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【摘要】 我国是仿制药大国，在整个化学药品市场中仿制药占比约三分之二，其质量控制尤为重要。杂质控

制是药品质量控制的重要一环，仿制药在杂质控制方面不仅要关注其参比药物中存在的杂质，更应结合实际生

产工艺确定可能存在的需要加以控制的杂质。近年来，行业内对于仿制药中遗传毒性杂质的关注度不断提升。

本文在宏观上对遗传毒性杂质的来源、检测方法等进行总结，以期对行业内的仿制药研发分析提供参考。
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Research progress of genotoxic impurities in generic drugs
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Institute for Chemical Drug Control，National Institutes for Food and Drug Control，Beijing 102629，China

【Abstract】 China is a big country producing generic drugs，with generic drugs accounting for about two-thirds of the
whole chemical drug market. The quality control in generic drugs is particularly important. Impurity control is an important
part of drug quality control. In terms of impurity control for generic drugs，we should not only pay attention to the impurities in
the reference drugs，but also determine the possible impurities that need to be controlled according to the actual production
process. In recent years，the industry has been increasingly concerned about genotoxic impurities in generic drugs. This article
presents the sources and detection methods of genotoxic impurities in a macroscopic perspective，so as to provide a reference
for the research and development of generic drugs in the industry.
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仿制药是指具有与参比药品相同的活性成分、剂

型、规格、适应证、给药途径和用法用量的原料药及其

制剂［1］。我国仿制药市场巨大，截至2020年仿制药市

场规模约8087亿元，虽受疫情影响较2019年有所下

滑，但仍是国内医药消费市场的主体［2］。药品在临床

使用中产生的不良反应除了与药品本身的药理活性

有关外，同时与药品中存在的杂质也有很大关系［3］。

某些药物特别是多手性中心药物中异构体杂质的存

在有时会影响其药物疗效［4］。此外，致突变杂质与其

他杂质相比对人体的危害更大［5］。因此，仿制药中杂

质的准确定位及研究分析对于确保药品的安全、有

效、均一、稳定具有重要意义。

仿制药由于原料来源、辅料种类和生产工艺与参

比有所差异，可能导致与参比制剂的杂质不尽相同，

因此仿制药的杂质控制不仅需要关注其参比药物质

量标准中的杂质谱，更需要结合实际的生产路线进行

分析。综合分析，仿制药的杂质来源主要包括［6］：①
由起始原料引入的杂质，即根据起始原料的合成路线

及结构推测起始原料中可能存在的杂质；②根据合成

路线、反应条件及药物结构，推测在合成过程中可能

产生的副产物、降解产物、残留溶剂等；③在药物贮藏

过程中产生的降解产物、聚合产物等。近年来，行业
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内对于仿制药中遗传毒性杂质的关注度不断提升。

本文对遗传毒性杂质的来源及其检测方法等进行总

结，以期对行业内的仿制药研发分析提供参考。

1 遗传毒性杂质的来源

遗传毒性杂质，又叫基因毒性杂质，指经过适当

的遗传毒性实验模型，如细菌基因突变（Ames）实验，

证实具有遗传毒性的杂质［7］，包括致突变性杂质和其

他类型的无致突变性杂质。致突变性杂质指在较低

水平时也有可能直接引起DNA损伤，导致DNA突变，

从而可能引发癌症的遗传毒性杂质［8］。本文所涉及的

遗传毒性杂质主要指致突变性杂质。

遗传毒性杂质主要来源于 2个方面［9］：通过合成

过程引入的，即合成的遗传毒性杂质；由降解产生的

物质，即遗传毒性降解剂。2020年国家药品审评中

心发布了《化学药品中亚硝胺类杂质研究技术指导原

则（试行）》［10］，明确要结合原料药因素和制剂因素等

综合分析确定待研究的基因毒性杂质及来源，参照人

用药品注册技术要求国际协调理事会（International
Council for Harmonization，ICH）指导原则M7（ICH
M7）及毒理学研究数据等拟定合理的限度等。

2 遗传毒性杂质的分类

ICH M7根据致突变性和致癌性将遗传毒性杂质

分为 5类：①已知致突变致癌物；②致癌性未知的已

知致突变物；③有与原料药结构无关的警示结构，无

致突变性数据；④有警示结构，且与经测试无致突变

性的原料药及其相关化合物具有相同的警示结构；⑤
无警示结构，或虽有警示结构但有充分的数据证明无

致突变性或无致癌性。遗传毒性杂质的警示结构指

杂质结构中存在某些特殊基团或者亚单位，这些特殊

的结构可能会导致人体的遗传物质发生改变，进而产

生基因毒性［11］。常见的遗传毒性杂质警示结构见图

1［12］。遗传毒性杂质根据其警示结构可以分为苯胺类、

酰卤类、醛类、亚硝胺类、卤代烃类、磺酸酯类以及环氧

化合物等，该分类方法在实际检测过程中广泛应用。

对于无法获得具体分类数据的遗传毒性杂质，

ICH M7允许采用计算机毒理学（定量）构-效关系

［（Q）SAR］方法对目标杂质进行毒性评估以预测其细

菌致突变实验的结果。该指导原则允许通过 2种互

补的（Q）SAR预测方法（一种是基于专家知识规则，另

一种是基于统计学）进行杂质的潜在基因毒性预测，

并基于预测结果进行杂质分类。如果2个互补的（Q）

图1 常见的遗传毒性杂质警示结构
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SAR 方法均没有警示结构，则足以说明该杂质没有致

突变忧虑，为遗传毒性杂质分类中的第 5类，不建议

做进一步的检测。

本研究采用互补的Derek Nexus和 Sarah Nexus
软件对利伐沙班合成过程中可能产生的杂质进行了

遗传毒性预测，结果显示其具有遗传毒性概率较低，

并且在基于统计学的 Sarah Nexus中，明确其产物利

伐沙班不具有遗传毒性，因此可将利伐沙班合成过程

中产生的与其具有相同警示结构的杂质归为第4类。

3 遗传毒性杂质的限度

杂质限度是鉴定原辅料及其制剂中杂质含量是

否合格的关键指标，一般杂质限度应按照最低合理可

行（as low as reasonable practicable，ALARP）的原则，

根据其活性、稳定性、分析方法等因素制定。

为明确遗传毒性杂质在药品中的限度，ICH引入

了可接受摄入量的概念。可接受摄入量指每人每日

摄入一定量的遗传毒性杂质，其患癌风险可以忽略时

的最大量。

基于毒性学关注阈值（threshold of toxicological
concern，TTC）计算可接受摄入量时，致突变性杂质

的最大摄入量在 1. 5 μg/d时被认为是风险可控的。

这一计算方法一般用于长期给药药物中存在的第 2
类、第3类遗传毒性杂质。如果某些杂质没有TTC，但
具有充分的致癌性数据，可采用半数中毒剂量（median

toxic dose，TD50）线性外推法来计算可接受摄入量。

不同治疗时间药品中遗传毒性杂质的可接受摄入量

具体要求见表1。

4 亚硝胺类遗传毒性杂质

亚硝胺类杂质是遗传毒性杂质的重要组成之一。

2020年9月美国食品药品管理局（Food and Drug Ad⁃
ministration，FDA）发布的《人用药物中亚硝胺杂质控

制指南》［13］对常见的亚硝胺类杂质控制提供参考。

FDA已经确定了 7种理论上可能存在于药品中

的亚硝胺杂质：N-亚硝基二甲胺、N-亚硝基二乙胺、

N-亚硝基-N-甲基-4-氨基丁酸、N-亚硝基异丙基

乙胺、N-亚硝基甲基苯胺、N-亚硝基二异丙胺和亚

硝基二丁胺，其结构见图 2。其中前 5种实际上已在

原料药或药品中检测到［13］。为保障公众用药安全，

FDA对其中 6种杂质的可接受摄入量限度提出了建

议，见表2。

表1 不同治疗时间药品中遗传毒性杂质的可接受摄入量

（μg/d）
治疗时间（月）

≤1
>1~≤12
>12~≤120
>120

单个杂质日摄入量

120.0
20.0
10.0
1.5

多个杂质日总摄入量

120.0
60.0
30.0
5.0

图2 7种理论上可能存在于药品中的亚硝胺杂质结构
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5 遗传毒性杂质的检测方法及应用进展

致突变性遗传毒性杂质在较低水平即有可能引

起DNA损伤，因此药物中的遗传毒性杂质必须严格

控制在可接受水平。

刘博等［14］率先在国内建立了基于高效液相色谱-
高分辨质谱联用检测药物中可能存在的 7种亚硝胺

杂质的方法。张岩琛等［15］采用高效液相色谱-三重四

极杆质谱法成功测定了盐酸雷尼替丁胶囊中N-亚硝

基二甲胺的含量；王璐等［16］建立了气相色谱-串联质

谱法测定芬地柞酸左旋氯哌斯汀中N-亚硝基二甲胺

和N-亚硝基二乙胺含量的方法；邵伍军等［17］采用超

高效液相色谱-三重四极杆质谱建立了N-亚硝基-
N-甲基-4-氨基丁酸的测定方法，用于厄贝沙坦及其

复方制剂中N-亚硝基-N-甲基-4-氨基丁酸的检测。

特戊酰氯是一种重要的酰化试剂，其存在酰卤警

示结构，因此可视为潜在的遗传毒性杂质。而其作为

酰化试剂，在某些药物合成过程中难以避免会残留。

为更好地检测药物中残留的特戊酰氯，廖文婷等［18］建

立了一种柱前衍生化高效液相色谱法测定特戊酰氯

的方法，用于艾拉莫德中特戊酰氯残留量的检测。

陈忆铃等［19］为更好地检测甲磺酸中甲磺酸烷基

酯类杂质，在研究《欧洲药典》方法的基础上，通过改

变前处理条件，采用液液萃取-气相色谱串联质谱技

术成功对甲磺酸中 3种遗传毒性杂质进行检测。

Zacharis等［20］采用较气相色谱串联质谱法操作更为

简便的高效液相色谱法检测了阿瑞匹坦中苯基磺酸

酯类遗传毒性杂质对甲苯磺酸甲酯和对甲苯磺酸异

丙酯。李丹等［21］对烷基或苯基磺酸酯类杂质检测方

法进行总结，并采用离子色谱法，以常规C18色谱柱对

三氟甲酸酯类杂质进行检测，其较常规的阴离子交换

柱更加经济、便于操作。

沙坦类药物如缬沙坦、厄贝沙坦在合成过程中可

能会产生N-亚硝基二甲胺、叠氮沙坦联苯或叠氮沙

坦联苯四氮唑等具有明显警示结构的遗传毒性杂质。

徐艳梅等［22］采用高效液相色谱串联质谱法成功检测

了厄贝沙坦原料药及其片剂中的 3种亚硝胺类遗传

毒性杂质，汤伟彬等［23］使用高效液相色谱-三重四极

杆质谱法实现了对叠氮沙坦联苯或叠氮沙坦联苯四

氮唑类遗传毒性杂质的检测。Gričar等［24］建立了一

种简便可靠的梯度高效液相色谱法来测定厄贝沙坦、

坎地沙坦、缬沙坦中叠氮化物的含量，并且采用了流

通池较长的检测器，灵敏度比常规流通池高10倍。

FDA也推荐了许多药品中遗传毒性杂质如利福

平中的遗传毒性杂质1-甲基-4-亚硝基哌嗪、利福喷

丁中的遗传毒性杂质 1-环戊基-4-亚硝基哌嗪的检

测方法［25］，以供行业参考。

在总结相关政策和文献基础上，按待测物结构对

遗传毒性杂质采取不同的检测方法，具体方法见表 3［14-29］。

表2 6种亚硝胺杂质可接受摄入量限度（ng/d）
杂质名称

N-亚硝基二甲胺

N-亚硝基二乙胺

N-亚硝基-N-甲基-4-氨基丁酸

N-亚硝基甲基苯胺

N-亚硝基异丙基乙胺

N-亚硝基二异丙胺

可接受摄入量限度

96.0
26.5
96.0
26.5
26.5
26.5

注：以上数据为美国食品药品管理局对 6种亚硝胺杂质可接受摄入量

限度的建议

表3 不同结构遗传毒性杂质的检测方法

结构类型

苯胺类

酰卤类

醛类

亚硝胺类

卤代烃类

磺酸酯类

环氧化物

叠氮化物

检测方法

具有紫外吸收，一般采用HPLC、HPLC-MS等
活泼性强，难以直接测定，一般衍生化后采用HPLC-MS、GC-MS等
衍生化处理（如肼、羟胺）后采用HPLC等

一般采用HPLC-MS、HPLC-MS/MS、GC-MS
挥发性卤代烃可采用气相色谱-电子俘获检测器、GC-MS；非挥发性卤代烃可采用HPLC、HPLC-MS等
HPLC，前处理后采用GC-MS等
HPLC、HPLC-MS，具有挥发性的可采用GC检测

HPLC、HPLC-MS/MS
注：HPLC表示高效液相色谱法；HPLC-MS表示高效液相色谱串联质谱法；GC-MS表示气相色谱串联质谱法；MS表示质谱法；GC表示气相色谱法
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综上所述，在药品研发过程中，杂质的研究始终

贯穿于药品研发全过程，并在药品发展过程中不断完

善。杂质控制也是目前仿制药研发中的重点和难点。

仿制药不能仅依靠参比制剂标准进行杂质的考察，还

要结合产品本身，基于源头控制和过程控制理念，对

杂质谱建立全面的分析。随着遗传毒性杂质研究的

不断深入，毒性杂质与一般有机杂质同样在杂质谱中

占据重要的地位，这也成为行业内普遍研究的热点。

ICH M7针对遗传毒性杂质做出了明确的分类及限度

要求，在此基础上，确定合理的满足限度要求的检测

方法是研究过程中的重点和难点。通过建立完善的

仿制药杂质控制体系，制定合理的杂质控制策略，保

证产品的有效可控，最终保障人民的用药安全。
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