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苹果酸卡博替尼苹果酸卡博替尼 44 种潜在基因毒性杂质含量测定种潜在基因毒性杂质含量测定**

王潞娜，王红芳，游蓉丽，宋小飞，宋荧荧，李 昆△

（山西振东制药股份有限公司，山西 长治 047100）
摘要摘要：：目的 建立同时测定苹果酸卡博替尼 4 种潜在基因毒杂质含量的高效液相色谱法。方法 色谱柱为 Agilent ZORBAX SB - C18
柱（250 mm × 4. 6 mm，5 µm），流动相为 10 mmol / L磷酸氢二钾溶液（用磷酸调 pH至 5. 5）-乙腈（梯度洗脱），流速为 1. 0 mL / min，检测波

长为 220 nm，柱温为 30 ℃，进样量为 20 µL。结果 杂质 A、B、C、D质量浓度分别在 0. 103 0～10. 300 0 µg / mL、0. 100 5～10. 050 0 µg / mL、
0. 104 0～10. 400 0 µg / mL、0. 100 4～10. 040 0 µg / mL范围内与峰面积线性关系良好（r = 1. 000 0）；定量限分别为 0. 103 0，0. 100 5，
0. 104 0，0. 100 4 µg / mL；检测限分别为 0. 030 9，0. 030 2，0. 031 2，0. 030 1 µg / mL；精密度、稳定性、重复性试验结果的 RSD 均小于

4. 0%；平均加样回收率分别为 97. 50%，94. 32%，100. 05%，97. 83%，RSD 分别为 1. 68%，3. 64%，2. 65%，1. 57%（n = 9）。结论 所建方

法操作简便，结果准确可靠，专属性强、重现性好，可用于苹果酸卡博替尼 4种潜在基因毒性杂质的质量控制。

关键词关键词：：苹果酸卡博替尼；基因毒性杂质；含量测定

Content Determination of Four Potential Genotoxic Impurities in Cabozantinib Malate
WANG Luna，WANG Hongfang，YOU Rongli，SONG Xiaofei，SONG Yingying，LI Kun

（Shanxi Zhendong Pharmaceutical Co.，Ltd.，Changzhi，Shanxi，China 047100）

AbstractAbstract：：Objective To establish high performance liquid chromatography method for simultaneous determination of four potential
genotoxic impurities in cabozantinib malate. Methods The chromatography column was Agilent ZORBAX SB - C18 column
（250 mm × 4. 6 mm，5 µm），the mobile phase was 10 mmol / L dipotassium hydrogen phosphate solution（pH adjusted to 5. 5
with phosphoric acid） - acetonitrile（gradient elution），the flow rate was 1. 0 mL / min，the detection wavelength was 220 nm，the
column temperature was 30 ℃ ，and the injection volume was 20 µL. Results The linear ranges of impurities A，B，C，and D were
in the range of 0. 103 0 - 10. 300 0 µg / mL，0. 100 5 - 10. 050 0 µg / mL，0. 104 0 - 10. 400 0 µg / mL，0. 100 4 - 10. 040 0 µg / mL，
respectively（r = 1. 000 0）. The limits of quantification were 0. 103 0，0. 100 5，0. 104 0，0. 100 4 µg / mL，respectively. The limit
of detection were 0. 030 9，0. 030 2，0. 031 2，0. 030 1 µg / mL，respectively. The RSDs of precision，stability and repeatability tests
were all lower than 4. 0%. The average recovery rates of the above four components were 97. 50%，94. 32%，100. 05%，97. 83%，with
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RSDs of 1. 68%，3. 64%，2. 65%，1. 57%（n = 9） respectively. Conclusion The established method is easy，accurate and reliable，
which can be used to control the quality of four potential genotoxic impurities in cabozantinib malate.
Key wordsKey words：：cabozantinib malate；genotoxic impurities；content determination

卡博替尼（CBZ）为多靶点酪氨酸激酶抑制剂

（TKI），主要通过抑制血管内皮生长因子受体（VEGFR）
和肝细胞生长因子受体（MET）［1 - 2］，抑制肿瘤增殖、转

移和血管生成［3 - 4］。METEOR试验［5 - 6］和 CABOSUN试

验［7］均证实了卡博替尼治疗囊性肾癌（RCC）的疗效，但

腹泻、疲劳、食欲下降、高血压等常见不良反应［8 - 11］可
能限制了其临床应用。卡博替尼是由Exelixis制药公司

开发的口服胶囊，具有生物利用度高、血脑屏障透过率

高和清除半衰期长等优点［12］，主要用于治疗进展性、转

移性甲状腺髓样癌（MTC）［13 - 14］及晚期RCC患者的一

线 /二线治疗［15 - 17］。起始物料对氨基苯酚制备过程中

产生的副产物在最终成品中仍有残留风险。为此，本研

究中拟建立高效液相色谱（HPLC）法测定苹果酸卡博

替尼中 4种潜在基因毒杂质，即杂质A（含硝基苯警示

结构）、杂质 B（含苯胺警示结构）、杂质 C（含硝基苯警

示结构）、杂质D（潜在工艺已知基因毒性杂质），以为临

床安全用药提供参考。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Agilent 1260型高效液相色谱仪，配有二极管阵列

检测器（美国Agilent公司）；TB - 215D型电子分析天平

（精度为 0. 1 mg）、PB - 10型 pH计，均购自北京赛多利

斯科学仪器有限公司；KQ - 500DB型数控超声波清洗

器（上海昆山市超声仪器有限公司）；Milli - Q® IQ 7000
型超纯和纯水净化系统（德国Merck公司）。

1. 2 试药

苹果酸卡博替尼（批号分别为 230701S、230801S、
231201S、240201S、240202S），杂质 A对照品（批号为

WRS - 2310 - 017，含量 100. 0%），杂质B对照品（批号

为WRS - 2310 - 016，含量 100. 0%），杂质C对照品（批

号为WRS - 2310 - 018，含量 99. 7%），杂质 D对照品

（批号为WRS - 2310 - 015，含量 99. 9%），均购自山西

振东制药股份有限公司；磷酸氢二钾、磷酸、甲醇、乙腈

均为色谱纯，水为超纯水。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色谱柱：Agilent ZORBAX SB - C18 柱（250 mm ×
4. 6 mm，5 µm）；流动相：10 mmol / L磷酸氢二钾（用磷

酸调 pH至 5. 5，A）-乙腈（B），梯度洗脱（程序见表 1）；

流速：1. 0 mL / min；检测波长：220 nm；柱温：30 ℃；进样

量：20 µL。

表1 梯度洗脱程序

Tab. 1 Gradient elution program

t（min）
0
5
35
42

A（%）

95
95
50
40

B（%）

5
5
50
60

t（min）
55
56
60

A（%）

40
95
95

B（%）

60
5
5

2. 2 溶液制备

取各杂质对照品约 10 mg，精密称定，置 10 mL容量

瓶中，加甲醇超声（功率 500 W、频率 40 kHz，下同）使溶

解，并定容，摇匀，即得单一杂质对照品贮备液；各精密

量取 0. 1 mL，置 10 mL容量瓶中，加甲醇定容，摇匀，即

得单一杂质对照品母液；各精密量取 1. 2 mL，置 10 mL
容量瓶中，加甲醇定容，摇匀，即得单一杂质对照品溶

液。取样品、杂质A、杂质B、杂质C及杂质D对照品各适

量，加甲醇超声使溶解，并稀释制成每1 mL含样品5 mg、
杂质A 0. 35 µg、杂质 B 1. 2 µg、杂质 C 0. 35 µg、杂质D
4. 2 µg的系统适用性溶液。称取样品约 50 mg，精密称

定，置 10 mL容量瓶中，加甲醇超声使溶解，并定容，摇

匀，即得供试品溶液。

2. 3 方法学考察

系统适用性试验：取上述系统适用性溶液、杂质B
对照品溶液、供试品溶液各适量，按 2. 1项下色谱条件

进样测定，记录色谱。结果 4种杂质与相邻杂质均能有

效分离。详见图1。
线性关系考察：分别精密量取 2. 2项下单一杂质对

照品溶液适量，加流动相定容，摇匀，制成系列混合对

照品溶液。精密量取 20 µL，按 2. 1项下色谱条件进样测

定，记录峰面积。以待测成分质量浓度（X，µg / mL）为横

坐标、峰面积（Y）为纵坐标进行线性回归。结果见表2。
定量限与检测限考察：分别精密量取 2. 2项下系统

适用性溶液适量，倍比稀释，并按 2. 1项下色谱条件进

样测定，以信噪比为 10︰1、3︰1时的质量浓度分别记作

定量限、检测限。结果见表2。
精密度试验：取2. 2项下供试品（批号230701S）溶液适

量，按2. 1项下色谱条件，在不同日期下，采用不同仪器，

又不同人员连续进样测定 6次，记录峰面积。结果，杂质

A、C、D均未检出，杂质B峰面积的RSD为3. 72%（n = 6），

表明方法精密度良好。

稳定性试验：取 2. 2项下供试品（批号230701S）溶
液适量，分别于室温下放置 0，2，4，6，8，12，16，20，24，
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1. 杂质A 2. 杂质B 3. 杂质C 4. 杂质D
A. 系统适用性溶液 B. 对照品溶液 C. 供试品溶液

图1 高效液相色谱图

1. Impurity A 2. Impurity B 3. Impurity C 4. Impurity D
A. System suitability solution B. Reference solution C. Test solution

Fig. 2 HPLC chromatograms

A B C
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2

28，32，36，40，44，48 h时按 2. 1项下色谱条件进样测

定，记录峰面积。结果杂质A、C、D均未检出，杂质 B峰

面积的RSD为 3. 70%（n = 15），表明供试品溶液在室温

放置48 h内基本稳定。

重复性试验：称取样品（批号230701S）适量，精密

称定，各 6份，按 2. 2项下方法制备供试品溶液，再按

2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算含量。

结果杂质 A、C、D均未检出，杂质 B峰面积平均值为

0. 001 4%，RSD为3. 70%（n = 6），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取已知含量样品（批号230701S）适量，

共9份，分别加入低、中、高质量浓度的待测成分对照品溶

液，按2. 2项下方法制备供试品溶液，再按 2. 1项下色谱

条件进样测定，记录峰面积并计算加样回收率。结果

见表3。
耐用性试验：取对照品及样品各适量，按 2. 2项下

方法制备系统适用性溶液、供试品溶液，通过改变柱温

（± 2 ℃）、流速（± 0. 2 mL / min）、波长（± 2 nm）、流动

表2 线性关系及定量限、检测限考察结果

Tab. 2 Results of the linear relation test，LOQ and LOD investi⁃
gation

待测成分

杂质A
杂质B
杂质C
杂质D

回归方程

Y1 = 52. 038 71 X1 - 0. 514 73
Y2 = 32. 076 47 X2 + 0. 126 35
Y3 = 48. 513 65 X3 + 0. 370 78
Y4 = 50. 649 14 X4 - 0. 468 94

线性范围

（µg / mL）
0. 103 0～10. 300 0
0. 100 5～10. 050 0
0. 104 0～10. 400 0
0. 100 4～10. 040 0

r

1. 000 0
1. 000 0
1. 000 0
1. 000 0

定量限

（µg / mL）
0. 103 0
0. 100 5
0. 104 0
0. 100 4

检测限

（µg / mL）
0. 030 9
0. 030 2
0. 031 2
0. 030 1

表3 加样回收试验结果（n = 9）
Tab. 3 Results of the recovery test（n = 9）

待测成分

杂质A

杂质B

取样量（g）
0. 050 17
0. 050 16
0. 050 38
0. 050 31
0. 050 28
0. 050 30
0. 050 42
0. 050 21
0. 050 45
0. 050 17
0. 050 16
0. 050 38
0. 050 31
0. 050 28
0. 050 30
0. 050 42
0. 050 21
0. 050 45

样品含量（µg）
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

0. 612 5
0. 612 4
0. 615 1
0. 614 2
0. 613 8
0. 614 1
0. 615 6
0. 613 0
0. 615 9

加入量（µg）
1. 05
1. 05
1. 05
3. 51
3. 51
3. 51
5. 27
5. 27
5. 27
3. 61
3. 61
3. 61
12. 05
12. 05
12. 05
18. 07
18. 07
18. 07

测得量（µg）
1. 02
1. 04
1. 01
3. 48
3. 47
3. 47
4. 97
5. 11
5. 11
3. 75
3. 85
3. 88
12. 50
12. 54
12. 51
17. 55
17. 81
18. 07

加样回收率（%）

97. 14
99. 05
96. 19
99. 15
98. 86
98. 86
94. 31
96. 96
96. 96
86. 91
89. 68
90. 44
98. 64
98. 97
98. 72
93. 72
95. 17
96. 59

X（%）

97. 50

94. 32

RSD（%）

1. 68

3. 64

待测成分

杂质C

杂质D

取样量（g）
0. 050 17
0. 050 16
0. 050 38
0. 050 31
0. 050 28
0. 050 30
0. 050 42
0. 050 21
0. 050 45
0. 050 17
0. 050 16
0. 050 38
0. 050 31
0. 050 28
0. 050 30
0. 050 42
0. 050 21
0. 050 45

样品含量（µg）
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

加入量（µg）
1. 10
1. 10
1. 10
3. 66
3. 66
3. 66
5. 49
5. 49
5. 49
12. 92
12. 92
12. 92
43. 05
43. 05
43. 05
64. 58
64. 58
64. 58

测得量（µg）
1. 12
1. 14
1. 13
3. 67
3. 68
3. 68
5. 26
5. 30
5. 41
12. 52
12. 65
12. 62
42. 88
42. 81
42. 86
61. 47
62. 19
63. 23

加样回收率（%）

101. 82
103. 64
102. 73
100. 27
100. 55
100. 55
95. 81
96. 54
98. 54
96. 90
97. 91
97. 68
99. 61
99. 44
99. 56
95. 18
96. 30
97. 91

X（%）

100. 05

97. 83

RSD（%）

2. 65

1. 57

注：ND为未检出。

Note：ND indicates no detected.
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相起始比例（ ± 1%）、盐浓度（ ± 2 mmol / L）、流动相A
pH（± 0. 1）、不同品牌色谱柱（另选取同规格Agela Ve⁃
nusil MP C18柱，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰

面积。结果柱温、流速、波长、流动相起始比例、盐浓度、

流动相A pH、色谱柱发生一定程度变化时，本方法能满

足试验要求，表明耐用性良好。

2. 4 样品含量测定

取样品各适量，分别按 2. 2项下方法制备供试品溶

液，再按 2. 1项下色谱条件进样测定，平行测定 4次，记

录峰面积并计算样品含量。结果杂质A、C、D均未检出，

杂质 B含量分别为 0. 001 3%，0. 001 4%，0. 001 3%，

0. 001 2%。

3 讨论

3. 1 杂质限度制订依据

本研究中待测成分为起始物料及中间体中理论残

留杂质，残留风险较小，但均为基因毒性杂质，考虑其

限度较低，成品需进一步控制其残留量。

基因毒杂质A、C，均按毒理学关注阈值（TTC）法计

算杂质限度：该制剂最大日剂量为 140 mg，为非终身服

药，按 1～10年服用周期计，TTC为 10 µg / d，最大日剂

量140 mg计算，潜在毒性限度为（10 µg / d）÷（140 mg / d）=
0. 007%；基因毒杂质B［ICH M7中明确其允许日暴露量

（PDE）为34 µg / d］，按苹果酸卡博替尼最大日用剂量

140 mg计算，可接受限度为（34 µg / d）÷（140 mg / d）=
0. 024%；杂质D，ICH M7中明确其PDE为 117 µg / d，按
CBZ - API最大日用剂量 140 mg / d计算，可接受限度

为（117 µg / d）÷（140 mg / d）= 0. 084%。

3. 2 流动相 A pH 选择

调节流动相 A的 pH分别为 5. 3，5. 4，5. 5，5. 6，
5. 7，结果显示：1）当 pH为 5. 3时，溶剂峰干扰杂质A检

测，杂质B与相邻未知杂质未达到基线分离，未达到基

线分离；2）随着 pH的升高溶剂峰与杂质A、杂质B与相

邻未知杂质间的分离度逐渐增大（pH为 5. 4时达到基

线分离，分离度 > 1. 5），但当 pH升高到一定值时分离

度均逐渐降低（pH为 5. 7时分离度逐渐降低且低于

1. 5）；3）考虑到耐用性试验，色谱条件参数微小变动的

考察，最终选择流动相A的pH为5. 5。
3. 3 检测波长选择

采用DAD对各杂质进行全波长扫描，杂质A、B、C、
D最大吸收波长均在 200～394 nm范围内，因此每隔一

段吸收波长统计目标杂质的信噪比，选择各杂质响应

较强的波长作为检测波长，结果显示，4个杂质在不同

波长下响应值存在差异，但在 220 nm波长处，各杂质响

应值最大，同时结合灵敏度试验综合考虑，最终采用

220 nm作为检测波长。

3. 4 方法评价

本研究中所建立的方法操作简便，结果准确可靠，

专属性强、重现性好，可用于苹果酸卡博替尼 4种基因

毒性杂质的质量控制。
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