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摘要：建立了测定硝苯地平中基因毒性杂质 ２、６ 和 １２ 的超高效液相色谱⁃静电场轨道阱高分辨质谱法（ＵＨＰＬＣ⁃
Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ）。 样品以甲醇为溶剂，提取后直接进样分析。 采用 ＡＣＥ ＥＸＣＥＬＴＭ ３ Ｃ１８⁃ＡＲ 色谱柱（１５０ ｍｍ×４􀆰 ６
ｍｍ， ３ μｍ）分离，流动相为甲醇⁃０􀆰 １％ 甲酸水（６５ ∶３５， ｖ ／ ｖ），等度洗脱。 质谱部分采用电喷雾电离（ＥＳＩ）源。 采用

正离子平行反应监测（ＰＲＭ）扫描模式，质谱分辨率为 ３５ ０００ ＦＷＨＭ，杂质 ２、６、１２ 的［Ｍ＋Ｈ］ ＋母离子准确质量数分

别为 ｍ／ ｚ ３４７􀆰 １２３ ０、３６１􀆰 １０２ ６、３４７􀆰 １２３ ０，提取［Ｍ＋Ｈ］ ＋碎片离子准确质量数分别为 ｍ／ ｚ ３１５􀆰 ０９６ ８、２９８􀆰 １０６ ９、
３１５􀆰 ０９６ ８，归一化碰撞能量（ＮＣＥ）分别为 １０％ 、４２％ 、１０％ ，外标法定量。 对方法进行了详细的方法学验证，结果表

明，该法专属性良好，溶剂对杂质测定无干扰；杂质 ２、６、１２ 质量浓度与其峰面积在 ０􀆰 ２ ～ １００ ｎｇ ／ ｍＬ 范围内呈现良

好的线性关系，相关系数（ｒ）均≥０􀆰 ９９９ ８；杂质 ２、６、１２ 在低、中、高 ３ 个水平下的回收率为 ９６􀆰 ９％ ～ １０５􀆰 ０％， ＲＳＤ
为 １􀆰 ２１％ ～５􀆰 １２％，检出限均为 ０􀆰 ０５ ｎｇ ／ ｍＬ，定量限均为 ０􀆰 ２ ｎｇ ／ ｍＬ。 应用该方法对 ３ 批硝苯地平样品中的杂质 ２、
６、１２ 进行测定，３ 批样品均未检出杂质 ６，但均检出杂质 ２ 和杂质 １２，其检出量未超过限度。 该方法灵敏、快速、准
确，操作简便，可为药企对硝苯地平的质量控制提供参考，并为药监部门的监管提供有力的技术支持。
关键词：超高效液相色谱；高分辨质谱；基因毒性；硝苯地平；杂质
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１０５􀆰 ０％， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ＲＳＤｓ ｗｅｒｅ ｂｅｔｗｅｅｎ １􀆰 ２１％ ａｎｄ ５􀆰 １２％． Ｔｈｅ ＬＯＤｓ ｗｅｒｅ ０􀆰 ０５ ｎｇ ／ ｍＬ ａｎｄ ｔｈｅ
ＬＯＱｓ ｗｅｒｅ ０􀆰 ２ ｎｇ ／ ｍＬ ｆｏｒ ａｌｌ ｔｈｒｅｅ ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ． Ｔｈｉｓ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ
ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ ２， ６， ａｎｄ １２ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｉｍｐｕｒｉｔｙ ６ ｗａｓ ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ
ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｂａｔｃｈｅｓ， ｂｕｔ ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ ２ ａｎｄ １２ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｓａｍｐｌｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ ｗａｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ． Ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ｆａｓｔ， ａｃｃｕｒａｔｅ， ａｎｄ
ｅａｓｙ ｔｏ ｏｐｅｒａｔｅ． Ｉｔ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ ｂｙ ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉ⁃
ｃａｌ ｃｏｍｐａｎｉｅｓ ａｎｄ ｅｘｔｅｎｄ ｓｔｒｏｎｇ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｖｉｓｉｏｎ ｂｙ ｄｒｕｇ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ａｕｔｈｏｒｉｔｉｅｓ．

引用本文：郭常川，谭会洁，刘琦，巩腾飞，王雪，王程霖，徐玉文． 超高效液相色谱⁃静电场轨道阱高分辨质谱法测定硝苯地平中痕量基

因毒性杂质． 色谱，２０２２，４０（３）：２６６－２７２．
ＧＵＯ Ｃｈａｎｇｃｈｕａｎ， ＴＡＮ Ｈｕｉｊｉｅ， ＬＩＵ Ｑｉ， ＧＯＮＧ Ｔｅｎｇｆｅｉ， ＷＡＮＧ Ｘｕｅ， ＷＡＮＧ Ｃｈｅｎｇｌｉｎ， ＸＵ Ｙｕｗｅｎ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｃｅ ｇｅｎｏ⁃
ｔｏｘｉｃ ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ ｉｎ ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ ｂｙ ｕｌｔｒａ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃ ｆｉｅｌｄ ｏｒｂｉｔｒａｐ ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（３）：２６６－２７２．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＵＨＰＬＣ）； ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＨＲＭＳ）； ｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｔｙ； ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ； ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

　 　 二氢吡啶类钙拮抗剂是一类降压作用强、临床

应用广、上市品种多的心血管疾病治疗药［１，２］，主要

包括硝苯地平、氨氯地平、乐卡地平、尼莫地平、尼卡

地平、尼群地平、非洛地平、拉西地平等在临床中常

用的药物。 硝苯地平是一种常见的第一代二氢吡啶

类钙拮抗剂，可选择性地抑制钙离子进入心肌细胞

和平滑肌细胞的跨膜转运，抑制钙离子从细胞内释

放，且不改变血浆中钙离子浓度，对心血管平滑肌钙

通道有阻滞作用，干扰肌肉的兴奋收缩，有较强的扩

张血管作用，临床上主要用于高血压、心绞痛、心律

失常及其他心血管疾病的治疗［３，４］。 当前，对于硝苯

地平杂质的研究主要集中在非致突变性杂质［５－１０］，

·７６２·
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而对其基因毒性杂质的调查鲜有报道。 硝苯地平杂

质 ２、６、１２ 的化学结构如图 １ 所示，杂质 ２ 和杂质 １２
含有的硝基基团、杂质 ６ 含有的氮杂芳基 Ｎ⁃氧基团

均属于基因毒性警示结构，应按照致突变性杂质的

要求制定杂质限值［１１］。

图 １　 硝苯地平及杂质 ２、６ 和 １２ 的结构式
Ｆｉｇ． １　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ

ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ ２， ６ ａｎｄ １２

　 　 目前已报道的硝苯地平杂质的测定方法主要有

高效液相色谱法（ＨＰＬＣ） ［５，７，８］、超高效液相色谱法

（ＵＨＰＬＣ） ［１０］ 和液相色谱⁃质谱法（ＬＣ⁃ＭＳ） ［６］。 近

年来，静电场轨道阱（Ｏｒｂｉｔｒａｐ）高分辨质谱技术凭

借其超高质量精度、高灵敏度和高选择性的优势，在
药品杂质分析方面的应用逐渐增多［１２－１５］。 本研究

建立了 ＵＨＰＬＣ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ 测定硝苯地平原料

药中基因毒性杂质 ２、６ 和 １２ 的方法，并进行了详细

的方法学验证。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 Ｔｈｅｒｍｏ Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ ＰｌｕｓＴＭ超高效液相色谱⁃高
分辨质谱联用系统包括 Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ 三元泵、自动

进样器、柱温箱、ＤＡＤ 检测器以及 Ｏｒｂｉｔｒａｐ 高分辨

质谱部分，Ｔｕｎｅ２􀆰 ９ 软件用于质谱仪的调谐和质量

轴的校正，ＸＣａｌｉｂｕｒＴＭ ４􀆰 ０ 软件用于设置仪器方法、
编辑序列和处理数据，以上均购于 Ｔｈｅｒｍｏ 公司（德
国）； Ｍｅｔｔｌｅｒ ＸＳ２０５ 型电子天平（Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公

司，瑞士）用于精密称量。

　 　 硝苯地平原料药由山东省某医药公司提供；杂
质 ２ 对照品购自 ＳＴＤ 公司（美国），批号为 １９６１３２Ｎ⁃
ＳＬ⁃０１，纯度为 ９８􀆰 ７％；杂质 ６ 对照品购自 ＱＣＣ 公司

（美国），批号为 ２９⁃ＡＰＲ⁃１９⁃３２，纯度为 ９９􀆰 ９８％；杂质

１２ 对照品购自 ＳＴＤ 公司（美国），批号为 １６５６３１２Ｂ⁃
ＳＬ⁃０１，纯度为 ９９􀆰 ６％；质谱级甲醇（纯度 ９９􀆰 ９％）、甲
酸（纯度＞９９％）均购自 Ｆｉｓｈｅｒ 公司（美国）；实验用

１８􀆰 ２ ＭΩ·ｃｍ 纯水由 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ Ａｄｖａｎｔａｇｅ Ａ１０ 超纯

水系统（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司，美国）制得。
１．２　 实验条件

１．２．１　 对照品溶液的制备

　 　 分别精密称取杂质 ２、６ 和 １２ 对照品 １０􀆰 ０７、
１０􀆰 ２０ 和 １０􀆰 ２６ ｍｇ，分别以甲醇作为稀释剂，制成质

量浓度分别为 ３９７􀆰 ５６、４０７􀆰 ９２ 和 ４０８􀆰 ７６ μｇ ／ ｍＬ 的

对照品储备液。 精密移取上述对照品储备液适量，
加甲醇稀释得质量浓度约为 ２０ μｇ ／ ｍＬ 的单一对照

品溶液。 精密移取 ２０ μｇ ／ ｍＬ 各单一对照品溶液适

量，加甲醇逐步稀释，得到质量浓度约为 ０􀆰 ０５、０􀆰 ２、
０􀆰 ５、２、５、１０、２０、５０、１００ ｎｇ ／ ｍＬ 的杂质 ２、６、１２ 混合

对照品标准溶液。
１．２．２　 样品前处理

　 　 取硝苯地平约 ２５ ｍｇ，精密称定，置于 ５０ ｍＬ 离

心管中，精密加入甲醇 ２５ ｍＬ，涡旋使其完全溶解，
摇匀即得。
１．２．３　 色谱条件

　 　 色谱柱为 ＡＣＥ ＥＸＣＥＬＴＭ ３ Ｃ１８⁃ＡＲ 柱 （ １５０
ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ３ μｍ），柱温为 ３５ ℃，自动进样器温

度为 ８ ℃，流动相为甲醇⁃０􀆰 １％ 甲酸水溶液（６５ ∶３５，
ｖ ／ ｖ），等度洗脱，流速为 ０􀆰 ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ，分析时间为

１８ ｍｉｎ，进样量为 ５ μＬ，检测波长为 ２３５ ｎｍ。
　 　 六通阀切换设置：保留时间为 ７􀆰 ５ ～ １１􀆰 ６ ｍｉｎ
时，流动相进入废液，其余保留时间，流动相进入质

谱检测。
１．２．４　 质谱条件

　 　 电喷雾电离源，正离子模式，喷雾电压 ３􀆰 ５ ｋＶ；
毛细管温度 ３５０ ℃，辅助气加热器温度 ４００ ℃；鞘气

流量 ６０ ａｒｂ，辅助气流量 ２０ ａｒｂ。 采用平行反应监

测（ＰＲＭ）质谱扫描模式，分辨率设为 ３５ ０００ ＦＷＨＭ，
隔离窗口（ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｗｉｎｄｏｗ）设为 ｍ／ ｚ １􀆰 ５，微扫描

（ｍｉｃｒｏｓｃａｎｓ）设为 ３，自动增益控制（ＡＧＣ ｔａｒｇｅｔ）设
为 ２×１０５，最大离子注入时间（ｍａｘｉｍｕｍ ＩＴ）设为 １００
ｍｓ。 杂质 ２、６、１２ 的具体质谱参数见表 １。

·８６２·
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表 １　 杂质 ２、６、１２ 的质谱参数
Ｔａｂｌｅ １　 ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ ２， ６ ａｎｄ １２

Ｉｍｐｕｒｉｔｙ
Ｓｃａｎ

ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ
Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｉｏｎ （ｍ／ ｚ）

ＮＣＥ ／ ％
Ｐｒｏｄｕｃｔ

ｉｏｎ （ｍ／ ｚ）
Ｉｍｐｕｒｉｔｙ ２ １３．０－１８．０ ３４７．１２３０ １０ ３１５．０９６８
Ｉｍｐｕｒｉｔｙ ６ ０－１８．０ ３６１．１０２６ ４２ ２９８．１０６９
Ｉｍｐｕｒｉｔｙ １２ １３．０－１８．０ ３４７．１２３０ １０ ３１５．０９６８
ＮＣＥ： ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ．

２　 结果和讨论

２．１　 实验条件考察

２．１．１　 质谱条件优化

　 　 目前尚无硝苯地平杂质 ２、６、１２ 的毒理学数据，
可采用 ＩＣＨ Ｍ７ Ｒ１ 推荐的毒理学关注阈值（ＴＴＣ）
来计算可接受摄入量，即单个杂质的可接受摄入量

为 １􀆰 ５ μｇ ／ ｄ［１６］。 硝苯地平每日最大用量为 ８０ ｍｇ，
故硝苯地平中杂质 ２、６、１２ 限值的计算公式［１１］ 为杂

质限值 ＝杂质可接受摄入量÷药物每日最大用量 ＝
１８􀆰 ７５ ｎｇ ／ ｍｇ。 此限值比硝苯地平有关物质的限度

（０􀆰 １％ 或 ０􀆰 ２％ ） ［１１］低 ２ 个数量级，对仪器灵敏度要

求较高，宜采用 ＬＣ⁃ＭＳ 进行测定。
　 　 本研究所使用的 Ｔｈｅｒｍｏ Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ ＰｌｕｓＴＭ超

高效液相色谱⁃高分辨质谱联用系统的质谱部分串

联了四极杆和 Ｏｒｂｉｔｒａｐ 两个质量分析器，拥有多样

化的质谱扫描模式。 在开发质谱方法时，考察了目

标物选择性离子监测（Ｔａｒｇｅｔｅｄ ＳＩＭ）、全扫描⁃数据

依赖的二级扫描（Ｆｕｌｌ ＭＳ ／ ｄｄ ＭＳ２）、ＰＲＭ 等不同

的质谱扫描模式，结果发现在杂质 ２、６、１２ 质量浓度

≥１０ ｎｇ ／ ｍＬ 时，３ 种扫描模式灵敏度相当，而当杂

质 ２、６、１２ 质量浓度低于 １０ ｎｇ ／ ｍＬ 时，在 Ｔａｒｇｅｔｅｄ
ＳＩＭ 或 Ｆｕｌｌ ＭＳ ／ ｄｄ ＭＳ２ 模式下采集的总离子流色

谱图中无法提取杂质的色谱峰，但 ＰＲＭ 模式下杂

质 ２、６、１２ 质量浓度为 ０􀆰 ０５～１０ ｎｇ ／ ｍＬ 时依然能够

获得较好的提取离子色谱图。 因此，本研究采用

ＰＲＭ 质谱扫描模式。 采用 Ｔｕｎｅ２􀆰 ９ 软件优化杂质

２、６、１２ 的碰撞能量，选择合适的提取碎片离子，并
对离子源气流速、温度、电压进行了精细调节和逐级

优化，实现了杂质 ２、６、１２ 的痕量检测，最佳质谱条

件如 １􀆰 ２􀆰 ４ 节所示，３ 种杂质的高分辨二级质谱图

及碎片离子预测结构式如图 ２ 所示。
２．１．２　 色谱条件的优化

　 　 在本研究中，杂质 ２ 和杂质 １２ 与硝苯地平为同

分异构体，３ 者分子式、准确质量数、提取离子质量

数均完全相同，因此杂质 ２、１２ 及硝苯地平色谱峰必

图 ２　 杂质 ２、６、１２ 的二级质谱图及碎片离子结构预测

Ｆｉｇ． ２　 ＭＳ２ ｓｐｅｃｔｒａ ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｆｒａｇｍｅｎｔ
ｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ ２， ６ ａｎｄ １２

须达到基线分离才能够进行准确测定。 另一方面，
由于供试品溶液中含有高质量浓度的药品主成分硝

苯地平（约 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｍＬ），如果高浓度硝苯地平进入

质谱系统，会污染离子源并产生严重的基质效应，影
响痕量杂质 ２、６、１２ 的准确测定。 因此，应充分优化

色谱条件，尽可能提高杂质 ２、６、１２ 与硝苯地平的色

谱分离度，再通过在线六通阀将硝苯地平色谱峰切

换到废液，避免高浓度硝苯地平进入质谱系统。 实

验考察了岛津 Ｓｈｉｍ⁃ｐａｃｋ ＧＩＳＴＴＭ苯基⁃己基柱（１５０
ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ３ μｍ）和 ＡＣＥ ＥＸＣＥＬＴＭ ３ Ｃ１８⁃ＡＲ 柱

（１５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ３ μｍ）等两种不同类型色谱柱的

分离效果。 当采用岛津 Ｓｈｉｍ⁃ｐａｃｋ ＧＩＳＴＴＭ苯基⁃己基

柱时，杂质 ２ 与硝苯地平色谱峰保留时间相隔太近（＜
１ ｍｉｎ），阀切换很难将硝苯地平主成分彻底切换，对
其准确测定造成影响。 采用 ＡＣＥ ＥＸＣＥＬＴＭ ３ Ｃ１８⁃
ＡＲ 色谱柱（１５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ３ μｍ）时，杂质 ６、硝
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苯地平、杂质 ２、杂质 １２ 的保留时间分别为 ６􀆰 ２５、
１０􀆰 ７４、１４􀆰 ２６ 和 １５􀆰 ９１ ｍｉｎ。 硝苯地平与 ３ 种杂质

均实现了良好的色谱分离，通过六通阀控制将保留

时间为 ７􀆰 ５ ～ １１􀆰 ６ ｍｉｎ 时的流动相切入废液，有效

避免了高浓度硝苯地平的基质干扰，保护了质谱离

子源，降低了杂质 ２ 和杂质 １２ 的基线噪音，使杂质

测定更加准确可靠。
２．１．３　 样品前处理方法优化

　 　 中国药典载明：硝苯地平在丙酮或三氯甲烷中

易溶，在乙醇中略溶，在水中几乎不溶［１１］。 然而，丙
酮和三氯甲烷溶解性太强，会对液相色谱柱和液相

色谱管路造成严重影响，同时也会使色谱图上出现

一些干扰峰。 此外，考虑到甲醇与流动相的兼容性

明显优于乙醇。 药典载明，硝苯地平以甲醇作为溶

剂可配制成质量浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液［１１］。 因

此，综合以上考虑，本研究选用甲醇作为提取溶剂，
硝苯地平样品含量定为 １ ｍｇ ／ ｍＬ。 结果表明，硝苯

地平与杂质 ２、６、１２ 均能完全溶于甲醇，形成澄清透

明的溶液，前处理简单。
２．２　 方法学考察

２．２．１　 专属性

　 　 将甲醇溶剂和杂质 ２、６、１２ 混合对照品溶液分

别进样测定，记录色谱图。 甲醇溶剂的图谱如图 ３ａ
所示，通过与对照品溶液提取离子色谱图（见图 ３ｂ）
对比可知，杂质 ２、６、１２ 相同保留时间处无干扰峰存

在，表明本方法专属性良好。
２．２．２　 线性范围

　 　 分别取 ０􀆰 ２、０􀆰 ５、２、５、１０、２０、５０、１００ ｎｇ ／ ｍＬ 的

杂质 ２、６、１２ 混合对照品溶液进样测定，以峰面积作

为 ｙ、分析物质量浓度（ｎｇ ／ ｍＬ）作为 ｘ，不加权重拟

合线性校正曲线，建立回归方程，计算相关系数

（ｒ），如表 ２ 所示。 结果表明，杂质 ２、６、１２ 峰面积与

其质量浓度分别在 ０􀆰 ２ ～ １００ ｎｇ ／ ｍＬ 范围内呈现良

好的线性关系，ｒ 均≥０􀆰 ９９９ ８。
２．２．３　 检出限和定量限

　 　 精密量取质量浓度为 ０􀆰 ２ ｎｇ ／ ｍＬ 的杂质 ２、６、
１２ 混合对照品溶液，用甲醇逐级稀释，按照信噪比

（Ｓ ／ Ｎ）≥３ 和≥１０ 分别计算检出限和定量限。 结果

表明，３种杂质的检出限均为０􀆰 ０５ ｎｇ ／ ｍＬ（即０􀆰 ０５
ｎｇ ／ ｍｇ），定量限均为 ０􀆰 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ（即 ０􀆰 ２０ ｎｇ ／ ｍｇ）。
３ 次定量限平行试验中杂质 ２、６、１２ 的平均信噪比分

别为 ２３、２１ 和 １７，峰面积 ＲＳＤ 分别为 ５􀆰 ４％、４􀆰 ９％ 和

６􀆰 ０％。 定量限提取离子色谱图如图 ４ 所示。

图 ３　 （ａ）空白溶剂及（ｂ）对照品溶液的提取离子色谱图
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ （ａ） ｂｌａｎｋ

ｓｏｌｖｅｎｔ ａｎｄ （ｂ） ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

表 ２　 杂质 ２、６、１２ 的线性方程和相关系数
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ

（ｒ） ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ ２， ６， ａｎｄ １２
Ａｎａｌｙｔｅ Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ

Ｉｍｐｕｒｉｔｙ ６ ｙ＝ ６．７１×１０５ｘ－３．６８×１０４ ０．９９９９
Ｉｍｐｕｒｉｔｙ ２ ｙ＝ ３．３８×１０５ｘ－１．８１×１０４ ０．９９９８
Ｉｍｐｕｒｉｔｙ １２ ｙ＝ ２．８４×１０５ｘ－２．２９×１０４ ０．９９９９

ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ； ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｎｇ ／ ｍＬ．

２．２．４　 回收率和精密度

　 　 取硝苯地平约 ２５ ｍｇ（批号 １９１１２３１），精密称

取 ９ 份（低、中、高水平各 ３ 份），先分别精密加入适

量的杂质 ２、６、１２ 混合对照品溶液，后续操作按照

１􀆰 ２􀆰 ２ 节描述处理，得到加标回收试验用供试品溶

液 ，进样测定。结果如表３所示，杂质２、６、１２的加
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测定硝苯地平中痕量基因毒性杂质

图 ４　 定量限下杂质 ２、６ 和 １２ 的提取离子色谱图
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ

ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ ２， ６ ａｎｄ １２ ｕｎｄｅｒ ＬＯＱ

表 ３　 硝苯地平中杂质 ２、６、１２ 的加标回收率（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ ２， ６ ａｎｄ

１２ ｉｎ ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ （ｎ＝３）

Ａｎａｌｙｔｅ
Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ／
（ｎｇ ／ ｍＬ）

Ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌ ／
（ｎｇ ／ ｍＬ）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ ／
（ｎｇ ／ ｍＬ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／
％

ＲＳＤ ／
％

Ｉｍｐｕｒｉｔｙ ２ ０．３２１ ０．２０４ ０．５４７ １０４．２ ５．１２
０．４０９ ０．７４７ １０２．３ １．８５
０．６１３ ０．９２２ ９８．７ ３．４４

Ｉｍｐｕｒｉｔｙ ６ ｎｄ ０．１９９ ０．２０９ １０５．０ ４．３３
０．３９８ ０．３８７ ９７．２ ３．７６
０．５９６ ０．６０５ １０１．５ ２．９１

Ｉｍｐｕｒｉｔｙ １２ ０．４０２ ０．２０４ ０．５８７ ９６．９ ４．９７
０．４０８ ０．８４３ １０４．１ １．２１
０．６１２ １．０３１ １０１．７ ２．５８

ｎｄ： ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ．

标回收率为 ９６􀆰 ９％ ～１０５􀆰 ０％， ＲＳＤ 为 １􀆰 ２１％ ～５􀆰 １２％，
符合药典规定，表明杂质 ２、６ 和 １２ 回收率和精密度

良好。
２．２．５　 稳定性

　 　 将质量浓度约为 ０􀆰 ２０ ｎｇ ／ ｍＬ 的杂质 ２、６、１２
混合对照品溶液保存于进样瓶中，在自动进样器中

按照实验条件放置 ０、８、１２、２４ ｈ 后进样测定，杂质

２、６、１２ 峰面积的 ＲＳＤ 值分别为 ４􀆰 ３％、５􀆰 １％和 ４􀆰 ５％，
说明该条件下杂质 ２、６、１２ 在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２．２．６　 耐用性

　 　 微调分析条件，将柱温分别调整为 ３２ ℃和 ３８
℃、流速分别调整为 ０􀆰 ５５ ｍＬ ／ ｍｉｎ 和 ０􀆰 ６５ ｍＬ ／ ｍｉｎ
时，杂质的色谱峰形无变化，色谱保留时间和峰面积

发生微小改变，各杂质峰面积和保留时间 ＲＳＤ 值均

＜１０％。 因此，测定条件轻微变动不影响杂质 ２、６、

１２ 的检测，方法耐用性良好。
２．３　 实际样品检测

　 　 采用已验证的方法，对 ３ 批硝苯地平原料处理

后，进样测定，外标法计算样品中杂质 ２、６、１２ 含量，
结果见表 ４，代表性提取离子色谱图如图 ５ 所示。 ３
批样品均未检出杂质 ６，但均检出杂质 ２ 和杂质 １２，
检出含量分别为 ０􀆰 ３１５ ～ ０􀆰 ３８２ ｎｇ ／ ｍｇ 和 ０􀆰 ２８５ ～
０􀆰 ４０４ ｎｇ ／ ｍｇ，远低于限度规定（１８􀆰 ７５ ｎｇ ／ ｍｇ）。 因

此，样品中杂质 ２、６、１２ 的检出量符合规定。

表 ４　 硝苯地平样品检测结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｎｉｆｅｄｉｐｉｎｅ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｂａｔｃｈ ｎｕｍｂｅｒ Ｉｍｐｕｒｉｔｙ Ｃｏｎｔｅｎｔ ／ （ｎｇ ／ ｍｇ）
１９１１２１１ ２ ０．３１５

６ ｎｄ
１２ ０．２８５

１９１１２３１ ２ ０．３２１
６ ｎｄ

１２ ０．４０２
１９１０２８１ ２ ０．３８２

６ ｎｄ
１２ ０．４０４

图 ５　 供试品提取离子色谱图

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ

３　 结论

　 　 本研究建立了硝苯地平中痕量基因毒性杂质

２、６、１２ 的 ＵＨＰＬＣ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ 检测方法，并进

行了详尽的方法学验证。 本方法灵敏度高，专属性

好，回收率高，线性范围宽，填补了该领域的研究空

白，可为药企对硝苯地平的质量控制提供参考，并为

药监部门的监管提供有力的技术支持。
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