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HS-GC-MS/MS测定富马酸丙酚替诺福韦中微量的基因毒性杂质N-亚硝基

二甲胺
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摘 要：目的 采用顶空进样气相色谱三重四级杆质谱联用（HS-GC-MS/MS）法测定富马酸丙酚替诺福韦中微量的基因毒

性杂质N-亚硝基二甲胺（NDMA）。方法 采用三重四极杆GC-MS/MS，Agilent VF-WAX ms（30 m×0.25 mm，1 μm）色谱

柱，载气：氦气；恒流模式1.0 mL·min−1；程序升温，进样口温度 230 ℃，顶空温度 130 ℃；质谱采用电子轰击电离源（EI），电

离能量为 70 eV，离子源温度 230 ℃，多反应监测（MRM）模式进行检测，溶剂为N-甲基吡咯烷酮（NMP）。进行专属性、

系统适用性、检测限与定量限、线性与范围、准确度、精密度、溶液稳定性、耐用性考察。结果 NDMA与相邻色谱峰之

间分离效果良好；NDMA 在 7.0～105.0 ng·mL−1线性关系良好，检测限为 3.5 ng·mL−1，定量限为 7.0 ng·mL−1；NDMA 低、

中、高质量浓度（56、70、84 ng·mL−1）回收率为 95.6%～109.3%，RSD为 4.0%（n=9）；重复性试验NDMA质量浓度RSD为

6.5%，中间精密度RSD为 6.1%；对照品溶液室温放置 24 h稳定，供试品溶液室温放置 90 h内溶液稳定；保持其他条件不变，

分别改变进样口温度（230、225、235 ℃）、离子源温度（230、225、235 ℃）、载气体积流量（1.0、0.9、1.1 mL·min−1）、顶空温度（130、

128、132 ℃），方法耐用性良好。结论 所建立的方法准确度好、灵敏度高、简便可靠，对仪器污染小，可用于富马酸丙酚替

诺福韦中NDMA的质量控制。
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Absteact: Objective To establish a HS-GC-MS/MS method for the microdetermination of N-nitrosodimethylamine (NDMA) in

tenofovir alafenamide fumarate. Methods GC-MS/MS was used, and the separation was performed on a Agilent VF-WAX ms col‐

umn (30 m × 0.25 mm, 1 μm) with temperature programmed. Carrier gas: helium, Constant current mode of 1.0 mL·min−1. The inlet

temperature was 230 °C and flow rate was 1.0 mL·min−1, headspace temperature was 130 °C. Mass spectrometry was used with EI
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source, the voltage was 70 eV, ion source temperature was 230 °C, and detected with selected ion monitoring (MRM) data acquisi‐

tion mode. The samples were dissolved in NMP. Specificity, system applicability, limit of detection and limit of quantification, linearity

and range, accuracy, precision, solution stability and durability were investigated. Results The separation between NDMA and adja‐

cent autobiographic peaks was effective, NDMA was well correlated with the linearity range between 7.0—105.0 ng·mL−1. The limit

of detection of NDMA was 3.5 ng·mL−1 and the limit of quantitation was 7.0 ng·mL−1. The average recoveries of NDMA were be‐

tween 95.6% and 109.3% at low, middle and high concentration, with the RSD (n = 9) of 4.0%. RSD of reproducibility test NDMA

was 6.5%, and RSD of intermediate precision was 6.1%. The control solution was stable at room temperature for 24 h, and the test

solution was stable at room temperature for 90 h. The inlet temperature (230, 225, 235 ℃ ), ion source temperature (230, 225,

235 ℃ ), carrier gas volume flow rate (1.0, 0.9, 1.1 mL·min−1), and headspace temperature (130, 128, 132 ℃ ) were changed with

other conditions unchanged. The durability of the method was good. Conclusion The method is accurate, highly sensitivite, simple

and reliable with less pollution to the instrument, and it can be used for the quality control of the genotoxic impurity NDMA in teno‐

fovir alafenamide fumarate.

Key words: tenofovir alafenamide fumarate; N-nitrosodimethylamine (NDMA); GC-MS/MS; headspace; genotoxic impurity

富马酸丙酚替诺福韦（tenofovir alafenamide

fumarate，TAF，图 1）片由Gilead Sciences公司研发。

于 2016 年 11 月在美国上市，商品名为 Vemlidy；于

2018年在中国上市，商品名为韦力得。适用于治疗

成人和青少年（年龄 12 岁及以上，体质量至少

为 35 kg）慢性乙型肝炎，是替诺福韦的一种磷

酰胺前体药物。TAF 具有较强的靶向性，良好

的耐受性，服药剂量仅为富马酸替诺福韦二吡

呋酯的十分之一 ，即可达到与其同样的治疗

效果［1-2］。

N- 亚 硝 基 二 甲 胺（N-nitrosodimethylamine，

NDMA，图 2）属于亚硝胺类化合物，在 2017年 10月

27日世界卫生组织国际癌症研究机构公布的致癌

物清单中属于 2A类致癌物（即基因毒性杂质）。亚

硝胺类化合物是由脱质子的胺结合一个亚硝基形

成，通常是仲胺或者叔胺和亚硝基化试剂反应得

到。其特点是在很低浓度时即可造成人体遗传物

质的损伤，进而导致基因突变并可能促使肿瘤发

生［3］。自 2018年发生的缬沙坦原料药NDMA含量

超标事件［4］后，国内外企业更加严格地控制药品中

基因毒性杂质。其检测方法研究逐渐增多，比如：

2018年法国官方药物控制实验室（OMCLs）发布高

效液相色谱（HPLC）法检测缬沙坦中 NDMA 的方

法［5］；2019 年 FDA 发布液相色谱 -质谱联用（LC-

MS）法检测血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂（ARB）中 6种

亚硝胺类杂质［6］；徐文峰等［7］采用高分辨质谱分

析（LC-Q-TQF-MS）法检测氯沙坦钾中N-亚硝基-N-

甲基-4-氨基丁酸（NMBA）；吴兆伟等［8］采用气相色

谱-质谱联用（GC-MS）法测定缬沙坦中的N-亚硝基

二甲胺。近年来，普遍采用高效液相或气相色谱法

进行检测，检测器多采用质谱检测器。现有的 LC-

MS/MS法的特点：①样品前处理较复杂，需涡旋混

匀、离心或萃取等步骤；②样品进样质量浓度基本

在 10～30 mg·mL−1，此浓度有降低色谱柱使用寿命

及污染系统的风险；③需筛选溶剂和流动相；④方

法通用性差，根据不同的样品需调整色谱柱、流动

相体系及色谱条件。GC-MS/MS法的特点：①样品

前处理简单，直接溶解即可进样；②采用顶空进样

的方式避免污染系统及色谱柱的同时，可增大样品

浓度，以满足限度要求；③无需筛选流动相；④方法

通用性良好。二者均可作为检测NDMA的方法，而

从长远角度来看，后者更佳。

在 TAF 合成过程中使用二甲基甲酰胺（DMF）

作为溶剂，可能引入 NDMA［9］，未见文献报道关于

TAF中的NDMA的分析研究，本研究拟建立顶空进

样气相色谱三重四级杆质谱联用（HS-GC-MS/

MS）方法对其进行控制，并进行了完整的方法学验

证，证明该方法可用于 TAF 中的 NDMA 的定量

图1 TAF结构式

Fig. 1 Structural formula of TAF

图2 NDMA结构式

Fig. 2 Structural formula of NDMA
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测定。

1 材料

1.1 仪器

Agilent 7890B-7697A-7000D 气相色谱三重四

级杆质谱联用仪（美国 Agilent公司）；XS205DU 型

电子分析天平（瑞士Mettler公司）。

1.2 试药、试剂与对照品

TAF原料药（批号TAF-20180101、03201902001、

03201902002、03201902003，天津泰普制药有限公

司）；N-甲基吡咯烷酮（NMP）（Headspace-GC级，批

号L290U01，北京百灵威科技有限公司）；NDMA对

照品（质量分数＞99.0%，批号 R5V6K-HR，东京化

成工业株式会社）。

2 方法与结果

2.1 色谱与质谱条件

毛细管色谱柱：Agilent VF-WAXms（30 m×

0.25 mm×1 µm）；载气：氦气；恒流模式1.0 mL·min−1；进

样口温度 230 ℃；升温程序：40 ℃保持 0.5 min，以

20 ℃·min−1升至 230 ℃，保持 5 min；分流比 5∶1；顶

空温度130 ℃，平衡时间10 min，顶空瓶体积10 mL。

离子源：EI，电离能量 70 eV；质谱传输线温度

280 ℃；离子源温度 230 ℃；MS采集方式：多反应监

测（MRM）；定量离子对为 m/z 74→44.2，碰撞能

量 5 eV；定性离子对为 m/z 74→42.2，碰撞能量

18 eV。

2.2 溶液的配制

2.2.1 对照品溶液的配制 精密称取 NDMA对照

品适量，用 NMP 溶解并定容，配制成质量浓度为

5 μg·mL−1的对照品储备液。取适量对照品储备液

加 NMP 稀释成质量浓度为 70 ng·mL−1的对照品

溶液。

2.2.2 阴性供试品溶液配制 取各批次TAF 20 mg，

置于 10 mL 顶空瓶中，加 1 mL NMP，迅速密封，上

机待测。

2.2.3 阳性供试品溶液配制 取各批次TAF 20 mg，置

于 10 mL顶空瓶中，加 1 mL对照品溶液，迅速密封，

上机待测。

2.3 专属性试验

分别取空白溶剂（NMP）、对照品溶液、阴性供

试品溶液、阳性供试品溶液，按“2.1”项色谱条件检

测，记录色谱图（图 3），结果表明空白及样品基质对

测定无干扰。

2.4 系统适用性

对照品溶液连续测定 6次，考察峰面积重复性，

NDMA峰面积的RSD为4.4%。

2.5 检测限与定量限考察

精密量取对照品溶液，用NMP稀释，以信噪比

大于 3时相应的质量浓度作为检测限；以信噪比大

于 10时相应的质量浓度作为定量限。精密量取检

测限和定量限溶液各 1 mL，分别置于 10 mL顶空瓶

中，压盖密封。按“2.1”项色谱条件检测，检测限溶

液 2份、定量限溶液 6份，并记录色谱图（图 4）。检

测限为 3.5 ng·mL−1，定量限为 7.0 ng·mL−1。定量限

溶液连续测定6次，RSD为7.8%。

2.6 线性与范围考察

分别精密量取对照储备液适量，用NMP稀释制

成质量浓度为 7、14、35、56、70、105 ng·mL−1的线性

溶液，量取上述 6份溶液各 1 mL，分别置于 10 mL顶

A-空白溶剂；B-对照品溶液；C-阴性供试品溶液；D-阳性供试品溶液

A-blank solvent ；B-standard solution ；C-negative sample solution ；

D-positive sample solution

图 3 专属性试验色谱图

Fig. 3 Chromatograms of method specificity tests

A-空白溶剂；B-定量限溶液

A-blank solvent；B-quantitative limit solution

图 4 定量限试验色谱图

Fig. 4 Chromatograms of method quantitative limit tests
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空瓶中，迅速密封，按“2.1”项色谱条件检测，记录色

谱峰响应值。以NDMA质量浓度为横坐标，NDMA

峰面积为纵坐标，拟合线性回归方程。结果表明在

7～105 ng·mL−1（定量限～150%）质量浓度与峰面积

线性关系良好（n＝6），线性方程为 y＝91.056 669

x－110.271 872；r为 0.999 8；Y 轴截距为 100% 浓度

水平响应值的1.7%。

2.7 准确度

分别精密称取供试品（批号 03201902003）

20 mg（共 9份），置于 10 mL顶空瓶中，分别加入 56、

70、84 ng·mL−1 3 个质量浓度水平的对照品溶液

各 1 mL，每个质量浓度平行配制 3份，密封测定，计

算加样回收率。NDMA 限度回收率为 95.6%～

109.3%，RSD（n＝9）为4.0%。

2.8 精密度

2.8.1 重 复 性 取 同 一 批 供 试 品（ 批 号

03201902003）20 mg，置于 10 mL 顶空瓶中，加入

对照品溶液 1 mL，密封，平行配制 6份，测定，考察

质量浓度重复性。 NDMA 质量浓度的 RSD 为

6.5%。

2.8.2 中间精密度 另一分析员在另一分析时间，

进行中间精密度试验。6 份中间精密度溶液中

NDMA质量浓度 RSD为 6.1%；12份溶液中 NDMA

质量浓度RSD为6.1%。

2.9 溶液稳定性

分别取对照品溶液和阴性供试品溶液各 1 mL

置于 10 mL顶空瓶中，密封，室温放置待测。对照品

溶液每 2 小时测定 1 次，10 h 内，对照品溶液中

NDMA峰面积的RSD（n＝6）为 6.7%，溶液稳定；供

试品溶液分别于 0、1、4、11、19、90 h 进样，90 h 内

NDMA均未检出，溶液稳定。

2.10 耐用性

保持其他条件不变 ，分别改变进样口温

度（230、225、235 ℃）、离 子 源 温 度（230、225、

235 ℃）、载气体积流量（1.0、0.9、1.1 mL·min−1）、顶

空温度（130、128、132 ℃），在初始条件及上述各条

件下，分别进样空白溶液、对照品溶液、阳性供

试品溶液，密封测定。各耐用性条件下 6 份阳

性供试品溶液中 NDMA 质量浓度 RSD 均不大

于 9%。

2.11 样品中NDMA的测定

按照“2.2.2”项方法配制 4 批 TAF 的供试品溶

液，使用“2.1”项下的分析方法进行检测，4批次样品

均无NDMA检出。

3 讨论

3.1 检测方法的选择

张岩琛等［10］的研究表明，采用 LC-MS 和 GC-

MS法对多批次二甲双胍进行检测，2种检测方法结

果无明显差异。葛雨琦等［11］总结了各国药监局部

门推荐的 N-亚硝胺类物质检测方法，其中中国、美

国、爱尔兰推荐（HS-）GC-MS/MS检测方法，法国推

荐 HPLC-UV 检测方法，德国推荐 LC-MS/MS 检测

方法。可以看出 GC-MS 法应用更广，与此同时

FDA 发布多种 HS-GC-MS/MS 的检测方法［12-13］，

NDMA的检测限最低达 1×10−8。本研究在 FDA的

HS-GC-MS/MS检测方法基础上进行优化。

3.2 溶剂的选择

分别采用水、二甲基亚砜、NMP配制NDMA对

照品溶液进行检测，结果表明 NDMA在 NMP中响

应较为稳定，且峰型较好，在其他溶液中响应均会

随时间发生不同程度衰减，因此采用 NMP 作为

溶剂。

3.3 进样系统的选择

对比直接进样和顶空进样 2种方式，NDMA的

检测结果无差异。而本实验采用顶空进样方法。

主要考虑 2个方面：一是顶空进样方法在对质量小

易挥发物质的检测中具有优势，二是防止高浓度

TAF原料药污染气相色谱仪的气化室。

3.4 GC-MS条件的选择

根据FDA指导文件［12］的方法，选择Agilent VF-

WAXms（30 m×0.25 mm×1 µm）毛细管色谱柱，对

升温程序进行优化，NDMA保留时间为 8.4 min，检

测时间为 16 min，本研究发现顶空温度 130 ℃较

120 ℃响应更高。

3.5 NDMA限度的计算

参考《化学药物中亚硝胺类杂质研究技术指导

原则（试行）》［ 14］，NDMA 的每日最大摄入量约

为 96 ng。TAF的最大日剂量为 25 mg，NDMA的限

度定为3.5×10−6。

4 结论

建立了HS-GC-MS/MS法对TAF原料药中遗传

毒性杂质NDMA进行准确定量，操作简单，数据可

靠，为替诺福韦类药物中相关遗传杂质的检测提供

了有效的参考方法。

利益冲突利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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