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摘 要 目的：改进环磷酰胺有关物质的检测方法。方法：对2015年版《中国药典》收载的环磷酰胺有关物质检测的薄层色谱法

（TLC）进行验证，并对该方法进行改进，以环磷酰胺有关物质A、B、C、D对照品为对照，以二氯甲烷-冰乙酸-甲醇-水（50 ∶25 ∶15 ∶12，
V/V/V/V）为展开剂，以茚三酮试液为显色剂，进行有关物质检测试验及方法学验证。结果：原TLC法不仅无法检测到环磷酰胺有

关物质B、C、D，且操作过程烦琐，不够环保。改进后的TLC法对环磷酰胺有关物质A的检测限约为0.05 μg，对有关物质B、C、D

的检测限约为0.1 μg；方法专属性试验结果表明，环磷酰胺与各有关物质之间互不干扰，分离度良好。结论：改进的TLC法具有简

便、环保、灵敏度高的优点，可用于环磷酰胺及其制剂的质量控制。

关键词 环磷酰胺；有关物质；薄层色谱法；改进

Validation and Improvement of the Detection Method for Cyclophosphamide Related Substances in Chinese
Pharmacopoeia（2015 Edition）
LEI Chengkang1，GUO Ling2（1.Xi’an Institute for Food and Drug Control，Xi’an 710054，China；2.College of
Life Sciences；Shaanxi Normal University，Xi’an 710119，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To improve the detection method for the related substances of cyclophosphamide. METHODS：The
TLC for the detection method of the cyclophosphamide related substances in Chinese Pharmacopoeia（2015 edition）was verified；
the TLC was improved with references of compound A，B，C，D，the expanding agent of dichloromethane-acetic acid-metha-
nol-water（50 ∶ 25 ∶ 15 ∶ 12，V/V/V/V）and the chromogenic agent of ninhydrin solution，and the detection test and methodology valida-
tion were conducted for the related substances. RESULTS：The original TLC can not detect the cyclophosphamide related com-
pound B，C，D，and the operation process was cumbersome and not environmental protection. The detection limit of improved
TLC for cyclophosphamide related compound A was 0.05 μg，and 0.1 μg for related compound B，C，D；specificity method test re-
sults showed that cyclophosphamide and the related compounds did not interfere with each other with a good separation. CONCLU-
SIONS：Improved TLC has the advantages of simplicity，environmental protection and high sensitivity，which can be used for the
quality control of cyclophosphamide and its preparations.
KEYWORDS Cyclophosphamide；Related compound；TLC；Improvement
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环磷酰胺（Cyclophosphamide），分子式 C7H15C12N2O2P·
H2O，化学名为 P-[N，N-双（β-氯乙基）]-1-氧-3-氮-2-磷杂环己

烷-P-氧化物一水合物，是目前临床应用非常广泛的抗肿瘤

药。环磷酰胺主要以二乙醇胺为起始原料，与氯化亚砜、三氯

氧磷及氨基丙醇等经氯化、缩合、环合而成，其生产工艺对温

度及反应时间有严格要求。若其生产过程中的关键因素控

制不当会引起有关物质含量显著增加；另外，若其长期贮藏

于 30 ℃以上的环境中，则易失去结晶水，引起脱氯而呈黏

稠状[1]。

2015年版《中国药典》（二部）收载的检测环磷酰胺有关物

质的方法为自身稀释对照的薄层色谱法（TLC）[2]，该方法不针

对任何特定物质。而已知的环磷酰胺有关物质有4种，分别为

有关物质A、B、C、D，其中有关物质A、B既是工艺杂质也是降

解杂质；而有关物质C、D一般在贮藏过程中产生。据文献报

道，环磷酰胺有关物质A为二（2-氯乙基）胺盐酸盐，具高毒性，

大鼠腹腔半数致死量（LD50）为 100 mg/kg，小鼠皮下LD50为 20

mg/kg，对人亦有致突变作用[3]。其他3种环磷酰胺有关物质毒

理学资料暂缺，但就药品质量控制而言，仍有必要对其含量进

行检测。

经检索有关环磷酰胺质量研究文献[3-9]，仅袁红露[3]对环磷

酰胺有关物质检测进行了研究，但其方法为离子色谱法（IC）

与高效液相色谱法（HPLC）两种方法的结合，虽能较精确地定

量，但操作方法复杂，检测成本较高，实用意义稍低。笔者在

承担国家食品药品监督管理总局国家药品抽验科研项目（环

磷酰胺）期间，对原有的有关物质检测的TLC法进行了改进，

现将相关情况报道如下。

1 材料

1.1 仪器

预制硅胶 G 薄层板（青岛海浪硅胶干燥剂有限公司，批

号：20140326，规格：100 mm×200 mm，厚度：0.2～0.25 mm）；

BT25S型十万分之一电子天平（德国赛多利斯公司）。

1.2 药品与试剂

注射用环磷酰胺样品（共47批，江苏某制药公司22批，山

西某制药公司20批，吉林某制药公司5批，规格均为0.2 g）；环

磷酰胺有关物质A对照品（批号：170475）、有关物质B对照品

（批号：171256）、有关物质C对照品（批号：170476）均购自加拿

大TRC公司，有关物质D对照品（批号：F01375）购自美国药典

委员会，标示纯度均≥98.0％；茚三酮、无水甲酸、丙酮、丁酮、

冰乙酸、甲醇、二氯甲烷、乙醇、盐酸、高锰酸钾、碘化钾、淀粉

等均为分析纯，水为自制实验用水。

2 方法与结果

2.1 原TLC法与方法学验证

2.1.1 原TLC法 取适量的注射用环磷酰胺样品，用乙醇配

制成一定质量浓度的溶液作为供试品溶液，再将此溶液稀释

100倍作为对照溶液。分别取以上两种溶液点于同一硅胶G

薄层板上，用丁酮-水-丙酮-无水甲酸（80 ∶ 12 ∶ 4 ∶ 2，V/V/V/V）为

展开剂，展开，在暖气流下晾干后，于110 ℃加热10 min。在另

一展开缸底放置一适宜容器，加入适量高锰酸钾溶液和盐酸

以产生氯气，将展开后的薄层板趁热放入此展开缸中，盖上盖

子。使薄层板与氯气接触2 min，取出薄层板，将其置于冷气流

中，去除多余的氯气，直至在点样处的下方滴 1滴碘化钾淀粉

溶液后，薄层板仅显极浅的蓝色（避免薄层板过长时间暴露于

冷气流中）。喷以碘化钾淀粉溶液，放置 5 min 后立即检视。

供试品溶液如显杂质斑点（除原点外），其颜色不得深于对照

溶液的主斑点（1.0％）。

2.1.2 原TLC法的专属性验证 取注射用环磷酰胺样品及各

有关物质对照品适量，以乙醇配制环磷酰胺质量浓度为 20

mg/ml 及有关物质 A、B、C、D 质量浓度为 20 μg/ml 的混合溶

液。按“2.1.1”项下色谱条件，吸取上述混合溶液各点样 1、2、

3、4、5 μl，依法展开并显色，结果见图1。

结果显示，原TLC法仅能检出环磷酰胺有关物质A，而有

关物质 B、C、D 均未能检出。而未能检出环磷酰胺有关物质

B、C、D的原因是，展开剂丁酮-水-丙酮-无水甲酸（80 ∶12 ∶4 ∶2，
V/V/V/V）仅能展开有关物质A，有关物质B、C、D基本停留在原

点未展开，呈现为一混合斑点，其Rf值均为0。

2.1.3 原TLC法存在的问题 原TLC法不仅无法检测到已知

的环磷酰胺有关物质 B、C、D，且操作过程异常烦琐，费时费

力，其过程中还使用了国家管制试剂（高锰酸钾、盐酸、丙酮、

丁酮均为易制毒试剂）并生成有毒有害物质（氯气）。

2.2 改进后的TLC法与方法学验证

2.2.1 改进后的 TLC 法 取注射用环磷酰胺样品适量，以

50％甲醇制成环磷酰胺质量浓度为 20 mg/ml的供试品溶液；

取供试品溶液1 ml，置于200 ml量瓶中，加50％甲醇稀释至刻

度，摇匀，作为对照溶液。另取各有关物质对照品适量，以

50％甲醇分别配制有关物质 A、B、C、D 质量浓度为 20 μg/ml

的溶液，作为对照品溶液。取上述 3种溶液各 5 μl，点于同一

硅胶G薄层板上，以二氯甲烷-冰乙酸-甲醇-水（50 ∶ 25 ∶ 15 ∶ 12，
V/V/V/V）为展开剂，展开约 10 cm，取出，晾干，喷以茚三酮试

液，于 105 ℃加热至斑点显色清晰，立即检视。供试品溶液

色谱中如显杂质斑点，其颜色不得深于相应的对照品溶液斑

点（0.1％），其他斑点颜色不得深于对照溶液的主斑点

（0.5％）。色谱见图 2。

图1 原方法的专属性验证薄层色谱图
1. 1 μl；2. 2 μl；3. 3 μl；4. 4 μl；5. 5 μl

Fig 1 TLC chromatograms of specificity verification by the

original method
1. 1 μl；2. 2 μl；3. 3 μl；4. 4 μl；5. 5 μl
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2.2.2 检测限考察 精密称取环磷酰胺有关物质 A、B、C、D

对照品各适量，以 50％甲醇分别溶解并制成 1 ml约各含 1 μg

的溶液。按“2.2.1”项下色谱条件，吸取上述溶液各点样 1、2、

3、4、5 μl，依法展开并显色，以目视能检出清晰斑点的最低量

为检测限。结果，该方法对环磷酰胺有关物质A的检测限约

为0.05 μg，对有关物质B、C、D的检测限约为0.1 μg。

2.2.3 专属性试验 取注射用环磷酰胺样品及各有关物质对

照品适量，以 50％甲醇配制环磷酰胺质量浓度为 20 mg/ml及

有关物质 A、B、C、D 质量浓度为 20 μg/ml 的混合溶液。按

“2.2.1”项下色谱条件，吸取上述混合溶液各点样 1、2、3、4、

5 μl，依法展开并显色。结果，采用改进后的TLC法，环磷酰胺

的Rf值约为0.97，有关物质A的Rf值约为0.75，有关物质B的

Rf值约为0.54，有关物质C的Rf值约为0.45，有关物质D的Rf

值约为0.35。环磷酰胺与各有关物质之间分离良好。

2.2.4 空白试验 以 50％甲醇溶液为空白溶液，按“2.2.1”项

下色谱条件点样 5 μl，依法展开并显色。结果，空白溶液未出

现与各有关物质对照品溶液主斑点对应的斑点，也未出现其

他斑点，表明空白溶液不会对本试验结果产生干扰。

2.2.5 样品验证 按“2.2.1”项下色谱条件和方法对收集到的

47批注射用环磷酰胺样品进行有关物质检测。结果，仅部分

样品检出了有关物质 A，但均符合“2.2.1”项下的相关限度规

定；同时均未检出有关物质B、C、D及其他有关物质。

3 讨论
环磷酰胺及其各种有关物质均为含氮有机物，分子中具

胺的结构，根据这个特点，采用茚三酮试液来显色，具有灵敏

度高、直观、反应迅速的特点，且与原方法所用显色剂氯气相

比，具有过程简便、环保的优点。本方法中，环磷酰胺有关物

质A显色后呈橘黄色斑点，有关物质B、C、D显色后均呈紫红

色斑点。

总结预试验及专属性试验研究结果，本方法的操作关键

点为：（1）薄层板临用前须经105 ℃活化0.5 h；（2）展开剂及显

色剂茚三酮试液均需临用新配；（3）展距以不超过10 cm为佳；

（4）展开后取出薄层板，以微热风（40～50 ℃）迅速干燥，并及

时喷以显色剂；（5）加热显色时间以 5～8 min为宜，应随时观

察，显色清晰后即可取出。

综上所述，本方法具有简便、环保、灵敏度高的优点，通过

47批环磷酰胺制剂验证结果来看方法可行性较好，可用于环

磷酰胺及其制剂的质量控制，并可供相关质量标准修订和提

高时参考。
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图2 改进后方法的薄层色谱图
A.有关物质A对照品溶液；B.有关物质B对照品溶液；C.有关物质C对

照品溶液；D.有关物质D对照品溶液；E.对照溶液；F.供试品溶液

Fig 2 TLC chromatograms of improved methods
A.reference substance solution of related substance A；B.reference sub-

stance solution of related substance B；C.reference substance solution of

related substance C；D.reference substance solution of related substance

D；E.reference solution；F.test sample solution

国家食品药品监督管理总局副局长孙咸泽出席“中非携手，提高医药产品可及性研讨会”

本刊讯 2016年11月22日，“中非携手，提高医药产品可

及性研讨会”在上海召开，国家食品药品监督管理总局副局长

孙咸泽出席会议并致辞。会议旨在落实2015年习近平主席在

中非合作论坛约翰内斯堡峰会上关于“鼓励和支持中国企业

赴非洲开展药品本地化生产，提高药品在非洲可及性”的重要

指示精神，推动中非医药产业务实合作。

孙咸泽副局长表示，中国政府高度重视食品药品安全，正

在采取一系列监管改革措施和制度创新，提高药品的安全性

和质量，从供给侧推动制药产业的结构调整和产业升级，从而

为包括非洲在内的全球公共卫生事业做出贡献。

孙咸泽副局长强调，总局将积极推动中非药品监管合作，

互通信息，衔接机制，在药品检验检测、质量标准、监督检查、

药物警戒、上市许可等领域开展有效的国际间合作，共同切实

保障供应链的安全。

124




