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高效液相色谱 – 质谱联用法同时测定盐酸二甲双胍

肠溶片中 6 种亚硝胺类基因毒性杂质
徐艳梅，李挥，张素平，乔晓宁，苗会娟，盖成，王茉莉，高燕霞

（河北省药品医疗器械检验研究院，石家庄　050200）

摘要　建立高效液相色谱 – 质谱联用法同时测定盐酸二甲双胍肠溶片中 6 种 N- 亚硝胺类基因毒性杂质（N- 亚

硝基二甲胺、N- 亚硝基 -N- 甲基 -4- 氨基丁酸、N- 亚硝基二乙胺、N- 亚硝基乙基异丙胺、N- 亚硝基二异丙胺和 N- 亚

硝基二丁胺）。采用 ACE C18 柱（150 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为 0.1% 甲酸水 – 甲醇，流量为 0.6 mL/min，梯度

洗脱，柱温为 40 ℃，采用正离子多反应监测（MRM）模式，以大气压化学电离源为离子源。6 种 N- 亚硝胺类基因毒

性杂质的质量浓度在各自的线性范围内与色谱峰面积线性关系良好，相关系数均不小于 0.999 5。检出限和定量限分

别为 0.033 7～0.0338 9 ng/mL 和 0.100 76～0.102 68 ng/mL。样品平均加标回收率为 97.83%～103.33%，测定结果的相

对标准偏差为 1.19%～4.45%（n=9）。该方法专属性强，简单、快速、灵敏，适用于测定盐酸二甲双胍肠溶片中的 N- 亚

硝胺类基因毒性杂质。
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Simultaneous determination of 6 nitrosamine genotoxic impurities in metformin hydrochloride 
enteric-coated tablets by high performance liquid chromatography–mass spectrometry

XU Yanmei, LI Hui, ZHANG Suping, QIAO Xiaoning, MIAO Huijuan, GE Cheng, WANG Moli, GAO Yanxia
(Hebei Provincial Institute of Drug and Medical Device Inspection, Shijiazhuang　050200)

Abstract　A high performance liquid chromatography-mass spectrometry method for the determination of 6 

N-nitrosamine genotoxic impurities (N-nitrosodimethylamine, N-nitrosoethylisopropylamine, N-nitrosodiethylamine, 

N-nitroso-N-methyl-4-aminobutyric acid, N-nitrosodibutylamine, N-nitroso diisopropylamine) in metformin hydrochloride 

enteric-coated tablets simultaneously was established. The method was carried out on ACE C18 column (150 mm×4.6 mm，5 

μm). And mobile phase was 0.1% formic acid water(A)–methanol(B) with gradient elution at a flow rate of 0.6 mL/min, and 

the column temperature was 40 ℃ . The positive ion multiple reaction monitoring(MRM) mode was used, and atmospheric 

pressure chemical ionization source is used as ion source The mass concentration of 6 N-nitrosamine genotoxic impurities had 

good linear relationships within their respective linear ranges(r2 ≥ 0.999 5). The overall recoveries were between 97.83% and 

103.33%, and the RSD was 1.19%–4.45%(n=9). The LODs and LOQs were 0.033 7–0.033 89 ng/mL, 0.100 76–0.102 68 ng/

mL, respectively. The established method is specific, simple, rapid, and sensitive, which is suitable for the determination of 

N-nitrosamine genotoxic impurities in metformin hydrochloride enteric-coated tablets.
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基因毒性杂质的毒性是近年来人用药物注册

技术要求国际协调会（ICH）、美国食品药品监督管

理局（FDA）、欧洲药品管理局（EMA）等国外药监

部门密切关注的问题。基因毒性杂质可以直接或间

接地损害 DNA，从而导致基因突变或癌症，对人体

具有潜在的危害［1］。自从缬沙坦检出 N- 亚硝胺类

基因毒性杂质后，国内外持续对 N- 亚硝胺类基因毒

性杂质高度关注。虽然基因毒性杂质的检测已经开

展了很多年，但却集中在食品［2–7］、水［8–12］、烟草［13–14］

等领域。随着对药品中基因毒性杂质的控制越来越

严格，检测药品中 N- 亚硝胺类基因毒性杂质的研究

方法逐渐增多［15–18］。

盐酸二甲双胍是目前国内外应用较为广泛的

降糖药，其价格便宜、疗效好、不良反应少，是治疗单

纯经饮食和运动不能良好控制的 2 型糖尿病的一线

降糖药物。然而，2020 年 6 月份，FDA 发文表示，

在一些二甲双胍制剂中，N- 亚硝胺类基因毒性杂质

含量超出限度，并建议一部分企业自愿召回［19］。目

前，国内有高效液相色谱 – 质谱法用于测定盐酸二

甲双胍片及二甲双胍格列本脲胶囊［20］中 N- 亚硝

基二甲胺（NDMA）的报道，刘博等［21］使用液相色

谱 – 质谱联用技术测定了盐酸二甲双胍缓释片中 7
种亚硝胺类基因毒性杂质。气相色谱 – 质谱法也被

文松松等［22］用于盐酸二甲双胍缓释片及二甲双胍

格列苯脲片等多种剂型中 NDMA 的测定。然而目

前我国并没有对于盐酸二甲双胍肠溶片中 N- 亚硝

胺类基因毒性杂质的测定。鉴于液相 – 色谱质谱联

用技术灵敏性较高可完成微量基因毒性杂质的测

定，为确保药品应用的安全，笔者参考以往实验方 
法［21–24］，建立了高效液相色谱 – 质谱联用法同时测

定盐酸二甲双胍肠溶片中 6 种基因毒性杂质的方

法，并进行了方法学验证。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

高效液相色谱 – 质谱联用系统：高效液相色

谱仪配备 LC–30AD 二元泵、CTO–20AC 柱温箱、

SIL–30AC 自动进样器、SPD–20A 紫外检测器，日

本岛津公司；Triple Quad 6500 型质谱仪，美国 AB 
SCIEX 公司。

电子天平：XS105 型，感量为 0.01 mg，瑞士梅

特勒托利多有限公司。

盐酸二甲双胍肠溶片：批号分别为 72105111、
72105112、72105113，市购。

甲醇、甲酸：色谱纯，赛默飞世尔科技中国有限

公司。

实验用水为超纯水。

6 种基因毒性杂质对照品信息列于表 1。
表 1　6 种基因毒性杂质对照品信息

化合物 简称
质量分
数 /% 批号 生产公司

N- 亚硝基
二甲胺 NDMA 99.9 1681903 美国 TMstandard

公司

N- 亚硝基
二乙胺

NDEA 100 L50–GHZ–66–1
加拿大 TRC 公司

N- 亚硝基 -N- 甲
基 -4- 氨基丁酸

NMBA 100 51–KFA–33–1

N- 亚硝基乙基
异丙胺

NDBA 100 D10252828

美国 HIC 公司
N- 亚硝基
二异丙胺

NDIPA 100 D10252827

N- 亚硝基
二丁胺

NEIPA 100 D10252829

1.2　溶液的制备

供试品溶液：取盐酸二甲双胍肠溶片20片，研细，

精密称取 500 mg，置于 10 mL 容量瓶中，加入适量甲

醇溶液振摇使其溶解，用水定容至标线，摇匀，即得。

对照品储备溶液：分别称取对照品各 25 mg，精
密称定，分别置于 25 mL 容量瓶中，加甲醇溶液适

量使其溶解，并稀释至标线，摇匀，制成各化合物质

量浓度均为 1 mg/mL 的对照品储备溶液。

NDEA、NDMA、NMBA、NDBA、NDIPA、NEIPA
混合对照品溶液：分别精密量取 6 种物质的对照品

储备液适量置于同一容量瓶中，用甲醇溶液稀释至

标线，摇匀，制成各物质质量浓度均为 0.1 μg/mL 
的混合对照品溶液。分析前用甲醇稀释成系列浓度。

1.3　仪器工作条件

1.3.1　色谱

色 谱 柱：ACE C18–HL 柱（150 mm×4.6 mm，5 
μm，广州菲罗门科学仪器有限公司）；柱温：40 ℃；

流动相：A 相为 0.1% 甲酸水，B 相为甲醇；洗脱模式：

梯度洗脱，洗脱程序列于表 2 ；流量：0.6 mL/min ；

进样体积：5 μL。
表 2　洗脱程序

时间 /min
体积分数 /%

0.1% 甲酸水 甲醇

0~3 98 2
3~5 98 → 80 2 → 20
5~8 80 → 5 20 → 95
8~10 5 → 80 95 → 20
10~15 98 2
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1.3.2　质谱条件

离子源为大气压化学电离源（APCI 源）；正

离子模式检测；扫描模式为多反应监测模式

（MRM）；离子源温度：350 ℃；脱溶剂气流量：35  
mL/min ；NC 电流：3 μA ；气帘气（CUR）：206.8 
kPa ；雾化气（GS1）：241.3 kPa。其它实验参数列

于表 3。
表 3　质谱条件

化合物 母离子 m/z 子离子 m/z 锥孔电压 /V 碰撞能量 /V

NDMA 75.1
58.1
43.1

37
37

16.0
19.5

NDEA 103.1
75.1
47.1

37
37

15.0
18.0

NMBA 147.1
117.2
44.2

14
14

8.5
8.5

NEIPA 117.1
47.1
75.0

35
35

17
16

NDIPA 131.1
47.1
89.1

35
35

17
11

NDBA 159.2
41.1
57.1

30
35

26
17

2　结果与讨论

2.1　方法学考察

通过改变流量、柱温、流动相 B 的初始比例对

1.3 中方法的耐用性进行了考察［23–24］。结果表明，

对流量、柱温、流动相 B 的初始比例进行微调后，各

物质色谱峰峰面积基本一致，即 6 种 N- 亚硝胺类基

因毒性杂质的测定量基本一致，说明该方法中的色

谱条件耐用性良好。

2.2　溶剂的选择

分别选取水、甲醇及 50% 甲醇作为溶剂进行了

考察。盐酸二甲双胍肠溶片中含有辅料羟丙甲纤维

素，其溶于水及大多数极性溶剂，然而羟丙甲纤维素

在水中会溶胀成澄清或微浊胶体溶液，严重影响盐

酸二甲双胍的溶解性，故应避免使用水及水溶液作

为溶剂，因此选择甲醇作为溶剂。

2.3　专属性考察

取混合对照品溶液、供试品溶液和溶剂，分别

按 1.3 项下色谱条件进样分析，记录色谱图，溶剂、

供试品溶液和混合对照品溶液色谱图分别见图 1、
图 2、图 3。

0 2 4 6 8 10 12 14
t/min

图 1　溶剂色谱图

0 2 4 6 8 10 12 14
t/min

图２　供试品溶液色谱图

0 2 4 6 8 10 12 14

NDMA
NMBA

NDEA

NEIPA

NDIPA

NDBA

t/min
图 3　混合对照品溶液色谱图

测定结果表明，溶剂不干扰测定，NDEA、

NDMA、NMBA、NDBA、NDIPA、NEIPA 在该色谱

条件下分离度良好。

2.4　线性关系、检定限与定量限

分别精密量取 1.2 中混合对照品溶液 0.1、0.2、
0.5、1.0、5、10 mL 置于 10 mL 容量瓶中，加甲醇稀

释至标线，制成各物质质量浓度分别为 1、2、5、10、
50、100 ng/mL 的系列混合标准工作溶液。按 1.3 色

谱条件进样分析，记录色谱图，以 NDEA、NDMA、

NMBA、NDBA、NDIPA、NEIPA 的质量浓度为横坐

标（x），以色谱峰峰面积为纵坐标（x），绘制标准曲

线，计算得到线性回归方程与相关系数，结果列于 
表 4。

取混合对照品溶液逐步稀释成不同浓度，按 1.3
色谱条件进样分析，连续测定 6 次，记录色谱图，以

信噪比 S/N=3 和 S/N=10 分别作为检测限（LOD）和

定量限（LOQ），结果见表 4。
由表 4 可知，6 种化合物在各自范围内线性关

系良好，相关系数均不小于 0.999 5，方法灵敏度高。

检测限和定量限分别为 0.033 7～0.0338 9 ng/mL 和

0.100 76～0.102 68 ng/mL。
表 4　6 种化合物的线性方程、相关系数、线性范围、LOD、LOQ

化合物
线性范围 /

（ng · mL–1）
线性回归方程

相关
系数

LOD/
（ng · mL–1）

LOQ/
（ng · mL–1）

NDEA 1.011 2～101.12 y=38 269x+72 829 0.999 5 0.033 7 0.101 12
NDMA 1.026 8～102.68 y=75 391y+44 066 0.999 8 0.034 2 0.102 68
NMBA 1.007 6～100.76 y=27 494y–31 638 0.999 9 0.033 58 0.100 76
NDBA 1.016 8～101.68 y=83 497y+59 667 0.999 7 0.033 89 0.101 68
NDIPA 1.009 2～100.92 y=41 346y+22 811 0.999 7 0.0336 4 0.100 92
NEIPA 1.014～101.40 y=90 846y+68 731 0.999 9 0.033 8 0.101 4
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2.5　仪器精密度与重复性试验

精密量取 1.2 中混合对照品溶液，按 1.3 项下色

谱条件进样分析，重复进样 6 次，记录色谱图，计算

各化合物色谱峰峰面积的相对标准偏差，考察本方

法的仪器精密度，结果列于表 5。
表 5　仪器精密度实验结果

化合物 色谱峰面积 RSD/%

NDMA 3 899 719，3 799 639，3 899 267，
3 999 762，3 899 230，3 899 238 1.62

NDEA 7 583 189，7 781 937，7 383 028，
7 583 023，7 583 076，7 683 229 1.75

NMBA 2 481 079，2 681 037，2 581 937，
2 481 736，2 781 683，2 681 836 4.63

NDBA 8 209 388，8 409 344，8 109 376，
8 309 366，8 209 624，8 309 254 1.27

NDIPA 4 357 491，4 057 937，4 145 797，
4 257 453，4 107 457，4 157 543 2.61

NEIPA 9 053 198，9 373 947，9 473 965，
9 447 654，9 257 985，9 157 938 1.80

由表 5 可知，6 种 N- 亚硝胺类化合物测定结果

的相对标准偏差为 0.8～3.5%，表明仪器的精密度 
良好。

2.6　加样回收试验

精密称取空白供试品约 100 mg，共 9 份，置于

10 mL 容量瓶中，加入甲醇溶解，再分别精密加入混

合对照品溶液 0.2、0.5、1.0 mL 各 3 份，加甲醇定容

至标线，摇匀。按 1.3 的色谱条件进样分析，记录色

谱图，计算加标回收率，结果列于表 6。由表 6 可知，

6 种 N- 亚硝胺类平均回收率为 97.83%～103.33%，

测定结果的相对标准偏差为 1.19%～4.45%，表明本

法的回收率良好。
表 6　加样回收率试验结果

化合物
加入量 /

（ng · mL–1）
测得值 /

（ng · mL–1）
平均回收
率 /%

RSD/
%

NDMA
2 1.92，1.84，2.13 98.17

4.455 5.14，5.25，4.93 102.13
10 10.13，10.11，9.95 100.63

NDEA
2 2.01，2.07，2.08 102.67

2.025 4.99，4.93，5.02 99.60
10 10.02，10.12，9.78 99.73

NMBA
2 2.12，2.01，2.07 103.33

2.055 5.03，4.98，5.10 100.73
10 10.12，10.01，9.99 100.40

NDBA
2 1.93，1.97，2.05 99.17

1.905 5.04，5.07，4.92 100.20
10 10.03，10.09，9.84 99.87

1NDIPA
2 1.97，1.89，2.01 97.83

2.425 5.04，5.12，4.89 100.33
10 10.02，10.17，10.09 100.93

NEIPA
2 2.01，2.05，2.07 102.17

1.195 5.09，5.11，4.98 101.20
10 10.07，10.12，10.24 101.43

2.7　稳定性试验

按 1.2 方法制备混合对照品溶液和供试品溶

液，于室温放置 0、1、2、3、6、10 h 后按 1.3 项下色谱

条件进样分析，记录色谱图，计算各物质含量的相对

标准偏差，考察其稳定性，结果见表 7。
由表 7 可知，6 种 N- 亚硝胺类对照品含量测定

结果的相对标准偏差为 0.3%～1.8%，表明对照品溶

液与供试品溶液在 10 h 内稳定性良好。
表 7　不同时间下 6 种 N- 亚硝胺类物质色谱峰面积

化合物
色谱峰面积 RSD/

%0 h 1 h 2 h 3 h 6 h 10 h
NDMA 3 846 324 3 546 446 3 563 334 3 536 346 3 545 766 3 536 465 3.42
NDEA 7 462 542 7 345 426 7 365 688 7 346 678 7 464 223 7 345 564 0.79
NMBA 2 462 324 2 545 632 2 432 146 2 573 224 2 678 543 2 433 664 3.85
NDBA 8 135 563 8 357 833 8 356 325 8 377 225 8 464 223 8 335 544 1.30
NDIPA 4 354 532 4 675 323 4 355 422 4 675 221 4 245 663 4 235 524 4.56
NEIPA 9 451 432 9 542 145 9 542 245 9 422 567 9 775 225 9 542 244 1.30

3　结语

建立了高效液相色谱 – 质谱联用法适用于盐酸

二甲双胍肠溶片中 6 种亚硝胺类基因毒性杂质的同

时检测，且检测结果准确，操作简便、灵敏，可用于监

控盐酸二甲双胍肠溶片中基因毒性杂质的水平，为

其质量控制提供参考，同时能够更好的确保药品的

安全性，具有实际的应用价值。
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