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摘要　目的：建立一种稳定且可靠的气相色谱 －串联质谱法测定盐酸二甲双胍缓释片中 Ｎ－亚硝基二甲
胺（ＮＤＭＡ），同时通过考察异丙醇和硫代甘油２个添加剂对供试品溶液稳定性的影响，确定了最优的提取
条件。方法：采用聚乙二醇为固定相的ＡＢ－ＩｎｏＷａｘ毛细管柱（３０ｍ×０２５ｍｍ×０２５μｍ），利用电子轰击
电离源（ＥＩ），在多反应监测（ＭＲＭ）模式下检测，分别以外标法和内标法定量。结果：添加硫代甘油可显著
改善供试品溶液稳定性，ＮＤＭＡ在０２５～５０ｎｇ·ｍＬ－１浓度范围内有良好的线性（ｒ＞０９９９），方法检测限
为０１ｎｇ·ｇ－１，方法定量限为０２ｎｇ·ｇ－１，分别在内标法和外标法计算下，平均加标回收率（ｎ＝９）均为
９７３％和９４９％，精密度、重复性、稳定性及耐用性的ＲＳＤ均小于８％。对９０批次的盐酸二甲双胍缓释片
进行检测，结果均小于国家药品监督管理局以及ＦＤＡ规定的可接受限度的３０％之内。结论：本文建立的方
法灵敏度高，专属性强，结果准确且稳定性好，适用于盐酸二甲双胍缓释片中ＮＤＭＡ的定量分析，可为有关
产品的质量安全提供技术支撑。
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杂质；硫代甘油
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ｌｙＰｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｗｅｒｅｇｏｏｄｗｉｔｈＲＳＤｌｅｓｓｔｈａｎ８％Ｎｉｎｅｔｙｂａｔｃｈｅｓｏｆｍｅｔｆｏｒｍｉｎｈｙｄｒｏ
ｃｈｌｏｒｉｄｅｓｕｓｔａｉｎｅｄｒｅｌｅａｓｅｔａｂｌｅｔｓｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄＮＤＭＡｃｏｎｔｅｎｔｉｎａｌｌｄｅｔｅｃｔｅｄｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅａｌｌｌｅｓｓｔｈａｎ３０％ ｏｆｔｈｅ
ａｃｃｅｐｔａｂｌｅｌｉｍｉｔｓｅｔｂｙｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌＭｅｄｉｃａｌＰｒｏｄｕｃｔｓＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎａｎｄＦＤＡＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ：Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｓｈｏｗｓ
ｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｙｓｅｎｓｉｂｉｌｉｔｙ，ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ａｃｃｕｒａｃｙ，ｓｔａｂｉｌｉｔｙａｎｄｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ，ｗｈｉｃｈｉｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ＮＤＭＡｉｎｍｅｔｆｏｒｍｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｓｕｓｔａｉｎｅｄ－ｒｅｌｅａｓｅｔａｂｌｅｔｓ，ｐｒｏｖｉｄｉｎｇｔｅｃｈｎｉｃａｌｓｕｐｐｏｒｔｆｏｒｔｈｅｑｕａｌｉｔｙａｎｄｓａｆｅ
ｔｙｏｆｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｅｔｆｏｒｍｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｓｕｓｔａｉｎｅｄｒｅｌｅａｓｅｔａｂｌｅｔｓ；Ｎ－ｎｉｔｒｏｓｏｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ（ＮＤＭＡ）；ｇａｓｃｈｒｏｍａ
ｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＧＣ－ＭＳ／ＭＳ）；ｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｍｐｕｒｉｔｙ；ｍｏｎｏｔｈｉｏｇｌｙｃｅｒｏｌ

　　基因毒性杂质（ｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ，ＧＴＩｓ）是一
类在痕量水平即可诱导基因突变和染色体损伤，甚

至引发癌症的杂质［１］，具有重大的安全风险。基因

毒性杂质种类繁多，多数Ｎ－亚硝胺化合物已被证实
具有致癌作用［２］，而世界卫生组织在２０２０年发布了
致癌物清单中［３］，有１０多种短脂肪链的 Ｎ－亚硝胺
化合物被归入 Ａ类致癌物，其中 Ｎ－亚硝基二甲胺
（Ｎ－ｎｉｔｒｏｓｏｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ，ＮＤＭＡ）为 ２Ａ类致癌物，
根据 ＦＤＡ发布关于亚硝胺杂质控制的指南，ＮＤＭＡ
的每日摄入限制为９６ｎｇ［４］。药品中的 ＮＤＭＡ主要
来源于药品的生产、运输、储存等过程，其生成途径

较多，包括但不限于二甲胺的亚硝化，二甲基甲酰胺

的氧化，以及特定药物的降解［５－７］。

盐酸二甲双胍是一种用于治疗２型糖尿病的药
物，其每日最高剂量可达２ｇ［８］。早在２０１９年１２月，
ＦＤＡ发布了从降糖药盐酸二甲双胍制剂中检出了
ＮＤＭＡ的消息，随后多国陆续开展了相关的检测工
作。而在２０２０年５月，ＦＤＡ再次宣布在某些盐酸二
甲双胍缓释制剂中检出了高于每日摄入限制９６ｎｇ
的ＮＤＭＡ，并要求相关企业召回相关产品［９］。盐酸

二甲双胍具有降血糖，减轻体重，抑制肿瘤发生等多

种临床应用，具有重要的地位，为目前治疗２型糖尿
病的一线药物，在市场上需求量大，因此需要对盐酸

二甲双胍药物中的ＮＤＭＡ进行有效的控制。
目前药物中 ＮＤＭＡ的分析方法主要包括有

ＧＣ－ＭＳ法［１０］、ＧＣ－ＭＳ／ＭＳ法［１１］、ＨＳ－ＧＣ－ＭＳ
法［１２］、ＨＳ－ＳＰＭＥ－ＧＣ－ＭＳ法［１３］、ＨＳ－ＳＰＭＥ－ＧＣ－
ＭＳ／ＭＳ法［１４］、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法［１５］、ＬＣ－ＨＲＭＳ法［１６］

等，其中 ＧＣ－ＭＳ／ＭＳ法因其对 ＮＤＭＡ的高灵敏度
而常被运用于各类药品的分析中［１７］。中国食品药品

检定研究院在２０１９年发布了《盐酸二甲双胍中 Ｎ－
亚硝基二甲胺推荐检测方法》（中检化药函［２０１９］
８３９号），其中针对缓释片的前处理采用二氯甲烷进
行振摇提取后以 ＧＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定。ＮＤＭＡ在二
氯甲烷中有较好的溶解度，而盐酸二甲双胍在二氯

甲烷中则几乎不溶，与使用甲醇或乙腈进行提取的

方法相比，该法能够避免因供试品溶液中溶解大量

二甲双胍而造成的基质效应。景援朝等［１８］使用该方

法对多种二甲双胍制剂测定，结果发现缓释片ＮＤＭＡ
的超标率高达８３３％。然而，Ｆｒｉｔｚｓｃｈｅ等［１９］发现，在

使用二氯甲烷为溶剂对盐酸二甲双胍缓释片进行提

取时，缓释片中残留二甲胺（ＤＭＡ）与亚硝盐会反应
并生成了额外的ＮＤＭＡ而导致测定含量偏高。在实
际检测过程中，本实验室也发现使用二氯甲烷提取

后制得的供试品溶液稳定性较差，且ＮＤＭＡ的浓度随
着放置时间增加出现明显的增长，在分析批中样品

较多时，容易造成时间顺序上较后上机分析的样品

结果不可靠。因此，本文旨在该方法的基础上进行

优化，避免在制备样品时额外产生ＮＤＭＡ，并改善供
试品溶液的稳定性，为盐酸二甲双胍缓释片的质量
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控制提供依据与保障。

１　仪器与试药
１１　仪器

７８９０ＧＣ／７０００Ａ气 相 色 谱 －串 联 质 谱 仪、
０２２μｍ有机微孔滤膜（Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＢＴ２５Ｓ十万分
之一电子分析天平（Ｓａｒｔｏｒｉｏｕｓ公司）；涡旋振荡器
（ＩＫＡ公司）。
１２　试药

ＮＤＭＡ对照品（纯度９９８％，批号０３２６－ＲＢ－
００５３，广州佳途科技股份有限公司），ＮＤＭＡ－１３Ｃ２Ｄ６
内标溶液（浓度 １ｍｇ·ｍＬ－１，批号 ＳＤＪＣ－００５Ａ，
ＣａｍｂｒｉｄｇｅＩｓｏｔｏｐｅＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司），甲醇、二氯甲
烷、异丙醇（色谱纯，Ｍｅｒｃｋ公司），９０批盐酸二甲双
胍缓释片（广东赛康制药厂有限公司），硫代甘油（分

析纯，上海麦克林生化科技有限公司）。

２　方法与结果
２１　溶液的制备
２１１　提取液　称取硫代甘油适量，用二氯甲烷配
制成硫代甘油浓度为１００μｇ·ｍＬ－１的提取液。
２１２　对照品溶液　精密称取ＮＤＭＡ对照品，用甲
醇配制成浓度为 １ｍｇ·ｍＬ－１的对照品储备液，于
４℃下保存。精密量取储备液１ｍＬ，置于１００ｍＬ量
瓶中，用二氯甲烷稀释至刻度，摇匀，得到浓度为

１０μｇ·ｍＬ－１的 对 照 品 中 间 液。 精 密 量 取
ＮＤＭＡ－１３Ｃ２Ｄ６内标溶液１００μＬ，置于１００ｍＬ量瓶
中，用二氯甲烷稀释至刻度，摇匀，得到浓度为１μｇ·
ｍＬ－１的内标中间液。精密量取内标中间液１０ｍＬ，置
于１００ｍＬ量瓶中，用二氯甲烷稀释至刻度，摇匀，得到
浓度为１００ｎｇ·ｍＬ－１的内标工作液。精密量取对照
品中间液和内标工作液，用“２１”中的提取液稀释成
浓度为０２５、０５、１、２５、５、１０、２５、５０ｎｇ·ｍＬ－１的系列
线性对照品溶液（内标浓度为１ｎｇ·ｍＬ－１）。
２１３　供试品溶液　取盐酸二甲双胍缓释片细粉
适量（约相当于盐酸二甲双胍５００ｍｇ），精密称定，置
５０ｍＬ离心管中，精密加入内标工作液１００μＬ后，再
精密加入提取液 １０ｍＬ，涡旋 １ｍｉｎ，以 ３５０次·
ｍｉｎ－１频率振摇１０ｍｉｎ，以８０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，
上清液以０２２μｍ有机滤膜过滤，取续滤液作为供
试品溶液。

２２　检测条件
２２１　气相色谱条件　采用 ＡＢ－ＩｎｏＷａｘ（３０ｍ×
０２５ｍｍ×０２５μｍ）色谱柱，升温程序为４０℃保持

１ｍｉｎ，以１５℃·ｍｉｎ－１升至１６０℃，以２５℃·ｍｉｎ－１

升至 ２３０℃保持 １０ｍｉｎ，载气为氦气（纯度≥
９９９９９％），流速为 １０ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样口温度为
２００℃，进样量为 ２μＬ，进样方式为脉冲不分流进
样，脉冲压力为０１７２ＭＰａ，０７５ｍｉｎ后打开分流阀
和隔垫吹扫。

２２２　质谱条件　采用电子轰击电离源（７０ｅＶ）；
离子源温度为２５０℃；传输线温度为２６０℃；碰撞气
为氮气（纯度≥９９９９９％）；扫描方式为多反应监测
（ＭＲＭ），质谱参数如下：ＮＤＭＡ的定量离子对为 ｍ／ｚ
７４→４４，定性离子对为ｍ／ｚ７４→４２，碰撞能量（ＣＥ）分
别为５ｅＶ和１２ｅＶ；ＮＤＭＡ－１３Ｃ２Ｄ６）的定量离子对
为ｍ／ｚ８２→５２，ＣＥ为６ｅＶ。
２３　供试品溶液稳定性影响因素的考察
２３１　供试品溶液稳定性　取同一批研磨后的样
品３份，以二氯甲烷为提取液，按“２１”项方法制备
供试品溶液，同时，以二氯甲烷为提取液，按“２２”项
方法制备浓度为１ｎｇ·ｍＬ－１的对照品溶液。本方法
中气相色谱运行时间为１７ｍｉｎ，柱温箱降温时间约７
ｍｉｎ，即循环时间约为２４ｍｉｎ，因此在制备供试品溶
液时，控制时间以保证每个平行试验间隔约为 ２４
ｍｉｎ。在上机测定设定进样序列时，按照空白溶液１
份、对照品溶液１份、供试品溶液３份的顺序为１个
循环设置，每２ｈ完成１个循环。由于二氯甲烷具有
较强的挥发性，因此加入 ＮＤＭＡ－１３Ｃ２Ｄ６作为内标，
以校正应溶剂挥发与进样差异带来的不稳定性。以

时间为横坐标，峰面积比的增长倍数为纵坐标，作出

供试品溶液中 ＮＤＭＡ浓度每隔４ｈ的变化情况，如
图１所示，随着放置时间的增加，供试品溶液中 ＮＤ
ＭＡ含量呈明显的上升趋势，在２０ｈ后趋于稳定，最
高增长倍数达１６７％。

图１　供试品溶液中ＮＤＭＡ随时间的增长倍数

Ｆｉｇ．１　ＧｒｏｗｔｈｍｕｌｔｉｐｌｅｏｆＮＤＭＡｉｎｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ
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原料药盐酸二甲双胍采用双氰胺与二甲胺盐

酸盐直接合成所得，成品中有二甲胺残留的可能，

在 ＥＰ１１０中也对盐酸二甲双胍中二甲胺残留规
定了００５％的限度［２０］。ＮＤＭＡ的产生途径较多，
如二甲胺可在羟基自由基（·ＯＨ）存在下，经过一
系列反应被氧化成 ＮＤＭＡ［２１］；二甲胺在酸性条件下
与亚硝酸盐发生亚硝化反应而生成 ＮＤＭＡ［２２］；二甲
双胍可被羟基自由基进攻而降解生成了二甲胺，被

进一步氧化成 ＮＤＭＡ［２３］等。由于二甲双胍的合成
工艺中未使用亚硝酸盐等亚硝化试剂及酰胺类溶

剂，生产过程中所用到的纯化水对亚硝酸盐也有着

较为严格的要求，由原料药及其合成过程引入亚硝

胺类杂质的风险较低，因此越来越多的报道表明，

二甲双胍系列产品中亚硝胺类杂质的引入与其所

用的辅料有着密切的关系［２４］。盐酸二甲双胍缓释

片所使用的辅料主要有羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ－
Ｎａ）、羟丙基甲基纤维素（ＨＰＭＣ）和硬脂酸镁，其
中，ＨＰＭＣ含有痕量的过氧化物［２５］，可能会造成药

物的降解［２６］；而 ＣＭＣ－Ｎａ则含有亚硝酸盐［２７］，可

能通过与二甲胺发生亚硝化反应而生成 ＮＤＭＡ。
结合上述资料，在本实验中供试品溶液 ＮＤＭＡ浓度
随放置时间变长而逐步增加，其可能的原因为，一

方面在使用二氯甲烷进行振荡提取的过程中，二甲

双胍残留的二甲胺与辅料引入的亚硝酸发生了亚

硝化反应而生成 ＮＤＭＡ，另一方面，二氯甲烷将部
分二甲胺和过氧化物共萃取出来，随着时间推移在

供试品溶液中发生了二甲胺的氧化而逐步生成

ＮＤＭＡ，直至反应的底物耗尽而 ＮＤＭＡ的浓度也到
达了平台。

２３２　羟基自由基猝灭剂对供试品溶液稳定的影
响　取同一批研磨后的样品９份，分别用含异丙醇
（ｖ∶ｖ）０５％、１％和 ５％的二氯甲烷作为提取液，按
“２１３”项方法各制备３份，每４ｈ进样分析，考察不
同浓度异丙醇对供试品溶液中 ＮＤＭＡ浓度稳定性的
影响，结果见图 ２。异丙醇为一种效果好且稳定
的·ＯＨ猝灭剂［２８］，其 α－碳上的氢原子可与·ＯＨ
反应，生成低反应活性的碳正中心自由基（Ｒ·）而
使·ＯＨ发生猝灭。当提取液中含有 ０５％、１％和
５％异丙醇时，ＮＤＭＡ的最高增长倍数分别是０ｈ时
的１３８％、１２３％和１５４％，与单独使用二氯甲烷作为
提取溶剂时相比有一定的下降趋势，由此推测供试

品溶液中ＮＤＭＡ的持续生成可能与·ＯＨ相关，且异
丙醇可在一定程度上减缓供试品溶液中 ＮＤＭＡ的
生成。

图２　含不同浓度异丙醇（ｖ∶ｖ）下供试品溶液中ＮＤＭＡ随时间的增长倍数

Ｆｉｇ．２　ＧｒｏｗｔｈｍｕｌｔｉｐｌｅｏｆＮＤＭＡｉｎｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｉｓｏｐｒｏｐａｎｏｌ

　　二甲双胍缓释片中的辅料可能含有过氧化物，
可在一定条件下生成·ＯＨ，进而与残留的二甲胺反
应生成ＮＤＭＡ，而异丙醇的加入可以猝灭·ＯＨ，因此
表现为ＮＤＭＡ的增长倍数发生下降。然而，醇类在
淬灭·ＯＨ的过程中会意外产生 Ｈ２Ｏ２及其光解产物
·ＯＨ［２９］，使得供试品溶液中留有·ＯＨ甚至是 Ｈ２
Ｏ２，仍有 ＮＤＭＡ继续生成，表现为对供试品溶液中
ＮＤＭＡ持续生成的抑制作用不明显。当异丙醇浓度
增加至 ５０％时，ＮＤＭＡ的增长倍数高于浓度为
０５％和１０％，其原因可能为异丙醇的浓度增大使

得提取液极性增大，二甲双胍在提取液中的溶解度

增大，二甲双胍在羟基自由基和过氧化物的作用下

发生降解并最终生成了 ＮＤＭＡ［２３］，从而使得增长倍
数较低浓度更高。

２３３　抗氧化剂对供试品溶液稳定性的影响　取
同一批研磨后的样品 ９份，分别以含硫代甘油 ２０、
１００和 ２００μｇ·ｍＬ－１的二氯甲烷作为提取液，按
“２１３”项方法各制备３份供试品溶液，每４ｈ进样
分析，考察不同浓度ＭＴＧ对供试品溶液中 ＮＤＭＡ浓
度稳定性的影响，结果见图３。当提取液中硫代甘油
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的浓度为２０、１００和２００μｇ·ｍＬ－１时，ＮＤＭＡ的最高
增长倍数为１２０％、１１０％和１１２％，与单独使用二氯
甲烷作为提取溶剂时相比ＮＤＭＡ的增长倍数有明显
的下降。硫代甘油在结构上含有一个巯基（－ＳＨ）具
有还原性，可与·ＯＨ、Ｈ２Ｏ２以及其他种类的过氧化
物进行反应，从而阻断了二甲胺被氧化而生成 ＮＤ
ＭＡ的过程，因此在２８ｈ的放置后供试品溶液ＮＤＭＡ

增长较低，稳定性得到了提高。此外，硫代甘油结构

还含有２个羟基（－ＯＨ），能屏蔽进样口处玻璃衬管
的活性位点，降低对ＮＤＭＡ的吸附，因此可见硫代甘
油浓度在１００μｇ·ｍＬ－１以上时，平行测定的ＳＤ值均
低于别的实验组。综合上述因素，选择含１００μｇ·
ｍＬ－１硫代甘油的二氯甲烷作为实验中的提取溶剂，
并进行后续的方法学验证。

图３　不同浓度硫代甘油下供试品溶液中ＮＤＭＡ随时间的增长倍数

Ｆｉｇ．３　ＧｒｏｗｔｈｍｕｌｔｉｐｌｅｏｆＮＤＭＡｉｎｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｍｏｎｏｔｈｉｏｇｌｙｃｅｒｏｌ

２４　方法学验证
２４１　专属性试验　取空白溶剂、对照品溶液、供
试品溶液以及干扰溶液，分别按“２２”项下的色谱与
质谱条件进样，结果如图４所示，在空白溶剂和对照
品溶液在ＮＤＭＡ处均无明显的干扰物。由于Ｎ，Ｎ－
二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）的同位素峰与ＮＤＭＡ的分子离

子峰有着相近的质荷比，在低分辨质谱上无法实现

有效的分辨，因此ＤＭＦ的存在将会干扰 ＮＤＭＡ的测
定，为了考察本方法条件下ＮＤＭＡ与ＤＭＦ的分离情
况，在供试品溶液中加入 ＮＤＭＡ与 １０００倍 ＮＤＭＡ
浓度的ＤＭＦ作为干扰物，结果表明 ＮＤＭＡ与 ＤＭＦ
能够实现分离，ＤＭＦ的存在不影响ＮＤＭＡ的测定。

图４　空白溶剂（Ａ）、对照品溶液（Ｂ）、供试品溶液（Ｃ）及干扰溶液（Ｄ）的提取离子流图（提取通道为ｍ／ｚ７４→４４，对照品溶液及干扰溶液中ＮＤ

ＭＡ浓度为１ｎｇ·ｍＬ－１，干扰溶液中浓度含１０００ｎｇ·ｍＬ－１的ＤＭＦ）

Ｆｉｇ．４　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｓｏｌｖｅｎｔ（Ａ），ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ），ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｃ）ａｎｄｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｄ）（Ｅｘｔｒａｃ

ｔｉｏｎｃｈａｎｎｅｌｗａｓｍ／ｚ７４→４４ＮＤＭＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓ１ｎｇ·ｍＬ－１ａｎｄＤＭＦｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｉｎｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓ１０００ｎｇ·ｍＬ－１）
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２４２　检测限和定量限　取 ＮＤＭＡ对照品溶液，
用二氯甲烷（含 １００μｇ·ｍＬ－１硫代甘油）进行逐
级稀释，以信噪比（Ｓ／Ｎ）约为 ３时的浓度作为检
测限，信噪比（Ｓ／Ｎ）约为 １０时的浓度作为定量
限。取定量限浓度下的 ＮＤＭＡ对照品溶液重复进
样６次，以 ＮＤＭＡ与内标的峰面积比（内标法）或
ＮＤＭＡ的峰面积（外标法）计算 ＲＳＤ，结果表明，在
内标法和外标法计算下，检测限均为 ０１ｎｇ·
ｍＬ－１，定量限均为 ０２ｎｇ·ｍＬ－１，ＲＳＤ分别为
３４％和５２％，说明本方法的灵敏度高，能够与
满足测定的要求。

２４３　线性关系　取“２１２”项下的系列对照品溶
液，分别按照“２２”项下的色谱与质谱条件进样分
析，对于内标法，以峰面积之比 Ｙ为纵坐标，对应的
浓度比Ｘ为横坐标进行线性回归；对于外标法，以峰
面积Ｙ为纵坐标，对应的浓度 Ｘ为横坐标进行线性
回归。结果表明，ＮＤＭＡ在０２～５０ｎｇ·ｍＬ－１内线
性关系良好，内标法计算下回归方程为Ｙ＝１０５６Ｘ－
０１３４０（ｒ＝０９９９９），外标法计算下为Ｙ＝７９３９Ｘ－
４２９８（ｒ＝０９９９９）。

２４４　精密度　取浓度为０５ｎｇ·ｍＬ－１的对照品
溶液，按照“２２”项下的色谱与质谱条件连续进样６
次分析，ＮＤＭＡ与内标峰面积之比的 ＲＳＤ为２７％，
ＮＤＭＡ峰面积的 ＲＳＤ为 ３７％，ＮＤＭＡ保留时间的
ＲＳＤ为００２５％，表明仪器的精密度良好。
２４５　重复性试验　取同一批研磨后的样品６份，
分别精密加入１００ｎｇ·ｍＬ－１的 ＮＤＭＡ对照品溶液
８０μＬ，按“２１３”项下的方法制备供试溶液，随后按
照“２２”项下的色谱与质谱条件进行分析，ＮＤＭＡ在
内标法与外标法计算下平均值（ｎ＝６）分别为２６３２
和２４２２ｎｇ·ｇ－１，ＲＳＤ分别为３７％和２９％，表明
该方法具有良好的重复性。

２４６　准确度　取同一批研磨后的样品９份，分别
精密加入１００ｎｇ·ｍＬ－１的ＮＤＭＡ对照品溶液４０μＬ
（５０％限度浓度）、８０μＬ（１００％限度浓度）和１２０μＬ
（１５０％限度浓度）各３份，按“２１３”项下的方法制
备供试溶液并以“２２”项下的色谱与质谱条件进行
分析，并计算相应的回收率，结果见表１。结果表明，
无论是内标法还是外标法，都有较好的回收率，本方

法具有良好的准确性。

表１　盐酸二甲双胍缓释片中ＮＤＭＡ的加标回收率及相对标准偏差
Ｔａｂ．１　ＲｅｃｏｖｅｒｉｅｓａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｓｏｆＮＤＭＡｉｎｍｅｔｆｏｒｍｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｓｕｓｔａｉｎｅｄｒｅｌｅａｓｅｔａｂｌｅｔｓ

计算方法

（ｕｓｅｄｍｅｔｈｏｄｓ）

本底量

（ｏｒｉｇｉｎａｌｃｏｎｔｅｎｔ）／

（ｎｇ·ｇ－１）

加入量

（ａｄｄｅｄｃｏｎｔｅｎｔ）／

ｎｇ

测得量

（ｍｅａｓｕｒｅｄｃｏｎｔｅｎｔ）／

（ｎｇ·ｇ－１）

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ，

ｎ＝３）／％

平均值

（ｍｅａｎ，

ｎ＝９）／％

ＲＳＤ／

％

内标法（ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ） １１４９ ４ １８９４ ９３７ ９７３ ５６

８ ２６６０ ９５２

１２ ３６１０ １０３１

外标法（ｅｘｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ） ４ １７２０ ９１９ ９４９ ４９

８ ２４５７ ９２４

１２ ３３８６ １００４

２４７　稳定性试验　取“２４５”项下的供试溶液，
于室温（２５℃）中放置，并于０、４、８、１６、２０、２４ｈ进样
分析，对照品溶液中，ＮＤＭＡ与内标峰面积之比的
ＲＳＤ（ｎ＝６）为２６％，ＮＤＭＡ峰面积的 ＲＳＤ（ｎ＝６）
为４３％；供试品溶液中，ＮＤＭＡ与内标峰面积之比
的ＲＳＤ（ｎ＝６）为５３％，ＮＤＭＡ峰面积的 ＲＳＤ（ｎ＝
６）为５６％，表明对照品溶液与供试品溶液在２４ｈ
内均具有较好的稳定性。

２４８　耐用性试验　取同一批研磨后的样品６份，

分别精密加入１００ｎｇ·ｍＬ－１的 ＮＤＭＡ对照品溶液
８０μＬ，按“２１３”项下的方法制备供试溶液。在保
持其它条件不变下，分别改变载气流速、进样温度和

初始柱温，分别进样对照品溶液和上述的供试品溶

液，考察各耐用性条件下ＮＤＭＡ测得量的变化情况，
结果如表２所示。本方法在载气流速０８～１２ｍＬ·
ｍｉｎ－１、进样温度１９５～２０５℃和初始柱温３８～４２℃范
围内，供试品中ＮＤＭＡ测得量无明显差异，ＲＳＤ均小
于８％，耐用性良好。
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表２　耐用性试验下ＮＤＭＡ的测得量
Ｔａｂ．２　ＭｅａｓｕｒｅｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆＮＤＭＡｉｎｄｕｒａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔ

计算方法

（ｕｓｅｄｍｅｔｈｏｄｓ）

测得量（ｍｅａｓｕｒｅｄｃｏｎｔｅｎｔ）／（ｎｇ·ｇ－１）

原条件

（ｏｒｉｇｉｎａｌ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）

流速

（ｆｌｏｗｒａｔｅ）／（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

进样口温度

（ｉｎｌｅｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）／℃

初始柱温

（ｉｎｉｔｉａｌｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）／℃

０８ １２ １９５ ２０５ ３８ ４２

内标法（ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ） ２６７７ ２７０３ ２７５２ ２６８２ ２７１８ ２６７７ ２６７６

外标法（ｅｘｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ） ２６１２ ２６８４ ２６７３ ２６９３ ２６７０ ２６４６ ２６５５

２５　实际样品的测定
使用本方法对９０批次的盐酸二甲双胍缓释片

进行检测，测定结果均小于国家药品监督管理局以

及 ＦＤＡ 规 定 的 可 接 受 限 度 的 ３０％ 之 内

（００１４４μｇ·ｇ－１）。由于ＮＤＭＡ具有不容忽视的基
因毒性，对于盐酸二甲双胍这类需要长期使用的药物，

超过可接受限度水平的ＮＤＭＡ将会为使用者带来严
重的安全健康问题，因此药物生产企业应继续保持对

盐酸二甲双胍类产品中ＮＤＭＡ的高度关注与控制。
３　结论

本研究建立了一种稳定且可靠的气相色谱 －串
联质谱法测定盐酸二甲双胍缓释片中痕量 ＮＤＭＡ的
测定方法，该方法具有灵敏度高，专属性强，结果准

确且稳定性好的优点，能够满足盐酸二甲双胍缓释

片中ＮＤＭＡ的测定，为相关产品的质量控制和日常
监管提供相应的技术支撑。
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ｍｅｇａ，２０２１，６（１６）：１１０４８

［１３］　ＡＬＳＨＥＨＲＩＹＭ，ＡＬＧＨＡＭＤＩＴＳ，ＡＬＤＡＷＳＡＲＩＦＳＨＳ－ＳＰＭＥ－

ＧＣ－ＭＳａｓａｎａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒＮＤＭＡａｎａｌｙｓｉｓｉｎｒａｎｉｔｉｄｉｎｅ

ｐｒｏｄｕｃｔｓ［Ｊ］．ＪＰｈａｒｍＢｉｏｍｅｄＡｎａｌ，２０２０，１９１：１１３５８２

［１４］　ＣＨＡＮＧＳＨ，ＨＯＨＹ，ＣＨＡＮＧＣＣ，ｅｔａｌ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎａｎｄｏｐｔｉｍｉ

ｚａｔｉｏｎｏｆａＨＳ－ＳＰＭＥ－ａｓｓｉｓｔｅｄＧＣ－ＭＳ／ＭＳｍｅｔｈｏｄｆｏｒｍｏｎｉｔｏ

ｒｉｎｇｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎｄｉｖｅｒｓｅｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ［Ｊ］．Ｊ

ＰｈａｒｍＢｉｏｍｅｄＡｎａｌ，２０２２，２２１：１１５００３

［１５］　ＳＯＬＡＮＫＩＲ，ＰＡＴＥＬＣ，ＰＡＴＥＬＲ，ｅｔａｌ．ＵＨＰＬＣ－ＡＰＣＩ－ＴＱ－

ＭＳａｎａｌｙｔｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｔｏｑｕａｎｔｉｆｙｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎｔｈｅｃｏｍ
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ｍｅｒｃｉａｌｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｏｆｍｅｔｆｏｒｍｉｎａｎｄｇｌｉｐｉｚｉｄｅ［Ｊ］．ＪＬｉｑＣｈｒｏｍａｔｏｇｒ

ＲＴ，２０２２：１

［１６］　ＹＡＮＧＪ，ＭＡＲＺＡＮＴＡ，ＹＥＷ，ｅｔａｌ．Ａｃａｕｔｉｏｎａｒｙｔａｌｅ：ｑｕａｎｔｉ

ｔａｔｉｖｅＬＣ－ＨＥＭＳａｎａｌｙｔｉｃａｌｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓｆｏｒｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｎ－ｎｉ

ｔｒｏｓｏｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅｉｎｍｅｔｆｏｒｍｉｎ［Ｊ］．ＡＡＰＳＪ，２０２０，２２（４）：８９

［１７］　ＫＩＭＨ，ＳＵＮＧＤ，ＹＵＨ，ｅｔａｌ．ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＥＩ－ＧＣ－ＭＳ／

ＭＳ，ＡＰＣＩ－ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ，ａｎｄＥＳＩ－ＬＣ－ＭＳ／ＭＳｆｏｒｔｈｅｓｉｍｕｌ

ｔａｎｅｏｕｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｎｉｎｅｎｉｔｒｏｓａｍｉｎｅｓｅｌｕｔｅｄｆｒｏｍｓｙｎｔｈｅｔｉｃｒｅｓｉｎｓ

ｉｎｔｏａｒｔｉｆｉｃｉａｌｓａｌｉｖａａｎｄｈｅａｌｔｈｒｉｓｋａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ［Ｊ］．Ｔｏｘｉｃｓ，２０２１，

９（１０）：２３０

［１８］　景援朝，王海燕，孙涛，等基于气相色谱－串联质谱法测定

盐酸二甲双胍制剂中基因毒性杂质Ｎ－二甲基亚硝胺的质量

评价研究［Ｊ］．药物分析杂志，２０２２，４２（１２）：２１２２

ＪＩＮＧＹＣ，ＷＡＮＧＨＹ，ＳＵＮＴ，ｅｔａｌ．ＱｕａｌｉｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＮ－

ｎｔｒｏｓａｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ（ＮＤＭＡ）ｉｎｍｅｔｆｏｒｍｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｐｒｅｐａｒａ

ｔｉｏｎｂｙｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪ

ＰｈａｒｍＡｎａｌ，２０２２，４２（１２）：２１２２

［１９］　ＦＲＩＴＺＳＣＨＥＭ，ＢＬＯＭＧ，ＫＥＩＴＥＬＪ，ｅｔａｌ．ＮＤＭＡａｎａｌｙｔｉｃｓｉｎ

ｍｅｔｆｏｒｍｉｎｐｒｏｄｕｃｔｓ：Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｍｅｔｈｏｄｓａｎｄｐｉｔｆａｌｌｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪ

ＰｈａｒｍＳｃｉ，２０２２，１６８：１０６０２６

［２０］　ＥＰ１１０［Ｓ］．２０２３

［２１］　ＬＩＡＯＸ，ＳＨＥＮＬ，ＪＩＡＮＧＺ，ｅｔａｌ．ＮＤＭＡｆｏｒｍａｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇｏｚｏ

ｎａｔｉｏｎｏｆｍｅｔｆｏｒｍｉｎ：Ｒｏｌｅｓｏｆｏｚｏｎｅａｎｄｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌｓ［Ｊ］．Ｓｃｉ

ＴｏｔａｌＥｎｖｉｒｏｎ，２０２１，７９６：１４９０１０

［２２］　ＪＩＲＥＪ，ＫＡＬ?ＥＫＳ，ＧＩＢＡＬＡＰ，ｅｔａｌ．Ｉｎｓｉｇｈｔｉｎｔｏｔｈｅｆｏｒｍａ

ｔｉｏｎｏｆＮ－ｎｉｔｒｏｓｏｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅｉｎｍｅｔｆｏｒｍｉｎｐｒｏｄｕｃｔｓ［Ｊ］．Ｊ

ＰｈａｒｍＢｉｏｍｅｄＡｎａｌ，２０２１，１９５：１１３８７７

［２３］　ＢＡＤＲＡＮＩ，ＭＡＮＡＳＲＡＨＡＤ，ＮＡＳＳＡＲＮＡＳＨＡＡＴＮＡｃｏｍ

ｂｉｎｅｄｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｄｄｅｎｓｉｔｙｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｔｈｅｏｒｙｓｔｕｄｙｏｆｍｅｔｆｏｒｍ

ｉｎｏｘｙ－ｃｒａｃｋｉｎｇｆｏｒｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｗａｓｔｅｗａｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．

ＲＳＣＡｄｖ，２０１９，９（２４）：１３４０３

［２４］　叶晓霞，葛雨琦，乐健，等缓释制剂辅料导致盐酸二甲双胍

降解产生Ｎ－亚硝基二甲胺的影响因素研究［Ｊ］．药物分析杂

志，２０２１，４１（２）：２３９

ＹＥＸＸ，ＧＥＹＱ，ＬＥＪ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｎｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｆａｃｔｏｒｓｏｆｍｅｔ

ｆｏｒｍｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ’ｓｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｔｏＮ－ｎｉｔｒｏｓｏｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ

ｉｎｄｕｃｄｂｙｓｕｓｔａｉｎｅｄ－ｒｅｌｅａｓｅｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍＡｎａｌ，

２０２１，４１（２）：２３９

［２５］　ＨＡＯＧ，ＨＵＲ，ＷＡＮＧＸ，ｅｔａｌ．Ｎ－ｎｉｔｒｏｓｏｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅｆｏｒ

ｍａｔｉｏｎｉｎｍｅｔｆｏｒｍｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｓｕｓｔａｉｎｅｄ－ｒｅｌｅａｓｅｔａｂｌｅｔｓ：

Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｅｔｆｏｒｍｉｎａｎｄｈｙｐｒｏｍｅｌｌｏｓｅｕｓｅｄｉｎｄｒｕｇｐｒｏｄｕｃｔｆｏｒｍｕ

ｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＰｈａｒｍＢｉｏｍｅｄＡｎａｌ，２０２３，２２２：１１５０６６

［２６］　ＮＡＲＡＮＧＡＳ，ＤＥＳＡＩＤ，ＢＡＤＡＷＹＳＩｍｐａｃｔｏｆｅｘｃｉｐｉｅｎｔｉｎｔｅｒ

ａｃｔｉｏｎｓｏｎｓｏｌｉｄｄｏｓａｇｅｆｏｒｍｓｔａｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．Ｐｈａｒｍ ＲｅｓＤｏｒｄｒ，

２０１２，２９（１０）：２６６０

［２７］　ＷＵＹ，ＬＥＶＯＮＳＪ，ＮＡＲＡＮＧＡＳ，ｅｔａｌ．Ｒｅａｃｔｉｖｅｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｉｎ

ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ：Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ，ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｍｉｔｉｇａｔｉｏｎｏｆｄｒｕｇ－ｅｘｃｉｐｉ

ｅｎｔｉｎｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ［Ｊ］．ＡＡＰＳＰｈａｒｍＳｃｉＴｅｃｈ，２０１１，１２（４）：

１２４８

［２８］　戴慧旺，陈建新，苗笑增，等醇类对ＵＶ－Ｆｅｎｔｏｎ体系羟基

自由基淬灭效率的影响［Ｊ］．中国环境科学，２０１８，３８（１）：

２０２

ＤＡＩＨＷ，ＣＨＥＮＪＸ，ＭＩＡＯＸＺ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆａｌｃｏｈｏｌｓｏｎｓｃａｖ

ｅｎｇｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓｔｏｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌｉｎＵＶ－Ｆｅｎｔｏｎｓｙｓｔｅｍ［Ｊ］．

ＣｈｉｎａＥｎｖｉｒｏｎＳｃｉ，２０１８，３８（１）：２０２

［２９］　ＷＡＮＧＬ，ＬＩＢ，ＤＩＯＮＹＳＩＯＵＤＤ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒｌｏｏｋｅｄｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆ

Ｈ２Ｏ２ｄｕｒｉｎｇｔｈｅｈｙｄｒｏｘｙｌｒａｄｉｃａｌ－ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓｗｈｅｎｕｓｉｎｇ

ａｌｃｏｈｏｌｓａｓｓｃａｖｅｎｇｅｒｓ［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎＳｃｉＴｅｃｈｎｏｌ，２０２２，５６（６）：

３３８６

（本文于２０２４年４月９日修改回）


