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HPLC 法测定氢氯噻嗪原料药中有关物质 

房思萌，隋玉荣，韩晓捷* 

天津市药品检验研究院，天津  300070 

摘  要：目的  建立 HPLC 法测定氢氯噻嗪原料药中有关物质。方法  采用 Waters Symmetry C18 柱（250 mm×4.6 mm，5 

μm）；流动相 A：0.02 mol/L 磷酸二氢钾溶液（用磷酸调 pH 值至 3.2）–甲醇–四氢呋喃（94∶6∶1），流动相 B：0.02 mol/L

磷酸二氢钾溶液（用磷酸调 pH 值至 3.2）–甲醇–四氢呋喃（50∶50∶5）；梯度洗脱；检测波长为 224 nm；体积流量为 1.0 

mL/min；进样量：20 μL；柱温：35 ℃；样品仓温度：10 ℃。结果  氢氯噻嗪、4-氨基-6-氯-1,3-苯二磺酰胺、氯噻嗪线性范

围分别为 0.030 06～6.011 00、0.030 01～6.002 00、0.030 08～6.015 00 μg/mL；4-氨基-6-氯-1,3-苯二磺酰胺、氯噻嗪的平均回

收率分别为 98.66%、99.17%，RSD 值分别为 1.53%、1.02%。结论  本法准确、可靠、专属性强，可以控制氢氯噻嗪原料药

中有关物质，为质量标准提升提供参考。 
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Determination of related substances in hydrochlorothiazide active pharmaceutical 

ingredients by HPLC 

FANG Si-meng, SUI Yu-rong, HAN Xiao-jie 

Tianjin Institute of Drug Control, Tianjin 300070, China 

Abstract: Objective  To develop a method for the determination of related substances in hydrochlorothiazide active pharmaceutical 

ingredients. Methods  The analysis was performed on an Waters Symmetry C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm). The mobile phase 

A was 0.02 mol/L potassium phosphate monobasic buffer (pH 3.2)-methanol-tetrahydrofuran (94∶6∶1), and the mobile phase B was 

0.02 mol/L potassium phosphate monobasic buffer (pH 3.2)-methanol-tetrahydrofuran (50∶50∶5) with gradient elution. The 

detection wavelength was 224 nm, the flow rate was 1.0 mL/min, injection volume was 20 μL, column temperature was 35 ℃, and 

sample temperature was set as 10 ℃. Results  The calibration curve of hydrochlorothiazide, 4-amino-6-chlorobenzene-1,3-disulfonamide, 

and chlorothiazide were linear in the range of 0.030 06 — 6.011 00 μg/mL, 0.030 01 — 6.002 00 μg/mL, and 0.030 08 — 6.015 00 

μg/mL. And the average recoveries were 98.66% and 99.17% and with RSD value of 1.53% and 1.02%, respectively. Conclusion  

The method is accurate, reliable, and specific for the determination of related substances in hydrochlorothiazide active pharmaceutical 

ingredients, which provides a reference for the improvement of quality standards. 
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氢氯噻嗪又名双氢氯噻嗪，为临床常用的噻嗪

类利尿药和抗高血压药，主要适用于心源性水肿、

肝源性水肿、肾源性水肿以及肾上腺皮质激素与雌

激素过多引起的水肿，也可用于高血压、尿崩症[1-

2]。该药物降压效果确切，与其他抗高血压药物联合

应用能显著增加疗效，有良好的心脑血管保护作

用，费用低廉，依从性好，为降压治疗的起始药和

维持药[3-4]。《中国药典》2020 年版二部收载了氢氯

噻嗪及其片剂的质量标准[5]，但有关物质方法还不

够完善，杂质 4-氨基-6-氯-1,3-苯二磺酰胺和氯噻嗪

尚未作为已知杂质进行定量控制，由于该杂质为氢

氯噻嗪的主要降解杂质之一，其定量研究显得尤为

重要。现行的《欧洲药典》[6]、《英国药典》[7]、《美

国药典》[8]均收载了氢氯噻嗪，并将 4-氨基-6-氯-1,3-  
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苯二磺酰胺作为已知杂质进行控制，明确了其限

度。文献报道中有对氢氯噻嗪复方制剂中有关物质

测定的研究[9-12]，但针对氢氯噻嗪原料药中有关物

质研究的报道较少。氢氯噻嗪较易产生杂质，需对

氢氯噻嗪原料药产品进行更加严格的控制，减少杂

质带入下游的制剂产品中。本实验采用高效液相色

谱法对氢氯噻嗪中有关物质进行了方法学研究，本

法准确、可靠、专属性强，可以控制氢氯噻嗪原料

药中有关物质，为其质量标准的提升提供参考。 

1  仪器与试药 

Waters e2695 高效液相色谱仪，配备 PDA 二极

管阵列紫外检测器，梅特勒托利多 XS205 十万分之

一电子天平。氢氯噻嗪对照品（批号 100309- 

201404，质量分数 99.7%，中国食品药品检定研究

院）；4-氨基-6-氯-1,3-苯二磺酰胺对照品（批号

1057507，质量分数 99.9%，《美国药典》标准品）；

氯噻嗪对照品（批号 101129-201903，质量分数

99.8%，中国食品药品检定研究院）；氢氯噻嗪原料

药（批号为 211104、211105、211106）购自常州制

药厂有限公司。甲醇、四氢呋喃为色谱纯，水为超

纯水，其余试剂均为分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件 

Waters Symmetry C18 柱（250 mm×4.6 mm，5 

m）；流动相 A：0.02 mol/L 磷酸二氢钾溶液（用磷

酸调 pH 值至 3.2）–甲醇–四氢呋喃（94∶6∶1），

流动相 B：0.02 mol/L 磷酸二氢钾溶液（用磷酸调

pH 值至 3.2）–甲醇–四氢呋喃（50∶50∶5）；梯

度洗脱（0～22.5 min，流动相 A 从 100%降至 55%；

22.5～45 min，流动相 A 保持 55%；45～52.5 min，

流动相 A 从 55%增加至 100%）；检测波长为 224 

nm；体积流量为 1.0 mL/min；进样量：20 μL；柱

温：35 ℃；样品仓温度：10 ℃。 

2.2  溶液的制备 

2.2.1  对照品溶液的制备  精密称取氢氯噻嗪、氯

噻嗪和 4-氨基-6-氯-1,3-苯二磺酰胺对照品各 15 

mg，加溶剂乙腈–甲醇–pH 3.2 的磷酸盐缓冲液

（1∶1∶6）溶解并分别制成 0.3 mg/mL 的对照品贮

备液。分别精密量取氯噻嗪、4-氨基-6-氯-1,3-苯二

磺酰胺对照品贮备液适量，加溶剂乙腈–甲醇–pH 

3.2 的磷酸盐缓冲液（1∶1∶6）稀释，分别制成 3 

g/mL 的杂质定位液。 

2.2.2  系统适用性溶液的制备  分别取氢氯噻嗪、

氯噻嗪对照品贮备液各 1 mL，置同一 100 mL 量瓶

中，加溶剂乙腈–甲醇–pH 3.2 的磷酸盐缓冲液

（1∶1∶6）稀释至刻度，即得。 

2.2.3  混合对照品溶液的制备  分别取氢氯噻嗪、

氯噻嗪和 4-氨基-6-氯-1,3-苯二磺酰胺对照品贮备

液 1 mL，置同一 100 mL 量瓶中，加溶剂乙腈–甲

醇–pH 3.2 的磷酸盐缓冲液（1∶1∶6）稀释至刻

度，即得。 

2.2.4  供试品溶液的制备  精密称取氢氯噻嗪原

料药 15 mg，置 50 mL 量瓶中，加溶剂乙腈–甲醇–

pH 3.2 的磷酸盐缓冲液（1∶1∶6）溶解并稀释至刻

度，即得。 

2.3  专属性和系统适用性试验 

分别取溶剂乙腈–甲醇–pH 3.2 的磷酸盐缓冲

液（1∶1∶6）、氯噻嗪杂质定位液、4-氨基-6-氯-1,3-

苯二磺酰胺定位液、系统适用性溶液、混合对照品

溶液和供试品溶液，进样测定，记录色谱图。结果

溶剂不干扰有关物质的测定，氢氯噻嗪与氯噻嗪的

分离度为 4.0，主峰与相邻峰的分离度符合要求，理

论塔板数按氢氯噻嗪计为 12 000，符合要求。色谱

图见图 1。 

 

1-氯噻嗪  2-氢氯噻嗪  3-4-氨基-6-氯-1,3-苯二磺酰胺 

1-chlorothiazide  2-hydrochlorothiazide  3-4-amino-6- chlorobenzene-1,3-disulfonamide 

图 1  溶剂（A）、系统适用性溶液（B）、混合对照品溶液（C）、氢氯噻嗪原料药（D）的 HPLC 图谱 

Fig. 1  HPLC Chromatograms of solvent (A), system suitability solution (B), mixed reference substances (C), and 

hydrochlorothiazide active pharmaceutical ingredients (D) 
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2.4  线性关系和校正因子考察 

精密称取氢氯噻嗪、4-氨基-6-氯-1,3-苯二磺酰

胺和氯噻嗪对照品适量，加溶剂乙腈–甲醇–pH 

3.2 的磷酸盐缓冲液（1∶1∶6）稀释成 6.00、3.00、

1.50、0.60、0.30、0.03 μg/mL 的混合对照品溶液，

进样测定，记录色谱图，以峰面积对质量浓度进行

线性回归，计算回归方程，用标准曲线法计算杂质

校正因子，见表 1。可见氢氯噻嗪及其杂质在 0.03～

6.00 μg/mL 线性关系良好，氯噻嗪和 4-氨基-6-氯- 

1,3-苯二磺酰胺的校正因子超出 0.9～1.0，有关物质

检查项下已知杂质可以按杂质对照品外标法计算，

也可按加校正因子的主成分外标法计算。 

 

表 1  线性关系和校正因子 

Table 1  Linear relationship and correction factor 

成分 线性方程 r 浓度范围/(g·mL−1) 校正因子 

氢氯噻嗪 Y＝138 152 X－235.9 1.000 0 0.030 06～6.011 00  

氯噻嗪 Y＝116 845 X＋98.3 0.999 9 0.030 08～6.015 00 1.18 

4-氨基-6-氯-1,3-苯二磺酰胺 Y＝166 749 X－456.5 0.999 9 0.030 01～6.002 00 0.83 

 

2.5  定量限和检测限 

取混合对照品溶液，用溶剂乙腈–甲醇–pH 

3.2 的磷酸盐缓冲液（1∶1∶6）稀释至信噪比约为

10∶1 相对应的质量浓度，为定量限试验溶液；用

溶剂乙腈–甲醇–pH 3.2 的磷酸盐缓冲液（1∶1∶

6）稀释至信噪比约为 3∶1 相对应的质量浓度，为

检出限试验溶液，测得的氢氯噻嗪、4-氨基-6-氯-1,3-

苯二磺酰胺和氯噻嗪的定量限均为 0.6 ng，检测限

均为 0.2 ng。 

2.6  强制降解试验 

2.6.1  溶液降解  取氢氯噻嗪原料药 15 mg，置 50 

mL 量瓶中，在不同条件下进行强制降解试验。（1）

溶液加热降解：加溶剂乙腈–甲醇–pH 3.2 的磷酸

盐缓冲液（1∶1∶6）适量溶解，60 ℃加热 10 h，

放冷，加溶剂定容；（2）酸降解：加 1 mol/L 盐酸

溶液 0.2 mL，室温放置 1 h，再加 1 mol/L 氢氧化钠

溶液 0.2 mL 中和，加溶剂乙腈–甲醇–pH 3.2 的磷

酸盐缓冲液（1∶1∶6）稀释至刻度；（3）碱降解：

加 1 mol/L 氢氧化钠溶液 0.2 mL，室温放置 1 h，再

加 1 mol/L 盐酸溶液 0.2 mL 中和，加溶剂乙腈–甲

醇–pH 3.2 的磷酸盐缓冲液（1∶1∶6）稀释至刻

度；（4）氧化降解：加 30%过氧化氢溶液 0.2 mL，

室温放置 1 h，加溶剂乙腈–甲醇–pH 3.2 的磷酸

盐缓冲液（1∶1∶6）稀释至刻度；（5）溶液光照降

解：加溶剂乙腈–甲醇–pH 3.2 的磷酸盐缓冲液

（1∶1∶6）溶解，并稀释至刻度，置于（4 500±500）

lx 白光光照条件下 48 h。 

2.6.2  固态降解  （1）高温：取氢氯噻嗪原料药适

量，置 100 ℃烤箱中 2 h 后取出，放至室温，精密

称取 15 mg 置 50 mL 量瓶中，加溶剂乙腈–甲醇–

pH 3.2 的磷酸盐缓冲液（1∶1∶6）溶解并稀释至刻

度；（2）高湿：取氢氯噻嗪原料药 15 mg，置 50 mL

量瓶中，置相对湿度 92%条件下 48 h 后取出，加溶

剂乙腈–甲醇–pH 3.2 的磷酸盐缓冲液（1∶1∶6）

溶解并稀释至刻度；（3）白光光照：取氢氯噻嗪原

料药 15 mg，置 50 mL 量瓶中，置白光光照（4 500± 

500）lx 条件下 48 h 后取出，加溶剂乙腈–甲醇–

pH 3.2 的磷酸盐缓冲液（1∶1∶6）溶解，并稀释至

刻度。 

2.6.3  结果  供试品溶液在酸、碱、氧化条件下均

未发生显著的降解，但在 60 ℃加热条件下，主峰降

解可达 16%，主要降解杂质为 4-氨基-6-氯-1,3-苯二

磺酰胺（约增加 14%）；在溶液白光光照 48 h 后，

主成分降解约 7%，主要降解杂质为保留时间 7.1 

min 的未知杂质（约增加 5%）、氯噻嗪（约增加 1%）

和 4-氨基-6-氯-1,3-苯二磺酰胺（约增加 0.5%）；固

态高温、高湿、光照均发生少量降解（其中主成分

降解＜2%）。降解物增加量与主成分减少量一致，

检测峰面积计算得到物料平衡，证明采用的梯度高

效液相色谱法对降解杂质能够有效地分离和检测，

能够灵敏、定量准确地测定氢氯噻嗪原料药中的降

解杂质，为氢氯噻嗪原料药的降解规律研究提供保

证，为后续制剂研究提供稳定性参考。 

2.7  重复性试验 

取批号 211106 氢氯噻嗪原料药，平行配制 6 份

供试品溶液，进样测定，记录色谱图，计算得 4-氨

基-6-氯-1,3-苯二磺酰胺、氯噻嗪的峰面积的 RSD 值

分别为 1.66%、1.89%。 
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2.8  稳定性试验 

分别取新配制的混合对照品溶液和批号

211106 氢氯噻嗪原料药供试品溶液，分别于 10 ℃

样品仓条件下放置 0、2、4、8、12、24、48、96 h，

进样测定，结果混合对照品溶液中氢氯噻嗪、氯噻

嗪和 4-氨基-6-氯-1,3-苯二磺酰胺的峰面积 RSD 值

分别为 0.35%、0.24%、0.46%；供试品溶液放置 8 

h 时，氢氯噻嗪、氯噻嗪和 4-氨基-6-氯-1,3-苯二磺

酰胺的峰面积 RSD 值分别为 0.30%、1.94%、1.82%；

放置 12 h 时，各杂质的峰面积 RSD 值均超过 2.0%，

说明供试品溶液配制和检测过程需在 8 h 内完成。 

2.9  回收率试验 

精密称取批号 211106 氢氯噻嗪原料药 30 mg，

加溶剂乙腈–甲醇–pH 3.2 的磷酸盐缓冲液（1∶

1∶6）适量溶解，分别精密加入 0.3 mg/mL 4-氨基- 

6-氯-1,3-苯二磺酰胺对照品溶液以及氯噻嗪贮备液

0.1、0.5、0.75 mL，各 3 份，制备供试品溶液，进

样测定，记录色谱图。按照外标法计算得 4-氨基-6-

氯-1,3-苯二磺酰胺、氯噻嗪的平均回收率分别为

98.66%、99.17%，RSD 值分别为 1.53%、1.02%。 

2.10  耐用性试验 

分别考察了高效液相色谱系统参数变化和样

品制备系统参数变化的耐用性。高效液相色谱系统

参数考察包括梯度时间±10%、流动相 pH 值±0.2、

体积流量±0.1 mL/min、柱温±2 ℃。各条件下系统

适用性试验符合要求，各杂质测定结果 RSD 值小

于 10%，未知杂质总量 RSD 值小于 10%，色谱图

杂质谱特征一致，色谱系统数耐用性良好。 

2.11  样品测定 

准确量取氢氯噻嗪原料药供试品溶液、混合对

照品溶液各 20 μL，分别进样，记录色谱图。供试品

溶液色谱图记录至主峰保留时间的 2.5 倍。供试品

溶液色谱图中，如有保留时间与对照品溶液相应的

杂质峰，按外标法以峰面积计算杂质的量，其他杂

质按主成分外标法计算，结果见表 2。 

表 2  氢氯噻嗪原料药中有关物质的测定结果 

Table 2  Determination of related substances in hydrochlorothiazide 

active pharmaceutical ingredients 

批号 4-氨基-6-氯-1,3-苯二磺酰胺/% 氯噻嗪/% 

211104 0.09 — 

211105 0.18 0.03 

211106 0.14 0.02 

 

按《中国药典》2020 年版氢氯噻嗪中有关物质

的限度规定：供试品溶液色谱图中如有杂质峰，单

个杂质峰面积不得大于对照峰面积（0.5%），各杂质

峰面积的和不得大于对照溶液主峰面积的 2 倍

（1.0%）。色谱图中任何小于对照溶液主峰面积 0.1

倍（0.05%）的峰可忽略不计。3 批氢氯噻嗪原料药

样品的测定结果均符合规定。 

3  讨论 

参考各国药典[5-8]分别考察了 Phenomenex Luna 

C18 色谱柱（100 mm×4.6 mm，3 μm）、Waters Sunfire 

C18（50 mm×4.6 mm，3.5 μm）色谱柱和 Welch 

Ultimate C18 色谱柱（150 mm×4.6 mm，5 μm）3 种

色谱柱，所得图谱显示主峰与氯噻嗪以及其他相邻

杂质的分离度均符合要求，方法适用性较强。 

有关物质检查溶液稳定性考察表明，氢氯噻嗪

原料药供试品溶液于 10 ℃条件下放置 8 h，杂质 4-

氨基-6-氯-1,3-苯二磺酰胺峰明显增大，于室温条件

下稳定性更差，故本品尽量临用现配。目前该杂质

无法在中国食品药品检定研究院采购到，国内也难

以获得，均从国外官方或第三方采购，成本较高，

可通过多次试验计算得到准确的校正因子，采用加

校正因子的主成分外标法进行计算。 

氢氯噻嗪原料药现行标准虽然在检验项目、检

验方法和限度等方面基本能够控制质量，但通过各

国药典的综合对比，建议持续提高其质量标准，针

对主要降解杂质进行定量控制，并明确其限度。本

研究对氢氯噻嗪原料药中已知杂质 4-氨基-6-氯- 

1,3-苯二磺酰胺进行了全面的方法学研究，为氢氯

噻嗪原料药及其制剂的质量控制提供了更全面的

分析方法，并为其质量标准的提升提供了参考。 
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