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摘要

N-亚硝胺（简称亚硝胺）可能具有潜在的致突变和致癌作⽤。⾃2018年以来，亚硝胺已在多个类别的药品中被发

现。 相关各⽅⼀直致⼒于减少所有市售药物中的亚硝胺，同时仍确保患者能够安全使⽤这些重要药物。 

在多种药品中已检测到亚硝胺药物相关杂质(NDSRI)。NDRSI的形成是由于药物中存在易受影响的结构特性，例如

仲胺或叔胺，这些结构特性在某些化学条件下（包括在辅料中亚硝酸盐的存在）可以引⼊亚硝基基团。

最近，EMA和FDA都对可接受摄⼊量(AI)的确定⽅式进⾏了修订。这些修订引⼊了扩展构效关系(SAR)的⽅法，并

根据已知亚硝胺的致癌性数据划分出不同的效⼒类别（致癌效⼒分类⽅法，CPCA）。2022年，普萘洛尔（⼀种β-

受体阻滞剂）因在药品中检测到亚硝基杂质N-亚硝基普萘洛尔⽽被召回。 本研究介绍了使⽤超⾼效液相⾊谱(

UPLC)结合电喷雾检测(ESI)和Xevo™ TQ-S micro串联四极杆质谱仪分析药物中的N-亚硝基普萘洛尔的⽅法。⽤于

检测NDSRI的分析⽅法要求其定量下限(LOQ)不超过AI和活性药物成分(API)每⽇最⼤剂量(MDD)计算限值的

10%。假设MDD为320 mg，则根据N-亚硝基普萘洛尔修订后的AI值（1500 ng/天），该⽅法的检测性能已优于法

规要求。该⽅法在0.01~100 ppm的N-亚硝基普萘洛尔浓度范围内具有良好的线性关系，浓度偏差⼩于15%。R2⼤

于0.998。⽅法回收率范围为89.3%~104.6%，准确度在真值的+/-10%以内。

优势

利⽤Xevo TQ-S micro串联四极杆质谱仪在MRM采集模式实现对N-亚硝基普萘洛尔的痕量检测，性能优于新■
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CPCA⽅法规定的法规限值要求。

该⽅法准确、重现性良好，⽤于药物中N-亚硝基普萘洛尔的检测，确保回收率符合规定范围■

普萘洛尔、N-亚硝基普萘洛尔和N-甲酰基普萘洛尔之间的⾼效⾊谱分离■

简介

亚硝胺可能具有潜在的致突变和致癌作⽤1-2。 ⾃2018年以来，亚硝胺已在多个类别的药品中被发现3-5。相关各⽅

⼀直致⼒于减少所有市售药物中的亚硝胺，同时仍确保患者能够安全使⽤这些重要药物6。

亚硝胺药物相关杂质(NDSRI)是⼀个术语，⽤于指代活性药物成分(API)与其亚硝基杂质之间的结构关系，这类杂

质已在多种药品中检出。NDRSI的形成是由于药物中存在易受影响的结构特性，例如仲胺或叔胺，这些结构特性

在某些条件下（包括在辅料中亚硝酸盐的存在）可以引⼊亚硝基基团2。

最近，EMA和FDA都对可接受摄⼊量(AI)的确定⽅式进⾏了修订7-8。 这些修订引⼊了扩展构效关系(SAR)的⽅法

，并根据已知亚硝胺的致癌性数据划分出不同的效⼒类别（致癌效⼒分类⽅法，CPCA）。效⼒得分的计算可以⽤

于分配修订后的AI限值9。⽬前的效⼒类别范围从18 ng/天(EMA)、26.5 ng/天(FDA)到1500 ng/天。仪器灵敏度的

灵活调节是确保在所有效⼒类别中准确检测亚硝基杂质的关键。串联四极杆质谱仪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

复杂基质（如药品）的定量测定提供了理想的性能特征。

2022年，普萘洛尔（⼀种⼴泛⽤于治疗⾼⾎压、⼼律失常及其他⼼⾎管疾病的β-肾上腺素受体阻滞剂（β-受体阻

滞剂））因检测到亚硝基杂质N-亚硝基普萘洛尔⽽被召回，这⼀检测使⽤了超⾼效液相⾊谱(UPLC™)结合电喷雾

检测(ESI)和串联四极杆质谱仪。研究过程中发现，检测的其中⼀个API样品含有N-甲酰基普萘洛尔(m/z 288)，且

其碎⽚离⼦在不进⾏⾊谱分离的情况下，会导致N-亚硝基普萘洛尔的某些MRM通道出现信号重叠。

实验

LC条件

液相⾊谱系统： 配备FTN的ACQUITY Premier⼆元系统
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检测： PDA 210~400 nm：230 nm单波⻓

样品瓶 TruView LC/MS（P/N：186005663CV）

⾊谱柱： XBridge™ BEH C8, 2.5 µm, 3.0 × 100 

mm（P/N：186006047）

柱温： 45 ℃

样品温度： 5 ℃

进样体积： 10 µL

流速： 0.50 mL/min

流动相A： 含0.1%甲酸的⽔溶液

流动相B： 含0.1%甲酸的甲醇溶液

扩充定量环： 扩充定量环，50 µL，HPS（P/N：700012825）

质谱条件

电离模式： 电喷雾正离⼦

⽑细管电压(kV)： 1.0

锥孔电压(V)： 表2

碰撞能量(eV)： 表2

离⼦源温度(°C)： 130
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脱溶剂⽓温度(°C)： 500

脱溶剂⽓流速(L/h)： 1000

锥孔⽓流速(L/h)： 100

样品前处理

标准品和试剂

N-亚硝基普萘洛尔确证标准品购⾃Toronto Research Chemicals（安⼤略省多伦多）。盐酸普萘洛尔购⾃Sigma 

Aldrich（密苏⾥州圣路易斯）。N-甲酰基普萘洛尔购⾃BOC Sciences（纽约州Shirley）。Optima LC/MS级溶

剂和甲酸购⾃Fisher Scientific。使⽤普萘洛尔(1 mg/mL)、N-亚硝基普萘洛尔和N-甲酰基普萘洛尔的初级储备液

(10 mg/mL)制备⼯作溶液。

回收率、准确度和精密度研究

盐酸普萘洛尔(C16H21NO2 · HCl)中普萘洛尔(C16H21NO2)的含量为87.8%。分别称取等份盐酸普萘洛尔（5.7 mg 

= 5.005 mg普萘洛尔）加⼊5 mL离⼼管(Eppendorf)中。⽤甲醇制备加标溶液，浓度分别为2.5 µg/mL、250 

ng/mL和25 ng/mL，置于玻璃闪烁瓶中。这些加标溶液⽤于制备三个浓度的样品以评估回收率。 

预加标样品：移取各浓度的加标溶液10 µL，分别加⼊6个试管中，每个试管中含有5.7 mg盐酸普萘洛尔。样品平

衡30 min后，加⼊5 mL甲醇，使样品的最终浓度分别为5 ng/mL、0.5 ng/mL和0.05 ng/mL（每个浓度⽔平

n=6）。涡旋混合离⼼管(1 min)。 

后加标样品：称取5.7 mg盐酸普萘洛尔加⼊5 mL离⼼管，然后加⼊5 mL甲醇，制得后加标样品。使⽤三种加标溶

液，分别取10 µL加⼊甲醇，制得浓度分别为5 ng/mL、0.5 ng/mL和0.05 ng/mL的样品（每个浓度⽔平n=6）。

涡旋混合离⼼管(1 min)。 

基质空⽩样：向6个装有5.7 mg盐酸普萘洛尔的试管中加⼊5 mL甲醇，制得基质空⽩样。涡旋混合离⼼管(1 

min)。 

标准品溶液：向5 mL甲醇中加⼊10 µL加标溶液，在5 mL离⼼管中制得每个测试浓度⽔平（5 ng/mL、0.5 ng/mL

和0.05 ng/mL，n=6）的标准品溶液。涡旋混合离⼼管(1 min)。

配制标准曲线标样

确证标准品标准曲线
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将含N-亚硝基普萘洛尔确证标准品(10 mg/mL)⽤甲醇依次稀释，创建0.005~100 ng/mL的标准曲线。

基质标准曲线

称取盐酸普萘洛尔(21.34 mg)加⼊20 mL玻璃闪烁样品瓶，加⼊18.7 mL甲醇，制得浓度为1 mg/mL的普萘洛尔储

备液。将该溶液⽤作N-亚硝基普萘洛尔基质标准曲线的稀释剂。使⽤1 mg/mL普萘洛尔溶液依次稀释N-亚硝基普

萘洛尔确证标准品，创建0.005 ppm~100 ppm的标准曲线。

结果与讨论

⾊谱分离

光电⼆极管阵列检测器(PDA)数据与MRM数据同步采集。根据观测保留时间(tR)，评估了API以及UV检测到的其他

杂质与MRM数据中检测到的痕量杂质之间的⾊谱分离度。为避免MS饱和，在⾊谱运⾏的前6.5分钟，使⽤集成的

溶剂切换阀将运⾏切换⾄废液。本研究采⽤C8固定相优化了普萘洛尔API与N-亚硝基普萘洛尔之间的分离（表1和

图2）。实现API与痕量杂质的⾊谱分离⾮常重要，可以避免由于样品中接近的⾼浓度API可能引发的基质效应。

MRM通道使⽤MassLynx™软件的IntelliStart⾃动调谐功能进⾏调谐。如果基质引起的噪⾳增加，多个MRM通道

有助于提⾼特异性。图2展⽰了其中两个优化的MRM通道，⼀个是确认离⼦通道(289>259)，另⼀个是定量离⼦通

道(289>72)。 
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表1.梯度程序。
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图2. 230 nm下的PDA⾊谱图（上图），分析对象为1 mg/mL的普萘洛尔API，其中加标了0.1 ppm的N-亚硝基普萘

洛尔，进样体积为10 µL，溶剂为甲醇。下⽅为对应的确认离⼦和定量离⼦MRM⾊谱图。

N-甲酰基普萘洛尔和N-亚硝基普萘洛尔的分离结果

本研究检测了多种API样品。在其中⼀个样品中检测到了N-甲酰基普萘洛尔杂质，其结构如图1所⽰。通过确证标

准品验证了N-甲酰基普萘洛尔的鉴定结果。N-甲酰基普萘洛尔的[M+H]+为m/z 288，N-亚硝基普萘洛尔的[M+H]+

⽐其⾼1 amu，为m/z 289。N-甲酰基普萘洛尔的两个优化MRM通道（288>144和288>102），其⺟离⼦和⼦离⼦

的质量数均⽐N-亚硝基普萘洛尔的确认离⼦通道低1 amu（表2）。因此，N-甲酰基普萘洛尔的13C同位素会在N-

亚硝基普萘洛尔289>145和289>103的两个MRM通道中产⽣信号，因为13C的质量数⾼出1 amu。图3展⽰了在N-

亚硝基普萘洛尔的289>145 MRM通道中与N-甲酰基普萘洛尔相同tR (7.14 min)的⾊谱峰。因此，为避免这些MRM

通道的信号重叠，建议通过⾊谱进⾏分离。使⽤本研究提出的⽅法可以将N-甲酰基普萘洛尔从N-亚硝基普萘洛尔

中分离出来（图3）。
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图1.普萘洛尔、N-亚硝基普萘洛尔和N-甲酰基普萘洛尔的结构。
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图3.分析普萘洛尔、N-甲酰基普萘洛尔和N-亚硝基普萘洛尔的确证混标（浓度为1 ng/mL，进样体积为10 µL，溶

剂为甲醇）所得MRM⾊谱图。在N-亚硝基普萘洛尔的289>145 MRM通道中，可以看到与N-甲酰基普萘洛尔相同tR

的峰。

⾊谱峰形

⾼有机相的进样溶剂可能会导致不良的溶剂效应，从⽽导致⾊谱峰形变差。本次分析使⽤的100%甲醇进样溶液会

导致峰形畸变。然⽽，在流路中增加⼀定的柱前体积可明显改善峰形。在样品管理器阀的端⼝6增加⼀个扩充定量

环（体积50 µL，P/N：700012825），可以保持杂质峰形（图4）。

检测限(LOD)、定量限(LOQ)和线性动态范围

分析的定量限最初是通过N-亚硝基普萘洛尔确证标准品确定的。基于信噪⽐(S/N) 3:1和10:1分别计算的LOD和

LOQ如图5所⽰。N-亚硝基普萘洛尔确证标准品的LOD和LOQ分别为0.005 ng/mL和0.01 ng/mL。

9药物中N-亚硝基普萘洛尔的LC-MS/MS定量分析



图5. S/N是使⽤峰到峰(PtP)算法在LOD (0.005 ng/mL)和LOQ (0.01 ng/mL)下测得的，使⽤N-亚硝基普萘洛尔确证

标准品，进样体积为10 µL，溶剂为甲醇。

确定普萘洛尔API中N-亚硝基普萘洛尔的LOD和LOQ较为复杂，因为每个普萘洛尔API样品中都存在这种内源性杂

质。由1 mg/mL普萘洛尔配制的标准曲线的低浓度部分如图6所⽰。
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图6. 1 mg/mL普萘洛尔中N-亚硝基普萘洛尔较低标准曲线浓度的分析MRM⾊谱图。

基质空⽩样（未加标API）中的峰响应。

表3汇总了加标0.005 ppm和0.01 ppm N-亚硝基普萘洛尔的API样品（1 mg/mL普萘洛尔）6次重复进样获得的平

均峰⾯积响应。此外，还列出了N-亚硝基普萘洛尔确证标准品在LOD 0.005 ng/mL和LOQ 0.01 ng/mL时的平均峰

⾯积响应。使⽤API本⾝所含的N-亚硝基普萘洛尔（内源性杂质）的平均峰响应(n=6)，对加标API样品中N-亚硝基

普萘洛尔的响应进⾏校准。然后将校正后的加标样品峰⾯积响应与确证标准品的响应进⾏⽐较。结果显⽰，API中

LOD和LOQ浓度下的校正响应与相同浓度确证标准品中观察到的响应相差均在10%以内。

表3.在LOD (0.005 ppm)和LOQ (0.01 ppm)下，加标N-亚硝基普萘洛尔的

API样品的峰⾯积响应、加标样品的校正响应以及确证标准品样品的响应⽐

较。

N-亚硝基普萘洛尔的阈值⽔平为4.69 ppm，其阈值⽔平的10%为0.469 ppm。图7展⽰了在1 mg/mL普萘洛尔溶
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液中分别加标5 ppm和0.5 ppm N-亚硝基普萘洛尔的响应、API空⽩基质的响应结果，以及使⽤PtP算法计算的

S/N，结果表明该⽅法的灵敏度⾼于法规阈值⽔平的要求。

图7. 加标5 ppm和0.5 ppm N-亚硝基普萘洛尔的1 mg/mL普萘洛尔溶液的分析MRM

⾊谱图，同时还展⽰了API空⽩样和PtP S/N。

在API存在的情况下评估N-亚硝基普萘洛尔之前，使⽤N-亚硝基普萘洛尔确证标准品确定线性动态范围。三次进样

的曲线在0.005~100 ng/mL范围内表现出良好的线性，R2为0.998，该范围内的浓度偏差⼩于10%（数据未展⽰

）。

在1 mg/mL API中N-亚硝基普萘洛尔的标准曲线如图8所⽰。使⽤1/X加权时，R2为0.998，浓度范围0.01〜100 

ng/mL（覆盖4个数量级）内的浓度偏差均⼩于15%。 
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图8.在1 mg/mL的普萘洛尔溶液中，N-亚硝基普萘洛尔的线性范围为0.01~100 

ng/mL，在测试的标准曲线范围内残差< 15%，重复进样三次。

回收率、精密度和准确度

回收率实验分别在0.05 ppm、0.5 ppm和5 ppm (n=6)下进⾏。结果汇总⻅表4。由于API中存在内源性N-亚硝基

普萘洛尔的⽔平，回收率的计算基于预加标API样品的校正响应，校正时使⽤API空⽩样(n=6)中N-亚硝基普萘洛尔

峰的平均响应值。从预加标样品的响应值中扣除API空⽩样中该峰的平均响应值。回收率使⽤以下公式计算：

%回收率 = (经校正的预加标响应值/标准品响应值) * 100%

计算得到的回收率在89.3%~104.6%之间。各浓度⽔平回收率的%RSD均低于5%。 

表4.在1 mg/mL API中，加标0.05 ppm、0.5 ppm和5 ppm样品(n=6)的⽅法回收率汇

总。
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⽅法的精密度和准确度在0.5 ppm和5 ppm浓度下进⾏评估（表5）。检测的精密度通过0.5 ppm和5 ppm浓度下

6次重复测定的%RSD来评估。检测浓度下的%RSD均⼩于2%。准确度通过与标称值的偏差百分⽐来评估，偏差均

在10%以内。

表5. 0.5 ppm和5 ppm浓度下的精密度和准确度汇总。

基质效应通过⽐较纯标准品的响应与后加标样品的校正后响应，在0.05 ppm、0.5 ppm和5 ppm浓度下进⾏了评

估。所有测试浓度下的基质效应均< 10%。

结论

本研究开发了⼀种⽤于定量分析药物中的N-亚硝基普萘洛尔的UPLC-MS/MS⽅法。该⽅法具有很⾼的灵敏度，可

进⾏⾼精密度的定量分析，且⽅法的准确性在规定的回收率范围内，符合监管指南的要求。此外，杂质N-甲酰基

普萘洛尔能够与N-亚硝基普萘洛尔实现⾊谱分离，从⽽避免N-亚硝基-普萘洛尔的MRM通道（289>145和

289>103）中13C同位素信号的重叠。⾊谱分离度对于保持分析的特异性⾮常重要，有助于降低误报杂质⽔平的⻛

险。
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