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摘要
可萃取和可浸出化合物 (E&L) 分析面临两大难题：数据解释和化合物鉴定。
对照品和样品的数据解释通常都是手动进行，这一过程非常耗时。采用软
件进行数据解释有效缓解了这一难题。Mass Profiler Professional (MPP) 是一
款化学计量学软件，可用于差异分析，能够轻松呈现样品中化合物的分布 
情况。

在采用气质联用系统与电子轰击电离 (EI) 技术的 E&L 分析中，化合物的鉴定
需具备特定的专业知识。利用 EI 技术进行分析时常会得不到含明显分子离
子的质谱图，而化合物的鉴定取决于特征碎裂谱的匹配。在 E&L 研究中，当
化合物的浓度极低或受强化学背景噪声干扰时，碎裂谱匹配得分可能很低。
因此，仅通过碎裂谱并不能有效鉴定全部化合物。在本研究中，我们采用高
分辨精确质量系统的 Agilent 7200 GC/Q-TOF，分别在 EI 和化学电离 (CI) 模式
下对一种眼用药 (ODP) 及其密封系统包装物进行分析。 

同时，我们使用 MPP 软件来阐明化合物分布和支持数据解释。CI 模式的应
用有助于依据分子峰（或它的加合离子）的精确质量鉴定化合物。此外，在
数据库的帮助下，CI 模式不仅能确认由 EI 模式所鉴定的化合物，还能检测
更多其他的物质。
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本研究中，我们使用高分辨精确质量
系统的 Agilent 7200 GC/Q-TOF 来分析
一种眼用药 (ODP) 中的半挥发性可萃
取物和可浸出物。图 1 是本研究所采
用的工作流程。我们在 EI 和 CI 模式
下运行 GC/Q-TOF 系统。解卷积 EI 谱
图，并将其与 NIST 谱库进行匹配。对
照 EI 谱图定制的目标数据库搜索具精
确质量的 CI 谱图，以确认由 EI 模式
所得初步鉴定的化合物。此外，我们
还使用高分辨精确质量 CI/MS/MS 对
疑似化合物进行结构解析。

多种化合物可能具有相似的碎裂谱，
使得这些物质的确证更加困难。通常
需要具备特定的专业知识才能对化合
物的鉴定结果作指认。高分辨精确质
量的化学电离 (CI) 与 EI 结合则可大大
简化分子类别的确定。当 EI 谱图无法
提供显著的分子离子时，CI 谱图可以
包含这种信号。这种分子离子信号与
精确质量信息相结合，有助于获得确
认化合物的化学式。Pan, C. 等人3 同时
使用了 EI 和 CI 模式鉴定液体制剂中未
知的可浸出物。通过这种方法，更宜
于软电离（如：CI）的新型化合物也
能通过自定义数据库鉴定出来。我们
使用自定义数据库来挖掘 CI 数据，以
发现更多的 E&L 物质。

前言
可萃取物是指在极端的时间和温度条
件下暴露于适当溶剂中时，从产品材
料转移到溶剂中的一类化学物质。可
浸出物是指在正常工艺条件下或极端
储存条件下，因与包装材料直接接触
而转移到药物制剂中的一类化学物
质，属于可萃取物中的一种1。通常情
况下，利用可萃取物的研究结果对可
浸出物作目标性测定。不过，进行非
目标性可浸出物研究具有诸多优势。
非目标性可浸出物研究是在加热条件
下检出药物制剂与密封系统包装物相
互作用形成的新浸出物。 

了解可萃取物、可浸出物以及它们的
对照物中的化合物分布有助于依据分
布叠加图来推断物质来源。以此方式
手动解析数据的过程很繁琐，而化学
计量学软件 Mass Profiler Professional 
(MPP) 可通过空白物质扣除来简化差
异分析，并能直观显示样品间的显著
性差异。若通过 MPP 差异倍数变化分
析发现目标化合物的丰度比对照物更
高，则可认为存在该目标化合物。

可萃取和可浸出化合物 (E&L) 会对药
物制剂造成潜在污染，因而需要准确
鉴定这些物质。鉴定这类物质的流程
包括对电子电离 (EI) 模式2 下收集到的
数据进行色谱解卷积，然后作谱库检
索。通过谱库匹配得分可得出谱图匹
配范围。由于 E&L 化合物种类丰富，

工作流程

图 1. 用高分辨精确质量系统的 Agilent 7200 GC/Q-TOF 分析可萃取及可浸出样品中半挥发性化合
物的工作流程
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MPP 分析
EI 数据经未知物分析工具再次处理以
解卷积，并使用精确质量 EI .xml 谱库
匹配谱图和保留时间。此步骤有助于
筛选要导入 MPP 软件的结果。各样品
中化合物的强度都会根据内标（磷酸
三苯酯）的强度进行归一化处理。依
据 2 倍强度倍数差异，所有样品都会
扣除空白对照（正己烷）中发现的化
合物。 

半定量估算
依据 Jenke 等人5 所述的步骤，使用磷
酸三苯酯的相对响应值对可浸出物的
量进行估算。

E&L PCD（个人化合物数据库）
我们创建了报道可萃取物和可浸出物
的文献自定义数据库。数据库条目包
括化学式、精确质量和 CAS 识别号。 

CI 数据分析
使用 Agilent MassHunter 定性分析软件
依据“分子式查找”算法处理可能为
加合离子的 CI 数据 [M+H]+、[M+C2H5]+ 
和 [M+C3H5]+。将 EI .xml 谱库作为分
子式数据库。此外，我们还通过 E&L 
PCD 搜索其他可萃取物的 CI 数据。 

使用 CI/MS/MS 进行结构解析
采用 MassHunter 定性分析软件中的  
Find by Targeted MS/MS  工具处理 
CI/MS/MS 数据文件。采用 ACD 软件 
 （ACD Labs，多伦多）绘制碎片结构。

数据采集与处理
用于检测（EI 和 CI 模式）的所有样品
都添加了 1 ppm 的磷酸三苯酯作为内
标。本研究采用下列安捷伦软件进行
数据采集和处理：

• Agilent MassHunter 采集软件 
(B.07.02)

• Agilent MassHunter 定性分析软
件，带有 PCDL Manager 单机工
具 (B.07.00)

• Agilent MassHunter 定量分析软
件，带有谱库编辑器和未知物
分析单机工具 (B.07.01)

• Agilent Mass Profiler Professional 
软件（13.1 版）

EI 数据分析
使用 Agilent MassHunter 未知物分析软
件处理数据文件，解卷积质谱图，并
匹配 NIST14 库。设置匹配得分 > 80 来
筛选化合物。 

创建精确质量 EI 谱库
匹配得分 > 80 的 EI 搜索结果会被选
中并导出到谱库编辑器软件中。谱库 
 （.xml 格式）中包含诸如名称、分子
式、保留时间  (RT) 及谱图等化合物 
信息。

实验部分

材料
HPLC 级正己烷，纯度 99%，购自 RCI 
Labscan（泰国）。

样品前处理（用于可浸出物研究
眼用药 (5 mL) 购自当地药店。该药物
制剂及其密封系统包装物都被用于可
浸出物研究。Jenke 等人4 报道的步骤
适合本样品前处理。将 5 mL 制剂连
同其密封系统包装物在 60 °C 下加热 
24 小时，得到经过浸出处理的样品，
在制造商推荐条件下储存的药物制剂
则是未经浸出处理的样品。经过和未
经过浸出处理的制剂都用 3 倍体积的
正己烷进行液液萃取，重复萃取两
次。蒸干正己烷溶剂，再将萃取物复
溶于 5 mL 正己烷中。本实验中使用的
所有玻璃器皿都已通过在己烷中浸泡
过夜进行清洗。 

样品前处理（用于可萃取物研究
使用空的 ODP 瓶进行可萃取物研究，
可浸出物研究中也使用同一种  ODP 
瓶。用于可萃取物研究的样品前处理
过程如下：加入 5 mL 正己烷淋冼溶
剂密封系统包装物，超声处理 1.5 小
时。随后，将溶剂倒出用于分析。将
萃取用的正己烷溶剂用作空白对照。
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仪器参数
表 1 列出了本分析中使用的仪器参数。

表 1. 本实验中使用的 Agilent 7200 GC/Q-TOF 仪器参数 



5

挥发性有机化合物。如 1,3-双(1,1-二甲 
基乙基)苯，一种聚合物包装材料中
所使用的可萃取化合物，保留时间
为 15.1 分钟（图 2）。该解卷积组分
的提取离子色谱图 (EIC) 存在共洗脱现
象，并具有相同的峰形（图 2C），而其 
EI 谱图的整数质量 (NIST) 谱库匹配得
分 > 88（图 2D）。

EI 模式 GC/Q-TOF 分析
采用未知物分析工具，对采集的 EI 数
据进行色谱解卷积和谱库匹配。此款
软件还可基于高度筛选化合物，但在
本研究中我们未使用此项筛选功能。
在可萃取样品中，许多化合物的鉴定
均通过与可浸出物研究结果进行对
比实现。这是因为相对于液体制剂，
我们从塑料容器中检测到了更多的半

结果与讨论
我们提供了 EI 和 CI 模式下的可萃取
和可浸出 (E&L) 样品数据，根据 CI 结
果分别进行 CI/MS/MS 实验。

91.0542 147.0659

图 2. 利用未知物分析软件通过解卷积及 NIST 谱库检索，鉴定 1,3-双(1,1-二甲基乙基)苯的结果。组分列表 (A)，解卷积组分色谱图 (B)，单个组分
的 EIC 叠加图 (C)，解卷积组分谱图与匹配命中结果的镜像图 (D) 
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独有的。经加热处理后，这两种样品
所共有的化合物仍然存在。根据对比
结果可以发现，四种仅存在于未经浸
出处理样品中的化合物在加热条件下
发生了降解。

为了阐明这 15 种相同化合物中，是否
有某些物质来源于可萃取样品，我们
绘制了叠加图（图 3C）。结果表明，
未经浸出处理的样品中 15 种相同化合
物有 6 种来源于样品容器。其中一种
物质 1,3-双(1,1-二甲基乙基)苯在未受
热的条件下也会浸出。(E)-3-二十碳烯
是在制剂中发现的一种非极性烷烃，
不属于可萃取物，热稳定性好。使用
文氏图查看结果有助于理解  E&L 结
果，确定可能的来源。

倍数变化分析中，相比空白对照，强
度高出一倍的化合物可认为有显著差
异，不应当扣除。 

通过 MPP 数据解释及相应的文氏图，
用户可查看化合物在几个样品中的分
布情况。图 3 显示了浸出处理样品与
可萃取样品 (3A) 及未经浸出处理样品 
(3B) 的文氏图对比结果。经过浸出处
理的样品与可萃取样品文氏图对比结
果表明，两种样品中含有八种相同化
合物。

另一方面，数据分析结果显示，经过
浸出处理的样品与未经浸出处理的样
品含有 15 种相同化合物（图 3B），有 
16 种化合物是经过浸出处理的样品所

数据解释和差异分析
谱库匹配得分 80 以上的化合物被以 
CEF 文件的形式导出到 MPP 软件中
进行后续处理，这些步骤包括归一
化、基于空白扣除的倍数变化和可视
化。在归一化过程中，所有化合物的
强度依据各样品中加入的内标物强度
进行归一化处理。这种归一化处理有
助于阐明整个样品中单个化合物的强
度差异。归一化处理之后，通过扣除
正己烷空白样品中发现的化合物对数
据进行处理。由于空白溶剂中可能存
在添加剂和可萃取物，仅通过空白扣
除有可能无意将样品中的其他化合物
除去。因此，作为一种有效的扣除技
术，进行倍数变化分析十分重要。在

图 3. MPP 文氏图显示的经过浸出处理的样品与可萃取样品间 (A)、经过浸出处理的样品与未经浸出处理的样品间 (B) 以及经过浸出处理的样品、
可萃取样品及未经浸出处理的样品间 (C) 的化合物叠加结果。图下方的表展示了样品间相同化合物的选择列表
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眼科制剂中可浸出物的半定量 
估算
我们依据 Jenke 等人5 的方法，用磷酸
三苯酯作为内标，对可浸出物进行半
定量估算。分析评价阈值 (AET) 是指
高于此阈值时由化学家对毒理学评估
的需求作出报告。根据最新的 PQRI 工
作组报告6，ODP 的 AET 仍然用浓度表
示 (ppm)。如果可浸出物超过 1 ppm，
则应报告，大于 10 ppm 需要进行确
认，而高于 20 ppm 则需要进行风险评
估。表 2 列出了经过浸出处理样品的
半定量结果。从表中可看出，有四种
物质浓度大于 20 ppm，这些物质需要
进行安全评估测试。 

使用 CI 源确认结果和检测更多
可萃取物和可浸出物
有相似碎裂谱的化合物通常谱库匹配
结果也基本相同，谱库匹配得分差异
很小。一般而言，最佳实践方案是选
择谱库匹配得分最高的化合物。在本
研究中，我们还额外采用 CI 源来确
认部分（即使不是全部）由 EI 鉴定出
的化合物。我们在使用由 EI 结果创建
的自定义数据库中检索 CI 数据。表 3 
列出了由 EI 检测出且经 CI 确认过的
可萃取物。例如，1,3-双(1,1-二甲基乙
基)苯 (C14H22) 同时存在于经过浸出处
理、未经浸出处理及可萃取样品中，
谱库匹配得分为 88。3,3,4,7-四甲基
苯并[c]呋喃酮 (C12H14O2) 及 2,3,4,5,6-五
甲基苯乙酮 (C13H18O) 等其他化合物均
与实验谱图匹配，匹配得分相似，分
别为 78 和 77。CI 结果进一步确认了 
EI 结果，表明样品中确实存在 1,3-双 
(1,1-二甲基乙基)苯，其质量精度为 
2 ppm。

表 2. 经过浸出处理的样品及可萃取样品中相同化合物的半定量估算结果*

* 定量值差异高达 4 倍5

经过浸出处理的样品 半定量估算结果 (ppm)*

3,5-二甲基辛烷 3

1,3-双(1,1-二甲基乙基)苯 132

4,6-二甲基十二烷 7

十三烷 12

十九烷 8

十二甲基环己硅氧烷 80

亚硫酸戊基十一烷基酯 39

十四甲基环庚硅氧烷 22

表 3. EI 结果中经 CI 模式确认的可萃取及可浸出化合物
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我们还使用了定制 PCD 数据库来处理 
CI E&L 数据，该数据库中包含现有文献
资料已报道过的 E&L 化合物。通过处
理，我们发现了其他 E&L 化合物，平
均质量精度在 3.0 ppm 以下（表 4）。 
此外，我们还检测到了一种可浸出组
分 4-乙氧基-苯甲酸乙酯（对乙氧基苯
甲酸乙酯）。这是一种眼部刺激物，
质量精度为 1.7 ppm。

表 4. CI GC/MS 鉴定出的其他 E&L 化合物
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用 CI 和 CI/MS/MS 进行分析后，我们
才确认了癸基环戊烷的存在（图 5B 
和 5C）。CI/MS/MS 谱图可以储存在
自定义数据库中，以用于其他样品的
自动化鉴定。

精确质量数据有助于指认分子离子
和所有相关碎片离子的经验式。图 4 
是对乙氧基苯甲酸乙酯的 CI/MS/MS  
分析结果，其确定的结构与  m / z 
195.1016 的离子相匹配。在另一个示
例中，癸基环戊烷的 EI 谱图并未在质
荷比 210 处显示分子峰（图 5A）。采

使用 CI/MS/MS 进行结构确认
我们采用精确质量 CI/MS/MS 来确认
和解释初步鉴定的结构和未知化合
物。比如，为了确认初步鉴定结果，
我们采用 CI/MS/MS 对 CI 模式检测到
的眼部刺激物 4-乙氧基-苯甲酸乙酯 
 （对乙氧基苯甲酸乙酯）进行分析。

图 4. 对乙氧基苯甲酸乙酯的结构确认

图 5. 癸基环戊烷的结构确认。癸基环戊烷的 EI 谱图 (A)、CI MS 谱图 (B)、CI MS/MS 谱图 (C) 以及推断的碎裂途径 (D)
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结论
本研究采用 Agilent 7200 GC/Q-TOF 的高
分辨精确质量法定性筛查及鉴定 ODP 
中的 E&L 化合物。将 E&L 化合物分析
中得到的 EI 数据与 NIST 14.0 版谱库
匹配有助于化合物鉴定。Agilent Mass 
Profiler Professional 软件可以进行样品
组的差异分析，使得数据处理和解释
更加容易。通过文氏图，我们能够辨
别整个样品组中的特有化合物和相同
化合物。半定量分析结果显示，有四
种化合物的浓度过高。这四种化合物
需要定量并进行安全评估测试。我们
还创建了集实验数据和文献报道数据
于一体的自定义数据库，专门用于检
索 CI 数据。精确质量 CI 数据有助于
确认初步匹配结果，发现更多鉴定物
质。数据库的多样性、谱库的创建、
CI 及 CI/MS/MS GC/Q-TOF 的使用以及
精确质量数据大大增加了检测及鉴定
出的化合物数量。
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