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摘要：目的  基于超高效液相色谱和高分辨质谱建立同时检测莫西沙星中 5 种亚硝胺类基因毒性杂质的定量分析方法。

方法  采用 ACE Excel 1.7 C18-PFP(100 mm×2.1 mm，1.7 μm)色谱柱，0.1%甲酸水-甲醇为流动相，0.3 mL·min–1 的流速进

行梯度洗脱。采用四极杆高分辨静电场轨道阱质谱在电喷雾正离子条件下运用平行反应监测模式对 5 种亚硝胺类化合物

进行定量检测。结果  5 种亚硝胺类基因毒性杂质的定量限均≤0.5 ng·mL–1。NPYP、NEMA 和 NDEA 的标准曲线在

1.0~100 ng·mL–1(NPIP 和 NDBA 为 0.1~100 ng·mL–1)呈良好线性关系(R2≥0.998)。该方法在盐酸莫西沙星药物中的回收率

为 93.1%~114.1%，RSD 为 0.7%~4.6%。结论  本方法结果准确、灵敏度高、重复性好，适用于盐酸莫西沙星中亚硝胺类

基因毒性杂质的含量检测。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To develop and validate a UHPLC/HRMS method for simultaneous quantitation of 5 genotoxic 
nitrosamines in moxifloxacin. METHODS  ACE Excel 1.7 C18-PFP(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm) column was used, separated by 
gradient elusion using a mixture of water and methanol with 0.1% formic acid at 0.3 mL·min–1, and 5 nitrosamines were detected 
by parallel reaction monitoring using Q Exactive mass spectrometer in electrospray positive mode. RESULTS  The lower limits 
of quantitation for 5 genotoxic nitrosamines ≤0.5 ng·mL–1. Good linearity was established for NPYR, NEMA and NDEA over 
1.0−100 ng·mL–1, and for NPIP and NDBA over 0.1−100 ng·mL–1(R2≥0.998), respectively. The intra-assay accuracy of 5 
nitrosamines in moxifloxacin hydrochloride was determined to be from 93.1% to 114.1%, and the RSD was found to be from 
0.7% to 4.6%. CONCLUSION  The validated method provides satisfactory sensitivity and specificity for analysis of genotoxic 
nitrosamines as impurities in moxifloxacin hydrochloride. 
KEYWORDS: moxifloxacin hydrochloride; N-nitrosamines; genotoxic impurity; UHPLC-MS/MS; parallel reaction monitor 
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N-亚硝胺是一类具有-N-N＝O 基本结构的化

合物[1]，是国际上公认的一类强致癌物，在水[2]、

食品[3-4]、农药和药品[5]等人类环境介质中广泛存

在。作为一类具有高致突变性和强致癌性的基因

毒性杂质，痕量水平的亚胺类化合物即可诱发基

因突变、染色体异常和 DNA 修复障碍[6]，长期接

触可能会诱导动物体内不同脏器肿瘤的产生[7-8]。

药物中 N-亚硝胺类化合物的产生因素是多样的，

通常来源于原料药的合成、储存或制剂过程发生

降解。目前国内外药监机构已相继在雷尼替丁、

缬沙坦等沙坦类药物中检测到了亚硝胺类基因毒

性杂质残留。莫西沙星是一类较新的人工合成的

喹诺酮类抗菌药，系德国拜耳公司研发，主要用

于治疗呼吸道感染[9]。由于其专利保护即将到期，

目前国内多个厂家正在进行莫西沙星的仿制。因

此基于药品安全的考虑，开发一种基于盐酸莫西
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沙星药物基质的亚硝胺类物质快速、高灵敏度的

检测方法具有重要意义。 
目前药品中亚硝胺类化合物的检测主要采用

气相色谱-热能检测器定量法[10]、气相色谱-串联质

谱法[11]、高效液相色谱法[12]、高效液相色谱-串联

质谱法[13]等方法。但目前的检测方法主要针对 N-
二甲基亚硝胺和 N-亚硝基甲基乙基胺进行，N-亚
硝基二正丁胺等其他 N-亚硝胺类化合物的检测尚

未开发适合的方法。本研究提供了一种基于高分

辨质谱同时检测莫西沙星中 5 种 N-亚硝胺类杂质

的快速、高效的分析方法。该方法使用赛默飞的 Q 
Exactive 系列高分辨质谱，实现了在盐酸莫西沙星

基质中对 5 种 N-亚硝胺类基因毒性杂质的同时定

量分析检测，可为监管部门提供数据支持。 
1  仪器与试剂 

Thermo-Fisher Q Exactive 超高效液相-四极杆

高分辨静电场轨道阱质谱(包含 Vanquish UHPLC
系统，Xcalibur 工作站)；ME 204T/02 电子天平(d= 
0.000 1 g，Mettler Toledo)；色谱柱为 ACE Excel 1.7 
C18-PFP(100 mm×2.1 mm，1.7 μm，美国 MAC-MOD 
Analytical)。 

N-亚硝基哌啶(NPIP，美国 AccuStandard 公司，

批号：2019051659；纯度>98%)；N-亚硝基二乙胺

(NDEA，日本 TCI 公司，批号：D0516；纯度：100%)；
N-亚硝基吡咯烷(NPYR，上海麦克林生化科技有

限公司，批号：930-55-2；纯度：99%)；N-亚硝基

甲基乙基胺(NEMA，德国 Dr Ehrenstorfer GmbH
公司，批号：130577ME；纯度>98%)；N-亚硝基

二 正 丁 胺 (NDBA ， 美 国 Merck 公 司 ， 批 号 ：

C10777969)。盐酸莫西沙星(山西诺诚制药有限公

司，批号：180901，180903)。甲醇、甲酸为质谱

级(美国 Fisher 公司)；超纯水(电阻率>18.2 MΩ·cm)
来自 Millpore 纯水机。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

色谱柱为 ACE Excel 1.7 C18-PFP(100 mm× 
2.1 mm，1.7 μm)，柱温为 55 ℃，流速为 0.3 mL min–1。

流动相为 A：0.1%甲酸-水溶液；B：0.1%甲酸-甲
醇溶液，流动相梯度条件见表 1，进样体积为 5 μL。 
2.2  质谱条件 

采用电喷雾电离源(ESI)，使用正离子扫描模

式，喷雾电压 3.5 kV，鞘气 40 Arb，辅助气 15 Arb，

毛细管温度 350 ℃，辅助气加热温度 325 ℃，监

测模式为平行反应监测(parallel reation monitor，
PRM)。化合物的监测离子对参见表 2。 

 
表 1  流动相梯度条件 
Tab. 1  Gradient elusion condition 

时间/min A/% B/% 

0 90 10 

1.0 90 10 

5.0 50 50 

10.0 20 80 

12.0 20 80 

12.1 90 10 

15.0 90 10 

 
表 2  5 种亚硝胺化合物的质谱扫描参数 
Tab. 2  MS parameters of 5 N-nitrosamines 

待测物 母离子/m/z 子离子/m/z 扫描时间/min 碰撞电压/V

NEMA 89.1 61.039 64 1.0~4.9 10 

NPYR 101.1 55.054 23 1.0~4.9 16 

NDEA 103.1 75.055 29 2.0~4.9 10 

NPIP 115.1 69.069 88 2.0~4.9 14 

NDBA 159.1 57.069 88 8.0~11.0 10 

 

2.3  溶液的制备 
2.3.1  对照品溶液   分别取 NEMA、NPYR、

NDEA、NPIP 及 NDBA 对照品适量，精密称取，

各加入甲醇定容，分别配制得到浓度为 1 mg·mL–1

的 NEMA、NPYR、NDEA、NPIP、NDBA 对照品

储备液。分别取 5 种亚硝胺储备液 100 μL，置于

10 mL 量瓶中，加甲醇稀释并定容，作为混合对照

品 溶 液 储 备 液 。 再 用 甲 醇 稀 释 得 到 浓 度 为

1 μg·mL–1 的混合对照品溶液。 
2.3.2  系统适用性溶液  精密量移取 1 μg·mL–1 的

混合对照品溶液 200 μL 于 10 mL 量瓶中，加甲醇

稀释并定容，得到浓度为 2 ng·mL–1 的系统适用性

溶液。 
2.3.3  供试品溶液  取 10 mL 量瓶，称取盐酸莫

西沙星 300 mg，加入甲醇-水(50∶50)溶解，涡旋

5 min，定容得到浓度为 30.0 mg·mL–1 盐酸莫西沙

星供试品溶液。 
2.3.4  加 样 供 试 品 溶 液   取 盐 酸 莫 西 沙 星

300 mg，加入甲醇-水(50∶50)溶解，加入浓度为

100.0 ng·mL–1 对照品溶液 200 μL，涡旋 5 min，并

用甲醇-水(50∶50)定容，得到亚硝胺化合物浓度

2.0 ng·mL–1 的盐酸莫西沙星加样供试品溶液。 
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2.4  试验条件的优化 
供试品溶液中同时含有高浓度的盐酸莫西沙

星 (30.0 mg·mL–1)以及痕量的亚硝胺类化合物 (< 
100 ng·mL–1)，高浓度的盐酸莫西沙星进入质谱系

统会污染离子源，并影响痕量亚硝胺类化合物的

检测。因此，采用分段扫描方法避免高浓度盐酸

莫西沙星对质谱系统的污染。本实验考察了 5 种

亚硝胺化合物在不同液相色谱柱上的色谱保留行

为。试验结果表明：5 种亚硝胺化合物在 Hypersil 
GOLD C18(2.1 mm×150 mm，1.9 µm)色谱柱上，

NEMA 和 NPYR 峰较宽，峰形较差，且 NDEA 和

NPIP 与药物基质无法有效分离，无法满足检测需

求。在 Accucore C18(2.1 mm×100 mm，2.6 µm)和
Zorbax Eclipse Plus C18(4.6 mm×100 mm，3.5 µm)色
谱柱上，NEMA 和 NPYR 峰形较差，NDEA 响应

较低，且药物基质无法有效分离，无法满足检测

要求。5 种亚硝胺化合物在 ACE Excel 1.7 C18-PFP
色谱柱上能够有效分离，排除药物基质或背景的

干扰。因此，本方法采用 ACE Excel 1.7 C18-PFP
色谱柱，优化的色谱条件如“2.1”项所示。 
2.5  方法学验证 
2.5.1  专属性  分别精密量取空白溶剂、系统适

用性溶液和加样供试品溶液进样分析，结果见图

1。结果表明：空白溶剂对 5 种亚硝胺杂质的出峰

无干扰，能够有效排除基质或背景的干扰。盐酸

莫西沙星的出峰时间为 6.72 min，5 种亚硝胺化合

物 的 保 留 时 间 分 别 为 2.47 min(NEMA) 、

2.44 min(NPYR)、4.14 min (NDEA)、4.47 min(NPIP)
及 8.95 min(NDBA)。说明在该液质条件下，5 种

亚硝胺杂质盐酸莫西沙星药物的分离度良好，高

浓度的药物背景基质对杂质的测定无干扰。 
2.5.2  仪器精密度试验  精密量移取混合对照品

溶液适量，加甲醇定量稀释制成亚硝胺化合物浓

度为 2.0 ng·mL–1 的溶液。取该溶液连续 6 次进样

分 析 ， 记 录 色 谱 图 ， 考 察 各 化 合 物 的 峰 面 积

RSD(%)。结果表明，连续 6 次进样的 5 种亚硝胺

化合物峰面积 RSD 为 1.1%~4.6%，均<5%，表明

方法仪器精密度良好。 
2.5.3  检测限与定量限  将亚硝胺化合物对照品

混标溶液逐级稀释，依次进样检测，以信噪比为

10 的浓度作为各化合物的定量限，信噪比为 3 的

浓度作为各化合物的检测限。平行配制 6 份定量

限溶液，依次进样分析，计算各化合物的峰面积

相对标准偏差。各化合物的检测限和定量限结果

见表 3。 

表 3  5 种亚硝胺化合物的检测限和定量限结果 
Tab. 3  LOD and LOQ result of 5 N-nitrosamines 

待测物 检测限/ng·mL–1 定量限/ng·mL–1 RSD(n=6)/% 

NPYR 0.25 0.5 5.8 

NEMA 0.20 0.5 2.5 

NDEA 0.25 0.5 7.6 

NPIP 0.05 0.1 4.6 

NDBA 0.05 0.1 3.8 
 

2.5.4  线性关系  分别取 7 个 10 mL 量瓶，精密

移取亚硝胺化合物对照品混标溶液适量，加甲醇

定量稀释制成亚硝胺化合物浓度为 0.1，1.0，2.0，

5.0，10.0，50.0，100.0 ng·mL–1 的系列溶液。将上

述 7 种浓度的亚硝胺化合物对照品系列溶液依次 
 

 

 
 

图 1  5 种亚硝胺类化合物对照品定量离子对 PRM 图谱 
A−空白样品溶液；B−系统适用性溶液；C−加样供试品溶液。 
Fig. 1  Quantitative ion pair of PRM chromatograms of 5 kinds of N-nitrosamines 
A−blank solvent; B−system suitability solution; C−test solution with standard. 
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进样分析，以峰面积为纵坐标(Y)，以质量浓度为

横坐标(X)绘制标准曲线，得到回归方程，结果见

表 4。结果表明，5 种化合物在浓度范围内，线性

关系良好，R2 均≥0.998。 
 
表 4  5 种亚硝胺化合物的线性范围 
Tab. 4  Linear range of 5 N-nitrosamines 

待测物 线性范围/ng·mL–1 标准曲线 R2 

NPYR 1.0~100 Y= 39 685.3+361 357X 0.998 8 

NEMA 1.0~100 Y= –931.985+91 256.5X 0.999 4 

NDEA 1.0~100 Y= –8 480.22+40 102X 0.998 0 

NPIP 0.1~100 Y= 46 497+255 121X 0.999 0 

NDBA 0.1~100 Y= 101 978+609 285X 0.999 2 

 
2.5.5  回收率与重复性试验  根据“2.3”项下方

法平行配制 6 份亚硝胺化合物浓度为 2.0 ng·mL–1

的盐酸莫西沙星加标溶液，用于重复性试验。对

盐酸莫西沙星溶液和盐酸莫西沙星加样溶液依次

进样分析，记录色谱图，计算回收率、相对标准

偏差，测定结果见表 5。从表 5 中可以看出，5 种

亚硝胺化合物在盐酸莫西沙星中样品的平均回收

率 为 93.1%~114.1% ， 平 行 样 品 的 RSD 为

0.7%~4.6%，准确度及重复性均满足测试求。 
 
表 5  5 种亚硝胺化合物在盐酸莫西沙星中的回收率 
Tab. 5  Recovery of 5 N-nitrosamines in moxifloxacin 
hydrochloride % 

待测物 回收率(n=6) RSD(n=6) 

NEMA 93.1 2.3 

NPYR 108.7 0.7 

NDEA 93.8 4.6 

NPIP 114.1 1.3 

NDBA 100.5 0.8 

 

2.5.6  稳定性试验  根据“2.3.4”项下制备方法，

配制含 5 种亚硝胺杂质的供试品溶液，在室温放

置 0，4，8，12，18，24 h 后进行分析，记录色谱

柱，测定峰面积，计算 NEMA、NPYR、NDEA、

NPIP、NDBA 提取离子流色谱峰峰面积的 RSD 分

别为 0.96%，1.09%，1.76%，1.85%，1.44%，表

明样品稳定性良好。 
2.6  样品的测定 

取 2 批不同批号的盐酸莫西沙星，按“1.2.2”

项下方法制备供试品溶液。将对照品溶液及供试

品溶液依次进样分析，用外标峰面积法计算样品

中的含量。在 2 批盐酸莫西沙星样品中均未检测

出 NEMA 和 NDEA 2 种亚硝胺化合物，但均检测

出 NPYR、NPIP 以及 NDBA 3 种亚硝胺化合物，

其 中 NPYR 的 含 量 分 别 为 9.6 μg·kg−1 和

9.2 μg·kg−1，NPIP 的含量分别为 47.5 μg·kg−1 和

55.1 μg·kg−1，NDBA 的含量分别为 36.9 μg·kg−1 和

29.6 μg·kg−1。 
3  讨论 

目前对于盐酸莫西沙星制剂中亚硝胺类基因

毒性杂质的检测研究相对比较缺乏，在 N-亚硝胺

类化合物的检测分析中，液质联用法具有高灵敏

度，高选择性的特点，且可同时测定多种组分。

使用液质法检测药物基质中的痕量亚硝胺类化合

物基质的 大问题是主成分的背景干扰。本方法

通过分段扫描模式进行检测，将高浓度的药物基

质切至废液，既避免了质谱系统的污染，也排除

其对痕量待测物的干扰。 
目前根据国家药监局药审中心发布的《化学

药物中亚硝胺类杂质研究技术指导原则(试行)》，

药物中亚硝胺类杂质的控制应在符合 ICH M7(R1)
要求基础上制订控制策略，以使该类杂质在原料

药和制剂中的水平低于可接受限度。对于能在权

威机构数据库中查到 TD50(50%肿瘤发生率)的亚

硝胺类杂质，设定对应肿瘤发生风险为十万分之

一，以体质量 50 kg 计算，则该亚硝胺类杂质的每

日 可 接 受 摄 入 量 (acceptable intake ， AI) 为 ：

TD50(mg·kg−1·d−1)×50 kg/50 000，限度为 AI/每日

用药量。根据 CPDB 数据库，5 种亚硝胺类杂质

NPIP、NDEA、NPYR、NEMA 和 NDBA 大鼠的

TD50 分别为 1.43，0.026 5，0.799，0.050 3 和

0.691 mg·kg–1，按盐酸莫西沙星每日 大用药量

400 mg 计算，得到 NPIP、NDEA、NPYR、NEMA
和 NDBA 的限度分别为 3.58，0.066，2.00，0.13，

1.73 μg·g–1 。本次在 2 批盐酸莫西 沙星中检出

NPYR、NPIP 以及 NDBA 3 种亚硝胺杂质，其含量

均低于限度要求。 
本研究采用 UHPLC-MS/MS 技术，PRM 模式，

通过对液质条件进行优化，建立了同时测定盐酸

莫西沙星药物中 5 种亚硝胺类基因毒性杂质的检

测方法，并进行了相关的方法学考察。方法通过

优化色谱条件将待测物质分离，再结合高分辨质

谱的 PRM 检测模式，采用分时间段扫描分析，可

提高目标化合物的检测灵敏度；5 种 N-亚硝胺化合

物的定量限为 0.1~0.5 ng·mL–1，定量限浓度相当于

原料药中(30 mg·mL–1)的含量分别为 0.017 μg·g–1
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和 0.003 3 μg·g–1，低于亚硝胺类基因毒性杂质限

度水平的 30%，说明方法具有较高的灵敏度。方

法的加样回收率均在 90%~120%，且 RSD 均<10%，

表明该分析方法比较稳定，重现性良好。相比于

文献[11,14-18]中多采用气质联用技术检测亚硝胺类

化合物，本研究采用液质法检测亚硝胺类物质。

方法采用高分辨质谱的 PRM 模式，专属性强、灵

敏度高、重复性好，可满足盐酸莫西沙星药物中

痕量亚硝胺类化合物的检测要求，可应用于药物

中亚硝胺类基因毒性杂质的监管。 
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