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摘要：目的　建立乳疾宁胶囊中丹酚酸Ｂ的含量测定方法。方法　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｓｐｓｅＸＤＢＣ１８柱（４．６ｍｍ×１５０
ｍｍ，５μｍ），流动相：甲醇乙腈甲酸水（２８∶８∶１∶６３），检测波长：２８６ｎｍ。结果　丹酚酸Ｂ在０．９～２．７μｇ内呈良好线性关系，
ｒ＝０．９９９７，加样回收率平均为１００．１％（ｎ＝９，ＲＳＤ＝２．２％）。结论　本法灵敏度高、操作简便、结果准确，可用于乳疾宁胶囊
中丹酚酸Ｂ的含量测定。
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　　乳疾宁胶囊由丹参、柴胡、香附、赤芍、王不留行
等组成，具有活血通经，祛瘀止痛，疏肝理气等功效；

用于肝气郁结，乳腺增生，乳房涨痛等症。丹参为方

中君药，其水溶性成分主要是丹酚酸Ｂ，为更好地控
制产品质量，笔者采用高效液相色谱法［１］测定乳疾

宁胶囊中丹酚酸 Ｂ的含量，并对方法学进行了研
究。

１　仪器与试药
Ｗａｔｅｒｓ２６９５型高效液相色谱仪（自动进样器，四

元泵，２９９６型二极管阵列检测器），Ｅｍｐｏｗｅｒ工作软
件；ｓａｒｔｏｒｉｕｓｃｐ２２５Ｄ型电子天平；丹酚酸 Ｂ对照品
（中国药品生物制品检定所，批号：１１１５６２２００４０３，
含量测定用）；样品提取用甲醇为分析纯，ＨＰＬＣ用
甲醇、乙腈为色谱纯，水为超纯水；乳疾宁胶囊样品

（河南中医学院第一附属医院制剂室提供，批号：

０６０３１０，０６０３１５，０６０３２１）。
２　方法与结果
２．１　色谱条件

色谱柱 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｓｐｓｅＸＤＢＣ１８柱
（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ），流动相：甲醇乙腈甲

酸水（２８∶８∶１∶６３），流速１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长
２８６ｎｍ。
２．２　对照品溶液的制备

精密称取丹酚酸Ｂ对照品适量，加７５％甲醇制
成每１ｍＬ含０．１５ｍｇ的溶液。
２．３　供试品溶液的制备

取本品约０．５ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精
密加入７５％甲醇５０ｍＬ，称重，超声２０ｍｉｎ，放冷，再
称定重量，用７５％甲醇补足减失重量，摇匀，滤过，
取续滤液作为供试品溶液。

２．４　线性关系的考察
精密称取丹酚酸Ｂ对照品适量，加７５％甲醇制

成０４５ｍｇ·ｍＬ１的对照品溶液，精密量取对照品溶
液，加 ７５％甲醇制成 ００９０，０１３５，０１８０，０２２５，
０２７０ｍｇ·ｍＬ－１的对照品溶液，精密吸取１０μＬ进
样，记录峰面积，以丹酚酸 Ｂ对照品进样量（μｇ）为
横坐标（Ｘ），峰面积为纵坐标（Ｙ），得回归方程为 Ｙ
＝１×１０６Ｘ－４５７２２，ｒ＝０９９９７；线性范围０９～２７
μｇ。
２５　阴性干扰试验
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按照工艺制备缺丹参的阴性对照样品，并按

“２．３”项下方法制成缺丹参的阴性对照溶液。精密
吸取丹酚酸 Ｂ对照品溶液、供试品溶液与阴性对照
溶液各１０μＬ进样，记录色谱图，见图 １。结果表
明，丹酚酸Ｂ的色谱峰与其他组分分离良好，阴性
无干扰。

图１　乳疾宁胶囊ＨＰＬＣ色谱图
Ａ－对照品；Ｂ－样品；Ｃ－阴性对照品；１－丹酸酚Ｂ

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＲｕｊｉｎｉｎｇｃａｐｓｕｌｅ
Ａ－ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ；Ｂ－ｓａｍｐｌｅ；Ｃ－ｎｅｇａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ；１－ｓａｌｖｉａｎｏｌｉｃ

ａｃｉｄＢ

２６　仪器精密度试验
精密吸取同一供试品溶液１０μＬ，重复进样 ６

次，分别测定峰面积，结果ＲＳＤ＝０５％。
２７　稳定性试验

精密吸取同一供试品溶液１０μＬ分别于０，２，
４，６，８ｈ进样，测定峰面积，结果ＲＳＤ＝０８％。
２８　重复性试验

精密称取同一批号样品６份，按照供试品溶液
的制备方法制成６份溶液，各精密吸取１０μＬ注入
液相色谱仪，测定丹酚酸 Ｂ的含量，结果 ＲＳＤ＝
１１％。
２９　加样回收率试验

精密称取已知含量的样品９份，分别精密加入
丹酚酸Ｂ对照品，按照“２．３”项下方法操作，测得平
均回收率＝１００１％，ＲＳＤ＝２２％，结果见表１。

表１　加样回收率试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝９）

取样量

／ｇ

已知量

／ｍｇ

加入量

／ｍｇ

测得量

／ｍｇ

回收率

／％

平均值

／％

ＲＳＤ

／％

０．２５０６ ４．９９ ３．９５ ９．０９ １０３．８

０．２４８７ ４．９５ ４．０６ ８．９４ ９８．３

０．２５１９ ５．０１ ４．０３ ９．０２ ９９．５

０．２５９５ ５．１６ ５．３２ １０．４９ １００．２

０．２６６０ ５．２９ ５．０８ １０．２３ ９７．２ １００．１ ２．２

０．２５３２ ５．０４ ４．９８ １０．１５ ９８．８

０．２５６２ ５．１０ ６．１５ １１．４１ １０２．６

０．２５２８ ５．０３ ６．３３ １１．４５ １０１．４

０．２５１１ ５．００ ６．０５ １０．９８ ９８．９

２．１０　样品的含量测定
取３批样品（批号：０６０３１０，０６０３１５，０６０３２１），分

别制成供试品溶液，精密吸取１０μＬ进样测定，结果
见表２。
表２　样品含量测定结果（ｎ＝３）
Ｔａｂ２　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝３）

批号
丹酚酸Ｂ含量

／ｍｇ·粒 －１
ＲＳＤ／％

０６０３１０ ８．２ １．５

０６０３１５ ８．５ １．８

０６０３２１ ８．８ １．７

３　讨论
３１　丹参［２］含有以丹参酮ⅡＡ为主的脂溶性成分和

以丹酚酸 Ｂ为主的水溶性成分，而活血化瘀的主要
成分是后者，因此，根据本品主要功效选择丹酚酸Ｂ
为含量测定指标。

３２　溶媒的选择［３］　分别以７５％甲醇溶液和甲醇
作溶媒对丹酚酸 Ｂ提取效率进行了考察。结果表
明，前者丹酚酸 Ｂ的提取率明显高于后者，因此选
择７５％甲醇为溶媒。
３３　提取方法考察　分别采用水浴回流和超声法
对同一批样品提取３０ｍｉｎ，测定样品中丹酚酸 Ｂ的
提取率，结果表明２种方法的提取率相同，因此选择
较为简便的超声法。

３４　提取时间考察　取同一批样品，以７５％甲醇
为溶剂，分别超声２０，３０，４０ｍｉｎ，结果表明提取效率
无差别，因此选择超声２０ｍｉｎ。
３５　曾采用甲醇乙腈甲酸水（３０∶１０∶１∶５９）为流
动相［３］，结果丹酚酸 Ｂ峰分离度较差，故将流动相
比例略作调整，改用甲醇乙腈甲酸水（２８∶８∶１∶
６３），结果分离度较为理想。
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３６　用ＨＰＬＣ测定乳疾宁胶囊中丹酚酸Ｂ的含量，
经方法学考察，证明方法准确、灵敏、简便、快速，可

作为乳疾宁胶囊质量控制的指标。
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摘要：目的　建立β内酰胺类抗生素的无菌检查方法。方法　采用薄膜过滤法，以不同冲洗量，联合加入β内酰胺酶以消除
抗生素的抑菌活性。结果　样品、阴性对照无菌生长，所有阳性对照及试验组菌在２ｄ内生长良好。结论　针对 β内酰胺类
抗生素做无菌检查时，无论品种、规格，均可配成约２０ｍｇ·ｍＬ－１后按薄膜过滤法操作，根据抗生素对β内酰胺酶的稳定性适
量加入β内酰胺酶可减少冲洗液用量，以获得最佳的无菌检查方法。
关键词：β内酰胺类抗生素；无菌检查法（薄膜过滤法）；方法验证
中图分类号：Ｒ９２７．３３　　　文献标识码：Ｂ　　　文章编号：１００７７６９３（２００９）０４０３１２０３

ＳｔｕｄｉｅｓｏｎＴｅｓｔｆｏｒＳｔｅｒｉｌｉｔｙｏｆβＬａｃｔａｍＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

ＹＩＮＧＧｕｏｈｏｎｇ，ＤＥＮＧＹｉｎｇ，ＦＥＮＧＦｅｎｇｃｏｕ（ＳｈｅｎｚｈｅｎＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ，Ｓｈｅｎｚｈｅｎ５１８０２９，Ｃｈｉｎａ）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ：ＯＢＪＥＣＴＩＶＥ　Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｔｈｏｄｓｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆβｌａｃｔａｍａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ．ＭＥＴＨＯＤＳ　
Ｍｅｍｂｒａｎｅｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｂｙｍｏｄｉｆｙｉｎｇｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｒｉｎｓｉｎｇｆｌｕｉｄａｎｄａｄｄｉｎｇβｌａｃｔａｍａｓｅｔｏｉｎａｃｔｉｖａｔｅｔｈｅａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ．
ＲＥＳＵＬＴＳ　Ａｌｌｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓａｎｄｔｅｓｔｓｔｒａｉｎｓｒｅｖｅａｌｅｄｇｒｏｗｔｈｏｆｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｉｎｔｗｏｄａｙｓａｎｄｔｈｅｓｕｂｓｔａｎｃｅｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｇａｖｅｎｏｅｖｉｄｅｎｃｅｏｆｇｒｏｗｔｈ．ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ　βｌａｃｔａｍａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ，ｗｈａｔｅｖｅｒｔｈｅｋｉｎｄｏｒｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｃａｎｂｅｄｉｓｓｏｌｖｅｄｉｎｔｏ
ａｂｏｕｔ２０ｍｇ·ｍＬ－１ａｎｄｔｈｅｎｗｅｃａｎｄｏｉｔｓｓｔｅｒｉｌｉｔｙｔｅｓｔａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｍｅｍｂｒａｎｅｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ．Ａｄｄｉｎｇｓｏｍｅβｌａｃｔａｍａｓｅｉｎ
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　　β内酰胺类抗生素具有选择性好，杀菌作用强
的特点，是目前最常用的一类抗生素。建立该类抗

生素注射用制剂的无菌检查方法，必须首先有效地

消除其抑菌作用，才有可能检出存在于制剂中的微

生物，避免假阴性结果的发生。本试验选用１０个品
种（３０批样品）的 β内酰胺类抗生素注射制剂进行
无菌检查方法学研究及验证，以期建立其无菌检查

方法，并为其他抗生素注射用制剂无菌检查方法的

建立探索一些经验。

１　环境与仪器材料
１．１　试验环境

洁净度为１００级的单向流空气区域内进行，其环
境洁净度１００００级。检验全过程严格遵守无菌操作。
１．２　仪器及试药

ＨＴＹ２０００型智能集菌仪及一次性全封闭集菌
器（杭州泰林医疗器械厂生产）；①注射用青霉素钠
（石 药 集 团 中 诺 药 业：０６０４９４０３，０６０４９４０５，
０６０４９４０６）；②注射用头孢呋辛钠（深圳立健药业：
２００５１１０１，２００５１０１２；深圳市制药厂：０５０９０７１）；③注
射用头孢拉定（深圳市制药厂：０５０２２２１；深圳市九新
药业：Ｃ２００４１２０１；中美上海施贵宝制药有限公司：
Ａ２００５０３０１）；④注射用头孢曲松钠（广东三才医药
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