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Antiviral Drugs

Anti-IPF Drugs

Inflammation-related  Drugs

Other Drugs

Introduction of 22 Chemical Drugs Applied for Clinical Trials for the Treatment of COVID-19 in China

(14 types)

(2 types)

(3 types)

(3 types)
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Compound 13, ECBN-D-2 -Nal-Dab-C12 , was recommended as a candidate for further research and 
development because of its good antifungal activity, low hemolytic toxicity and high water solubility

Design of
derivatives

•aromatic amino
acids

•positively
charged polar
amino acids

•fatty acids

Solid-liquid
synthesis

•solid-phase
peptide
synthesis

•synthesis of
echinocandin B
derivatives

Analysis and
purification

•RP-HPLC
analysis

•RP-HPLC
purification

•mass spectrometry

Activity assay

•antifungal
activity

•hemolytic
toxicity

•water solubility

A B

A：白念珠菌ATCC 10231，B：克柔念珠菌ATCC 6258

●-对照组，▲-2 g/ml 的13，■-0.5 g/ml的阿尼芬净
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levofloxacin hemihydrate

An improved synthetic process of levofloxacin hemihydrate was reported. This process
solved the problems of large residual amounts of high-boiling solvents in target product
and large amounts of low-boiling solvents used in levofloxacin hemihydrate preparation.
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In order to control the quality of the bulk drug and preparation of sotalol hydrochloride, five related substances 
including one novel impurity of sotalol hydrochloride were prepared and their structures were confirmed.
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c d
a：细胞生长曲线图，b：细胞存活率曲线图，c：乳酸代谢曲线图，d：抗体产量及生产能力对比图
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The culture parameters were optimized by 
the central composite design experiment. 

 

culture duration shift temperature viable 
cell density 

initial viable cell density 

The experimental results were as follow: 
antibody production was up to 5.3 g/L and 
lactic acid levels were significantly reduced 
to 0.4 g/L.  

Problems of original culture conditions, 
low protein yield and high lactic acid 
level before harvest might lead to 
process failure. 

basic medium composition concentration of CuSO4·5H2O 

The effects of five culture parameters 
were evaluated with antibody yield and 
final concentration of lactic acid as the 
indexes by full factorial design. 

The optimized process was then verified 
through cell culture. 
 

Mathematical models based 
on the antibody yield and 
lactic acid concentration were 
established. 

The optimized process was predicted through 
mathematical models. 
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Effect of Sialic Acid on Human Follicle Stimulating Hormone Bioactivity Assessment················
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UPLC 法测定单硝酸异山梨酯中的有关物质······刘彩云，刘朝辉，张敏敏，刘思光，张贵民*
Determination of the Related Substances in Isosorbide Mononitrate by UPLC···························· 
···················································LIU C Y, LIU C H, ZHANG M M, LIU S G, ZHANG G M*
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银杏二萜内酯葡胺注射液与一次性输液器的相容性考察·················································
······························································胡军华，钱频非，于桂芳，王  雪，王振中*
Compatibility between Diterpene Ginkgolides Meglumine Injection and Infusion Sets for Single Use  
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米卡芬净中间体 FR901379 的分离纯化············李  敏，谢新宇，王晶珂，郑学丽，张雪霞*
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N- 亚硝胺类化合物是一类具有高致突变性和强

致癌性的基因毒性杂质，痕量水平即可造成 DNA

和染色体损伤 [1—4]。此类化合物一旦进入人体便可

迅速通过细胞色素 P450 酶代谢活化，生成活性烷

基和小分子醛，进而与 DNA 和蛋白质结合，产生

破坏 DNA 的复制及损伤蛋白质结构等作用。世界

卫生组织癌症研究机构发布的致癌物清单中，包括

N- 亚硝基二甲胺 (N-nitrosodimethylamine，1)、N-

厄贝沙坦制剂中 N- 亚硝胺类基因毒性杂质的 GC-MS/MS 测定

葛雨琦
1,2,3
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摘要：建立了厄贝沙坦制剂中 9 种 N- 亚硝胺基因毒性杂质的气相色谱串联三重四极杆质谱 (GC-MS/MS) 检测方法。采

用 VF-WAXms 毛细管色谱柱 (0.25 mm×30 m×0.5 µm) 对系列 N- 亚硝胺化合物进行分离。结果显示 9 种 N- 亚硝胺化合物

在所测浓度范围内线性关系良好，定量限为 0.3 ～ 78.3 ng/ml，检测限为 0.1 ～ 20.6 ng/ml。平均加样回收率为 81.43％～

123.2％，RSD ≤ 7.80％ (n=3)。将所建方法应用于检测厄贝沙坦制剂，检出 N- 亚硝基二乙胺、N- 亚硝基吗啉和 N- 亚硝

基二苯胺。N- 亚硝基二乙胺检出范围为 0.11 ～ 0.54 µg/g，N- 亚硝基吗啉检出范围为 0.16 ～ 0.17 µg/g，N- 亚硝基二苯胺

检出范围为 0.11 ～ 1.95 µg/g。所建方法灵敏度高、准确度好，可同时测定厄贝沙坦制剂中 9 种 N- 亚硝胺杂质，为其质

量控制提供参考。
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Simultaneous Determination of Genotoxic N-Nitrosamine Impurities in Irbesartan 
Preparations by GC-MS/MS

GE Yuqi1,2,3, YE Xiaoxia2,3, LE Jian2,3, YANG Yongjian2,3, WANG Yan2*
(1. School of Pharmacy, Fudan University, Shanghai 201203; 2. Shanghai Institute for Food and Drug Control, Shanghai 201203; 

3. Key Lab. for Quality Analysis of Chemical Drug Preparations, National Medical Products Administration, Shanghai 201203)

ABSTRACT: A GC-MS/MS method was established for the determination of nine genotoxic N-nitrosamine 
impurities in irbesartan preparations. The separation of a series of N-nitrosamines was performed on a VF-WAXms 
capillary column(0.25 mm×30 m×0.5 µm). The results showed that nine N-nitrosamines were linear in the test 
concentration ranges. The quantification limits of nine N-nitrosamines were 0.3 - 78.3 ng/ml and the detection limits 
were 0.1 - 20.6 ng/ml. The average recoveries of nine N-nitrosamines were between 81.43％ and 123.2％, with 
RSDs(n=3) no more than 7.80％. The proposed method was applied to investigate different irbesartan preparations, and 
N-nitrosodiethylamine was detected in the range of 0.11 - 0.54 mg/g, N-nitrosomorpholine was detected in the range of 
0.16 - 0.17 mg/g, N-nitrosodiphenylamine was detected in the range of 0.11 - 1.95 µg/g. This method has good sensitivity 
and high accuracy, and it is suitable for the simultaneous determination of nine N-nitrosamines in irbesartan preparations, 
which provides a reliable method for the quality control of the drug.

Key Words: N-nitrosamine; irbesartan preparation; genotoxic impurity; GC-MS/MS
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亚硝基甲基乙基胺 (N-nitrosomethylethylamine，2)、
N- 亚硝基二乙胺 (N-nitrosodiethylamine，3)、N-

亚硝基二丙胺 (N-nitrosodi-n-propylamine，4)、N-

亚硝基二丁胺 (N-nitrosodi-n-butylamine，5)、N-

亚硝基哌啶 (N-nitrosopiperidine，6)、N- 亚硝基

吗啉 (N-nitrosomorpholine，7)、N- 亚硝基二苯胺

(N-nitrosodiphenylamine，8) 等多种 N- 亚硝胺类化

合物 [5]。

高血压是一种临床常见的慢性病，目前高血压

的治疗主要依靠长期服用降压药物以降低血压，减

轻对心、脑、肾等器官的损伤，防止动脉粥样硬化

等并发症的出现，缬沙坦、厄贝沙坦、氯沙坦钾、

替米沙坦等均为临床常用的降压药物 [3]。2018 年

7 月，浙江华海药业股份有限公司宣布在其生产的

缬沙坦原料药中检出了基因毒性杂质 1，随后欧盟

也宣布在印度制药企业生产的厄贝沙坦原料药、氯

沙坦钾原料药中分别检出了 3 和 N- 亚硝基 -N- 甲
基 -4- 氨基丁酸。此外，药物制剂中的 N- 亚硝胺类

基因毒性杂质除了来自原辅料外，还可能来自于生

产过程和药品包装材料。由于涉及全球十亿高血压

患者，并且患者需要长期、较大剂量的服用此类药

物，各国药品监管部门高度关注沙坦类药物的安全

性。中国药典委员会、美国 FDA、欧洲药品质量管

理局 (EDQM) 纷纷发布 GC-MS/MS、LC-MS/MS

等多种检测方法以测定沙坦类药物中 1、3 等 N- 亚
硝胺类基因毒性杂质 [6—8]。EDQM 于近日对外发布

了 N- 亚硝胺分析通则的征求意见稿 [9]，并提供了

3 种测定 N- 亚硝胺类基因毒性杂质的方法。我国的

药学研究人员也积极开展相关研究，如姜俊等开发

了一种顶空气相色谱质谱联用法检测厄贝沙坦原料

药中的 1 和 3[10]，但检测的杂质种类均较少。

为全面检测厄贝沙坦制剂中可能存在的 N- 亚
硝胺类基因毒性杂质，本试验以 N- 亚硝基二甲胺 -
d6(N-nitrosodimethylamine-d6，9) 和 N- 亚硝基二丙

胺 -d14(N-nitrosodi-n-propylamine-d14，10) 为内标，

建立了厄贝沙坦制剂中 1、2、3、4、5、6、7、8、
N- 亚硝基二苄胺 (N-nitrosodibenzylamine，11)9 种

常见 N- 亚硝基胺类基因毒性杂质的 GC-MS/MS 检

测方法，并将其应用于检测厄贝沙坦制剂中的 N-

亚硝胺类基因毒性杂质。

1   仪器与试药

7890 型气相色谱仪、7000A 型三重四极杆质谱检测器

(美国 Agilent 公司 )；BP211D 型精密天平 (德国 Sartorius

公司 )。

1 对照品 ( 纯度 100％，批号 218061274)、2 对照品

(纯度 100％，批号 218071088) 均购于美国 AccuStandard

公司；3 对照品 ( 纯度 99.0％，批号 L190S26)、4 对照品

(纯度 99.0％，批号 G133155)、5 对照品 (纯度 99.4％，批

号 G135577)、6 对照品 ( 纯度 100％，批号 171236ME)、

7 对照品 ( 纯度 99.9％，批号 107501)、8 对照品 ( 纯度

98.1％，批号 132388) 均购于德国 Dr. Ehrenstorfer 公司；9

对照品 (纯度 100％，批号 CDGG-116935-01)、10 对照品

(纯度 100％，批号 CDGG-116940-01) 均购于美国 o2si 公司；

11 对照品 ( 北京百灵威科技有限公司，纯度 98.0％，批号

LVA0R51) ；供试品包括厄贝沙坦片 (规格 150 mg)、厄贝

沙坦分散片(规格 150 mg、75 mg)、厄贝沙坦氢氯噻嗪片(规

格 150 mg)、厄贝沙坦氢氯噻嗪分散片 (规格 150 mg)、厄

贝沙坦胶囊 (规格 150 mg)、厄贝沙坦氢氯噻嗪胶囊 (规格

150 mg)，其中 3 种复方制剂中氢氯噻嗪含量均为 12.5 mg。

2   方法与结果

2.1   色谱及质谱条件

2.1.1   色谱条件

色谱柱 VF-WAXms 毛细管柱 (0.25 mm×30 m×
0.5 µm) ；载气 高纯氦，恒压 127.55 kPa ；温度 程
序升温，50 ℃保持 1 min，以 15 ℃ /min 升至 130 ℃，

保持 2 min，再以 20 ℃ /min 升至 250 ℃，保持

10 min) ；进样口温度 230 ℃；进样量 1 µl ；传输线

温度 280 ℃。

2.1.2   质谱条件

离子源 电子轰击离子源 (electron impact ion 
source，EI) ；溶剂延迟 4 min ；EI 电压 70 eV ；离

子源温度 230 ℃；采集方式 多反应监测 (multiple 
reaction monitor，MRM) 模式，参数见表 1。
2.2   溶液的配制

2.2.1   对照品溶液的配制

内标贮备液 ：精密量取 9 和 10 对照品适量，
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置同一 10 ml 量瓶中，用甲醇定容，摇匀，作为 9、
10 内标贮备液 (2 µg/ml)。

内标溶液：精密量取 9 内标贮备液、10 内标贮

备液适量，置同一 100 ml 量瓶中，用甲醇定容，摇匀，

作为内标溶液 (9 40 ng/ml，10 60 ng/ml)。
系列浓度线性溶液：精密称取 1、2、3、4、5、

6、7、8、11 对照品适量，精密加入 9 内标贮备液

(2 µg/ml)、10 内标贮备液 (2 µg/ml) 适量，加甲醇

溶解并定量稀释至浓度均为 5、10、20、50、100、
150、200 ng/ml 的系列浓度线性溶液，且每 1 ml 中
均含 9 40 ng，10 60 ng，低温避光保存。

1、2、3 以 9 为内标进行计算；其他化合物以

10 为内标进行计算。

2.2.2   供试品溶液的配制

取厄贝沙坦片 10 片，精密称定，研细。精密

称取细粉适量 (约相当于厄贝沙坦原料药 200 mg)，
精密加入内标溶液 2 ml。超声 5 min 后，离心

(16 162×g)5 min，取上清液作为供试品溶液。平行

制备 2 份测定。厄贝沙坦分散片、厄贝沙坦氢氯噻

嗪片、厄贝沙坦氢氯噻嗪分散片同法处理。

取厄贝沙坦胶囊内容物 10 粒，精密称定。精

密称取胶囊内容物适量 ( 约相当于厄贝沙坦原料药

200 mg)，同上操作，平行制备 2 份供试品溶液待测。

厄贝沙坦氢氯噻嗪胶囊同法处理。

2.3   线性和灵敏度试验

取“2.2.1”项下系列浓度线性溶液分别进

样，记录色谱图 (100 ng/ml 线性溶液的色谱图见图

1A)。以各 N- 亚硝胺化合物对照品与内标浓度比值

(x) 为横坐标，各 N- 亚硝胺化合物对照品与内标峰

面积比值 (y) 为纵坐标进行线性回归，所得线性方

程见表 2，在测定范围内，各 N- 亚硝胺化合物线性

关系良好。

取“2.2.1”项下线性溶液 (100 ng/ml) 逐步稀释，

进样测定，分别在信噪比 (S/N) 为 10、3 时检测定

量限和检测限。结果显示 1、2、3、4、5、6、7、8、
11 的定量限分别为 2.7、0.3、6.3、78.3、6.0、0.5、6.8、
2.2、6.0 ng/ml，检测限分别为 1.1、0.1、2.7、20.6、1.7、
0.1、2.3、0.6、2.5 ng/ml。

表 2   N- 亚硝胺类化合物的线性试验结果 1)

Tab.2   Linearities of N-Nitrosamines
化合物 线性范围/ng·ml-1 线性方程

1 5.00～200.00 y=0.595 0x-0.014 6
2 5.00～200.00 y=0.471 4x-0.015 5
3 7.08～283.10 y=0.024 0x-5.926 9
4 78.30～247.50 y=0.061 8x+0.013 4
5 9.84～196.81 y=0.085 5x-0.002 0
6 5.00～200.00 y=2.209 1x-0.059 3
7 11.19～225.77 y=0.233 8x-0.009 5
8 13.15～262.91 y=3.279 6x-0.060 7
11 5.24～209.72 y=8.305 5x-0.083 8

注：1) 由于除 1、2、6 对照品纯度为 100％，其余杂质对照品的纯度

均 <100％，表中线性范围为实际称样质量与对照品纯度经过折算后得

到的实际浓度范围

2.4   精密度试验

取“2.2.1”项下线性溶液 (50 ng/ml)，按“2.1”
项下色谱与质谱条件分析，连续进样 6 次，计算峰

面积的 RSD。结果显示 1、2、3、4、5、6、7、8、
11 峰面积的 RSD 分别为 0.29％、0.39％、0.62％、

2.01％、0.37％、1.70％、1.21％、1.33％、2.05％，

说明仪器精密度良好。

2.5   回收率试验

精密称取厄贝沙坦片供试品适量 ( 每份相当于

厄贝沙坦原料药约 200 mg)，共 12 份，分别精密

加入 4 个浓度 (10、50、100、150 ng/ml) 的线性

溶液 2 ml，各 3 份，按“2.2.2”项下方法操作，制

备加样回收率供试品溶液。分别进样测定，结果如

表 3 所示。平均加样回收率为 81.43％～ 123.2％，

RSD ≤ 7.80％。

表 1   GC-MS/MS 的 MRM 模式参数

Tab.1   MRM Parameters of GC-MS/MS

化合物 保留时间/min
定量离子对

(碰撞能量/eV)

定性离子对

(碰撞能量/eV)

1 6.5 m/z 74→m/z 44(10) m/z 74→m/z 42(30)
9 6.5  m/z 80→m/z 50(5) m/z 80→m/z 46(20)
2 7.0  m/z 88→m/z 71(5) m/z 88→m/z 42(20)
3 7.2  m/z 102→m/z 85(5) m/z 102→m/z 29(5)

10 9.1  m/z 144→m/z 126(0) m/z 144→m/z 50(10)
4 9.2  m/z 70→m/z 43(5) m/z 130→m/z 113(0)
5 11.2  m/z 116→m/z 99(5) m/z 116→m/z 74(15)
6 11.6  m/z 114→m/z 84(10) m/z 114→m/z 41(15)
7 12.3  m/z 116→m/z 86(0) m/z 116→m/z 56(10)
8 17.8  m/z 168→m/z 167(5) m/z 168→m/z 166(30)
11 23.4  m/z 91→m/z 65(15) m/z 91→m/z 39(30)
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表 3   9 种 N- 亚硝胺化合物的加样回收率 /％ (x
__

±s，n=3)
Tab.3   Recoveries in the Spiked Sample of Nine 

N-nitrosamines/％ (x
__

±s, n=3)
化合物 10 ng/ml 50 ng/ml 100 ng/ml 150 ng/ml

1 108.5±3.48 97.93±0.82 96.32±0.17 98.12±0.68
2 103.3±1.76 97.95±0.34 97.47±0.86 100.6±1.02
3 105.8±1.44 99.02±2.10 98.91±2.72 101.8±0.90

4 l) - 121.2±1.23 119.7±4.15 114.0±8.03
5 122.1±3.27 112.8±1.10 112.1±3.71 109.1±2.74
6 109.0±6.23 97.66±1.90 98.81±1.23 99.38±2.00
7 110.0±2.10 98.70±2.82 97.57±1.76 100.2±2.10
8 123.2±0.87 113.5±6.30 117.6±2.58 114.5±8.74
11 111.6±4.02 99.17±4.70 91.71±2.12 81.43±6.35

注：l)10 ng/ml 水平远低于 4 的定量下限，因此未测定其加样回收率

2.6   样品含量测定

运用所建方法分别对厄贝沙坦片、厄贝沙坦胶

囊、厄贝沙坦分散片、厄贝沙坦氢氯噻嗪片、厄贝

沙坦氢氯噻嗪胶囊、厄贝沙坦氢氯噻嗪分散片进行

检测。结果显示，在厄贝沙坦片中检出了 3、7，在

厄贝沙坦胶囊、厄贝沙坦分散片、厄贝沙坦氢氯噻

嗪胶囊、厄贝沙坦氢氯噻嗪分散片中检出了 3，在

厄贝沙坦氢氯噻嗪片中检出了 8。3 的检出范围为

0.11 ～ 0.54 µg/g( 见图 1C)，7 的检出范围为 0.16 ～

0.17 µg/g，8 的检出范围为 0.11 ～ 1.95 µg/g。其他

N- 亚硝胺类化合物未检出。

3   讨论

3.1   色谱条件的选择

配制浓度为 100 ng/ml 的线性溶液，参考中

国药典委员会发布的 1、3 检测法 [6]，选择 VF-
WAXms 毛细管色谱柱 (0.25 mm×30 m×0.5 µm) 对

升温程序进行优化，使各化合物在较短的时间内实

现良好分离。

N- 亚硝胺类为极性化合物，DB-WAX 毛细管

色谱柱 (0.25 mm×30 m×0.25 µm) 和 VF-WAXms 毛
细管色谱柱 (0.25 mm×30 m×0.5 µm) 均适用。因此

配制浓度为 100 ng/ml 的线性溶液，比较 N- 亚硝胺

类化合物在 2 种色谱柱上的保留情况。结果显示 2

种色谱柱上各化合物均具有较好的分离度，但 DB-
WAX 色谱柱的色谱峰略有拖尾。VF-WAXms 色谱

柱的色谱峰尖锐对称，并且是质谱专用柱，柱流失

低，具有较低的背景噪声，因此用其开展后续研究。

3.2   质谱条件的选择

配制浓度为 30 µg/ml 的单一对照品溶液，通过

产物离子扫描模式 (product scan)，考察 N- 亚硝胺

类化合物对照品及同位素内标的质谱定量参数，包

括定性离子对、定量离子对和碰撞能量的选择。优

化后的 MRM 参数见表 1。
配制浓度为 100 ng/ml 的线性溶液，参考 FDA

发布的检测方法 [8]，比较 30、70 eV 电子轰击离子

源电压，没有发现明显差异，因此仍采用 70 eV 作

为电子轰击离子源电压。

3.3   检测结果的分析

化合物的每日摄入剂量限值与化合物的毒理

学数据相关，测定结果中 8 的含量大于 1 µg/g，
Carcinogenic Potency Database(CPDB 数据库 )中的

毒理学数据显示 8 的 TD50 值为 167 mg·(kg·d)-1 [11]，

采用线性外推法计算体质量 50 kg 患者十万分之

一患癌风险的每日摄入剂量限值 (AI=TD50×2×50×
10-6) 为 167 µg。在厄贝沙坦每日最大给药剂量

300 mg 的情况下，厄贝沙坦制剂中的杂质 8 不影响

用药安全。3、7 的含量虽然较低，但 CPDB 数据

库中的毒理学数据显示 3、7 的 TD50 值分别为 0.027、
0.109 mg·(kg·d)-1 [11]，同法计算可知体质量 50 kg

患者十万分之一患癌风险的每日摄入剂量限值分别

为 0.027 和 0.109 µg。与杂质 8 相比，厄贝沙坦中

杂质 3、7 的安全风险更大。此外，厄贝沙坦生产

过程中以叠氮化钠环合四唑环 [12]，该步反应需要

使用淬灭剂 ( 如亚硝酸钠 )，生产过程中的微量胺

类杂质可能与亚硝酸钠发生反应导致 3、7、8 杂质

的产生。因此在生产过程中应加强监控，控制杂质

含量，保障药物安全。

4   结论

本研究建立了 GC-MS/MS 法测定 9 种 N- 亚硝

胺化合物，并完成相关方法学验证，再将所建方法

应用于检测厄贝沙坦制剂，结果显示检出 3 种 N-

亚硝胺杂质，分别为 3、7、8。厄贝沙坦中已经证

实可能存在 3，但 7 和 8 均为首次检出。所建立的

厄贝沙坦制剂中系列 N- 亚硝胺杂质的检测方法操

作简便，结果准确，具有良好的应用前景，有助于
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加强厄贝沙坦制剂中 N- 亚硝胺类基因毒性杂质的

市场监管，保障药品质量安全。
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