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摘要：目的 建立同时测定阿奇霉素原料药及其制剂中 N -亚硝基二甲胺（NDMA）、N -亚硝基 - N -甲基 - 4 -氨基丁酸（NMBA）、N -亚

硝基二乙胺（NDEA）、N - 亚硝基乙基异丙胺（NEIPA）、N - 亚硝基二异丙胺（NDIPA）、N - 亚硝基二丁胺（NDBA）6 种 N - 亚硝胺类

基因毒性杂质含量的高效液相色谱串联质谱（HPLC - MS / MS）法。方法 色谱柱为 ACE Excel 3 C18 - AR 柱（150 mm × 4. 6 mm，

5 μm），流动相为甲醇 - 0. 1% 甲酸水溶液（梯度洗脱），流速为 0. 6 mL / min，离子源为大气压化学电离（APCI）源，采用多反应监测

（MRM）模式。结果 NDMA，NMBA 和 NDEA，NEIPA，NDIPA，NDBA 的质量浓度分别在 0. 48～48. 00 ng / mL 和 0. 13～13. 25 ng / mL
范围内与峰面积线性关系良好（r > 0. 995 0，n = 6）；NDMA，NMBA，NDEA，NEIPA，NDIPA，NDBA 的检测限分别为 0. 16，0. 16，0. 04，
0. 04，0. 04，0. 04 ng / mL，定量限分别为 0. 49，0. 48，0. 13，0. 13，0. 13，0. 13 ng / mL；精密度、稳定性、重复性试验的 RSD 均小于

2. 0%（n = 6）；平均加样回收率分别为 90. 50%，90. 43%，93. 36%，99. 30%，96. 09%，98. 59%，RSD 分别为 3. 01%，6. 02%，3. 30%，

2. 78%，4. 45%，5. 34%（n = 9）。结论 该方法操作简便、灵敏度高、结果准确、专属性强，可用于阿奇霉素原料药及其制剂中 6 种

N - 亚硝胺类基因毒性杂质的含量测定。
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AbstractAbstract：：Objective To establish a high - performance liquid chromatography - tandem mass spectrometry （HPLC - MS / MS）
method for the simultaneous determination of six N - nitrosamine genotoxic impurities in azithromycin active pharmaceutical
ingredient（API） and its preparations，including N - nitrosodimethylamine（NDMA），N - nitroso - N - methyl - 4 - aminobutyric acid
（NMBA），N - nitrosodiethylamine（NDEA），N - nitroso - ethyl - isopropylamine（NEIPA），N - nitrosodi - n - butylaniline（NDIPA） and
N - nitrosodibutylamine（NDBA）.Methods The chromatographic column was ACE Excel 3 C18 - AR column（150 mm × 4. 6 mm，
5 μm），the mobile phase was methanol - 0. 1% formic acid aqueous solution（gradient elution），the flow rate was 0. 6 mL / min，
the ion source was atmospheric pressure chemical ionization（APCI） source，and the multiple reaction monitoring（MRM）mode was
adopted. Results The linear range of NDMA and NMBA was 0. 48 - 48. 00 ng / mL，and that of NDEA，NEIPA，NDIPA and NDBA
was 0. 13 - 13. 25 ng / mL （r > 0. 995 0，n = 6）. The limits of detection （LOD） of NDMA，NMBA，NDEA，NEIPA，NDIPA and
NDBA were 0. 16，0. 16，0. 04，0. 04，0. 04 and 0. 04 ng / mL respectively，and the limits of quantification （LOQ） of the above
components were 0. 49，0. 48，0. 13，0. 13，0. 13 and 0. 13 ng / mL respectively. The RSDs of precision，stability and repeatability tests
were lower than 2. 0%（n = 6）. The average recoveries of NDMA，NMBA，NDEA，NEIPA，NDIPA and NDBA were 90. 50%，90. 43%，

93. 36%，99. 30%，96. 09% and 98. 59% with RSDs of 3. 01%，6. 02%，3. 30%，2. 78%，4. 45% and 5. 34% respectively （n = 9）.
Conclusion The method is simple，sensitive，accurate and specific，which can be used for the determination of six N - nitrosamine
genotoxic impurities in azithromycin API and its preparations.
Key wordsKey words：：azithromycin；HPLC - MS / MS；N - nitrosamine；genotoxic impurity；content determination

阿奇霉素是首个十五元环大环内酯类抗菌药物，

化学名为 9a -甲基 - 9 -脱氧 - 9a -氮杂 - 9a -同红

霉素A，由红霉素A经过肟化、贝克曼重排、还原、甲基

化等一系列反应制备而成［1 - 2］，主要用于治疗呼吸道、

•检验检测•
Inspection and Test

77



2022年 10月 5日 第 31卷第 19期

Vol. 31，No. 19，October 5，2022China Pharmaceuticals

软组织、泌尿系统疾病及皮肤感染等，疗程短，副作用

少［3］。基因毒性杂质是可以造成基因突变或体内诱变的

物质，痕量即可引起癌变、畸变［4］。缬沙坦、雷尼替丁、二

甲双胍中先后检出N -亚硝胺类基因毒性杂质，《世界

卫生组织国际癌症研究机构致癌物清单》已将多个N -
亚硝胺类化合物归为A类致癌物质。其产生的原因可能

与工艺过程、降解途径、污染引入等有关［5 - 6］。阿奇霉素

的 11位糖环上存在二甲胺基结构，是典型基因毒性杂

质的警示结构，且原料药的合成过程存在亚胺类中间

体，易通过氧化等途径引入基因毒性杂质［7 - 8］。起始原

料红霉素A和阿奇霉素注射剂中均检出亚硝胺类基因

毒性杂质 N - 亚硝基二甲胺（NDMA）［9 - 10］。我国为全

球重要生产国和出口国，国家药品监督管理局网站公

布的 600多种阿奇霉素药物的注册申报和出口都需要

对其N - 亚硝胺类杂质进行研究，但目前未见关于检

测阿奇霉素药物中N - 亚硝胺类杂质的相关研究。参

照各国药品监管机构发布的N -亚硝胺类基因毒性杂

质的通用检查方法［11］并参考文献［12 - 14］，本研究中

建立了测定阿奇霉素原料药及其制剂中 6种N - 亚硝

胺类基因毒性杂质的高效液相色谱串联质谱（HPLC -
MS / MS）法，方法灵敏度高、结果准确，为有效控制阿

奇霉素及其制剂中的基因毒性杂质提供了依据。现报

道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

岛津 LC - 30AD型高效液相色谱仪（日本岛津公

司）；SCIEX ATRAP 6500型质谱仪（美国 AB公司）；

XS105型电子天平（瑞士Mettler Toled公司，精度为十万

分之一）；Milli - Q型纯水制造系统（美国Millipore公司）。

1. 2 试药

NDMA对照品（TMstandard公司，批号为 1681903，
含量以 99. 9%计）；N -亚硝基 - N -甲基 - 4 -氨基丁

酸（NMBA）对照品（批号为 51 - KFA - 33 - 1，含量以

100%计），N - 亚硝基二乙胺（NDEA）对照品（批号为

50 - GHZ - 66 - 1，含量以 100%计），均购自加拿大

TRC公司；N - 亚硝基乙基异丙胺（NEIPA）对照品（批

号为D10252828，含量以 100%计），N - 亚硝基二异丙

胺（NDIPA）对照品（批号为 D10252827，含量以 100%
计），N - 亚 硝 基 二 丁 胺（NDBA）对 照 品（批 号 为

D10252829，含量以 100%计），均购自 HIC公司；甲醇

（色谱纯，德国默克股份有限公司）；水为超纯水。抽检

样品：阿奇霉素（原料药，批号分别为 108200513，
108200514，108200518）；阿奇霉素肠溶片（批号为

FAR2901005）；阿奇霉素胶囊（批号为 21012001）；阿奇

霉素干混悬剂（批号为207210201）。

2 方法与结果

2. 1 色谱与质谱条件

2. 1. 1 色谱条件

色谱柱：ACE Excel 3 C18 - AR柱（150 mm × 4. 6 mm，
5 μm）；流动相：0. 1%甲酸水溶液（A）-甲醇（B），梯度

洗脱（洗脱程序见表 1）；流速：0. 6 mL / min；柱温：

40 ℃；进样量：10 μL。
表1 流动相梯度洗脱程序（%）

Tab. 1 Program of gradient elution of mobile phase（%）

时间

0 min
3. 0 min
5. 0 min
8. 0 min

流动相A
98
98
80
5

流动相B
2
2
20
95

时间

10. 0 min
13. 0 min
15. 0 min

流动相A
80
98
98

流动相B
20
2
2

2. 1. 2 质谱条件

电离模式：正离子；离子源：大气压化学电离（APCI）
源；监测模式：多反应监测（MRM）；中性（NC）电流：3 mA；
气帘气（CUR）：206. 8 kPa；雾化气（GS1）：241. 3 kPa；离
子源温度：350 ℃。6种N -亚硝胺类基因毒性杂质的保

留时间及质谱分析参数见表2。
表2 6种N -亚硝胺类基因毒性杂质的保留时间及质谱分析参数

Tab. 2 Retention time and HPLC - MS / MS parameters of the
six N - nitrosamine genotoxic impurities

杂质

NDMA
NDEA
NMBA
NEIPA
NDIPA
NDBA

保留时间（min）
6. 92
10. 10
9. 15
10. 54
10. 86
11. 63

子离子对（m / z）
75. 1 → 58. 1 / 75. 1 → 43. 1*

103. 1 → 75. 1* / 103. 1 → 47. 1
147. 1 → 117. 2* / 147. 1 → 44. 2
117. 1 → 47. 1 / 117. 1 → 75. 0*
131. 1 → 47. 1 / 131. 1 → 89. 1*
159. 2 → 41. 1 / 159. 2 → 57. 1*

锥孔电压（V）
37 / 37
37 / 37
14 / 14
35 / 35
35 / 35
30 / 35

碰撞电压（V）
16. 0 / 19. 5
15. 0 / 18. 0
8. 5 / 8. 5
17 / 16
17 / 11
26 / 17

注：*为定量离子；m / z为质荷比。

Note：* refers to quantitative ion，and m / z refers to the mass -
to - charge ratio.
2. 2 溶液制备

混合对照品溶液：分别取 6种N -亚硝胺类基因毒

性杂质对照品适量，精密称定，加水稀释并定容，制成

NDMA，NMBA和 NDEA，NEIPA，NDIPA，NDBA的质量

浓度分别为 265 μg / mL和 960 μg / mL的混合对照品贮

备液。取上述混合对照品贮备液各适量，用水逐级稀释制

得系列质量浓度的混合对照品溶液（NDMA和NMBA的

系列质量浓度分别为 48. 00，24. 00，4. 80，2. 40，0. 96，
0. 48 ng / mL，NDEA，NEIPA，NDIPA，NDBA的系列质量

浓度分别为13. 25，6. 62，1. 33，0. 66，0. 26，0. 13 ng / mL）。
供试品溶液：取原料药 0. 5 g，精密称定，置 10 mL

容量瓶中，加水 5 mL，涡旋 5 min，用水稀释并定容，振

摇 10 min，以 4 500 r / min的速率离心 10 min，制成质量

浓度为 50 mg / mL的溶液，滤过，取续滤液，即得原料药
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供试品溶液。取样品（或内容物）20片（或粒、袋）研细，

混匀，取细粉适量（约相当于阿奇霉素 0. 5 g），精密称

定，置 10 mL容量瓶中，加水 5 mL，涡旋 5 min，用甲醇稀

释并定容，振摇 10 min，以 4 500 r / min的速率离心 10
min，滤过，制成质量浓度为 50 mg / mL的溶液，取续滤

液，即得制剂供试品溶液。

2. 3 方法学考察

专属性试验：取空白溶剂及 2. 2项下混合对照品溶

液、原料药供试品溶液、制剂供试品溶液，按 2. 1项下条

件进样测定。结果 6种N -亚硝胺类基因毒性杂质均无

干扰峰，表明方法专属性良好。色谱图见图1。
I / ×106 cps
3. 0
2. 5
2. 0
1. 5
1. 0
0. 5
0
0 2 4 6 8 10 12 14 t / min

1 2
3

4

5
6

I / ×106 cps
3. 0
2. 5
2. 0
1. 5
1. 0
0. 5
0
0 2 4 6 8 10 12 14 t / min

A B
I / × 106 cps
3. 0
2. 5
2. 0
1. 5
1. 0
0. 5
0
0 2 4 6 8 10 12 14 t / min

I / ×106 cps
3. 0
2. 5
2. 0
1. 5
1. 0
0. 5
0
0 2 4 6 8 10 12 14 t / min

C D
1. NDMA 2. NMBA 3. NDEA 4. NEIPA 5. NDIPA 6. NDBA
A. 空白溶剂 B. 混合对照品溶液 C，D. 供试品溶液（分别为

原料药和制剂）

图1 专属性试验高效液相色谱串联质谱图

1. NDMA 2. NMBA 3. NDEA 4. NEIPA 5. NDIPA 6. NDBA
A. Blank solvent B. Mix reference solution C，D. Test solution（azithro⁃

mycin API and its preparations，respectively）
Fig. 1 HPLC - MS / MS chromatograms of the specificity test

线性关系考察、检测限和定量限确定：取 2. 2项下

系列质量浓度的混合对照品溶液适量，按 2. 1项下色谱

与质谱条件分别进样测定，记录色谱图。以待测成分质

量浓度（X，μg / mL）为横坐标、峰面积（Y）为纵坐标进行

线性回归。结果表明，NDMA，NMBA和 NDEA，NEIPA，

NDIPA，NDBA质量浓度分别在 0. 48～48. 00 ng / mL和
0. 13～13. 25 ng / mL范围内与峰面积线性关系良好。分

别以混合对照品溶液信噪比（S / N）为 3∶1和 10∶1的质

量浓度为检测限与定量限。结果见表3。
精密度试验：精密量取 2. 2项下混合对照品溶液适

量，按 2. 1项下色谱与质谱条件平行测定 6次。结果见

表3，表明仪器精密度良好。

稳定性试验：精密量取 2. 2项下系列质量浓度的混

合对照品溶液，分别于室温放置 0，1，2，3，6，10 h时按

2. 1项下色谱与质谱条件进样测定。结果见表 3，表明对

照品溶液在室温下放置10 h稳定性良好。

重复性试验：取原料药样品（批号为 108200513），

依法平行制备供试品溶液 6份，分别量取对照品溶液适

量，同法制备加标供试品溶液，按 2. 1项下色谱与质谱

条件进样测定。结果见表3，表明方法重复性良好。

加样回收试验：取原料药样品（批号为108200513），
按2. 2项下方法制备供试品溶液，共9份，分别精密加入

2. 2项下混合对照品溶液适量，制备成高、中、低3个质量浓

度，各3份，按2. 1项下色谱与质谱条件进样测定，并按外标

法计算加样回收率。结果见表3，表明方法准确度良好。

耐用性试验：更换流动相流速（0. 4，0. 8 mL / min），

起始柱温（35，45 ℃），流动相B起始比例（0，4%）、不同

品牌色谱柱进行测定。结果显示，小范围的改变测定条

件，色谱峰峰面积变化不大，表明方法耐用性良好。

强制降解试验：取原料药样品（批号为 108200513）
4份，按 2. 2项下方法制备供试品溶液，分别进行强酸、

强碱、氧化和加热（乙腈溶解，沸水浴）破坏试验，按 2. 1
项下色谱与质谱条件进样测定，结果降解产物中均未

检出6种N -亚硝胺类基因毒性杂质。色谱图见图2。
2. 4 样品检测

分别取 3批（批号分别为 108200513，108200514，
108200518）阿 奇 霉 素 原 料 药 和 3 批（批 号 分 别 为

FAR2901005，21012001，207210201）阿奇霉素制剂，依

法制备供试品溶液，按 2. 1项下色谱与质谱条件进样测

定。结果 3批阿奇霉素原料药和 3批制剂中均未检出

6种N -亚硝胺类基因毒性杂质。

表3 方法学考察结果

Tab. 3 Results of the methodological investigation

杂质

NDMA
NMBA
NDEA
NEIPA
NDIPA
NDBA

回归方程

Y = 358 079. 012 6 X + 46 925. 878 1
Y = 265 492. 304 8 X + 55 329. 813 3
Y = 512 711. 695 4 X + 157 165. 846 6
Y = 724 800. 591 8 X + 58 533. 163 0
Y = 320 907. 672 4 X + 34 506. 914 0
Y = 650 929. 920 9 X + 88 222. 811 0

r
0. 997 7
0. 995 1
0. 999 5
0. 997 0
0. 996 2
0. 996 0

线性范围

（ng / mL）
0. 48～48. 00
0. 48～48. 00
0. 13～13. 25
0. 13～13. 25
0. 13～13. 25
0. 13～13. 25

检测限

（ng / mL）
0. 16
0. 16
0. 04
0. 04
0. 04
0. 04

定量限

（ng / mL）
0. 49
0. 48
0. 13
0. 13
0. 13
0. 13

RSD（%，n = 6）
精密度试验

1. 54
1. 90
1. 37
1. 05
1. 11
1. 05

重复性试验

1. 72
1. 82
1. 03
0. 90
1. 67
0. 90

稳定性试验

1. 27
1. 45
1. 22
1. 31
1. 86
1. 31

加样回收试验（%，n = 9）
X

90. 50
90. 43
93. 36
99. 30
96. 09
98. 59

RSD

3. 01
6. 02
3. 30
2. 78
4. 45
5. 34
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3 讨论

3. 1 提取方法选择

以各成分的提取率为指标，考察了甲醇、乙醇、水、

50%甲醇等提取溶剂及前处理方法，最终选择水作为

溶剂，前处理方法采用先涡旋后振摇、再离心，以提高

各成分的回收率。

3. 2 色谱条件选择

考察了甲醇 - 0. 1%甲酸水溶液、0. 1%甲酸甲醇 -
0. 1%甲酸水溶液、甲醇 - 0. 2%甲酸水溶液、乙腈 -
0. 1%甲酸水溶液等流动相系统，结果以甲醇 - 0. 1%甲

酸水溶液为流动相时，各成分色谱峰峰形及分离度均

良好，12 min内可完全洗脱。

考察了Waters XBridge C18柱、Agilent Poroshell 120
EC - C18柱、XSelect HSS T3柱、ACE Excel 3 C18 - AR柱

等色谱柱，结果以ACE Excel 3 C18 - AR柱为色谱柱时，

各成分色谱峰峰形良好，分离度较高。又通过对柱温及

梯度洗脱程序的调整，进一步提高了分离效率，最终确

定2. 1. 1项下色谱条件。

3. 3 方法评价

阿奇霉素与敏感微生物的 50s核糖体的亚单位结

合后，对其蛋白质的合成产生干扰，体外试验和临床研

究均表明，阿奇霉素对多种革兰阳性菌、革兰阴性菌需

氧致病菌有良好的抑菌效果，临床用途广泛。其分子中

含有伯胺、仲胺结构，具有典型基因毒性致癌物的警示

结构，在制备和储藏过程中易产生N -亚硝胺类杂质。

本研究中建立了测定阿奇霉素原料药及其制剂中 6种
N -亚硝胺类基因毒性杂质的HPLC - MS / MS法，强制

降解产物中均未检出这 6种杂质，推测此类基因毒性杂

质为工艺杂质，应对原料生产的各个环节和步骤进行

严格控制。方法学考察结果表明，所建立的方法操作简

便、灵敏度高、结果准确、重复性好，可用于生产企业及

药监系统日常检查，监测阿奇霉素原料药及其制剂中

的N -亚硝胺类基因毒性杂质。
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A. 强酸破坏 B. 强碱破坏 C. 加热破坏 D. 氧化破坏

图2 强制降解试验高效液相色谱串联质谱图

A. Strong acid damage B. Strong alkali damage C. Heating damage
D. Oxidation damage

Fig. 2 HPLC - MS / MS chromatograms of the forced degrada⁃
tion test
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