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苯胺类化合物是重要的化工原料，也是活性药物

合成的中间体或降解产物。N - 羟基苯胺类、N - 酰化

氨基苯、苯胺和烷基取代的苯胺均为能与脱氧核糖核

酸（DNA）发生反应的警示结构［1 - 3］，可能具有致癌性

和致突变性。很多情况下，苯胺与化学基团偶联使得

其基因毒性不易显现，但仍需监控含苯胺结构的化合

物，以评价化合物本身或其中间体、合成副产物或降

解杂质等的风险。由于药物中苯胺类杂质要求的限度

较低，故要求检测方法专属性强且灵敏度很高，现行

测定方法有气相色谱（GC）法、液相色谱法等，而色谱

与质谱联用法在定性、定量方面比其他分析方法更优

越，应用更广泛。在此，检索中国知网和 Sci - Hub数据

库药物中苯胺类基因毒性杂质检测方法的相关文献

（检索时限为自建库起至 2021年 12月 15日），分析不

同检测方法的适用性和优劣，并对其发展趋势提出相

应观点。

** 基金项目：广西壮族自治区药品监督管理局直属单位药品安全科研项目［桂药监办函〔2020〕108号］。

第一作者：邓鸣，女，壮族，硕士，副主任药师，研究方向为药品检验、药品质量标准，（电子信箱）dengming106@163. com。
△通信作者：卢日刚，男，壮族，硕士，主任药师，研究方向为药品检验、药品质量标准，（电子信箱）gxifdc_hx@163. com。

药物中苯胺类基因毒性杂质检测方法研究进展*

邓 鸣，朱健萍，卢日刚△

（广西壮族自治区食品药品检验所，广西 南宁 530021）
摘要：目的 探讨药物中苯胺类基因毒性杂质检测方法的研究进展。方法 检索中国知网和 Sci - Hub数据库药物中苯胺类基因毒性

杂质检测方法的相关文献，检索时限为自建库起至 2021年 12月 15日，分析不同检测方法的适用性和优劣。结果 苯胺类基因毒性

杂质常用的检测方法有气相色谱（GC）法及高效液相色谱（HPLC）法，以及相应的联用检测法。其中，GC 法（及联用技术）具有分离效

能好、灵敏度高、选择性强、分析速度快等特点，适用于挥发性有机化合物的定性、定量分析，同时对极性、难挥发的苯胺类杂质的检测

灵敏度较低，且影响热不稳定物质的检测专属性。HPLC 法（及联用技术）能实现绝大多数化合物的分离、分析，弥补了 GC 法的不足，

是目前苯胺类基因毒性杂质检测最常用的检测方法，但其对不稳定（如有挥发性）物质的检测灵敏度欠佳。另外，目前大多数苯胺类杂

质的检测方法采用溶剂溶解样品后直接进样，主成分和辅料等基质对色谱系统损害严重，影响了方法的准确度。结论 苯胺类基因毒

性杂质常用检测方法各有优劣，建立更优的前处理方法及采用色谱 -质谱联用技术是该类物质检测方法发展的趋势。
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Research Progress of Detection Methods for Genotoxic Impurities of Aniline Derivatives in
Pharmaceuticals

DENG Ming，ZHU Jianping，LU Rigang
（Guangxi Institue for Food and Drug Control，Nanning，Guangxi，China 530021）

AbstractAbstract：：Objective To investigate the research progress of detection methods for genotoxic impurities of aniline derivatives in
pharmaceuticals. Methods The relevant literature on the detection methods for genotoxic impurities of aniline derivatives in
pharmaceuticals published in CNKI and Sci - Hub databases from the inception of the database to December 15，2021 were
retrieved. The applicability，advantages and disadvantages of different detection methods were analyzed. Results Gas chromatography
（GC），high - performance liquid chromatography（HPLC） and combined detection methods are commonly used to detect genotoxic
impurities of aniline. Among them，GC method（and hyphenated technology） has the characteristics of good separation efficiency，
high sensitivity，strong selectivity，fast analysis speed，etc.，which is suitable for qualitative and quantitative analysis of volatile
organic compounds. At the same time，it has low detection sensitivity for polar and non - volatile aniline impurities，and affects the
detection specificity of heat - unstable substances. HPLC （and hyphenated technology） can realize the separation and analysis of
most compounds，which can make up for the shortcomings of GC method. It is the most commonly used detection method for
genotoxic impurities of aniline at present，but it has poor detection sensitivity for unstable（such as volatile） substances. In addition，
most of the current detection methods of aniline impurities use solvent to dissolve the sample and directly inject the sample，so the
main components and excipients and other matrices seriously damage the chromatographic system，which affects the accuracy of the
method. Conclusion The commonly used detection methods for genotoxic impurities of aniline have their own advantages and
disadvantages. Establishing better pretreatment methods and using chromatography - mass spectrometry are the development trends of
detection methods for these substances.
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•综述•
Review

128



2022年 12月 20日 第 31卷第 24期

Vol. 31，No. 24，December 20，2022 China Pharmaceuticals

1 GC 法

该法优点为分离效能好、灵敏度高、选择性强、分

析速度快等，适用于挥发性有机化合物的定性、定量分

析。芳香胺类化合物属极性半挥发性有机物，可采用

GC法检测，但大部分苯胺类杂质的挥发性不强，导致检

测的灵敏度较低。GC法适用于热稳定物质，如样品主成

分为热不稳定物质，高温降解产物会影响杂质检测的

专属性。

张雪玲等［4］采用该法测定美沙拉嗪缓释颗粒中苯

胺、2 -氨基苯酚、4 -氨基苯酚的含量，结果 3种杂质与

主峰分离度良好，回收率为 98. 04%～103. 00%，检测限

均为 0. 015 μg / mL。王春霞等［5］采用该法测定盐酸利

多卡因注射液中 2，6 -二甲基苯胺、单乙基甘氨酰胺二

甲苯、甘氨酰二甲苯胺的含量，利用HP - 1毛细管色谱

柱可完全分离上述 3种杂质，方法专属性好，结果准确

可靠。为降低主成分浓度过高导致的干扰，范婧等［6］采
用液液萃取法提取托拉塞米原料中的基因毒性杂质邻

硝基甲苯、邻甲苯胺、对甲苯胺、间甲苯胺，并采用气相

色谱质谱联用（GC - MS）法进行含量测定；考察了正庚

烷、正己烷、二氯甲烷作为提取溶剂时的回收率，结果

二氯甲烷萃取能力最佳，4种杂质的加样回收率为

80%～115%，定量限为 0. 3～0. 5 μg / g。李靖坤等［7］采
用GC - MS法检测吉非替尼中 3，4 -二氯苯胺，利用多

反应监测（MRM）扫描模式，有效降低了基质效应，

3，4 -二氯苯胺质量浓度线性范围为1～100 ng / mL，回
收率为92. 53%～118. 15%，检测限达1 μg / mL。
2 高效液相色谱（HPLC）法

该法通过各种色谱柱技术及联用技术，能实现绝

大多数化合物的分离、分析，弥补了GC法难以分析强

极性、热不稳定、难挥发化合物的不足，是目前苯胺类

基因毒性杂质检测最常用的色谱方法。

2，6 - 二甲基苯胺为利多卡因中的常见杂质，

BEBAWY 等［8］采 用 高 效 液 相 色 谱 - 紫 外 检 测 器

（HPLC - UV）法测定了口腔凝胶中盐酸氨基吖啶、盐酸

利多卡因及杂质2，6 -二甲基苯胺的含量，结果杂质与主

成分分离良好，2，6 -二甲基苯胺检测限为0. 26 μg / mL，
可满足常规分析需要。万红艳［9］采用HPLC - UV法分

析了利多卡因贴片的有关物质，结果利多卡因与2，6 -二甲

基苯胺等杂质分离度良好，杂质检测限达0. 001 μg / mL。
分散液液微萃取法因操作简便、快速，有机溶剂消耗少，萃

取富集效果好等优点受到分析领域的广泛关注。王璇

璇等［10］建立了基于六氟异丙醇（HFIP）- 正辛醇超分

子溶剂的分散液液微萃取以萃取富集盐酸利多卡因注

射液中的 2，6 - 二甲基苯胺，可实现高效萃取和富集，

方法简单、快速；采用HPLC - UV法检测2，6 -二甲基苯

胺含量，准确度和精密度良好，检测限达 0. 33 ng / mL。

蒲小琴等［11］采用HPLC - UV法测定盐酸瑞伐拉赞中

4 -羟基 - 2 -（4 -氟苯胺）- 5，6 -二甲基嘧啶等杂质

含量，方法灵敏度高、专属性强、准确度高，能快速同时

测定盐酸瑞伐拉赞中已知杂质及未知杂质，满足质控

要求。涂佳楠等［12］采用HPLC - UV法测定铝镁加混悬

液中抑菌剂醋酸氯己定及其降解杂质对氯苯胺的含

量，选择离心并超声提取的前处理方法，有效降低了主

成分的干扰，对氯苯胺的检测限为 0. 001 2 μg / mL。
HUANG等［13］在利拉利汀强酸破坏试验中发现了未知

杂质Ⅰ，通过质谱、核磁共振谱、红外光谱等检测方法

确定了该杂质含有N -酰化氨基芳基警示结构；后采用

超高效液相色谱法有效分离了主峰与各杂质峰，采集

时间仅需 9 min且检测灵敏度提高，定量限达 60 μg / g，
可满足检测需要。赵国敏等［14］采用二正丁胺为柱前衍

生剂，与主成分 4 -氯 - 3 -（三氟甲基）苯异氰酸酯生

成稳定的衍生物，从而建立了测定其杂质CTF -苯胺和

CTF -脲含量的HPLC - UV法，方法专属性好、简便易行。

反相色谱除常用C18柱外，其他色谱柱如苯基柱可

以提供π - π作用，用于含有苯环或能提供π键作用的

结构类似物分析；而五氟苯基（PFP）柱除可提供π - π
作用外，还可提供偶极作用、静电作用等，提高了苯环

上位置异构体的分辨能力［15］。徐洁［16］比较了不同官能

团液相色谱柱对利伐沙班和潜在基因毒性杂质4 -（4 -
氨基苯基）- 3 - 吗啉酮的分离效果，发现苯基硅烷键

合柱对分离度改善作用明显，推测原因为苯基固定相

与不饱和分析物间存在特殊的π - π作用，较 C18填料

选择性高，此外，该方法下该杂质检测限为 5 μg / g，远
低于其限度（50 μg / g）。王洁等［17］建立了同时检测

3 -氯 - 4 -氟苯胺（医药工业中常见的重要中间体）及

其 5个具有苯胺结构有关物质的HPLC法。由于主成分

及其杂质仅为苯环上化合物间取代基位置及个数的微

小差异，传统 C18柱无法区分。经筛选，Thermo Hypersil
GOLD PFP柱对该品种的选择性较高，且杂质和主峰的

分离度和峰形最好。

陈鉴东等［18］采用荧光胺作为衍生剂，建立了同时

检测对甲苯磺酸拉帕替尼中的杂质 3 -氯 - 4 -（3 -氟

苯 基 甲 氧 基）苯 胺 的 高 效 液 相 色 谱 - 荧 光 检 测

（HPLC - FLD）法。荧光胺可使具有伯胺结构的杂质被

衍生化，而主成分甲苯磺酸拉帕替尼为芳仲胺结构，不

参与反应，故不干扰测定。该方法相比于UV法，灵敏度

大幅提高，检测限达1 μg / g。
高效液相色谱 - 质谱联用（HPLC - MS）法有更高

的灵敏度和更强的专属性，是目前检测芳香胺类化合

物的另一种重要方法。张云峰等［19］建立了测定氟胞嘧

啶中痕量基因毒性杂质 N，N - 二甲基苯胺含量的

HPLC - MS法，定量限达 0. 04 μg / g。该杂质限度为
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0. 25 μg / g，而HPLC - UV法的定量限为 200 μg / g，远
达不到要求。

张莉等［20］建立了分析甲苯磺酸拉帕替尼中痕量基

因毒性杂质 4 -（3 -氟苯甲氧基）- 3 -氯苯胺（为合成

甲苯磺酸拉帕替尼起始原料的中间体，也是其降解产

物）的HPLC - MS法，方法检测限为 0. 036 ng / mg，定量

限为 0. 107 ng / mg，可满足杂质测定的要求。王秀珍

等［21］则采用 LC - MS / MS法检测该遗传毒性杂质，方

法的定量限为 0. 01 ng / mg、检测限为 0. 004 ng / mg，供
试品溶液采用四氢呋喃配制，室温条件下 8 h内基本

稳定。

王珊珊等［22］采用HPLC - MS / MS法分析吉非替尼

中痕量基因毒性杂质 3，4 -二氟苯胺和 4 -氯 - 3 -氟

苯胺（均为合成吉非替尼原料的副产物），该方法专属

性强，灵敏度高，定量限均为 0. 5 ng / mg。孙春艳等［23］
同法测定吉非替尼中 3 -氯 - 4 -氟苯胺、3，4 -二氟苯

胺、3 -氟 - 4 -氯苯胺和 3，4 -二氯苯胺 4种基因毒性

杂质，该方法在特异性、线性范围、精密度、准确性、稳

定性和耐用性方面得到了验证。4种杂质的定量限均在

0. 12～1. 2 μg / g之间。

宋凡等［24］采用 LC - MS / MS法同时测定酒石酸伐

尼克兰中 6个具有潜在基因毒性类苯胺杂质的含量。由

于类苯胺化合物极易氧化降解，研究采用二巯基苏糖

醇为抗氧化稳定剂，并用 1% 氨水调 pH至 7. 0，提高了

供试品溶液的稳定性。该方法专属性好，灵敏度高，选

择性强，定量限约为1 ng / mg，符合测定灵敏度要求。

梁键谋等［25］建立了测定富马酸喹硫平中合成原料

N，N - 二甲基苯胺含量的 LC - MS / MS法，定量限为

0. 02 ng / mg，低于限度（0. 06 ng / mg）。REDDY等［26］建
立了检测雷贝拉唑中苯二胺、4 -硝基二甲基吡啶 - N -
氧化物和苄基三乙基氯化铵这 3个具有基因毒性前体

化合物的 LC - MS法。该方法具有良好的线性范围、特

异性、准确性、精确度和稳定性，定量限均低于1. 8 μg / g，
符合测定灵敏度要求。冼芷然等［27］采用 LC - MS / MS
法检测利多卡因原料和注射液中 2，6 - 二甲基苯胺和

潜在遗传毒性杂质N -氯乙酰 - 2，6 -二甲基苯胺，并

指出这 2个杂质除由原料引入外，可能分别由氧化或碱

性条件下降解引入，为盐酸利多卡因注射液的遗传毒

性风险评估和工艺优化提供了参考与指导。王庆鹏

等［28］建立了测定替格瑞洛中基因毒性杂质N，N -二乙

基苯胺含量的LC - MS / MS法，方法简便、准确可靠，检

测限为0. 06 ng / mL，定量限为0. 2 ng / mL。
3 总结与展望

药品中的杂质通常被定义为“影响药物纯度的物

质”，按其来源可分为工艺杂质（合成起始物、中间体、

试剂、溶剂、副产物等）和降解杂质［29］。药品中的杂质

一般无治疗作用，可能有副作用，甚至具有毒性。其中

基因毒性杂质可直接或间接损伤细胞DNA，产生基因

突变或诱变，或导致癌症，其特殊性引起人们的广泛关

注［30］。近年来欧洲药物评审组织（EMEA）、美国食品和

药物管理局（FDA）、国际人用药品注册技术协调会

（ICH）等机构或组织相继发布了针对基因毒性杂质的

指导原则［31 - 33］，这些原则将“警示结构”作为区分普通

杂质和潜在基因毒性杂质的标志；对于含有警示结构

的杂质，应进行（定量）构 - 效关系评估和体内外基因

突变研究，或将杂质水平控制在毒理学关注阈之下。警

示结构是指与致突变性相关的化学基团或分子（亚）结

构，虽然具有警示结构的化合物不一定具有遗传毒性

或致癌性，但提供了遗传毒性存在的可能性，为药物研

发和药物安全评价提供了指导。

近年来，药品监管部门与药物研发机构愈发重视

药物中的基因毒性杂质，由于该类杂质相对主成分属

痕量物质，方法的灵敏度和专属性尤为重要。GC法灵敏

度高、选择性强、分析速度快，适用于对热稳定且具有

挥发性的苯胺类化合物。LC法准确度和精密度较高，适

用范围广，但普通的C18柱对某些结构极类似的化合物

分离效果较差，可采用特殊的填料如苯基柱、五氟苯基

柱弥补分离效能的不足。HPLC - FLD法相对HPLC -
UV法有更高的灵敏度和良好的选择性，适用于可发射

荧光或衍生化后能发射荧光的物质。GC - MS法和

HPLC - MS法专属性强，灵敏度高，可有效降低基质干

扰，避免假阳性，已逐渐成为主流检测方法。

目前，大多数苯胺类杂质的检验方法均采用溶剂

溶解样品后直接进样，主成分和辅料等基质的存在对

色谱系统损害严重，影响了方法的稳定性和准确度。因

此，建立合适的前处理方法，在除去基质的同时富集被

测物，是苯胺类杂质研究的发展方向。目前已有分散液

液微萃取法、固相萃取法［34 - 35］等前处理方法成功运用

于药物杂质的检测中。本文中重点介绍了药品中苯胺

类基因毒性杂质的分析方法，随着新的检测技术和分

析仪器的出现，未来该类杂质的分析方法必将向专属

性更强、灵敏度更高、准确度更好的方向发展。
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