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药物中肼类基因毒性杂质分析研究进展
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摘 要：基因毒性杂质具有在极低暴露水平下即能导致严重毒性的特点，对用药的安全性造成严重的威胁。作为一类重要

的基因毒性杂质，肼是一种常见的中间体，而且是常见药物的降解产物。对基因毒性杂质进行了概述，并较为详尽地介绍

了肼类基因毒性杂质的分析方法，为需要测定此类基因毒性杂质的分析人员提供参考。
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Advances on analysis of genotoxic impurities of hydrazines in pharmaceuticals
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Abstract: Genotoxic impurities can cause serious toxicity at very low exposure levels, which pose a serious threat to the medication

safety. As an important genotoxic impurity, hydrazine is a common intermediate and a degradation product of common drugs. This

article reviews the hydrazine genotoxic impurities and its analysis methods in detail, which intended to provide guidance for analyst

needing to determine such genotoxic impurities.
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基因毒性杂质（genotoxic impurity，GTI）是指能

直接或间接损害细胞DNA，引起DNA突变、染色体

断裂、DNA重组及 DNA复制过程中共价键结合或

者插入，导致基因突变或者癌症的药物相关物质。

警示结构是指杂质中特殊基团，可能与遗传物质发

生化学反应，诱导基因突变或者染色体断裂，具有

潜在的致癌危险［1］，一些常见的可能带有基因毒性

警示结构的官能团见图1［2］。

2006年，美国药物研究和制造商协会根据风险

级别将GTI分为 5级［3］：一是已知具有基因毒性（致

突变性）和致癌性的杂质；二是已知具有基因毒

性（致突变性），但潜在致癌性未知的杂质；三是具

有警示结构，但其与原料药结构无关，同时与未知

基因毒性（致突变性）潜在结构无关的杂质；四是具

有与原料药相关警示结构的杂质；五是无警示结

构，或没有足够证据证明其没有基因毒性的杂质。

Szekely等［4］对GTI进行化学分类：一是来源于

反应物的杂质，如卤代烷、二羟基硫酸盐、环氧化合

物、肼、四甲基哌啶氧化物、芳香胺、硼酸；二是来源

于副反应的杂质，如磺酸酯、卤代烷、乙酰胺。

GTI 的来源复杂［5］，药物生产过程中的起始原

料、试剂、反应物、催化剂、溶剂、中间体、副产物均

可能由于被污染、降解或原辅料相互反应引起GTI

的产生。在药物上市后由于存放运输不当也会引

起水解、氧化、分解、异构化、聚合、潮解、发霉而产

生GTI。

2007年，罗氏制药生产的奈非那韦甲磺酸盐由

于有甲磺酸乙酯这种GTI，造成 6名患者DNA序列

异常［6］。该事件之后，各国的法规机构都对 GTI有

了更加明确的要求［7］。欧洲药品管理局（European

Medicines Agency，EMA）于 2006 年颁布了《GTI 限

度指南》，首次提出了毒理学关注阈值（threshold of

toxicological concern，TTC）的概念，并通过计算将

TTC设定为 1.5 μg/d。但是对于短期暴露的患者来
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说，1.5 μg/d作为GTI的控制限度过于保守。为此，

EMA 和美国食品药品监督管理局（Food and Drug

Administration，FDA）均提出了阶段化 TTC 来确立

临床研发中不同用药周期的药中GTI的可接受摄入

量，见表1。

1 肼类GTI的特性

肼、酰肼和腙（结构见图 2）具有基因毒性警示

结构，是一种已知的GTI，具有潜在的致癌性［1］。研

究表明，肼类化合物是烷基化试剂，其在体内代谢

活化形成碳正离子、碳中心自由基和氧中心自由基

等高活性的甲基中间体，体内产生的甲基与DNA碱

基发生烷基化反应，生成加合物，引起DNA损伤和

基因突变［8］。

肼类GTI虽然具有致癌性，但是由于其具有较

强的亲核性，是一种高活性的还原性碱，其在药学

中广泛作为合成某些药物的起始化合物。例如，邻

氟苯甲醛、邻甲基肟可以用肼缩合制备吲达唑［9］；以

α，β-不饱和酮和肼衍生物为起始原料合成氢化吲唑

衍生物［10］；抗肿瘤药物舒尼替尼、抗精神病药物齐

拉西酮也使用肼作为还原剂［11］；肼作为中间体通过

酰肼的形成生产抗糖尿病药物西格列汀、抗结核药

异烟肼，通过肼解作用生产抗艾滋药物沙奎那韦、

莫非吉兰，通过亲电加成作用生产舒立托唑，通过

杂环环化生产西地那非［12］。值得注意的是，肼还是

绿色还原剂，反应生成的副产物只有氮气和水。另

外，肼是抗高血压药物肼嗪、抗结核药物异烟肼、苯

并嗪和异碳氧嗪的主要水解降解产物［13］。此外，肼

本身作为硫酸盐，还可以作为药物治疗肺结核、镰

状细胞贫血症和各种慢性疾病［14］。

2 肼类GTI的分析难点

肼类化合物作为GTI，不仅是一种较为常见的

中间体，而且是一种常见药物的降解产物，因此研

究者们尝试了多种分析方法来分析肼类 GTI。但

是，肼类GTI的分析具有挑战性。第一，肼极性大，

相对分子质量低，无发色团，没有碳原子［15］；第二，

肼类GTI的反应活性较强，易发生副反应而造成假

阳性的结果；第三，肼类GTI的碱性较强，容易与色

谱柱上的硅氧基发生相互作用，造成峰形拖尾，因

此对于色谱柱的选择有着较高的要求；第四，药物

中GTI的允许含量在低 1×10−6区域［16］。因此在原料

药或药物制剂赋形剂的存在下，开发和验证在 1×

10−6水平下准确测定肼类 GTI 的方法可能具有挑

战性。

3 肼类GTI的分析方法

3.1 直接法

肼是一种弱碱，pKa在6～8，在酸性溶液中会电

离。当使用酸性洗脱剂提供肼的质子化作用时，肼

表1 EMA、FDA对GTI的控制限度

Table 1 Control limit of EMEA and FDA to GTI

控制限度/（μg∙d−1）

120

60

20

10

5

1.5

EMEA指标

单剂量

≤1个月

≤3个月

≤6个月

≤12个月

\

FDA指标

＜14 d

14 d～1个月

1个月～3个月

3个月～6个月

6个月～12个月

＞12个月

图2 肼、酰肼、腙的结构

Fig. 2 Structure of hydrazine，hydrazide and hydrazone

图1 一些常见的可能带有基因毒性警示结构的官能团

Fig. 1 Some common functional groups that may have genotoxicity warning structure
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可以通过离子色谱法在保留因子高于反相高效液

相色谱（RP-HPLC）和良好选择性的阳离子交换剂

上直接分离。Lakshmi等［17］采用离子交换色谱法 -电导

检测器测定西那普利中残留肼，定量限 4.63 μg/

mL。Kean等［18］以卡比多巴分析为例，将其与采用

HPLC和薄层色谱法进行药物分析的官方方法进行

比较，3种方法的测定结果相似，但离子色谱法可以

直接测定，操作简单。然而，常规的离子色谱法直

接测定药物中的肼类GTI存在检测灵敏度不高的问

题，因此需要采取其他方法进行测定。

3.2 衍生化法

衍生化法是测定肼类 GTI 的主要方法。肼类

GTI反应性较高，又由于原料药（API）本身和其中的

杂质导致样品的基质复杂［19］，有时直接定量较为困

难。因此，基于化学衍生的方法更适合于肼类GTI

的量化。苯甲醛具有高的反应性，可以与活性较低

的肼类GTI发生衍生化反应，是常用的衍生化试剂。

Cui等［20］选苯甲醛为衍生化试剂，将肼和乙酰肼转

化为 1，2-二苄基亚苯基肼和亚苄基乙酰肼，同时分

析药物基质中的肼和乙酰肼，但样品在衍生化制备

时，基质效应大，衍生化试剂会与样品中的其他物

种发生反应，导致假阳性反应，或者衍生化反应可

能无法继续完成，导致假阴性反应［21］，因此需要采

取相应的的方式来控制。由于样品基质中存在API

的反离子，加入苯甲酸酸化衍生化反应介质，在原

料药盐存在和不存在的情况下，化学衍生化反应速

率相似，回收率数据更为准确。最终，使用LC-SIM-

MS在痕量水平测定肼和乙酰肼的含量，肼和乙酰肼

的检测下限分别为0.1、1 μg/mL。

紫外检测器在实验室中更为普遍，因此开发

HPLC-UV 的方法很有必要。但肼没有发色团，因

此，选择适当的衍生化试剂非常重要。衍生产物必

须具有较强的紫外吸收，以满足高灵敏度需求。此

外，衍生产物的最大吸收波长必须远离药物及其相

关基质的吸收区域，以达到分离的要求。Wang

等［22］选用 2-羟基-1-萘甲醛为衍生化试剂，将发色团

连接到肼上，所得的氢化产物在可见光范围内波长

406/424 nm处具有最大的紫外吸收。由于大多数药

物和杂质的紫外吸收率在 190～380 nm，因此基质

的干扰最小，得到了合适的选择性。检测限为 0.25

μg/g API。

微量分析中的基质效应增大，导致灵敏度降

低，回收率下降，分析物不稳定。因此，在分析肼类

GTI 时，要注意样品的制备，选择合适的色谱柱使

API 和杂质分开，并获得较短的分析时间。Reddy

等［23］采用 LC-SRM-MS/MS法同时测定了塞来昔布

原料药中 4-氨磺酰基苯肼盐酸盐（SHH）和 4-（4-甲

基苯乙酮）磺胺基苯肼盐酸盐（MAP）这两种肼类

GTI。塞来昔布和杂质在甲醇中均具有良好的溶解

性，作者使用甲醇作为稀释剂；选用C18柱，并在流动

相中加适量乙酸铵来掩蔽固定相表面的硅醇基的

活性，两种肼类 GTI 与 API 分离，响应和峰型均良

好。结果显示，0.06×10−6～7.5×10−6线性关系良好，

检出限和定量限分别为 0.02×10−6 和 0.06×10−6，在

0.06×10−6～3.0×10−6的浓度范围，回收率达到 95.0%

至 104.0%。该方法特异性、线性、准确性、精密性和

耐用性良好。并将所建立的方法应用于塞来昔布 3

个制剂批次中SHH和MAP-PGI的测定。

由于 GTI要限制在 1×10−6水平，其所需浓度与

原料药的量相差 5～6 个数量级。为了在 1×10−6水

平测定杂质，需要大量样品，但是大量的原料药会

使色谱系统超载，分析效率降低。因此，在样品制

备过程中，原料药的用量需要减少，而待测GTI的用

量应保持不变。Tamas等［24］选用苯甲醛将杂质衍生

化为强紫外吸收的苯甲醛嗪，采用液相色谱法测定

别嘌呤醇中的肼。采用C18固相萃取制备样品，由于

别嘌呤醇比苯甲醛嗪的极性大，因此很容易从固相

萃取中洗脱出来，从而去除大量的别嘌呤醇。检测

限低于 1×10−7。这种方法适用于其他比苯甲醛嗪更

具极性、在水溶液中高浓度可溶的原料药。

对于不含碳的肼类GTI，极性大，需要经过衍生

化增加挥发性降低沸点来满足气相色谱（GC）法的

分析要求。有文献采用苯甲醛作为衍生化试剂，用

GC法测定肼嗪和异烟肼中的肼。但是研究员们常

用丙酮或丙酮 -d6 作为衍生化试剂［25］。这是因为

肼、甲基肼是很强的还原剂，与丙酮以SN2亲核取代

反应进行，反应迅速。有文献表明，肼和丙酮在水

溶剂中的定量反应在 2 min内完成［26］。所得的衍生

化产物丙酮嗪、丙酮甲酰肼稳定且具有挥发性，适

合于GC分析。此外，在分析药物中的GTI时，基质

非常复杂，因此，研究员们常选用顶空气相色

谱（HS-GC）来分析。HS-GC 只取气相部分进行分

析，大大减少了样品基质对分析的干扰，采用气体

进样，分析速度快，灵敏度高，还可以防止非挥发性

样品基质进入气相色谱系统，减小样品基质对仪器

的污染［27］。

4 结语

GTI来源广泛，关于GTI的事件不时出现，严重
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威胁着人们的用药安全。药物监管部门与药物研

发机构高度重视 GTI 的控制。作为一类重要的

GTI，肼是一种常见的中间体，而且是常见药物的降

解产物。肼的极性大，分子量低，无发色团，性质活

泼，碱性较强，实现高灵敏度的痕量分析肼类基因

毒性极具挑战。本文重点介绍了肼类GTI的分析难

点以及分析方法，为肼类GTI检测的方法建立提供

了重要参考。
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