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摘要
亚硝胺杂质是药品生产过程中产生的痕量副产物。这些杂质被归类为潜在遗传毒性
杂质，长期摄入可能致癌。因此，以高灵敏度和可靠性测定它们在成品药中的含量
水平非常重要。本应用简报评估了 Agilent 6475 三重四极杆 LC/MS (LC/TQ) 系统、
Agilent 1290 Infinity II 生物液相色谱系统和大气压化学电离 (APCI) 离子源组合对 
8 种亚硝胺杂质的定量性能。 

使用 Agilent 6475 三重四极杆液质 
联用系统测定亚硝胺杂质
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前言
最近宣布召回部分血管紧张素 II 受体阻滞剂 (ARB) 药物，使亚
硝胺杂质成为监管机构关注的重点[1]。亚硝胺杂质是药品生产
过程中的副产物。它们属于“关注队列”，被归类为潜在遗传
毒性杂质，长期摄入可能致癌。 

本应用简报通过 6475 LC/TQ 联用 1290 Infinity II 生物液相色
谱系统和 APCI 离子源对 8 种亚硝胺化合物进行了全面分析。
结果表明，该联用系统可以测定低浓度的以下化合物： 

 – N-亚硝基二甲胺 (NDMA)

 – N-亚硝基吗啉 (NMOR)

 – N-亚硝基甲基乙胺 (NMEA)

 – N-亚硝基吡咯烷 (NPYR)

 – N-亚硝基二乙胺 (NDEA)

 – N-亚硝基哌啶 (NPIP)

 – N-亚硝基二正丙胺 (NDPA)

 – N-亚硝基二正丁胺 (NDBA)

实验部分

试剂与标准品
分析中使用的所有试剂和溶剂均为  LC/MS 级。超纯水产
自配备 LC-Pak Polisher 和 0.22 µm 膜式终端过滤器滤芯的 
Milli-Q Integral 系统 (MilliporeSigma, Billerica, MA, U.S.)。含
有 8 种亚硝胺（NDMA、NDEA、NMOR、NMEA、NPYR、
NPIP、NDPA 和  NDBA）的标准品来自于安捷伦（货号  
US-113N-1）。

样品前处理
将亚硝胺标准品以 9 种不同的浓度加入溶剂空白（10:90 甲
醇:水）中，加标浓度范围为 0.0125–10 ng/mL。按以下步骤
处理活性药物成分 (API) 基质：将 100 mg 氯沙坦钾药品溶于 
2 mL 溶剂（50:50 甲醇:水）中，超声处理 30 分钟。然后，样
品在 12000 rpm 下离心 10 分钟。收集上清液，用水按 1:5 的
比例进行稀释。将亚硝胺标准品加入处理后的 API 基质中，加
标浓度范围为 0.05–1 ng/mL。

设备
使用 Agilent 1290 Infinity II 生物液相色谱系统进行样品分离，
该系统由以下模块组成：

 – Agilent 1290 Infinity II 生物高速泵 (G7132A)

 – 配备恒温箱的 Agilent 1290 Infinity II 生物 Multisampler 
(G7137A)

 – Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温箱 (G7116B)

该液相色谱系统与配备安捷伦  APCI 离子源  (G1947B) 的 
Agilent 6475 三重四极杆液质联用系统 (G6475AA) 联用。使
用 Agilent MassHunter Workstation 软件 12.0 进行数据采集。

方法
液质联用 (LC/MS) 系统条件和参数如表 1 和表 2 所示。化合
物的多反应监测 (MRM) 设置如表 3 所示。使用忽略原点的线
性拟合以及 1/x 加权进行校准曲线分析。 

参数 数值

色谱柱
Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18,  
3.0 × 150 mm, 2.7 µm（货号 693975-302）

进样器温度 4 °C

流动相 A ddH2O + 0.1% 甲酸

流动相 B 甲醇 + 0.1% 甲酸

流速 0.5 mL/min

进样量 20 µL

柱温 40 °C

梯度程序

时间 (min) %B 
0.0 5 
3.5 5 
7.0 45 
9.0 60 
11.0 60 
15.0 65 
16.0 90 
16.1 5 
20.0 5

表 1. Agilent 1290 Infinity II 生物液相色谱系统方法

https://www.agilent.com/zh-cn/product/liquid-chromatography/hplc-systems/application-specific-hplc-systems/1290-infinity-ii-bio-lc-system
https://www.agilent.com/en/product/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-instruments/triple-quadrupole-lc-ms/6475-triple-quadrupole-lc-ms
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表 3. Agilent 6475 LC/TQ 的详细多反应监测 (MRM) 设置和化合物信息

化合物名称
母离子 

m/z
子离子 

m/z
驻留时间 

(ms)
碎裂电压  

(V)
池加速电压  

(V)
碰撞能量 

(V) 极性
实测保留时间  

(min)

NDMA
75 43 50 95 3 16 + 2.51

75 58 50 95 3 10 + 2.51

NMOR
117 45 50 80 4 21 + 3.99

117 87 50 80 4 11 + 3.99

NMEA
89 43 50 75 3 12 + 5.35

89 61 50 75 3 10 + 5.35

NPYR
101 41 50 90 3 24 + 5.70

101 55 50 90 3 19 + 5.70

NDEA
103 47 50 80 4 20 + 7.48

103 75 50 80 4 12 + 7.48

NPIP
115 41 50 90 3 24 + 7.90

115 69 50 90 3 12 + 7.90

NDPA
131 43 50 80 4 10 + 10.10

131 89 50 80 4 16 + 10.10

NDBA
159 41 50 80 3 20 + 13.50

159 57 50 80 3 12 + 13.50

参数 数值

离子源 安捷伦 APCI 离子源

极性 正离子 

气体温度 300 °C

干燥气流速 7 L/min

雾化器 25 psi

APCI 气化温度 350 °C

毛细管电压 4000 V

电晕电流 4.0 µA

扫描类型 基于时间段的 MRM 方法

检测器增益因子 (+) 10

液相流转移至废液
0–2 min；12–13 min；14–18 min 
（其余时间转移至 MS）

表 2. Agilent 6475 LC/TQ 参数
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结果与讨论

校准曲线分析
为了评估对亚硝胺的定量性能，分析了溶剂中浓度范围为 
0.0125–10 ng/mL 的 8 种亚硝胺化合物的校准曲线。  

分析结果汇总如下：

 – 所有分析物均获得良好的色谱分离和峰形（图 1）

 – 所有测试浓度下均具有出色的精密度和准确度，包括定量
下限 (LLOQ)（表 4）

 – 所有目标分析物的 LLOQ ≤ 0.025 ng/mL，具有高分析灵敏
度（表 4）

 – 在测试浓度下，8 种分析物均获得出色的定量线性，
R2 > 0.99（图 2）
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应

图 1. 1 ng/mL 下 8 种亚硝胺化合物的总 MRM 色谱图

表 4. 使用 Agilent 6475 LC/TQ 系统，在 0.025 和 0.05 ng/mL 下获得的平均响应、定量离子信噪比 (S/N)、%RSD 和准确度 (%) (n = 3) 

浓度 0.025 ng/mL (n = 3) 0.05 ng/mL (n = 3)
LLOQ* 

(ng/mL)名称 响应 信噪比 RSD (%) 准确度 (%) 响应 信噪比 RSD (%) 准确度 (%)

NDMA 1145.08 14.63 1.28 113.86 2154.26 23.08 1.07 105.41 0.025

NMOR 328.76 52.40 15.94 104.90 705.55 105.41 14.94 103.87 0.025

NMEA 1057.38 40.79 3.86 116.86 1909.29 91.84 4.81 101.00 0.0125

NPYR 918.54 24.31 2.65 115.47 1697.56 41.59 2.45 89.61 0.025

NDEA 382.15 31.11 8.14 107.67 606.87 52.10 8.58 87.91 0.025

NPIP 890.01 57.47 6.46 97.45 2106.81 111.72 5.30 98.29 0.025

NDPA 795.93 95.62 12.01 106.13 1647.60 177.47 10.77 95.97 0.025

NDBA 892.36 67.66 7.58 112.05 1581.52 123.78 7.83 101.33 0.025

* LLOQ 为定量离子 S/N > 10，定性离子 S/N > 3，RSD < 20%，准确度为 80%–120%
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图 2. Agilent 6475 LC/TQ 上 8 种亚硝胺化合物在 0.0125–10 ng/mL 浓度范围内的校准曲线
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图 3. 氯沙坦钾药物基质中低浓度 NDMA 子离子的重复测定叠加色谱图

氯沙坦钾药物基质中的定量
为了评估药品中亚硝胺杂质的分析性能，将亚硝胺标准品以 
0.05–1 ng/mL 的浓度加标至氯沙坦钾药物提取物中。结果表
明，在药物基质中加标浓度为 0.05 ng/mL 的条件下，8 种亚
硝胺化合物均实现高度可靠的定量。8 种分析物的分析灵敏度
均远优于监管机构规定的亚硝胺可接受含量[2,3]。 

NDMA 是亚硝胺杂质分析中常见的挑战性化合物。图 3 所示
为基质空白和 10 mg/mL 药物提取物中加标浓度为 0.05 和 
0.1 ng/mL 的 NDMA 的代表性重复测定叠加色谱图。结果表
明，6475 LC/TQ 为药物基质中低浓度的 NDMA 提供了出色的
响应、S/N 和重现性。
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结论
本应用简报表明，Agilent 6475 三重四极杆液质联用系统可以
在法规规定的低浓度水平下可靠定量亚硝胺杂质。该方法可用
于不同 ARB 药品中上述杂质的定量，并可根据药品的洗脱模
式改变色谱条件。
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