
表 1  不同冲洗量各种菌回收率 kh l

Ταβ 1  ×«̈ µ̈¦²√ µ̈¬̈¶²©√¤µ¬²∏¶¥¤¦·̈µ¬¤¤©·̈µº¤¶«¬±ªº¬·«§¬©©̈µ̈±·√²̄∏°¨²©¶²̄∏·¬²±kh l

冲洗量

k°�l

大肠埃希菌 金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 白色念珠菌 黑曲霉

� � ≤ � � ≤ � � ≤ � � ≤ � � ≤

yss x{qv ztqy ysq| zsqy yyqs z|qu zuq{ yzqv yyqv {|qv |sqv |vqu |sqv |vqt |sqy

{ss zsqy zyqv {yqt z|qt {sqt z|qv zyqv zyq{ zvqv {yq| |tqy |yqw |{qv |xqv |xq|

t sss {yq{ {sq| |sqv {|qs {yqv {wqv z|qy {uqv {yqs |yqv |squ |xqt |xqz |{qv |yq|

t uss |wqy |vqt |tqv |tqw |tqu {xq| {vq| {yqu |sq| |sq{ |sqw |wqv |vqy {|qz |wqv

t wss |wq{ |vqy |tqv |tqy |vqy |squ {yq| |sqx |sqy ||qy |xqv |yqw |{qv |sqy |sq|

注 }�}氟罗沙星 ~�}克拉霉素 ~≤}阿洛西林

�²·̈}�}©∏̄∏²¶«¤¬¬±ª~�}¦̄¤µ¬·«µ²°¼¦¬±~≤}¤½̄²¦¬̄̄¬±

表 2  稀释剂的验证结果 k对照组 l

Ταβ 2  ⁄¬̄∏̈ ±·¦²±©¬µ°¤·¬²± µ̈¶∏̄·k¦²°³¤µ¬¶²± ªµ²∏³l

菌种 …稀释剂 加入菌数 k活菌数 l 回收菌数 回收率 kh l

大肠埃希菌 tsu {y {wqv

金黄色葡萄球菌 z{ zx |yqu

枯草芽孢杆菌 xu wz |sqw

白色念珠菌 yt yu tstqu

黑曲霉 xv xu |{qt

表 3  供试品组细菌回收率 kh l

Ταβ 3  ×«̈ µ̈¦²√ µ̈¼ ²©¥¤¦·̈µ¬∏° ²©·«̈ ¶¤°³̄ k̈h l

药品名称 大肠杆菌
金黄色

葡萄球菌

枯草芽

孢杆菌

白色

念珠菌
黑曲霉

氟罗沙星 |tqt |tqy |tqu |xqy ||qv

克拉霉素 |yqv {yqw |uqx ||qv |sqt

阿洛西林 |xqv |sq{ |uqy |sqv |uq|

注 }空白的菌落数均为 s个 r°�

�²·̈}·«̈ ∏́¤±·¬·¼ ²©¥̄¤±® ¦²̄²±¼ ¬¶sr°¯

3  讨论

3q1  非水溶性抗生素原料应用于口服制剂有着相当多的品

种 o建立其微生物限度检查方法并对其进行验证有着极其重

要的意义 ∀从表 t可看出 o冲洗量达 {ss°�的细菌回收率均

已在 zsh以上 ot sss ∗ t wss°�可达到较为满意的效果 o表

u显示稀释剂 k对照组 l菌回收率也均在 zsh以上 o按中国药

典 ussx年版规定菌回收率均须达到 zsh以上才符合验证要

求 o本方法符合验证要求 ∀

3q2  为避免操作上的个体差异 o笔者建议选用 t sss°�的

冲洗量较为合适 o如表 v所示 o本法能达到满意的验证效果 ∀

3q3  具强抗菌活性的非水溶性抗生素原料通过本法采用少

量 xh吐温 2{s首先解决了在稀释剂中不溶而致漂浮的现

象 o选用吐温 2{s解决非水溶性原料在水中的分散性较调节

稀释剂的 ³�值效果好 o稀释剂的 ³�值下降会致抑菌作用

的增强 ∀这类性质的抗生素虽然溶解度极底 o但还是有一定

的溶解性 o笔者多次用培养基稀释法或离心法试验均无法消

除抗菌活性 o采用湿润后离心再薄膜过滤法方可消除内在干

扰 o对冲洗剂的用量从表 v看出 o过滤前滤膜先用冲洗液浸

润可减少滤膜对抗生素的吸附 ∀

3q4  另外先将吐温 2{s稀释后再干热灭菌作为湿润剂较无

菌操作时直接用灭菌过的吐温 2{s更为方便 o此处采用 xh

吐温 2{s squ°�只是作为湿润剂而非增溶剂 o吐温 2{s的量越

大冲洗的难度随之增加 ∀采用本法的用量 o不失为是一种简

便而行之有效的好方法 ∀
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摘要 }目的  建立以胺碘酮对照品间接定量去乙基胺碘酮及反相高效液相制备色谱分离 !纯化去乙基胺碘酮的方法 ∀方法  

取胺碘酮分别每日 ws°ªr®ªo共 ts§ovs°ªr®ªo共 w§喂服的杂种狗肺组织 o经匀浆 !萃取 !浓缩 o在下述条件纯化 !定量 !定性 }

• ¤·̈µ¶≤t{
制备柱 kux°° ≅ uxs°°o tsΛ°lo流速 tsqs°�r°¬±~依利特分析柱 � ¼³̈ µ¶¬̄ �⁄≥ukwqy°° ≅ uxs°°oxΛ°lo流速 tqs

°�r°¬±o流动相乙腈 2tss°°²̄ r�醋酸 k含 tx°°²̄ r�二乙胺 lkxxΒwxlo检测波长 uvzqx±°o柱温室温 ~质谱条件 o正离子模式 o

离子源 �°2∞≥�o离子扫描范围 vss ∗ zss¤∏°∀结果  去乙基胺碘酮摩尔校正因子 k©¬l与胺碘酮分别为 tqtsw ? sqsu和 tqsus ?

sqst∀喂服胺碘酮的狗肺组织 o经萃取 !浓缩 !纯化 o可获得纯度较高的去乙基胺碘酮单一化合物 ∀结论  从动物组织中提取
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制备去乙基胺碘酮样品为去乙基胺碘酮生物制备提供了依据 ~根据摩尔校正因子 o胺碘酮对照品可用于间接定量去乙基胺

碘酮 ∀
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Ο∆ Σ ×«̈ ¶̈¯̈ ¦·̈§ª¼¥µ¬§§²ªº¤¶²µ¤̄ ¼̄ ª¬√ ±̈ ws°ªr®ª¤°¬²§¤µ²±¨³̈ µ§¤¼ ©²µts §¤¼¶¤±§·«̈ ± vs°ªr®ª©²µw §¤¼¶o ·«̈ ± ¬̈̈ ¦∏·̈§
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¬±ª¦²±§¬·¬²±¶} • ¤·̈µ¶≤t{ ¦²̄∏°± kux°° ≅ uxs°°otsΛ°l º¤¶∏¶̈§·² ¶̈³¤µ¤·̈¤±§³∏µ¬©¼ §̈ ¶̈·«¼̄ ¤°¬²§¤µ²± ö º¬·«°²¥¬̄̈ ³«¤¶̈ ²©

¤¦̈·²±¬·µ¬̄̈ 2tss°°²̄ r�¤¦̈·¬¦¤¦¬§¦²±·¤¬±¬±ªtx°°²̄ r�§¬̈·«¼̄ ¤°¬±¨kxxΒwxo√r√lo ¤±§¤·µ²²° ·̈°³̈ µ¤·∏µ̈ ¤±§¤©̄²º µ¤·̈ ²©tsqs

°�r°¬±~ � ¼³̈ µ¶¬̄ �⁄≥u ¦²̄∏°± kwqy°° ≅ uxs°°oxΛ°l º¤¶∏¶̈§·² ¤±¤̄¼½̈ ¤°¬²§¤µ²±¨¤±§ §̈ ¶̈·«¼̄ ¤°¬²§¤µ²± ö º¬·« ·«̈ ¶¤°¨

°²¥¬̄̈ ³«¤¶̈ ¤·¤©̄²º µ¤·̈ ²©tqs°�r°¬±o·«̈ §̈ ·̈¦·¬²± º¤√¨̄ ±̈ª·«º¤¶uvzqx±°~ ¤·°²¶³̈ µ¬¦³µ̈¶¶∏µ̈ ¨̄ ¦̈·µ²±¬¦¶³µ¤¼ ¬²±¬¤·¬²±k�°2

∞≥�l ¤±§¬²± °¤¶¶¶³̈ ¦·µ¤̄kµ / ζl ²©yt{qtk� n � l º µ̈̈ ¶̈¯̈ ¦·̈§q Ρ ΕΣΥΛΤΣ ×«̈ ©¬²©§̈ ¶̈·«¼̄ ¤°¬²§¤µ²±¨¤±§·«¤·²©¤°¬²§¤µ²±¨

º µ̈̈ tqsw ? sqsu ¤±§tqsus ? sqstoµ̈¶³̈ ¦·¬√¨̄¼q ⁄ ¶̈̈·«¼̄ ¤°¬²§¤µ²±¨º¤¶¶̈³¤µ¤·̈§¤±§³∏µ¬©¬̈§©µ²° ·«̈ ∏̄±ª·¬¶¶∏̈ ²©¤°¬²§¤µ²± 2̈
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©²µ·«̈ ³µ̈³¤µ¤·¬²± ²©§̈ ¶̈·«¼̄ ¤°¬²§¤µ²± q̈ ⁄ ¶̈̈·«¼̄ ¤°¬²§¤µ²±¨¦¤± ¥̈ ∏́¤±·¬©¬̈§¤¦¦²µ§¬±ª·² ©¬ ²©¤°¬²§¤µ²±¨¬±§¬µ̈¦·̄¼q

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: ¤°¬²§¤µ²± ~̈ §̈ ¶̈·«¼̄ ¤°¬²§¤µ²± ~̈ «¬ª«³̈ µ©²µ°¤±¦̈ ¬̄́∏¬§¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼ k�°�≤l~ � °�≤ 2� ≥~ ∏́¤±·¬©¬¦¤·¬²±~ ³µ̈³2

¤µ¤·¬²±

  胺碘酮 k¤°¬²§¤µ²± ö�� l为临床常用的抗心律失常药 o

半衰期长 o经人体多态酶代谢 o其活性代谢物去乙基胺碘酮

k§̈ ¶̈·«¼̄ ¤°¬²§¤µ²± ö⁄∞�l具有与母体相似的生物活性和电

生理效应 o存在 �� 效应的较大个体差异 ∀因此 o根据 ��

及 ⁄∞�血浓度制定 !修饰 !调整 �� 剂量方案 o可最大限度地

增加治疗效应 o降低不良反应 o克服经验用药 o或仅根据 ��

血浓度用药的不足和局限性 ∀

⁄∞�在市场上尚无商品流通 o从而限制了其药理作用 !

相对活性及血浓度等相关研究和临床应用 ∀由于 �� 与

⁄∞�主结构基本一致 o本研究拟探讨无 ⁄∞�对照品时以 ��

间接定量 ⁄∞�的可行性 o寻找简单实用的 �� 和 ⁄∞�定量

方法 ∀

狗大剂量灌服 �� o在肝药酶作用下 o�� 代谢生成

⁄∞�o广泛分布于各组织 o以狗肺组织含量最高 ≈t  ∀本研究

拟采用 ⁄∞�生物制备方法采用生物样本纯化法 o从狗肺组

织分离 !制备 !纯化 ⁄∞�样品 o为 �� 活性代谢物的研究 !开

发和应用奠定基础 ∀

1  材料与方法

1q1  仪器试剂

• ¤·̈µ¶yss∞高效液相色谱仪 o� ¬̄̄ ±̈±¬∏°vu数据处理系

统 k美国 • ¤·̈µ¶分析仪器公司 l~ � °ttss�≤ 2� ≥⁄液相色谱 2

质谱联用仪 ottss ≥ µ̈¬̈¶色谱工作站 k美国 �ª¬̄̈ ±·分析仪器

公司 l~ �µ型高速离心机 k上海分析仪器厂 l~≤÷ 2uxs超声

波清洗器 k北京医疗设备厂 l~�÷usx梅特勒天平 k梅特勒 2

托利多仪器 k上海 l有限公司 l∀

盐酸胺碘酮片 k江苏晨牌药业有限公司 ouss°ªr片 o批号

sttttvl~�� 对照品 k山东省平原制药厂提供 o||qxh l~⁄∞�

对照品 k赛诺菲公司提供 o||qzh l~他莫西芬对照品 k济南东

风制药厂提供 o||qxh l∀甲醇 !乙腈 k色谱纯 o×∞⁄��o�≥�lo

醋酸 !二乙胺 !异辛烷 !异丙醇 !磷酸二氢钾 !磷酸氢二钾 k分

析纯 o市售 lo娃哈哈纯净水 kuz层净化 lo市售 ∀

工作液配制 }分别精密称取 �� o⁄∞�o他莫西芬对照品

适量 o置 xs°�量瓶中 o甲醇溶解定容 o配制 t°ªr°�工作液 o

冷藏备用 ∀

1q2  色谱 !质谱条件

分析条件 }流 动 相 为 乙 腈 2tss°°²̄ r�醋 酸 k内 含

tx°°²̄ r�二乙胺 lkxxΒwxlo • ¤·̈µ¶||y二极管阵列检测器 o

�⁄≥u ≤t{
柱 kwqy°° ≅ uxs°°o xΛ°o大连依利特 lo流速 tqs

°�r°¬±o进样体积 xsΛ�o柱温室温 ≈u  ∀

制备条件 }流 动 相 为 乙 腈 2tss°°²̄ r�醋 酸 k内 含

tx°°²̄ r�二乙胺 lkxxΒwxlo • ¤·̈µ¶||y二极管阵列检测器 o

• ¤·̈µ¶≤t{
柱 kux°° ≅ uxs°°o tsΛ°lo流速 tsqs°�r°¬±o进

样体积 tqx°�o氦气 xs°�r°¬±在线脱气 ∀

定性条件 }流速 tqs°�r°¬±o分流比 u Βto进样体积

usΛ�o正离子模式 o离子源 �°2∞≥�o离子源温度 tssε o雾化

压力 vs³¶¬o氮气保护气 ts�r°¬±o毛细管电压 wsss∂ o碎裂电
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压 tvs∂ o离子采集 ⁄∞�kµ / ζl扫描范围 vss ∗ zss¤∏°∀

1q3  波长选择

�� 与 ⁄∞�相对分子质量分别为 ywxqvuoytyquyo分子

结构及其对照品 t|x ∗ wss±°波长范围光谱扫描图 o见图 t∀

uvzqx±°为 �� 和 ⁄∞�共有最大吸收波长 ∀

1q4  �� 与 ⁄∞�对照品摩尔校正因子 k©¬l测定

图 1  �� 和 ⁄∞�化学结构和 t|x ∗ wss±°扫描图

Φιγ 1  ≤«̈ °¬¦¤̄ ¶·µ∏¦·∏µ̈ ¤±§�∂ ¶³̈ ¦·µ²ªµ¤° ²©�� ¤±§⁄∞�

  取 �� 及 ⁄∞�储备液分别稀释至 tqxs±°²̄ r°�o加入 t

Λªr°�他莫西芬标准溶液 usΛ�o上述 /色谱条件 0下 o平行操

作 vs次 o记录色谱图和峰面积数据 ∀根据公式 ©¬ � �¶3 °¬r

�¬3 °¶k¬为 �� 或 ⁄∞�o¶为内标他莫西芬 o�为峰面积 o°

为组分和标准物质含量 l求算平均值 ∀

1q5  ⁄∞�样品的制备

1q5q1  动物喂养  普通级试验动物房单笼饲养雄性健康成

年杂种狗一只 o以 ws°ªr®ª喂服 ts§o再以 vs°ªr®ª连续喂服

w§∀第 tw天服药后 z«ovh 戊巴比妥钠 kws°ªr®ªl静脉麻

醉 ∀处死后取肺组织 o生理盐水冲洗 o吸水纸吸去表面水分 o

立即液氮冷冻 o p usε 保存 ∀

1q5q2  ⁄∞�的提取  取狗肺组织适量 o加 {倍量甲醇 k按重

量体积比 lo匀浆 x°¬±owxssµr°¬±离心 us°¬±o取上清液浓缩

干燥 ∀浓缩物于 ysε 水浴加入 sqt°²̄ r�磷酸盐缓冲液

k³�xqw甲醇等体积 l酸化 o涡旋 x°¬±∀取酸化液适量 o加 x

倍量异辛烷 Β异丙醇 k{sΒusl提取液 o得提取液 ∀

1q5q3  ⁄∞�浓缩  提取液涡旋 u°¬±ow xssµr°¬±离心 tx

°¬±o取上清液浓缩干燥 o得 ⁄∞�粗品 ∀

1q5q4  ⁄∞�的纯化  将上述 ⁄∞�粗品于 ysε 加适量甲醇 o

w xssµr°¬±离心 tx °¬±o取上清液采用制备型高效液相色谱

纯化 ∀按 / tqu色谱条件 0项下操作 o收集含有 ⁄∞�目标点

的组分 o减压浓缩干燥 o得纯化后 ⁄∞�样品 ∀

2  结果

2q1  ⁄∞�标准品 !狗组织提取液 !粗品 !纯化后色谱图及纯

化后样品质谱图

�� 及 ⁄∞�以及内标他莫西芬分析色谱图见图 u∀狗肺

组织提取液制备 !粗品分析 !粗品经纯化后 ⁄∞�分析色谱图

见图 v∀纯化后样品质谱图见图 w∀

图 2  �� !⁄∞�对照品和内标色谱图

Φιγ 2  ≤«µ²°¤·²ªµ¤° ²©¶·¤±§¤µ§�� o ⁄∞� ¤±§�≥

图 3  狗肺组织提取液 !粗品和纯化后 k从左到右 l⁄∞�色谱

图

Φιγ 3  ≤«µ²°¤·²ªµ¤°¶²©⁄∞� ¬̈·µ¤¦·o¥̈ ©²µ̈ ¤±§¤©·̈µ³∏µ¬©¬̈§

k©µ²° ¯̈ ©··²µ¬ª«·l

  纯化后样品 ⁄∞�经二极管阵列纯度鉴别 !质谱 k� n

� l峰扫描范围 vss ∗ zss¤∏°o提示所得 ⁄∞�峰为单一化合

物峰 ∀
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