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摘要

优势

通过全⾯的29天分析，展⽰ACQUITY™ QDa™ II质谱检测器在常规测定典型制药辅料中亚硝酸盐含量⽅⾯的应

⽤性能

■

重点介绍仪器的易⽤性，为操作⼈员提供有关维护间隔、记录任何仪器停机时间，以评估仪器在⾼样品通量实

验室中的适⽤性

■

评估在常规分析检测中定量µg/g⽔平亚硝酸盐的⽅法精度，评估系统在应⽤⼯作流程中的可靠性■

采⽤Empower™⾊谱数据系统(CDS)软件，确保结果报告的合规性和全⾯性■

简介

近年来，药品中N-亚硝胺的存在迅速成为制药⾏业发展中备受关注的问题。全球监管机构已对多种药物类别中的

N-亚硝胺污染提出了安全担忧，因为有观点认为，患者⻓期暴露于⾼于安全⽔平的此类杂质可能会⾯临致癌和致
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突变⻛险1,2。 因此，降低⻛险并控制这些化合物的存在已成为药品开发和质量评估中不可或缺的部分。

亚硝酸盐是N-亚硝胺形成的最关键⻛险因素3。 在酸性条件下，亚硝酸盐通常与仲胺或叔胺反应形成活性NO+载体

物质，作为亚硝化剂。在特定条件下，这种亚硝化剂与不稳定的胺发⽣⽆差别相互作⽤，将显著影响最终药物产

品中所有可能存在的N-亚硝胺的⽔平。因此，筛查总亚硝酸盐含量，作为此类形成的单⼀潜在前体，可以作为⽀

持⻛险评估的简单且实⽤的⽅法，从⽽有效降低形成N-亚硝胺的⻛险。这样将有助于减少执⾏传统亚硝胺分析的

需求，由于灵敏度要求，传统分析通常更具挑战性。

亚硝酸盐污染通常来⾃原料、中间体、辅料，以及合成过程中使⽤的溶剂和试剂。然⽽，辅料中作为杂质存在的

亚硝酸盐浓度通常以百万分之⼀(ppm)计量，并且是亚硝化剂的主要来源4,5。 众所周知，辅料中的亚硝酸盐⽔平

在不同类型和供应商之间存在着显著差异。即使是从不同供应商处购买的相同辅料，其亚硝酸盐浓度也可能截然

不同，这可能是由于⽣产⼯艺的差异所致6。

该⽅法可处理的样品基质种类更多、样品检测量更⼤，因此需要开发⼀种常规⽅法来评估辅料中的亚硝酸盐浓度

，让制药⽣产商确信所⽤原料⽆潜在污染 - 不受供应商、辅料类型、甚⾄使⽤批次的影响。此类⽅法应考虑到标记

受污染的原材料，以便必要时可以进⼀步确认检测。这种⻛险评估应快速且经济⾼效，尽管低成本⽅法常⽤于亚

硝酸盐评估，但这些⽅法通常耗时且灵敏度较差，并且易受⼲扰7。

液相⾊谱与单四极杆质谱联⽤(LC-MS)⽅法可提供亚硝酸盐痕量分析所需的灵敏度和选择性，但归根结底，任何解

决⽅案还必须具备⾼通量常规⼯作流程所需的稳健性和可靠性，同时保持每个样品的低分析成本8。

在下⽂所述的实验中，采⽤了UHPLC联⽤单四极杆质谱检测器，来评估这种分析配置在29天的分析过程中对制药

辅料进⾏⻓期分析的适⽤性。本研究的⽬的是展⽰ACQUITY QDa II质谱检测器随时间推移的可靠性和稳健性。研

究中采⽤的⽅法源⾃Jireš和Douša的UPLC™⽅法，具有分析速度快、灵敏度⾼和检测选择性强的优势8。 本分析将

现有⽅法转换⾄ACQUITY Arc™系统，这是⼀种经济⾼效的替代⽅法，同时仍具备有效分析制药辅料所需的性能、

稳健性和可靠性。

实验

购买市售的辅料样品并在室温下保存，直⾄使⽤。选择⼭梨糖醇、乳糖⼀⽔合物、⽟⽶淀粉、⻨芽糖糊精和碳酸

钙作为典型制药辅料的代表。所有购买的化学品和试剂均为分析纯质量，所有样品、溶液和流动相前准备均采⽤

UPLC级溶剂。

样品萃取遵循Jireš和Douša修改后的⽅案（如图1所⽰），其中粉末状辅料通过2,3-⼆氨基萘(DAN)衍⽣化⽅法处理
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8。 该⽅法的原理是亚硝酸根离⼦与DAN反应形成1H-萘并(2,3-d)三唑(NAT)，然后使⽤质谱检测器进⾏分离和检

测。随后定量分析NAT化合物，作为样品中总亚硝酸根⽣成的替代指标。

图1.样品前处理采⽤Jireš和Douša (2022)的⽅法。

使⽤亚硝酸盐加标溶液(1 µg/mL)构建标准曲线，并将该溶液以不同浓度添加到空聚丙烯管中（0.5、5.0和12.5 

ng/mL，分别对应辅料中的0.2、2.0和5.0 µg/mL），并相应地通过样品前处理程序处理。然后根据标准曲线对未

加标的辅料样品进⾏定量。此外，我们还制备了⼀份过程空⽩样（程序空⽩样品），⽤以评估样品前处理过程中

固有的亚硝酸盐相互作⽤基线⽔平。过程空⽩样中使⽤100 µL萃取溶剂代替加标溶液。

在每种辅料类型的50 mg样品中加标相应量的溶液（浓度为0.5、5.0和12.5 ng/mL），来评估回收率。每个批次

的所有样品前处理均重复三次。

为了在稳健性测试中评估并监测系统稳定性，我们使⽤萃取溶剂制备了两种浓度⽔平（0.5 µg/mL和5 µg/mL）的

含有对⼄酰氨基酚和咖啡因的仪器QC标准品，并在整个分析过程中执⾏分析。

样品前处理⼯作按照所述样品前处理技术进⾏，共分为四个连续的样品批次，这意味着整个样品前处理过程总共
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重复了四次。选择离⼦监测(SIR)使⽤⽬标离⼦进⾏采集，分别为：m/z 170.1作为NAT的[M+H]+，m/z 152.1作为

对⼄酰氨基酚的[M+H]+，以及m/z 195.1作为咖啡因的[M+H]+。

分析采⽤ACQUITY Arc系统联⽤ACQUITY QDa II质谱检测器。为了确保Jireš和Douša⽅法中规定的UPLC条件能够

在不超出系统压⼒限制的情况下采⽤并转移到UHPLC系统，研究中使⽤了⽅法转换计算器2.0版软件(667005222)
8。 这样⽤⼾可以在不影响系统预期性能和灵敏度的前提下，使⽤规格较低的LC系统，从⽽确保实现经济⾼效的分

析。

LC-MS实验条件

LC系统： 配备FTN-R样品管理器的ACQUITY Arc

检测： ACQUITY QDa II质谱检测器

⾊谱柱： ACQUITY UPLC HSS™ T3⾊谱柱, 100 Å, 1.8 µm, 

2.1 mm × 100 mm（P/N：186003539）

柱温： 45 ℃

样品温度： 18 °C

进样体积： 5 µL

流速： 0.4 mL/min

运⾏时间： 6 min

流动相A： 0.1%甲酸⽔溶液

流动相B： ⼄腈

样品瓶： 12 × 32 mm透明玻璃螺纹颈⼝样品瓶，100个/包

（P/N：186000273）
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电离模式： 正离⼦电喷雾(ES+)

⽑细管电压： 0.8 kV

脱溶剂⽓温度： 400 °C

离⼦源温度： 120 °C

采集模式： SIR

LC梯度

软件

数据采集、处理和报告： Empower™ CDS 3.0

结果与讨论

⽅法性能

使⽤上述LC-MS⽅法条件，通过定量分析NAT (m/z 170)，实现了对所选辅料中亚硝酸盐含量的快速测定。NAT化

合物的保留时间(RT)约为2.73 min。样品通过标准曲线进⾏定量，定量范围为0.5~12.5 ng/mL，对应于辅料样品

中0.2~5.0 µg/g的亚硝酸盐浓度(µg/g = ppm)。
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该⽅法的LOQ受限于⼯艺空⽩样中存在的亚硝酸盐。图2展⽰了亚硝酸盐标准品的绝对峰⾯积与过程空⽩的对⽐相

关⽰例。

图2.给定重复样品序列亚硝酸盐标准品与过程空⽩样的绝对峰⾯积叠加对⽐图。

标准曲线图是使⽤修正峰⾯积构建的，其中过程空⽩的峰⾯积平均值（每组样品中n=6）被求和，然后从所有标准

品和未知样品的峰⾯积中减去该值，公式如下：修正峰⾯积 = 峰⾯积 ‒ (BL?.%..AVE(峰⾯积)）。使⽤这种空⽩扣

除⽅法，经过调整后的标准曲线图的X轴截距就成为了空⽩样品的代表值，即每个样品中由于样品前处理技术的污

染⽽存在的亚硝酸盐⽔平。然后根据截距以上的响应增量来定量后续样品中的亚硝酸盐含量。

为了代表⾼通量⼯作流程，我们创建了⼀个预定义的进样序列（181次进样），并在148~190 h的样品批次中多次

分析该序列。此处的每个样品批次(n = 4)表⽰制备新样品 - 包括加标和未加标辅料、亚硝酸盐标准品、过程空⽩和

QC样品。样品前处理在总共29天的分析过程中重复四次，共执⾏32次进样序列的重复。该分析旨在展⽰系统的稳

健性，设计为持续⽆中断分析，除了例⾏更换LC流动相和溶剂。任何额外的操作（例如离⼦源清洁）均记录在表

1中。
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表1.ACQUITY QDa II质谱检测器的典型仪器交互，以及分析期间每个任务的执⾏频率

在整个分析过程中，针对预定义的进样序列(n=32)的每个重复样品，都在Empower中绘制了标准曲线。每个进样

序列均单独处理，并包含间插标准曲线标准品的辅料样品，所有样品均重复制备三份。除批次2的标准曲线(R2 > 

0.97)外，其余所有进样序列的标准曲线均为线性(1/X)，且R2 >0.99。图3展⽰了给定样品批次的第⼀个和最后⼀

个标准曲线图的⽐较，两者之间的分析时间间隔接近150 h。在本例中，任何给定数据点对应的残差均不超过

3.7%。

图3.亚硝酸盐（以NAT计算）的标准曲线响应在0.5~12.5 ng/mL（相当于原材料中0.2~5 

µg/g的亚硝酸盐）浓度范围内进⾏分析，标准曲线标准品在样品批次开始和结束时重复

进样品进⾏了三次进样分析。每个标准曲线⽔平的平均值及其相应的标准偏差基于n=6

次进样。
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与之前的样品批次相⽐，分析最终样品批次的时间略⻓(190 h)，因此最适合展⽰⽅法稳定性随时间的变化。考虑

到本研究的⽬的，通过⽐较加标辅料的峰⾯积与已知等效加标⽔平的峰⾯积来评估回收率。图4展⽰了最终样品批

次的回收率，范围为70%~129%，其中唯⼀不在可接受回收范围内的是0.5 ng/mL（0.2 µg/g）加标的⽟⽶淀粉。

所有加标样品的总平均回收率为94%。

图4.在190⼩时的连续采集过程中，所有加标辅料样品的亚硝酸盐回收率(%)。红线表⽰

70%~120%的容差区间，⿊线表⽰94%的总平均回收率。

图5显⽰了给定序列中每种未加标辅料的绝对峰⾯积的代表性⽰例。重要的是，过程空⽩样和辅料样品使⽤相同的

样品前处理技术，因此可以假设过程空⽩样中存在的固有⽔平的污染也可能出现在所有辅料样品中。在图5中观察

到的过程空⽩样品中的NAT浓度为0.041 ng/mL。因此，该图展⽰了在分析的所有辅料中（⽟⽶淀粉除外），亚硝

酸盐的相对含量不⾼。
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图5.给定样品序列中的过程空⽩样品与未加标辅料样品相⽐，亚硝酸盐绝对峰⾯积的SIR

叠加⾊谱图。

在分析过程中，限制因素是过程空⽩样中存在的亚硝酸盐，⽽不是MS灵敏度。这种亚硝酸盐的存在源于样品前处

理过程中各种来源的污染。该⽅法本⾝具有良好的重现性，在采集的四个样品批次中，过程空⽩样计算值的%RSD

范围为2.7%~8.5%，但未来的⼯作应着重于消除这种污染上，以降低⽅法的检测限(LOD)）。

在分析过程中对五种辅料进⾏了检测，结果显⽰只有⽟⽶淀粉的亚硝酸盐含量可能需要进⼀步分析。图6展⽰了经

过190 h分析后得到的未加标⽟⽶淀粉样品的浓度报告值，其亚硝酸盐含量的平均值为0.14 µg/g，在n=27次进样

中的%RSD为8.7%。该值与辅料数据库给出的⽟⽶淀粉的平均值⼀致6。 虚线表⽰⽟⽶淀粉标⽰报告阈值的假设⽰

例，该阈值绘制为⽂献中报告的亚硝酸盐含量平均值的0.5倍。在本⽰例中，辅料的亚硝酸盐含量超过了该阈值

，因此会被标记为需要进⼀步分析。
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图6.在190 h的连续采集内分析未加标的辅料样品中的亚硝酸盐含量(µg/g)。⽟⽶淀粉样

品中的亚硝酸盐含量超过了⽂献报道的0.5倍平均值0.105 µg/g。对该样品进⾏n=27次

进样的亚硝酸盐测量精密度显⽰的%RSD为8.7%。

相⽐之下，在图7中，使⽤相同的处理确定乳糖⼀⽔合物的⽰例报告阈值，分析的辅料未超过0.27 µg/g的阈值

，因此在这种情况下，可以认为它是合格的，可以使⽤。

这⾥%RSD的较⼤变化反映了辅料中的亚硝酸盐含量与过程空⽩样⾮常接近。两者之间浓度的相对差异⾮常⼩，表

明辅料中未检出亚硝酸盐。因此，⾼%RSD值反映的是⽅法局限性，⽽⾮仪器性能问题。
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图7.在190⼩时的连续分析过程中，未加标的乳糖⼀⽔合物的亚硝酸盐含量(µg/g)。乳糖

⼀⽔合物样品中的亚硝酸盐含量没有超过⽂献报道的0.5倍平均值0.27 µg/g。

图6中还绘制了给定样品批次的其他未加标辅料的值。这些数值也没有显著超过⼯艺空⽩的阈值，⽆法准确定量。

同样，这也表明这些辅料中不存在亚硝酸盐，或者亚硝酸盐的⽔平低⾄⽅法检测限，因此这些样品将不会标记为

需要进⼀步分析。

在图7中，未加标的乳糖⼀⽔合物样品的信噪⽐表明，⽅法的灵敏度受限于过程空⽩样，⽽不是仪器性能。系统的

灵敏度（如上图中嵌⼊的⽰例⾊谱图所⽰）⾜以检测略⾼于（图6）和远低于（图7）报告阈值的浓度。之前报告

的数据表明，该⽅法的LOD为0.0013 ng/mL8。

使⽤Empower CDS报告功能可以轻松查看样品批次中辅料的亚硝酸盐浓度，如图8所⽰。这有助于快速制定全⾯

的决策，同时确保实验室的合规性和数据可靠性。在所⽰的⽰例中，未加标的⽟⽶淀粉样品的报告浓度为0.392 

ng/mL（或0.157 µg/g）。
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图8.Empower CDS⽣成的⽟⽶淀粉样品中亚硝酸盐含量数据的报告⽰例。

仪器稳健性

除⽅法性能外，研究中还评估了仪器的总体正常运⾏时间和可靠性，并记录了分析过程中的仪器交互和所有维护

程序。为期29天的实验中，我们使⽤该仪器总共执⾏了5792次进样，其中1920次进样为辅料样品。分析概览如图

9所⽰。
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图9. 29天分析中辅料样品的累积图 - 展⽰了流动相的变化、新样品的引⼊，以及所需的

任何清洁操作。

在29天的分析期间，系统交互⾮常少。在676⼩时的批量分析过程中，仪器仅需要两个⼩时的维护，包括20分钟

的排⽓和清洁过程。系统在两⼩时内恢复分析。尽管在6天后清洁了离⼦源，但系统在随后的23天中保持全⾯运⾏

，这表明污染可能与之前的仪器使⽤有关。其他形式的仪器交互详细信息⻅表1。

由于QC进样的结果超出了可接受范围，因此对离⼦源组件进⾏了⼀次清洗。仪器分离度、调谐和校正在启动过程

中⾃动完成，⽆需分析⼈员⼲预。

流动相和清洗溶液根据需要补充。在任何溶剂空⽩（整个分析中n=1920）中均未观察到亚硝酸盐残留，表明此⽅

法有望实现更⾼的样品通量。

QDa II质谱检测器的稳定性是评估该⼯作流程可⾏性的关键指标。 在分析过程中观察了仪器QC样品（每个浓度

n=768个），以独⽴于亚硝酸盐样品单独评估仪器的稳健性。整个分析的结果⼀致。在任何给定的样品批次中，给

定QC⽔平的%RSD均未超过9.8%。在清洁离⼦源组件后520 h的连续运⾏条件下，QC化合物和加标⽔平的%RSD

均⼩于12.5%，如图10所⽰。
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图10.在520 h的连续分析中，QC组分（咖啡因和对⼄酰氨基酚）的绝对峰⾯积（排除样品锥孔清洗

之前的数据点）。

通过评估亚硝酸盐标准品进样的绝对峰⾯积%RSD，也可以证明每个样品批次中仪器的稳健性。在整个分析过程中

，任何给定样品批次的%RSD均未超过14.7%，如表2所⽰。

表2.稳健性研究过程中分析的进样次数和辅料样品明细，以及加标标准品的绝对峰⾯积

%RSD（对于任何给定的加标⽔平，n≥42）。

报告的各辅料加标浓度⼤多符合预期。在整个分析过程中，所有加标⽔平和辅料类型的%RSD均低于20%。⽰例
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⻅图11，其中显⽰了整个分析中所有加标⽔平的碳酸钙的%RSD均不超过13.9%。

图11.碳酸钙辅料样品中0.2、2.0和5.0 µg/g亚硝酸盐加标的平均%RSD值，基于每个加

标⽔平在给定样品批次中的(n)次重复测定。红线表⽰%RSD的阈值20%。

图12展⽰了在29天的分析过程中，每个辅料样品和加标⽔平的平均%RSD值。在整个分析过程中，五种辅料在

0.2、2.0和5.0 µg/g (ppm)加标⽔平的%RSD分别未超过18.5%、11.1%和6.0%，展⽰了仪器性能随时间的稳健性

。
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图12.整个分析过程中所有辅料加标⽔平的平均%RSD，其中每个辅料加标⽔平的四个数

据点分别代表给定样品批次中某⼀加标⽔平的平均值（注意：由于样品前处理错误，样

品批次1中0.2 µg/g⻨芽糊精加标⽔平的⼀个重复样品被排除）。

结论

实验结果表明，ACQUITY QDa II质谱检测器是⼀款稳健可靠的仪器，适⽤于常规的⾼通量应⽤，如制药辅料中

亚硝酸盐的分析

■

在676⼩时的分析过程中，该仪器成功分析了约6000次进样，停机时间仅为2⼩时■

给定样品批次中，仪器QC进样的%RSD不超过9.8%，表现出⼀致的性能■

在⻓达520⼩时的连续分析中，任何给定QC⽔平的绝对峰⾯积%RSD均低于12.5%，表明系统在整个分析过程

中具有出⾊的稳定性

■

在任何给定的样品批次分析中，所有亚硝酸盐标准品进样的绝对峰⾯积%RSD始终⼩于14.7%■

在⽟⽶淀粉辅料中成功检测到0.14 µg/g的亚硝酸盐浓度，与辅料数据库中报告的平均浓度⼀致，表明该⽅法具

有良好的定量准确性。其他辅料在分析过程中未展⽰出可检出⽔平的亚硝酸盐

■

该⽅法使⽤ACQUITY Arc UHPLC和ACQUITY QDa II质谱检测器，运⾏时间6 min，是⼀种⾼效且经济的⽅法

，适⽤于在制药辅料分析中定量µg/g级亚硝酸盐

■
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