
使用 Agilent 1290 Infinity LC 系统和

60 mm 安捷伦最大光强卡套式流通池
对潜在遗传毒性杂质进行更高灵敏度

的测定

摘要

使用 Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统分析药物中痕量的潜在遗传毒性杂质。本文开发

了一种可分离 10种芳基胺及氨基吡啶杂质的通用方法。为了获得最大灵敏度，采用了配

置高灵敏度 60 mm 安捷伦最大光强卡套式流通池的 Agilent 1290 Infinity 二极管阵列检测

器 (DAD)。采用两种通用方法来分离 10 种目标化合物，并使用标准溶液对这两种方法进

行了评估。检测限低至 0.2 ng/mL（4 pg 柱上量）。将这些数据与采用最大光强卡套式标

准流通池所得的数据进行比较。采用快速方法对实际样品进行了分析，该方法是针对 PGI

和活性药物成分 (API) 的相关组合而开发的。分析时间约为 5 min。在执行简单的样品制

备程序之后，以加标和未加标样品对方法的性能进行评估。
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前言

在药物实验室中，色谱纯度分析是药物开

发和质量控制的关键环节。潜在遗传毒性

杂质 (PGI)是一类特殊的药物杂质，近来

引起了人们越来越多的关注。这些杂质是

药物合成或药物制剂生产过程中产生的残

留物，也有可能是由活性药物成分 (API)

或赋形剂降解所产生。根据 PGI的结构及

反应性判断，它们可能会具有遗传毒性，因

此相关机构出台了结构警示官能团列表。

欧洲和美国相关药品监管机构已经发布了

有关如何表征及减少原料药及制剂中 PGI

含量的指导原则1,2。遗传毒性杂质的毒理

学关注阈值 (TTC) 为 1.5 µg/天的摄入量，

该摄入量被认为是可接受的，即出现重大

遗传毒性的风险极小3。欧洲药品管理局人

用药品委员会 (CHMP)将可接受的风险确

定为发生概率应小于十万分之一，这一结

论在假定终生暴露于遗传毒性杂质的情况

下得出。考虑到总的药物摄入量，相对于

API而言，分析方法对遗传毒性杂质的检

测限应当在低 ppm 水平（例如：当 PGI 浓

度水平为 1 ppm 时，每天服用 500 mg 药

品，即相当于每天 0.5 µg PGI 的摄入量）。

由于 PGI 种类繁多，极性和挥发性各异，

应采用不同的分析方法进行分析。相对于

常规的杂质含量测试，要求 PGI分析的检

测限更低。为了在实际样品检测中获得低

检测限，通常会用到质谱检测器。在 HPLC

和 UHPLC分析中使用质谱检测器可获得

多重优势，其中最重要的优势是可以提高

灵敏度及选择性。近来发表了有关不同种

类 PGI分析方法的综述，其中包括方法选

择图表4。

本应用简报介绍了使用 UHPLC 和 DAD 检

测器对芳基胺和氨基吡啶进行测定的方

法。为提高 Agilent 1290 Infinity 二极管阵

列检测器的灵敏度，开发了高灵敏度型最

大光强卡套式流通池。该流通池具有

60 mm光程，内部体积仅有 4 µL。根据比

尔定律，相对于 10 mm 光程的标准流通

池，新型流通池可使灵敏度提高 6倍。在

与 Agilent ZORBAX RRHD UHPLC 色谱柱

配合使用时，可提高分离效率及选择性以

避免 API的基质干扰，从而在不使用 MS

的前提下，使药物中 PGI痕量分析的检测

限显著降低。

一类典型的 PGI为芳基胺及氨基吡啶，其

广泛应用于 API合成工艺中。本应用简报

所讨论物质的结构见图 1。近来有报导使

用 LC-MS5 及 LC-MS/MS6 对这些化合物

进行分析的方法。这些系统可以实现所需

的灵敏度以检测痕量的 PGI。由于其具有

很高的灵敏度和选择性，因此可以将 API

基质的影响降至最低。然而，使用此类新

型检测器也有一些缺点，例如投资及运行

成本高企，对人员的技能及受训程度要求

较高，稳定性欠佳等等。基于上述原因，

日常 QC实验室更倾向于使用廉价且简单

的技术，例如 UV和二极管阵列检测器。

不幸的是，相对于三重四级杆等现代质

谱系统，这些类型检测器的灵敏度均低

得多。

图 1

本文所研究 PGI 和 API 的结构
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仪器

使用了如下配置的 Agilent 1290 Infinity UHPLC 系统。

安捷伦部件号 说明

G4220A 配置一体式真空脱气机的 Agilent 1290 Infinity 二元泵

G4226A Agilent 1290 Infinity 自动进样器

G1330B Agilent 1290 Infinity 柱温箱

G1316C Agilent 1290 Infinity 柱温箱

G4212A Agilent 1290 Infinity 二极管阵列检测器

G4212-60007 安捷伦最大光强卡套式高灵敏度流通池（60 mm 光程）

G4212-60008 安捷伦最大光强卡套式标准流通池（10 mm 光程）

甲醇方法 乙腈方法

色谱柱： Agilent Eclipse Plus C18 RRHD，150 mm 长× 3.0 mm 内径，1.8 µm dp
（部件号 959759-302）

进样量： 20 µL，带进样针清洗（冲洗口，5 s，水/甲醇 1/1）

样品温度： 15 °C

流速： 1 mL/min

流动相： A = 5 mM H3PO4/NaH2PO4
水溶液，

pH 2.75
B = 甲醇

A = 5 mM H3PO4/NaH2PO4
水溶液，

pH 2.75 
B = 乙腈

梯度： 0–0.5 min 10% B 
0.5–6.3 min 10–85% B
6.3–6.5 min 85–100% B
6.5–7.5 min 100% B
7.5–9 min 10% B

0–0.5 min 5% B
0.5–6.3 min 5–80% B
6.3–6.5 min 80–100%B
6.5–7.5 min 100% B
7.5–9 min 5% B

柱温： 40 °C 35 °C

DAD 峰宽： >0.025 min

DAD 信号： A = Sig 225/5 nm，Ref 450/40 nm (PGI 1, 5)
B = Sig 232/5 nm，Ref 450/40 nm (PGI 9, 2)
C = Sig 240/10 nm，Ref 450/40 nm (PGI 4, 7, 8, 6)
D = Sig 260/10 nm，Ref 450/40 nm (PGI 3)
E = Sig 296/10 nm，Ref 450/40 nm (PGI 10)

色谱条件
通用芳基胺和氨基吡啶分析方法

色谱柱： Agilent Eclipse Plus C18 RRHD，100 mm 长× 3.0 mm 内径，1.8 µm dp
（部件号 959758-302）

流动相： A = 5 mM H3PO4/NaH2PO4
水溶液，pH 2.75 

B = 甲醇或乙腈

流速： 1.25 mL/min

柱温： 40 °C

进样量： 5 µL，带进样针清洗（冲洗口，5 s，水/甲醇 1/1）

样品温度： 15 °C

专用方法（针对特定样品）

PGI 8 PGI 9 PGI 9 PGI 10 PGI 10

改性剂： 甲醇 甲醇 乙腈 甲醇 乙腈

梯度： 0–3.5 min 30–100% 25–100% 15–100% 50–100% 35–100%

3.5–4 min 100% 100% 100% 100% 100%

4–4.8 min 30% 25% 15 50% 35%

DAD: 峰宽 >0.013 min >0.013 min >0.013 min >0.013 min >0.013 min

信号 240/10 nm 232/5 nm 232/5 nm 296/10 nm 296/10 nm

参考文献 450/40 nm 450/40 nm 450/40 nm 450/40 nm 450/40 nm

实验部分

标准溶液

使用乙腈配制 100 µg/mL PGI 的混合溶

液。将该储备液置于 -18 °C 条件下保存。

以 10% 乙腈水溶液进行进一步稀释，所得

溶液用于通用方法的评估。

PGI 8、9 和 10 使用乙腈单独配制。使用

乙腈进一步稀释上述溶液，以配制专用方

法的标准溶液及加标溶液。

样品制备

选择以下 API：

• 盐酸布比卡因（纯度≥ 99%）

• 盐酸利多卡因（纯度≥ 99%）

• 醋酸氯己定（纯度≥ 97.5%）

• 双氯芬酸钠（纯度≥ 98%）

样品制备程序如下：经超声处理后有部分

API未完全溶解。PGI在萃取溶剂中的溶

解性非常好，加标回收率高于 70%5。

1. 称取 120 mg 样品放入 1.5 mL

Eppendorf 管中

2. 必要时加入加标溶液

3. 加入 1.2 mL 乙腈（API 含量为 10%）

4. 涡旋振荡 30 s

5. 超声处理 5 min

6. 涡旋振荡 30 s

7. 在 13,000 rpm 下离心 2 分钟

8. 使用针头式过滤器（孔径 0.2 µm，再生

纤维素膜，安捷伦部件号 5061-3366）

过滤溶液
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图 2

使用通用方法在 150 mm 色谱柱上，以 10 mm 标准 DAD 流通池与 60 mm 高灵敏度 DAD 流通池对所有 PGI

的 0.5 µg/mL 标准混合物进行分析的结果比较。DAD 波长：232 nm。A：流动相 B 为乙腈，B：流动相 B 为

甲醇。

结果与讨论

通用方法

之前开发了使用 LC-MS5 和 LC-MS/MS6

对芳基胺和氨基吡啶进行分析的方法。在

这些方法中使用了挥发性流动相。为了优

化流动相以便进行高灵敏度二极管阵列检

测，将这些方法进行了转换。采用无 UV

吸收的磷酸盐缓冲液代替对 UV有吸收的

甲酸，同时维持相同的 pH值及相近的离

子强度。经过调整之后，色谱选择性与原

始的 LC-MS 方法非常接近。另外，在使

用较大体积的检测池时，为维持高分离效

率，色谱柱内径以及流速也要随之增加。

如果采用MS检测，目标 PGI的色谱分离

对于检测而言不十分关键，因为只需要各

目标化合物的离子或离子对不同即可进行

测定。而 DAD 不具备选择性，因此需要实

现一定的色谱分离度。本文所开发的两种

通用方法可以实现 10 种 PGI 的完全分离。

这两种方法分别采用不同的有机相组分

（甲醇或乙腈）和梯度组成。改变有机改性

剂可显著影响选择性，同时可使目标溶剂

化合物彼此分开并与药物基质分离5。

图 2中所示为使用高灵敏度和标准流通池

对标准溶液进行分析的示例，其中分别使

用乙腈和甲醇作为有机流动相。相对于标

准流通池，在使用高灵敏度流通池时，灵

敏度的提高是显而易见的。然而，在灵敏

度提高的同时，基线也会受到影响。所有

由于样品杂质、系统及流动相引起的基线

波动和漂移也会随目标化合物灵敏度的提

高而增加。在使用乙腈作为有机相所获得

的色谱图中，在 3.6 min处的杂质峰于上方

轨迹中可见，而在标准流通池谱图中却不

存在。同样地，在使用甲醇作为有机相，

并使用高灵敏度流通池所获得的谱图中，

于 5 min处可见杂质峰。在空白运行中也

检测出了以上杂质峰，因此与样品无关。

因此，需要确保所有溶剂尽可能纯净。显

然，高灵敏度流通池对溶剂纯度的要求更

高。在某些特定情况下，应采取措施以增

加色谱分析对于特定分析的选择性。
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表 1

通用方法的性能

重复性 (%RSD) 线性 LOD (ng/mL)

乙腈 0.01 µg/mL 0.1 µg/mL 1 µg/mL 范围 R² 60 mm 10 mm

PGI 1 0.48 0.19 0.05 0.5–200 1.0000 0.2 0.5

PGI 2 2.38 0.50 0.04 2–200 0.9959 2* 5

PGI 3 3.22 1.79 1.51 5–200 0.9997 5 20

PGI 4 0.58 0.25 0.12 0.5–200 1.0000 0.2 1

PGI 5 0.35 0.25 0.09 0.5–200 1.0000 0.2 1

PGI 6 0.61 0.14 0.02 0.5–200 0.9999 0.2 0.5

PGI 7 0.66 0.07 0.01 0.5–200 1.0000 0.2 0.5

PGI 8 0.63 0.42 0.12 0.5–200 1.0000 0.5 2

PGI 9 8.96 2.34 0.15 5–200 0.9996 2* 5

PGI 10 1.66 0.19 0.15 0.5–200 1.0000 0.2 2

重复性 (%RSD) 线性 LOD (ng/mL)

甲醇 0.01 µg/mL 0.1 µg/mL 1 µg/mL 范围 R² 60 mm 10 mm

PGI 1 2.11 0.07 0.06 0.5–200 0.9997 0.2 0.5

PGI 2 13.26 4.03 0.12 1–200 0.9994 0.5 2

PGI 3 – (=LOD) 2.89 0.75 10–200 0.9985 10 20

PGI 4 4.79 0.44 0.09 1–200 0.9999 0.5 2

PGI 5 1.73 0.89 0.36 0.5–200 0.9994 0.2 1

PGI 6 4.58 2.23 0.06 5–200 0.9997 5* 10

PGI 7 1.46 0.55 0.03 0.5–200 0.9999 0.2 0.5

PGI 8 1.67 0.24 0.22 0.5–200 1.0000 0.2 1

PGI 9 13.87 4.45 0.21 2–200 0.9997 2* 5

PGI 10 2.51 0.42 0.23 1–200 0.9992 1 5
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图 3

使用通用方法在 150 mm 色谱柱上，以乙腈作为有机改性剂，采用 60 mm 高灵敏度 DAD 流通池对 0.01 µg/mL

PGI 标准混合物进行分析所获得的色谱图

使用所选 PGI的标准溶液对方法的性能进

行评估。以不同浓度水平单次运行的结果

测定方法的线性，并通过不同浓度水平

（0.01、0.1和 1 µg/mL）五次连续进样的

结果计算进样的重现性。方法验证数据汇

总于表 1中。分别测定了使用高灵敏度和

标准 DAD 流通池时的检测限。使用 6 倍光

程流通池的影响是显而易见的。检测限显

著降低。对于多数杂质，灵敏度提高了

5 倍，而对于某些杂质则会更高（如 PGI

10）。有趣的是，对于其中几种目标 PGI

而言，使用 60 mm 流通池时的检测限与之

前在Agilent 6400 系列三重四级杆 LC/MS

系统上得到的检测限处于同一数量级6。

但是，有些化合物的检测限显著高于其它

化合物的检测限，有可能是基线波动或系

统峰干扰了这些 PGI 的痕量分析（在表 1

中以 *标记）。因此，在检测这些 PGI时，

应单独进行方法优化，以降低检测限。

图 3中所示为 0.1 ppm 标准溶液（0.1 µg/g

API，溶液等效浓度为 0.01 µg/mL）的分

析结果。该色谱图显示了每种 PGI 在最佳

检测波长处的信号响应。

*LOD 高是由于基线干扰大。
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表 2

通过加标和不加标实验对 API 分析专用方法的性能进行评估。（ppm 是相对于 API 的浓度。API 在样品溶液

中的含量为 10%）

未加标
加标

0.1 ppm
加标

1 ppm
加标

10 ppm
加标

100 ppm

氯己定中的 PGI 8,甲醇，240 nm

浓度 (ppm) 
回收率 %

42.98 N/A N/A 54.71
117.3

143.97
101.0

利多卡因中的 PGI 9,甲醇，232 nm

浓度 (ppm) 
回收率 %

3.46 N/A 4.38
91.4

12.12
86.5

96.08
92.6

利多卡因中的 PGI 9，乙腈，232 nm

浓度 (ppm) 
回收率 %

4.54 N/A 5.82
128.2

12.98
84.4

95.09
90.5

布比卡因中的 PGI 9，乙腈，232 nm

浓度 (ppm) 
回收率 %

0.00 N/A 1.05
104.5

9.58
95.8

99.07
99.1

多氯芬酸中的 PGI 10,甲醇，296 nm

浓度 (ppm) 
回收率 %

0.00 0.13
134.0

1.07
107.2

10.26
102.6

101.40
101.4

多氯芬酸中的 PGI 10,乙腈，296 nm

浓度 (ppm) 
回收率 %

0.07 0.15
80.0

1.05
97.9

10.33
102.6

100.49
100.4

 10%
(  43 ppm PGI 8)

  10%
 100 ppm PGI 8 (10 µg/mL)

10 µg/mL PGI 9 

PGI 8
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图 4

使用专用方法对实际样品、加标样品以及标准溶液进行分析所获得的代表性色谱图。A：氯己定中的 PGI 8；

B：布比卡因中的 PGI 9；C：双氯芬酸中的 PGI 10。（待续）

A

专用方法

对于实际样品中的 PGI测定，需要避免

API或是其它含量更大杂质的干扰。为证

明 Agilent 1290 Infinity LC 设备对于实际

样品的适用性，选择部分 API 进行分析并

分别测定已知的 PGI。经过通用方法的初

步筛选后，选择合适的流动相梯度及检测

器波长，开发适用于各组 API/PGI 分析的

专用方法。对于所有专用方法，可使用较

短 (10 cm)的色谱柱，因为不需要分离所

有的 PGI，而且分析时间对于药物质量控

制来说也是一个关键参数。专用方法（参

见实验部分）的分析周期约为 5 min，这

对于高效分析来说是绝对可以接受的。

对于所选择的四种药物，分别分析了不加

标和加标溶液。加标浓度为 0.1-100 ppm

(µg/g API)。将加标样品中测得的浓度与理

论（加标）浓度进行对比以确定回收率。

有些 API 样品中已含有大量的 PGI。因

此，无法计算这些样品中低浓度水平下

PGI 的回收率。

表 2 中列出了氯己定中 PGI 8、布比卡因和

利多卡因中 PGI 9 以及双氯芬酸中 PGI 10

的测定浓度及回收率。有些同时列出了使

用乙腈或甲醇作为流动相 B 时所获得的结

果。大多数回收率值均接近 100%。加标

浓度为 0.1 ppm 时，回收率在 80% 到 134%

范围内，在该浓度水平下是较为满意的结

果。双氯芬酸中 PGI 10的检测限可低至

0.01µg/mL（相对于API的浓度为0.1ppm）。

图 4中给出了部分样品和标准品的代表性

色谱图。
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图 4

使用专用方法对实际样品、加标样品以及标准溶液进行分析所获得的代表性色谱图。A：氯己定中的 PGI 8；

B：布比卡因中的 PGI 9；C：双氯芬酸中的 PGI 10

B

C
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结论

该应用简报清楚地表明，配备 60 mm 高灵

敏度最大光强卡套式流通池的 Agilent

1290 Infinity LC-DAD 是常规分析 API 中痕

量PGI的强有力工具。对于此类分析采用不

基于质谱的系统，是昂贵且复杂的 LC-MS 

和 LC-MS/MS 系统的理想替代解决方案。

使用通用方法时，标准溶液中杂质的检测

限可低至 4 pg 柱上量。针对特定 API 而开

发的专用方法，可用于实际样品中特定浓

度水平下 PGI 的快速分析。
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