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HPLC-MS/MS法测定盐酸拉贝洛尔中

潜在基因毒性杂质
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摘 要:为了更好地控制盐酸拉贝洛尔中潜在的基因毒性杂质,保证用药安全,建立了高效液相色

谱-质谱(HPLC-MS/MS)法检测盐酸拉贝洛尔中潜在遗传毒性杂质N-亚硝基拉贝洛尔。液相色

谱条件:以 Waters
 

ACQUITY
 

UPLC
 

CSH
 

C18(150
 

mm×3.0
 

mm,
 

1.7
 

μm)为色谱柱,流动相A
为0.01

 

mol/L甲酸铵-0.1%甲酸水溶液,流动相B为乙腈溶液,梯度洗脱,流速为0.5
 

mL/min,柱
温为50

 

℃,进样体积为10
 

μL。以电喷雾电离源为离子源,负离子模式,采用多反应监测,建立质

谱条件,对盐酸拉贝洛尔中N-亚硝基拉贝洛尔进行定量检测。结果表明:N-亚硝基拉贝洛尔质量

浓度在1.01~100.60
 

ng/mL范围内有良好的线性关系;低、中、高3个浓度的加样回收率(n=3)
为96.84%~99.53%;检测限和定量限分别为0.01

 

ng/mL和0.03
 

ng/mL;6批盐酸拉贝洛尔样

品中N-亚硝基拉贝洛尔的含量为0.37~0.79
 

ng/mL。所提出的方法灵敏度高、专属性强,可用于

测定盐酸拉贝洛尔中的N-亚硝基拉贝洛尔,为盐酸拉贝洛尔的质量控制提供参考。
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Abstract:In
 

order
 

to
 

better
 

control
 

the
 

potential
 

genotoxic
 

impurities
 

in
 

labetalol
 

hydrochloride
 

and
 

ensure
 

the
 

safety
 

of
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medication,
 

a
 

high-performance
 

liquid
 

chromatography-mass
 

spectrometry(HPLC-MS/MS)
 

method
 

was
 

established
 

to
 

detect
 

potential
 

genotoxic
 

impurities
 

N-nitroso-labetalol
 

in
 

labetalol
 

hydrochloride.
 

The
 

liquid
 

chromatographic
 

conditions
 

were
 

as
 

following:
 

the
 

chromatographic
 

column
 

was
 

Waters
 

ACQUITY
 

UPLC
 

CSH
 

C18 (150
 

mm
 

×
 

3.0
 

mm,
 

1.7
 

μm),
 

mobile
 

phase
 

A
 

was
 

0.01
 

mol/L
 

ammonium
 

formate
 

-0.1%
 

formic
 

acid
 

aqueous
 

solution,
 

mobile
 

phase
 

B
 

was
 

acetonitrile
 

solution,
 

the
 

gradient
 

elute
 

was
 

adopted,
 

flow
 

rate
 

was
 

0.5
 

mL/min,
 

the
 

column
 

temperature
 

was
 

50
 

℃,
 

and
 

the
 

injection
 

volume
 

was
 

10
 

μL.
 

Mass
 

spectrometry
 

conditions
 

were
 

established
 

by
 

using
 

the
 

electrospray
 

ionization
 

source
 

as
 

the
 

ion
 

source,
 

negative
 

ion
 

mode
 

and
 

the
 

multiple
 

reaction
 

monitoring
 

mode,
 

so
 

that
 

N-nitroso-labetalol
 

in
 

labetalol
 

hydrochloride
 

was
 

quantified.
 

The
 

results
 

indicate
 

that
 

the
 

calibration
 

curves
 

is
 

in
 

good
 

linearity
 

in
 

the
 

range
 

of
 

1.01~100.60
 

ng/mL;
 

The
 

recoveries
 

(n=3)
 

at
 

low,
 

middle
 

and
 

high
 

spiked
 

concentrations
 

are
 

within
 

96.84%~99.53%;
 

The
 

limit
 

of
 

detection
 

is
 

0.01
 

ng/mL,
 

and
 

the
 

limit
 

of
 

quantification
 

is
 

0.03
 

ng/mL;
 

The
 

amount
 

of
 

N-nitroso-laelalol
 

in
 

six
 

batches
 

of
 

the
 

hydrochloride
 

samples
 

is
 

0.37~

0.79
 

ng/mL.
 

The
 

proposed
 

method
 

is
 

sensitive
 

and
 

accurate,
 

and
 

can
 

be
 

used
 

for
 

the
 

quantification
 

of
 

N-nitroso-labetalol
 

in
 

labetalol
 

Hydrochloride,
 

providing
 

some
 

reference
 

for
 

the
 

quality
 

control
 

of
 

labetalol
 

hydrochloride.
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  盐酸拉贝洛尔化学名称为5-[1-羟基-2(1-甲基-3苯丙胺基)-乙基]水杨酰胺盐酸盐,是α和β受体阻滞

剂,通过抑制中枢和周围的肾素-血管紧张素-醛固酮系统(RAAS),起到抑制心肌收缩力和减慢心率的作用,
可阻断肾上腺素受体,减少外周血管压迫带来的阻力。该药物不进入母胎循环,对胎盘无影响[1-5]。因此,盐
酸拉贝洛尔作为治疗妊娠期高血压病(hypertensive

 

disorders
 

of
 

pregnancy,HDP)的一线药物,被推荐可以

在哺乳期继续使用[6],但其用药安全是急需关注的问题[7-12]。
基因毒性杂质是指微量直接或间接损伤细胞 DNA,导致基因突变、染色体断裂或染色体重排的杂

质[13-16]。基因毒性杂质主要来源于原料药合成过程中的起始物料、中间体、试剂和反应副产物,或者是由药

物在合成、储存或者制剂过程中降解所产生的[17]。JOHN在19世纪80年代列出了致癌性的“警示结构”,
含有这些结构的化合物被分为N-亚硝胺类、磺酸酯类、卤代烷烃类、肼类和环氧化合物等,这些化合物可能

与DNA发生作用,进而可能诱发癌症[18]。自2018年人们在缬沙坦中检出N-亚硝基二甲胺后,N-亚硝胺类

化合物的检出种类不断增加,N-亚硝胺类化合物引起了科研人员的广泛关注。2022年3月,加拿大卫生部

发布通告,辉瑞制药公司自愿召回29批次盐酸普萘洛尔缓释胶囊,此次召回是因为在这些批次中检测出超

过每天允许摄入量的N-亚硝基普萘洛尔[19]。N-亚硝基普萘洛尔是由原料药中的仲胺结构与微量残留的亚

硝酸盐反应生成的杂质,结构式与盐酸拉贝洛尔相似,都含有仲胺结构,因此,盐酸拉贝洛尔极有可能与生产

过程中残留的亚硝酸盐反应生成N-亚硝基拉贝洛尔[20-22]。因此迫切需要开发一种灵敏度高、专属性强的方

法对盐酸拉贝洛尔中可能存在的N-亚硝基拉贝洛尔进行检测,以保证药品安全。
基因毒性杂质的测定主要有高效液相色谱法、液相色谱-串联质谱法、气相色谱法和气相色谱-串联质谱

法。基因毒性杂质含量极低且种类较多,导致分离检测较为困难。液相色谱-串联质谱法具有高选择性、高
灵敏度的特点,是药物研究检测的一个高效、切实可行的分析技术[17]。目前国内外尚无对盐酸拉贝洛尔中

N-亚硝基拉贝洛尔检测方法的报道。本文采用高效液相色谱-串联质谱(HPLC-MS/MS)法检测盐酸拉贝洛

尔中的N-亚硝基拉贝洛尔含量,为盐酸拉贝洛尔中潜在基因毒性杂质的检测提供技术支持。

1 仪器与试剂

1.1 主要仪器

岛津LC-30AD型高效液相色谱仪(日本岛津公司提供);SCIEX
 

ATRAP
 

6500型质谱仪(美国AB公司

提供);XS105型电子天平(瑞士 Mettler-Toledo公司提供,感量为0.01
 

mg)。

1.2 主要试剂

N-亚硝基拉贝洛尔(MOLCOO,含量为99.85%,批号为20230501);盐酸拉贝洛尔原料(某厂家提供,
批号为18220501、18220502、18220503);盐 酸 拉 贝 洛 尔 片(某 厂 家 提 供,批 号 为08211002、08211102、

08211103);甲酸、甲酸铵(LC/MS级别,阿拉丁有限公司提供);乙腈和甲醇(LC/MS级别,默克生命科学公

司提供);水(蒸馏水,广州屈臣氏食品饮料有限公司提供)。
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2 方法与结果

2.1 HPLC-MS/MS条件

2.1.1 HPLC条件

色谱分 离 采 用 Waters
 

ACQUITY
 

UPLC
 

CSH
 

C18 色 谱 柱(150
 

mm
 

×
 

3.0
 

mm,
 

1.7
 

μm),以

0.01
 

mol/L甲酸铵-0.1%甲酸水溶液为流动相A,乙腈溶液为流动相B,柱温为50
 

℃,进样体积为10
 

μL,
流速为0.5

 

mL/min,梯度洗脱程序见表1。

表1 梯度洗脱程序

Tab.1 Gradient
 

elution
 

table
时间/min 流动相A 流动相B
0 90 10
3.0 90 10
7.0 10 90
9.0 10 90
10.0 90 10
13.0 90 10

2.1.2 MS条件

电喷雾电离(electron
 

spray
 

ionization,
 

ESI)源,
采集模式为负离子模式;监测模式为质谱多反应监测

(multiple
 

reaction
 

monitoring,
 

MRM);离子喷雾电

压:5
 

500
 

V;离 子 源 温 度:350
 

℃;雾 化 气(GS1):

50
 

psi;辅助气(GS2):50
 

psi;碰撞池气体:Medium;气
帘气(CUR):20

 

psi;入口电压(EP):10
 

V;碰撞室出口

电压(CXP):16
 

V;驻留时间:200
 

ms;以m/z
 

356.1→
164.0作为定量离子对,锥孔电压为140

 

V,碰撞电压为35
 

V;以m/z
 

356.1→120.9作为定性离子对,锥孔

电压为140
 

V,碰撞电压为80
 

V。

2.2 溶液配制

2.2.1 对照品溶液的配制

精密称取N-亚硝基拉贝洛尔对照品10.06
 

mg,置于10
 

mL量瓶中,用甲醇溶解并稀释至刻度,摇匀,作
为对照品贮备液;精密量取对照品贮备液,进一步用甲醇稀释制备100

 

ng/mL的对照品溶液。用甲醇稀释

成质量浓度为1.0、2.0、5.0、10.0、50.0和100.0
 

ng/mL的系列校准标准溶液。

2.2.2 供试品溶液的配制

原料药制备:精密称取盐酸拉贝洛尔细粉50
 

mg,置于15
 

mL离心管中,精密加入10
 

mL甲醇,作为供

试品溶液。
片剂制备:取本品10片,精密称定,研细,混匀,精密称取相当于盐酸拉贝洛尔约50

 

mg的细粉,置于15
 

mL离心管中,精密加入10
 

mL甲醇,超声5
 

min,并通过0.22
 

μm
 

PTFE注射器过滤器过滤,取续滤液作为

供试品溶液。

2.3 方法学考察

2.3.1 专属性试验

取甲醇作为空白溶剂,以及“2.2”项下2
 

ng/mL的对照品溶液和供试品溶液,分别进样,记录色谱图,见
图1。在所建立的色谱和质谱条件下,N-亚硝基拉贝洛尔的保留时间为7.14

 

min,峰型良好,空白溶剂对检

测无干扰。

  

图1 溶剂、对照品溶液和供试品溶液色谱图

Fig.1 Chromatograms
 

of
 

solvent,control
 

solution
 

and
 

test
 

article
 

solution
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2.3.2 检出限及定量限试验

取“2.2.1”项下1
 

ng/mL的线性溶液,以甲醇作为稀释剂逐步稀释,当对照品溶液的质量浓度为0.03
 

ng/mL时,其信噪比不小于10,即为定量限。当对照品的质量浓度为0.01
 

ng/mL时,其信噪比不小于3,即
为检出限。N-亚硝基拉贝洛尔6个定量限的峰面积RSD值为2.1%。

2.3.3 线性关系考察

图2 N-亚硝基拉贝洛尔的工作曲线

Fig.2 Work
 

curve
 

of
 

N-nitroso-laelalol

精密量取“2.2.1”项下系列线性溶液,进样检测,记录

色谱图。以N-亚硝基拉贝洛尔峰面积Y 为纵坐标,以质量

浓度X(ng/mL)为横坐标进行线性回归,得到N-亚硝基拉

贝洛尔的线性回归方程为Y=9
 

010.51X+665.08(r=
0.999

 

9)。结果表明,在1.01~100.60
 

ng/mL质量浓度范

围内,N-亚硝基拉贝洛尔峰面积与质量浓度之间呈现良好

的线性关系。N-亚硝基拉贝洛尔的工作曲线见图2。

2.3.4 精密度和重复性试验

取“2.2.1”项下2.0
 

ng/mL的线性溶液连续进样6
次,得到N-亚硝基拉贝洛尔峰面积的RSD值为3.93%,
表明系统精密度良好。取盐酸拉贝洛尔,按“2.2.2”项下

方法平行制备6份供试品溶液,进样检测,按标准曲线法计算N-亚硝基拉贝洛尔含量,计算得到6份供试品

溶液中N-亚硝基拉贝洛尔含量的RSD值为4.41%。结果表明,方法具有良好的重复性。

2.3.5 稳定性考察

取“2.2.1”项下2.0
 

ng/mL的线性溶液和供试品溶液,分别在0、2、4、8、12
 

h进样检测。结果显示,N-
亚硝基拉贝洛尔峰面积的RSD值为3.56%,表明室温条件下对照品溶液和供试品溶液在12

 

h内稳定。

2.3.6 回收率试验
 

取盐酸拉贝洛尔原料药(批号为18220501),精密称取约100
 

mg,置于20
 

mL容量瓶中,分别精密加入

“2.2.1”项下100
 

ng/mL对照品溶液1.5、1.0、0.5
 

mL,定容至刻度,超声5
 

min,作为回收率溶液,每个浓度

点平行制备3份,进样检测,结果见表2。由表2可知,高、中、低浓度点的回收率分别为96.84%(RSD值为

0.89%,n=3),99.53%(RSD值为1.93%,n=3)和97.33%(RSD值为1.03%,n=3),表明回收率良好。

表2 回收率结果

Tab.2 Recovery
 

rate
 

results

化合物名称 样品含量/ng 加入量/ng 测得量/ng 回收率/% 平均回收率/% RSD值/%
2.25 7.5 9.51 96.80
2.25 7.5 9.58 97.73 96.84 0.89
2.25 7.5 9.45 96.00
2.25 5.0 7.33 101.60

N
 

-亚硝基拉贝洛尔 2.25 5.0 7.21 99.20 99.53 1.93
2.25 5.0 7.14 97.80
2.25 2.5 4.66 96.40
2.25 2.5 4.71 98.40 97.33 1.03
2.25 2.5 4.68 97.20

2.3.7 耐用性试验

耐用性是衡量不受方法参数微小故意变化影响的能力。通过改变流动相的流速和柱温,对方法的耐用

性进行分析。流动相的最佳流速为0.50
 

mL/min,流速由0.49
 

mL/min变化为0.51
 

mL/min,变化幅度

为±0.01个单位。在49
 

℃和51
 

℃(非最佳温度50
 

℃)条件下考察了柱箱温度对分辨率的影响,计算加标

供试品溶液中N-亚硝基拉贝洛尔杂质的回收率。结果表明,在上述检测条件下,N
 

-亚硝基拉贝洛尔回收率

良好,证明该方法具有较好的耐用性。

2.4 样品测定

按“2.2”项所述方法制备盐酸拉贝洛尔供试品溶液,依照“2.1”项下条件进样检测,记录色谱图。采用标

准曲线法,以峰面积计算供试品溶液中N-亚硝基拉贝洛尔的含量,样品测定结果见表3。结果表明,拉贝洛

尔样品中N-亚硝基拉贝洛尔的质量浓度为0.37~0.79
 

ng/mL。
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表3 样品测定结果

Tab.3 Sample
 

determination
 

results
药物名称 批号 质量浓度/(ng·mL-1)

盐酸拉贝洛尔原料

盐酸拉贝洛尔片

18220501 0.37
18220502 0.38
18220503 0.46
08211002 0.54
08211102 0.53
08211103 0.79

3 讨 论

1)采用ESI离子源和APCI离子源下针泵进样,对N-亚硝基拉贝洛尔的响应及定量、定性离子进行了

考察。结果表明,N-亚硝基拉贝洛尔在ESI离子源负离子采集模式下响应更好。通过对ESI条件进行优

化,最终确定N-亚硝基拉贝洛尔定量离子对为m/z
 

356.1→164.0,锥孔电压为140
 

V,碰撞电压为35
 

V;定
性离子对为m/z

 

356.1→120.9,锥孔电压为140
 

V,碰撞电压为80
 

V。

2)通过对色谱柱进行考察,最终得到了最合适的峰形和响应值。其中,在 Agilent
 

SB
 

C18 (100
 

mm×
3.0

 

mm,1.8
 

μm)色谱柱、ACE
 

Excel
 

C18-AR(4.6
 

mm×150
 

mm,
 

3
 

μm)色谱柱和phenomenex
 

F5
(100

 

mm×3.0
 

mm,2.6
 

μm)色谱柱检测时的峰形较差。结果表明,Waters
 

ACQUITY
 

UPLC
 

CSH
 

C18
(150

 

mm×3.0
 

mm,
 

1.7
 

μm)色谱柱在峰形和对分析物的响应方面具有良好的适用性。

3)采用0.1%甲酸水溶液、0.01
 

mol/L甲酸铵-0.1%甲酸水溶液、0.01
 

mol/L甲酸铵水溶液3种水相

探索了有机相甲醇和乙腈对色谱法灵敏度和响应值的影响。结果表明,使用0.01
 

mol/L甲酸铵-0.1%甲酸

水溶液和乙腈为流动相,色谱峰响应值、分辨率和峰形均达到最佳条件。为了避免因拉贝洛尔浓度过高而造

成的污染,在质谱程序中,将0~6.0
 

min时的样品进入废液,6.0
 

min后的样品进入质谱采集。通过考察

水、甲醇和乙腈作为溶剂的色谱效率发现,N-亚硝基拉贝洛尔和拉贝洛尔在水、甲醇和乙腈中都具有良好的

溶解性,但在甲醇中的响应值更高,所以选取甲醇作为溶剂。

4 结 语

N-亚硝基拉贝洛尔是潜在的基因毒性杂质,基因毒性杂质经过体内代谢后毒性极强,在药物研发和生

产过程中应该严格对其进行把控。本文建立了高效液相色谱-串联质谱法测定盐酸拉贝洛尔中N
 

-亚硝基拉

贝洛尔的方法,具有较高的选择性、灵敏度、精密度和准确度,可作为拉贝洛尔中N
 

-亚硝基拉贝洛尔含量的

快速、准确的检测平台。但目前对N-亚硝基拉贝洛尔仍没有明确的控制限度,因而本文并未进行毒理学研

究。今后还将对杂质进行更为深入的毒理研究,建立合理的控制限度,保证用药安全。
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