和杂质 N

混合对照品）购自欧洲药品质量管理局；杂质 H

（British Pharmacopoeia Commission Laboratory，

批号：4010）；苯二甲酸丁二醇酯（polybutylene 

terephthalate，PBT）二聚体对照品（加拿大 TRC

公司，批号：P294550，纯度 98%）；乙腈、甲醇

和四氢呋喃为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水

为娃哈哈纯净水；市售丙酸倍氯米松吸入气雾剂

来自 1 家企业、2 个规格的 9 批产品，具体见表 1。

表1  丙酸倍氯米松吸入气雾剂样品信息 
Table 1. The samples information of 

beclomethasone propionate inhalation aerasol 
批号 规格（μg/揿） 保存时间（个月）

1806013 250 67

1807002 250 68

1807003 250 68

1807001 50 68

1806011 50 67

1708015 50 79

2301014 50 14

2304008 250 11

2210018 250 17
注：每瓶规格均为200揿。
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2 方法与结果

2.1 分析条件
2.1.1  HPLC条件

采用 Agela Venuszil XBP C18（L） 色 谱 柱

（250 mm× 4.6 mm，5 μm）；流动相为 磷酸二氢钾

溶液（取磷酸二氢钾 2.72 g，加水 1 000 mL 使溶解，

用磷酸调节 pH 至 2.35）（A）- 四氢呋喃 - 乙腈 -

甲 醇（5  ∶  23 ∶ 25）（B）， 梯 度 洗 脱（0~4  min，

40% A；4~12 min，40%~45% A；12~59 min，

45%  A）；柱温为 50 ℃；流速为 1.3 mL/min；检测

波长为 254 nm；进样体积为 20  μL[16]。

2.1.2  UPLC-QE-MS条件
UPLC 条件：采用 Thermo Hypersil C18 色谱柱

（100 mm×4.6 mm，3 μm）；流动相为乙腈 -0.1%

甲 酸 溶 液（53 ∶ 47）； 柱 温 为 30 ℃； 流 速 为 

0.5  mL/min；进样量为 30 μL。

MS 条件：采用加热电喷雾离子源，正离子

模式进行全质量扫描和二级质谱扫描；鞘气流

速为 8 L/min；辅助气流速为 0 L/min；尾吹气流

速为 0 L/min；电喷雾电压为 3 kV ；毛细管温

度为 320 ℃；高压环形离子导入装置（S-lens）

电压 为 50 V；辅助气加热温度为 0 ℃；全质量

扫描模式：质量扫描范围为 50~750 m/z，分辨

率为 70 000，最大进样时间为 100   ms；二级质

谱扫描模式：归一化碰撞能量为 30，分辨率为

17 500，最大进样时间为 50  ms；启用切换阀。

2.1.3  含量测定UPLC条件 
采用 Thermo Hypersil C18 色谱柱（100  mm× 

4.6 mm，3 μm）；流动相为乙腈 - 水（75 ∶ 25）；

流速为 0.5 mL/min；检测波长为 242  nm；柱温为

30 ℃，进样量为 20 μL。

2.2 溶液的制备
2.2.1  丙酸倍氯米松杂质定位溶液

取丙酸倍氯米松峰识别对照品 1 约 5 mg，置

5 mL 量瓶中，加四氢呋喃-乙腈-甲醇（5  ∶  23  ∶  25） 

3 mL 溶解，用磷酸二氢钾溶液稀释至刻度，摇匀，

得丙酸倍氯米松峰识别对照品 1 溶液；同法配制

得杂质 H 溶液。取丙酸倍氯米松峰识别对照品 1

及杂质 H 溶液各 1 mL 加至 1 瓶丙酸倍氯米松峰识

别对照品 3 中，摇匀，即得丙酸倍氯米松杂质定

位溶液。

2.2.2  定性用PBT二聚体对照品溶液
取 PBT 二聚体对照品约 1 mg，精密称定，置

于 100 mL 量瓶中，加入乙腈适量，超声（功率：

280 W，频率：40 kHz）使溶解，取出，用乙腈

稀释至刻度，摇匀即得 PBT 二聚体对照品贮备液。

另精密量取 PBT 二聚体对照品贮备液 2.5 mL 至

100 mL 量瓶中，用乙腈-水（1 ∶ 1）稀释至刻度，

摇匀，即得。

2.2.3  供试品溶液
取 1 瓶丙酸倍氯米松吸入气雾剂，除去抛射

剂后，将其内容物全部转移至 10 mL 量瓶中，用

乙腈 5 mL 分次清洗瓶内壁，将洗液合并至上述

量瓶中，再用水稀释至刻度，摇匀，即得。供试

品溶液最终浓度为约含丙酸倍氯米松 1 mg/mL。

2.2.4  含量测定项用对照品溶液
精密称定 PBT 二聚体对照品 9.91 mg，置于

100 mL 量瓶中，加入乙腈适量，超声（功率 ：

280 W，频率：40 kHz）使溶解，并用乙腈稀释

至刻度，即得 PBT 二聚体对照品储备液。分别

取 PBT 二聚体对照品储备液适量，用乙腈-水

（1 ∶ 1）稀释液稀释成质量浓度为 0.10、0.24、

0.49、0.97、2.43、4.86、7.28、9.71 μg/mL 的系

列对照品溶液。

2.3 数据分析与处理
UPLC-QE-MS 原 始 数 据 首 先 采 用 Compound 

Discoverer 3.3 软件对峰检测、保留时间对齐等进

行预处理，采用 ChemSpider、mzCloud 等数据库从

精确质量数、一级质谱 / 二级质谱碎片、同位素组

成与分布等方面预测分子式的吻合度和数据库匹

配等；同时结合 Mass Frontier 8.0 分析软件对获得

的二级碎片图谱预测母体化合物的裂解方式，实

现快速筛选，两个步骤结合进行新杂质的初步鉴

定分析。

Discovery Studio 软件进行毒性预测的具体操

作如下：首先利用 Discovery Studio 软件内置的

二维结构图编辑绘制 PBT 二聚体的二维化学结

构式；其次通用 TOPKAT 平台选择毒理学评价

指标，此次研究选择的毒理学评价指标包括潜在

发育毒性、致突变性、眼部和皮肤刺激性、啮

齿动物致癌性、长期口服最低毒副反应水平及大

鼠吸入半数致死浓度（lethal concentration 50%，

LC50）；最后待 Discovery Studio 软件运行结束即

可获得毒理学评价报告。
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图1  丙酸倍氯米松杂质定位溶液和供试品溶液的

HPLC色谱叠加图

Figure 1. HPLC chromatogram overlay of 

impurity localization solution and test sample 

solution of beclomethasone dipropionate
注：A. 丙酸倍氯米松杂质定位溶液；B. 丙酸倍氯米松吸入气雾剂供
试品溶液；1.杂质H；2.杂质A；3.杂质B；4.丙酸倍氯米松；5.杂质
M；6.杂质L；7.杂质C；8.杂质N；9.杂质F。

图2  UPLC-QE-MS色谱图

Figure 2. UPLC-QE-MS chromatogram
注：A. 丙酸倍氯米松吸入气雾剂供试品溶液；B. PBT二聚体对照品
溶液。

图3  UPLC-QE-MS质谱图

Figure 3. UPLC-QE-MS mass spectrum
注：A. 丙酸倍氯米松吸入气雾剂中未知杂质的一级质谱图；B. 丙酸倍氯米松吸入气雾剂中未知杂质的二级质谱图；C. PBT二聚体对照品的一级
质谱图；D. PBT二聚体对照品的二级质谱图。
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2.4 丙酸倍氯米松吸入气雾剂中新杂质的
定性鉴定

丙酸倍氯米松吸入气雾剂在“2.1.1”项测定

条件下的色谱图中，保留时间约为 11.472 min 处

有一未知色谱峰，与丙酸倍氯米松杂质定位溶液

中的 8 个杂质（杂质 A、B、C、F、H、L、M、N）

保留时间进行比对，排除是这 8 个已知杂质的可

能（图 1）。同时，通过面积归一化法计算得此

新杂质的含量约为 1.0%，拟进一步用 UPLC-QE-

MS 进行定性分析。

在“2.1.2”项测定条件下对丙酸倍氯米松吸

入气雾剂中的新杂质进行定性分析，通过与“2.1.1”

项测定条件下 11.472 min 处峰的 DAD 图谱及含

量进行比对，初步确定此色谱条件下保留时间为

16.630 min 处的色谱峰即为待鉴别化合物。液相

色谱分析结束，供试品溶液中丙酸倍氯米松主成

分经切换阀切进废液，剩余组分进行质谱分析。

结合 Compound Discoverer 3.3 软件与 Mass Frontier 

8.0 分析软件、保留时间、二级图谱碎片及紫外可

见光谱图，初步鉴别出新杂质为 PBT 二聚体。后

采用 PBT 二聚体的对照品进行二级质谱图比对，

再次确认丙酸倍氯米松吸入气雾剂中的新杂质即

为 PBT 二聚体，结果见图 2 和图 3。在“2.1.1 ”
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项测定条件下重新测定供试品溶液与 PBT 二聚

体对照品溶液，供试品溶液中待鉴别的目标未

知色谱峰与 PBT 二聚体对照品溶液中的主峰保

留时间一致，进一步确认“2.1.2”项测定条件下

16.630  min 处的色谱峰与“2.1.1”项测定条件下

的色谱图中 11.472 min 处的色谱峰为同一色谱峰，

即为待鉴别未知化合物峰，结果见图 4。

按“2.1.3”项下色谱条件进样分析。在该条件下，

空白溶剂无干扰，PBT 二聚体的理论塔板数均大

于 5 000，PBT 二聚体峰与相邻峰之间的分离度

均大于 3，方法的专属性良好。具体见图 5。

图4  丙酸倍氯米松供试品溶液和的PBT二聚体对

照品溶液HPLC色谱叠加图

Figure 4. HPLC chromatogram overlay of test 

sample solution of beclomethasone dipropionate 

and reference solution of PBT dimer
注：A. 丙酸倍氯米松吸入气雾剂供试品溶液；B. PBT二聚体对照品
溶液。

2.5 丙酸倍氯米松气雾剂中新杂质的毒性
预测

本实验采用 Discovery Studio 软件对 PBT 二

聚体进行相关毒理学性质预测，由预测结果可

知，PBT 二聚体具有潜在发育毒性、无致突变性、

无眼部和皮肤刺激性、无啮齿动物致癌性。预测

的长期口服最低毒副反应水平为 0.069 2 g/kg，

大鼠吸入 LC50 预测值为 1.23 g/（m3·h）。具体

见表 2。

表2  PBT二聚体毒理性质预测结果
Table 2. Toxicity prediction results of PBT dimer
毒理性质 预测结果

潜在发育毒性 有

致突变性 无

眼部和皮肤刺激性 无

啮齿动物致癌性 无

长期口服最低毒副反应水平 0.069 2 g/kg

大鼠吸入LC50 1.23 g/（m3·h）

2.6 丙酸倍氯米松吸入气雾剂中PBT二聚
体的含量测定
2.6.1  专属性试验

取空白溶剂 [ 乙腈-水（1 ∶ 1）]、含量测定用

对照品溶液和供试品溶液（批号：1806013），

图5  专属性试验图谱

Figure 5. HPLC chromatogram of the 

specificity test
注：A. 空白溶剂；B. 丙酸倍氯米松吸入气雾剂供试品溶液；C. PBT
二聚体对照品溶液。

2.6.2  线性关系考察
以 PBT 二 聚 体 对 照 品 溶 液 各 质 量 浓 度

（X， μg/ mL）为横坐标、峰面积（Y）为纵坐标

进行线性拟合，得到回归方程为：Y=162 579.4X-

122.2，r=1.000 0。 结 果 表 明，PBT 二 聚 体 在

0.10~9.71  μg/ mL 浓度范围内线性关系良好。

2.6.3  检测限与定量限考察
取 对 照 品 溶 液 逐 级 稀 释， 分 别 按 信 噪 比

3 ∶ 1 和 信 噪 比 10 ∶ 1 计 算 检 测 限 和 定 量 限，

结 果 表 明 检 测 限 为 0.001 5 μg/mL， 定 量 限 为 

0.004 9 μg/ mL。

2.6.4  精密度试验
取质量浓度为 2.43 μg/mL 的 PBT 二聚体对照

品溶液连续进样 6 次，记录峰面积，计算得 PBT

二聚体峰面积的 RSD 为 0.1%（n=6），结果表明

仪器精密度良好。

2.6.5  重复性试验
取批号为 1806011 的丙酸倍氯米松吸入气雾

剂 6 瓶，除去抛射剂后，将其内容物全部分别转

移至 6 个 10 mL 量瓶中，用乙腈 5 mL 分次清洗

瓶内壁，将洗液合并至上述量瓶中，再用水稀释

至刻度，摇匀，即得供试品溶液，最终浓度为约

含丙酸倍氯米松 1  mg/mL。按“2.1.3”项下的色

谱条件测定，PBT 二聚体的平均含量为 83.4 μg/ 瓶，

RSD 为 0.8%（n=6），表明该法重复性良好。

2.6.6  稳定性试验
取供试品溶液（批号：1806011）分别于室

温放置 0、4、8、12、20、28、36 h 后进样测定，

0.00      5.00     10.00     15.00   20.00   25.00   30.00    35.00    40.00    45.00   50.00    55.00 t/min

t/min
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分别记录保留时间和峰面积。结果 PBT 二聚体

的保留时间基本一致，峰面积的 RSD 为 0.4%

（n=7），表明供试品溶液在室温下 36 h 内稳定

性良好。

2.6.7  加样回收率试验
取批号为 1806013 和 1806011 的丙酸倍氯米

松吸入气雾剂各 6 瓶，除去抛射剂，用适量空白

溶剂分次清洗内壁，将洗液分别转移至 50 mL 量

瓶中，再分别在 50 mL 量瓶中精密加入 10 mL 质

量浓度为 9.71 μg/mL 的 PBT 二聚体对照品溶液，

用空白溶剂定容，摇匀，作为供试品溶液。按

“2.1.3”项下的色谱条件测定，批号为 180613 的

PBT 二聚体的平均回收率为 101.7%，RSD 为 6.2%

（n=6）；批号为 180611 的 PBT 二聚体的平均回

收率为 101.8%，RSD 为 7.7%（n=6），结果表明

该法的回收率良好。

2.6.8  样品含量测定
取两个规格、共 9 批市售丙酸倍氯米松吸入

气雾剂进行 PBT 二聚体的含量测定，记录峰面积

并代入回归方程计算样品含量，结果见表 3。

表3  丙酸倍氯米松吸入气雾剂中每瓶PBT二聚体
含量（μg，n=4）

Table 3. The content of PBT dimer per bottle in 
beclomethasone propionate inhalation 

aerasol (μg, n=4)
批号 含量

1806013 116.6

1807002 115.1

1807003 110.0

1807001   84.2

1806011   83.7

1708015   93.6

2301014   20.5

2304008   21.6

2210018   29.5

3 讨论

3.1 新杂质鉴别的色谱和质谱条件
原 HPLC 色谱条件中含磷酸二氢钾缓冲盐，

较难挥发，不适合直接进行质谱分析，同时梯

度洗脱程序在分析过程中较难平衡，且重复性

较差。基于本试验的目的为鉴别丙酸倍氯米松

吸入气雾剂中的新杂质，在参考文献 [17] 的基础

上，将 UPLC 流动相定为乙腈 -0.1% 甲酸溶液

（53  ∶  47），采用等度洗脱。液相色谱分析结束

后，丙酸倍氯米松主成分经切换阀切进废液（不

进质谱），可提高未知物的鉴别效率，同时降低

质谱受污染风险。

3.2 Discovery Studio 软件预测PBT二聚
体相关毒理学性质

PBT 是一种聚酯塑料，目前被广泛应用于定

量吸入气雾剂的阀门中，有研究表明 PBT 低聚物

可能从阀门组件迁移至药液中，进而影响药物质

量 [18-19]。PBT 二聚体已在硫酸沙丁胺醇气雾剂和

布地奈德吸入气雾剂中被发现，溶液型吸入气雾

剂中更易产生 PBT 低聚物的迁移 [20]。本研究在丙

酸倍氯米松吸入气雾剂中发现 PBT 二聚体，同时

对其进行初步毒性预测。预测结果表明 PBT 二聚

体整体毒性不强，但吸入气雾剂吸收迅速，需注

意其在肺部的代谢与蓄积情况。同时，难以代谢

组分若在肺部或支气管沉积过多将引起肺部免疫

反应 [21]，对溶液型吸入气雾剂的用药安全产生重

大影响。定量吸入气雾剂是被公认为的因给药途

径与包装材料相互作用而导致浸出物风险等级最

高的一类制剂 [20]。此市售丙酸倍氯米松吸入气雾

剂的处方中含有潜溶剂乙醇，更易导致 PBT 二聚

体的迁移，有必要对丙酸倍氯米松吸入气雾剂中

的 PBT 二聚体进行定量检测。

3.3 含量测定结果分析
对市售的同一厂家两个规格、不同批次丙酸

倍氯米松吸入气雾剂中的 PBT 二聚体进行含量测

定，结果表明随着贮藏时间的增加，PBT 二聚体

的含量明显增加。但据文献报道，PBT 低聚物最

大吸入安全剂量为 29.4 μg/（kg·d）[22]，按照 1

个成人的体质量为 50 kg 计算，每日允许最大暴

露量为 1 470 μg，常见的 PBT 低聚物有 4 种 [22]，

本研究按平均量计算 PBT 二聚体的每日最大暴露

量为 367.5 μg。采用此限度对该企业的丙酸倍氯

米松吸入气雾剂中的 PBT 二聚物进行初步的限

度折算，规格为 50 μg/ 揿、200 揿的每日最大使

用剂量为 16 揿，规格为 250 μg/ 揿、200 揿的每

日最大使用剂量为 8 揿，相应的每瓶限度分别为

4.59  mg 和 9.19 mg。由结果可知，每瓶中 PBT 二

聚体的迁移量远低于限度值，市售企业两个规格

的丙酸倍氯米松吸入气雾剂中 PBT 二聚体的迁移

量均在安全范围内，但因 PBT 二聚体的水溶性较

差，后续应进一步考虑其在肺部的蓄积与代谢情

况，降低该类药物制剂的安全风险。
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综上所述，本研究能成功鉴定出在丙酸倍氯

米松吸入气雾剂中的新杂质，并实现对其的含量

测定。此研究为了解市售丙酸倍氯米松吸入气雾

剂中 PBT 二聚体的含量提供了数据支持，建议企

业持续关注定量吸入气雾剂中 PBT 低聚物的迁移

情况。此外，此研究能为制剂中未知化合物的鉴

别与毒性预测提供一定的参考依据。
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