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摘 要：依据 ICH M7指导原则，采用Nexu2. 7. 0预测软件对阿普米司特中 4种杂质进行潜在致突变性预测，

结果均为阳性，归为 3 类。建立了超高效液相色谱-三重四极杆质谱联用法同时测定阿普米司特中 APST-
ZZ1、APST-ZZ4、APST-ZZ6及APST-ZZ7 4种潜在基因毒性杂质。阿普米司特以 0. 1%甲酸水溶液-乙腈（90∶
10）为溶剂溶解后，采用 ACQUITY UPLC HSS T3（100 mm×2. 1 mm，1. 8 μm）色谱柱分离，以 0. 1%甲酸水溶

液-乙腈为流动相进行梯度洗脱，流速为 0. 3 mL/min，柱温 40 ℃，进样量 10 μL，在电喷雾负离子（ESI-）扫描

方式下，以多反应离子监测（MRM）模式进行检测。结果表明，阿普米司特中上述 4种杂质均具有良好的线性

关系，相关系数（r）不小于 0. 999 5，检出限为 0. 001 0~0. 002 5 mg/kg，定量下限为 0. 004 8~0. 005 0 mg/kg，
平均回收率为 90. 7%~109%，相对标准偏差（RSD）为 0. 50%~5. 8%。该方法操作简单，检测时间短，准确可

靠，灵敏度高，可用于阿普米司特中4种潜在基因毒性杂质的同时测定。
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Abstract：According to ICH M7，Nexu2. 7. 0 was used to predict the potential mutagenicity of four 
impurities in apremilast，and the results were all positive and were classified into Class 3.  An ultra 
high performance liquid chromatography-triple quadrupole mass spectrometric（UPLC-MS/MS） meth⁃
od was developed for determination of four potential genotoxic impurities， including APST-ZZ1，
APST-ZZ4，APST-ZZ6 and APST-ZZ7， in apremilast.  The apremilast was dissolved with 0. 1% 
formic aqueous-acetonitrile（90∶ 10）， and then separated on an ACQUITY UPLC HSS T3（100　
mm×2. 1 mm，1. 8 μm） column by gradient elution using 0. 1% formic aqueous-acetonitrile as mo⁃
bile phases at a flow rate of 0. 3 mL/min，a column temperature of 40 ℃，and an injection volume of 
10 μL.  The detection of analytes was performed in the negative electrospray ionization mode（ESI-） 
under multiple reaction mode.  As a result， the calibration curves of the four impurities all showed 
good linearity，with their correlation coefficients（r） not less than 0. 999 5.  The limits of detection
（S/N=3） of the method were 0. 001 0-0. 002 5 mg/kg，and the limits of quantitation（S/N=10） of the 
method were 0. 004 8-0. 005 0 mg/kg， respectively.  The average recoveries of the four impurities 
were 90. 7%-109% and the relative standard deviations（RSDs） were 0. 50%-5. 8%， respectively.  
This method has the advantages of simple operation，short detection time，accurate，reliable，high 
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sensitivity，and could be used for the simultaneous detection of four potential genotoxic impurities in 
apremilast.
Key words： apremilast； ultra high performance liquid chromatography-triple quadrupole mass 
spectrometry；potential genotoxic impurity；ICH M7
阿普米司特（Apremilast）是首个口服磷酸二酯酶-4（PDE4）抑制剂，用于类风湿性关节炎及银屑病治

疗［1］。PDE4能促进环磷酸腺苷（cAMP）水解为单磷酸腺苷（AMP），cAMP是调节炎症反应的重要第二信

使。抑制PDE4可阻止 cAMP水解为AMP，从而导致细胞内 cAMP水平升高，并影响多个下游通路。阿

普米司特的作用机制是通过靶向抑制PDE4，实现血清细胞因子水平调节，从而实现抑制免疫和炎症反

应［2］。基于阿普米司特对免疫系统的调控机制，近年来大量研究报道了对阿普米司特说明书标示适应

症之外的应用开发，例如特异反应性皮炎、斑秃、口疮性口炎、大疱性表皮松解症、多形性红斑、化

脓性汗腺炎、白塞病、急性呼吸窘迫综合征、LPS诱导的肺损伤等［2-4］。由于其在相关治疗领域的巨大

潜力，阿普米司特片成为各大制药公司争相仿制的品种。

基因毒性杂质因在较低剂量即可造成DNA损伤，进而导致DNA突变的作用机制，具有诱发癌症的

风险，近年来成为药品的重要质量控制目标［5-7］。针对基因毒性杂质的评价及控制策略，美国食品与药

品管理局（FDA）、人用药品注册技术要求国际协调会（ICH）及欧洲药品局（EMEA）均发布了相关指导原

则，为新药中基因毒性杂质的控制提供了依据。基于阿普米司特制备工艺对其杂质谱进行分析，其起

始物料可能会引入杂质 3-硝基邻苯二甲酸（APST-ZZ1）、2-（甲氧基羰基）-3-硝基苯甲酸（APST-ZZ4）、

2-（乙氧基羰基）-6-硝基苯甲酸（APST-ZZ6）、2-（乙氧基羰基）-3-硝基苯甲酸（APST-ZZ7），由结构式（图

1）可知，各杂质均含有警示结构硝基苯，可能具

有潜在基因毒性。由于阿普米司特在治疗自身免

疫性疾病领域具有巨大潜力，基因毒性杂质研究

成为该品种质量控制的重点，但关于阿普米司特

中基因毒性杂质的研究及控制暂无文献报道。因

此有必要对各杂质的潜在致突变性进行评估，并

开发一种稳定灵敏的方法用于阿普米司特中潜在

基因毒性杂质的检测。

本文根据 ICH M7指导原则［8］，采用（定量）构-效关系（（Q）SAR）方法对上述 4种杂质进行潜在致突

变性评估，建立了超高效液相色谱-三重四极杆质谱联用法检测阿普米司特中的潜在基因毒性杂质，

并制定合理的控制策略，以提高阿普米司特的质量控制水平。

1 实验部分 
1. 1　仪器与试剂　

Waters Xevo TQ-S 型超高效液相色谱-三重四极杆质谱联用仪，配有电喷雾离子源（ESI）（美国

Waters Corporation）；富科斯全自动稀释仪（上海富科斯分析仪器有限公司）；Mettler XPE105DR型分析

天平（瑞士Mettler-Toledo LLC，十万分之一）。

杂质 APST-ZZ1、APST-ZZ4、APST-ZZ6、APST-ZZ7（纯度均大于 98%，石药集团中奇制药技术

（石家庄）有限公司）；甲醇、乙腈（色谱级，德国Merck公司）；甲酸（色谱级，阿拉丁试剂有限公司）。

1. 2　溶液制备　
对照品溶液：：称取APST-ZZ1、APST-ZZ4、APST-ZZ6、APST-ZZ7各杂质对照品适量，精密称定，

加 0. 1%甲酸水溶液-乙腈（90∶10）溶解并稀释成质量浓度分别约为 25 ng/mL的溶液，作为杂质对照品

溶液。

供试品溶液：取阿普米司特约10 mg，精密称定，加0. 1%甲酸水溶液-乙腈（90∶10）溶解并稀释成

质量浓度为1. 0 mg/mL的溶液，摇匀，即得。

1. 3　色谱条件　
ACQUITY UPLC HSS T3（100 mm×2. 1 mm，1. 8 μm）色谱柱，柱温为 40 ℃，流动相 A 为 0. 1%甲酸

图1　阿普米司特中潜在基因毒性杂质的结构式
Fig. 1　The structures of the potential genotoxic impurities in 

apremilast
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水溶液（取 1 mL甲酸，加 1 000 mL超纯水得到），B为乙腈；流速为 0. 3 mL/min。梯度洗脱：0~4 min，
10% B；4~12 min，10%~80% B；12~13 min，80%~10% B；13~15 min，10% B，进样体积10 μL。
1. 4　质谱条件　

离子源：电喷雾离子源（ESI），扫描模式：多反应离子监测（MRM）扫描，负离子模式；离子源温

度：150 ℃，脱溶剂气温度：500 ℃，毛细管电压：2. 80 kV，定量方法：外标法。各杂质的质谱参数

见表1。

2 结果与讨论 
2. 1　潜在致突变性预测　

根据 ICH M7，对于无法从数据库及文献中获得数据进行分类的杂质，需采用两种互补的（Q）SAR
预测方法预测其致突变性，并进行分类，一种方法应基于专家知识规则，另一种方法应基于统计学［8］。

采用Nexus 2. 7. 0，基于两种方法结合 ICH M7分类模型对上述 4个杂质进行预测，结果如表 2所示。两

种软件对4种杂质的预测结果均为阳性，且均归为3类，表明杂质具有潜在的致突变性。

2. 2　杂质限度制定依据　
目前 4种杂质的毒性数据暂无相关数据库收载，也无文献报道，根据 ICH M7，基于毒理学关注阈

值（TTC）计算可接受摄入量时，单个致突变杂质每人每天摄入 1. 5 μg时其风险可忽略，即终生暴露情

况下理论的患癌风险小于十万分之一，TTC方法一般用于长期治疗用（>10年）药物中存在且无致癌性数

据（2类和 3类）的致突变杂质［8］。上述 4种杂质经评估为 3类杂质，因此可基于 TTC计算控制限度。根

据阿普米司特片说明书，其日最大允许服用剂量为 60 mg，由此计算上述 4个潜在基因毒性杂质的限度

均为0. 025 mg/kg。
2. 3　质谱条件优化　

三重四极杆质谱是空间串联的多级质谱分析技术，其多反应监测模式可在复杂基质中监测特定待

测物，具有灵敏度高、重复性好等特性［9］。本研究中需同时监测药品中多个潜在基因毒性杂质，因此

高效液相色谱-三重四极杆质谱联用技术成为最佳选择。常用离子源多为电喷雾离子源和大气压化学

电离源（APCI）［10-16］，其中ESI源通过电喷雾电离过程将溶液中的分子转化成气相离子，进行质谱分析，

是一种软电离技术，对分子结构破坏较小，主要用于强极性、不易挥发及热不稳定的化合物［17-18］。

APCI源是将被分析物通过加热以及雾化气体汽化，通过电晕针高压放电与喷嘴中喷出的反应气体发生

一系列碰撞反应，生成带电离子，进行质谱分析，主要用于极性较弱的化合物［19］。本研究的 4个杂质

均为极性较强且不易挥发的化合物，因此选用ESI源作为电离源。

配制 10 μg/mL的 4种杂质对照品溶液，分别在正离子模式及负离子模式下进行一级全扫描，结果

显示，各杂质在正离子模式下无稳定的分子离子流。而在负离子模式下，可以监测到各杂质稳定的分

表1　各杂质的保留时间及质谱参数
Table1　Retention time and mass spectrum parameters of the impurities

Compound
APST-ZZ1
APST-ZZ4
APST-ZZ6
APST-ZZ7

Retention time/min
5. 22
7. 52
7. 08
8. 30

Parent ion（m/z）
210. 0
224. 1
194. 1
238. 0

Daughter ion（m/z）
122. 1
122. 0
106. 0
122. 0

Cone voltage/V
22
26
38
22

Collision energy/V
14
14
16
14

表2　潜在致突变性预测结果
Table 2　The prediction results of the potential mutagenicity of the impurities

Impurity
APST-ZZ1
APST-ZZ4
APST-ZZ6
APST-ZZ7

Derek prediction Sarah prediction Experimental data
Carc/Ames：Unspecified
Carc/Ames：Unspecified
Carc/Ames：Unspecified
Carc/Ames：Unspecified

Similarity to API
Aler（s） not found inAPI
Aler（s） not found inAPI
Aler（s） not found inAPI
Aler（s） not found inAPI

Overall in silico
Positive
Positive
Positive
Positive

ICH M7 class
Class 3
Class 3
Class 3
Class 3
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子离子流，因此采用负离子扫描模式。通过质谱 IntellStart功能对毛细管电压、碰撞电压、锥孔电压、

脱溶剂气温度等质谱参数进行自动优化，最终建立各杂质的质谱参数如表1所示。

2. 4　色谱条件优化　

2. 4. 1　色谱柱的选择　根据化合物的结构特点，比较了 3种不同型号色谱柱 ACQUITY UPLC HSS T3
（100 mm×2. 1 mm，1. 8 μm）（A）、ACQUITY UPLC BEH（100 mm×2. 1 mm，1. 7 μm）（B）、ACQUITY 
UPLC CHS Fluoro-phenyl（100 mm×2. 1 mm，1. 7 μm）（C）对 4 种杂质的分离效果（见图 2）。结果表明，

色谱柱B对 4种杂质的保留较弱，且APST-ZZ6和APST-ZZ7未完全分离；色谱柱C对杂质的保留较强，

在 12 min 内未能完全洗脱；色谱柱 A 对 4种杂质的分离效果较优，在 12 min 内可将各杂质洗脱完全。

综合分析最终选择以ACQUITY UPLC HSS T3（100 mm×2. 1 mm，1. 8 μm）为色谱柱。

2. 4. 2　流动相的选择　对比了分别以 0. 1%甲酸水溶液、0. 1%氨水溶液、5 mmol/L乙酸铵水溶液作为

流动相A，乙腈为流动相B时 4种杂质的分离及峰形情况。结果表明，以 0. 1%氨水溶液为流动相A时，

各杂质的保留时间均集中在 1 min内，且APST-ZZ6的峰形较差；以 5 mmol/L乙酸铵水溶液作为流动相

A时，各杂质的峰形均较差，且峰响应降低；以 0. 1%甲酸水溶液为流动相A时，各杂质的峰形、保留

行为及分离度均较优。因此，最终选择以 0. 1%甲酸水溶液为流动相A，在此基础上经反复优化梯度洗

脱程序，使各杂质获得了最佳的分离效果，且可在15 min内完成检测。

2. 4. 3　柱温的选择　在选定的色谱柱及流动相条件下，杂质 APST-ZZ1有拖尾现象，将色谱柱温由

30 ℃提高至40 ℃，拖尾现象得到改善，且提高了方法的检测灵敏度。

综上，最终确定的色谱分离条件如“1. 3”所示。在该条件下各杂质的峰形良好且灵敏度高，分离

度均满足要求（见图3）。

图2　不同色谱柱分离得到的对照品溶液中各杂质的总离子流图
Fig. 2　Total ion chromatograms（TIC） of impurities in standard solution separated by different columns
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2. 5　线性范围、检出限及定量下限　
称取 4 种杂质对照品各适量，加入溶剂稀释成各杂质的质量浓度分别为 5、10、12. 5、25. 0、

50. 0 ng/mL系列溶液，采用本方法进行测定，以峰面积为纵坐标，以质量浓度为横坐标绘制标准曲线。

并以信噪比（S/N）为 10 时对应的质量浓度为定量下限（LOQ），S/N 为 3 时对应的质量浓度为检出限

（LOD）。由表 3可知，4种杂质的线性关系良好（r≥0. 999 5），检出限为 0. 001 0~0. 002 5 mg/kg，定量下

限为0. 004 8~0. 005 0 mg/kg，灵敏度较高，满足杂质测定要求。

2. 6　准确度　
取不含各杂质的空白样品，分别添加 LOQ、100%限度、150%限度水平的各杂质标准溶液进行加

标回收率实验，每个浓度水平各测定 3份。由表 4可知，APST-ZZ1、APST-ZZ4、APST-ZZ6、APST-
ZZ7 的平均回收率分别为 90. 7%~109%、92. 4%~102%、99. 3%~101%、91. 8%~96. 5%，相对标准偏差

（RSD）分别为 1. 1%~2. 8%、1. 3%~1. 6%、3. 2%~5. 8%、0. 50%~3. 8%，方法准确，满足潜在致突变杂质

的测定要求。

2. 7　溶液稳定性及重复性　
称取各杂质对照品及本品供试品适量，加入溶剂溶解并稀释成含各杂质分别约为 25 ng/mL，含阿

普米司特约 1. 0 mg/mL的混合溶液，作为加标供试品溶液。分别于 0、4、8、12、18、24 h进样分析，

结果显示，杂质 APST-ZZ1、APST-ZZ4、APST-ZZ6、APST-ZZ7 的峰面积 RSD 分别为 2. 8%、2. 6%、

5. 5%、4. 5%，表明该溶液在室温下放置 24 h内稳定。按照上述方法平行配制 6份加标供试品溶液，分

图3　对照品溶液中杂质APST-ZZ1（A）、APST-ZZ4（B）、APST-ZZ6（C）及APST-ZZ7（D）的总离子流图
Fig. 3　Total ion chromatograms（TIC） of impurity APST-ZZ1（A），APST-ZZ4（B），APST-ZZ6（C） and APST-ZZ7（D） 

in standard solution

表3　各杂质的线性范围、定量下限及检出限
Table 3　The linearity ranges，LOQ and LOD of imputities

Compound
APST-ZZ1
APST-ZZ4
APST-ZZ6
APST-ZZ7

Linear range/（ng·mL-1）
5. 03~50. 29
4. 77~47. 72
4. 92~49. 24
5. 00~49. 99

Linear equation
y=2 600. 3x-501. 36
y=788. 5x+ 434. 52
y=207. 15x-60. 449

y=4 195. 8x+ 6 025. 1

Correlation coefficient（r）
0. 999 7
0. 999 5
0. 999 6
0. 999 6

LOQ/（mg·kg-1）
0. 005 0
0. 004 8
0. 004 9
0. 005 0

LOD/（mg·kg-1）
0. 002 5
0. 001 6
0. 002 5
0. 001 0

表4　阿普米司特中各杂质的回收率及相对标准偏差
Table 4　Recoveries and relative standard deviations（RSDs） of the impurities in apremilast

Compound
APST-ZZ1

APST-ZZ4

APST-ZZ6

APST-ZZ7

Added/（ng·mL-1）
5. 29

25. 15
37. 72
4. 77

23. 86
35. 79
4. 92

24. 62
36. 93
5. 00

25. 00
37. 49

Found/（ng·mL-1）
4. 42，4. 60，4. 66

27. 03，26. 61，26. 18
40. 65，41. 45，41. 30

4. 35，4. 41，4. 46
24. 41，24. 01，24. 77
35. 23，35. 77，34. 76

5. 08，5. 01，4. 56
25. 23，25. 53，24. 03
35. 25，39. 29，36. 72

4. 77，4. 57，4. 43
24. 49，23. 97，23. 92
35. 52，35. 56，35. 79

Recovery/%
87. 9，91. 4，92. 6

107，106，104
108，110，109

91. 2，92. 4，93. 5
102，101，104

98. 4，99. 9，97. 1
103，102，92. 7
102，104，97. 6

95. 4，106，99. 4
95. 4，91. 4，88. 6
98. 0，95. 9，95. 7
94. 7，94. 8，95. 5

Average recovery/%
90. 7
106
109

92. 4
102

98. 5
99. 3
101
100

91. 8
96. 5
95. 0

RSD/%
2. 8
1. 6
1. 1
1. 3
1. 6
1. 5
5. 8
3. 2
5. 6
3. 8
1. 4

0. 50
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别进样分析，测得各杂质的峰面积RSD分别为3. 2%、1. 8%、3. 3%、1. 7%，表明方法重复性良好。

2. 8　样品检测　
取 9 批阿普米司特原料药及 9 批阿普米司特片产品，按照“1. 2”方法配制供试品溶液，按照

“1. 3”和“1. 4”条件进样测定，采用外标法计算各杂质含量。结果显示，各批次样品中均未检出上述

4种潜在基因毒性杂质，表明阿普米司特原料药的制备工艺可有效清除杂质，且不会引入到阿普米司

特片产品中。

3 结 论 
本文建立了检测阿普米司特中 4种潜在基因毒性杂质的超高效液相色谱-三重四极杆质谱联用法。

该方法专属性良好、灵敏度高、准确可靠，满足基因毒性杂质的控制要求。为阿普米司特原料中基因

毒性杂质研究提供了可靠的检测方法。采用所建方法对本公司生产的多批次阿普米司特原料以及阿普

米司特片进行检测，均未检出各杂质，表明阿普米司特原料药的制备工艺可有效清除各杂质，且不会

引入到阿普米司特片产品中，风险可控。
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