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摘要

药品中存在亚硝胺杂质会对⼈体健康构成极⼤⻛险，必须使

⽤⾼灵敏度和选择性的分析⽅法进⾏监测，并要求精度达到

亚ng/mL⽔平。本⽂主要介绍⼀种使⽤串联四极杆质谱仪开

发的超⾼效液相⾊谱(UPLC™)⽅法⽤于检测和定量分析⼆甲

双胍药物中九种亚硝胺杂质（NDMA、NDEA、NEIPA、

NMOR、NDIPA、NDPA、NMPA、NMBA、NDBA）的性能

。使⽤Atlantis™ Premier™ BEH C18 AX⾊谱柱进⾏⾊谱分

离，使⽤ACQUITY Premier系统和Waters Xevo TQ 

Absolute质谱仪进⾏灵敏且准确的定量分析。亚硝胺在纯溶
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剂和⼆甲双胍药物中的定量限(LOQ)分别为0.01~0.1ng/mL

和0.025~0.1ng/mL。本研究所⽤⽅法在0.025 ng/mL（或

者0.00125 ppm，相对于20 mg/mL⼆甲双胍药物）时实现

准确的定量性能，回收率为85~110%。

优势

使⽤Xevo TQ Absolute串联四极杆质谱仪在MRM采集模

式下对⼆甲双胍药物中的亚硝胺进⾏痕量检测

■

使⽤Atlantis Premier BEH C18 AX⾊谱柱搭配ACQUITY 

Premier系统可靠地分离⼆甲双胍药物中的亚硝胺

■

对⼆甲双胍药物中的亚硝胺定量性能好，精密度、重复

性、线性和准确度均出⾊

■

简介

亚硝胺杂质被视为潜在的⼈类致癌物或可致癌的化合物1,2。

⾃2018年起，由于在⼏款市售药物中发现亚硝胺，导致产品

召回，继⽽引起市场混乱。这些药物包括⾎管紧张素II受体

阻滞剂(ARBs)、雷尼替丁抗组胺药(Zantac)以及之后的⼆甲

双胍3,4。 为控管药品中存在的亚硝胺，美国FDA和欧洲药品

管理局(EMA)规定了药品中亚硝胺可接受的每⽇摄⼊限量

（纳克/天）4,5。 根据特定药品的推荐每⽇最⼤剂量，使⽤

这些限值确定药品中亚硝胺的阈值浓度。

⼆甲双胍是⼀种处⽅药，⽤于治疗2型糖尿病患者的⾼⾎糖3

。 有⼏款⼆甲双胍药品由于NDMA含量超过了96纳克/天的

可接受摄⼊限值⽽被召回3。

要测量法规允许的阈值⽔平的亚硝胺，需要使⽤⾼灵敏度和

选择性的分析⽅法。液质联⽤(LC-MS)仪器已成功应⽤于各

种药品中微量亚硝胺的准确鉴别和定量6,7。

2利⽤Xevo™ TQ Absolute串联四极杆质谱仪和ACQUITY™ Premier系统对⼆甲双胍中的亚硝胺进⾏⾼灵敏度定量分析



本⽂所述的UPLC-MS/MS⽅法对⼆甲双胍药物或药物活性成

分(API)中的九种亚硝胺（表1）进⾏了⾼灵敏度和选择性的

检测和定量分析。该⽅法使⽤Xevo TQ Absolute串联四极杆

质谱仪和ACQUITY Premier系统开发。本⽂展⽰了⽅法的性

能特征，包括⼆甲双胍药物的检测限(LOD)和定量限(

LOQ)、重现性、线性以及准确度。  

表1.亚硝胺及其化学信息列表。MM：单同位素质量(Da)。

实验

亚硝胺标准品购⾃Toronto Research Chemicals (TRC)和

Sigma-Aldrich。质谱级甲酸铵、溶剂和甲酸购⾃

Honeywell。⼆甲双胍药物购⾃Sigma-Aldrich。

⽤纯溶剂制备的标准溶液

将每种亚硝胺各5.0-10 mg/mL的单标储备液溶于甲醇中

，制备含九种亚硝胺(100 µg/mL)的混标溶液。⽤⽔连续稀
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释混标溶液，制备LOD、LOQ和线性标准溶液。

⼆甲双胍药物(DS)

⽤⽔制备浓度为20 mg/mL的⼆甲双胍药物样品溶液，然后

⽤0.2 µm/mL的PVDF针头式过滤器(P/N: WAT200806 <htt

ps://www.waters.com/nextgen/global/shop/sample-

preparation--filtration/wat200806-acrodisc-syringe-

filter-pvdf-13-mm-02--m-aqueous-100-pk.html> )进⾏过

滤以备分析

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY™ Premier系

统

检测条件： MS/MS

样品瓶： LCMS最⼤回收样品瓶

，容积2 

mL，P/N：600000670CV

⾊谱柱： Atlantis™ Premier BEH 

C18 AX (2.1 x 100, 1.7 

um)，P/N：186009368

柱温： 40°C

样品温度： 10°C

进样体积： 30.0 µL

流速： 0.4 mL/min
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流动相A： 含0.1%甲酸和5 mM甲

酸铵的⽔溶液

流动相B： 含0.1%甲酸和5 mM甲

酸铵的甲醇溶液

梯度： ⻅梯度表

梯度表

质谱条件

质谱系统： Xevo™ TQ Absolute串

联四极杆质谱仪

电离模式： APCI+

采集： MRM模式，如表2所述

电晕针电流： 2.5 (µA)

APCI探头温度： 325°C

脱溶剂⽓流速： 950 L/h

锥孔⽓流速： 300 L/h

5利⽤Xevo™ TQ Absolute串联四极杆质谱仪和ACQUITY™ Premier系统对⼆甲双胍中的亚硝胺进⾏⾼灵敏度定量分析



喷雾器： 300 L/h

碰撞⽓体流速： 0.20 mL/min

离⼦源温度： 150°C

数据管理

数据管理： 仪器控制：MassLynx™ 

v4.2

数据处理：

TargetLynx™

表2.使⽤TQ Abs质谱仪的MRM通道设置。所有亚硝

胺的采集均设置为13点/峰和Auto Dwell（⾃动驻留

）。
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结果与讨论

⽅法开发过程中考察了各种⾊谱柱填料，确保所有亚硝胺都

能够实现⾊谱分离，尤其是分离⾼浓度⼆甲双胍API峰和强

极性的NDMA峰。确保分离⾼浓度API峰和微量杂质，使集成

转换阀将API导向废液，同时将杂质导向MS进⾏分析。将

API导向废液可以尽量减少基质可能对痕量杂质的离⼦抑制

或增强造成的影响。

亚硝胺和⼆甲双胍分析的⾊谱柱筛选结果如图1所⽰。为了

评估⼆甲双胍峰的洗脱，使⽤含10 ng/mL⼆甲双胍药物以及

1 ng/mL亚硝胺的样品，在不⽤转换阀的情况下采集MS迹线

。ACQUITY Premier HSS T3和ACQUITY CSH™苯⼰基柱为

所有亚硝胺提供了⾜够的保留时间，⽽ACQUITY Atlantis 

Premier BEH C18 AX使⼆甲双胍和NDMA获得了理想的⾊谱

分离效果（图1）。此外，BEH C18 AX⾊谱柱提⾼了邻近洗

脱的亚硝胺（NDPA、NDIPA和NMPA）之间的分离度。 

根据以前分析六种亚硝胺（NDMA、NDEA、NEIPA、

NDIPA、NDBA和NMBA8）的结果，本研究使⽤⼤⽓压化学

电离(APCI)在正离⼦模式下对亚硝胺进⾏检测和定量分析。

使⽤MassLynx软件中的IntelliStart™功能开发亚硝胺的

MRM通道和MS电离参数。  
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图1.使⽤不同⾊谱柱分离亚硝胺和⼆甲双胍的情况。样品溶

液为10 ng/mL⼆甲双胍（含有1 ng/mL亚硝胺），使⽤Xevo 

TQ Absolute进⾏采集，未使⽤转换阀。

纯溶剂中的定量分析

该UPLC-MS/MS⽅法所能达到的亚硝胺LOD和LOQ分别是按

照3:1和10:1的信噪⽐(S/N)标准确定的。纯溶剂中LOQ溶液

的代表性⾊谱图如图2所⽰。表3总结了⽅法的性能特征，包

括LOD、LOQ和线性。NDMA的LOD和LOQ分别为0.05 

ng/mL和0.1 ng/mL。此外，NDEA、NMOR、NEIPA、

NDPA、NDIPA、NMPA、NMBA和NDBA的LOD和LOQ分别

为0.005 ng/mL和0.01 ng/mL。0.1和0.01 ng/mL的LOQ对

于20 mg/mL⼆甲双胍药物来说相当于0.005和0.0005 

ppm。根据六次重复进样的数据（表3），峰⾯积的相对标

准偏差(RSD)低于10%，证明该⽅法对于亚硝胺的LOQ⽅⾯

性能优异。本研究没有使⽤内标来校正数据差异性。此外

，该⽅法显⽰了MS响应和浓度之间的线性关系，相关系数

≥0.996（表3）。
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图2.⽤纯溶剂（⽔）制备的亚硝胺标准溶液（LOQ⽔平）的

代表性⾊谱图，使⽤Xevo TQ Absolute在MRM模式下采集。

S/N为PtP（峰到峰）。

表3.使⽤Xevo TQ Absolute在MRM模式下分析纯溶剂中亚硝

胺的⽅法性能。* 相对于20 mg/mL⼆甲双胍的LOQ (ppm)。

** 根据六次重复进样的数据。线性权重为1/x。

⼆甲双胍药物中的定量分析

在MRM采集模式下分析20 mg/mL的⼆甲双胍药物⽔溶液

，检测其中存在的亚硝胺。为了评估⽅法准确度，向⼆甲双

胍样品中分别加⼊0.025、0.1和1 ng/mL亚硝胺。此操作证

明，该⽅法可以准确测量⾼浓度⼆甲双胍供试品中的亚硝胺

杂质。分析⼆甲双胍药物和加标后⼆甲双胍药物样品中亚硝

胺（NDMA、NDEA、NMOR和NEIPA）的代表性⾊谱图如图

3所⽰。分析结果证明，本研究检测的20 mg/mL⼆甲双胍药

物中未检出亚硝胺。此外，⼆甲双胍加标样品中亚硝胺的MS
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响应和S/N与纯标准溶液中的值相当，表明⾼浓度⼆甲双胍

峰没有离⼦抑制作⽤。

图3.分析20 mg/mL⼆甲双胍药物(DS)和加标后⼆甲双胍供试

品中亚硝胺的代表性⾊谱图。

使⽤TargetLynx软件，通过对⽐计算浓度和已知的加标浓度

计算出百分⽐回收率。⽤⼆甲双胍药物制备的校准标样计算

亚硝胺的回收率。为了准确定量，⼀般建议使⽤与样品基质

相同的标样。如果基质中含有分析物或⼲扰物，可以使⽤标

准加⼊法。

⼆甲双胍药物中亚硝胺标准品的标准曲线显⽰MS响应与浓度

呈线性关系，R2≥0.999（图4）。该⽅法对⼆甲双胍药物中

的所有亚硝胺均表现出优异的准确度（表4）。对于

NDMA，0.1 ng/mL和1 ng/mL时的回收率分别为89~98%和

93~98%。对于其他杂质，0.025 ng/mL（或0.00125 

ppm，相对于20 mg/mL⼆甲双胍药物）时的回收率为

85~110%，5个样品的RSD ≤ 6.50%。 
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图4.⽤⼆甲双胍药物制备的亚硝胺标准品的标准曲线（

NDMA：0.1~10 ng/mL，其他杂质：0.025~10 ng/mL）。

表4.⽅法准确度。以不同浓度加标到20mg /mL⼆甲双胍药物

中的亚硝胺的回收率（样品n = 5）。

结论

本研究利⽤Xevo TQ Absolute质谱仪和ACQUITY Premier

系统开发了⼀种⾼灵敏度⽅法，能够对⼆甲双胍药物中的亚

硝胺进⾏超微量检测和定量分析。使⽤Atlantis™ Premier 
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BEH C18 AX⾊谱柱完成出⾊的⾊谱分离。该⽅法显⽰出优异

的定量性能，在纯溶剂和20 mg/mL⼆甲双胍药物中的LOQ

分别达到0.01~0.1 ng/mL和0.025~0.1 ng/mL。⼆甲双胍药

物中亚硝胺的线性和准确度结果分别为R2 ≥ 0.999、回收率

85~110%。

本⽂所述的UPLC-MS/MS⽅法可对⼆甲双胍药物中的亚硝胺

进⾏⾼灵敏度、⾼专属性和准确的分析，达到准确监测残留

亚硝胺的⽬的，这对于产品质量和安全⾄关重要。  
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