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引言

艾司洛尔为超短效β-肾上腺素能受体阻滞剂，可选择性地阻

滞β1-受体,故对支气管影响很小,对伴有慢性阻塞性肺疾患的病人

有利，是治疗室上性快速心律失常、急性心肌缺血、术后高血压

等的理想药物。为了保证药品的安全和质量可控，实现有效的风

险控制，国家药审中心（CDE）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年第1号）[1]。N-亚硝基

艾司洛尔作为艾司洛尔原料和制剂中可能存在的基因毒性杂质，

因此需进行严格的检测及含量控制。本方案在高效液相串联质谱

仪上开发液质方法，为艾司洛尔原料和制剂中N-亚硝基艾司洛尔

的定量检测提供参考。 

本方法使用本土化SCIEX Triple Quad™ 系统进行定量，方法特

点如下： 

1、使用本土化SCIEX Triple Quad™ 系统，建立3.5 min 色谱梯度，实

现N-亚硝基艾司洛尔的高灵敏度定量分析 

2、方法灵敏度高（最低定量限LLOQ: 5 pg/mL，相当于500 μg/ml原

料药中的含量为0.01 ng/mg，远低于关注阈值0.2ng/mg[2]）；标

准溶液线性范围宽（5 pg/mL～15 ng/mL，3000倍线性范围）；

线性关系良好（相关系数0.999）；不同浓度点重现性好（3针

RSD均在3.16%以内），表明仪器和方法重现性好。 

3、该方案中包含的液质条件为基因毒性杂质N-亚硝基艾司洛尔的

检测提供参考 
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实验方法

仪器设备

图1. ExionLC™ AE系统和本土化SCIEX LC-MS/MS系统

液相方法

液相：SCIEX ExionLC™ AE系统 

色谱柱：Phenomenex Kinetex EVO C18, 2.1×50 mm, 1.7 μm 

流动相：A相：水(含10 mM甲酸铵) 

 B相: 95%甲醇水含10 mM甲酸铵)

流速：0.3 mL/min 

柱温：40 ℃ 

进样体积：10 μL

梯度洗脱程序如表1：
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实验结果 

灵敏度和线性考察

空白溶剂、5 pg/mL和15000 pg/mL 标准溶液典型谱图见图3。

从图3可以看出，空白溶剂中无干扰，表明方法专属性好，特异性

高。最低定量限LLOQ 为5 pg/mL，表明仪器灵敏度高。该色谱条

件下，色谱峰峰形良好。

表1. 液相梯度条件

图3. 典型色谱图（从左到右分别为空白溶剂、5 pg/mL和15000 pg/mL标准

溶液）

时间（min） A% B%

0.0 95 5

0.3 50 50

2.0 5 95

2.7 5 95

2.8 95 5

3.5 95 5

质谱方法

本土化SCIEX Triple Quad™ 系统 

数据采集方法：MRM（多反应监测） 

离子源：ESI+源 

离子源参数： 

气帘气CUR：30 psi IS 电压：3500 V 

源温度TEM：150 ℃  雾化气Gas1：35 psi 

辅助气Gas2：60 psi  碰撞气 CAD：7  

N-Nitroso-Esmolol化合物结构式如图2

多反应监测离子通道如表2图2. N-Nitroso-Esmolol结构式

图2. N-Nitroso-Esmolol结构式

Compound Q1 Q3 DP CE

N-Nitroso-Esmolol 342.3 72.1 30 23

表2. MRM离子对信息

图4. 标准曲线和线性回归方程，线性相关系数0.999

图3. 典型色谱图（从左到右分别为空白溶剂、5pg/mL和15000pg/mL标准溶液）

以50%甲醇水作为溶剂配制不同浓度的标准溶液，浓度分

别为5, 15, 50, 150, 500, 1500, 5000和15000 pg/mL，进LC-MS/MS系

统进行分析。每个浓度重复进样3次，用于考察方法和仪器的重

复性。不同浓度的峰面积及线性回归方程见图4。从图4可见，
图4. 标准曲线和线性回归方程，线性相关系数0.999
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5~15000 pg /mL的浓度范围内，线性相关系数0.999，表明仪器

的线性范围宽，且线性关系良好。不同浓度的回收率均在89.77-

109.21%（见图4中Accuracy列），表明仪器和方法的准确性高。

p 3

LLOQ: 5 pg/mL，相当于500 μg/ml原料药中的含量为0.01ng/mg，

远低于关注阈值0.2ng /mg，表明仪器灵敏度高；线性范围为

5~15000 pg/mL，线性范围宽，线性关系良好；不同浓度点连续3
针RSD均在3.16%以内，表明仪器和方法的重现性和稳定性好。三

个不同的样品加标回收率在92~95%之间，表明该方法定量准确。

该方案中包含的液质条件为基因毒性杂质N-亚硝基艾司洛尔的检

测提供参考。
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图5. RSD计算结果列表

图5. RSD计算结果列表

重现性 

为考察方法和仪器的重现性，将标准溶液中的不同浓度点分

别重复进样3次，计算RSD%。3 针样品（图5）连续采集，精密度

RSD均在3.16%以内（见图5中percent CV列），远满足方法学中对

重复性要求，表明仪器和方法的重现性好。

加标回收率考察

取三份不同批次的艾司洛尔原料药样品，加入甲醇超声溶

解，用50%甲醇水稀释至500 μg/mL，每种样品平行配制6份，其中

3份加入N-亚硝基艾司洛尔标准溶液使终浓度增加7.5 pg/mL。

加标回收率结果（表3）可知，两个不同浓度的加标回收率

在92-95%之间，加标回收率表明样本无明显基质效应，且定量准

确，满足方法学要求。

结论

本方案中使用本土化SCIEX Triple Quad™质谱系统，建立

3.5 min色谱梯度，实现N-亚硝基艾司洛尔的高灵敏度定量分析。

该方法中空白溶剂无干扰，专属性好，特异性高；最低定量限

样品
样品

测定浓度
(pg/mL)

样品
平均浓度
(pg/mL)

加标
测定浓度
(pg/mL)

加标后
平均浓度
(pg/mL)

加标
回收率

(%)

样品1

7.68

7.61

14.85

14.41 95.47.55 14.37

7.59 14.01

样品2

9.56

9.54

16.35

15.92 93.49.84 15.57

9.22 15.83

样品3

6.95

7.17

13.29

13.54 92.37.35 13.42

7.21 13.91

表3. 不同样本的加标回收率结果
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