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摘要摘要：：目的 建立测定呋塞米原料药中 N -亚硝基呋塞米含量的超高效液相色谱串联质谱（UPLC - MS / MS）法。方法 色谱柱为Waters
XBridge C18 柱（150 mm × 4. 6 mm，3. 5 μm），流动相为 0. 01% 甲酸水溶液（含 0. 005 mol / L 甲酸铵）- 乙腈（梯度洗脱），流速为

0. 6 mL / min，柱温为 30 ℃，进样量为 10 μL；采用电喷雾电离负离子（ESI -）、多反应监测（MRM）模式进行定量分析。离子源温度为

500 ℃，雾化气为 50 psi，毛细管电压为 - 4 500 V，电势能为 - 30 V，质荷比（m / z）为 357. 8 → 283. 9，碰撞能为 - 13 V，采集时间为

8. 5～10. 0 min。结果 N -亚硝基呋塞米质量浓度在 0. 38～2. 86 ng / mL范围内与内标峰面积比值线性关系良好（r = 0. 999 6，n = 7）；

定量限和检测限分别为 0. 38，0. 19 ng / mL；中间精密度、稳定性、重复性试验的 RSD 均小于 6%。平均加样回收率为 97. 32%，RSD 为

3. 86%（n = 9）。6批样品中均检出 N -亚硝基呋塞米，含量分别为 0. 55，0. 54，0. 62，0. 58，0. 41，0. 58 μg / L。结论 该方法操作简便、

专属性强、灵敏度与准确度高，适用于呋塞米原料药中 N -亚硝基呋塞米含量测定，可为呋塞米原料药及相关制剂中基因毒性杂质含

量控制提供参考。
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Determination of N - Nitrosofurosemide in Furosemide by UPLC - MS / MS
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AbstractAbstract：：Objective To establish an ultra - high - performance liquid chromatography - tandem mass spectrometry（UPLC - MS / MS）
method for the content determination of N - nitrosofurosemide in furosemide active pharmaceutical ingredient（API）. Methods The
chromatographic column was Waters XBridge C18 column（150 mm × 4. 6 mm，3. 5 μm），the mobile phase was 0. 01% formic acid
solution（containing 0. 005 mol / L ammonium formate） - acetonitrile（gradient elution），the flow rate was 0. 6 mL / min，the column
temperature was 30 °C，and the injection volume was 10 μL. Electrospray ionization with negative ion（ESI -） combined with multi -
reaction monitoring（MRM）model was performed for quantitative analysis，the ion source temperature was 500 °C，the atomization gas
pressure was 50 psi，the capillary voltage was - 4 500 V，the potential was - 30 V，the mass - to - charge ratio（m / z）was 357. 8 →
283. 9，the collision energy was - 13 V，and the acquisition time was 8. 5 - 10. 0 min. Results The linear range of N -
nitrosofurosemide was 0. 38 - 2. 86 ng / mL（r = 0. 999 6，n = 7）. The limit of quantification and limit of detection were 0. 38 ng / mL
and 0. 19 ng / mL，respectively. The RSDs of intra - laboratory precision，stability，and repeatability test results were all lower than 6%.
The average recovery of N - nitrosofurosemide was 97. 32%，with an RSD of 3. 86%（n = 9）. N - nitrosofurosemide was detected in all
six batches of samples，with contents of 0. 55，0. 54，0. 62，0. 58，0. 41，and 0. 58 μg / L，respectively. Conclusion The established method
is simple，specific，with highly sensitivity and accuracy，which is suitable for the determination of N - nitrosofurosemide in furosemide
API，and can provide a reference for controlling the levels of genotoxic impurities in furosemide API and related formulations.
Key wordsKey words：：Furosemide；active pharmaceutical ingredient；N - nitrosofurosemide；UPLC - MS / MS；genotoxic impurities；content
determination

•检验检测•
Inspection and Test

90



2026年 5月 5日 第 35卷第 9期

Vol. 35，No. 9，May 5，2026 China Pharmaceuticals

呋塞米为高效能袢利尿剂，其作用靶点主要集中

于肾单位髓袢升支粗段，可通过选择性抑制Cl⁻ / Na⁺协
同转运，降低肾髓质间质渗透压梯度，增加小管腔内溶

质浓度，从而直接破坏逆流倍增机制对尿液的浓缩功

能，抑制水分被动重吸收，最终产生显著的排钠利尿效

应。呋塞米在临床上用于快速缓解水肿及降低血管内

容量负荷［1 - 6］，主要治疗水肿性疾病、高血压、高血钾、

高钙血症、稀释性低钠血症、抗利尿激素分泌过多

症［7 - 9］及预防急性肾功能衰竭。美国食品和药物管理局

（FDA）发布的《控制人用药物中亚硝胺杂质行业指南》

明确指出，亚硝胺原料药相关杂质（NDSRI）是指药物分

子本身参与形成的亚硝胺杂质。这类药物通常含有二级

胺（包括叔胺）结构，为亚硝胺的形成提供氨基单元。呋

塞米分子中含有仲胺结构，其相关杂质同样具有仲胺

基团和生成基因毒性杂质N -亚硝基呋塞米的潜在风

险。目前，已有文献多集中于探讨呋塞米和呋塞米片的

临床应用［10 - 13］，以及采用高效液相色谱（HPLC）法或液

相色谱 -质谱联用法测定呋塞米原料药及其制剂中相关

物质含量［14 - 20］。N -亚硝基呋塞米杂质是新发现的基因

毒性杂质，目前尚未报道其检测方法。为此，本研究中建

立了测定呋塞米中N -亚硝基呋塞米含量的超高效液相

色谱串联质谱（UPLC - MS / MS）法，为呋塞米原料药及其

制剂中基因毒性杂质的测定提供参考。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

LC - 40A型 UPLC仪（日本 Shimadzu公司）；AB
5500 + 型 MS仪，配备 Analyst 1. 7. 2工作站（美国 AB
Sciex公司）；XA205DU型电子天平（精度为 0. 01 mg），

XPR6UD5型电子天平（精度为 0. 5 μg），均购自瑞士

Mettler Toledo公司。

1. 2 试药

呋 塞 米 原 料 药（批 号 分 别 为 221201，230101，
230102，231001，231102，231101）；N -亚硝基呋塞米对

照品（深圳摩科生化科技有限公司，批号为N031104，含
量为 98. 98%）；乙腈、甲酸、甲酸铵、甲醇（分析纯，美国

Thermo Fisher Scientific公司）；水为超纯水。

2 方法与结果

2. 1 试验条件

1）色谱条件。色谱柱：Waters XBridge C18柱（150 mm ×
4. 6 mm，3. 5 μm）；流动相：0. 01% 甲酸水溶液（含

0. 005 mol / L甲酸铵，A）-乙腈（B），梯度洗脱（0～3 min
时 10%B，3～13 min时 10%B → 90%B，13～15 min时

90%B，15～15. 1 min时，90%B → 10%B，15. 1～22 min
时 10%B）；流速：0. 6 mL / min；柱温：30 ℃；进样盘温

度：5 ℃；进样量：10 μL。
2）质谱条件。监测模式：电喷雾电离（ESI）离子源，

负离子扫描，多反应监测（MRM）模式；离子源温度：

500 ℃；雾化气：50 psi；毛细管电压：- 4 500 V；电势能：

- 30 V；质荷比（m / z）：357. 8 → 283. 9；碰撞能：- 13 V；
采集时间：8. 5～10. 0 min。
2. 2 溶液制备

取N -亚硝基呋塞米对照品适量，精密称定，加甲

醇制成每 1 mL含N - 亚硝基呋塞米 15 ng的对照品贮

备液。取对照品贮备液1 mL，置10 mL容量瓶中，用甲醇

稀释并定容，即得对照品溶液。取呋塞米原料药 10 mg，
精密称定，置 10 mL容量瓶中，加甲醇溶解并定容，即得

供试品溶液。以甲醇为空白溶液。

2. 3 方法学考察

专属性试验：取 2. 2项下 3种溶液各适量，按 2. 1项
下试验条件进样测定，记录色谱图。结果供试品溶液色

谱中，在与对照品溶液色谱相同保留时间（9. 25 min）处

有相应色谱峰出现，且阴性对照无干扰，表明方法专属

性良好。详见图1。
线性关系考察与检测限及定量限确定：取对照品

贮备液适量，配制成质量浓度分别为 0. 38，0. 75，1. 20，
1. 50，1. 80，2. 25，2. 86 ng / mL的系列溶液，以质量浓度

（X，ng / mL）为横坐标、峰面积与内标峰面积比值（Y）为

纵坐标进行线性回归，得回归方程 Y = 7 440. 782 4 X +
472. 030 2（r = 0. 999 6，n = 7），表明N -亚硝基呋塞米质

量浓度在 0. 38～2. 86 ng / mL范围内峰面积与内标峰面

A B C
A. 空白溶液 B. 对照品溶液 C. 供试品溶液

图1 超高效液相色谱串联质谱图

A. Blank solution B. Reference solution C. Test solution
Fig. 1 UPLC - MS / MS chromatograms
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积比值线性关系良好。以信噪比（S / N）≥ 3时的质量浓度

为检测限（LOD），以 S / N ≥ 10时的质量浓度为定量限

（LOQ），结果其 LOD和 LOQ分别为 0. 19，0. 38 ng / mL。
对应样品的LOD和LOQ分别为0. 19，0. 38 ng / mL。

中间精密度试验：取 2. 2项下对照品溶液、供试

品溶液各适量，由 2位试验人员按 2. 1项下试验条件

分别进样测定 6 次，记录峰面积。结果的 RSD 为

5. 21%（n = 12），表明中间精密度良好。

稳定性试验：取 2. 2项下供试品溶液、对照品溶液

各适量，在 5 ℃条件下放置 0，0. 5，1. 5，2. 0，4. 0，6. 0，
8. 0，9. 5，12. 5 h时按 2. 1项下试验条件进样测定，记录

峰面积。结果对照品溶液、供试品溶液峰面积的RSD分

别为 3. 32%，4. 44%，表明对照品溶液、供试品溶液在

5 ℃条件下放置 12. 5 h内稳定性均良好，但 6. 0 h后两

者的峰面积均呈降低趋势，故为确保N -亚硝基呋塞米

含量测定的准确性，建议在 5 ℃条件下于 6. 0 h内完成

测定。

重复性试验：取样品（批号为 221201）适量，按

2. 2项下方法制备供试品溶液，平行 6份，按 2. 1项下试

验条件进样测定，记录峰面积。结果所有供试品溶液中

均检出 N - 亚硝基呋塞米，平均含量为 0. 58 μg / L，
RSD为4. 43%（n = 6），表明方法重复性良好。

加样回收试验：取呋塞米原料药 10 mg，精密称定，

置 10 mL容量瓶中，分别按 50%，100%，150%比例加入

N -亚硝基呋塞米对照品，平行 3份，按 2. 2项下方法制

备供试品溶液，按2. 1项下试验条件进样测定，记录峰面

积，并计算回收率。结果见表1，表明方法准确度良好。
表1 加样回收试验结果（n = 9）

Tab. 1 Results of the recovery test（n = 9）

样品含量（ng）
6. 60
6. 32
6. 19
6. 42
6. 13
6. 13
5. 81
5. 83
6. 49

加入量（ng）
9. 06
9. 06
9. 06
18. 12
18. 12
18. 12
27. 18
27. 18
27. 18

测得量（ng）
15. 15
15. 66
15. 26
24. 51
23. 08
24. 00
30. 77
31. 63
33. 55

回收率（%）

94. 37
103. 09
100. 11
99. 83
93. 54
98. 62
91. 83
94. 92
99. 56

X（%）

97. 32

RSD（%）

3. 86

2. 4 样品含量测定

取 6批呋塞米原料药，按 2. 2项下方法制备供试品

溶液，按 2. 1项下试验条件进样测定。结果 6批样品中

均检出N -亚硝基呋塞米，含量分别为 0. 55，0. 54，0. 62，
0. 58，0. 41，0. 58 μg / L。
3 讨论

3. 1 含量限度拟订

FDA明确规定，N -亚硝基呋塞米的毒理学关注阈

值（TTC）为 1. 5 μg / d。我国审批的呋塞米最大日服用

剂量为 1 g，据此计算其限度为（1. 5 μg / d）/（1 g / d）=
1. 5 μg / L，即不得超过 1. 5 μg / L。该限度既符合科学

原则，又确保了产品的安全性、有效性。本研究中的 6批
呋塞米原料药中N -亚硝基呋塞米含量均符合要求。

3. 2 检测方法选择

基因毒性杂质均以痕量形式存在，故选择了专属

性好、灵敏度高的UPLC - MS / MS法。预试验中，取N -
亚硝基呋塞米杂质高标对照品溶液（150 ng / mL），采用

针泵进样、质谱离子扫描发现，采用亚硝胺类物质分析

常用的大气压化学电离源（APCI）检测灵敏度较低，在

ESI离子源负离子模式下响应显著提高。继续对ESI⁻条
件进行优化，获得N - 亚硝基呋塞米最佳离子对参数

为 m / z 357. 8 → 283. 9，碰撞能为 - 13 V。
参考文献［13］，选择 50%乙腈为稀释剂，进样盘温

度为 5 ℃时，N - 亚硝基呋塞米极不稳定；将稀释剂更

换为甲醇后，其稳定性较好，故选择甲醇为稀释剂。

同时考察了不同流动相（0. 01%甲酸水溶液 - 乙

腈、0. 005 mol / L甲酸铵水溶液 - 乙腈、0. 01%甲酸水

溶液（含 0. 005 mol / L甲酸铵）- 乙腈），不同色谱柱

［Waters XBridge C18柱（150 mm × 4. 6 mm，3. 5 μm），

Agilent Poroshell 120 EC - C18 柱（150 mm × 4. 6 mm，
2. 7 μm），Agilent Eclipse XDB - C18柱（150 mm × 4. 6 mm，
5 μm）］对N -亚硝基呋塞米与呋塞米主峰分离度的影

响。结果流动相为0. 01%甲酸水溶液（含0. 005 mol / L甲
酸铵）-乙腈、色谱柱为Waters XBridge C18柱（150 mm ×
4. 6 mm，3. 5 μm）时，N -亚硝基呋塞米峰（9. 25 min）与

呋塞米主峰（10. 20～12. 00 min）能有效分离，且响应较

高。故选择色谱柱为 Waters XBridge C18（150 mm ×
4. 6 mm，3. 5 μm），流动相为 0. 01%甲酸水溶液（含

0. 005 mol / L甲酸铵）-乙腈（梯度洗脱）。

3. 3 方法评价

该方法操作简便、专属性强、灵敏度与准确度高，

适用于呋塞米原料药中N -亚硝基呋塞米的含量测定，

可为呋塞米原料药及相关制剂中基因毒性杂质的含量

控制提供参考。
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