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摘要　目的：建立测定呋塞米及其片剂中遗传毒性杂质糠醛的方法，通过对测定结果进行分析和评估，为国
家药品监管提供参考，保障用药安全。方法：采用十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂的色谱柱，以磷酸溶液－
乙腈为流动相进行梯度洗脱，检测波长为２７６ｎｍ，对方法进行验证并测定６批呋塞米和１４８批呋塞米片中
的糠醛含量。结果：糠醛的检测限为４ｎｇ·ｍＬ－１，定量限为１２ｎｇ·ｍＬ－１；在００１２０～０６０２３μｇ·ｍＬ－１

范围内线性关系良好（ｒ＝１０００）；原料药及片剂中糠醛的平均回收率分别为９９４％（ＲＳＤ＝０９９％）和
１０１４％（ＲＳＤ＝１３％）。所有批次的原料药及片剂样品中均检出糠醛，使用企业Ｉ原料药的片剂中糠醛含
量明显高于使用企业Ｈ原料药的片剂。结论：本方法专属性强，灵敏度高，准确度好，可用于呋塞米及其片
剂中杂质糠醛的测定。通过对测定结果进行分析和对糠醛来源及控制策略进行讨论，为实现对呋塞米片的

质量控制打下基础。
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ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

　　呋塞米（ｆｕｒｏｓｅｍｉｄｅ）是１种强效利尿药，主要用
于水肿性疾病、高血压、高血钾症等疾病的治疗，

１９６９年于我国上市以来，临床应用广泛［１］。呋塞米

片作为国家基本药物，是 ２０２２年国家药品抽检品
种，本次共收集到１４８批呋塞米片样品，涉及７个生
产企业，规格均为２０ｍｇ。国家药品抽检是我国规模
最大，层级最高，涉及面最广的对上市药品进行监管

的重要技术手段，在品种选择、样品量、检验技术及

人员等方面具有显著优势，在提升药品质量，促进医

药高质量发展中发挥着重要作用［２－３］。

呋塞米的合成路线有多种，糠胺是其合成中重

要的起始物料［４］。糠胺是糠醛的氮衍生物，糠醛经

胺化还原反应生成糠胺［５］。赵亚男等［６］采用高效液

相色谱法在呋塞米及其制剂中检测出糠醛。糠醛含

有遗传毒性杂质警示结构（醛基），具有遗传毒性风

险［７］。相对于普通杂质，遗传毒性杂质的安全阈值

较低，在很低的浓度下即可能产生致癌风险，因此对

其控制要求更加严格。２０１４年，人用药品注册技术
要求国际协调会议（ＩＣＨ）在欧洲药品管理局（ＥＭＡ）
和美国食品药品监督管理局（ＦＤＡ）的基础上，颁布
了Ｍ７指导原则，最新一版的《Ｍ７（Ｒ２）：评估和控制
药物中ＤＮＡ反应性（致突变）杂质以限制潜在致癌
风险》［８］于２０２３年正式实施。由于遗传毒性杂质通
常以痕量的形式存在于药品中，对分离检测技术的

要求较高，故遗传毒性杂质的检测方法也逐渐

增多［９－１０］。

呋塞米质量标准在 ２０２０年版《中华人民共和
国药典》二部、ＵＳＰ４３、ＥＰ１１０和 ＪＰ１８中均有收
载，但各国标准中均未收载糠醛检查项。本研究建

立了 ＨＰＬＣ法，对收集到的１４８批呋塞米片及６批
原料药进行糠醛测定，结果所有批次的样品中均检

出糠醛，且片剂中的糠醛含量呈现出明显的原料药

来源相关性。本文通过对测定结果进行分析和风

险评估，提出了关于制定糠醛控制策略的建议，为

呋塞米原料药及片剂的生产及质量控制提供

参考。

１　仪器与试药
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０高效液相色谱仪（紫外检测器，四

元泵，自动进样器，Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＭｅｔｔｌｅｒＸＳ２０５型百
万分之一电子天平（Ｍｅｔｔｌｅｒ－Ｔｏｌｅｄｏ公司）；Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
超纯水机（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。

糠醛对照品（批号 Ｉ８１８５００，含量９７０５％）购买
于ＴＲＣ公司。乙腈为色谱纯，磷酸为分析纯（广州化
学试剂厂），水为超纯水。

样品为２０２２年国家药品抽检中收集到的来自７
家企业的１４８批呋塞米片及调研收集到的２个企业
各３批原料药。企业Ａ～Ｇ为片剂生产企业，企业Ｈ
和企业 Ｉ为原料药生产企业，其中企业Ａ～Ｅ的原料
药购自企业 Ｈ，企业 Ｆ和企业 Ｇ的原料药购自
企业Ｉ。
２　方法与结果
２１　色谱条件

采用ＫｒｏｍａｓｉｌＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色
谱柱，以磷酸溶液（取水１０００ｍＬ，用磷酸调节ｐＨ至
２６）（Ａ）－乙腈（Ｂ）为流动相，梯度洗脱（见表１），
检测波长 ２７６ｎｍ，流速 １０ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量
２０μＬ，柱温３５℃。

表１　梯度洗脱程序
Ｔａｂ１　Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅ

时间

（ｔｉｍｅ）／ｍｉｎ

流动相比例（ｒａｔｉｏｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）／％

Ａ Ｂ

０～８ ７５ ２５

８～９ ７５～２５ ２５～７５

９～２０ ２５ ７５

２０～２１ ２５～７５ ７５～２５

２１～３０ ７５ ２５
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２２　溶液配制
２２１　对照品溶液　精密称取糠醛对照品适量，用
９５％乙腈溶液溶解并定量稀释制成每１ｍＬ中约含
３３μｇ的对照品储备液（１）。精密量取对照品储备
液 （１）适 量，用 ９５％ 乙 腈 溶 液 稀 释 制 成

０３９６μｇ·ｍＬ－１的对照品储备液（２）。分别精密量
取对照品储备液（１）适量，用９５％乙腈溶液稀释制成
０３３μｇ·ｍＬ－１的片剂对照品溶液和 ００９９μｇ·
ｍＬ－１的原料药对照品溶液。
２２２　供试品溶液　取片剂细粉适量（约相当于呋
塞米２０ｍｇ），精密称定，置２０ｍＬ量瓶中，加９５％乙
腈溶液 １０ｍＬ，超声（功率 ５００Ｗ，频率 ４０ｋＨｚ）
１０ｍｉｎ使溶解，放冷，用９５％乙腈溶液稀释至刻度，
摇匀，滤过，取续滤液作为片剂供试品溶液。取呋塞

米原料药约 ２０ｍｇ，精密称定，置 ２０ｍＬ量瓶中，加
９５％乙腈溶液 １０ｍＬ，超声（功率 ５００Ｗ，频率
４０ｋＨｚ）１０ｍｉｎ使溶解，放冷，用９５％乙腈溶液稀释
至刻度，摇匀，作为原料药供试品溶液。

２２３　空白辅料溶液　按照 Ｇ企业提供的资料配
制空白辅料，取适量按“２２２”项配制空白辅料
溶液。

２２４　片剂回收率供试溶液　取片剂（Ｆ企业，批号
５２１０６０１）细粉适量（约相当于呋塞米５０ｍｇ），９份，
精密称定，分别置５０ｍＬ量瓶中，精密加入对照品储
备液（１）４、５、６ｍＬ，各３份，加９５％乙腈溶液２０ｍＬ，
超声（功率５００Ｗ，频率 ４０ｋＨｚ）１０ｍｉｎ使溶解，放
冷，用９５％乙腈溶液稀释至刻度，摇匀，滤过，即得。
２２５　原料药回收率供试溶液　取呋塞米原料药（Ｉ
企业，批号００８２１０３００１３）约２０ｍｇ，９份，精密称定，
分别置２０ｍＬ量瓶中，精密加入对照品储备液（２）４、
５、６ｍＬ，各３份，加９５％乙腈溶液５ｍＬ，超声（功率
５００Ｗ，频率４０ｋＨｚ）１０ｍｉｎ使溶解，放冷，用９５％乙
腈溶液稀释至刻度，摇匀，即得。

２３　专属性试验
精密量取“２２”项下片剂对照品溶液、空白辅

料溶液和原料药回收率供试溶液（中浓度）、片剂

回收率供试溶液（中浓度）各２０μＬ，按“２１”项下
色谱条件测定，记录色谱图（图１）。结果表明，在
该色谱条件下，空白辅料溶液在与对照品溶液相

同保留时间处无干扰，方法专属性良好。

２４　线性关系考察
精密称取糠醛对照品适量，用９５％乙腈溶液溶

解并稀释制成每 １ｍＬ中分别约含糠醛 ００１２０、
００６０２、０１２０５、０２４０９、０３６１４、０６０２３μｇ的对
照品溶液，按照“２１”项下色谱条件进行检测。以峰
面积Ｙ为纵坐标，质量浓度Ｘ为横坐标，进行线性回
归，得线性方程：

Ｙ＝１７９９Ｘ＋００６２００　ｒ＝１０００
糠醛在 ００１２０～０６０２３μｇ·ｍＬ－１范围内，峰

面积与质量浓度呈良好线性关系。

２５　检测限与定量限
取对照品储备液（２）逐级稀释，按“２１”项下色

谱条件进行测定，以信噪比（Ｓ／Ｎ）为３时的浓度为检
测限，信噪比（Ｓ／Ｎ）为１０时的浓度为定量限，结果检
测限为４ｎｇ·ｍＬ－１，定量限为１２ｎｇ·ｍＬ－１。按照Ｇ
企业提供的资料配制空白辅料，取适量置２０ｍＬ量
瓶中，加入浓度为１２０４７ｎｇ·ｍＬ－１的对照品溶液１０
ｍＬ，超声１０ｍｉｎ，放冷，用对照品溶液稀释至刻度，摇
匀，滤过，取续滤液作为定量限供试品溶液，平行制

备６份，按“２１”项下色谱条件进行测定。糠醛的保
留时间分别为５６５５、５６５１、５６５３、５６５４、５６５５及
５６５３ｍｉｎ，ＲＳＤ小于 ０１０％；糠醛含量计算值分别
为 １２０９８、１２０５２、１２１５５、１２００５、１２１２６、
１２０８９ｎｇ·ｍＬ－１，平均值为１２０８８ｎｇ·ｍＬ－１，ＲＳＤ
为０４４％。
２６　进样精密度试验

取原料药对照品溶液，按“２１”项下色谱条件，
连续进样６次，糠醛峰面积的ＲＳＤ（ｎ＝６）为０３９％，
说明仪器精密度良好。

２７　重复性试验
取呋塞米片（Ｇ企业，批号为２２０１０１）按“２２２”

项下片剂供试品溶液配制方法，平行配制６份溶液，
按“２１”项下色谱条件进行测定，糠醛含量平均值为
０００８４％，ＲＳＤ为 ０６２％。取呋塞米原料药（Ｉ企
业，批号为００８２１０３００１３）按“２２２”项下原料药供试
品溶液配制方法，平行配制６份溶液，按“２１”项下
色谱条件进行测定，糠醛含量平均值为０００９０％，
ＲＳＤ为１９％。
２８　稳定性试验

取“２７”项下片剂和原料药供试品溶液，室温放
置０、１、４、８、１２、１６、２０、２４ｈ，按“２１”项下色谱条件
进样分析，记录色谱图并计算主峰峰面积的 ＲＳＤ，片
剂为０８７％、原料药为０７２％，表明供试品溶液在室
温条件下２４ｈ内稳定。
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１．糠醛（ｆｕｒｆｕｒａｌ）

Ａ．空白辅料溶液（ｂｌａｎｋｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓｏｌｕｔｉｏｎ）　Ｂ．片剂对照品溶液（ｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｔａｂｌｅｔ）　Ｃ．原料药回收率供试品溶液（ｒｅｃｏｖｅｒｙｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆＡＰＩ）

Ｄ．片剂回收率供试品溶液（ｒｅｃｏｖｅｒｙｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｔａｂｌｅｔ）

图１　专属性试验色谱图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｔｅｓｔ

２９　加样回收率试验
取“２２４”项下的片剂回收率供试溶液和

“２２５”项下的原料药回收率供试溶液，按“２１”项
下色谱条件分析，计算加样回收率，结果见表２。片
剂和原料药中糠醛的总平均回收率（ｎ＝９）分别为
１０１４％和９９４％。
２１０　耐用性试验

以“２１”项下色谱条件为基础，调整流速
（０９、１０、１１ｍＬ·ｍｉｎ－１）、柱温（３０、３５、４０℃）
和流动相 ｐＨ（２５５、２６０、２６５），采用 Ａｇｉｌｅｎｔ、
Ｋｒｏｍａｓｉｌ、Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ３种品牌的色谱柱（规格均
为２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），取“２２４”项下片
剂回收率供试溶液（中浓度），按“２１”项下色谱
条件进样测定。结果表明，在不同的流速、柱温、

流动相 ｐＨ、色谱柱品牌条件下，糠醛峰均能与相

邻色谱峰有效分离且峰形良好，表明方法耐用性

良好。

２１１　样品测定
取呋塞米片样品１４８批和原料药样品６批，分别

按“２２”项下方法制备供试品溶液，按“２１”项下色
谱条件进样分析。结果所有批次的样品中均检出糠

醛，结果详见表３，统计图见图２。
３　讨论
３１　分析方法讨论

各国药典的呋塞米及呋塞米片质量标准中均未

收载糠醛检查项，而糠醛作为遗传毒性杂质，可能对

人体的遗传物质造成损伤。本研究建立了以磷酸溶

液－乙腈为流动相系统的ＨＰＬＣ法，测定呋塞米原料
药及其片剂中糠醛的含量。方法灵敏度高，准确度

高，稳定性好。
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表２　加样回收率结果（ｎ＝３）
Ｔａｂ２　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ

样品　　

（ｓａｍｐｌｅ）　　

取样量

（ｓａｍｐｌｅ

ｑｕａｎｔｉｔｙ）／ｇ

原含量

（ｏｒｉｇｉｎａｌａｍｏｕｎｔ）／

μｇ

加入量

（ａｄｄｅｄ）／

μｇ

测得量

（ｍｅａｓｕｒｅｄ）／

μｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／

％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

呋塞米片 ０２４７４ ４２１２８ １３３４００ １７７８４０ １０１７ １００９ ０６９

（ｆｕｒｏｓｅｍｉｄｅｔａｂｌｅｔｓ） ０２４６０ ４１８８９ １３３４００ １７５８７０ １００４

０２４５６ ４１８２１ １３３４００ １７６１０５ １００７

０２５１８ ４２８７７ １６６７５０ ２１１４００ １０１１ １０２２ １０

０２４４６ ４１６５１ １６６７５０ ２１３３５０ １０３０

０２４９０ ４２４００ １６６７５０ ２１３６００ １０２７

０２４９８ ４２５３６ ２００１００ ２４１３３５ ９９４ １００９ ２０

０２４７４ ４２１２８ ２００１００ ２４８５３５ １０３２

０２４８８ ４２３６６ ２００１００ ２４２６７０ １００１

呋塞米原料药 ００２０２３ １８２６４ １６０６３ ３３９９２ ９７９ ９９０ １０

（ｆｕｒｏｓｅｍｉｄｅＡＰＩ） ００２０１６ １８２０２ １６０６３ ３４２４０ ９９８

００２００５ １８０９９ １６０６３ ３４０３７ ９９２

００２０２７ １８３０２ ２００７９ ３８４９６ １００６ １０００ ０８０

００２００７ １８１２３ ２００７９ ３８０１４ ９９１

００２０３０ １８０８４ ２００７９ ３８２２０ １００３

００２０２４ １８２６９ ２４０９５ ４１９３６ ９８２ ９９４ １２

００２０５２ １８５２８ ２４０９５ ４２４１８ ９９３

００２０１８ １８２２２ ２４０９５ ４２４８０ １００７

表３　不同企业的呋塞米片和原料药中糠醛含量测定结果
Ｔａｂ３　ＦｕｒｆｕｒａｌｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｆｕｒｏｓｅｍｉｄｅｔａｂｌｅｔｓａｎｄＡＰＩｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｍｐａｎｉｅｓ

样品　　

（ｓａｍｐｌｅ）　　

企业编号

（ｃｏｍｐａｎｙ

Ｎｏ．）

批次

（ａｍｏｕｎｔｏｆ

ｂａｔｃｈ）

原料药来源

（ｓｏｕｒｃｅ

ｏｆＡＰＩ）

糠醛含量平均值

（ａｖｅｒａｇｅｆｕｒｆｕｒａｌ

ｃｏｎｔｅｎｔ）／％

结果范围

（ｒａｎｇｅｏｆ

ｒｅｓｕｌｔ）／％

呋塞米片（ｆｕｒｏｓｅｍｉｄｅｔａｂｌｅｔｓ） Ａ ３０ Ｈ ０００３９ ０００２８～０００８０

Ｂ ３２ Ｈ ０００２２ ０００１４～０００４４

Ｃ ３４ Ｈ ０００２１ ０００１２～０００３７

Ｄ ３２ Ｈ ０００２９ ０００１９～０００４５

Ｅ ７ Ｈ ０００２８ ０００２３～０００３３

Ｆ ９ Ｉ ０００７３ ０００５９～０００８５

Ｇ ４ Ｉ ０００９２ ０００７４～００１０９

呋塞米原料药（ｆｕｒｏｓｅｍｉｄｅＡＰＩ） Ｈ ３ ／ ０００１４ ０００１３～０００１５

Ｉ ３ ／ ００１０２ ０００９３～００１１３

３２　样品测定结果讨论
根据２０２０年版《中华人民共和国药典》四部通则

９３０６遗传毒性杂质控制指导原则［１１］，按导致５０％肿
瘤发生率的给药剂量（ｍｅｄｉａｎｔｏｘｉｃｄｏｓｅ，ＴＤ５０）线性外
推法计算糠醛限值。指导原则中指出杂质限值一般按

下式计算：杂质限值＝杂质每日可接受摄入量／药物每
日最大用量。在 ＴＯＸＮＥＴ数据库查询糠醛的 ＴＤ５０
值，以大鼠计为１９７ｍｇ·ｋｇ－１·ｄ－１［１２］。采用 ＴＤ５０
值的 １／５００００作为摄入量，则可接受摄入量 ＡＩ＝
ＴＤ５０／５００００×５０ｋｇ＝１９７μｇ·ｋｇ

－１·ｄ－１。通过
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图２　糠醛检测结果分布图

Ｆｉｇ２　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｕｒｆｕｒａｌｃｏｎｔｅｎｔ

查询马丁代尔药典，口服呋塞米制剂的最大特殊日

剂量为２ｇ［１３］，故供口服用呋塞米原料药中糠醛的限
值＝１９７×１０－６／２×１００＝０００９８５％。查询７个企
业的药品说明书，呋塞米片的每日最大用量均为６００
ｍｇ，故呋塞米片中糠醛的限值 ＝１９７×１０－３／
６００×１００＝００３３％。

本次探索性研究中，用已验证的方法对收集到

的１４８批呋塞米片和６批原料药进行糠醛测定，结
果表明所有批次的样品中均有检出。其中，片剂中

的糠醛检出量均低于参考限度 ００３３％，但企业 Ｆ
和企业 Ｇ的产品中的糠醛含量明显高于其余五个
企业（企业 Ａ～Ｅ）；原料药测定结果中，企业 Ｈ的
糠醛 含 量 较 低，企 业 Ｉ的 糠 醛 平 均 含 量 为
００１０２％。经调研，企业 Ａ～Ｅ的呋塞米原料药均
购自企业 Ｈ，企业 Ｆ和企业 Ｇ的呋塞米原料药购自
企业 Ｉ，可见片剂中糠醛的含量呈现出较强的原料
药来源相关性。

３３　糠醛控制策略讨论
杂质控制策略实际是分析从起始物料开始的

杂质的产生、转化和消除，研究生产工艺对杂质的

消除能力，从而确定关键工艺参数范围及起始物

料、中间体和原料药的质量控制标准［１４］。起始物

料是生产控制的起点，是生产出高质量药品的首要

关键，为了预防缬沙坦毒性杂质类似事件的发生，

应该对起始物料的选择予以高度的重视，国家药监

局也陆续发布了相关规定［１５］。糠胺作为呋塞米合

成的起始物料，企业应严格控制糠胺中糠醛的含量

并建立充分的杂质控制策略，能够追踪后续工艺步

骤中糠醛的转化和消除，优化相关工艺参数及确定

原料药的质量控制标准，最终做到对杂质和产品质

量的充分控制。

呋塞米在强光照条件下易降解出杂质糠醛，企

业应在实际的贮藏和运输过程中关注避光条件［６］。

收集到的 ７个企业的呋塞米片产品中，２个企业
（企业 Ａ和 Ｂ）采用白色塑料瓶为内包装、纸盒为外
包装，１个企业（企业 Ｃ）采用棕色塑料瓶包装，４个
企业（企业 Ｄ、Ｅ、Ｆ和 Ｇ）采用白色塑料瓶包装。针
对呋塞米见光易降解的特点，企业应选择合适的包

装材料和包装工艺，如上述 ３种包装方式中，棕色
瓶和纸盒均可起到避光效果，白色塑料瓶则无法

避光。

４　小结
本次国家药品抽检工作中收集到的 １４８批呋

塞米片样品，分别来自生产环节、经营环节和使用

环节，抽样分布于３１个省级行政区（全国覆盖率为
９１２％），样品来源广泛，有较强的代表性。采用本
研究建立的糠醛测定方法对片剂和原料药样品进

行全检，所有样品中均有检出，且企业 Ｉ部分批次
的原料药产品中糠醛含量高于参考限度，购买企业

Ｉ原料药的片剂企业的产品糠醛含量也较高，但未
超过参考限度００３３％。随着对原料药合成过程中
遗传毒性杂质引入认知的加深，应加强杂质控制策

略的制定，进而优化原料药的合成路线及生产工

艺，建立更加合理的质量标准及质量控制体系，从

源头降低原料药中遗传毒性杂质的引入，通过合适

的清除手段降低杂质含量，并提高包装水平以降低

药物降解产生杂质的风险，最终保障用药安全。
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