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摘 要 目的：建立同时测定艾司奥美拉唑钠原料药及其制剂中杂质E、杂质Ⅰ和杂质Ⅳ含量的方法。方法：采用液相色谱-串联

质谱法。色谱柱为Agela VenusiL MP C18，流动相为乙腈-水（梯度洗脱），流速为0.2 mL/min，柱温为35 ℃，进样量为1 μL；离子源

为电喷雾离子源，检测方式为负离子模式，工作模式为多反应监测模式，用于定量分析的离子对分别为m/z 360.1→194.0（杂质E）、

m/z 375.8→210.7（杂质Ⅰ）、m/z 330.2→312.1（杂质Ⅳ）。结果：杂质E、杂质Ⅰ、杂质Ⅳ检测质量浓度的线性范围分别为0.001 26～

0.044 80 μg/mL（r＝0.994 7）、0.001 34～0.045 2 μg/mL（r＝0.992 8）、0.018 9～1.260 00 μg/mL（r＝0.991 4）；定量限分别为0.001 26、

0.001 34、0.018 9 μg/mL，检测限分别为0.000 41、0.000 44、0.006 3 μg/mL；精密度、重复性试验的RSD均小于4％，稳定性试验杂质

E、杂质Ⅰ的 RSD＜10％（n＝5），杂质Ⅳ的 RSD＞15％（n＝7）；加样回收率分别为 87.69％～100.72％（RSD＝4.29％，n＝9）、

90.04％～100.63％（RSD＝3.67％，n＝9）、93.58％～101.86％（RSD＝2.66％，n＝9）。结论：该方法准确、快速、灵敏、专属性强，可

用于同时测定艾司奥美拉唑钠原料药及其制剂中3种杂质的含量。
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质子泵抑制剂艾司奥美拉唑（Esomeprazole）为奥美

拉唑的S-异构体，是质子泵抑制剂家族中第一个单一光

学异构体。该药可用于糜烂性反流性食管炎、已经治愈

的食管炎患者防止复发的长期维持治疗、胃溃疡、十二

指肠溃疡，其与抗菌药物联用可根除幽门螺杆菌及愈合

十二指肠溃疡、防止溃疡复发[1-2]。

艾司奥美拉唑在工艺生产及贮存过程中可产生3个

杂质：奥美拉唑氮氧化物（杂质E），化学名为5-甲氧基-2

{[（4-甲氧基-3，5-二甲基-2-吡啶基）甲基]磺酰基}-1H-苯

并咪唑；奥美拉唑砜氮氧化物（杂质Ⅰ），化学名为 6-甲

氧基-2-{[（4-甲氧基-3，5-二甲基-1-氧代-2-吡啶基）甲基]

磺酰基}-1H-苯并咪唑；H215（杂质Ⅳ），化学名为2-{[（5-

甲氧基-1H-苯并咪唑-2-基）亚硫酰基]甲基}-3，5-二甲

基-4（1H）-1-吡啶酮；其中杂质E、杂质Ⅰ为基因毒性杂

质，杂质Ⅳ稳定性较差；2015年版《中国药典》（二部）[3]中

有关物质检查项中所列杂质中未包含杂质 E 和杂质

Ⅰ。目前，有关物质检查常用方法为高效液相色谱法[3]，

但该方法分析时间较长，灵敏度有限，不能满足毒性杂

质和稳定性较差杂质的检查要求。为此，笔者根据《化

学药物杂质研究技术指导原则》[4]、人用药品注册技术要

求国际协调会（ICH）相关规定[5-6]，并参考有关文献[7-12]，

建立了同时测定艾司奥美拉唑钠原料药及其制剂中杂

质 E、杂质Ⅰ、杂质Ⅳ含量的液相色谱 -串联质谱法

（LC-MS/MS），旨在为其质量控制提供参考。

1 材料

1.1 仪器

LC-30A 型 液 相 色 谱 仪 ，包 括 LC-30AD 泵 、

SIL-30AC 进样器、CTO-30A 柱温箱（日本 Shimadzu 公

司）；AB Sciex4500型三重四极杆串联质谱仪，包括电喷

雾离子源、Analyst 1.6.3色谱工作站（美国AB公司）；XR

205 SM-DR型电子天平（瑞士Precisa公司）；移液器（德

国Eppendorf公司）。

1.2 药品与试剂

杂质E对照品（英国LGC公司，批号：57290，纯度：

99.50％）；杂质Ⅰ对照品（济南蔚然生物科技有限公司，

批号：WR-2017-601，纯度：98.79％）；杂质Ⅳ对照品（美

国 CATO 公司，批号：10C-11-7，纯度：96.41％）；艾司奥

美拉唑钠原料药（天方药业有限公司，批号：17090801x 、

17090802x 、17090803x，纯度均为 100％）；注射用艾司

奥美拉唑钠（美国 Nexium 公司，批号：PBTB，规格：40

mg）；乙腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果

2.1 色谱与质谱条件

2.1.1 色谱条件 色谱柱：Agela VenusiL MP C18（100

mm×2.1 mm，3 μm）；流动相：水（A）-乙腈（B），梯度洗脱

（0～3.0 min，45％A→30％A；3.0～4.0 min，30％A；4.0～

6.0 min，30％A→10％A；6.0～6.1 min，10％A→45％A；

6.1～8.0 min，45％A）；流速：0.2 mL/min；柱温：35 ℃；进

样量：1 μL。

2.1.2 质谱条件 离子源：电喷雾离子源；检测方式：负

离子模式；工作模式：多反应监测模式；气帘气：25 psi；

离子喷雾电压：－5 500 V；温度：450 ℃；雾化气：55 psi；

辅助气：55 psi；用于定量分析的离子对分别为 m/z

360.1→194.0（杂质 E）、m/z 375.8→210.7（杂质Ⅰ）、m/z

330.2→312.1（杂质Ⅳ），解簇电压分别为－13.85、

－16.68、－13.38 V。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合对照品溶液 精密称取艾司奥美拉唑原料

药、杂质E、杂质Ⅰ、杂质Ⅳ对照品适量，分别置于10 mL

量瓶中，加30％乙腈溶解并定容，制成艾司奥美拉唑钠、

杂质 E、杂质Ⅰ、杂质Ⅳ质量浓度分别为 1、0.037 5、

0.037 5、1.0 mg/mL的单一贮备液。分别取上述各单一
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贮备液适量，分别置于 10 mL量瓶中，加 30％乙腈稀释

并定容，制成艾司奥美拉唑钠、杂质E、杂质Ⅰ、杂质Ⅳ质

量浓度分别为1、0.037 5、0.037 5、1.0 μg/mL的艾司奥美

拉唑钠及各单一杂质对照品溶液。取上述各单一杂质

贮备液适量，置于同一 10 mL量瓶中，加 30％乙腈稀释

并定容，即得杂质 E、杂质Ⅰ、杂质Ⅳ质量浓度分别为

0.037 5、0.037 5、1.0 μg/mL的混合对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 精密称取注射用艾司奥美拉唑钠

10 mg，置于 10 mL量瓶中，加 30％乙腈溶解并定容，摇

匀，即得供试品溶液。

2.2.3 空白溶液 以30％乙腈为空白溶液。

2.3 专属性试验

取“2.2”项下混合对照品溶液、供试品溶液、空白溶

液各1 μL，按“2.1”项下色谱与质谱条件进样测定，记录

色谱图，详见图 1。由图 1可知，艾司奥美拉唑钠、杂质

E、杂质Ⅰ、杂质Ⅳ色谱峰出峰时间分别为 4.45、3.00、

3.62、2.18 min，空白溶液在相应位置未见色谱峰出现，

对测定无干扰。

2.4 线性关系考察

取“2.2.1”项下各单一杂质贮备液适量，分别用30％

乙腈稀释，制成杂质E质量浓度分别为0.001 26、0.017 9、

0.029 1、0.038 1、0.044 80 μg/mL，杂质Ⅰ质量浓度分别

为0.001 34、0.022 6、0.029 4、0.038 42、0.045 2 μg/mL，杂

质Ⅳ质量浓度分别为 0.018 9、0.525 0、0.840 0、1.050 0、

1.260 0 μg/mL 的线性关系工作溶液，按“2.1”项下色谱

与质谱条件进样测定，记录峰面积。以各待测成分质量

浓度（x，μg/mL）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性

回归，回归方程与线性范围见表1。

表1 回归方程与线性范围

Tab 1 Regression equation and linear range

待测成分
杂质E

杂质Ⅰ
杂质Ⅳ

回归方程
y＝5×106x－1 633.5

y＝3×106x+1 648.6

y＝1×106x－49 107

r

0.994 7

0.992 8

0.991 4

线性范围，μg/mL

0.001 26 ～0.044 80

0.001 34～0.045 2

0.018 9～1.260 00

2.5 定量限与检测限考察

取“2.2.1”项下各单一杂质对照品溶液适量，倍比稀

释，按“2.1”项下色谱与质谱条件进样测定，以信噪比

10 ∶ 1、3 ∶ 1分别计算定量限、检测限。结果，杂质E、杂质

Ⅰ、杂质Ⅳ的定量限分别为 0.001 26、0.001 34、0.018 9

μg/mL，检测限分别为0.000 41、0.000 44、0.006 3 μg/mL。

2.6 精密度试验

取“2.2.1”项下混合对照品溶液（杂质E、杂质Ⅰ、

杂质Ⅳ质量浓度分别为 0.037 5 、0.037 5、1.0 μg/mL）

适量，按“2.1”项下色谱与质谱条件连续进样测定 6次，

记录峰面积。结果，杂质 E、杂质Ⅰ、杂质Ⅳ峰面积的

RSD 分别为 3.84％、3.94％、3.03％（n＝6），表明仪器精

密度良好。

2.7 稳定性试验

取“2.2.2”项下供试品溶液（批号：17090801x）适量，

分别于室温下放置 0、1、2、3、4 h时按“2.1”项下色谱与

质谱条件进样测定，记录峰面积。结果，杂质E、杂质Ⅰ、

杂质Ⅳ峰面积的 RSD 分别为 6.60％、6.40％、16.40％

（n＝5）。 另 取“2.2.2”项 下 供 试 品 溶 液（批 号 ：

17090801x）适量，分别于冷藏条件下放置0、1、2、3、4、5、

6 h时按“2.1”项下试验条件进样测定，记录峰面积。结

果，杂质 E、杂质Ⅰ、杂质Ⅳ峰面积的 RSD 分别为

6.51％、8.40％、21.62％（n＝7）。表明，杂质E和杂质Ⅰ

在室温下放置4 h和冷藏下放置6 h稳定性较好，杂质Ⅳ

在2种条件下均在放置1 h后峰面积明显减小，且随放置

时间延长峰面积明显下降，提示杂质Ⅳ的稳定性较差，

溶液应临用新制。

2.8 重复性试验

取样品（批号：17090801x）适量，按“2.2.2”项下方法

制备供试品溶液，共 6份，再按“2.1”项下试验条件进样

测定，记录峰面积并以外标法计算样品中各杂质的含
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图1 总离子流色谱图

Fig 1 TIC chromatograms
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量。结果，杂质 E、杂质Ⅰ、杂质Ⅳ的平均含量分别为

0.000 84％、0.000 22％、0.002 68％，RSD分别为 2.24％、

3.40％、1.80％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.9 加样回收率试验

精密称取已准确测定杂质含量的样品（批号：

17090801x），共9份，每份约50 mg，分别置于50 mL量瓶

中，加入一定量的单一杂质对照品溶液适量，按“2.2.2”项

下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱与质谱条件

进样测定，记录峰面积并以外标法计算加样回收率，结果

见表2。

表2 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 2 Results of recovery tests（n＝9）

待测
成分

杂质E

杂质Ⅰ

杂质Ⅳ

取样量，
μg

50 300

46 700

45 800

50 700

49 900

51 300

49 300

51 200

50 100

50 300

46 700

45 800

50 700

49 900

51 300

49 300

51 200

50 100

50 300

46 700

45 800

50 700

49 900

51 300

49 300

51 200

50 100

样品中杂质含量，
μg

0.272 4

0.252 9

0.248 0

0.274 5

0.270 2

0.277 8

0.267 0

0.277 2

0.271 3

0.066 0

0.061 3

0.060 1

0.066 5

0.065 5

0.067 3

0.064 7

0.067 2

0.065 7

1.385 7

1.286 5

1.261 7

1.396 7

1.374 7

1.413 2

1.358 1

1.410 5

1.380 2

加入量，
μg

1.442

1.456

1.428

1.620

1.530

1.515

2.240

2.260

2.180

1.568

1.498

1.414

1.666

1.836

1.717

2.240

2.140

2.180

44.800

52.000

50.400

65.000

64.000

62.000

79.200

76.800

75.600

测得量，
μg

1.725

1.596

1.638

1.696

1.731

1.757

2.451

2.326

2.317

1.478

1.553

1.440

1.595

1.775

1.705

2.319

2.085

2.149

41.071

52.820

51.218

66.012

65.481

62.127

77.344

79.642

78.134

加样回收率，
％

100.72

92.26

97.36

87.69

95.41

97.57

97.49

90.65

93.82

90.04

99.58

97.57

91.75

93.12

95.39

100.63

94.28

95.59

93.58

99.10

99.12

99.34

100.06

97.88

95.94

101.86

101.53

平均加样回收率，
％

94.77

95.33

98.71

RSD，
％

4.29

3.67

2.66

2.10 耐用性试验

2.10.1 色谱柱考察 取样品（批号：17090801x）适量，

按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱

与质谱条件[色谱柱分别为Phenomenex Kinetex C18（100

mm×2.1 mm，1.8 μm）、Agela VenusiL MP C18（100 mm×

2.1 mm，3 μm）、Waters BEH C18（50 mm×2.1 mm，1.7 μm）]

进样测定，记录峰面积并以外标法计算样品含量，结果

见表3。结果表明，当色谱柱发生一定程度变化时，本方

法能满足试验要求，提示其耐用性良好。

2.10.2 流动相考察 取样品（批号：17090801x）适量，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱与

质谱条件[流动相分别为水-乙腈（梯度洗脱）、0.01 mol/L

醋酸铵-乙腈（梯度洗脱）、0.05 mol/L醋酸铵-乙腈（梯度

洗脱）]进样测定，记录峰面积并以外标法计算样品含

量，结果见表 3。结果表明，当流动相一定程度波动时，

本方法能满足试验要求，提示其耐用性良好。

2.10.3 流速考察 取样品（批号：17090801x）适量，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱与

质谱条件（流速 0.15、0.20、0.25 mL/min）进样测定，记录

峰面积并以外标法计算样品含量，结果见表 3。结果表

明，当流速一定程度波动时，本方法能满足试验要求，提

示其耐用性良好。

2.10.4 柱温考察 取样品（批号：17090801x）适量，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱与

质谱条件（柱温 30、35、40 ℃）进样测定，记录峰面积并

以外标法计算样品含量，结果见表2。结果表明，当柱温

一定程度波动时，本方法能满足试验要求，提示其耐用

性良好。

2.11 样品中杂质含量测定

取 4批样品适量，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶

液，再按“2.1”项下色谱与质谱条件进样测定，平行测定

3次，记录峰面积并以外标法计算样品中杂质的含量，结

果见表4{表中，“＊”表示现行质量标准[2015年版《中国

药典》（二部）]规定杂质Ⅳ的限度为1.3％）}。

表3 耐用性试验结果

Tab 3 Results of durability tests

试验条件

色谱柱

流动相

流速

柱温

Phenomenex Kinetex C18（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）

Agela VenusiL MP C18（100 mm×2.1 mm，3 μm）

Waters BEH C18（50 mm×2.1 mm，1.7 μm）

水-乙腈（梯度洗脱）

0.01 mol/L醋酸铵-乙腈（梯度洗脱）

0.05 mol/L醋酸铵-乙腈（梯度洗脱）

0.15 mL/min

0.20 mL/min

0.25 mL/min

30 ℃
35 ℃
40 ℃

杂质E

含量，％
0.000 819

0.000 832

0.000 836

0.000 811

0.000 839

0.000 816

0.000 799

0.000 832

0.000 817

0.000 819

0.000 842

0.000 822

平均值，％
0.000 829

0.000 822

0.000 816

0.000 828

RSD，％
1.07

1.82

2.02

1.51

杂质Ⅰ
含量，％

0.000 212

0.000 221

0.000 232

0.000 219

0.000 236

0.000 207

0.000 211

0.000 223

0.000 217

0.000 201

0.000 218

0.000 226

平均值，％
0.000 222

0.000 221

0.000 217

0.000 215

RSD，％
4.52

6.60

2.76

5.94

杂质Ⅳ
含量，％
0.002 59

0.002 68

0.002 74

0.00279

0.002 69

0.002 77

0.002 65

0.002 71

0.002 76

0.002 71

0.002 76

0.002 64

平均值，％
0.002 67

0.002 75

0.002 707

0.002 703

RSD，％
2.83

1.92

2.03

2.23

··778
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3 讨论
杂质Ⅳ为降解氧化产物，该杂质易吸潮，吸潮后极

易变质，在溶液中稳定性较差，用常规的高效液相色谱

法进行有关物质检查耗时较长（大约1 h以上，不同色谱

柱略有差异）、重复性较差，加之杂质E和杂质Ⅰ在艾司

奥美拉唑钠样品中的含量较低[13-16]，因此常规的高效液

相色谱法的灵敏度不能满足试验要求，不能准确地检测

和控制样品的含量，故采用LC-MS/MS法测定杂质E、杂

质Ⅰ和杂质Ⅳ的含量。

杂质E为奥美拉唑氮氧化物，杂质Ⅰ为奥美拉唑砜

氮氧化物，2015年版《中国药典》（二部）未对二者进行控

制，目前也尚未有文献报道含量测定的方法。由于杂质

E 和杂质Ⅰ的分子结构中均含有 N→O，故二者均具有

一定的潜在基因毒性 [4-6]。按照 ICH 指导原则，对具有

基因毒性的杂质应严格控制，且要求杂质 E 和杂质Ⅰ

的含量均不得超过 0.003 75％，同时规定杂质Ⅳ的含量

不得超过 0.1％[5-6]。3种杂质均能在样品中检出，提示本

研究所建立的方法可行。样品中杂质E、杂质Ⅰ为基因

毒性杂质，两者含量均远远低于限值规定，在正常服用

量时不会对人体产生影响。

合适的分析方法能准确地分辨与测定有毒杂质的

含量，并综合药学、毒理学研究结果将其限度控制在一

个安全、合理的范围内，以保证药品的质量及安全性[17]。

由于 3个杂质与艾司奥美拉唑钠主成分的极性差别较

大，且3个杂质检测模式均采用负离子模式，而主成分采

用正离子模式检测（梯度洗脱），使得主成分在所有杂质

之后出峰。本研究中，无论是室温还是在低温条件下，

杂质E和杂质Ⅰ的稳定性均较好，杂质Ⅳ在放置 1 h后

峰面积明显下降，稳定性较差，提示样品溶液应临用

新制。

综上所述，该方法准确、快速、灵敏、专属性强，可用

于同时测定艾司奥美拉唑钠原料药及其制剂中杂质E、

杂质Ⅰ和杂质Ⅳ的含量。
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表4 样品中杂质含量测定结果（n＝3，，％％）

Tab 4 Results of content determination of impurities

in sample（n＝3，，％％）

批号
17090801x

17090802x

17090803x

PBTB

杂质E

0.000 83

0.000 21

0.000 14

0.000 81

RSD

3.15

4.38

5.22

2.34

杂质Ⅰ
0.000 22

0.000 09

0.000 07

0.000 02

RSD

3.98

4.62

3.59

3.22

杂质Ⅳ
0.002 68

0.004 03

0.002 19

0.420 78＊

RSD

2.98

3.51

4.25

1.98

··779


