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液相色谱-质谱联用鉴定他克莫司的有关物质
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摘 要 采用液相色谱-质谱（LC-MS）联用技术研究他克莫司的有关物质。采用Agilent Eclipse Plus-C18（150 mm × 4. 6 mm，

3. 5 μm）色谱柱，以 0. 01%甲酸水溶液-乙腈-甲基叔丁基醚为流动相体系，对他克莫司及其强制降解试验样品中的有关物

质进行梯度洗脱分离；电喷雾正离子化-四极杆-飞行时间串联质谱法（ESI-Q-TOF/MS）测定各有关物质的母离子及碎片离子

的准确质荷比和元素组成，并解析鉴定有关物质的结构。在所建立的条件下，他克莫司与其有关物质分离良好，检测并鉴

定出 35个主要有关物质，其中 2个分别为他克莫司的互变异构体Ⅰ和Ⅱ（他克莫司的有效成分），3个为美国药典收载的已

知杂质，其余30个为新鉴定的未知有关物质。研究结果可为他克莫司发酵生产过程的质量控制提供参考依据。
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Identification of the related substances of tacrolimus by LC-MS
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Abstract To identify the related substances of tacrolimus by LC-MS techniques, the separation of the related
substances contained in tacrolimus and its stressed samples was carried out on a Agilent Eclipse Plus-C18(150 mm × 4. 6 mm,3. 5 μm) column with 0. 01% fomic acid solution and a mixture of acetonitrile- methyl tert-
butyl ether as the mobile phase. in linear gradient elution. Electrospray positive ionization high resolution Q-
TOF/MS was used for the determination of the accurate mass and elemental composition of the parent ions of all
the components, thence, the structures of all the detected substances were successfully characterized through
spectra elucidation and fragmentation pathways analysis. Tacrolimus and its 35 detected related substances were
well separated under the established conditions, among which 2 were its isomers , 3 were listed in United States
Pharmacopeia(USP), and the rest 30 were identified as unknown products having not been reported before. These
results were useful for its fermentation processes and quality control.
Key words tacrolimus; related substances; degradation products; structure identification; LC-MS

他克莫司（tacrolimus，图 1），即［3S-［3R，E（1S，
3S，4S）］，4S，5R，8S，9E，12R，14R，15S，16R，18S，
19S，26aR］］-5，6，8，11，12，13，14，15，16，17，18，
19，24，25，26，26a-十六氢-5，19-二羟基-3-［2-（4-羟

基-3-甲氧基环己基）-1-甲基乙烯基］-14，16-二甲

氧基-4，10，12，18-四甲基-8-（2-丙烯基）-15，19-环

氧-3H-吡啶并［2，1-c］［1，4］氧杂氮杂环二十三碳

烷-1，7，20，21（4H，23H）-四酮，是从链霉菌属发酵

产物中分离出的 23元大环内酯类抗生素［1］，是强

效免疫抑制剂，既用于器官移植，又用于自身免疫

性疾病，如特应性皮炎（AD）、系统性红斑狼疮

（SLE）、自身免疫性眼病等的治疗［2-5］。

收稿日期 2022-02-22 * 通信作者 Tel：13813863223 E-mail：37931658@qq. com

563



学 报 Journal of China Pharmaceutical University 2022，53（5）：563 - 576 第53 卷

虽然英国和美国药典已收载他克莫司及其制

剂的质量标准，他克莫司的质量研究也有一些文

献报道［6-9］，但是关于他克莫司有关物质的系统研

究与鉴定未见文献报道。

本研究建立了适用于他克莫司有关物质检查

和鉴定的色谱 -质谱联用分析方法，通过 LC-Q-

TOF/MS测定了他克莫司及其强制降解样品中 35
个有关物质的准确相对分子质量和分子式，同时

结合其二级质谱特征，综合解析鉴定它们的结

构，可用于他克莫司发酵生产过程的质量控制。

他克莫司在电喷雾正离子化时，［M+H］+峰很弱，

主要形成［M+NH4］+和［M+Na］+峰；由于［M+Na］+

离子响应强同时产生碎片多，更有助于解析，故采

用［M+Na］+进行结构解析。

1 材 料

1. 1 药品与试剂

他克莫司原料药（批号 181201FK）、他克莫司

粗品（批号 PCR-181101）（江苏九阳生物制药有限

公司）；他克莫司及其有关物质A、8-差向异构体、

8-丙基类似物（美国药典USP对照品）。乙腈、甲基

叔丁基醚（CR，美国 Tedia公司）；甲酸、磷酸（AR，
南京化学试剂有限公司），娃哈哈纯净水，自制二

次重蒸水。

1. 2 仪 器

BS 21S分析天平（德国 Sartorius公司）；LC-

MS9030 Q-TOF（日本岛津公司）。

2 方 法

2. 1 色谱条件

Agilent Eclipse Plus-C18（150 mm × 4. 6 mm，
3. 5 μm）色谱柱；以 0. 01%甲酸 -乙腈 -甲基叔丁

基醚（80∶16∶4）水溶液为流动相 A相，0. 01%甲

酸-乙腈-甲基叔丁基醚（20∶64∶16）为流动相B相，

进行线性梯度洗脱（A∶B）0 min（75∶25）→19 min
（75∶25）→38 min（27. 5∶72. 5）→39 min（75∶25）→
45 min（75∶25），检测波长为 220 nm，流速为 1. 5
mL/min，柱温为60 ℃，进样量为20 μL。
2. 2 质谱条件

电喷雾正离子化，高分辨 Q-TOF/MS测定。

NaI溶液（4 × 104 mol/L）准确质荷比校正，喷雾电

压 4. 00 kV，雾化气压力 230 kPa，流量 3. 0 L/min，
接口温度 300 ℃，干燥气流量 10. 0 L/min，加热气

流 10. 0 L/min，氩气CID碰撞能量 45 ~ 55 eV，扫描

范围m/z 100 ~ 900。
2. 3 溶液配制

2. 3. 1 供试品溶液 取他克莫司原料药或供试

品约 15 mg，精密称定，置 5 mL量瓶中，加稀释剂

（乙腈）溶解并定量稀释至刻度，摇匀，配制成浓度

为 3 mg/mL的供试品溶液。精密量取上述溶液适

量，加稀释剂定量稀释制备0. 1%自身对照溶液。

2. 3. 2 对照品溶液 取他克莫司有关物质A、他
克莫司 8-差向异构体、8-丙基类似物各适量，精密

称定，分别加稀释剂溶解并定量稀释制成含他克

莫司有关物质A、8-差向异构体、8-丙基类似物均

约10 μg/mL的对照品溶液。

2. 3. 3 强制降解试验溶液 取他克莫司各约

15 mg，分别经光照（4 500 lx）7 d、或 100 ℃烘箱

放置 7 d；或稀释剂溶解后，加 0. 1 mol/L盐酸溶液

1 mL 60 ℃水浴反应 4 h、加 0. 001 mol/L氢氧化钠

溶液 1 mL 60 ℃水浴反应 4 h、加 3% 过氧化氢溶

液 1 mL 60 ℃水浴中反应 2. 5 h、或光照（4 500 lx）
3. 5 d、或 90 ℃水浴中反应 24 h；制备强制降解样

品。然后，各样品分别加稀释剂（酸碱处理样品

先中和）溶解并稀释至 5 mL，配制成质量浓度约

为 3 mg/mL的强制降解试验溶液。同时进行空白

溶剂试验。

3 结 果

3. 1 有关物质检查

建立的他克莫司有关物质挥发性流动相

HPLC检查方法适用于质谱联用鉴定。现行药典

所使用的乙腈-甲基叔丁基醚-水流动相体系效果

较好，色谱图中有关物质 18（后期经解析为他克莫

司异构体Ⅰ自发脱水产生）虽呈鼓包状，尝试多种

Figure 1 Chemical structure of tacrolimus
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流动相体系对峰形并无明显改善，归因为他克莫

司与其异构体之间存在转化的动态平衡。

图 2为他克莫司原料药、粗品、已知杂质对照

品及其强制降解溶液的 HPLC-UV谱图。采用

0. 1%自身对照法估算有关物质的含量，按保留时

间由小到大顺序对含量大于 0. 1%主要杂质进行

识别和编号，共检出分离良好的 35个主要有关物

质，其中有关物质 18和 21分别为他克莫司的互变

异构体Ⅰ和Ⅱ（均为他克莫司的有效成分）。

他克莫司原料药供试品共检出 1个有关物质

（有关物质 21，图 2-c），他克莫司粗品共检出 10个
有关物质（有关物质 3、14、17、21、22、23、25、26、
29、31，图 2-k）。强制降解试验结果表明，本品在

溶液降解状态下，对酸、碱、氧化、光照、高温条件

均比较敏感；在固体粉末干法降解状态下，对高

温、光照较为稳定。酸降解形成 14个主要降解产

物（有关物质 5 ~ 7、15、18、19、20、21、25、30 ~ 34，
图 2-i）；碱降解形成 7个主要降解产物（有关物质

3、5、8、18、19、20、21，图 2-j）；氧化降解形成 5个主

要降解产物（有关物质 1、2、4、18、21，图 2-h）；高温

湿法降解形成8个主要降解产物（有关物质13、17、
18、21、24、27、31、35，图 2-d）；光照湿法降解形成 5
个主要降解产物（有关物质 9、13、16、21、28，图 2-

f）；光照干法降解形成产生 2个主要降解产物（有

关物质 12、21，图 2-g）；高温干法降解形成 4个主要

降解产物（有关物质10、11、17、27，图2-e）。

3. 2 有关物质的结构鉴定

采用 LC-Q-TOF/MS测定各有关物质母离子的

准确质荷比和离子组成，以及它们的二级质谱特

征碎片，并通过与他克莫司和已知有关物质的质

谱特征进行对比分析，鉴定各主要有关物质的结

构。结果见图3。
3. 2. 1 已知有关物质的确证 通过对有关物质

的HPLC定位及质谱定性，确证有关物质 23、25、26
分别与USP规定的已知有关物质A、他克莫司 8-差

向异构体、他克莫司 8-丙基类似物对应。根据文

献报道和相对保留时间及在含水的溶剂中他克莫

司的转化现象［7］，可以得出有关物质 18和 21分别

对应他克莫司异构体Ⅰ和Ⅱ。对他克莫司和各已

知有关物质的一级质谱母离子准确质荷比、二级

质谱特征碎片离子（图 4）和裂解途径分析，可以辅

助其未知有关物质结构的推断与鉴定。

他克莫司 ESI+-Q-TOF/MS 测 得 他 克 莫 司

［M + Na］+准确质荷比为 826. 474 4，与离子式

C44H69NO12Na+相应；其主要碎片离子以及相应的离

子式为m/z 679. 381 1（C38H56O9Na+）对应［（P-111-
2H2O）Na］+，m/z 653. 403 0（C37H58O8Na+）对应［（P-
111-H2O-CO2）Na］+，m/z 635. 391 1（C37H56O7Na+）
对应［（P - 111 - 2H2O - CO2）Na］+，m/z 625. 407 3
（C36H58O7Na+）对应［（P-111-H2O-CO2-CO）Na］+，
m/z 616. 310 1（C31H47NO10Na+）对应［（P-210）Na］+，
m/z 607. 396 9（C36H56O6Na+）对应［（P-111-2H2O-

Figure 2 HPLC-UV chromatograms of tacrolimus
a: Blank; b: 0. 1% Reference; c: API; d:Wet heat; e: Dry heat; f: Wet light; g: Dry light; h: Oxidation; i: Acid; j: Alkaline; k: Crude; l: Reference of
tacrolimus related substance A; m: Reference of tacrolimus 8-epimer; n: Reference of tacrolimus 8-propyl analogs
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Figure 3 Chemical structures of the related substances (RS) 1-35 of tacrolimus
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CO2 - CO）Na］+，m/z 505. 240 8（C25H38O9Na+）对应

［（P-210-111）Na］+，m/z 487. 229 7（C25H36O8Na+）对

应［（P - 210 - 111 - H2O）Na］+ ，m/z 443. 240 3
（C24H36O6Na+）对应［（P-210-111-CO2-H2O）Na］+，
m/z 415. 245 7（C23H36O5Na+）对应［（P- 210 - 111 -
CO2-H2O-CO）Na］+，m/z 387. 250 8（C22H36O4Na+）对

应［（P-210-111-CO2-H2O-2CO）Na］+，他克莫司

的二级质谱图及推断裂解途径分别见图 5。可以

看到他克莫司可以失去两个特征的碎片m/z 111和
m/z 210。特征碎片m/z 111（图 6）与 2-甲酰哌啶-2-

烯相对应，在他克莫司、西罗莫司等断裂途径中都

可以发现，是归属于大环内酯类的一种特征碎裂方

式，特征碎片m/z 210的产生是由于羟基的孤对电

子通过共价键转移，羟基与反式氢发生消除脱水，

同时酯键发生水解，酯键断裂（图7），同样是大环内

酯类他克莫司、西罗莫司的一种特征碎裂途径［10］。
有关物质 18、21 它们的二级质谱特征碎片

与他克莫司基本一致，分别对应他克莫司的异构

体Ⅰ和Ⅱ［6-7］，他克莫司在含水的溶剂中会发生异

构体之间的相互转化（图 8）。有关物质 18与 21的
相对保留时间与USP所列出的异构体Ⅰ和Ⅱ相对

保留时间一致，ESI+-Q-TOF/MS测得有关物质 18与
21的［M+Na］+准确质荷比为 826. 473 7与他克莫

司一致。图 8中可以看到异构体Ⅱ是由于他克莫

司 19位的羟基发生了差向异构，而异构体Ⅰ则是

因为他克莫司 19位为半缩醛结构，结合 1分子水

后会开环形成醛和醇，但异构体Ⅰ结构上的胞二

醇结构并不稳定会自发脱去 1分子水，这也就解释

了为什么有关物质 18的相对分子质量并没有比他

克莫司多18。
有关物质 23 其结构为他克莫司 8位的丙烯

基变为了乙基，相对分子质量比他克莫司少 12，由
于结构改变的位置位于他克莫司特征性失去碎片

（m/z 111和m/z 210）之外，故其二级质谱特征碎片

m/z 604. 310 7（C30H47NO10Na+）对应［（P-210）Na］+、
m/z 475. 231 0（C24H36O8Na+）对应［（P- 210 - 111 -
H2O）Na］+均相应地比他克莫司的碎片少12。

有关物质 25 其结构为他克莫司 8位的丙烯

基构型发生了翻转，相对分子质量与他克莫司相

同，不涉及特征性失去碎片（m/z 111和m/z 210）的

改变 ，故其二级质谱特征碎片 m/z 616. 310 5
（C31H47NO10Na+）对应［（P-210）Na］+，m/z 487. 231 4
（C25H36O8Na+）对应［（P-210-111-H2O）Na］+与他克

莫司相同。

有关物质 26 其结构为他克莫司 8位的丙烯

基变为了正丙基，相对分子质量比他克莫司多2，由
于结构改变的位置位于他克莫司特征性失去碎片

（m/z 111和m/z 210）之外，故其二级质谱特征碎片

m/z 618. 326 3（C31H49NO10Na+）对应［（P-210）Na］+，
m/z 489. 246 7（C25H38O8Na+）对应［（P- 210 - 111 -
H2O）Na］+均比他克莫司的碎片多2。
3. 2. 2 未知有关物质的确证 通过有关物质

HPLC定位及质谱特征，以及未知有关物质的一级

质谱母离子准确相对分子质量、二级质谱特征碎

Figure 4 Q-TOF/MS spectrum of tacrolimus' impurity reference substance 18 (m/z 826), 21 (m/z 826), 23 (m/z 814), 25 (m/z 826) and 26 (m/z 828)
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片离子，结合他克莫司及已知有关物质裂解规律，

对各未知有关物质进行综合分析鉴定其结构。根

据结构将其大致分为以下几类：

（1）半缩醛结构重排成内酯

有关物质 1、2、4、5、8、12、13、19保留时间相对

较弱而极性较大，且其二级质谱特征碎片（图 9）均

大致含有 m/z 659. 412 3（641. 403 6）与离子式

C36H60O9Na+（C36H58O8Na+）相 应 、m/z 449. 250 4
（431. 241 2）与离子式 C23H38O7Na+（C23H36O6Na+）相

应、m/z 421. 254 9与离子式 C22H38O6Na+相应、m/z

Figure 5 Q-TOF/MS spectrum of tacrolimus [M + Na]+ (m/z 826) ion and its fragmentation pathways
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403. 245 9与离子式C22H36O5Na+相应。由特征碎片

可以看出上述所列有关物质的特征碎片 m/z
659. 412 3（641. 403 6）和m/z 449. 250 4（431. 241 2）
相差 210，也就是可以失去他克莫司m/z 210的特

征碎片，m/z 111的碎片并未产生，参考TLC已记录

的他克莫司杂质对照品结构［11］，又结合它们的保

留特性及产生的条件推测这几个杂质共有的特点

为半缩醛结构处重排为内酯。

有关物质 12/13 ESI+-Q-TOF/MS测得有关物

质12和13的［M+Na］+准确质荷比分别为798. 479 7
与 798. 480 0，均与离子式 C43H69NO11Na+相应，m/z
比他克莫司少 28对应CO，结合其碎片特征以及与

文献已知杂质比较，推测在光照条件下，半缩醛结

构开环后重排为内酯，在此过程中母核可能发生

结构反转，故保留不同，形成有关物质12/13。
有关物质 5 ESI+-Q-TOF/MS测得有关物质 5

的［M+Na］+准确质荷比为 844. 485 0，与离子式

C44H71NO13Na+相应，m/z比他克莫司多 18，元素组成

多H2O。有关物质 5在酸碱降解条件下产生，保留

时间相对较弱，故推测有关物质 5是由于他克莫司

在酸碱加热的条件下酯键水解同时半缩醛结构处

重排为内酯，其仅可以失去m/z 210的特征碎片并

Figure 6 Formation reaction of fragment m/z 111

Figure 7 Formation reaction of fragment 210

Figure 8 Chemical structure of tacrolimus and its isomers
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未失去m/z 111，是因为半缩醛结构重排为内酯后

18 位键更容易断裂失去 185 + H2O 后产生 m/z
641. 401 7的碎片，分子式组成与Q-TOF生成分子

式一致。

有关物质 8 ESI+-Q-TOF/MS测得有关物质 8
的［M+Na］+准确质荷比为 659. 416 4，与离子式

C36H60O9Na+ 相 应 ，恰 比 有 关 物 质 5 的 碎 片 m/z
641. 403 6多 18对应H2O，当此碎片支链上羟基不

脱去时为有关物质 8。为他克莫司在碱降解条件

下产生。

有关物质 4 ESI+-Q-TOF/MS测得有关物质 4
的［M+Na］+准确质荷比为 842. 470 0，与离子式

C44H69NO13Na+相应，质荷比比有关物质 5少 2，元素

组成少H2。有关物质 4在氧化降解条件下产生，故

推测其结构为他克莫司酯键水解以及半缩醛结构

重排为内酯后酰胺键连接的羟基被氧化为了

羰基。

有关物质 1/2 ESI+-Q-TOF/MS 测得有关物质

1和 2的［M+Na］+准确质荷比分别为 860. 479 3与
860. 479 0，均与离子式C44H71NO14Na+相应，质荷比

比有关物质4多18，元素组成多H2O，且其碎片离子

也相应比有关物质 4多 18对应H2O，又因为它们在

氧化降解下产生，故推测其与有关物质 4有类似的

结构，当他克莫司酯键水解以及半缩醛结构重排

为内酯后酰胺键连接的羟基被氧化为羰基继而 8
位丙烯基的烯键被氧化为羟基，生成有关物质1/2。

在此过程中母核可能发生结构反转，故保留不同。

有关物质 19 ESI+-Q-TOF/MS测得有关物质

19的［M+Na］+准确质荷比为 853. 484 5，与离子式

C45H70N2O12Na+相应，有关物质 19质荷比比他克莫

司多 27，元素组成多HCN。其与有关物质 5具有

相同的二级质谱特征碎片，有关物质 19在酸降解

条件下产生，由于酸降解溶液为乙腈水溶液，故推

测其结构为他克莫司酯键水解以及半缩醛重排为

内酯后哌啶环上的羧基的羟基被腈基取代。

以上结构以有关物质 5为例进行解析，质谱裂

解均得到合理归属（图10）。

（2）半缩醛结构开环

有 关 物 质 6、7、15 ESI+-Q-TOF/MS 测得其

［M+Na］+准确质荷比分别为844. 485 2、844. 485 2、
844. 485 0，均与离子式C44H71NO13Na+相应，质荷比

比他克莫司多 18对应H2O，观察其二级质谱特征

碎片（图 11）可以发现它们［（P-111-210）Na］+、
［（P-111）Na］+的相关碎片与他克莫司的一致，结

合有关物质 6、7、15在酸降解条件下产生且保留较

弱，极性较大，推测有关物质 6、7、15对应他克莫司

异构体Ⅰ胞二醇结构，在酸性加热条件下，半缩醛

结构结合 1分子水开环形成醛和醇，在此过程中母

核可能发生构型翻转，因此存在立体异构，故有关

物质6、7、15保留时间不同。

有关物质 20 ESI+-Q-TOF/MS测得有关物质

20的［M+Na］+准确质荷比为 853. 484 5，与离子式

Figure 9 Q-TOF/MS spectrum of RS 1/2, 4, 5, 8, 12/13, 19 [M+Na]+ ion
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C45H70N2O12Na+相应，有关物质 20质荷比比他克莫

司多 27，元素组成多HCN。其主要特征碎片（图

12）除 了 m/z 641. 402 4、m/z 431. 240 3、m/z
403. 245 5，还产生了m/z 742. 410 3（C39H61NO11Na+）
对应［（P-111）Na］+、m/z 532. 251 6（C26H39NO9Na+）
对应［（P-111-210）Na］+，故有关物质 20除具有与

有关物质 5相似的裂解途径，还可以失去m/z 111
和m/z 210的特征碎片，且特征碎片离子均比他克

莫司的多 27，故推测有关物质 20为他克莫司在酸

降解条件下，由于溶液为乙腈水溶液，半缩醛结构

开环后20位羰基活性较强发生加成反应上去腈基。

除酰胺键较易断裂产生 P-111的碎片，其 19位和

20位之间的键也较易断裂产生641. 402 4的碎片。

（3）5位羟基失水成双键

有关物质 30、31、32、33、34 ESI+-Q-TOF/MS
测得其［M+Na］+准确质荷比分别为 808. 464 1、
808. 464 1、808. 463 9、808. 463 5、808. 463 0，均与

离子式 C44H67NO11Na+相应，质荷比比他克莫司少

Figure 11 Q-TOF/MS spectrum of RS 6, 7, 15 [M+Na]+ ion and their formation reaction

Figure 10 Fragmentation pathway of RS 5
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18对应H2O，观察其二级质谱特征碎片（图 13）仅

可以产生与m/z 111相关的碎片，由于特征碎片m/z
210的产生是由于5位羟基的孤对电子通过共价键

转移，羟基与反式氢发生消除脱水，同时酯键发生

水解有关。5个杂质对应的离子式以及主要特征

碎片离子一致，故有关物质 30、31、32、33、34为他

克莫司 5位羟基脱水在 5、6位（7位羰基的存在使

6位的氢更易与羟基脱水失去）形成双键使m/z 210
的碎片无法失去，在此过程中母核可能发生构型

翻转，因此产生多种立体结构，5个杂质的具体构

型无法确定。他克莫司在酸降解条件下主要产生

这些杂质，发酵过程工艺中以及高温湿法降解条

件下也产生杂质31。
（4）特征碎片(失去)210上的修饰

他克莫司归属大环内酯类，可以失去m/z 111

和m/z 210的特征碎片，产生相应的特征碎片离子，

观察有关物质 17、27二级质谱特征碎片（图 14）发

现其可以产生［（P-111-210）Na］+、［（P-111）Na］+、
［（P-210）Na］+的系列特征碎片，［（P-111-210）
Na］+、［（P-210）Na］+的系列特征碎片与他克莫司

的特征碎片相一致，但［（P-111）Na］+系列碎片和

他克莫司的特征碎片相差质荷比恰为母离子相

差的质荷比，故推测结构的改变位置位于 210
部分。

有关物质17 ESI+-Q-TOF/MS测得其［M+ Na］+

准确质荷比为 812. 457 7，与离子式 C43H67NO12Na+
相应，质荷比比他克莫司少14对应CH2，观察其二级

质谱特征碎片可以发现它与［（P-111-210）Na］+、
［（P-210）Na］+相关的碎片与他克莫司的一致，但

［（P-111）Na］+相关碎片均比他克莫司的对应少 14

Figure 12 Q-TOF/MS spectrum of RS 20 [M+Na]+ ion and its fragmentation pathway
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对应CH2，故推测有关物质 17为他克莫司 210结构

部分六元环上甲氧基甲基丢失。他克莫司在高温

条件下以及发酵工艺中主要产生此杂质。

有关物质27 ESI+-Q-TOF/MS测得其［M+Na］+

准确质荷比为 824. 459 2，与离子式 C44H67NO12Na+
相应，质荷比比他克莫司少 2对应H2，观察其二级

质谱特征碎片可以发现它与［（P-111-210）Na］+、

［（P-210）Na］+相关的碎片与他克莫司的一致，

但［（P-111）Na］+相关碎片均比他克莫司的对应

少 2对应 H2，故推测有关物质 27 为他克莫司在

高温条件下 210结构部分六元环羟基被氧化为

羰基。

Figure 14 Q-TOF/MS spectrum of RS 17, 27 [M+Na]+ ion and their formation mechanism

Figure 13 Q-TOF/MS spectrum of RS 30, 31, 32, 33, 34 [M+Na]+ ion and their formation reaction
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（5）特征性碎片之外的修饰

观察有关物质 10、11、14、29、35二级质谱特征

碎片，发现其可以产生与［（P-111-210）Na］+、［（P-
111）Na］+、［（P-210）Na］+相关的系列特征碎片，但

这些特征碎片与他克莫司的特征碎片相差质荷比

恰为母离子相差的质荷比，故推测结构的改变位

置位于111和210结构部分之外（图15）。

有关物质10 ESI+-Q-TOF/MS测得其［M+Na］+

准确质荷比为 812. 459 2，与离子式 C43H67NO12Na+
相应，质荷比比他克莫司少 14对应CH2，其所有特

征性碎片均比他克莫司的对应少 14，与文献已知

杂质比较，又其保留偏弱，故推测有关物质 10为他

克莫司异构体Ⅱ在高温条件下失去 14位的氧甲基

变为羟基。

有关物质11 ESI+-Q-TOF/MS测得其［M+Na］+

准确质荷比为 842. 470 0，与离子式 C44H69NO13Na+
相应，质荷比比他克莫司多 16对应O，其所有特征

性碎片均比他克莫司的对应多 16，故推测为他克

莫司在高温条件下 8位丙烯基的双键被氧化为环

氧基。

有关物质14 ESI+-Q-TOF/MS测得其［M+Na］+

准确质荷比为 872. 515 8，与离子式 C46H75NO13Na+

相应，质荷比比他克莫司多 46对应C2H6O，其主要

特征碎片 m/z 551. 283 6（C27H44O10Na+）对应［（P-
111-210）Na］+、m/z 761. 445 3（C40H66O12Na+）对应

［（P-111）Na］+、m/z 662. 354 7（C33H53NO11Na+）对应

［（P-210）Na］+相关的的特征碎片均对应比他克莫

司多 46，保留较弱，故推测为他克莫司异构体Ⅱ的

11位上去乙基同时 8位的丙烯基双键被氧化为羟

基，为发酵工艺中产生。

有关物质29 ESI+-Q-TOF/MS测得其［M+Na］+

准确质荷比为 810. 479 1，与离子式 C44H69NO11Na+
相应，质荷比比他克莫司少 16对应O，其所有特征

性碎片均比他克莫司的对应少 16，推测为他克莫

司14位甲氧基变为甲基，为发酵工艺中产生。

有关物质35 ESI+-Q-TOF/MS测得其［M+Na］+

准确质荷比为 824. 459 0，与离子式 C44H67NO12Na+

Figure 15 Q-TOF/MS spectrum of RS 10, 11, 14, 29, 35 [M+Na]+ ion and their formation mechanism
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相应，质荷比比他克莫司少 2对应H2，其所有特征

性碎片均比他克莫司的对应少 2，推测为他克莫司

在高温条件下12、13位脱氢生成双键。

（6）他克莫司立体异构体

有关物质22 ESI+-Q-TOF/MS测得其［M+Na］+

准确质荷比为 826. 473 7，与离子式 C44H69NO12Na+
相应，质荷比、特征碎片离子（图 16）以及离子式与

他克莫司完全相同，为他克莫司发酵工艺中产生，

根据其相对保留时间推测为他克莫司异构体Ⅱ
8位丙烯基发生了异构化。

（7）其 他

有关物质 3 ESI+-Q-TOF/MS测得其［M+Na］+

准确质荷比为 826. 473 1，与离子式 C44H69NO12Na+
相应，质荷比以及离子式与他克莫司完全相同，为

他克莫司发酵工艺中产生，观察其二级质谱特征

碎片（图 17），782. 481 4（C43H69NO10Na+）对应［（P-
CO2）Na］+、738. 494 3（C42H69NO8Na+）对应［（P -
2CO2）Na］+可以连续失去两个 CO2，616. 309 7
（C31H47NO10Na+）对应［（P-210）Na］+，可以失去他克莫

司特征性失去的碎片210，572. 320 9（C30H47NO8Na+）
对应［（P-210-CO2）Na］+，528. 330 8（C29H47NO6Na+）
对应［（P-210-2CO2）Na］+，有关物质 3在失去 210

的碎片后可以继续失去两分子CO2，故可知有关物

质 3结构中存在两处羧基或可以生成羧基的内酯

结构［12］，又有关物质 3保留比较靠前，在他克莫司

碱降解条件下或者发酵过程中存在，推测与 TLC
记录的杂质他克莫司羟基酸有着类似结构［11］，故

可以先脱掉酯键水解后哌啶环上的羧基又可以继

续脱掉19位羧基继而再失去1分子CO2。
有关物质 24 ESI+-Q-TOF/MS测得其［M+Na］+

准确质荷比为 826. 474 9，与离子式 C44H69NO12Na+
相应，其二级质谱特征碎片如图17，有关物质24可以

产生m/z 653. 404 5、m/z 635. 395 5、m/z 625. 408 9、
m/z 607. 400 0等有P-111相关的碎片，与P-210相
关的碎片没有或峰度很低，但存在m/z 499. 266 7
（C27H40O7）、427. 281 9（C25H40O4），猜测生成m/z 210
碎片断键处存在结构的改变，又根据其 P-111之
外的碎片离子以及文献已知杂质，推测有关物质

24是他克莫司在高温条件下内酯处发生了重排，

内酯处羟基由3位异位到5位。

有关物质9、16、28 有关物质9、16、28均为他

克莫司在光照条件下产生，ESI+-Q-TOF/MS测得其

［M+Na］+准确质荷比均为 826. 475 3，与离子式

C44H69NO12Na+相应，其二级质谱特征碎片（图 17），

可以产生m/z 616. 309 3（C31H47NO10Na+）对应［（P-
210）Na］+的特征碎片，碎片信息显示没有失去与

哌啶环相关的碎片，Q-TOF 生成分子式更是显示

所有的特征碎片均含有N原子，故推测在光照条

件下，他克莫司酰胺键处发生了一些结构的改变

从而使酰胺键不易断裂。有关物质 9、16、28与他

克莫司分子式以及相对分子质量完全一致，又结

合文献已知杂质，得出酰胺键处结构重排为内酰

胺，从而使酰胺键处变得很稳定不易开裂。在这

个过程中母核可能存在结构翻转，故有关物质 9、
16、28保留时间不同。

Figure 16 Q-TOF/MS spectrum of RS 22 [M+Na]+ ion

Figure 17 Q-TOF/MS spectrum of RS 3, 24, 9, 16, 28 [M+Na]+ ion
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4 讨 论

在建立的挥发性流动相色谱-质谱联用条件

下，他克莫司与各有关物质得到了有效的分离，共

检测到 35个有关物质；其中 2个为他克莫司的互

变异构体（美国药典规定为他克莫司的有效成

分），3个已知杂质。对这些有关物质进行了结构

鉴定，对发酵工艺质量控制、评估药物内在稳定性

及储存条件具有一定意义［13］。
他克莫司有关物质的产生途径见图 18。他克

莫司在发酵工艺中产生了 10个有关物质（有关物

质 3、14、17、21、22、23、25、26、29、31）；原料药中检

测到1个有关物质21（他克莫司异构体Ⅱ），含量未

超过《中华人民共和国药典》规定的限度。

强制降解实验表明，他克莫司在酸碱氧化降

解等含有水的溶液中，异构体的转化率增高，同时

在酸碱氧化加热的条件下易发生酯键之间的断裂

与半缩醛结构的开环重排（有关物质 1、2、4、5、8、
12、13、19、20）；他克莫司在溶液状态时在光照及

高温条件下不稳定，在光照条件下较易产生重排

（有关物质 9、16、28），在高温条件下较易发生去甲

基（有关物质 17）支链氧化（有关物质 27）以及脱氢

脱水反应（有关物质 31、35）。从杂质解析结果可

知，无论是发酵过程还是外加条件的降解，他克莫

司内酯以及 19位半缩醛结构处活性较强，较易发

生结构的改变，他克莫司需避免潮湿，在密封干燥

处保存。
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