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摘要

⾃2018年活性药物成分(API)缬沙坦中检出N-亚硝基⼆甲胺(NDMA)，以及随后其他⼏类药物中也检出亚硝胺以来

，卫⽣监管机构要求药品上市许可持有⼈(MAH)采取措施，减少和控制新药、在研药物和已上市药物中的亚硝胺。

亚硝胺具有致突变作⽤，被视为可能的⼈类致癌物。

要在法规规定的可接受摄⼊量(AI)阈值⽔平分析痕量亚硝胺，需要采⽤⾼灵敏度且⾼选择性的分析⽅法。串联四极

杆质量分析器具有简单易⽤、稳定性好、灵敏度⾼以及分析选择性出⾊（可在多重反应监测(MRM)实验中选择

（采集）⺟离⼦和⼦离⼦）等优势，为定量测定复杂基质样品提供了理想的性能特征。

尽管LC-MS/MS实验具有优异的选择性，但在MRM采集中仍然可能观察到噪⾳，这会降低⽅法的检测灵敏度。低

分⼦量分析物的痕量分析可能会有⼀定的挑战性，因为该质量范围内通常存在化学⼲扰。以下研究使⽤超⾼效液

相⾊谱(UPLC)结合⼤⽓压化学电离(APCI)和串联四极杆质谱仪分析亚硝胺，并结合多种策略（包括评估锥孔⽓体

、锥孔电压和使⽤⾼纯度流动相）来降低分析NDMA和其他亚硝胺的过程中出现的背景噪⾳。

优势

使⽤Xevo™ TQ Absolute串联四极杆质谱仪在MRM采集模式下检测痕量亚硝胺■
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使⽤多个确认离⼦，对杂质检测的选择性更有信⼼■

降噪⼯具帮助改善分析物信噪⽐■

使⽤Premier HSS T3⾊谱柱和ACQUITY™ Premier UPLC系统成功保留了7种亚硝胺杂质（包括m/z 130的同量

异位NDPA和NDIPA）并实现⾊谱分离

■

简介

⾃2018年活性药物成分(API)缬沙坦中检出N-亚硝基⼆甲胺(NDMA)，以及随后其他⼏类药物中也检出亚硝胺以来

，业界⼀直致⼒于减少所有市售药物中的亚硝胺。由于亚硝胺具有致突变性，并且被视为可能的⼈类致癌物，监

管机构要求制药⼚商和上市许可持有⼈仔细监测和控制药品中的亚硝胺，以确保患者能持续获得安全的关键药物

。卫⽣监管机构指导⽣产商遵循三步流程来减少和控制所有市售药品和新上市药品中的亚硝胺含量，该流程包括

⻛险评估、确认分析检测（旨在识别⻛险），以及报告。

如果⻛险评估确定最终药品中可能形成亚硝胺，就必须通过分析检测进⾏定量1-3。 由于某些亚硝胺的AI⾮常低

，在法规允许的阈值⽔平下分析痕量亚硝胺需要使⽤⾼灵敏度且⾼选择性的分析⽅法。此外，为了让制造商能够

减少现⾏的放⾏批次检测，需要定量限可低⾄法规规定的杂质AI阈值10%的⾼灵敏度分析⽅法。通过使⽤

MS/MS，可以借助串联四极杆质量分析器优异的性能特征对复杂基质中痕量⽔平的分析物进⾏准确定量。特别是

MRM采集模式可以将结构相关的⼦离⼦与特定的⺟离⼦关联起来，有助于实现⾼选择性和⾼灵敏度。LC-MS/MS

和GC-MS/MS⽅法都被⽤于各种N-亚硝胺的痕量定量分析4-8。 LC-MS/MS特别适⽤于分析极性和⾮极性化合物

，以及热不稳定化合物7。电喷雾电离（ESI，⼀种基于溶液的电离技术）和APCI电离技术（在⽓相中实施电离

）被⽤于分析各种基质中的亚硝胺4,5,9,10‒12。有研究表明APCI不易受基质⼲扰的影响7,11,12。

尽管LC-MS/MS实验的选择性较⾼，但在极低质量分析物（例如亚硝胺）的痕量分析时中，⼀个常⻅的挑战是

MRM采集中会观察到背景噪⾳，⽽这可能会⼲扰并降低检测灵敏度。为了保持LC-MS/MS分析的痕量检测能⼒

，必须采取措施保持系统洁净度，避免分析过程中可能引⼊系统的污染。以下研究探讨了使⽤超⾼效液相⾊谱(

UPLC™)和APCI正离⼦电离模式以及串联四极杆质谱仪（图1）分析亚硝胺时，如何降低背景化学噪⾳对分析的影

响。研究将探讨降低亚硝胺定量和确认MRM通道噪⾳的策略，包括评估锥孔电压、锥孔⽓体流速和流动相。经过

优化的⽅法被应⽤于分析7种N-亚硝胺确证标准品（表1和图2），达到了超低的检测限。

实验
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图1.Xevo TQ Absolute串联四极杆质谱仪和ACQUITY Premier系统

表1.N-亚硝胺、化学式、实测m/z和CAS编号列表
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表2.本研究分析7种亚硝胺时采⽤的定量和确认MRM通道、锥孔

电压以及碰撞能量设置

图2.本研究分析的亚硝胺的结构
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结果与讨论

优化锥孔⽓体

使⽤确认离⼦及其与定量离⼦的⽐率（表2）对提⾼正确鉴定可疑杂质的可信度很有帮助。如果要在存在⾼化学背

景或⼲扰（例如⾼浓度的活性药物成分(API)）的情况下检测和定量低浓度的低质量杂质，这种⽅法特别有⽤。图3

A为NDMA确证标准品在保留时间(tR) 2.09 min处的初级MRM通道和两个确认MRM通道的⾊谱图。我们在⽅法开

发过程中研究了锥孔⽓流速，旨在帮助降低75.1>43 NDMA确认通道中观察到的背景噪⾳。锥孔⽓体是⼀个很有⽤

的参数，经优化后有助于减少溶剂簇和其他⼲扰离⼦，从⽽改善信噪⽐(S/N)。图3B显⽰了增⼤锥孔⽓流速对

NDMA的75.1>43 MRM通道中观察到的背景噪⾳的影响。随着锥孔⽓流速从150 L/h增加到500 L/h，噪⾳降低。

优化该参数可以获得理想的信噪⽐。很重要的⼀点是要确保增⼤锥孔⽓流速不会对其他分析物的信噪⽐或MRM通

道产⽣不利影响。

图3.分析NDMA确证标准品(0.5 ng/mL, 10 µL)得到的⾊谱图。确认MRM通道(75.1>43)的背景噪⾳升⾼，如图3A

（左下图）所⽰。在叠加⾊谱图中可以观察到锥孔⽓流速从150 L/h增加到500 L/h对75.1>43 MRM通道噪⾳⽔平

的影响（图3B，右图）。

实验确定最佳锥孔⽓流速为350 L/h（图4A），因为采⽤该流速可以达到理想的信噪⽐，⽽不会对其他NDMA 

MRM通道的信噪⽐产⽣不利影响（图4B）。使⽤350 L/h的锥孔⽓流速可显著改善75.1>43通道的背景噪⾳，从⽽
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提⾼此确认通道的可⻅性。此外，还观察到其他NDMA通道（75.1>58和75.1>44）的信号增强，这些通道的信噪

⽐也因此得以改善（图4B）。

图4.A) 150~500 L/h范围内不同锥孔⽓流速下的⾊谱图，图中显⽰了各流速下的信噪⽐。B)分析NDMA (NDMA 0.5 

ng/mL, 10 µL)得到的MRM⾊谱图，采⽤优化后的锥孔⽓流速(350 L/h)获得，由图可⻅噪⾳明显降低。

优化受噪⾳影响的MRM通道的锥孔电压

为了尽可能提⾼离⼦源到下⼀级质量分析器的离⼦传输效率，本研究对锥孔电压进⾏了优化。使⽤MassLynx软件

的IntelliStart⾃动调谐功能可以⾃动优化特定化合物的锥孔电压。如果观察到基线噪⾳升⾼，也可以通过调节锥

孔电压来解决。上⼀节提到NDMA的⼀个确认MRM通道中观察到了背景噪⾳升⾼。我们针对这个通道开展锥孔电

压优化研究，成功降低了该MRM通道的噪⾳，并结合锥孔⽓体参数使⽤。

采⽤350 L/h的锥孔⽓流速设置，将75.1>43 MRM通道的锥孔电压设为25~70 V范围内的不同值。图5A展⽰了每种

锥孔电压设置下的信噪⽐。通过测量峰洗脱后区域（此区域基线噪⾳升⾼）的噪⾳，确定最佳锥孔电压为50 V。

尽管锥孔电压为25 V时的信号最⾼，但此时该区域的噪⾳也升⾼，导致该锥孔电压下观察到的总体信噪⽐降低

（图5B）。在信噪⽐增益与观察到的任何信号强度下降之间找到平衡⾮常重要。锥孔电压可以单独应⽤于受影响

的MRM通道，⽽不影响定量离⼦强度或其他可能不受背景噪⾳影响的MRM通道的强度。
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图5.A)分析NDMA确证标准品(1.0 ng/mL, 10 µL)得到的确认通道(75.1>43)⾊谱图，图中显⽰了25~70 V范围内不同

锥孔电压下的信噪⽐；B)叠加⾊谱图，图中显⽰了25 V、30 V和50 V锥孔电压对信号强度和基线噪⾳的影响。

流动相导致的噪⾳

开展痕量定量分析时必须谨慎设置整个分析系统，避免流动相储液瓶和溶剂受污染，因为这可能导致背景噪⾳增

加和分析灵敏度下降。使⽤⾼纯度流动相和添加剂对于维持痕量⽔平检测所需的检测灵敏度⾄关重要。本研究使

⽤LC-MS级甲酸和甲酸铵以及LC-MS级溶剂，还⽐较了两个不同品牌的LC-MS级甲醇。图6A为使⽤甲醇作为强洗

脱溶剂分析NEIPA确证标准品（0.1 ng/mL，进样10 µL）得到的⾊谱图。使⽤每个溶剂品牌的甲醇时各进样5次标

准品，然后将所得⾊谱图叠加到同⼀个强度轴上。使⽤品牌A的甲醇时，观察到NEIPA初级通道(117.1>75)的背景

噪⾳升⾼，显著影响了测得的信噪⽐（图6B）。此外，还观察到NEIPA的确认通道以及NDPA和NDIPA的定量和确

认通道噪⾳增加（数据未显⽰）。使⽤品牌B的甲醇作为强洗脱溶剂时，观察到这些通道的背景噪⾳降低，信噪⽐

值增加。
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图6.A)分别使⽤溶剂品牌A的甲醇(n=5)和溶剂品牌B的甲醇(n=5)分析NEIPA初级通道(117.1>75)的叠加⾊谱图，由

图可⻅使⽤溶剂品牌A的甲醇时，该MRM通道的可⻅噪⾳增⼤(0.1 ng/mL, 10 µL)。B)使⽤各品牌甲醇时测得的信

噪⽐⽐较。

定量痕量N-亚硝胺

优化⽅法优并尽量减⼩背景噪⾳后，使⽤亚硝胺溶剂确证标准品执⾏三次进样，评估质谱仪的灵敏度和线性范围

。分别按信噪⽐3:1和10:1的标准确定每种亚硝胺的检测限(LOD)和定量限(LOQ)。利⽤亚硝胺标准品保留时间处的

信号以及基线噪⾳的代表性区域计算每种化合物在LOD和LOQ处的信噪⽐，如图7A中使⽤峰到峰算法分析NDMA

得到的结果所⽰。 

NDMA的响应在0.02~100 ng/mL范围内呈线性（图7B）。其他亚硝胺的分析结果汇总于表3中。
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图7.A)浓度为LOD (0.01 ng/mL)和LOQ (0.02 ng/mL)的NDMA确证标准品以及空⽩进样（进样30 µL）的⾊谱图。
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图中显⽰了各浓度⽔平的信噪⽐。B) NDMA的线性范围为0.02~100 ng/mL，LOQ处的残差<16%，被测校准范围

内的残差<+/-9%，重复进样3次（上图）。

表3.本研究确定了所分析的亚硝胺确证标准品的LOD和LOQ，表中还显⽰了线性范围和R
2值。

图8显⽰了LOD和LOQ浓度下，NDMA的定量MRM通道(75.1>58)和两个确认MRM通道（75.1>43和75.1>44）以及

空⽩进样的⾊谱图。
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图8.分析NDMA确证标准品（0.01 ng/mL和0.02 ng/mL，进样体积30 µL）和溶剂空⽩样的⾊谱图。

结论

为了在痕量亚硝胺分析中保持优异的检测灵敏度，需要控制整个LC-MS/MS系统的背景噪⾳，以便获得理想的信噪

⽐。优选不会给⽬标MRM背景增加额外噪⾳的LC-MS/MS级溶剂和添加剂。如果基线噪⾳升⾼，可以尝试优化锥

孔⽓流速，这有助于减少⼲扰离⼦，从⽽提⾼电离效率并增加定量和确认离⼦的信噪⽐。在存在⾼浓度API的情况

下，使⽤确认离⼦对于提⾼杂质鉴定的可信度⾄关重要。优化锥孔电压既有助于提⾼分析物的检测灵敏度，也可

以帮助改善受噪⾳影响的MRM通道的信噪⽐。有必要通过开展优化研究在峰强度降低与信噪⽐增益之间找到平衡

。

本研究的实验结果旨在为开发亚硝胺定量分析⽅法时观察到背景噪⾳升⾼或怀疑背景噪⾳升⾼的情况提供参考。

在分析含API或药品的样品时，可能需要进⼀步优化⽅法（包括样品前处理或⾊谱分离），以补充上述优化参数。
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