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阿齐沙坦有关物质的 LC-MS/MS 测定与鉴定

杨大龙 1，孔蓉 2，柏植政 2，丁逸梅 1，2*

（1. 南京工业大学 江苏省药物研究所有限公司，南京 210009；2. 南京工业大学药学院，南京 210009）

摘要　目的：建立阿齐沙坦原料中有关物质的测定方法，鉴定主要降解产物并推测降解机理。方法：采

用 HPLC 方法分离分析阿齐沙坦的有关物质，使用 Inertsil ODS-SP 色谱柱（150 mm×4.6 mm，5 μm），流

动相 A 为乙腈 - 水 - 冰乙酸（20∶80∶0.1），流动相 B 为乙腈 - 水 - 冰乙酸（80∶20∶0.1），梯度洗脱，流速 
1.0 mL·min-1，检测波长 250 nm，柱温 40 ℃ ；采用相同色谱条件，ESI 正离子化方式 LC-MS/MS 进行杂质

鉴定。结果：阿齐沙坦与有关物质均能有效分离；阿齐沙坦在酸中易水解，LC-MS/MS 鉴定主要降解产物

为杂质 B（2- 羰基 -1-［［2′-（4，5- 二氢 -5- 氧代 -1，2，4- 二唑 -3- 基）联苯 -4- 基］甲基］苯并咪

唑 -7- 羧酸）。阿齐沙坦、杂质 A（2- 乙氧基 -1-［［2′-（酰胺基）［1，1′- 联苯基］-4- 基］甲基］-1H-
苯并咪唑 -7- 羧酸甲酯）和杂质 B 的检测下限及定量下限分别为 8.4、8.1、8.2 ng·mL-1 和 20.1、19.4、19.8 
ng·mL-1，且在各自的线性范围内线性关系良好（r ＞ 0.999，n=5）；校正因子分别为 1.00、1.09、1.08。经 5
批样品检验，均仅检出杂质 B，均小于 0.05%。结论：建立的方法可对阿齐沙坦的有关物质进行定量测定。
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Determination and identification of related  
substances in azilsartan by LC-MS/MS
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Abstract　Objective：To establish a method for the determination of related substances in azilsartan，and to 
identify the main degradation product and speculate mechanism of degradation．Methods：The related substances 
in azilsartan were separated by RP-HPLC on an Inertsil ODS-SP column（150 mm×4.6 mm，5 μm）using 
acetonitrile-water- acetic acid（20∶80∶0.1）as mobile phase A and acetonitrile-water- acetic acid（80∶20∶0.1）

as mobile phase B with gradient elution at a flow rate of 1.0 mL·min-1．The detection wavelength was set at 250 
nm and  the column temperature was 45 ℃．The major impurity was identified by using LC-MS/MS in positive
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阿齐沙坦（azilsartan）（化合物 1），化学名为 2-
乙氧基 -1-［［2′-（4，5- 二氢 -5- 氧代 -1，2，4-  

二 唑 -3- 基）［1，1′- 联 苯 基］-4- 基］甲 基］-1H-
苯并咪唑 -7- 羧酸，是新一代选择性 AT1 亚型血管

紧张素Ⅱ受体拮抗剂（ARBs）类抗高血压药［1-8］，与

血管紧张素转化酶抑制剂（ACEI）类降压药物相比，

具有平稳降压及不会引起干咳的优点。尽管已上市

多个 ARBs，但对于许多患者，仅抑制肾素 - 醛固酮

系统（RAS）活性并不足以控制血压和降低心血管

疾病及糖尿病的风险。研究显示，阿齐沙坦作为新

一代双重功能 ARBs，不仅拮抗血管紧张素Ⅱ的 1 型

受体（AT1 受体），还可能通过多种机制降低心血管

疾病及糖尿病的风险。临床试验证明，阿齐沙坦具

有较好疗效，且不良反应发生率较低，依从性较好

的特点。阿齐沙坦由日本武田药品工业株式会社研

制，于 2011 年 11 月在日本以片剂形式上市，商品名

为“アジルバ錠”，目前国内尚无阿齐沙坦的生产和

销售。

本文采用的合成工艺是以 2- 乙氧基 -1-［（2’-
氰 基［1，1’- 联 苯 基］-4- 基）甲 基］-1H- 苯 并 咪

唑 -7- 羧酸甲酯（化合物 2）为起始原料经加成、酰

化、环合、水解等反应生成化合物 1（阿齐沙坦），反

应过程如图 1。合成过程中的 2- 乙氧基 -1-［［2’-
（羟基脒基）［1，1’- 联苯基］-4- 基］甲基］-1H- 苯

并 咪 唑 -7- 羧 酸 甲 酯（化 合 物 3）、2- 乙 氧 基 -1-
［［2’-［［（乙氧羰基）氧基］脒基］［1，1’- 联苯基］- 

4- 基］甲基］-1H- 苯并咪唑 -7- 羧酸甲酯（化合物

4）和 2- 乙 氧 基 -1-［［2’-（2，5- 二 氢 -5- 氧 代 - 
1，2，4-  二唑 -3- 基）［1，1’- 联苯基］-4- 基］甲

基］-1H- 苯并咪唑 -7- 羧酸甲酯（化合物 5）为合

成中间体；（2- 乙氧基 -1-［［2’-（酰胺基）［1，1’-
联苯基］-4- 基］甲基］-1H- 苯并咪唑 -7- 羧酸甲

酯（化合物 6）为反应步骤一副产物（杂质 A）；2-
羰基 -1-［［2’-（4，5- 二氢 -5- 氧代 -1，2，4-  二

唑 -3- 基）联 苯 -4- 基］甲 基］苯 并 咪 唑 -7- 羧 酸

（化合物 7）为 API 的降解产物（杂质 B）。起始物料、

中间体、副产物以及降解产物等均可能成为阿齐沙坦

有关物质，从而影响药物的安全性。本研究建立了

阿齐沙坦有关物质的 HPLC 测定法，并进行了方法

学验证［9-12］。

1　仪器与试药

LC-2010AHT 型高效液相色谱仪，含 2010A 型

紫外检测器和岛津工作站（Shimadzu 公司）；Waters 
2695、2996PDA 液质联用仪。

冰乙酸（分析纯，南京化学试剂有限公司），乙腈

（色谱纯，Burdick & Jackson），水（重蒸水）。

阿齐沙坦（化合物 1），对照品批号 20130408（含

量 99.5%），粗品批号 20130312，样品批号 20130315、

20130226、20130401、20130402、20130403，由 江 苏

省药物研究所有限公司合成；起始原料（化合物 2）

对照品，批号 20130821（含量 99.3%），由泰州志诚

化工科技有限公司）提供；中间体（化合物 3~5）对

照品，批号均 20131221（含量分别为 99.1%、99.5%、

98.9%），由江苏省药物研究所有限公司提供；副产物

（化合物 6，杂质 A），批号 20131015（含量 98.5%），江

苏省药物研究所有限公司提供；降解杂质 B（化合物

7），批号为 20131018（含量 99.0%），由江苏省药物研

究所有限公司提供。

mode with the same LC conditions．Results：The related substances in azilsartan could be separated effectively 
from azilsartan．The major impurity was identified using LC-MS/MS as impurity B（2-carbonyl-1-［［2′-

（4，5-dihydro-5-oxo-1，2，4-oxadiazol-3-yl）biphenyl-4-yl］methyl］benzimidazole-7-carboxylate）．The 
LOD and LOQ of azilsartan，impurity A（1 - ［［（2-ethoxy -（2’-amido））［1，1′ - xenyl］ - 4 - yl］ methyl］ - 
1H - benzimidazolyl - 7 - carboxylic methyl ether）and impurity B were 8.4，8.1，8.2 ng·mL-1 and 20.1，19.4，

19.8 ng·mL-1，respectively．The calibration curves of azilsartan and the impurities were linear in the concentration 
range（r>0.999，n=5）．The calibration factors were 1.00，1.09 and 1.08，respectively．Impurities B detected in 5 
batches of samples were all less than 0.05%．Conclusion：The established method was accurate and effective for 
qualitative determination of related substances in azilsartan.
Keywords：antihypertensive drug；azilsartan；determination of related substance；identification of degradation 
products；speculation of mechanism of degradation；HPLC；LC-MS/MS
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2　方法与结果

2.1　溶液配制

取阿齐沙坦样品适量，置棕色量瓶中，加 60%
乙腈溶解并稀释制成每 1 mL 约含阿齐沙坦 0.5 mg
的溶液，作为供试品溶液；精密量取供试品溶液 1 
mL，置 100 mL 量瓶中，用 60% 乙腈稀释至刻度，摇

匀，作为自身对照溶液；取杂质 B 对照品适量，用

60% 乙腈制成每 1 mL 中含 0.005 mg 的溶液，作为杂

质 B 对照品溶液；取阿齐沙坦对照品及杂质 A 对照

品适量，加 60% 乙腈溶解并稀释制成每 1 mL 中分

别约含 0.5 mg 和 0.005 mg 的混合溶液，作为系统适

用性试验溶液。

2.2　色谱条件

2.2.1　HPLC 色 谱 条 件　 采 用 Inertsil ODS-SP
色 谱 柱（150 mm×4.6 mm，5 μm），流 动 相 A 为

乙 腈 - 水 - 冰 乙 酸（20∶80∶0.1），流 动 相 B 为 乙

腈 - 水 - 冰 乙 酸（80∶20∶0.1），梯 度 洗 脱（0~48 

min，18%B → 78%B；48~50 min，78%B → 18%B；

50~58 min，18%B），流速 1.0 mL·min-1，检测波长

250 nm ，柱温 40 ℃，进样量 20 μL。

2.2.2　色谱 - 质谱条件　色谱条件同“2.2.1”项；

电喷雾离子源，正离子检测，喷雾电压 3.5 kV，锥孔电

压 30 kV，碰撞能量 30 eV，离子源温度 120 ℃，干燥

温度 350 ℃，雾化气流速 400 L·h-1，质量数扫描范围

100~500。

2.3　专属性试验

将化合物 1~7 的对照品加 60% 乙腈配制成含化

合物 1 约 500 μg·mL-1，其他化合物各约 5 μg·mL-1

的混合溶液，进样测定；结果显示各物质均分离良

好（分离度大于 4.7）。理论板数以化合物 1（阿齐沙

坦）峰计大于 20 000。为考察阿齐沙坦中可能存在

的未知杂质，取阿齐沙坦的粗品适量，用 60% 乙腈制

成 500 μg·mL-1 的溶液，进样测定，粗品中的有关物

质与阿齐沙坦分离完全。色谱图见图 2。

图 1　合成工艺路线

Fig. 1　Synthetic route
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精密称取化合物 1 的样品约 12.5 mg 置 25 mL 量

瓶中，加 0.1 mol·L-1 盐酸溶液 1 mL（100 ℃水浴加热

1 h，冷却，以 0.1 mol·L-1 氢氧化钠溶液中和），或加

0.1 mol·L-1 氢氧化钠溶液 2 mL（100 ℃水浴加热 3 h，

冷却，以 0.1 mol·L-1 盐酸溶液中和），或加 30% 双氧

水 0.5 mL（100 ℃水浴加热 5 h，冷却），或加水 1 mL
（在 100 ℃水浴加热 2 h）处理后，上述各溶液分别加

60% 乙腈定容至刻度，摇匀，即得强制降解供试溶液；

另取 1 份化合物 1 的样品约 12.5 mg 置 25 mL 量瓶 

中，加 60% 乙腈溶解，稀释至刻度，摇匀，在自然光下

放置 8 h，作为光照降解供试溶液。取上述降解供试

溶液，按“2.2”项下条件进样测定。结果表明，样品在

酸、碱、氧化、高温以及光照条件下，均有不同程度的

破坏，各降解产物峰与主峰分离完全；峰纯度考察结

果表明，在本色谱条件下，样品经高温、酸、碱、氧化、

光照破坏后，阿齐沙坦峰纯度因子均大于阈值，主峰

纯度较好，破坏试验中产生的降解产物均与阿齐沙坦

峰达到了良好分离。色谱图见图 3。

1. 化合物 1（compound 1）　2．化合物 2（compound 2）　3. 化合物 3（compound 3）　4. 化合物 4（compound 4）　5. 化合物 5（compound 5）　6. 化合

物 6（compound 6）　7. 化合物 7（compound 7）

A. 混合对照品（mixed reference substances）　B. 阿齐沙坦粗品（crude azilsartan）  C. 空白溶剂（blank）

图 2　专属性试验色谱图

Fig. 2　Chromatograms for specificity test

a. 杂质 B（impurity B）

A. 光照破坏（illumination destruction）　B. 高温破坏（heat destruction）　C. 氧化破坏（oxidation destruction）　D. 碱破坏（basic destruction）　E. 酸破

坏（acid destruction）　F. 未破坏（undestruction）

图 3　破坏性试验色谱图

Fig. 3　Chromatograms for destruction tests
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2.4　线性试验及灵敏度试验

精密称取化合物 1、6、7 的对照品适量，加流动相

分别制成质量浓度均为 0.05、0.5、1、2.5 和 5 μg·mL-1

的混合溶液，按“2.2”项下方法分别进样，记录色谱图，

以质量浓度 C 为横坐标，峰面积 A 为纵坐标，进行线性

回归，化合物 1 斜率与化合物 6、7 斜率的比值即为校

正因子。结果，测得各杂质校正因子均在 0.90~1.10，可

采用不加校正因子的自身对照法对它们进行有关物质

检查。

对化合物 1、6、7 的混合溶液逐级稀释进样，记

录色谱图，以 S/N=3、S/N=10 计测定各杂质检测下限

（LOD）、定量下限（LOQ）。结果见表 1。

表 1　线性试验结果

Tab. 1　Results of linearity test

化合物

（compound）

线性范围（linearity range）/
（μg·mL-1）

线性方程

（linear equation）
r F LOD/（ng·mL-1） LOQ/（ng·mL-1）

阿齐沙坦

（azilsartan）

0.050 29~5.029 A=4.768×104C+0.731 2×102 1.00 0 1.00 8.4 20.1

杂质 A
（impurity A）

0.048 59~4.895 A=5.195×104C-0.705 1×103   0.999 9 1.09 8.1 19.4

杂质 B
（impurity B）

0.049 45~4.945 A=5.133×104C-1.409×105   0.999 5 1.08 8.2 19.8

2.5　精密度试验

取自身对照溶液，按“2.2”项下方法连续进样测

定 6 次，阿齐沙坦峰面积的 RSD 为 0.83%。

2.6　稳定性试验

精密量取“2.1”项下供试品溶液，分别于溶液

制备后 0、2、4、6 和 8 h 进样测定，峰面积的 RSD 为

0.71%，结果表明供试品溶液在 8 h 内稳定。

2.7　样品测定

按“2.1”项下方法制备杂质 B 对照品溶液、系统

适用性试验溶液、供试品溶液和自身对照溶液。精密

量取系统适用性试验溶液 20 μL 注入液相色谱仪，记

录色谱图，图中阿齐沙坦峰与杂质 A 峰的分离度应不

小于 2.5。取自身对照溶液 20 μL 注入液相色谱仪，调

节检测灵敏度，使主成分色谱峰的峰高约为满量程的

20%~25%，再精密量取供试品溶液与杂质 B 对照品溶

液各 20 μL，分别注入液相色谱仪，记录色谱图，测定

供试品溶液所得色谱图中除主峰外的各杂质峰的峰面

积。分别测定 3 批样品，化合物 6（杂质 A）均未检出，

化合物 7（杂质 B）小于 0.05%，其他单个杂质均未检

出，总杂均小于 0.05%。结果见表 2。

表 2　有关物质测定结果（%）

Tab. 2　Determination of the related substances
批号

（lot No.）
杂质 B

（impurity B）

杂质 A
（impurity A）

其他最大单杂

（the max unkonown impurity）

总杂

（total impurity）

20130315 0.02 未检出（not detected） 未检出（not detected） 0.02

20130226 0.02 未检出（not detected） 未检出（not detected） 0.02

20130401 0.02 未检出（not detected） 未检出（not detected） 0.02

20130402 0.02 未检出（not detected） 未检出（not detected） 0.02

20130403 0.02 未检出（not detected） 未检出（not detected） 0.02

3　讨论

3.1　色谱条件的建立

阿齐沙坦结构与缬沙坦类似，参照英国药典

（BP）2012 年版 Updated 中缬沙坦的有关物质检查条

件，采用乙腈 - 水 - 冰乙酸系统进行条件摸索。冰

乙酸的加入，使阿齐沙坦的保留大大提高，采用梯度

洗脱使该方法达到良好的分离效果及合理的分析时

间，有利于有关物质的全面洗脱。

由于各物质母体结构一样，阿齐沙坦（化合物 1）、

起始原料（化合物 2）、杂质 A（化合物 6，副产物）、杂
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质 B（化合物 7，降解产物）及各中间体（化合物 3~5）

在 250 nm 的波长处均有较强的吸收，而且吸光强度相

当，因此选择 250 nm 作为有关物质检测波长。

3.2　主要降解产物归属及降解机理分析

本 文 所 采 用 的 HPLC 色 谱 法 专 属 性 良 好，可

有效地将起始原料 2，中间体 3、4、5，副产物 6 以

及 化 合 物 7 与 TM1 分 开。 破 坏 性 试 验 的 降 解 产

物峰也均能与主峰分开，根据各杂质对照品的保

留时间定性分析，初步判断主要降解产物 a 为化

合物 7。

本研究进一步通过 LC-MS 对破坏性试验的产

物进行鉴定。降解产物 a 的分子离子峰［M+H］+ m/z 
429.1，该杂质的相对分子质量为 428.4。结合阿齐沙

坦强制降解试验条件以及专属性定位确定该化合物

为化合物 7，推测其降解机理如图 4：苯并咪唑环上

的乙氧基水解，脱除乙基而产生，即杂质 B［13-15］。

图 4　降解产物 a 质谱图及其可能的降解途径

Fig. 4　MS spectrum of the degradation product a and degradation pathways 

3.3　方法耐用性

本研究分别以 0.05% 和 0.2% 乙酸溶液配制流

动相，分别使用 Kromasil C18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 
μm）和 Waters Nova-Pak C18 色谱柱（3.9 mm×150 mm，

4 μm）以 及 改 变 柱 温（35、40、45 ℃）、流 速（0.8、

1.0、1.2 mL·min-1）、流动相 B 初始比例（16%、18%、

20%），考察在上述条件下各色谱峰的分离情况。结

果显示系统适用性试验均符合要求，有关物质测定

结果基本一致，本法适用于阿齐沙坦的有关物质的

检查。
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