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色瑞替尼有关物质遗传毒性(Q)SAR 评价及 Ames 试验研究 
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摘要：目的  对色瑞替尼合成工艺中具有警示结构的潜在有关物质进行遗传毒性(致突变性)评价研究，为色瑞替尼有关物质

的分类分级控制提供指导和依据。方法  分别采用基于专家规则和统计学原理的 2 种互补的(定量)构效关系[(Q)SAR]评价系

统(Derek 和 Sarah)对色瑞替尼有关物质的遗传毒性进行初步预测和分类；对(Q)SAR 预测结果为阳性的有关物质，开展 Ames
试验进一步验证。结果  杂质 6(CAS：1032903-50-6)、杂质 7(CAS：1032903-62-0)和杂质 13(CAS：1032903-63-1)的 Derek
预测结果均为阳性，依据 ICH M7 指导原则的分类为第 3 类。在 Ames 试验中，在加代谢活化系统 S9 和不加 S9 的情况下，

3 个杂质(每皿 22~1 800 μg)回复突变的菌落数小于溶剂对照组的 2 倍，由此判定 Ames 试验提示的致突变性为阴性。结论  杂

质 6、杂质 7 和杂质 13 的致突变性均为阴性，可推翻基于结构的疑虑，依据 ICH M7 中的第 5 类即非突变性杂质进行控制。 
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Study on (Q)SAR Evaluation and Ames Test of Mutagenicity of Impurities in Ceritinib  
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To evaluate the genotoxicity(mutagenicity) of potential process impurities with warning structure 
in the synthetic process of ceritinib, so as to provide guidance and basis for the classification and control of related substances of 
ceritinib. METHODS  Two complementary(quantitative) structure-activity relationships[(Q)SAR] evaluation systems(Derek 
and Sarah) based on expert knowledge rules and statistics were used to predict and classify the impurities in ceritinib. Ames test 
was then used to further verify the (Q)SAR positive impurities. RESULTS  Derek prediction results for impurity 6(CAS: 
1032903-50-6), impurity 7(CAS: 1032903-62-0) and impurity 13(CAS: 1032903-63-1) were all positive, and were classified into 
Class 3 according to the ICH M7 guidelines. In Ames test, the number of revertant colonies of three impurity in the presence or 
absence of metabolic activation system S9 in the range of 22−1 800 μg per plate of test substance was less than 2 times of that in 
the solvent control group, and the test result was negative. CONCLUSION  The bacterial mutation test results of impurity 6, 
impurity 7 and impurity 13 are all negative, which can overturn the doubts based on the structure, and these impurities can be 
controlled as Class 5 in ICH M7, which namely non mutagenic impurity. 
KEYWORDS: ceritinib; genotoxic impurity; mutagenicity; (quantitative)structure activity relationship; Ames test 
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色瑞替尼为第二代间变性淋巴瘤激酶受体抑

制剂，是临床治疗间变性淋巴瘤激酶突变阳性或

不能耐受克唑替尼的转移性非小细胞肺癌的一线

药物，2014 年经 FDA 批准上市，2018 年在中国

批准上市[1-3]。 
色瑞替尼合成路线较多，其代表性合成路线

见图 1，由中间体 4-(4-氨基-5-异丙氧基-2-甲基苯

基 )-1-哌 啶 羧 酸 叔 丁 酯 (13)与 中 间 体 2,5-二 氯 - 
N-[2-(异丙基磺酰基)苯基]嘧啶-4-胺(4)发生偶联

反应得到 4-[4-[[5-氯-4-[[2(异丙基磺酰基)苯基]氨
基]嘧啶-2-基]氨基]-5-异丙氧基-2-甲基苯基]-1-哌
啶羧酸叔丁酯(14)，14 再在三氟乙酸的作用下脱去

Boc 保护基，得终产品色瑞替尼(1)[4]。其中中间体

4 由 2-(异丙基磺酰基)苯胺(2)和 2,4,5-三氯嘧啶(3)
反应合成，中间体 13 由吡啶-4-硼酸(5)和 1-氯-5-
异丙氧基-2-甲基-4-硝基苯(6)经 Suzuki 偶联得中

间体 4-(5-异丙氧基-2-甲基-4-硝基苯基)吡啶(7)，7
经还原后直接与 Boc 酸酐反应所得[4]。 
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图 1  色瑞替尼合成路线 
Fig. 1  Synthetic route of ceritinib 

 
其中起始原料 2 和 6 及中间体 7 和 13 作为工

艺杂质可能残留在终产品中。杂质 2 和 13 结构中

含有苯胺类警示结构，杂质 6 和 7 含有硝基苯类

警示结构，均为潜在遗传毒性杂质[5-6]。根据 ICH 
M7 指南[7]，对于含有警示结构的潜在遗传毒性杂

质，可参考第 2 类即遗传毒性杂质，建立灵敏度

满足拟定限度要求的分析检测方法，并通过合适

的控制策略将杂质含量控制在可接受的限度内，

或可开展进一步的遗传毒性(致突变性)评价研究，

包括依据专家规则和统计方式 2 种相互补充的(定
量)构效关系[(Q)SAR]预测方法和细菌回复突变试

验(Ames)。 
由于遗传毒性杂质较普通杂质有较高的致癌

风险，通常可接受限度低，对合成工艺和生产水

平均提出了较高要求，对分析方法尤其是灵敏度

也提出了很大挑战。因此有必要对色瑞替尼中含

警示结构的潜在工艺杂质展开进一步的遗传毒性

(致突变性)评价研究，为色瑞替尼中有关物质的分

类分级控制提供指导和依据。 
1  材料与方法 
1.1  遗传毒性(Q)SAR 评价模型 

Derek 版本：Derek Nexus 6.0.1；数据库：Derek 
KB 2018 1.1 ， 由 英 国 Lhasa 公 司 (http://www. 
lhasalimited.org/)研制。本研究所使用的数据库日期

为 2017 年 11 月 23 日。Derek 是基于专家知识规则

的毒性预测系统，基本设置如下：物种设为细菌

(bacterium)，预测终点设置为遗传毒性(genotoxicity)
项下的致突变性(mutagenicity)。 

Sarah 版本：SarahNexus:3.0.0；模型：Sarah Model 

2.0，由英国 Lhasa 公司(http://www.lhasalimited.org/)
研制。Sarah 是基于统计学模型的化合物致突变性预

测工具，与 Derek 为互补的 2 种(Q)SAR 预测方法。 
Nexus 版本：Nexus:2.2.1，由英国 Lhasa 公司

(http://www.lhasalimited.org/)研发，为软件的整合

平台。本研究采用 Nexus 系统中已经固化的 ICH 
M7 分类模式(ICH M7 batch classification)对杂质

遗传毒性进行预测和自动分类。 
1.2  试剂和药品 

1- 氯 -5- 异 丙 氧 基 -2- 甲 基 -4- 硝 基 苯 (CAS ：

1032903-50-6；批号：8432)、4-(5-异丙氧基-2-甲
基-4-硝基-苯基)-吡啶(CAS：1032903-62-0；批号：

8464)、4-(4-氨基-5-异丙氧基-2-甲基苯基)-1-哌啶

羧酸叔丁酯(CAS：1032903-63-1；批号：8445)均
购自上海诗丹德标准技术服务有限公司；鼠伤寒

沙门菌 TA97a、TA98、TA100、WP2uvrA pKM101、

TA1535 均购自北京汇智泰康医药技术有限公司。 
Ames 试验中所使用的代谢活化系统 S9 以及

敌克松、2-氨基芴、甲基磺酸甲酯、叠氮化钠和

2-氨基蒽阳性对照试剂等均来自 Ames 试剂盒(北
京汇智泰康医药技术有限公司，批号：20200710)；
DMSO( 国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司 ， 批 号 ：

20190821)。 
1.3  (Q)SAR 评价方法 

药 物 及 有 关 物 质 的 化 学 结 构 图 采 用

Chemdraw 12.0 绘制，分别为色瑞替尼及其 4 个具

有警示结构的潜在工艺杂质(杂质 2，6，7，13)，
输入 Nexus 2.1.1，采用 ICH 分类模式进行预测，

结果见表 1。 
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1.4  Ames 试验 
Ames 试验依据 GB/T 21786-2008《化学品细

菌回复突变试验方法》设计，采用平板掺入法试

验。将冷冻保存的 TA97a、TA98、TA100、WP2uvrA 
pKM101 和 TA1535 试验菌株培养物分别接种于

10 mL 营养肉汤培养基，以每分钟 100 次振荡，

37 ℃恒温培养 10 h。将 2.0 mL 顶层培养基(含

0.5 mmol·L−1 组氨酸-0.5 mmol·L−1 生物素)分装于

试管中灭菌，(46±2)℃水浴中保温保持融化状态，

然后每管依次加入试验菌株增菌液 0.1 mL，混匀

后再分别加入 0.1 mL 受试化合物(样品)或阳性对

照物(阳性对照：敌克松、2-氨基芴、甲基磺酸甲

酯、叠氮化钠和 2-氨基蒽)、0.1 mL 溶媒(溶剂对照：

DMSO)、加或不加 0.5 mL S9 混合物作为顶层培养

基，随后倒置放入培养箱，37 ℃培养 48~72 h。每

测试浓度在活化和非活化条件下各做 3 个平皿。

试验结束时计数回复突变的菌落数。若受试化合

物的回复突变菌落数等于或大于溶剂组的 2 倍以

上，或呈剂量-反应关系，或某一测试点有可重复

的阳性结果，则判断受试样品诱变试验阳性[8-9]。 
2  结果 
2.1  (Q)SAR 评价结果 

杂质 6，7，13 的预测结果显示，Derek 均为

貌似可信(Plausible)，Sarah 分别为阴性(Negative)、
模棱两可(Equivocal)和阴性(Negative)，由于警示

结构不存在于色瑞替尼中，故分类为 3 类。结果

见表 1。 
2.2  Ames 试验结果 

在抑菌作用预试验中，3 种杂质在每皿 5 000，

2 500，1 250 μg 剂量组中都显示出一定的毒性作

用，因此在正式试验中，选择的浓度为每皿 1 800，

600，200，67，22 μg，其中高剂量为对细菌出现

毒性作用的较低浓度，剂量间隔为 3。结果显示，

在加与不加代谢活化系统的情况下，溶剂对照组

各试验菌株的回复突变菌落数均在正常范围内，

不同阳性对照组各试验菌株的回复突变菌落数均

 
表 1  (Q)SAR 的杂质基因毒性的预测结果 
Tab. 1  (Q)SAR prediction summary for genotoxicity of impurities 

化合物(CAS) 结构 Derek 预测 Sarah 预测 警示 
ICH M7 

分级 

色瑞替尼 
(1032900-25-6) 

/ / / / 

杂质 6 
(1032903-50-6) 

 

 
貌似可信
(Plausible) 

 
阴性 

(Negative) 

329-芳香族硝基

化合物 
第 3 类 

杂质 7 
(1032903-62-0) 

 

 
貌似可信
(Plausible) 

 
模棱两可 

(Equivocal) 

329-芳香族硝基

化合物 
第 3 类 

杂质 13  
(1032903-63-1) 

 

 
貌似可信
(Plausible) 

 
阴性 

(Negative) 

352-芳香胺或酰

胺 
第 3 类 

杂质 2 
(76697-50-2) 

 

 
非活性 

(Inactive) 

 
阴性 

(Negative) 
/ 第 5 类 
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超过溶媒对照组 2 倍，色瑞替尼杂质 6、杂质 7 和

杂质 13 在每皿 1 800，600，200，67，22 μg 剂量

时，对 TA97a、TA98、TA100、WP2uvrA pKM101
和 TA1535 诱导的回复突变菌落数与溶剂对照组

相比，差异均无统计学意义，也未呈现浓度依赖

性增加，说明在本试验条件下，受试物对鼠伤寒

沙门氏菌为致突变阴性。结果见表 2~4。 
 

表 2  杂质 6 的 Ames 试验结果( sx ± ，n=3) 
Tab. 2  Results of Ames test for impurity 6( sx ± , n=3) 

组别 S9 
菌落数  

TA97a TA98 TA100 WP2uvrA 
pKM101 TA1535

溶剂 
对照 

– 149±2 40±6 147±5 126±5 15±3 
+ 181±7 39±3 160±4 141±6 18±3 

阳性 
对照 

– 6 062±671) 3 099±431) 1 321±243) 2 049±643) 1 941±614)

+ 2 631±482) 3 751±1142) 2 839±772) 683±102) 757±385)

杂质 6 
(1 800 μg) 

– 139±2 35±1 89±3 90±5 9±4 
+ 148±4 34±4 88±4 94±2 9±1 

杂质 6 
(600 μg) 

– 139±3 31±3 94±3 109±5 8±2 
+ 157±4 41±9 103±3 155±6 14±4 

杂质 6 
(200 μg) 

– 154±6 31±6 127±5 122±7 9±2 
+ 191±4 50±3 128±3 154±5 13±2 

杂质 6 
(67 μg) 

– 153±4 33±4 161±6 134±4 14±1 
+ 198±6 42±3 192±3 142±3 14±3 

杂质 6 
(22 μg) 

– 171±2 35±1 136±5 137±4 16±2 
+ 198±8 43±6 188±3 138±5 18±4 

注：1)敌克松，每皿 50 μg；2)2-氨基芴，每皿 20 μg；3)甲基磺酸甲酯，

每皿 1 μg；4)叠氮化钠，每皿 1.5 μg；5)2-氨基蒽，每皿 2 μg。 
Note: 1)dixone, 50 μg per plate; 2)2-aminofluorene, 20 μg per plate; 
3)methyl methanesulfonate, 1 μg per plate; 4)sodium azide, 1.5 μg per 
plate; 5)2-aminoanthracene, 2 μg per plate. 

 
表 3  杂质 7 的 Ames 试验结果( sx ± ，n=3) 
Tab. 3  Results of Ames test for impurity 7( sx ± , n=3) 

组别 S9 
菌落数  

TA97a TA98 TA100 WP2uvrA 
pKM101 TA1535

溶剂 
对照 

– 146±4 31±1 175±7 112±2 19±4 
+ 148±6 42±5 155±2 121±3 23±2 

阳性 
对照 

– 6 352±991) 2 512±491) 1 370±1063) 2 399±643) 2 015±1654)

+ 2 631±482) 3 815±462) 2 310±432) 690±142) 706±135)

杂质 7 
(1 800 μg) 

– 95±3 47±6 75±4 101±5 11±2 
+ 112±6 49±4 138±4 104±3 11±3 

杂质 7 
(600 μg) 

– 114±1 40±1 99±7 109±2 12±2 
+ 147±6 50±4 171±5 132±3 12±1 

杂质 7 
(200 μg) 

– 156±3 38±3 168±6 112±3 13±3 
+ 179±4 40±6 175±8 131±5 17±2 

杂质 7 
(67 μg) 

– 153±8 35±3 173±4 115±5 12±2 
+ 159±4 42±5 174±5 121±2 15±4 

杂质 7 
(22 μg) 

– 134±9 34±3 163±5 117±3 16±1 
+ 179±4 39±5 173±8 127±5 16±2 

注：1)敌克松，每皿 50 μg；2)2-氨基芴，每皿 20 μg；3)甲基磺酸甲酯，

每皿 1 μg；4)叠氮化钠，每皿 1.5 μg；5)2-氨基蒽，每皿 2 μg。 
Note: 1)dixone, 50 μg per plate; 2)2-aminofluorene, 20 μg per plate; 
3)methyl methanesulfonate, 1 μg per plate; 4)sodium azide, 1.5 μg per 
plate; 5)2-aminoanthracene, 2 μg per plate. 

表 4  杂质 13 的 Ames 试验结果( sx ± ，n=3) 
Tab. 4  Results of Ames test for impurity 13( sx ± , n=3) 

组别 S9 
菌落数  

TA97a TA98 TA100 WP2uvrA 
pKM101 TA1535

溶剂 
对照 

– 149±2 40±6 147±5 126±5 15±3 

+ 181±7 39±3 160±4 141±6 18±3 

阳性 
对照 

– 6 062±671) 3 099±431) 1 321±243) 2 049±643) 1 941±614)

+ 2 631±482) 3 751±1142) 2 839±772) 683±102) 757±385)

杂质 13
(1 800 μg)

– 133±4 30±2 64±9 89±2 11±1 

+ 148±3 39±5 78±5 100±6 10±2 

杂质 13
(600 μg)

– 127±7 32±3 74±5 126±6 13±2 

+ 137±5 36±6 92±7 143±5 13±2 

杂质 13
(200 μg)

– 145±6 31±5 128±7 149±2 13±4 

+ 165±9 45±3 153±5 157±3 11±3 

杂质 13
(67 μg) 

– 137±6 35±2 140±2 142±1 13±3 

+ 151±4 45±6 160±7 163±4 16±2 

杂质 13
(22 μg) 

– 127±1 35±3 158±7 144±3 15±2 

+ 162±6 45±2 179±6 156±7 15±3 

注：1)敌克松，每皿 50 μg；2)2-氨基芴，每皿 20 μg；3)甲基磺酸甲酯，

每皿 1 μg；4)叠氮化钠，每皿 1.5 μg；5)2-氨基蒽，每皿 2 μg。 
Note: 1)dixone, 50 μg per plate; 2)2-aminofluorene, 20 μg per plate; 
3)methyl methanesulfonate, 1 μg per plate; 4)sodium azide, 1.5 μg per 
plate; 5)2-aminoanthracene, 2 μg per plate. 

 
3  讨论 

目前杂质基因毒性的评估方法主要是通过文

献检索或(Q)SAR 等计算机评估方法[10-12]，再结合

各项遗传毒性试验结果，然后参考 ICH M7 指导原

则等分类方法，根据致突变和致癌风险危害程度

将杂质进行分类。根据分类结果，1~3 类需按照遗

传毒性杂质进行严格控制，4~5 类则可按照普通杂

质控制。 
本研究首先采用 Sarah 和 Derek 对色瑞替尼的

有关物质进行了(Q)SAR 评价，所使用的 Sarah 是

基于统计学模型的化合物致突变性预测工具，所

使用的 Derek 是基于专家知识规则的毒性预测系

统，满足 ICH M7 指导原则中需要采用 2 种互补的、

原理不同的(Q)SAR 方法进行计算机模拟毒性评

估的要求[8]。根据(Q)SAR 的评价结果，色瑞替尼

的有关物质中有 3 个有关物质杂质为 3 类遗传毒

性杂质，应根据 ICH M7 指导原则的要求进行严格

控制或进一步实验研究，提供充分的实验数据。 
随后本研究采用 Ames 试验对杂质的遗传毒

性进行进一步验证。在抑菌作用的预试验中，3 个

杂质在较高浓度的菌落数均低于溶剂对照组和空

白对照组，显示出了一定的细菌毒性，因此在后
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续的正式试验中选用的高剂量为无显著毒性作用

的剂量(每皿 1 800 μg)。结果显示，色瑞替尼杂质

6、杂质 7 和杂质 13 在每皿 22~1 800 μg 内，在 S9
存在或不存在的情况下，结果均为阴性。 

遗传毒性除了点突变外，还包括染色体畸变，

如染色体丢失、断裂等。根据 ICH M7 指南，本研

究只关注有关物质杂质的点突变性，通过细菌诱

变测试试验如 Ames 试验进行体外评估。结果杂质

6、杂质 7 和杂质 13 细菌诱变测试结果均为阴性，

可以推翻基于警示结构的对于杂质遗传毒性的疑

虑，按照第 5 类即普通杂质进行控制，为色瑞替

尼中杂质的分类分级控制提供了指导，降低了分

析检测成本及生产中杂质控制成本。 
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