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注射用益气复脉（冻干）与氯化丁基胶塞相容性研究中棕榈酸和硬脂酸的含

量测定

张艳惠 1，2，李海燕 1，2，岳洪水 1，2*，鞠爱春 1，2*
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摘 要：目的 建立注射用益气复脉（冻干）（YQFM）中氯化丁基橡胶塞用棕榈酸和硬脂酸的含量测定方法，并对其稳定

性进行考察。方法 采用HP-5MS（30 mm×0.25 mm，0.25μm）气相色谱柱，柱温程序为初始温度 150 ℃，5 ℃/min升至 190 ℃

保持 2 min，5 ℃/min升至 240 ℃保持 10 min，体积流量 1.8 mL/min，进样口 250 ℃，检测器 250 ℃，分流比 1.0。进行专属

性、线性关系、加样回收率、精密度、稳定性、耐用性方法学考察。选取6批YQFM（对应2个厂家的胶塞）倒立放置于下

述环境进行试验，加速条件：温度（40±2）℃、相对湿度（75±5）%，长期条件：温度（25±2）℃、相对湿度（60±5）%，分别对 0

时，加速 1、2、3、6个月及长期 3、6、9、12、18、24、36个月各 6批制剂中棕榈酸和硬脂酸含量进行测定。结果 棕榈酸和硬脂酸专

属性良好，在各自浓度范围内线性关系良好（r＞0.999），检出限和定量限分别为 0.1 μg/mL和 1.0 μg/mL，加样回收率分别

为 93.92%、106.20%，稳定性、精密度及耐用性结果均符合要求。在加速及长期试验中，6批YQFM中棕榈酸和硬脂酸的

含量与 0时相比基本相当或略有增加，没有明显的变化，均远小于限度值。结论 所建立的GC法准确可靠，可用于YQFM中

棕榈酸和硬脂酸的含量测定；药品随着时间放置，棕榈酸和硬脂酸含量远低于安全限值，对产品质量不会造成安全风险。
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Determination of palmitic acid and stearic acidon study compatibility of
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Abstract: Objective To establish a method for the content determination of palmitic acid and stearic acid in butyl rubber plug of

YiqiFumai Lyophilized Injection and to investigate the stability ofsamples. Methods Using HP-5MS (30 mm × 0.25 mm, 0.25 μm)

gas chromatography column, the column initial temperature was 150 ℃, 5 ℃/min rose to 190 ℃ for two min, then 5 ℃/min rose to

240 ℃ for 10 min, the volume flow rate was 1.8 mL/min, the inlet temperature was 250 ℃, the detector temperature was 250 ℃and

the split ratio was 1.0. Results The linear relationship of palmitic acid and stearic acid were good in their own ranges (r > 0.999).

The average recovery of palmitic acid and stearic acid was 93.32% and 106.20% respectively. The precision and durability results

are in line with the requirements; the content of palmitic acid and stearic acid in the study on the stability of YiqiFumai Lyophilized

Injection sample was below the limit. Specificity, linear relationship, sample recovery, precision, stability and durability were

investigated. Six batches of YQFM (corresponding to rubber plugs from two manufacturers) were selected and placed upside down

in the following environment for test. Acceleration conditions were temperature (40 ± 2) ℃, relative humidity (75 ± 5)%, and long-

term conditions were temperature (25 ± 2) ℃ and relative humidity (60 ± 5)%. The contents of palmitic acid and stearic acid in 6

batches of preparation at 0, 1, 2, 3, 6 months of acceleration conditions and 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36 months of long-term conditions

were determined respectively. Conclusion The established method was accurate and reliable and can be used for the determination
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of palmitic acid and stearic acid in YiqiFumai Lyophilized injection. The content of palmitic acid and stearic acid is far below the

safety limit as the drug is placed over time, which does not pose a safety risk to the product quality.

Key words: YiqiFumai Lyophilized Injection; palmitic acid; stearic acid; content determination; stability investigation

注射用益气复脉（冻干）（YQFM）源于经典古方

生脉散，由红参、麦冬和五味子 3味中药组成，具有

益气生津、敛阴止汗的功效，在临床主要用于治疗

冠心病劳累型心绞痛及慢性心功能不全等心血管

系统疾病［1-3］。药品作为一种特殊商品，其质量和疗

效与人体安全健康息息相关。而药品的包装材料

和容器是药品不可分割的一部分，其伴随着药品从

生产、流通到使用的全过程，对药品的稳定性、有效

性和安全性有至关重要的作用［4］。YQFM作为冻干

粉针剂，属于高风险品种［5］，根据注射剂安全性再评

价及国家药品注册管理等对药包材的技术要求，需

要对YQFM与其药包材进行相容性研究，胶塞与药

品直接接触，因此必然存在与药物的相互作用，对

药物本身的物理化学性质及药理毒理等安全指标

产生影响［6］。虽然氯化丁基胶塞具有良好的密封性

和化学惰性，但在加工过程中需要加入硫化剂、抗

氧剂、增塑剂等多种助剂，因而不可避免会残存一

些未被化学键合或者分解硫化的物质，通过吸附、

渗透等方式与药物发生反应，影响药物的安全性［7］。

根据厂家提供的氯化丁基胶塞萃取物研究报

告，确定胶塞处方中含有棕榈酸和硬脂酸 2种添加

剂。棕榈酸（palmitic acid），又称软脂酸［8］，分子式

C16H32O2，其对呼吸道、眼、皮肤有刺激性，大量口服

引起胃部不适，其铝盐和锌盐等常用于润滑剂、涂

料、油墨和增塑剂中。硬脂酸（stearic acid），即十八

烷酸，分子式 C18H36O2，广泛用于塑料耐寒增塑剂、

脱膜剂、橡胶硫化促进剂、稳定剂、抛光剂等，卤化

丁基胶塞在生产过程中常添加硬脂酸作为热稳定

剂和增塑剂，硬脂酸会影响胶塞的黏度和硫化性

能，从而有可能影响药品的质量［9］。前期，本课题组

对胶塞进行了可提取物研究，将胶塞在水、15% 乙

醇溶液、0.9%氯化钠注射液、pH 3.5缓冲液、pH 8.0

缓冲液 5种不同极性、不同 pH的提取溶剂中进行了

严于药品生产灭菌工艺的极端条件 121 ℃提取实

验，根据实验结果，棕榈酸和硬脂酸有浸出风险，因

此在进行产品与胶塞相容性研究中，对此 2种成分

进行安全性评估。

本研究以YQFM为研究对象，对产品中的棕榈

酸和硬脂酸 2个成分建立测定方法并进行方法学验

证，选择加速和长期条件对药品进行迁移实验考

察，对 6批样品中棕榈酸和硬脂酸进行含量测定，考

察药品在加速、长期稳定条件下棕榈酸、硬脂酸是

否迁移或吸附，为YQFM的质量控制和安全性评价

提供依据。

1 材料

1.1 主要仪器

Agilent 6890N 型气相色谱（GC）仪（安捷伦公

司）；梅特勒-MS204S 电子天平、梅特勒-XS105DU

型电子分析天平（美国Mettler Toledo公司）；Milli-Q

型纯水仪（美国Millipore公司）；DGG-101-2BS电热

鼓风干燥箱（天津市天宇实验仪器仪器有限公司）；

TQ8030气质联用仪（岛津公司）。

1.2 试药与主要试剂

棕榈酸对照品（批号 190029-201202，质量分数

按 100% 计）、硬脂酸对照品（批号 190032-201202，

质量分数按 100% 计），中国食品药品检定研究院；

二氯甲烷（色谱纯，批号 160726）、正己烷（色谱纯，

批号 160512），天津市康科德科技有限公司；14%三

氟化硼甲醇溶液（批号C10082472，麦克林厂家）；氯

化钠（批号20150814，天津市华东试剂厂）。

YQFM（批号分别为 S1、S2、S3、S4、S5、S6），其

中S1～S3批产品使用Ⅰ厂的胶塞（批号为 50001231-

1703001，重庆市涪陵三海兰陵有限责任公司），

S4～S6 批产品使用Ⅱ厂的胶塞（批号为 50001231-

1705001，江苏华兰药用新材料股份有限公司），产

品由天津天士力之骄药业有限公司提供。

2 方法与结果

2.1 色谱条件

HP-5MS 气 相 色 谱 柱（30 mm×0.25 mm，

0.25 μm）；进样口 250 ℃；检测器 250 ℃；分流比为

1∶1；体积流量 1.8 mL/min；进样量 2 μL；柱温程序：

初始温度150 ℃，5 ℃/min升温至190 ℃，保持2 min，

5 ℃/min升温至240 ℃，保持10 min，运行30 min。

2.2 对照品溶液的制备

棕榈酸对照品储备液：取棕榈酸对照品约

25 mg，精密称定，置于 50 mL容量瓶中，加二氯甲

烷溶解并稀释至刻度，摇匀，配成质量浓度约

为 500 μg/mL的对照品储备液。

硬脂酸对照品储备液：取硬脂酸对照品约

25 mg，精密称定，置于 100 mL容量瓶中，加二氯甲
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烷溶解并稀释至刻度，摇匀，配成质量浓度约

为 250 μg/mL 的对照品储备液。

棕榈酸对照品溶液：精密吸取棕榈酸对照品储

备液 1.0 mL置于 50 mL量瓶中，加二氯甲烷稀释至

刻度，摇匀，配成含棕榈酸质量浓度约为 10 μg/mL

的对照品溶液。

硬脂酸对照品溶液：精密吸取硬脂酸对照品储

备液 1.0 mL，置于 50 mL量瓶中，加二氯甲烷稀释至

刻度，摇匀，配成硬脂酸浓度约为 5 μg/mL的对照品

溶液。

棕榈酸对照品和硬脂酸对照品GC测定时需根

据“2.3.2”项进行脂肪酸甲酯化反应。

2.3 供试品溶液的制备

2.3.1 提取分离 取 YQFM 2.0 g，精密称定，至

20 mL 顶空瓶（或 30 mL玻璃离心管）中，用10 mL超纯

水溶解，加入二氯甲烷3 mL，激烈振摇1 min，3 000 r/min

离心5 min，分层，取下层二氯甲烷萃取液待用。

2.3.2 脂肪酸甲酯化 精密吸取上述二氯甲烷萃

取液 1 mL 至 20 mL 顶空瓶中，加入正己烷溶液

2 mL，加入三氟化硼甲醇溶液 0.5 mL，轧盖密封，

至烘箱中 65 ℃放置 40 min后取出，冷却至室温，加

入氯化钠饱和溶液 5 mL，激烈振摇 1 min，放置分

层，取上清液作为测试溶液。

2.4 专属性实验

按照“2.3.2”项方法制备空白对照（二氯甲烷）、

棕榈酸对照品溶液、硬脂酸对照品溶液和供试品溶

液，按“2.1”项下色谱条件进行测定，色谱图见图 1。

棕榈酸与硬脂酸存在互相干扰，因此测定时 2

个对照品分开配制，空白溶剂对目标物的测定

无干扰。

将酯化反应后的棕榈酸对照品、硬脂酸对照品

及供试品溶液采用气相色谱-质谱联用（GC-MS）进

行结构鉴定。

色谱条件：GC 进样口温度 250 ℃，体积流量

1.8 mL/min，分流比 5∶1；柱温升温程序：初始温度

150 ℃，5 ℃/min升温至190 ℃，保持2 min，5 ℃/min

升温至 240 ℃，保持 10 min，运行 30 min；MS离子源

230 ℃，接口温度 250 ℃，采集方式Q3 Scan，扫描范

围 m/z 50～600，溶剂延迟 5 min。供试品溶液中相

应保留时间处棕榈酸甲酯与硬脂酸甲酯的总离子

流图与对照品一致。此方法专属性符合要求。

2.5 检出限（LOD）和定量限（LOQ）

采用信噪比法进行测定，以信噪比为 3∶1时的

相应浓度或注入仪器的量确定LOD；以信噪比为10∶1

时相应浓度或注入仪器的量确定LOQ，棕榈酸和硬

脂酸对照品溶液分别按照“2.3.2”项下方法进行甲

酯化反应，按“2.1”项下的色谱条件进行测定，棕榈

酸和硬脂酸的 LOD 和 LOQ 分别为 0.1 μg/mL 和

1.0 μg/mL。

2.6 线性关系和线性范围

取棕榈酸对照品储备液适量，加二氯甲烷稀

释，配制成棕榈酸质量浓度分别为 50、40、20、10、5、

2、1 μg/mL的对照品线性溶液，取硬脂酸对照品储

备液适量，加二氯甲烷稀释，配制成硬脂酸质量浓

度分别为 25、20、10、5、2.5、1 μg/mL 的对照品线性

溶液，分别按照“2.3.2”项下方法进行甲酯化反应，

取上清液按照“2.1”项下的色谱条件进样分析，进样

体积 2 μL，记录峰面积，以峰面积对质量浓度进行

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。

棕榈酸线性方程为 Y＝3.105 3 X＋3.353 9，

r＝0.999 2，在 1.01～50.44 μg/mL 线 性 关 系 良

好；硬脂酸的线性方程为 Y＝3.295 5 X＋1.813 6，

r＝0.999 6，在1.10～25.46 μg/mL线性关系良好。

1-棕榈酸甲酯；2-硬脂酸甲酯

1-methyl palmitate；2-methyl stearate

图1 空白对照（A）、棕榈酸对照品（B）、硬脂酸对照品（C）、

供试品（D）的GC色谱图

Fig. 1 GC chromatogramof blank control (A), palmitic

acidreference substance (B), stearic acid reference sub‐

stance (C) and sample (D)
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2.7 加样回收率试验

取 YQFM 1.5 g，精密称定，加入棕榈酸对照品

溶液（5 μg/mL）3 mL进行提取和甲酯化反应，平行

制备 6份，每份样品进 2针，按相关公式计算棕榈酸

平均回收率为93.92%，RSD为2.66%。

取 YQFM 0.5 g，精密称定，加入硬脂酸对照品

溶液（5 μg/mL）3 mL进行提取和甲酯化反应，平行

制备 6份，每份样品进 2针，按相关公式计算硬脂酸

回收率为106.20%，RSD为4.00%。

2.8 精密度试验

2.8.1 重复性试验 取同一批YQFM，按照“2.3”项

下方法，平行制备 6份供试品溶液，按照“2.1”项下

色谱条件进行测定，考察分析重复性。并将第 1份

供试品溶液连续进样 6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样 6次，棕榈酸

和硬脂酸峰面积的RSD值分别为 0.73%、3.19%，进

样重复性符合要求；6份供试品溶液棕榈酸和硬脂

酸含量测定结果RSD值分别为 2.17%、4.19%，方法

的重复性符合有关标准［10］要求。

2.8.2 中间精密度 取同一批制剂，分别由 2名不

同的工作人员按照“2.3”项下方法制备供试品溶液，

按照“2.1”项下的色谱条件在同一台仪器进样测定。

不同人员测定的棕榈酸和硬脂酸含量 RSD分别为

0.93%、0.33%，中间精密度结果符合有关标准［10］

要求。

2.9 稳定性试验

分别取甲酯化反应后的棕榈酸对照品溶液、硬

脂酸对照品溶液及供试品溶液，按“2.1”项下色谱条

件，分别在 0、4、8、16、24 h进行检测，分别计算棕榈

酸甲酯、硬脂酸甲酯峰面积的RSD值，考察对照品

及供试品溶液的稳定性。24 h内棕榈酸对照品溶液

峰面积 RSD 为 3.43%，硬脂酸对照品溶液峰面积

RSD为 3.77%，供试品溶液中棕榈酸甲酯和硬脂酸

甲酯峰面积 RSD 值分别为 2.74%、3.21%。对照品

溶液及供试品溶液在24 h内稳定性良好。

2.10 耐用性考察

取同一批制剂，按照“2.3”项下方法平行制备 2

份样品溶液，通过调整色谱柱（使用 2根型号相同序

列号不同的色谱柱），载气体积流量±0.3 mL/min（1.5、

1.8、2.1 mL/min），检测器温度±10 ℃（240、250、

260 ℃），供试品溶液制备酯化反应时间（30、

40、50 min）考察耐用性，每份样品进 2针。不同色

谱条件下棕榈酸和硬脂酸含量 RSD值的结果均小

于10%，说明方法耐用性良好。

2.11 胶塞的稳定性考察

为考察胶塞直接接触产品时，胶塞的成分向药

品中的迁移情况，选取 6批制剂（对应 2个厂家的胶

塞，S1～S3批产品对应Ⅰ厂的胶塞，S4～S6批对应Ⅱ

厂的胶塞），样品倒立放置于下述环境进行试

验［11］：（1）加 速 条 件 ：温 度（40±2）℃ 、相 对 湿

度（75±5）%；（2）长期条件：温度（25±2）℃、相对湿

度（60±5）%；分别对 0时，加速 1、2、3、6个月及长期

3、6、9、12、18、24、36个月各 6批制剂中棕榈酸和硬

脂酸含量进行测定，结果见表1～4。

根据对照品LOD和LOQ测定结果折算出药品

中 2个成分的LOD和LOQ分别为0.15 μg/g和1.5 μg/g，

加速试验和长期试验的结果显示，随着时间的延

长，6 批 YQFM 中棕榈酸和硬脂酸的含量与 0 时相

比基本相当或略有增加，没有明显的变化趋势。

3 讨论

3.1 分析方法的确认

本研究建立了GC测定YQFM中棕榈酸和硬脂

酸含量的方法，由于棕榈酸和硬脂酸属于饱和高级

脂肪酸，沸点较高，在高温下不稳定且容易裂解，在

供试品溶液的制备过程中，比较了不甲酯化直接进

表1 加速试验棕榈酸含量测定结果

Table 1 Palmitic acid determination results of accelerated

test

批号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

棕榈酸/（μg·g−1）

0时

10.93

8.47

8.13

13.45

17.67

12.97

1个月

11.15

8.52

8.16

13.08

17.66

13.21

2个月

12.14

9.79

9.56

15.79

19.61

14.92

3个月

12.56

9.78

9.06

14.91

19.66

15.93

6个月

12.38

9.97

9.80

15.06

19.70

14.72

表2 加速试验硬脂酸含量测定结果

Table 2 Stearic acid determination results of accelerated

test

批号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

硬脂酸/（μg·g−1）

0时

1.5

＜LOD

＜LOD

1.51

1.79

1.56

1个月

1.51

＜LOD

＜LOD

＜LOD

1.67

＜LOD

2个月

1.62

＜LOD

＜LOD

1.66

1.81

1.66

3个月

1.68

＜LOD

＜LOD

＜LOD

1.88

1.81

6个月

1.89

1.78

1.77

1.93

2.22

2.03
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样和甲酯化处理后进样，结果甲酯化后色谱峰响应

更高且峰型良好，因此供试品制备过程中先将产品

中的棕榈酸和硬脂酸进行甲酯化反应，制备脂肪酸

甲酯，降低沸点，提高稳定性，然后进行GC分析［12］。

此外，分别对供试品溶液的制备方法提取过程中二

氯甲烷的加入量（1.0、2.0、3.0 mL）、萃取装置（塑料

离心管、玻璃离心管、顶空瓶）以及甲酯化反应过程

中 14% 三氟化硼甲醇溶液的加入量（0.5、1.0、

2.0 mL）及甲酯化反应时间（65 ℃加热 30、40、

50 min）进行了考察，选出了最优的制备方法。同

时，对色谱条件中载气流速、分流比、柱温程序等进

行了优化，根据目标峰的分离度、峰对称性等因素

确定了最优的GC测定色谱条件。

参考《中国药典》2015年版四部“通则 9101”项

下内容［10］，对产品中棕榈酸和硬脂酸的测定方法进

行方法学验证，各评价指标符合现行标准要求，证

明药品中棕榈酸和硬脂酸测定方法可行，检测数据

准确可靠。

3.2 安全性评价

分析判断包装系统与药品是否具有相容性，要

根据提取试验和迁移试验获得的可提取物、浸出物

信息，分析其种类和含量并通过安全性研究分析其

安全性风险程度。确定分析评价阈值（AET）可以根

据文献或试验获得各浸出物或可提取物的人每日

允许最大暴露量（PDE），如果不能获得 PDE 数据

时，研究者可参考目前可获得的已知化合物安全性

数据库相关信息，并结合所研究药品的给药途径、

用药周期、浸出物或可提取物化学结构等实际情

况，确定合适的安全性阈值（SCT）。如果浸出物含

量低于PDE或SCT时，可认为浸出物的量不会改变

药品的有效性及安全性，对患者的安全性风险小，

包装材料与药品具有相容性。如果浸出物的含量

高于PDE或SCT时，建议更换包装材料［13-14］。

根据相关文献报道［15］，棕榈酸和硬脂酸的 PDE

值为1 800 μg/d，其理论限度换算成产品日最大暴露

量为 346 μg/g，本研究将棕榈酸和硬脂酸限度暂定

为75 μg/g和37.5 μg/g。

GC 法测定 YQFM 中棕榈酸和硬脂酸的含量，

方法灵敏度较高，根据加速试验及长期试验测定结

果，药品随着时间放置，棕榈酸和硬脂酸含量远低

于安全限值，对产品质量不会造成安全风险。
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