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[摘  要] 目的：建立LC-HRMS对酒石酸溴莫尼定滴眼液中潜在降解杂质结构确认方法。方法：采用

液相色谱仪-馏分收集器实现在线除盐、富集降解杂质；在正离子模式下进行质谱检测,采用LC-HRMS

对富集成功的降解杂质进行结构分析。结果：通过对降解杂质分子量分析并结合酒石酸溴莫尼定滴工

艺路线,确证了未知杂质分别为溴莫尼定咪唑啉位N-氧化杂质、溴莫尼定去溴二聚体杂质、二聚体杂

质。结论：本研究建立LC-HRMS对酒石酸溴莫尼定滴眼液中潜在降解杂质结构鉴定方法,并结合分子

量和合成工艺确证了未知杂质的结构,为其滴眼液的工艺改进和质量控制提供依据。 
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[Abstract] Objective To establish a method for structural confirmation of potential degradation impurities in 

Brimonidine Tartrate Eye Drops by LC-HRMS. Methods The online desalting and enrichment of degradation 

impurities were achieved by using a liquid chromatograph - fraction collector; mass spectrometry detection was 

carried out in positive ion mode, and the structure analysis of the successfully enriched degradation impurities 

was carried out by LC-HRMS. Results Through the molecular weight analysis of degradation impurities and 

combined with the Brimonidine Tartrate Eye Drops production process route, the unknown impurities were 

identified as brimonidine imidazoline N - oxidation impurity, brimonidine debromo - dimer impurity and 

dimer impurity respectively. Conclusion In this study, a method for structural identification of potential 

degradation impurities in brimonidine tartrate eye drops by LC-HRMS was established, and the structures of 

unknown impurities were confirmed by combining molecular weight and synthesis process, which provides a 

basis for the process improvement and quality control of the eye drops. 

[Key words] LC-HRMS; Brimonidine Tartrate Eye Drops; Degradation impurities; Structural confirmation 

 

前言 

酒石酸溴莫尼定滴眼液(Brimonidine Tartrate Eye Drops), 

是一种高选择性α2肾上腺素能受体激动剂,适用于降低开角型

青光眼及高眼压症患者的眼压,其不良反应报道较少,临床应用

广泛[1-6]。 

目前报道主要是关于检测酒石酸溴莫尼定含量的液相方

法[7-8],针对酒石酸溴莫尼定滴眼液中已知杂质的检测方法报道

较少,四川智强医药科技开发有限公司发表了一篇关于一种酒

石酸溴莫尼定滴眼液的质量检测方法的专利,其主要是采用液

相方法对10种已知杂质含量进行检测。本次研究就是在此篇专

利的基础上,采用高分辨质谱仪(LC-HRMS)对酒石酸溴莫尼定滴

眼液中潜在降解杂质(光降解杂质、氧化降解杂质)进行结构鉴

定,并根据酒石酸溴莫尼定合成路线、分子结构、质谱裂解规律

等进行定性分析,推测出目标杂质结构,为酒石酸溴莫尼定原料

药及制剂的工艺改进和质量控制提供依据。 

1 仪器与试药 

Vanquish Core高效液相色谱仪(美国赛默飞)；馏分收集器

(美国赛默飞)；Vanquish Core Q Exactive Plus高分辨液质联
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用仪(美国赛默飞)。 

水为超纯水(赛多利斯arium pro),乙腈为色谱纯(Fisher)、 

甲酸为质谱纯(Fisher)、甲酸铵为质谱纯(Fisher),甲醇为质谱

纯(Fisher),30%过氧化氢(AR,成都科隆),庚烷磺酸钠(AR,成都

科隆),三乙胺(AR,成都科隆)、冰醋酸(AR,成都科隆)。 

色谱柱：Waters Xbridge C18,4.6mm×250mm,5μm；Inertsil  

ODS-3 C18,4.6mm×250mm,5μm；Agilent Poroshell 120 EC- 

C18,2.1mm×50mm,2.7μm。 

酒石酸溴莫尼定滴眼液仿制制剂(四川智强医药科技有限

公司,批号：221103)；酒石酸溴莫尼定滴眼液参比制剂(Allerg 

an Sales LLC,批号：T5356)。 

2 样品制备 

氧化降解样品制备：取酒石酸溴莫尼定滴眼液(批号：2211 

03)3ml,置25ml量瓶中,加入1ml 30%过氧化氢,60℃水浴条件下,

放置5小时,取出放冷,用水稀释至刻度。 

光照降解样品制备：精密量取酒石酸溴莫尼定滴眼液(裸瓶,

照度4500Lx±500Lx,近紫外能量100μw/cm2,25℃放置17

天)3ml,置25ml量瓶中,用水稀释至刻度。 

参比制剂18月样品制备：精密量取本品(批号：T5356)3ml,

置25ml量瓶中,用水稀释至刻度。 

3 实验部分 

3.1液相方法重现 

3.1.1色谱条件。(1)色谱条件1。以十八烷基硅烷键合硅胶

(Waters Xbridge C18,4.6mm×250mm,5μm)为色谱柱,以含庚

烷磺酸钠的甲醇水溶液(称取庚烷磺酸钠2.6g,加甲醇265ml、

三乙胺2.5ml、冰醋酸7.5ml,再加水溶解并稀释至1000ml)为

流动相；柱温30℃；流速为每分钟1.0ml；检测波长为264nm；

进样体积40μl。 

(2)色谱条件2。以十八烷基硅烷键合硅胶(Inertsil ODS-3 

C18,4.6mm×250mm,5μm)为色谱柱；以含庚烷磺酸钠的甲醇水

溶液(称取烷磺酸钠2.6g,加甲醇445ml、水545ml、三乙胺2.5ml、

冰醋酸7.5ml)为流动相；柱温30℃；流速为每分钟1.0ml；检测

波长为264nm；进样体积40μl。 

3.1.2结果。(1)结果1。取氧化降解样品和光照降解样品,

按色谱条件1,注入液相色谱仪,色谱见图1～2。 

 

图1 色谱条件1下氧化降解样品中未知杂质(X1) 

结果表明：采用色谱条件1方法进样分析,样品中目标杂质

出峰时间和顺序与企业提供的图谱基本一致。 

 
图2 色谱条件1下光照降解样品未知杂质(X2) 

 (2)结果2。取光照降解样品、参比制剂18月样品,按色谱

条件2,注入液相色谱仪,色谱见图3～4。 

 
图3  色谱条件2下光照降解样品未知杂质(X3) 

 
图4 色谱条件2下参比制剂18月样品未知杂质(X4) 

结果表明：采用色谱条件2方法进样分析,样品中目标杂质

出峰时间和顺序与企业提供的图谱基本一致。 

3.2在线富集和杂质重现 

 

图5 氧化降解未知杂质(X1)重现比对色谱图 

 

图6  光照降解未知杂质(X2)重现比对色谱图 

3.2.1结果1。馏分收集器的相关参数：收集方式：按时间收

集,延迟体积:10.1μl；收集周期：30s；收集进样器温度：20
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℃；收集阀模式：中断。氧化降解未知杂质(X1)收集时间为14.7～

15.1min；光照降解未知杂质(X2)收集时间为41.8～42.8min。 

其余色谱条件同“色谱条件1”项下。 

取在线富集的氧化降解未知杂质(X1)和光照降解未知杂质

(X2)按上述色谱条件,注入液相色谱仪,色谱见图5～6。 

结果表明：在色谱条件1项下,氧化降解杂质(X1)和光照降

解杂质(X2)在线富集基本成功,且重现率极高。 

3.2.2结果2。馏分收集器的相关参数：收集方式：按时间

收集,延迟体积:10.1μl；收集进样器温度：20℃；收集周期：

50s；收集阀模式：中断。光照降解未知杂质(X3) 

收集时间为24.7～25.3min；参比制剂18月未知杂质(X4)收

集时间为30.0～40.9min；其余色谱条件同“色谱条件2”项下。 

取在线富集的光照降解未知杂质(X3)和参比制剂18月未知

杂质(X4),按上述色谱条件,注入液相色谱仪,色谱见图7～8。 

 

图7  光照降解未知杂质(X3)重现比对色谱图 

 

图8 参比制剂18月未知杂质(X4)重现比对色谱图 

结果表明：在色谱条件2项下,光照降解未知杂质(X3)和参

比制剂18月未知杂质(X4)在线富集基本成功,且重现率极高。 

3.3杂质的结构确认 

3.3.1供试品溶液。上述富集成功的未知杂质X1、X2、X3、X4

溶液。 

3.3.2液相条件。色谱柱为Agilent Poroshell 120 EC-C18, 

2.1mm×50mm,2.7μm；柱温30℃；流速为每分钟0.8ml；检测波长

为264nm；进样体积40μl,DAD范围为200～400nm。以0.1%甲酸

-0.005mol/L甲酸铵溶液为流动相A；乙腈为流动相B梯度洗脱,洗

脱程序：0～5min时,B为3%；5～10min时,B为3%～50%；10～15min

时,B为50%；15～15.1min时,B为50%～3%；15.1～20min时,B为3%。 

3.3.3质谱条件。检测模式：正离子；扫描范围：60～900Da；

碰撞能：20、40、60；鞘气流量35；辅助气体流量15；喷雾电

压3.80kV；毛细管温度320℃；辅助气体加热器温度350℃；AGC 

target:3e6。 

3.3.4结果。取上述富集成功的未知杂质X1、X2、X3、X4溶

液,按“3.3.2液相条件”和“3.3.3质谱条件”进样分析,注入

高分辨液质联用仪,并根据API合成路线、分子结构、裂解规律

和相关文献报道等进行定性分析,推测出目标杂质结构。 

(1)未知杂质(X1)。LC-HRMS谱图在RT 2.61~2.68min下有

M/Z峰308.0110和310.0088.为M和M+2峰,同位素峰比例为1:1,

含有1个溴原子,见图9。 
YG-YH #1129-1248 RT: 2.51-2.80 AV: 20 SB: 21 1.90-2.20 NL: 2.16E6
T: FTMS + p ESI Full ms [60.0000-900.0000]
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图9 未知杂质(X1)质谱图 

机理分析：M/Z峰308对应可能的化学结构式为：溴莫尼定

咪唑啉位N-氧化杂质,生成机理推测如下： 

N

H
N

H
N

N

N

Br

氧化条件下

N

H
N

N

N

Br
H
N

O
O

溴莫尼定 溴莫尼定咪唑啉N氧化  

故氧化降解未知杂质X1结构式如下： 

N

H
N

H
N

N

N

Br

O

C11H10BrN5O
Exact Mass: 307.01

Mol. Wt.: 308.13  

(2)未知杂质(X2)。LC-HRMS谱图在RT5.94~6.01min下有M/Z

峰310.03和312.02,为M和M+2,同位素峰比例为1:1,含有1个溴

原子,见图10。 
YG-GZ #2363-2460 RT: 5.79-6.04 AV: 16 SB: 31 5.00-5.50 NL: 1.96E6
T: FTMS + p ESI Full ms [60.0000-900.0000]
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图10  光照降解未知杂质(X2)质谱图 

机理分析：该杂质为溴莫尼定的光照氧化杂质(溴莫尼定光

照降解杂质1、溴莫尼定光照降解杂质2),可进一步氧化生成杂

质J。生成机理推测如下： 
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故光照降解未知杂质X2结构式如下： 

N

H
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N
H
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N
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溴莫尼定光照降解杂质 1

O

N

H
N

N
H

H
N

Br
H
N

溴莫尼定光照降解杂质 2

和或

O

C11H12BrN5O
Exact Mass: 309.02

Mol. Wt.: 310.15

C11H12BrN5O
Exact Mass: 309.02

Mol. Wt.: 310.15  

(3)未知杂质(X3)。LC-HRMS谱图在RT5.52~5.92min下有M/Z

峰,503.0991,505.0970为M和M+2峰,经分析该结构含有一个溴

原子,见图11。 

K-GZ-20 #2312-2476 RT: 5.52-5.92 AV: 27 SB: 33 5.00-5.50 NL: 3.75E6
T: FTMS + p ESI Full ms [60.0000-900.0000]
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图11 光照降解未知杂质(X3)质谱图 

机理分析：该杂质的产生过程是两分子溴莫尼定在光照降

解条件下发生聚合反应生成二聚体,同时脱去一个溴原子。生成

机理推测如下： 
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故光照降解未知杂质(X3)结构式如下： 

N

N
H
N

N

N

N

NN
H

N

NBr

C22H19BrN10
Exact Mass: 502.1
Mol. Wt.: 503.36  

(4)参比制剂未知杂质(X4)。LC-HRMS谱图在RT6.01~6.30min

下有M/Z峰581.01、583.01、585.00。其中581.01和585.00为M

和M+4峰,同位素峰比例为1:1,分析含有两个溴原子,见图12。 
K-CB #2527-2639 RT: 6.12-6.41 AV: 19 SB: 32 5.50-6.00 NL: 4.89E5
T: FTMS + p ESI Full ms [60.0000-900.0000]
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图12 参比制剂未知杂质(X4)质谱图 

机理分析：该杂质的产生过程是两分子溴莫尼定在一定条

件下(高温/光照)条件下发生聚合反应生成二聚体,与日本IF文

件报道一致。生成机理推测如下： 

 

 

故参比制剂未知杂质(X4)结构式如下： 

N

N
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N
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N

N

NN
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Br

N

NBr

C22H18Br2N10
Exact Mass: 580.01

Mol. Wt.: 582.25  

4 结论 

本研究基于高分辨质谱(LC-HRMS)技术,通过对酒石酸溴莫

尼定滴眼液的合成路线、分子结构特征及质谱裂解规律的系统分

析,成功鉴定了其滴眼液中氧化降解杂质X1、光降解杂质X2和X3以

及参比制剂中未知杂质X4的化学结构。该发现从分子层面阐明了

杂质的来源与生成机制,为酒石酸溴莫尼定原料药及制剂的工艺

改进(如反应条件控制、避光包装设计)和质量控制提供依据。 
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