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摘要

近来有关“沙坦类”药物⾎管紧张素II受体阻滞剂(ARB)的基因毒性杂质问题已促使多家监管机构发出召回通知。

这些杂质的安全阈值⽔平较低，因此迫切需要适当的分析⽅法。然⽽，现⾏美国药典(USP)专论中可能没有能够充

分分离活性药物成分(API)杂质的⽅法。本研究⽐较了⼀种新⽅法与USP专论⽅法，并展⽰了替代⾊谱柱填料

XSelect CSH苯⼰基在分离沙坦类药物混合物（厄⻉沙坦、氯沙坦、缬沙坦）和叠氮杂质（5-(4'-(叠氮甲基)-[1,1'-

联苯]-2-基)-1H-四唑）⽅⾯的潜⼒。将ACQUITY Arc系统与PDA和ACQUITY QDa质谱检测器联⽤，所有化合物均

获得了更⾼的选择性和分离度，由此开发出⼀种快速的3 min等度⽅法，使每种化合物都表现出良好的MS线性。

优势

使⽤XSelect CSH苯⼰基柱提⾼沙坦类药物和叠氮杂质的分离度■

使⽤LC-UV-MS准确分析沙坦类原料药中的叠氮杂质■

使⽤3 min等度⽅法快速、可重现地定量16 ng/mL‒50 µg/mL的叠氮杂质■

简介

厄⻉沙坦、氯沙坦和缬沙坦为⾎管紧张素II受体阻滞剂(ARB)，⽤于治疗⾼⾎压和糖尿病肾病（肾病）1。因怀疑这

些“沙坦类”药物中存在基因毒性叠氮杂质5-(4'-(叠氮甲基)-[1,1'-联苯]-2-基)-1H-四唑，监管机构于2021年6⽉发

布了召回通知2。 这种叠氮杂质是各活性药物成分(API)合成途径的中间体，由相似的⻣架结构组成。如图1所⽰
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，上述四种化合物均含有与苯基键合的四唑环，并在邻位结合另⼀个苯基。不同化合物的区别体现在第⼆个苯环

的对位结构上，需要采⽤合适的分析⽅法准确检测和定量叠氮杂质和沙坦类API。如果化学结构相似，这⼀⼯作将

更具挑战性。

在本研究中，我们介绍了采⽤UV-MS双重检测的UHPLC⽅法，该⽅法使⽤XSelect CSH苯⼰基柱，在3 min内快速

准确地分析叠氮杂质5-(4'-(叠氮甲基)-[1,1'-联苯]-2-基)-1H-四唑以及沙坦类API（厄⻉沙坦、氯沙坦和缬沙坦）。

将配备PDA检测器的ACQUITY Arc系统与ACQUITY QDa质谱检测器联⽤。这种快速、简单的⽅法采⽤等度条件以

及可兼容MS的流动相，可完全分离四种化合物。UV检测与MS检测相结合有利于对叠氮杂质和API进⾏准确测定和

质量数确认，并具有更⾼的分析灵敏度，使⽤1 µL的进样体积时，叠氮杂质的检测下限低⾄16 ng/mL。 

实验

样品描述

使⽤50:50⼄腈:⽔作为样品稀释剂，制得浓度为1 mg/mL的四种分析物储备液。随后的所有稀释均使⽤50:50⼄腈

:⽔作为稀释剂。整个检测过程中的样品浓度各不相同。 

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： 配备2998 PDA检测器和ACQUITY QDa质谱

检测器的ACQUITY Arc

检测条件： UV 230 nm

分析物的SIR（图1）

样品瓶： LCMS认证透明玻璃样品瓶，容积2 mL（部

件号：600000751CV）

⾊谱柱： XSelect BEH C18⾊谱柱, 3.0 × 50 mm, 2.5 

µm（部件号：186006033）

XSelect CSH苯⼰基柱, 3.0 × 50 mm, 2.5 

µm（部件号：186006129）

2使⽤XSelect CSH苯⼰基柱通过UHPLC-UV-MS分离和检测沙坦类原料药中的叠氮杂质



柱温： 30 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 1 µL

流速： 1.7 mL/min ‒ 由USP专论⽅法缩放⽽来

0.85 mL/min ‒ ⽅法开发流速

流动相A： ⽔

流动相B： ⼄腈

流动相C： 50:50:0.1（⼄腈:⽔:⼄酸） USP专论流动相

流动相D： 2%甲酸的⽔溶液

质谱条件

质谱系统： ACQUITY QDa

电离模式： ESI+下的SIR

采集范围： ⻅图1

⽑细管电压： 1.5 kV

锥孔电压： 15 V
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图1.样品混合物中所含四种化合物的化学结构，包括⽤于SIR检测的m/z值

数据管理

⾊谱软件： Empower 3 Feature Release 4

结果与讨论

图1中化合物的初步⽅法开发⼯作主要是创建⼀种通⽤⽅法，能够分离、检测和定量沙坦类药物和叠氮杂质。基于

这些原因，我们使⽤配备PDA检测器的ACQUITY Arc系统进⾏分析，并与ACQUITY QDa质谱检测器集成以进⾏质

量数确认。缬沙坦的USP专论⽅法作为⽅法开发起点进⾏了考察，因为厄⻉沙坦和氯沙坦专论⽅法都在流动相中

使⽤了与MS检测不兼容的磷酸和磷酸盐缓冲液。缬沙坦的USP专论⽅法采⽤⼄腈:⽔:⼄酸的组合作为流动相，是

唯⼀能够兼容MS检测的沙坦类药物专论⽅法。

分析时，按照USP专论中所述的⽅法制备四种化合物的储备液3。 使⽤XBridge BEH C18⾊谱柱（3.0 × 50 

mm，2.5 µm；此规格由USP专论⽅法缩放⽽来），对0.2 mg/mL API和0.02 mg/mL叠氮杂质执⾏单标进样，并

进样四种化合物指定浓度的混合物。LC和MS的全部详细信息⻅实验部分。图2显⽰了使⽤该⽅法获得的UV⾊谱结

果。  
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图2.XSelect BEH C18⾊谱柱(3.0 × 50 mm, 2.5 µm)分析各沙坦类药物（缬

沙坦、氯沙坦、厄⻉沙坦）、叠氮杂质和杂质混合物获得的UV⾊谱图。使

⽤ACQUITY Arc液相⾊谱系统和PDA检测器进⾏等度分离，所⽤分离条件由

缬沙坦USP专论⽅法缩放⽽来：流速1.7 mL/min，柱温30 °C，检测波⻓

230 nm，流动相为50:50:1⼄腈:⽔:⼄酸。

从图2可以看出，使⽤缩放的USP专论⽅法和XSelect XBridge BEH C18⾊谱柱时，三种沙坦类药物和叠氮杂质的

分离不充分，叠氮杂质与厄⻉沙坦峰共流出。此结果说明，尚未开发出能够完全分离杂质和沙坦类药物的通⽤⽅

法，还需要进⼀步的⽅法开发。考虑到这四种化合物具有密切相关的多环结构，我们接下来选择XSelect CSH苯⼰

基柱进⾏测试。这款⾊谱柱与XBridge BEH C18⾊谱柱相⽐采⽤了不同的基质颗粒和键合相。CSH颗粒与BEH颗粒

相似，⼆者均为杂化颗粒；但前者颗粒上保留少量正电荷，⽽BEH颗粒上没有。此少量电荷有两种作⽤。⾸先

，由于弱离⼦排斥效应，少量正电荷可改善碱性分析物在低pH条件下的峰形。其次，颗粒上的正电荷在适当情况

下可以充当弱阴离⼦交换剂，从⽽对酸性探针具有不同的选择性。苯⼰基键合相与C18键合相的不同之处在于，键

合相与分析物之间可能发⽣次级π-π相互作⽤，这种相互作⽤被证明在分析含有多个苯环的化合物（例如沙坦类药

物）时是有利的。

使⽤这款XSelect CSH苯⼰基柱，我们可以在沙坦类药物和叠氮杂质的分离中获得更出⾊的选择性和更⾼的分离度

。还能进⼀步优化⽅法，将等度⽅法运⾏时间⼤幅缩短⾄3 min，如图3所⽰。另外还发现使⽤甲酸作为流动相改

性剂⾜以实现所需的分离效果。  
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图3.使⽤XSelect CSH苯⼰基柱(3.0 × 50 mm, 2.5 µm)分析叠氮杂质、厄⻉沙坦、氯沙坦和

缬沙坦获得的UV和SIR⾊谱图。利⽤配备PDA检测器的ACQUITY Arc系统进⾏等度分离，并与

ACQUITY QDa联⽤进⾏质谱检测，所⽤流速为0.85 mL/min，柱温为30 °C，且采⽤添加甲酸

作为改性剂的流动相（40:60⼄腈:⽔）。

 

优化液相⾊谱⽅法后，使⽤ACQUITY QDa质谱检测器评估沙坦类药物和叠氮杂质的MS灵敏度和线性。为所有四种

化合物⽣成校准曲线(n = 3)。表1突出显⽰了MS定量性能，包括定量下限、线性回归(R2)、校准曲线范围。为确认

叠氮杂质的MS准确度，⽤50 ng/mL样品评估了回收率/准确度和重现性。测得的平均%回收率(n = 9)为

97.4%，%RSD为4.2%，完全符合建议的回收率(85~115%)和RSD标准。

 
表1.使⽤优化的3 min等度⽅法和XSelect CSH苯⼰基柱(3.0 × 50 mm, 2.5 

µm)分析厄⻉沙坦、氯沙坦、缬沙坦和叠氮杂质获得的代表性MS定量性能

结论
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本研究成功开发出⼀种快速、通⽤的LC-UV-MS⽅法，可准确且可重现地分析叠氮杂质（5-(4'-(叠氮甲基)-[1,1'-联

苯]-2-基)-1H-四唑）和沙坦类API。与过去使⽤的C18⾊谱柱相⽐，XSelect CSH苯⼰基柱具有优异的选择性，可有

效分离氯沙坦、缬沙坦、厄⻉沙坦和叠氮杂质。将配备PDA检测器的ACQUITY Arc系统与ACQUITY QDa质谱检测

器联⽤，可实现快速、准确的峰确证。总⽽⾔之，这种概念验证⽅法为测定沙坦类API中的叠氮杂质5-(4'-(叠氮甲

基)-[1,1'-联苯]-2-基)-1H-四唑提供了⼀种简单的解决⽅案，运⾏时间不超过3 min。
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