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摘要
本应用报告介绍了采用 Agilent 6470 三重四极杆液质联用系统检测二甲双胍及相关制剂中
的 N-亚硝基二甲胺 (NDMA) 的方法。该方法采用常规反相体系，重现性好、特异性强，
且灵敏度优于目前的 NDMA 法规限量要求（96 ng/天），适用于对二甲双胍原料药（一般
为盐酸二甲双胍）及市面所见的二甲双胍类制剂（片剂、胶囊、肠溶片和缓释剂等）中的 
NDMA 进行快速、准确的定量分析。

前言
在经历全球范围内对胃药雷尼替丁及沙坦类降压药中 N-亚硝基二甲胺 (NDMA) 致癌物
污染的恐慌之后，监管机构对其它可能遭受污染的化学合成药物越来越警惕。2019 年 
12 月，美国食品药品监督管理局 (FDA) 披露，“正在进行二甲双胍中致癌物检测的初级
阶段，尚未证实其中所含的 NDMA 是否高于可接受的每日摄入量 96 纳克的限定值”[1]。
随后，除美国外，新加坡、欧洲、加拿大以及我国的药品监管部门也开始对二甲双胍中 
NDMA 的含量进行检测，并且在新加坡已有召回案例[2]。

N-亚硝基二甲胺 (NDMA) 又称二甲基亚硝胺 (CAS 64-75-9)，结构如图 1 所示，具有很强
的肝脏毒性，属于亚硝胺类遗传毒性杂质。根据世界卫生组织国际癌症研究机构公布的致
癌物清单，NDMA 属于 2A 类致癌物，即“对人很可能致癌，此类致癌物对人致癌性证据
有限，对实验动物致癌性证据充分”[3]。根据 FDA 之前的评估结果，将 NDMA 的可接受限
量规定为 96 ng/天[4]。

图 1. N-亚硝基二甲胺 (NDMA) 结构
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关于二甲双胍中 NDMA 的检测，新加坡卫生科学管理局 (HSA) 于 
2019 年 12 月公布了 GC-MS/MS 方法[2]。同期，我国药品监管部
门同时推荐了 LC-MS/MS 和 GC-MS/MS 方法，下发给各省市药
品检验机构。2020 年 2 月，FDA 在其官网上更新了 LC-HRMS 检
测方法[1]。

本方法依据中国食品药品检定研究院二甲双胍中 NDMA 推荐检测
方法的要求，采用定量的金标准三重四极杆液质联用系统进行测
试，操作简单、灵敏度高、特异性强且重现性好，可有效地用于
二甲双胍及相关制剂中 NDMA 的定量分析。

实验部分

试剂和样品
甲醇为质谱级，甲酸为色谱级，购自 Merck；所用实验用水为利
用 Millipore Milli-Q 超纯水系统现制备的高纯去离子水；NDMA 标
准品溶液购自美国 o2si；样品由合作用户提供。

仪器和设备
采用 Agilent 1290 Infinity II 超高效液相色谱系统与 6470 三重四极
杆质谱联用系统，其中色谱系统配备二元泵（部件号 G7120A）、
自动进样器（部件号 G7167B）和柱温箱（部件号 G7116B），质
谱系统配备大气压化学电离 (APCI) 离子源。

为确保高水相体系的耐受性，色谱柱选用 Agilent InfinityLab 
Poroshell 120 SB-AQ（3.0 × 150 mm, 2.7 µm，部件号 683975-314）。

标样配制
取 NDMA 标准品溶液（1000 mg/L 甲醇溶液），用水逐级稀释成
每 1 mL 中分别含 1、5、10、50、100 ng 标准品的溶液，作为校
准标样。并将 1 ng/mL 溶液稀释三倍，作为灵敏度测试溶液。

样品前处理

原料药和非缓释片制剂
称取适量二甲双胍原料药（一般为盐酸二甲双胍）或除缓释片以
外的制剂。对于片剂（如盐酸二甲双胍片或二甲双胍肠溶片），
需经过预先研磨；对于盐酸二甲双胍胶囊，则称取内容物。所有
样品量经过适当计算，以二甲双胍计约 50 mg。加 1 mL 水，摇
匀，涡旋混合 1 min，再振摇 10 min，离心后取上清液进行检测。

如果条件允许，建议实验室放大称量及溶剂倍数，以保证结果准
确度，使最终样品溶液浓度为 50 mg/mL（以二甲双胍计）。

二甲双胍缓释片
二甲双胍缓释片因辅料影响，不适合用水溶解。建议采用甲醇代
替水进行样品前处理，并配合采用甲醇稀释标准品以制备标准 
标样。

液相色谱条件
色谱柱： Poroshell 120 SB-AQ, 3.0 × 150 mm, 2.7 μm
流速： 0.4 mL/min
柱温： 40 °C
流动相：  A) 0.1% 甲酸水溶液 

B) 甲醇
梯度程序：  时间 (min) B (%) 

0.00 0.00 
5.00 0.00 
6.00 10.00 
7.00 100.00 
8.00 100.00 
8.10 0.00 
9.00 0.00

后运行时间： 3 min

质谱条件
离子源：  APCI 离子源

雾化气、干燥气及碰撞气： 氮气

雾化气压力： 50.0 psi

干燥气温度： 300 °C

干燥气流速： 5 L/min

蒸发室温度： 350 °C

VCap 电压： 1500 V

电晕针电流： 6 μA

检测模式： 多反应监测 (MRM)

MRM 参数： 如表 1 所列

表 1. NDMA 的 MRM 参数

化合物
母离子 
(m/z)

子离子 
(m/z)

裂解电压 
(V)

碰撞电压 
(V)

极性

NDMA 75
43*

100
15

正
58 12

* 定量离子
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结果与讨论

色谱分离结果
二甲双胍极性很高，在常规反相色谱系统中无保留。为提高色谱
系统的适用性和耐用性，本研究选择亲水型反相色谱柱 SB-AQ，
起始采用 100% 水相洗脱二甲双胍及盐酸盐。利用 NDMA 的弱保
留性，将其与高浓度二甲双胍分离。在本研究中所用的色谱条件
下，NDMA 的保留时间约为 4.6 min，随后使用高比例有机相洗
脱辅料等物质，结果如图 2 所示。

由于二甲双胍浓度很高，为避免污染质谱系统，建议在 NDMA 
出峰前流路中设置“引入废液”。如果制剂比较复杂，则建议在 
NDMA 出峰后再设置流路“引入废液”，避免辅料的污染。
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图 2. NDMA 的分离和检测，自上而下依次为：阴性肠溶片 TIC；加标 1 ng NDMA 肠
溶片的 TIC；1 ng NDMA 定量离子对；1 ng NDMA 定性离子对

方法学考察：校准曲线、灵敏度与重现性
将 NDMA 校准标样按浓度由低到高进样。结果发现，在  
1–100.0 ng/mL 的浓度范围内，NDMA 的线性良好，相关系数 R2 

高于 0.99（如图 3 所示），每个浓度点的准确度均在 90%–110% 范
围内。

NDMA - 5 个级别
y = 10180.102574 * x  - 2257.977754
R^2 = 0.99791194
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图 3. NDMA 的校准曲线 (1–100.0 ng/mL)

在灵敏度测试中，方法检测下限轻松达到 0.3 ng/mL，定量离子
信噪比 (peak to peak) 接近 10，同时可以观察到定性离子，结果
如图 4 所示。按照 50 mg/mL（以二甲双胍计）配制二甲双胍原
料药及制剂，本方法的灵敏度可达 0.006 ppm，满足目前日摄入
量和 NDMA 的法定限量要求。

x103

1.9

2

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

定量离子
Noise (PeakToPeak) = 40.62; SNR (4.565 min) = 9.5
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Noise (PeakToPeak) = 27.24; SNR (4.561 min) = 1.5
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图 4. 0.3 ng/mL NDMA MRM 色谱图：上图为定量离子，下图为定性离子

将中低浓度点 (2 ng/mL) 校准溶液连续进样 6 次，以考察评估方
法重现性。结果如表 2 所列。6 次进样得到的峰面积相对标准偏
差 (RSD) 为 1.49%，表明该方法具有良好的重现性。

表 2. 2 ng/mL NDMA 连续进样 6 次所得到的峰面积

进样针数 1 2 3 4 5 6

定量离子峰面积 17048 17539 17584 17794 17371 17287
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样品处理及加标回收率
本研究分析了盐酸二甲双胍原料药、二甲双胍片、盐酸二甲双胍
胶囊、二甲双胍肠溶片和盐酸二甲双胍缓释片。盐酸二甲双胍原
料药的水溶性良好，其中的 NDMA 回收率高。将其片剂、胶囊和
肠溶片研磨后，采用水溶液提取，加以振摇等辅助手段，在不同
加标浓度下得到的回收率均在 80%–120% 之间（见表 3）。

对于二甲双胍缓释片，由于辅料的影响，直接用水溶解将呈“果
冻”状，无法继续操作。由于 NDMA 在甲醇中的溶解性良好，且
二甲双胍在甲醇中也具有较高的溶解度，因此采用甲醇超声提取二
甲双胍缓释片 10 min，所得到的回收率可达 90% 以上（见表 3）。
建议缓释片采用甲醇代替水进行样品前处理，并配合采用甲醇稀
释标准品制备标准曲线溶液。

表 3. 不同剂型二甲双胍样品的低浓度加标回收率

剂型 肠溶片 片剂 胶囊 缓释剂

样品中 NDMA 含量 N.D. N.D. N.D. 33.27 ng/mL

1 ng/mL 加标回收率 105.5% 104.5% 107.2%

10 ng/mL 加标回收率
因为用户给出的缓释剂为阳性样品， 
NDMA 含量很高，故加标 10 ng/mL

91.5%

N.D.：未检出

结论
本研究采用配备 APCI 离子源的 6470 三重四极杆液质联用系统检
测二甲双胍及其制剂中的亚硝胺类杂质 NDMA。该方法稳定、特
异性强且灵敏度优于目前限量检测要求。考察了不同剂型的成品
药，它们经过适当的前处理，均可实现有效分离并使 NDMA 获得 
80%–120% 的加标回收率，准确定量分析低浓度 NDMA。另外，
该方法采用反相色谱系统，通用性强且重现性好，通过方法设置
将高浓度药品基质引入废液，可减少对质谱系统的污染。因此，
非常适合对大批量二甲双胍样品中的 NDMA 进行常规定量分析。
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