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摘要!本研究采用高效液相色谱
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进行区分%在不同碰撞能量下"对*
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e和碎片离子绘制能量分辨曲线"依据高精确度质荷比信息

确定碎片离子的元素组成"并提出了可能的碎裂机理%结果表明(两种异构体的能量分辨曲线表现出明

显差异"化合物
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#%推测原因可能是乙氧基取代位置的不同对质子
L

迁移产生了不

同的影响%该方法操作简便$灵敏度高"在没有对照品的情况下也能快速区分位置异构体%
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#是由

百时美施贵宝和阿斯利康公司联合开发的抗糖

尿病药物"用于治疗
&

型糖尿病%该药分别于

)*+)

年
++

月$

)*+#

年
+

月在欧盟和美国上

市*
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%达格列净的作用机制是通过抑制钠
?

葡萄

糖协同转运蛋白
)
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9[OV)

#的合成"阻断进曲小

管对葡萄糖的重吸收"增加葡萄糖在尿液中的排

泄"从而降低血糖*
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%有文献报道"达格列净合

成工艺中*
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乙氧基二苯甲酮!化

合物
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#是关键中间体"在其合成过程中往往伴

随着副产物
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乙氧基二苯甲酮!化合

物
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#的生成*

,
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%达格列净及化合物
+

和
)

的结

构式示于图
+

%化合物
)

的存在将直接影响后

续的合成进程"进而影响药物的纯度和质量%但

由于化合物
+

和
)

互为位置异构体"在分离鉴定

上有一定难度%因此"为提高达格列净的用药安

全"达到有效控制质量的目的"对化合物
+

和
)

进行快速识别和鉴定具有重要意义%

核磁共振*

"

+和液质联用*

E?+*

+是鉴定同分异

构体常用的分析手段%其中"核磁共振技术所

需的样品量较大"且对纯度要求较高&液质联用

技术则兼具高效液相色谱的分离能力和质谱的

结构分析能力"具有快速$高效$灵敏等优点"已

被广泛应用于同分异构体化合物的研究%

质谱能量分辨曲线是以不同的碰撞能量为

横坐标"碎片离子丰度占该能量下该化合物产
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图
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达格列净及化合物
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和
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的结构式

B$

<

C@

!

.4&7$',0-)1:'):1&-#D",

/

,

<

0$D0#V$(,("'#7

/

#:("-@̂ F

生的所有离子丰度总和的比值为纵坐标建立

的*

++?+!

+

%它能够提供区分异构体的裂解信息"特

别是在没有对照品的情况下"可以快速高效地区

分异构体*

+)?+!

+

%

V15

等*

+!

+利用大气压化学电离

串联质谱研究了查尔酮化合物的裂解机理"并通

过绘制能量分辨曲线对异构体进行区分%

Q50

等*

+#

+利用电喷雾电离串联质谱快速识别了米格

列醇及其异构体"其与
J60F%J%/%I%&6

的反应产

物硼酸酯的能量分辨曲线表现出显著差异"可以

通过特征碎片离子进行异构体的快速识别%

本工作拟采用
LYO3?PV?VAX89

技术同

时采集不同碰撞能量下的二级质谱数据"绘制

能量分辨曲线"快速区分达格列净中间体及其

位置异构体%利用精确二级质谱数据和能量分

辨曲线"进一步分析二者的质谱裂解行为"对化

合物结构进行确证"希望为控制达格列净原料

药的质量提供有效途径%
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计(上海
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科学仪器有限公司产品%
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材料与试剂

乙腈$甲醇$甲酸(均为色谱纯"美国
V6H51

公司产品&实验用水(

85&&5?c

高纯水&三氟乙

酸$氢氧化钠(美国
95

U
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公司产品%

三氟乙酸钠聚合物调谐液的制备(分别配

制
*̂+f

三氟乙酸水溶液和
+*==%&

)

O

氢氧化

钠水溶液"取等体积的上述两种溶液混合均匀"

并用氢氧化钠溶液调至
:

L!̂C

后"加入等体

积乙腈并混合均匀"即制得标准调谐液%

混合物样品(由本实验室根据文献报道的

方法合成*
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乙氧基二苯甲酮标

准品(阿达马斯试剂公司产品%混合物样品和

标准品均需用甲醇溶液稀释后进样%
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+Ĉ*=50

!

+Cf

$

,*fZ

#"

+Ĉ*
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质谱条件
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电喷雾离子源!

@9P

#"正离

子模式采样&检测电压(

+̂,,R$

&氮气流速(

+̂CO

)

=50

&曲线脱溶剂管!

3]O

#温度(

)**g

&

氮气流速压力(

+**RY1

&离子累计时间(

C*=7

&

碰撞气体(高纯氩气&二级质谱碰撞能量(

+*f

$

+Cf

$

)*f

$

)Cf

&一级质谱采集质荷比范围(

*

)

>+C*

$

#C*

&二级质谱采集质荷比范围(

*

)

>

E#

$

#**

"前体离子设定为
*

)

>!!"̂E,

&高分辨

质量矫正(采用三氟乙酸钠聚合物%
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结果与讨论

FA@

!

混合物样品的
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结果分析

化合物
+

和
)

互为位置异构体"由于其理

化性质相似"通常很难将二者有效分离%本实

验通过条件优化"最终确定以
*̂+f

甲酸水溶

液为
D

相"乙腈
?

甲醇溶液!

!h+

"

L

)

L

#为
Z

相

进行梯度洗脱%在该实验条件下"混合物的色

谱图和总离子流图示于图
)

%色谱峰的峰形和

强度较好"目标化合物在
#!̂"B=50

开始出峰"

峰
D

和峰
Z

的保留时间分别为
##̂#)=50

和

#Ĉ)!=50

"峰基有一定的重叠"但裸露的峰面

积足够用于高灵敏度的质谱分析%
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色谱峰
D

和峰
Z

对应的二级质谱图示于

图
!

"二者的质谱图具有显著差异%图
!1

中碎

片离子
*

)

>)E#̂EC+"

丰度最高"

*

)

>)+B̂E*E"

丰度最低&图
!J

中碎片离子
*

)

>)+B̂E*!E

丰

度最高"没有出现碎片离子
*

)

>)E#̂EC

%因

此"可以将这两个碎片离子作为区分这对位置

异构体的特征碎片离子%

FAF

!

对照实验

为了归属图
)1

中色谱峰
D

和峰
Z

"将化合

物
+

的标准品在正离子模式下进行二级质谱解

析"并在不同的碰撞能量下绘制能量分辨曲线"

结果示于图
#

%可以发现"峰
D

和峰
Z

的能量分

图
F

!

混合物样品的色谱图'

,

(和总离子流图'
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图
G

!

色谱峰
*

'

,

(和
;

'

=

(在
@J_

碰撞能量下的二级质谱图
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@
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'

(的能量分辨曲线
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辨曲线表现出显著差异%随着碰撞能量增大"峰

D

的*

8eL

+

e离子及
*

)

>)E#̂EC

碎片离子丰

度变化趋势较大"而峰
Z

和化合物
+

标准品的

*

8eL

+

e离子及
*

)

>)+B̂E*

碎片离子丰度变化

趋势较大%能量分辨曲线直观地体现了峰
D

和

峰
Z

所对应的这对位置异构体质谱裂解行为存在

差异"峰
Z

和化合物
+

标准品质谱裂解行为一致%

进而判定峰
D

和峰
Z

分别对应化合物
)

和
+

%

FAG

!

碎裂机理分析

化合物
+

和
)

结构的区别在于苯环上乙氧基

的取代位置%二者的高分辨质谱数据列于表
+

%

化合物
+

主要产生
)

种碎片离子
1

和
;

"化合物
)

主要产生
!

种碎片离子
1

$

J

和
;

%化合物
+

的乙

氧基在苯环上为对位取代"此时主要发生乙氧基

苯的中性丢失!

5%0;

#"而当乙氧基为邻位取代!化

合物
)

#时"主要丢失
3

)

L

#

A

!

5%0J

#%质子化的化

合物
+

和
)

可能的碎裂途径示于图
C

%

推测化合物可能的碎裂机理"碎片离子
1

为乙氧基上甲基
L

迁移至
A

原子发生乙烯的

中性丢失而产生&碎片离子
J

由乙氧基上的甲

基
L

发生
+?#L

迁移到苯环上中性丢失环氧乙

烷!

3

)

L

#

A

#产生&碎片离子
;

的形成过程中"质

子
L

首先发生
+?#L

迁移至苯环邻位"然后进

行
+?)L

迁移丢失乙氧基苯%因此"当乙氧基

为邻位取代时"由于位阻效应"质子
L

发生

+?#L

迁移难度增加"难以产生
;

离子%由于
J

$

;

两种碎裂途径的竞争"化合物
+

主要产生
;

离

子"化合物
)

主要产生
J

离子%在两种位置异

构体中"

1

离子丰度无明显差异%*

8eL

+

e离

子可能的碎裂机理示于图
B

%

表
@

!

质子化的化合物
@

和
F

碎片离子的
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图
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!

质子化的化合物
@

和
F

可能的碎裂途径
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图
K

!

"

5]Z

#

]离子可能的碎裂机理

B$

<

CK

!

91#

/

#-&"D1,

<

7&(),)$#(7&'4,($-7#D

"

5]Z

#

]

$#(-

G

!

结论

本实验采用
LYO3?PV?VAX 89

法快速$

高效地区分了降糖药达格列净中间体!化合物
+

#

及其位置异构体!化合物
)

#%化合物
+

和
)

的

能量分辨曲线具有显著差异"这是因为乙氧基

取代位置不同"对质子
L

的迁移造成不同的影

响"导致了异构体裂解行为的差异%当乙氧基

为邻位取代时"由于位阻效应使得碎片离子
;

不容易形成%该方法操作简便$快速高效"能够

同时获得化合物的色谱和质谱信息"可对化合

物进行快速的定性鉴别和半定量分析"为控制

达格列净原料药的质量提供了方法参考%
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