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总有机碳法检测丹参多酚酸生产设备的清洗残留
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摘 要： 目的 建立总有机碳（TOC）分析技术实现快速分析注射用丹参多酚酸主要原料丹参多酚酸的生产设备清洗残留。

方法 对TOC法的专属性、准确度、精密度（重复性与中间精密度）、线性、检测限、定量限与耐用性进行验证。将不同含

碳浓度的丹参多酚酸样品溶液滴于不锈钢板上，擦拭取样，计算取样回收率。结合方法学研究数据评价TOC法用于丹参多

酚酸生产设备清洗残留检测的效果。结果 空白溶剂与空白棉签对测定丹参多酚酸生产设备清洗残留的干扰较小；准确度的

平均回收率为 103%，重复性与中间紧密度的RSD值均小于 3%；丹参多酚酸理论含碳质量浓度在 0～30 μg/mL线性关系良

好（r=0.999 9），定量限为 55 ng/mL，检测限为 18 ng/mL。供试品溶液在冰箱 2～10 ℃中储存的有效期为 48 h，酸碱耐用性

范围为 5～9；平均取样回收率为 100%。设备改造的清洁验证实验中，丹参多酚酸生产设备清洗残留的检测结果最大值为

2.22 μg/mL，均低于验证标准。结论 TOC分析方法快速、准确、简便，可用于丹参多酚酸生产设备的残留检测，为设备清

洗洁净程度的判断提供有力依据。
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Determination of production equipment cleaning residue in Salvianolic Acids

for Injection by total organic carbon analysis method
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Abstract: Objective To establish total organic carbon (TOC) analysis technology to realize rapid analysis of production equipment
cleaning residue for salvianolic acids, the main raw material of Salvianolic Acids for Injection. Methods TOC method was verified
for specificity , accuracy, precision, linearity, limit of detection, limit of quantitation and robustness. Drop the salvianolic acids
sample solutions with different carbon concentrations on the stainless steel plate, wipe the samples, and calculate the sampling
recovery rate. Combining methodological research data to evaluate the effect of TOC method in the detection of production
equipment cleaning residue for salvianolic acids. Results Blank solvent and blank cotton swabs had little interference in the
determination of salvianolic acids production equipment cleaning residue. The mean recovery in accuracy test was 103%. Both the
RSDs in reproducibility and intermediate precision tests were less than 3%. Good linearity (r = 0.999 9) was observed in the
standard curves of theoretical carbon content in the range of 0 — 30 μg/mL. LOD was 18 ng/mL and LOQ was 55 ng/mL. The
validity period of the test solution stored in the refrigerator (2 — 10 ℃) was 48 h, and the acid-base durability range was 5 — 9. The
average sampling recovery rate was 100%. In the cleaning verification experiment of equipment modification, the maximum
detection result of the production equipment cleaning residue for Salvianolic Acids was 2.22 μg/mL, which are all lower than the
verification standard. Conclusion Total organic carbon (TOC) analysis method is rapid, accurate and simple. It can be used for
residue detection of salvianolic acids production equipment, which provides a strong basis for the determination of the cleanliness of
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equipment cleaning.
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注射用丹参多酚酸是以丹参的水溶性有效部

位丹参多酚酸为活性成分，甘露醇为辅料而制成的

冻干粉针制剂，具有活血通络的功效，用于中风病

中经络（轻中度脑梗死）恢复期瘀血阻络症［1-2］。临

床研究显示，其在治疗脑梗死急性期患者取得较好

的疗效，并且对患者的神经功能恢复有益［3］。

为了进一步提高该制剂的质量标准，天津天士

力之骄药业有限公司不断加大科研投入，对药品生

产的每个环节都精益求精。为避免原料药丹参多

酚酸生产过程中生产设备因清洗不充分而发生污

染，以及丹参多酚酸不同批次间的交叉污染，需要

采用合适的检测方法确认生产设备的清洁结果可

靠。原料药丹参多酚酸的质量控制直接影响注射

用丹参多酚酸的质量。丹参多酚酸成分复杂，水溶

性的酚酸类化合物主要成分为丹酚酸B、迷迭香酸、

紫草酸、丹酚酸 D、丹酚酸 Y等［1］，每个化合物的清

洗残留浓度较低。采用常规专属性强的高效液相

色谱（HPLC）法或气相色谱（GC）法，许多无法预料

到的污染物和清洁剂可能会被忽略，而采用总有机

碳（TOC）法可检测到超过一种目标化合物，且检测

用时短，灵敏度高，能有效降低生产成本［4-8］。因此

本研究建立了一种采用 TOC法测定丹参多酚酸生

产设备清洗残留的检测方法，以加强设备清洁，确

定清洗方法的适应性，进一步提高制剂质量。

1 材料

1.1 实验仪器

GE Sievers 900L 型总有机碳分析仪（美国 GE
公司）；XS 105DU型电子分析天平（梅特勒-托利多

公司）；Seven Easy S230型 pH计（梅特勒-托利多公

司）。TX714型TOC取样签（美国Texwipe公司）。

1.2 主要试剂

丹酚酸B对照品（质量分数 94.1%，购于中国食

品药品检定研究院，批号 111562-201716），磷酸（优

级纯，天津市科密欧化学试剂有限公司，批号

20180919），氢氧化钠（优级纯，天津市风船化学试

剂科技有限公司，批号 2018-5-10），实验用水为纯

化水。

1.3 实验样品

丹参多酚酸样品由天津天士力之骄药业有限

公司提取车间提供，方法考察部分采用的样品批号

为 20181203与 20180904；丹参多酚酸生产设备清洗

残留的测定部分采用的样品批号分别为 20171105、
20171109、 20180104、 20180105、 20180303、
20180305、 20180608、 20180611、 20180801、
20181102、20200104、20200105、20200106。
2 方法与结果

2.1 总有机碳分析仪的检测参数及测定方法

TOC 分析仪，采用 45% 磷酸溶液作酸剂，15%
过硫酸铵作氧化剂。当样品TOC值小于1×10−6时，

酸剂设置 1.0 μL/min，氧化剂流量为 0；当样品 TOC
值大于1.1×10−5时，选择“自动加试剂”。

将样品瓶瓶口插入 TOC分析仪的 Sample Inlet
端，点击TOC检测仪配置项，设置检测次数为 3，舍
去次数为 1，根据样品设置适宜的酸剂与氧化剂量，

之后点击开始分析。打印机自动打印数据，系统自

动计算TOC数值。

2.2 残留取样方法

残留采用擦拭法取样［9］，擦拭部位为设备和药

液接触的内表面，擦拭表面积为 100 cm2。取样人员

手持前柄，TOC 取样棉签的表面接触待擦拭的表

面，手柄与待擦拭的表面呈 30 °～45 °倾斜，在擦拭

面积范围“Z”字形擦拭，确保取样表面全部被擦拭

到。取样人员擦拭时应分别用棉签的两面进行取

样，如正向擦拭时用A面，反向擦拭时用B面。擦拭

完毕后及时将取样棉签放入TOC瓶中，待检。

2.3 溶液的制备

2.3.1 空白溶液的制备 TOC 取样瓶用纯化水荡

洗后，装入纯化水，即得。

2.3.2 丹酚酸B对照品溶液的制备 丹酚酸B分子

式为C36H30O16，相对分子质量为 718.62，碳的相对分

子质量为 432.40，计算理论含碳量为 60.17%。精密

称取丹酚酸 B对照品约 2.5 mg，置 200 mL量瓶中，

加纯化水溶解并稀释至刻度，即得含碳质量浓度为

7.5 μg/mL的对照品溶液。

计算含碳量为 375 μg/mL的丹酚酸B对照品溶

液的称样量，精密称定，置 50 mL量瓶中，用纯化水

溶解稀释得丹酚酸B对照品贮备液。

2.3.3 供试品溶液的制备 计算丹参多酚酸理论

含碳浓度为 750 μg/mL 时的称样量，精密称定，置

100 mL量瓶中，用纯化水溶解稀释得贮备液。储备

液稀释 100倍，得到理论含碳质量浓度为 7.5 μg/mL
的供试品溶液。
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2.3.4 擦拭取样溶液的制备 计算丹参多酚酸理

论含碳质量浓度为 1 500 μg/mL 时的称样量，精密

称定，置 100 mL量瓶中，用纯化水溶解稀释得擦拭

取样样品溶液。分别量取该溶液 0.25、0.5、0.75 mL，
置 100 mL量瓶中，用纯化水稀释至刻度即得理论含

碳量为3.75、7.50、11.25 μg/mL的对照样品溶液。

2.4 方法学考察

2.4.1 专属性试验 按“2.3.1”项下方法制备空白

溶液。另制备 1份空白溶液，将TOC取样棉签头顶

在瓶肩部内侧，依靠杠杆的力量将手柄沿凹槽折

断，弃去手柄，及时盖上盖，旋紧，摇匀，静置30 min，
即得加棉签空白样品溶液。分别记录 TOC值。结

果显示空白溶剂与加棉签空白样品溶液的TOC值

均小于 100 ng/mL。说明纯化水与棉签对测定丹参

多酚酸生产设备清洗残留的干扰较小。

2.4.2 TOC 分析仪对丹参多酚酸中化学成分氧化

能力的测试 丹参多酚酸中主要成分是酚酸类成

分，丹酚酸B含量较高，其次是无机离子，而单糖（半

乳糖、葡萄糖、木糖、果糖）相对较少，主要的活性成

分有丹酚酸B、迷迭香酸、紫草酸、丹酚酸D、丹酚酸

Y等［1］。选择丹酚酸B为代表来考察总有机碳分析

仪对丹参多酚酸中化学成分的氧化能力。

按“2.3.2”项下制备含碳质量浓度为 7.5 μg/mL
的丹酚酸B对照品溶液，测定其TOC值为7.51 μg/mL。
由 TOC值与样品含碳浓度的百分比计算回收率为

100%，说明采用 TOC 仪测定丹参多酚酸生产线清

洁残留结果具有一定的可靠性。

2.4.3 准确度与精密度测试 将丹酚酸B作为对照

品加入到丹参多酚酸（批号 20181203）中，进一步证

明采用 TOC仪测定丹参多酚酸生产线设备清洁残

留结果的准确性。

按“2.3.2”“2.3.3”项下方法制备丹酚酸B对照品

储备液与供试品储备液，按比例制备丹酚酸B对照

品加入量与丹参多酚酸含碳量比值分别为 0.5∶1、1∶
1、1.5∶1的加标供试品溶液。取纯化水作为空白溶

剂，取“2.3.3”项下理论含碳质量浓度为 7.5 μg/mL
的溶液作为供试品溶液，分别测定上述溶液 TOC
值，并计算回收率，得到平均回收率为 103%，

见表1。
实验结果表明，该法可以准确测定丹参多酚酸清

洗后设备的残留物含量。每个浓度的3份加标供试品

溶液回收率的相对标准偏差（RSD）值分别为 1.4%、

0.7%、1.2%，见表 1，结果重复性良好。以不同人员、

不同时间，配制丹酚酸B对照品加入量与丹参多酚

酸含碳量之比分别为 1∶1的加标供试品溶液。采用

不同仪器，测定 TOC值。计算得到人员 1与人员 2
所测回收率的RSD为2.7%，说明该方耐用性较好。

2.4.4 线性范围测试 分别制备注射用丹参多酚

酸样品（批号 20181203）含碳质量浓度为 0、0.1、0.5、
5、10、30 μg/mL的供试品溶液，测 TOC值。以提取

物丹参多酚酸样品含碳质量浓度为横坐标，TOC值

为纵坐标，制作标准曲线，进行线性回归，并计算线

性相关系数（r）。结果表明丹参多酚酸理论含碳量

在 0～30 μg/mL内线性关系良好，线性回归方程为

Y=1.019 9X−0.045 2，r=0.999 9。同时该检测浓度范

围能满足实际检测需要。

2.4.5 检测限与定量限试验 将 11个已清洁样品

瓶灌满纯化水，连续测定 TOC值。计算标准偏差，

并按下式计算检测限（LOD）与定量限（LOQ）［11］，其

中 δ为标准曲线的标准差；S为标准曲线的斜率。

LOD=
3.3 δ
S

表 1 分析方法学回收率试验结果（n=9）

Table 1 Results of analytical methodology recovery test（n=9）

丹酚酸B对照品加入量与

丹参多酚酸含碳量比值

0.5∶1

0.5∶1

0.5∶1

1∶1

1∶1

1∶1

1.5∶1

1.5∶1

1.5∶1

TOC值/（μg·mL−1）

空白溶剂

0.060 7

0.060 7

0.060 7

0.060 7

0.060 7

0.060 7

0.060 7

0.060 7

0.060 7

对照品溶液

4.05

4.05

4.05

8.43

8.43

8.43

12.80

12.80

12.80

加标供试品溶液

12.0

11.9

11.9

16.1

16.2

16.1

20.2

20.3

20.5

供试品溶液

7.62

7.62

7.62

7.62

7.62

7.62

7.62

7.62

7.62

回收率/%

109.79

107.29

107.29

101.32

102.52

101.32

98.75

99.53

101.10

RSD/%

1.4

0.7

1.2
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LOQ=
10 δ
S

结果显示LOD为18 ng/mL，LOQ为55 ng/mL。
2.4.6 耐用性测试 分为以下2个步骤进行。

（1）供试品溶液稳定性测试 按“2.3.3”项下制

备丹参多酚酸样品（批号 20180904）含碳质量浓度

为7.5 μg/mL的供试品溶液，分别润洗8个TOC样品

瓶 3次后，注满样品瓶，分别于 0、2、4、8、24、28、48、52 h
进样。以 0时为标准，计算各时间点测定的TOC值

与0时TOC值的相对平均偏差（RAD%）。为了避免

纯化水生长细菌导致有机碳含量增加，因此需将样

品密封后置冰箱（2～10 ℃）中储存，恢复室温后进

行检测。

结果显示供试品各时间点测定的 TOC 值与 0
时比较，RSD值均小于 3.0%，说明供试品溶液能稳

定放置 52 h。为确保供试品溶液结果的可靠性，将

其稳定性效期定为 48 h。
（2）供试品溶液酸碱度对TOC测定结果的影响

由于丹参多酚酸生产线设备在清洗过程中采用

1% 氢氧化钠溶液冲洗，因此考察溶液酸碱度对

TOC 结果的影响。按“2.3.3”项下方法制备丹参多

酚酸（批号 20181203）含碳质量浓度为 7.5 μg/mL的

供试品溶液 4份，1份做原液，其余 3份分别用磷酸

溶液及氢氧化钠溶液调节 pH值为 5、7、9，再将 4份
溶液分别润洗 4 个样品瓶 3 次后，注满样品瓶，测

定。计算 TOC（pH=5）与 TOC（pH=7）的比值及 TOC（pH=9）与

TOC（pH=7）的比值。结果 TOC（pH=5）与 TOC（pH=7）的比值

为 0.99，TOC（pH=9）与 TOC（pH=7）的比值为 1.03，说明样

品溶液的pH在5～9，酸碱耐用性良好。

2.4.7 取样回收率测试 采用批号为 20181203 的

丹参多酚酸进行实验。按“2.3.4”项下方法制备擦

拭取样加入样品溶液与对照样品溶液。分别量取

擦拭取样加入样品溶液 0.25、0.5、0.75 mL，点布于

100 cm2的不锈钢板上，然后用 TOC 取样棉签分别

擦拭不锈钢板，将 TOC 取样棉签放到含 100 mL纯

化水的量瓶中，摇匀，静置 30 min。用该溶液润洗

TOC样品瓶 3次后，注满样品瓶作为供试品溶液，测

定 TOC 值，并按照文献方法［7］计算取样回收率，得

到平均回收率为100%。结果见表2。
9份取样回收率均大于 70%，说明该擦拭取样

方法具有一定的可靠性。每个浓度的 3份取样回收

率的 RSD 分别为 0.5%、0.13% 与 0.6%，取样重复性

结果良好。以不同操作人员、在不同时间、擦拭 3块
不锈钢板，分别制备 3份供试品溶液，测定TOC值。

结果表明操作人员1与操作人员2回收率结果的RSD
值为1.6%，说明不同人员擦拭取样的耐用性较好。

2.5 丹参多酚酸生产设备清洗残留的测定

2.5.1 残留限度标准的计算 计算残留限度标准

时，需将含碳量代入计算得到含碳限度［10］。含碳量

指样品中含有的有机碳的百分比。由于丹参多酚

酸成分复杂，不同成分有机碳的响应值不同，其含

碳量无法用具体的化学结构式计算得到，因此通过

实验计算得到的为丹参多酚酸的理论含碳量，由

TOC值与样品浓度的比值计算得到。

首先，需要明确丹参多酚酸理论含碳量不随其

样品浓度改变而改变。任选一批丹参多酚酸（批号为

20171109），确定其线性关系，计算在不同浓度下的

理论含碳量。结果显示样品质量浓度在0～10 μg / m L，
r=0.999 7，表明样品浓度与其相对应TOC值的线性

关系良好。理论含碳量在样品质量浓度0～10 μg/mL
变化幅度较小，说明随着样品溶液浓度改变，理论

含碳量并无显著变化。

随机选取 10批丹参多酚酸（批号为 20171105、
20171109、 20180104、 20180105、 20180303、
20180305、 20180608、 20180611、 20180801、
20181102），测定其理论含碳量。分析得到丹参多

酚酸理论含碳结果呈正态分布（P=0.887），无显著差

异。均值为 58.10%，95% 置信区间为（57.73%，

58.47%）。

将理论含碳量均值 58.10%带入公式计算，得到

丹参多酚酸生产设备清洁残留限度值为 7.5 μg/mL。
本研究以此作为TOC合格标准。

表 2 取样方法学回收率试验结果（n=9）

Table 2 Results of sampling methodology recovery test

（n=9）

序

号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

TOC值/（μg·mL−1）

供试溶液

3.70

3.73

3.70

7.69

7.70

7.71

11.50

11.60

11.60

空白溶液

0.095 4

0.095 4

0.095 4

0.105

0.105

0.105

0.103

0.103

0.103

对照品溶液

3.68

3.68

3.68

7.66

7.66

7.66

11.70

11.70

11.70

空白对照溶液

0.074 8

0.074 8

0.074 8

0.065 1

0.065 1

0.065 1

0.061 2

0.061 2

0.061 2

回收

率/%

99.98

100.82

99.98

99.87

100.00

100.13

97.92

98.78

98.78

··759



第44卷 第4期 2021年4月 Drug Evaluation Research Vol. 44 No. 4 April 2021

2.5.2 样品测定 丹参多酚酸生产线开展自动化

改造项目，为了确认生产设备清洁标准操作规程的

适用性，确保产品质量，确保自动化程序的稳定性

及适用性，开展清洁验证实验。连续测定 3 批样

品（批号 20200104、20200105、20200106），每批样品

各考察 6个取样点。具体的取样点为：提取罐（取样

点 1）、酸沉罐（取样点2）、滤液接收罐（取样点3）、洗
脱液接收罐（取样点 4）、板式浓缩器（取样点 5）与板

式过滤器（取样点6），见表3。

结果表明 TOC法可以准确测定清洁验证样品

的有机碳含量，真实反映清洁的效果。本次实验的

3批残留样品均符合清洁验证标准。

3 讨论

总有机碳分析仪对丹参多酚酸的主要活性成

分丹酚酸B的氧化能力达到 100%，准确度的平均回

收率达到 103%，说明 TOC法适用于测定丹参多酚

酸生产线设备的清洗残留。随着中药提取车间丹

参多酚酸生产设备的不断升级改造，未来需频繁开

展清洁验证工作。按同品种丹参多酚酸更换丹参

多酚酸、不同品种丹参多酚酸更换其他提取物麦

冬、红参或五味子，计算含碳限度为6.1～25.7 μg/mL，
因此本研究建立的TOC分析法线性范围（0～30 μg/mL）
能满足未来实验所需。考察的溶液稳定性，为不能

立即检测样品提供了实验依据。酸碱耐用性范围，

为现场清洁的酸碱度提供数据支持。不锈钢板的

擦拭取样结果表明，丹参多酚酸残留易于擦拭。相

较于常用的液相色谱法，TOC法具备检测效率高的

特点，能快速推进设备改造工作，本实验的样品测

定结果表明TOC法已发挥重要作用。基于TOC法

属于非专属性方法，也为了更加准确真实的模拟残

留情况，本实验用样品而非对照品进行方法学考

察，经过反复实践，认为这种考察方式对制药企业

而言更有实用价值，希望专家同道多提宝贵意见。

TOC 法能准确反映丹参多酚酸生产设备的清

洁效果，也能暴露清洁验证中的薄弱环节。“2.5”项
下洗脱液接收罐（批号为 20200104）的测定结果为

2.22 μg/mL，低于验证标准，但较其他结果偏大。将

该数据反馈到生产与质保部门，并与相关人员分析

探讨该取样点从清洁到取样检测的整个过程，发现

标准操作规程存在问题。通过强化细化操作要点，

得到适应性更强的丹参多酚酸生产设备清洁标准

操作规程，对后面 2批（批号 20200105、20200106）的
验证实验起到了重要的指导意义。因此本方法具

有一定的代表性，测定理论含碳量的方法具有实用

性。将该方法引申到其他原料药中，如天津天士力

之骄药业有限公司的五味子、红参与麦冬提取物，

将大大提高这些原料药生产设备残留的检测效率。

然而，TOC 法自身也具有一定局限性，其清洗

样品易受挥发性含碳物质（如乙醇）影响。对取样

环境，取样器具、取样人员、取样方法等有更高的要

求。特别是乙醇作为为天津天士力之骄药业有限

公司中药提取车间必备的提取溶剂，操作起来更具

挑战性。另外 TOC法不能检测不溶或微溶于水的

含碳物质以及无机活性物质，需结合可见异物、pH
值等项目联合判断。若 TOC法无法保证设备残留

结果的准确性或不能反映设备清洗的真实情况时，

仍需探索更为有效的方法（如常规的液相色谱或气

相色谱法）进行检测判断。
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