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摘= =要：目的= =建立注射用益气复脉（冻干）药品中氯化丁基橡胶塞用抗氧剂 OISJ二叔丁基JQJ甲基苯酚（_eq）和硫化剂对

J特辛基苯酚的含量测定方法，并对其稳定性进行考察。方法= =采用 ACnrfqv=rmiC=_be=CNU柱，以乙腈JMKOB甲酸水为流

动相梯度洗脱，体积流量 MKP=miLmin，柱温 PR℃，检测波长 OUM=nm。结果= = _eq和对特J辛基苯酚质量浓度在 MKQ～20 μg/mL
线性关系良好（r＞MKVVV）；准确度试验平均回收率分别为 VVKPB、NMNKVB，精密度及耐用性结果均符合要求；注射用益气

复脉（冻干）稳定性考察样品中 _eq和对J特辛基苯酚含量均小于限度值。结论= =所建立的方法准确可靠，可用于注射用益

气复脉（冻干）中 _eq和对J特辛基苯酚的含量测定。=
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=
注射用益气复脉（冻干）是源于生脉散的冻干

粉针制剂，具有益气生津、敛阴止汗的功效，在临

床主要用于冠心病、心绞痛等疾病的治疗xNJOz。由于

注射剂给药后直接接触人体组织或进入血液系统，

被认为是风险最高的品种之一xPz。药品与包装材料

的相容性研究涉及产品安全，一直为药品监管部门=
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高度关注，药品的包装材料选择不当，尤其是直接

接触药品的包材，将影响产品的质量。根据注射剂

安全性再评价及国家对药品注册管理等对药包材

的技术要求，需要对药品与包材的相容性进行研

究。本课题组前期采用电感耦合等离子体发射光谱–

质谱（fCmJjp）法测定了该产品注射剂瓶中的金属

元素xQz。=
注射用冷冻干燥无菌粉末用氯化丁基橡胶塞

在使用过程中与药品直接接触，虽然丁基橡胶塞具

有良好的气密性和化学惰性，但在药品的使用和贮

存过程中，仍存在与药物的相互作用，胶塞可能会

吸收药品中的有效成分或者胶塞的成分可能会浸

出至药品中，从而影响药品的质量。因此，胶塞与

药品的相容性研究可以评价胶塞对药物的稳定性

影响，是否有迁移、吸附甚至发生化学反应，从而

影响药物的安全有效性xRz。抗氧剂 OISJ二叔丁基JQJ
甲基苯酚（_eq）和对J特辛基苯酚是存在于胶塞中

的两个可挥发性成分，_eq广泛用于橡胶塞的生产

中，有抑制人体呼吸酶活性、增加肝脏微体酶活性

等作用xSz。对J特辛基苯酚常用作橡胶塞生产的硫化

剂，实际生产过程中，硫化剂中可能有未反应的对

特辛基苯酚残留，胶塞与药品接触时，可能会迁移

出来从而影响药品的安全性；而且对特辛基苯酚为

有毒化学品，对皮肤、眼睛、和黏膜有腐蚀性xTz。=
本文以注射用益气复脉（冻干）为研究对象，

建立氯化丁基橡胶塞中抗氧剂 _eq和硫化剂对J特
辛基苯酚的测定方法，选择药品加速条件对药品进

行迁移实验考察，对加速条件下 S 批样品中 _eq
和对特辛基苯酚进行含量测定，为注射用益气复脉

（冻干）的质量控制和安全性评价提供依据。=
N= =仪器与试药=
NKN= =主要仪器=

t~ters= ACnrfqv= rmiC 超高效液相色谱仪

（t~ters公司）；梅特勒JjpOMQp电子天平，梅特勒

JupNMRar型电子分析天平（美国jettler=qoledo公
司）；jilliJn型纯水仪（美国jillipore公司）；iRRM
台式低速离心机（长沙湘仪离心机仪器有限公司）；

岛津 qnUMPM气质联用仪。=
NKO= =试药与材料=

_eq对照品（质量分数 VVKRB，批号 NNVPUV），
对J特辛基苯酚对照品（质量分数 VUKRB，批号

NMMMSU），均为德国 arK= bÜrenstorfer 公司产品；二

氯甲烷（色谱纯，Q=iL瓶，批号 NSMTOS），天津市康

科德科技有限公司产品；甲醇（色谱纯，Q= iL瓶，

批号 fUQQTSPM），乙腈（色谱纯，Q= iL瓶，批号

gAMPVQPM），jerck公司产品；甲酸（色谱纯，RMM=
mi，批号 OMNSJVJO），上海市试剂一厂产品。=

分别使用 O个厂家提供的氯化丁基橡胶塞灌封

的 S批注射用益气复脉（冻干）样品，由天津天士

力之骄药业有限公司提供（批号分别为 pN、pO、pP、
pQ、pR、pS）；其中 pN～pP批产品使用Ⅰ厂的胶塞

（批号为 RMMMNOPNJNTMPMMN），pQ～pS 批产品使用

Ⅱ厂的胶塞（批号为 RMMMNOPNJ=NTMRMMN）。=
O= =方法=
OKN= =色谱条件=

色谱柱（N）为ACnrfqv=rmiC=_be=CNU柱（NMM=
mm×OKT=mm，NKT=μm）；柱温：PR℃；体积流量 MKP=
miLmin；检测波长 OUM= nm；进样体积 P=μL；有机

相为乙腈，水相为 MKOB甲酸水，洗脱梯度见表 N。=

表= N= =洗脱梯度=
qable=N= = dradient=of=elution=

时间Lmin= 乙腈LB= MKOB甲酸水LB=
M= SM= QM=
PKR= TM= PM=
NM= VM= NM=
NT= VR= R=
OM= SM= QM=
OQ= SM= QM=

OKO= =对照品溶液的制备=
_eq 对照品储备液Ⅰ：取 _eq 对照品约 OM=

mg，精密称定，置于 NMM=mi容量瓶中，加二氯甲

烷与甲醇混合溶剂（N∶Q）溶解并稀释至刻度，摇

匀，配成浓度约为 OMM=μg/mL 的对照品储备液。=
对特辛基苯酚对照品储备液Ⅰ：取对J特辛基苯

酚对照品约 OM=mg，精密称定，置于 NMM=mi容量瓶

中，加二氯甲烷与甲醇混合溶剂（N∶Q）溶解并稀

释至刻度，摇匀，配成浓度约为 OMM=μg/mL 的对照

品储备液。=
_eq、对J特辛基苯酚混合对照品：分别精密吸

取 _eq 对照品和对特辛基苯酚对照品储备液各 N=
mi，置于 NMM=mi容量瓶中，加二氯甲烷与甲醇混

合溶剂（N∶Q）稀释定容至刻度，摇匀，配成质量

浓度均为 O=μg/mL 的混合对照品溶液。=
OKP= =供试品溶液的制备=

取注射用益气复脉（冻干）制剂 NKM=g，精密称
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定，至 OM=mi顶空瓶中，用 NM=mi超纯水溶解，加

入二氯甲烷 O= mi，加入饱和氯化钠溶液 MKQ= mi，
激烈振摇 N～O=min，P=MMM=rLmin离心 R=min，分层，

去除上层样品溶液，下层萃取液全部转移至 NM=mi
容量瓶中，加适量甲醇清洗顶空瓶转移至容量瓶，

用甲醇定容至刻度，混匀，即得。=
OKQ= =专属性实验=

取空白溶剂二氯甲烷–甲醇（N∶Q）、_eq、
对J特辛基苯酚单标对照品溶液（O=μg/mL）和供试

品溶液，按“OKN”项下色谱条件进行测定，色谱图

见图 N。可见空白溶剂对两种成分的测定无干扰。=

经液相色谱J质谱（dCJjp）法（色谱条件：

dC进样口温度 OMM=℃，体积流量 NKM=miLmin，分

流比 R∶N；柱温升温程序：RM=℃保持 R=min，R=℃
Lmin升至 ORM=℃保持 R=min，运行 RM=min；jp离
子源 OPM=℃，接口温度 OMM=℃，采集方式 nP=pc~n，
扫描范围 mLz= RM～SMM）对供试品溶液中的 Aeq、
对J特辛基苯酚进行结构鉴定。=

结果供试品jp图谱中的目标物与对照品总离

子流一致；液相的 maA 检测器确认目标物的峰纯

度小于阈值，证明为单一峰。说明该方法的专属性

符合要求。=

=

图= N= =空白溶剂、Beq对照品、对特辛基苯酚对照品、供试品的色谱图=
cigK=N= = Chromatogram=of=blank=solventI=Beq=reference=substanceI=QJtertJoctylphenol=reference=substance=and=sample= =

OKR= =检测限和定量限=
取对照品，把已知浓度试样测出的信号与空白

样品测出的信号进行比较，计算出能被可靠地检测

出被测物质最低浓度或质量，以信噪比为 P∶N 时

的相应浓度或注入仪器的量确定检测限；以信噪比

为 NM∶N时相应浓度或注入仪器的量确定定量限，

按“OKN”项下的色谱条件进行测定，_eq 和对J特
辛基苯酚的检测限和定量限分别为 MKN=μg/mL和 MKQ=
μg/mL。=
OKS= =线性关系和线性范围=

取 _eq 和对特辛基苯酚对照品储备液适量，

加二氯甲烷与甲醇混合溶剂（N∶Q）稀释，配制成

_eq和对J特辛基苯酚质量浓度分别为 OM、NM、Q、
O、N、MKQ= μg/mL 的混合对照品溶液。按照“OKN”
项下的色谱条件进样分析，进样体积 P=μL，记录峰

面积值（v），以峰面积对质量浓度（u，μg/mL）进

行线性回归，绘制标准曲线，得到各成分的回归方

程及线性范围。_eq 线性方程为 vZQ= VNQ= u＋
QRRKMS，rZMKVVV=U，对J特辛基苯酚的线性方程为

vZQ=RPNKQ=u＋QRQKQO，rZMKVVV=U，说明 _eq和对J
特辛基苯酚这两个成分质量浓度在 MKQ～OM= μg/mL
范围内线性关系良好。=
OKT= =准确度实验=

取批号 pN 的注射用益气复脉（冻干）制剂样

品，按照“OKP”项下供试品溶液的制备方法，分别

加入 _eq、对J特辛基苯酚混合对照品（二氯甲烷

作溶媒溶解，质量浓度分别为 O、NM、OM=μg/mL）O=
mi萃取，每个浓度平行制备 P份（其中准确度 NMMB
浓度样品制备 S 份，可作为重复性考察样品），每

份样品进 O针，按相关公式计算回收率和 opa值。=

=
= = = M= = = = = = = = = = = O= = = = = = = = = = = Q= = = = = = = = = = = S= = = = = = = = = = = U= = = = = = = = = = = = NM= = = = = = = = = = NO= = = = = = = = = = NQ=

t=L=min=
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回收率Z准确度项下测得的样品量L对照品加入量=

_eq 和对特新基苯酚的平均回收率分别为

VVKPB、NMNKVB，在 URKMB～NOMKMB范围内，opa
值为 NKPB、OKNB，符合要求。=
OKU= =精密度实验=
OKUKN= =重复性实验= =取准确度项下 NMMB浓度样品

S份，按照“OKN”项下色谱条件进行测定，考察分

析重复性。并将第 N份供试品溶液连续进样 S次，

记录峰面积，计算样品进样重复性。同一供试品溶

液连续进 S次，_eq和对J特辛基苯酚峰面积的opa
值分别为 NKMB、NKRB，进样重复性符合要求，准确

度项下S份 NMMB浓度样品_eq和对J特辛基苯酚含

量测定结果 opa值分别为 MKUB、NKPB，方法的重

复性符合有关标准xUz要求。=
OKUKO= =中间精密度= =取批号 pN 的注射用益气复脉

（冻干）制剂样品，按照“OKP”项下供试品溶液的

制备方法制备供试品溶液，按照“OKN”项下的色谱

条件，分别由 O名不同的工作人员在同一台仪器进

样测定，计算不同人员测定成分含量的 opa 值。

不同人员测定的 _eq和对J特辛基苯酚含量均小于

定量限，结果一致。=
OKV= =稳定性实验=

取准确度项下 NMMB准确度样品溶液及 _eq、
对J特辛基苯酚混合对照品溶液，分别在 M、Q、U、
NS、OQ=Ü按“OKN”项下色谱条件进行检测，分别计

算对 _eq、对J特辛基苯酚的 opa值，考察供试品

及对照品溶液的稳定性。OQ= Ü 内对照品溶液 _eq
和对J特辛基苯酚峰面积opa值分别为NKUB、NKSB，

供试品 _eq 和对J特辛基苯酚峰面积 opa 值为

NKTB、OKMB，稳定性良好。=
OKNM= =耐用性考察=

取 NMMB浓度的准确度测定下的样品 O 份，通

过调整色谱柱x使用两根型号不同的色谱柱，除了色

谱柱（N），增加色谱柱（O）：ACnrfqv=rmiC=epp=
qP色谱柱（NMM=mm×OKT=mm，NKT=μm）z，体积流

量±NMB（MKOT、MKP、MKPP= miLmin），柱温±NMB
（PO℃、PR℃、PU℃），调整水相甲酸的加入比例

（MKNB、MKOB、MKPB）考察耐用性，每份样品进 O
针。不同色谱条件下_eq和对特辛基苯酚含量opa
值的结果均小于 QKMB，说明方法耐用性良好。=
P= =胶塞的稳定性考察=

为考察氯化丁基橡胶塞直接接触注射用益气

复脉（冻干）的注射用冷冻干燥无菌粉末时，胶塞

的成分向药品中的迁移情况，选取 S批制剂（对应

两个厂家的胶塞，pN～pP批产品对应Ⅰ厂的胶塞，

pQ～pS 批对应Ⅱ厂的），样品倒立放置于下述环境进

行加速实验：温度（QM±O）℃、相对湿度 TRB±RB。

分别对 M 时、加速 N、O、P、S 个月各 S 批制剂中

_eq和对特辛基苯酚含量进行测定，根据对照品检

出限和定量限测定结果折算出药品中两个成分的检

出限（ila）和定量限（iln）分别为 N=μg/g 和 Q=μg/g，
两个成分含量的测定结果见表 Q、R。=

表= Q= =对特辛基苯酚含量测定结果=
qable=Q= = aetermination=results=of=QJtertJoctylphenol=

批

号=

对特辛基苯酚的量/(μg∙g−NF=

M时=
加速=

N个月=

加速=

O个月=

加速=

P个月=

加速=

S个月=

pN= ＜iln= ＜iln= QKMVN=O= QKUSR=T= RKTQP=T=

pO= ＜iln= ＜iln= QKQTR=S= RKPQP=S= SKNTS=T=

pP= ＜iln= ＜iln= QKNSO=V= QKVNU=T= RKTPS=U=

pQ= ＜iln= ＜iln= QKQRP=U= QKVRQ=O= SKMRO=P=

pR= ＜iln= ＜iln= QKURR=T= QKSPU=M= RKTUP=V=

pS= ＜iln= ＜iln= QKROU=R= RKMPM=R= SKMST=O=

表= R= = Beq含量测定结果=
qable=R= = aetermination=results=of=Beq= =

批号=

_eq的量LEμg·g−NF=

M时=
加速=

N个月=

加速=

O个月=

加速=

P个月=

加速=

S个月=

pN= kKa= kKa= kKa= ＜iln= kKa=

pO= kKa= kKa= kKa= ＜iln= kKa=

pP= kKa= kKa= kKa= kKa= kKa=

pQ= kKa= kKa= kKa= kKa= kKa=

pR= kKa= kKa= ＜iln= kKa= kKa=

pS= kKa= kKa= kKa= ＜iln= kKa=

kKa−未检出=
kKaJ=no=detection= =

加速实验的结果显示：随着加速时间的延长，

S批注射用益气复脉（冻干）中对J特辛基苯酚含量

有逐渐增加的趋势，加速 O、P、S 个月样品中对J
特辛基苯酚的量大于定量限；_eq的量随着时间延

长也有增加趋势，但增量较低，基本小于检出限。=
Q= =讨论=
QKN= =分析方法的确认=
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本文建立了注射用益气复脉（冻干）药品中

_eq 和对J特辛基苯酚的含量测定方法，实验过程

中，由于样品中 _eq和对J特辛基苯酚的含量较低，

测定方法由 emiC转化为 rmiC进行测定，灵敏度

更高。方法建立过程中对流动相–水相（水、水中

添加不同浓度的甲酸和磷酸）进行了考察，根据目

标峰的对称性、分离度等综合因素最终选择 MKOB甲
酸作为水相。此外，在样品的制备过程中发现使用

塑料离心管作为萃取装置，在对J特辛基苯酚测定过

程中有杂质峰干扰，可能是二氯甲烷萃取出塑料中

的其他物质，因此实验过程中应避免使用与塑料相

关材质，尽可能使用玻璃及惰性材料。=
基于优化后的测定方法，参考《中国药典》OMNR

年版四部“通则 VNMN”项下内容，对药液中两个成

分的测定方法进行方法学验证，各评价指标符合现

行标准要求，证明药品中 _eq和对J特辛基苯酚的

测定方法可行，检测数据准确可靠。=
QKO= =安全性评价=

根据提取试验及迁移试验获得的可提取物、浸

出物信息，分析汇总浸出物和可提取物的种类及含

量，进行结构鉴定，通过安全性研究分析其安全性

风险程度，结合吸附试验结果，分析判断包装系统

是否与药品具有相容性。根据文献或试验获得浸出

物或可提取物的人每日允许最大暴露量（mab），确

定合适的安全性阈值（pCq），基于 mab或 pCq数

值、每日最大用药剂量以及制剂包装情况（提取试

验中使用容器的数量；与提取溶剂直接接触的表面

积；制剂生产、运输、贮藏和使用过程中与药液直

接接触部分的表面积等）计算每单个包装容器中，

各浸出物或可提取物的最大允许的实际浓度，计算

得到分析评价限度（Abq）。目前欧洲药品局

（burope~n=jedicines=Agency，bjA）推荐的遗传毒

性致癌物的安全性阈值（pCq）为 NKR=μg/d，国际药

用气雾剂联盟（fntern~tion~l=mÜ~rm~ceutic~l=Aerosol=
Consortium，fmAC）推荐的吸入制剂的安全性阈值

（pCq）为 MKNR= μg/d，对于注射剂，尚未有正式的

pCq发布xVz。=
胶塞中对J特辛基苯酚和_eq的 mab值尚未有

文献报道，美国食品药品管理局（caA）“药物非

活性成分数据库”对静脉注射用抗氧剂 _eq 规定

最大用量为 MKMMOB，“化学物质毒性数据库”中小

鼠静脉注射 _eq 的半数致死量（iaRM）为 NUM=
mgLkg，口服给药 iaRM为 UVM=mgLkg，对J特辛基苯

酚小鼠口服给药的 iaRM为 P=ONM=mgLkg，没有相应

的注射给药 iaRM值，但口服 iaRM是 _eq的 PKS倍，

参考 _eq用量限度，规定对J特辛基苯酚用量限度

与 _eq一致。因此，根据 _eq最大用量为 MKMMOB
以及注射用益气复脉（冻干）临床用药剂量，_eq
及对J特辛基苯酚限度暂时定为 OM=μg/g。=

综上所述用 rmiC法测定注射用益气复脉（冻

干）药品中 _eq和对J特辛基苯酚的含量，灵敏度

较高，药品中 _eq 和对J特辛基苯酚检出限为 N=
μg/g，定量限为 Q=μg/g，根据加速试验测定结果，S
批注射用益气复脉（冻干）制剂中 _eq和对J特辛

基苯酚含量远低于限度值 OM=μg/g，氯化丁基胶塞中

_eq 和对J特辛基苯酚迁移至药品的量很少，不会

对该产品安全造成影响。=
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