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液液萃取／ＧＣ－ＭＳ法测定硫酸软骨素钠原料中的
基因毒杂质 Ｎ－亚硝基二甲胺与 Ｎ－亚硝基二乙胺

昝艳楠１，２，商少华２，陈宁２，丁逸梅１，２

（１．南京工业大学药学院，南京 ２１１８１６；２．江苏药物研究所有限公司药品检测与包材研究中心，南京 ２１０００９）

摘要　目的：建立一种液液萃取法，采用气相色谱－质谱联用（ＧＣ－ＭＳ）技术，测定硫酸软骨素钠原料中的基
因毒杂质Ｎ－亚硝基二甲胺（ＮＤＭＡ）与Ｎ－亚硝基二乙胺（ＮＤＥＡ）。方法：采用ＴｈｅｒｍｏＴＧ－ＷＡＸＭＳ色谱柱
（３０ｍ×０２５ｍｍ，０２５μｍ）；柱温在４０℃保持１ｍｉｎ，以２５℃·ｍｉｎ－１升至２４０℃，保持２ｍｉｎ；进样口温度为
２２０℃；载气为高纯氦，流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１。质谱的离子源为 ＥＩ源；电子能量为７０ｅＶ；离子源温度为
２８０℃；传输线温度为２４０℃；进样量为１μＬ。结果：ＮＤＭＡ的检测限为０６４ｎｇ·ｍＬ－１，在４～１６ｎｇ·ｍＬ－１范
围内峰面积与浓度呈良好的线性关系，相关系数ｒ为０９９９３。ＮＤＥＡ的检测限为０１７６ｎｇ·ｍＬ－１，在１１～
４４ｎｇ·ｍＬ－１范围内峰面积与浓度呈良好的线性关系，相关系数ｒ为０９９９６。硫酸软骨素钠中均未检出ＮＤＭＡ
与ＮＤＥＡ。结论：该法操作简便，专属性强，可以用于硫酸软骨素钠中的基因毒杂质ＮＤＭＡ与ＮＤＥＡ的测定。
关键词：气相色谱－质谱法；液液萃取；基因毒杂质；Ｎ－亚硝基二甲胺；Ｎ－亚硝基二乙胺；硫酸软骨素钠
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ｔｏ２４０℃ ａｔ２５℃·ｍｉｎ－１ａｎｄｍａｉｎｔａｉｎｅｄｆｏｒ２ｍｉｎ．Ｔｈｅｉｎｌｅｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ２２０℃．Ｔｈｅｃａｒｒｉｅｒｇａｓｗａｓ
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Ｔｈｅｅｌｅｃｔｒｏｎｅｎｅｒｇｙｗａｓ７０ｅＶ．Ｔｈｅｉｏｎｓｏｕｒｃｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ２８０℃ ａｎｄｔｈｅｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｌｉｎｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ
２４０℃．Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ１μＬ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅＬＯＤｏｆＮＤＭＡｗａｓ０６４ｎｇ·ｍＬ－１Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｈｏｗｅｄ
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ａｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｐｅａｋａｒｅａａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ４－１６ｎｇ·ｍＬ－１，ａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｌａ
ｔｉｏｎｒｗａｓ０９９９３ＴｈｅＬＯＤｏｆＮＤＥＡｗａｓ０１７６ｎｇ·ｍＬ－１ｗｉｔｈａｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｐｅａｋａｒｅａ
ａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗｉｔｈｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ１１－４４ｎｇ·ｍＬ－１Ｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｒｗａｓ０９９９６ＮＤＭＡａｎｄＮＤＥＡ
ｗｅｒｅｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，ｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｔｏ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓＮＤＭＡａｎｄＮＤＥＡｉｎｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；ｌｉｑｕｉｄ－ｌｉｑｕｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ；ｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ；Ｎ－ｎｉ
ｔｒｏｓｏｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ；Ｎ－ｎｉｔｒｏｓｏｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ；ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍ

　　Ｎ－亚硝基二甲胺（Ｎ－ｎｉｔｒｏｓｏｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ，
ＮＤＭＡ）与 Ｎ－亚硝基二乙胺（Ｎ－ｎｉｔｒｏｓｏｄｉｅｔｈｙｌ
ａｍｉｎｅ，ＮＤＥＡ）属于Ｎ－亚硝胺类化合物，Ｎ－亚硝胺
类杂质是基因毒性杂质同时具有高致癌风险，在人

用药品技术要求国际协调理事会（ＴｈｅＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
ＣｏｕｎｃｉｌｆｏｒＨａｒｍｏｎｉｓａｔｉｏｎｏｆＴｅｃｈｎｉｃａｌＲｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ
ｆｏｒＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｆｏｒＨｕｍａｎＵｓｅ，ＩＣＨ）ＩＣＨＭ７（Ｒ１）
指南中列为基因毒性杂质中的“关注队列”（ｃｏｈｏｒｔｏｆ
ｃｏｎｃｅｒｎ）［１］。２０１８年７月，欧洲药品管理局在缬沙坦
原料中检测出了 ＮＤＭＡ，接着又在其他药物中检测
出Ｎ－亚硝胺类杂质，如二甲双胍、雷尼替丁等，引起
各国的高度重视。国家药品监督管理局（ＮＭＰＡ）、欧
洲药品管理局（ＥＭＡ）、美国食品药品监督管理局
（ＦＤＡ）均发布了人用药中 Ｎ－亚硝胺类杂质控制的
指导意见［２－４］，指出 ＮＤＭＡ与 ＮＤＥＡ每日最大用量
分别不得超过９６与２６５ｎｇ。

硫酸软骨素钠是动物软骨组织中提取制得的硫

酸化链状糖胺聚糖钠盐，主要来自猪、鸡、牛、鲨鱼等

动物的透明软骨［５］。硫酸软骨素钠具有抗关节炎、

抗氧化、抗动脉粥样硬化、调节肠道菌群等作用［６］，

其制备过程主要包括软骨降解、核心蛋白水解、去蛋

白、回收以及纯化等［７］。

动物来源生产的硫酸软骨素钠的提取主要是在

水溶液中进行［８］，而 ＮＤＭＡ与 ＮＤＥＡ作为消毒副产
物极易在水中残留［９］，且各种预处理去除工艺均不

能完全去除 ＮＤＭＡ与 ＮＤＥＡ［１０］。ＦＤＡ行业指南［４］

中也特别提到原料药（ａｃｔｉｖｅｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｉｎｇｒｅｄｉ
ｅｎｔｓ，ＡＰＩ）生产中的工艺用水存在含有亚硝胺盐的可
能性，从而会导致 ＡＰＩ生产受到亚硝胺污染。同时，
作为硫酸软骨素钠来源的猪、鸡、牛等动物的饲料可

能含有亚硝酸盐类物质，这些物质有可能残留在动

物体内，进一步生成亚硝胺［１１－１２］，会将 ＮＤＭＡ与
ＮＤＥＡ引入硫酸软骨素钠中。但是，关于硫酸软骨素

钠中ＮＤＭＡ与ＮＤＥＡ的质量控制在现有研究中却未
见报道。

本文根据硫酸软骨素钠易溶于水，不溶于乙醇、

丙酮或冰醋酸等有机溶剂［１３］的特点，开发了一种液

液萃取法，采用气相色谱－质谱联用（ＧＣ－ＭＳ）技术
测定硫酸软骨素钠原料中的基因毒杂质 ＮＤＭＡ与
ＮＤＥＡ，并对市面上３个生产厂家的原料开展检测，
以期为硫酸软骨素钠质量安全控制体系的完善提供

参考。

１　仪器与试药
１１　仪器

Ｔｒａｃｅ１３００ＧＣ－ＩＳＱ７０００气相色谱 －质谱联用
仪（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＢＴ２５Ｓ十万分之一电子
天平，ＢＳＡ２２４Ｓ万分之一电子天平（赛多利斯公司）；
Ｍｉｌｌｉ－ＱＩＱ７０００去离子水发生装置（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司）；ＷＨ－２涡旋混合仪（上海楚定分析仪器有限公
司）；ＫＨ－３００ＤＢ数控超声波清洗器（昆山禾创超声
仪器有限公司）。

１２　试药
标准物质：ＮＤＭＡ（１０００μｇ· ｍＬ－１，批号

Ａ２１０２０１８）和 ＮＤＥＡ（２０００ μｇ· ｍＬ－１，批 号
Ａ１９０９２０２），规格均为每支１ｍＬ，溶剂均为甲醇，均
来自坛墨质检－标准物质中心。

色谱纯：二氯甲烷（ＴＥＤＩＡ公司）、三氯甲烷［永
华化学科技（江苏）有限公司］、正己烷（ＴＥＤＩＡ公
司），甲醇（默克公司）。

硫酸软骨素钠分别来自Ｓ、Ｘ和 Ｚ公司，共５批，
各批号分别命名为Ｓ１、Ｘ２、Ｘ３、Ｚ４、Ｚ５。
２　方法与结果
２１　测定条件

气相色谱：色谱柱采用 ＴｈｅｒｍｏＴＧ－ＷＡＸＭＳ
（３０ｍ×０２５ｍｍ×０２５μｍ，固定液为聚乙二
醇）；采用程序升温（起始柱温为 ４０℃，保持
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１ｍｉｎ，以２５℃·ｍｉｎ－１升至２４０℃，保持２ｍｉｎ）；
进样口（温度为 ２２０℃），载气为高纯氦气，流速
为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，不分流进样，进样量１μＬ。

质谱：采用电子轰击离子化（ＥＩ），电离电压为
７０ｅＶ，离子源温度２８０℃，质谱传输线温度２４０℃，
ＭＳ四极杆温度 １５０℃，Ｔ－ＳＩＭ模式。ＮＤＭＡ与
ＮＤＥＡ的定量离子 ｍ／ｚ分别为７４和１０２，定性离子
ｍ／ｚ分别为４２、４３和４２、４４。
２２　溶液配制
２２１　ＮＤＭＡ、ＮＤＥＡ对照品储备液　精密量取ＮＤ
ＭＡ、ＮＤＥＡ各１０ｍＬ，分别置于１００ｍＬ量瓶中，用
甲醇稀释至刻度，摇匀，制得１０μｇ·ｍＬ－１ＮＤＭＡ和
２０μｇ·ｍＬ－１ＮＤＥＡ对照品储备液。
２２２　混合对照品溶液　精密量取ＮＤＭＡ与ＮＤＥＡ
标准储备液适量，用二氯甲烷稀释并制成每１ｍＬ含
ＮＤＭＡ８ｎｇ、含ＮＤＥＡ２２ｎｇ的混合对照品溶液，摇匀，
即得。

２２３　硫酸软骨素钠供试品溶液　精密称取硫酸
软骨素钠 １２ｇ置具塞离心管中，精密加入水 ４０
ｍＬ，涡旋使分散，超声（频率为 ４０ｋＨｚ、功率为 １００
Ｗ）至硫酸软骨素钠完全溶解，放至室温，再加入二
氯甲烷４ｍＬ，涡旋５ｍｉｎ，静置分层，取二氯甲烷层，

即得。

２２４　空白溶剂　取具塞离心管，精密加入水
４０ｍＬ，二氯甲烷４ｍＬ，涡旋５ｍｉｎ，静置分层，取二
氯甲烷层，即得。

２３　方法学验证
２３１　专属性试验　取混合对照品溶液、二氯甲
烷、空白溶剂、硫酸软骨素钠供试品液，进样测定，记

录色谱图。选择离子（Ｔ－ＳＩＭ）色谱图见图１，专属
性结果见图２。由图２可知，该方法的专属性较强。

图１　ＮＤＭＡ与ＮＤＥＡ混合对照品溶液的Ｔ－ＳＩＭ色谱图

Ｆｉｇ．１　Ｔ－ＳＩＭｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｏｆＮＤＭＡａｎｄＮＤＥＡ

Ａ．混合对照品溶液（ｍｉｘｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ）　Ｂ．二氯甲烷（ｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ）　Ｃ．空白溶剂（ｂｌａｎｋｓｏｌｖｅｎｔ）　Ｄ．硫酸软骨素钠供试液

（ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎｓｕｌｆａｔｅｓｏｄｉｕｍ）

图２　ＮＤＭＡ与ＮＤＥＡ的专属性试验

Ｆｉｇ．２　ＳｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｏｆＮＤＭＡａｎｄＮＤＥＡ

２３２　精密度试验　取混合对照溶液，连续进样５
针，记录色谱图。测定 ＮＤＭＡ的方法精密度试验结
果ＲＳＤ为２６％，ＮＤＥＡ的方法精密度试验结果ＲＳＤ
为３２％。从总体上来看，仪器稳定，精密度良好，可
以进行样品分析。

２３３　线性与范围　精密量取 ＮＤＭＡ与 ＮＤＥＡ标

准储备液适量，用二氯甲烷稀释并制成每 １ｍＬ含
ＮＤＭＡ为４００ｎｇ、含 ＮＤＥＡ为１１０ｎｇ的混合对照储
备溶液，摇匀。

精密量取上述混合对照品储备溶液适量，用二

氯甲烷分别稀释并配制成含 ＮＤＭＡ４、６、８、１２、
１６ｎｇ·ｍＬ－１与ＮＤＥＡ１１、１６、２２、３３、４４ｎｇ·ｍＬ－１
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系列浓度的标准曲线溶液，摇匀，进样测定，记录色

谱图，以质量浓度Ｘ为横坐标，峰面积Ｙ为纵坐标进
行线性回归。得ＮＤＭＡ和ＮＤＥＡ回归方程：
Ｙ＝３９４２Ｘ－９４７９　ｒ＝０９９９３
Ｙ＝３０９５Ｘ－１５２７　ｒ＝０９９９６

结果表明，ＮＤＭＡ和ＮＤＥＡ质量浓度分别在４～
１６ｎｇ·ｍＬ－１和１１～４４ｎｇ·ｍＬ－１与峰面积呈良好
的线性关系。

２３４　检测限和定量限　以信噪比Ｓ／Ｎ≥３为检测
限，以信噪比Ｓ／Ｎ≥１０为定量限。ＮＤＭＡ的检测限为
０６４ｎｇ·ｍＬ－１，定量限为１６０ｎｇ·ｍＬ－１；ＮＤＥＡ的检
出限为０１７６ｎｇ·ｍＬ－１，定量限为０４４ｎｇ·ｍＬ－１。
２３５　回收率试验　精密量取 ＮＤＭＡ与 ＮＤＥＡ对
照品储备液适量，分别用水稀释并制成低（含

ＮＤＭＡ４ｎｇ·ｍＬ－１与 ＮＤＥＡ１１ｎｇ·ｍＬ－１）、中
（ＮＤＭＡ８ｎｇ·ｍＬ－１与 ＮＤＥＡ２２ｎｇ·ｍＬ－１）、高
（ＮＤＭＡ１６ｎｇ·ｍＬ－１与 ＮＤＥＡ４４ｎｇ·ｍＬ－１）３个
浓度的回收率混合对照品储备溶液，摇匀，备用。

精密称取硫酸软骨素钠（批号Ｘ３）１２ｇ，置具塞
离心管中，分别精密加入低、中、高３个浓度的回收
率混合对照储备溶液４０ｍＬ，在“２２３”项从涡旋使
分散开始操作，各平行制备３份，即得低、中、高３个
浓度的回收率溶液。同时取“２２２”项的混合对照
品溶液，进样测定，记录色谱图，结果见表１、２，表明
回收率满足测定要求。

表１　ＮＤＭＡ的回收率试验结果
Ｔａｂ．１　ＲｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＮＤＭＡ

加入量

（ａｄｄｅｄ）／

ｎｇ

测得量

（ｍｅａｓｕｒｅｄ）／

ｎｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／

％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

１６００ １３７９ ８６２ ８８１ ２４

１６００ １４３３ ８９５

１６００ １４８８ ９３０

３２００ ２７９３ ８７３

３２００ ２７８１ ８６９

３２００ ２８１９ ８８１

６４００ ５６０５ ８７６

６４００ ５５８８ ８７３

６４００ ５５４３ ８６６

２３６　重复性与中间精密度试验　精密量取ＮＤＭＡ
与 ＮＤＥＡ对照品储备液适量，用水稀释并制成含

　　　　 表２　ＮＤＥＡ的回收率试验结果
Ｔａｂ．２　ＲｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＮＤＥＡ

加入量

（ａｄｄｅｄ）／

ｎｇ

测得量

（ｍｅａｓｕｒｅｄ）／

ｎｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／

％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

４４００ ４７２６ １０７４ １０８７ ４８

４４００ ４９９９ １１３６

４４００ ４９６９ １１２９

８８００ ９９４０ １１３０

８８００ ９７２０ １１０５

８８００ ９９６１ １１３２

１７６０ １７４２ ９９０

１７６０ １８６５ １０５９

１７６０ １８１７ １０３２

ＮＤＭＡ８ｎｇ·ｍＬ－１与 ＮＤＥＡ２２ｎｇ·ｍＬ－１的加标
混合对照品储备溶液，摇匀，备用。精密称取硫酸

软骨素钠（批号 Ｘ３）１２ｇ，置具塞离心管中，分别
精密加入加标混合对照品储备液 ４０ｍＬ，在
“２２３”项从涡旋使分散开始操作，平行配制６份，
即得重复性试验供试溶液；另一名分析人员于不同

自然日，按“重复性试验供试溶液”配制方法，平行

配制６份，即得中间精密度供试溶液。同时分别取
“２２２”项的混合对照品溶液，进样测定，记录色谱
图。结果表明，重复性试验中，ＮＤＭＡ和 ＮＤＥＡ的
平均回收率分别为８５３％和１０５７％，ＲＳＤ分别为
２３％和 ３４％；中间精密度试验中，ＮＤＭＡ和
ＮＤＥＡ的平均回收率分别为 ８８３％和 １０７１％，
ＲＳＤ分别为 ２３％和 ３８％。说明该方法重复性、
精密度良好。

２３７　稳定性试验　取混合对照品溶液和“２３５”
项中浓度回收率溶液，分别在０、１、３、５、７、９、１１、１５、
１９、２３、２４ｈ测定峰面积。并以０ｈ峰面积为标准进
行计算。对照品溶液在２４ｈ内，ＮＤＭＡ和 ＮＤＥＡ峰
面积的ＲＳＤ分别为１９％和２４％；中浓度回收率溶
液在２３ｈ内，ＮＤＭＡ和ＮＤＥＡ峰面积的 ＲＳＤ分别为
２４％和３９％。结果表明混合对照品溶液在 ２４ｈ
内，中浓度回收率溶液在２３ｈ内稳定性良好。
２３８　耐用性试验　采用单因素法，参照“２１”项
测定条件，分别改变其中的升温速率（２５±２）℃·
ｍｉｎ－１、流速（１０±０１）ｍＬ·ｍｉｎ－１、进样口温度
（２２０±１０）℃，取Ｘ３批次样品６份，按“２２３”项，制
备硫酸软骨素钠供试品溶液，进样测定 ＮＤＭＡ和
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ＮＤＥＡ的含量，记录色谱图，并对测定结果进行比较。
在各测定条件下，ＮＤＭＡ和 ＮＤＥＡ均未检出，表明在
色谱条件有小的变动时，测定结果不受影响。

２４　样品测定
按“２２３”项制备硫酸软骨素钠供试品溶液，进

样测定，记录色谱图。结果３个企业的５批硫酸软骨
素钠中均未检出ＮＤＭＡ与ＮＤＥＡ。
３　讨论
３１　ＮＤＭＡ与ＮＤＥＡ的限度

欧洲医药管理局（ＥＭＡ）在２０２０年６月２５日颁
布的《Ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎｈｕｍａｎｍｅｄｉｃｉｎａｌｐｒｏｄ
ｕｃｔｓ》［１４］中规定：ＮＤＭＡ的 ＰＤＥ值为９６０ｎｇ·ｄ－１，
ＮＤＥＡ的ＰＤＥ值为２６５ｎｇ·ｄ－１。

硫酸软骨素钠片的每日最大用量为 ３６ｇ，硫
酸软骨素钠注射液的每日最大用量为８０ｍｇ，因此，
以硫酸软骨素钠片的每日最大用量 ３６ｇ来计算
ＮＤＭＡ和 ＮＤＥＡ的限度值。通过溶解度试验得知，
每１ｍＬ水中能溶解０３ｇ硫酸软骨素钠，因此本研
究中的限度为：０３ｇ·ｍＬ－１的硫酸软骨素钠溶液
中含 ＮＤＭＡ不得超过 ８ｎｇ·ｍＬ－１，含 ＮＤＭＥ不得
超过２２ｎｇ·ｍＬ－１。
３２　萃取条件的优化

采用单因素法依次优化萃取溶剂（二氯甲烷、三

氯甲烷、正己烷）和涡旋时间（３、５、１０、２０ｍｉｎ）２个影
响因素。结果见图３、４。结果表明，萃取效果最好的
是二氯甲烷与三氯甲烷，ＮＤＭＡ与 ＮＤＥＡ的萃取回
收率分别在 ８５０％～１１５０％，ＲＳＤ均 ＜５％。由于
ＮＤＭＡ与ＮＤＥＡ在正己烷中萃取效率低，而三氯甲
烷为易制毒试剂，不容易购买，因此选择二氯甲烷作

为萃取溶剂。

图３　萃取溶剂对萃取结果的影响

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

图４　涡旋时间对萃取结果的影响

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｖｏｒｔｅｘｉｎｇｔｉｍｅｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

萃取时，萃取溶剂和水相充分接触，是萃取的必

要条件之一，因此实验考察了不同涡旋时间对萃取

回收率的影响。结果表明，涡旋５ｍｉｎ后萃取回收率
达到平台期，ＮＤＭＡ与 ＮＤＥＡ的萃取回收率分别为
８６６％和１０５９％，ＲＳＤ＜５％。考虑到工作效率，选
择涡旋５ｍｉｎ作为萃取条件。
４　小结

本研究建立了一种液液萃取法，采用气相色

谱－质谱联用（ＧＣ－ＭＳ）技术，测定硫酸软骨素钠中
的基因毒性杂质 ＮＤＭＡ与 ＮＤＥＡ。本研究选择二氯
甲烷作为萃取溶剂，避免了 Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺、
Ｎ－甲基吡咯烷酮等酰胺类高沸点溶剂的使用，这些
溶剂在高温下容易产生亚硝胺类杂质［２］，干扰测定。

通过液液萃取，避免原料药如雷尼替丁等因检测温

度过高而产生的亚硝胺类降解杂质［１５］，干扰测定。

目前，已报道的大多数化合物中亚硝胺类杂质测定

采用ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ技术［１６－１８］，而 ＧＣ－ＭＳ技术的使
用，可以降低成本，节约资源。

综上所述，本方法为高水溶性原料，如硫酸软骨

素钠、盐酸二甲双胍、盐酸雷尼替丁等需要进行亚硝

胺类杂质检测的样品提供了新的研究思路。

参考文献

［１］　ＩＣＨＭ７（Ｒ１）ＡｓｓｅｓｓｍｅｎｔａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｏｆＤＮＡｒｅａｃｔｉｖｅ（ｍｕｔａｇｅｎ

ｉｃ）ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓｏｆｌｉｍｉｔｐｏｔｅｎｔｉａｌｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｉｃ

ｒｉｓｋ［ＥＢ／ＯＬ］．（２０１７－０３－３１）［２０２０－０４－１１］．ｈｔｔｐｓ：／／ｄａ

ｔａｂａｓｅ．ｉｃｈ．ｏｒｇ／ｓｉｔｅｓ／ｄｅｆａｕｌｔ／ｆｉｌｅｓ／Ｍ７＿Ｒ１＿Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｐｄｆ

［２］　国家药监局药审中心．国家药监局药审中心关于发布《化学

药物中亚硝胺类杂质研究技术指导原则（试行）》的通告（２０２０

年１号）［ＥＢ／ＯＬ］．［２０２０－０５－０８］．ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｍｐａ．

ｇｏｖ．ｃｎ／ｘｘｇｋ／ｇｇｔｇ／ｑｔｇｇｔｇ／２０２００５０８１６０１０１１２２．ｈｔｍｌ

ＮＭＰＡＮｏｔｉｃｅｏｆｔｈｅＣｅｎｔｅｒｆｏｒＤｒｕｇＥｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＳｔａｔｅＦｏｏｄ



　药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

） ·４６７　　 ·
　

ａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｎＩｓｓｕｉｎｇｔｈｅ“ＴｅｃｈｎｉｃａｌＧｕｉｄｅｌｉｎｅｓｆｏｒ

ＲｅｓｅａｒｃｈｏｎＮｉｔｒｏｓａｍｉｎｅＩｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎＣｈｅｍｉｃａｌＤｒｕｇｓ（Ｔｒｉａｌ）”

（Ｎｏ．１，２０２０）［ＥＢ／ＯＬ］．［２０２０－０５－０８］．ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．

ｎｍｐａ．ｇｏｖ．ｃｎ／ｘｘｇｋ／ｇｇｔｇ／ｑｔｇｇｔｇ／２０２００５０８１６０１０１１２２．ｈｔｍｌ

［３］　ＥＭＡＡｓｓｅｓｓｍｅｎｔｒｅｐｏｒｔ［ＥＢ／ＯＬ］．［２０２０－０７－０９］．ｈｔｔｐｓ：／／

ｗｗｗ．ｅｍａ．ｅｕｒｏｐａ．ｅｕ／ｅｎ／ｄｏｃｕｍｅｎｔｓ／ｒｅｆｅｒｒａｌ／ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓ－

ｅｍｅａ－ｈ－ａ５３－１４９０－ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ－ｒｅｐｏｒｔ＿ｅｎ．ｐｄｆ

［４］　ＦＤＡＣｏｎｔｒｏｌｏｆｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎｈｕｍａｎｄｒｕｇｓ［ＥＢ／ＯＬ］．

［２０２０－０９－０１］．ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｆｄａ．ｇｏｖ／ｍｅｄｉａ／１４１７２０／ｄｏｗｎ－ｌｏａｄ

［５］　赵琳，姜雨，兰韬，等．硫酸软骨素钠质量安全标准及关键控

制点研究进展［Ｊ］．食品工业科技，２０２２，４３（１９）：７

ＺＨＡＯＬ，ＪＩＡＮＧＹ，ＬＡＮＴ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｎｑｕａｌｉｔｙ

ａｎｄｓａｆｅｔｙｓｔａｎｄａｒｄｓａｎｄｃｒｉｔｉｃａｌｃｏｎｔｒｏｌｐｏｉｎｔｓｏｆｓｏｄｉｕｍｃｈｏｎ

ｄｒｏｉｔｉｎｓｕｌｆａｔｅ［Ｊ］．ＦｏｏｄＩｎｄＳｃｉＴｅｃｈ，２０２２，４３（１９）：７

［６］　蓝伟，陈建平．硫酸软骨素的生物活性及其构效关系研究进

展［Ｊ］．食品安全质量检测学报，２０２２，１３（１５）：４９２４

ＬＡＮＷ，ＣＨＥＮＪＰＲｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｎｔｈｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ

ｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎｓｕｌｆａｔｅａｎｄｉｔｓｓｔｒｕｃｔｕｒｅ－ａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ［Ｊ］．Ｊ

ＦｏｏｄＳａｆｅｔｙＱｕａｌ，２０２２，１３（１５）：４９２４

［７］　姜玮，王金凤，张惠，等．硫酸软骨素生产工艺现状与解析

［Ｊ］．药物生物技术，２０１５，２２（２）：１８５

ＪＩＡＮＧＷ，ＷＡＮＧＪＦ，ＺＨＡＮＧＨ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｓｅｎｔｓｉｔｕａｔｉｏｎａｎｄａ

ｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎｓｕｌｆａｔｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ［Ｊ］．ＰｈａｒｍＢｉｏ

ｔｅｃｈｎｏｌ，２０１５，２２（２）：１８５

［８］　胡振清，郑峰，钟美瑶，等．硫酸软骨素的制备及纯化进展

［Ｊ］．化学工程与装备，２０１６（１）：１６７

ＨＵＺＱ，ＺＨＥＮＧＦ，ＺＨＯＮＧＭＹ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｎｔｈｅｐｒｅｐａｒａ

ｔｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｈｏｎｄｒｏｉｔｉｎｓｕｌｆａｔｅ［Ｊ］．ＣｈｅｍＥｎｇＥｑｕｉｐ，

２０１６（１）：１６７

［９］　李婷，鲜
!

鸣，孙成，等．水中Ｎ－亚硝胺类消毒副产物的污

染现状及分析技术［Ｊ］．环境化学，２０１２，３１（１１）：１７６７

ＬＩＴ，ＸＩＡＮＱＭ，ＳＵＮＣ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎｓｔａｔｕｓａｎｄａｎａｌｙｓｉｓ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｆＮ－ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｂｙ－ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｎｗａｔｅｒ

［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎＣｈｅｍ，２０１２，３１（１１）：１７６７

［１０］　章靖，胡晨燕．消毒副产物 Ｎ－亚硝基二甲胺的预处理去除

工艺［Ｊ］．净水技术，２０１２，３１（６）：２２，３２

ＺＨＡＮＧＪ，ＨＵＣＹ．Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｒｅｍｏｖａｌｐｒｏｃｅｓｓｏｆｄｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ｂｙ－ｐｒｏｄｕｃｔＮ－ｎｉｔｒｏｓｏｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ［Ｊ］．ＷａｔｅｒＰｕｒｉｆＴｅｃｈｎｏｌ，

２０１２，３１（６）：２２，３２

［１１］　丁晓峰．一例猪亚硝酸盐中毒的诊断与治疗［Ｊ］．中国畜禽种

业，２０２１，１７（９）：１７１

ＤＩＮＧＸＦ．Ｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆａｃａｓｅｏｆｎｉｔｒｉｔｅｐｏｉｓｏｎｉｎｇｉｎ

ｐｉｇｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＬｉｖＰｏｕｌＢｒｅｅｄ，２０２１，１７（９）：１７１

［１２］　马志科．化学性毒物污染饲料对家畜危害及预防［Ｊ］．农村科

技，１９９４（２）：３１

ＭＡＺＫＨａｒｍａｎｄｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆｃｈｅｍｉｃａｌｐｏｉｓｏｎｉｎｇｏｆｆｅｅｄｔｏ

ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ［Ｊ］．ＲｕｒａｌＳｃｉＴｅｃｈｎｏｌ，１９９４（２）：３１

［１３］　中华人民共和国药典２０２０年版．二部［Ｓ］．２０２０：１５９５

ＣｈＰ２０２０．ＶｏｌⅡ［Ｓ］．２０２０：１５９５

［１４］　ＥＭＡ．ＣｏｍｍｉｔｔｅｅｆｏｒＭｅｄｉｃｉｎａｌＰｒｏｄｕｃｔｓｆｏｒＨｕｍａｎＵｓｅ（ＣＨＭＰ）．

ＮｉｔｒｏｓａｍｉｎｅＩｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎＨｕｍａｎＭｅｄｉｃｉｎａｌＰｒｏｄｕｃｔｓ［Ｓ］．２０２０

［１５］　王立杰，翟铁伟．应对药品“Ｎ－亚硝基二甲胺杂质”事件监

管措施分析［Ｊ］．中国新药杂志，２０２２，３１（１２）：１１４６

ＷＡＮＧＬＪ，ＺＨＡＩＴＷ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｍｅａｓｕｒｅｓｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｔｏｄｒｕｇ“Ｎ－ｎｉｔｒｏｓｏｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｙ”ｉｎｃｉｄｅｎｔ［Ｊ］．ＣｈｉｎａＪ

ＮｅｗＤｒｕｇｓ，２０２２，３１（１２）：１１４６

［１６］　徐艳梅，韩彬，闫凯，等．高效液相色谱－串联质谱法同时检

测厄贝沙坦原料药及其片剂中３种 Ｎ－亚硝胺类基因毒性杂

质［Ｊ］．药物分析杂志，２０２１，４１（４）：７２０

ＸＵＹＭ，ＨＡＮＢ，ＹＡＮＫ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ３Ｎ－

ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎｉｒｂｅｓａｒｔａｎ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍ

Ａｎａｌ，２０２１，４１（４）：７２０

［１７］　宋芸峰，耿悦，孙春业，等．ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定注射用头

孢美唑钠中潜在亚硝胺类物质的含量［Ｊ］．药物分析杂志，

２０２２，４２（７）：１１８６

ＳＯＮＧＹＦ，ＧＥＮＧＹ，ＳＵＮＣＹ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｏｔｅｎｔｉａｌ

ｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓｉｎｃｅｆｍｅｔａｚｏｌｅｓｏｄｉｕｍｆｏｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｂｙＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ

［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍＡｎａｌ，２０２２，４２（７）：１１８６

［１８］　钱建钦，李彩霞，申潜，等．超高效液相色谱串联质谱法测定

缬沙坦制剂中的２个亚硝胺类遗传毒性杂质［Ｊ］．中国药学杂

志，２０２２，５７（１６）：１３８７

ＱＩＡＮＪＱ，ＬＩＣＸ，ＳＨＥＮＱ，ｅｔａｌ．Ｕｌｔｒａ－ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑ

ｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅ

ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｗｏｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎｖａｌｓａｒｔａｎｆｏｒ

ｍｕｌａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２２，５７（１６）：１３８７

（本文于２０２４年２月２１日修改回）


