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UPLC-MS/MS 法测定阿加曲班中 4 个基因毒性杂质 *
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摘要　目的：建立超高效液相色谱 - 串联质谱法（UPLC-MS/MS）同时测定阿加曲班中 4 个基因毒性杂

质：3-甲基-8-喹啉磺酸、3-甲基-8-喹啉磺酸甲酯、3-甲基-8-喹啉磺酸乙酯、3-甲基-8-喹啉磺酰氯。

方法：采用 Waters ACQUITY UPLC BEH C18（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）色谱柱；以 0.1% 甲酸水溶液为流动

相 A，乙腈为流动相 B 进行线性梯度洗脱；流速 0.2 mL·min-1；采用 ESI 离子源正离子模式，多反应监测模

式下，以外标法对 4 个基因毒性杂质同时进行定量测定。结果：除 3-甲基-8-喹啉磺酰氯外，其他 3 个基

因毒性杂质质量浓度在 0.125~500 ng·mL-1 范围内线性关系良好；低、中、高 3 个浓度的加样回收率（n=3）
范围为 91.5%~104.2%，RSD 范围为 0.15%~4.6%；检测下限范围为 0.042~1.667 ng·mL-1，定量下限范围为

0.125~5.000 ng·mL-1。样品中均未检出杂质。结论：本方法操作简便，结果可靠，经方法学验证，可用于阿

加曲班中 4 个基因毒性杂质的同时检测。
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Abstract　Objective：To establish a UPLC-MS/MS analytical method for the determination of genotoxic 
impurities （3-methyl-8-quinoline sulfonic acid，3-methyl-8-methyl quinolinesulfonate，3-methyl-8-ethyl 
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阿 加 曲 班 是 1 种 新 型 凝 血 醇 抑 制 剂，可 逆 地

与凝血酶活性位点结合，可用于缺血性脑梗死急

性期病人的抗凝治疗，用于肝素诱发的血小板减

少和血栓综合症，比肝素有更好的抗凝和抗血栓作

用［1-5］。阿加曲班的合成中会使用到 3- 甲基 -8-
喹啉磺酰氯（杂质 D），若未在工艺中完全除去，易

与后续合成反应中使用的有机溶剂如甲醇、乙醇

反 应，生 成 3- 甲 基 -8- 喹 啉 磺 酸 甲 酯（杂 质 B）、

3- 甲 基 -8- 喹 啉 磺 酸 乙 酯（杂 质 C），杂 质 D 在 工

艺中遇水也会水解成 3- 甲基 -8- 喹啉磺酸（杂质

A）［6-7］（图 1）。杂质 A、B、C 和 D 均具有潜在的基因

毒性。

quinolinesulfonate，and 3-methyl-8-quinolinesulphonyl chloride） in argatroban．Methods：The separation was 
performed on a Waters ACQUITY UPLC BEH C18（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）with the mobile phase consisting 
of 0.1% formic acid aqueous solution（mobile phase A）and acetonitrile（mobile phase B）by gradient elution at 
a flow rate of 0.2 mL·min-1．Multiple reaction monitoring（MRM）was performed on a triple quadrupole mass 
spectrometer equipped with a ESI source in the positive mode．Results：Except for 3-methyl-8-quinolinesulphonyl 
chloride，the calibration curve was linear for other compounds in the range of 0.125-500 ng·mL-1．The recoveries

（n=3）of low，middle and high adding concentrations were 91.5%-104.2%，RSD were 0.15%-4.6%．The limit of 
detection was 0.042-1.667 ng·mL-1，and the limit of quantification was 0.125-5.000 ng·mL-1．No impurities were 
detected in the samples.Conclusion：This established method is simple，rapid and reliable，which is applicable for 
quantifications of four genotoxic impurities in argatroban.
Keywords：UPLC-MS/MS；argatroban；genotoxic impurity；3-methyl-8-quinolinesulphonyl chloride；3-methyl-
8-methyl quinolinesulfonate；3-methyl-8-ethyl quinolinesulfonate；3-methyl-8-quinoline sulfonic acid

图 1　杂质的结构式 
Fig. 1　Structural formulas of genotoxic impurities

根据欧洲药事管理局和美国食品药品管理局

的 法 规 要 求［8-9］，基 因 毒 性 杂 质 的 毒 理 学 关 注 阈

值（threshold of toxicological concern，TTC）限度为 1.5 
μg·d-1，阿加曲班每日最高服用剂量为 60 mg，因此，

阿加曲班中杂质 A、B、C 和 D 的限度均为 25 μg·g-1，

总限度值也是 25 μg·g-1。现有文献尚未见阿加曲

班基因毒性杂质测定的报道，因此，有必要建立阿加

曲班中杂质的检测方法。

目前，喹啉磺酸类杂质主要的检测方法是液相

色谱法（LC）［10-11］。LC 法灵敏度较低，多组分分析

有时无法有效分离；液相色谱 - 质谱联用技术具有

灵敏度高、分析速度快、结果准确可靠的特点，可以

满足痕量毒性杂质检测的要求［12-16］。本文建立了

超 高 效 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 法（UPLC-MS）测 定

阿加曲班中 4 种基因毒性杂质，并进行了相应的方

法学验证，为阿加曲班的工艺和质量控制提供参考

依据。

1　仪器与试药

Acquity 超高效液相色谱仪（Waters 公司），XEVO 
TQ 串联质谱仪（Waters 公司），质谱软件为 Masslynx
4.1 工 作 站；XPE105 电 子 天 平（0.01 mg，梅 特 勒

托利多公司）；Milli-Q 超纯水器（Millipore 公司）；

ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱（100 mm×2.1 mm，

1.7 μm；填 料：十 八 烷 基 硅 烷 键 合 硅 胶；Waters 公

司）。

阿 加 曲 班 原 料 药、杂 质 A~D 的 对 照 品（含 量

100%）均由北京悦康科创医药科技股份有限公司提

供；甲醇、乙腈、甲酸均为色谱级（默克公司）。
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2　方法与结果

2.1　色谱质谱条件

2.1.1　色 谱 条 件　 液 相 色 谱 柱：Waters ACQUITY 
UPLC BEH C18（100 mm×2.1 mm，1.7 μm）；0.1% 甲

酸水溶液为流动相 A，乙腈溶液为流动相 B；梯度

洗 脱（0~6 min，10%B → 90%B；6~8min，90%B；8~
8.5 min，90%B → 10%B；8.5~10 min，10%B）；流 速

0.2 mL·min-1；柱温 35 ℃ ；进样体积 5 μL。

2.1.2　质谱条件　采用电喷雾正离子化（ESI+）测定

3 个基因毒性杂质，优化后的参数如下：毛细管电压

3.0 kV，离子源温度 150 ℃，脱溶剂气温度 350 ℃，脱

溶剂气流速 650 L·h-1，锥孔气流速 20 L·h-1，萃取电

压 5.0 V。多反应监测（MRM）模式检测，外标法定

量。共分 2 段进行监测：0~3.5 min 多反应监测杂质

A（m/z 223.8 → m/z 142.0），0~10 min 多反应监测杂

质 B（m/z 237.9 → m/z 142）、杂质 C（m/z 251.9 → m/z 
224.0）、杂质 D（m/z 241.8 → m/z 115.0），其他实验参

数见表 1。

表 1　基因毒性杂质的质谱条件

Tab. 1　MS/MS acquisition parameters for 
genotoxic impurities

杂质
（impurity）

母离子
（parent ion）

m/z

子离子
（product ion）

m/z

锥孔电压
（cone 

voltage）/V

碰撞能量
（collision 
energy）/V

A 223.8 142.0*/206.0 28 28/20

B 237.9 142.0*/206.0 24 28/20

C 251.9 224.0*/206.0 16 25/18

D 241.8 115.0*/142.0 20 40/25

　注（note）：表中加 * 代表定量离子（The * in the table 1 represent
quantitative ion）

2.2　溶液配制

2.2.1　稀释剂　水与乙腈等比例（50∶50）混合。

2.2.2　杂质对照溶液　由于杂质 D 在含水相体系中

水解成杂质 A，因此本实验杂质 D 的含量由杂质 A
代替，杂质 D 的方法学数值不再关注，如样品中检测

到杂质 D，则说明其含量超过限度值。取杂质 A~C
各约 10 mg，精密称定，分别置 10 mL 量瓶中，杂质 A
加水溶解，杂质 B 和杂质 C 用乙腈溶解，均稀释至刻

度，摇匀，制成每 1 mL 中各约含 1.0 mg 的杂质对照

品储备液。精密移取各杂质对照品储备液 0.1 mL，置

同一 10 mL 量瓶中，加稀释剂稀释至刻度，摇匀，40 
℃放置 8 h，制成每 1 mL 中含各杂质均约为 10 μg 
的杂质混合溶液。精密移取杂质混合溶液 0.25 mL ，

于 10 mL 量瓶中，用稀释溶剂稀释至刻度，摇匀，即得

每 1 mL 中含杂质 A~C 均约 250 ng 的溶液，即得。

2.2.3　 供试品溶液　取阿加曲班原料药约 100 mg，

精密称定，置 10 mL 量瓶中，加稀释剂约 10 mL 溶解，

并稀释至刻度，摇匀，即得每 1 mL 中含阿加曲班约为

100 mg 的溶液，将该溶液于 40 ℃放置 8 h，即得。

2.3　专属性试验

在所建立的色谱和质谱条件下，杂质 A~C 的保

留时间分别为 1.32、3.85、4.31 min，3 个基因毒性杂

质完全分离，峰形良好。空白稀释剂、供试品溶液和

杂质对照溶液中各杂质的检查无干扰（图 2）。

图 2　杂质对照品溶液总离子流图

Fig．2　Total ion chromatograms of genotoxic impurities reference 
substance solution

2.4　检测下限和定量下限

取杂质 A~C 对照品储备液，逐级稀释，直至各

杂质峰峰高约为基线噪音的 10 倍，测得杂质 A、B、

C 的定量下限分别为 5.0、0.125、0.25 ng·mL-1；连续

进样 6 次，杂质 A、B、C 峰面积的 RSD 分别为 2.6%、

2.4% 和 1.9%，表明定量下限具有良好的精密度。

取上述定量下限用溶液，用稀释剂稀释后进样测

定，直至各杂质峰高约为基线噪音的 3 倍，测得杂质 A、

B、C 的检测下限分别为 1.667、0.042、0.083 ng·mL-1。

2.5　线性关系考察

精密量取“2.2.2”项下杂质混合溶液适量，用稀释

剂定量稀释成各杂质的质量浓度均分别约为 25、50、

250 和 500 ng·mL-1（各相当于限度浓度的 10%、20%、
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100% 和 200%）的系列溶液，与定量下限溶液一起，照

“2.1”项下条件分别进样测定，记录色谱图。以质量浓

度（X，ng·mL-1）为横坐标，主峰面积 Y 为纵坐标，进

行线性回归。杂质 A、B、C 线性回归方程分别为：

Y=456.6X+887.59　r=0.998 4
Y=7 807X+85.52　 r=0.999 8
Y=4 527X+182.69　r=0.999 7

结果表明，各杂质在其线性范围内与其峰响应值

呈良好线性关系。

2.6　进样精密度和重复性试验

取“2.2.2”项下杂质对照溶液，连续进样 6 次，计

算得杂质 A、B、C 峰面积的 RSD 分别为 2.1%、1.5%
和 2.0%，表明进样精密度良好。

取阿加曲班原料药样品适量，按“2.2.3”项下方

法平行制备 6 份供试品溶液，进样测定，均未检出杂

质；精密移取杂质混合溶液 0.25 mL，置 10 mL 量瓶

中，按“2.2.3”项下方法，配制含杂质 A、B 和 C 质量

浓度均约为 250 ng·mL-1 的供试品溶液 6 份，进样测

定，计算得杂质 A、B 和 C 峰面积平均值分别为 113 
740、1 902 150、1 188 134，RSD 分 别 为 2.4%、1.3%、

0.84%，表明方法重复性良好。

2.7　溶液稳定性试验

取“2.2.2”项下杂质对照溶液，室温放置 24 h，分

别于 0、2、4、8、16、24 h 进样测定，结果杂质 A、B、C
峰 面 积 的 RSD 分 别 为 2.6%、2.2%、3.0%，表 明 24 h
内杂质 A、B、C 在溶剂中的稳定性良好。

2.8　回收率试验

精密取阿加曲班原料药样品各 9 份，每份约 100 
mg，分别置 10 mL 量瓶中，精密加入“2.2.2”项下杂

质混合溶液 0.20、0.25、0.30 mL，加稀释剂稀释至刻

度，摇匀，即得低（200 ng·mL-1）、中（250ng·mL-1）、

高（300 ng·mL-1）3 个浓度的供试溶液各 3 份，进样

分析，根据“2.5”项下线性方程计算，杂质 A 低、中、

高浓度下的平均回收率（n=3）分别为 91.5%、93.8%、

94.9%，RSD 分别为 2.1%、4.6%、3.1%；杂质 B 低、中、

高浓度下的平均回收率分别为 93.9%、94.6%、93.3%，

RSD 分别为 0.74%、0.15%、0.22%；杂质 C 低、中、高浓

度下的平均回收率分别为 101.5%、104.2%、103.2%，

RSD 分别为 0.41%、0.95%、0.54%，方法回收率良好。

2.9　样品检测

取 3 批阿加曲班原料药样品，分别按“2.2.3”项

下方法制备供试品溶液；按“2.2.2”项下方法制备杂

质对照溶液；精密量取供试品溶液与杂质对照溶液

各 5 μL，分别注入超高效液相色谱质谱仪，按外标法

以峰面积计算阿加曲班中杂质 A、B、C 和 D 的含量。

结果显示，3 批样品中均未检出杂质 A、B、C 和 D。

3　讨论

3.1　水解时间和水解温度的优化

本实验研究了杂质 D 生成杂质 A 的水解时间和

水解温度。直接配制 500 ng·mL-1 杂质 D 的溶液，

在室温和 40 ℃条件下分别放置 0、2、4、6、8、10 h，

然后取出配制成杂质 D 的杂质对照溶液，分别进样，

观察杂质 A 与杂质 D 的峰面积变化情况。结果表明

（图 3、4）：0 h 时，杂质 D 即可水解生成杂质 A；随着

时间延长，杂质 D 的峰面积逐渐变小；8 h 时，40 ℃

下杂质 D 已全部水解为杂质 A；而直到第 10 h，室温

条件下还有杂质 D 尚未完全水解。因此，本实验选

择在 40 ℃水解 8 h。

图 3　0 h 基因毒性杂质 A 和 D 总离子流图

Fig. 3　Total ion chromatograms of genotoxic impurity A and D at 0 h

a. 室温（room temperature）　b.40 ℃
图 4　不同温度下杂质 D 峰面积随时间变化图

Fig. 4　Variation of genotoxic impurity D peak area with time at
different temperatures
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3.2　质谱条件的优化

分别取杂质 A、B、C 和 D 的对照品，按“2.2.2”项

下方法配制质量浓度为 10 μg·mL-1 的单标标准溶

液，采用蠕动泵方式将其单独注入质谱的离子源中，在

正离子（ESI+）、负离子（ESI-）模式下进行全扫描，选择

合适的准分子离子峰和电离方式。结果表明，在 ESI+

模式下，4 个杂质均可获得较高丰度的［M+H］+ 准分

子离子峰。对离子源温度、去溶剂气温度及流量、锥孔

气流量进行优化，使待测物质的离子化效率达到最佳。

3.3　色谱条件的优化

考察了乙腈 - 水、甲醇 -0.1%（v/v）甲酸水溶液、

乙腈 -0.1%（v/v）甲酸水溶液作为流动相体系对目标

化合物分离效果的影响。结果显示，以乙腈为有机相

时，各待测物响应强度稳定，且色谱峰形较好；以甲

醇为有机相时，杂质 A 响应值明显降低；在流动相中

加入甲酸，提高了目标化合物的离子化效率，获得了

更高的灵敏度。故实验选择乙腈 -0.1%（v/v）甲酸水

溶液体系作为流动相。

3.4　结论

经方法学试验验证，本方法能够对阿加曲班中的

4 个痕量基因杂质进行准确测定，方法专属性强，灵

敏度高，能满足杂质定量检测的要求，可作为阿加曲

班基因毒性杂质的质量控制方法。
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