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摘要

LC-MS分析⽅法开发需要采⽤灵活、可重现的样品制备⽅法，以实现准确、稳定的分析物定量。本⽂重点介绍如

何使⽤Andrew+移液机器⼈与云端OneLab软件⾃动⽣成校准曲线，通过ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统和

Xevo TQ-XS质谱仪对亚硝胺杂质进⾏准确且可重现的LC-MS定量分析。

优势
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准确、精密且稳定的分析定量性能■

简便易⽤且节省时间■

提⾼效率并减少故障，从⽽节省成本■

减少重复移液■

⾃动⽅法转移■

简介

对于实验室分析⼈员⽽⾔，样品制备通常是⾮常耗时但⼜⾄关重要的步骤。样品制备步骤中的任何错误都会在整

个分析过程中延续，可能导致性能表现出⾼变异性，在极端情况下，还有可能导致分析失败。此外，开发、优化

和执⾏这些分析可能⾮常耗时，并且难以在科学家和实验室之间转移1。     

所有定量分析都要求制备校准标准品和质量控制(QC)样品。制备这些样品的基本技术是，从浓缩溶液中依次（或

连续）稀释分析物2。 样品制备通常并不复杂，但是制备过程重复且耗时，需要制备⼀致的样品以确保分析⽅法具

有可靠的性能。因此，该任务⾮常适合引⼊实验室⾃动化装置。让分析⼈员能够执⾏其他任务，简化样品制备过

程，减少潜在的⼈为错误，确保获得⼀致的分析⽅法性能。

本应⽤简报的⽬的是使⽤Andrew+移液机器⼈开发⽤于N-亚硝胺杂质LC-MS定量分析的⾃动化样品制备⽅法并证

明其性能。由于N-亚硝胺杂质具有致癌性并且在多种商品和药物中都有发现，因此需要在药物开发和⽣产过程中

及之后对这些化合物进⾏常规定量分析，前提是进⾏稳定、可靠的样品制备。

结果与讨论

根据应⽤纪要720006899EN <https://www.waters.com/nextgen/us/en/library/application-

notes/2020/high-sensitivity-quantitation-of-nitrosamine-genotoxic-impurities-lc-ms-analysis-of-

ranitidine-drug-product-using-the-waters-acquity-uplc-i-class-xevo-tq-xs-tandem-quadrupole-mass-

spectrometer.html> 中介绍的样品制备⽅法，为Andrew+移液机器⼈创建了校准样品制备⽅案。简⽽⾔之，使

⽤⽔/甲醇溶液(80/20)制备包含六种亚硝胺杂质（NDMA、NDEA、NEIPA、NDIPA、NDBA和NMBA）的三条校准

曲线，使⽤浓度为1 µg/mL的浓缩储备液，在96孔样品收集板（部件号：186005837 <
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https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/vials-containers--collection-plates/186005837-96-well-

sample-collection-plate-700--l-round-well-25-pk.html> ）中制备。在OneLab中⽣成试剂制备⽅案和校准曲

线⽅案，该软件是在Andrew+移液机器⼈上设计和执⾏⽅案所使⽤的云端软件。开发的⽅案不仅可执⾏所有校准

曲线制备步骤（浓度范围0.025~100 ng/mL），还可提供制备过程中所⽤消耗品和试剂的所有信息。图1突出显⽰

了该分析中所⽤的OneLab连续稀释/校准曲线(0.025〜100 ng/mL)。⽣成亚硝胺校准曲线后，⽤硅胶/PTFE 96孔

盖垫（部件号：186006332 <https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186006332> 

）密封分析板。将ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统与Waters Xevo TQ-XS串联质谱仪联⽤，在MassLynx软件控

制下，对制备的样品进⾏LC-MS/MS分析。LC-MS⽅法的全部详细信息也可参⻅应⽤纪要720006899EN <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/library/application-notes/2020/high-sensitivity-quantitation-

of-nitrosamine-genotoxic-impurities-lc-ms-analysis-of-ranitidine-drug-product-using-the-waters-

acquity-uplc-i-class-xevo-tq-xs-tandem-quadrupole-mass-spectrometer.html> 。

图1.⽤于连续稀释样品和⽣成校准曲线的Andrew+移液机器⼈⼯作台布局
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根据⼩分⼦分析⽅法开发指南3,4，开发的分析⽅法必须能够证明线性（相关系数或R2≥0.98）、准确度

(±15%)和精密度(±15%)。使⽤在Andrew+移液机器⼈上执⾏的OneLab样品制备⽅法以及随后的LC-MS分析

，所有六(6)种N-亚硝胺杂质均轻松达到这些标准。平均(N = 3)校准性能⻅表1。对于所有6种N-亚硝胺杂质，使⽤

简单的1/x加权所得到的线性动态范围为0.025~50 ng/mL，线性拟合⽔平≥0.999。此外，平均准确度值范围为

90.7%~108.0%，RSD为0.2%~14.0%，表明该⽅法具有出⾊的准确度和重现性。其中三种亚硝胺杂质的代表性校

准曲线⻅图2。 

表1.使⽤Andrew+移液机器⼈连续稀释样品并⽣成校准曲线，获得的亚硝胺杂质LC-MS纯标准品定量分析性能

图2.使⽤Andrew+移液机器⼈连续稀释样品并⽣成校准曲线，获得的代表性亚硝胺杂质标准品校准曲线（NDMA、

NDEA和NDBA）。
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本⽂开发的⾃动化⽅法使⽤OneLab创建，通过Andrew+移液机器⼈执⾏，能够完成简单的连续稀释，⽣成⽤于亚

硝胺杂质分析的校准曲线，⽽⽆需分析⼈员⼿动⼲预。这种⼴泛适⽤的⽅法可单独使⽤，也可以加⼊更复杂的样

品⼯作流程中，实现稳定的LC-MS定量分析。此外，OneLab⽅法可追溯且易于转移，可确保⽅法的⽇间、⽤⼾间

、系统间和实验室间重现性。 
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