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出。从整个实验来看, 中国药典编号为 1、2、3 号的稀

释剂以及美国药典编号为 8 号的稀释剂对本文中的

4 种实验菌相对较为稳定。而英国药典编号为 6 号

和 7 号的稀释剂及中国药典编号为 4 号和 5 号的稀

释剂则对本文中的实验菌影响较大。

综上所述, 稀释剂间的差异对各种微生物的检

出均存在着不同程度的影响。这一现象的存在告戒

我们在微生物限度检验工作中, 特别是在样品复查

时, 务必要考虑到这些影响因素的存在。为确保检验

结果的一致性和准确性。实验条件应尽可能地保持

一致, 消除差异, 方可得到正确结果。
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色谱分析中面积归一化法测定有关物质的弊与利
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　　测定药物中的有关物质, 主要有外标法、加校正

因子的主成分自身对照法、不加校正因子的主成分

自身对照法和面积归一化法等, 尽管采用杂质对照

品外标的方法越来越普遍, 加校正因子的主成分自

身对照是我们的倡导, 但目前使用最多的还是不加

校正因子的主成分自身对照法和面积归一化法。

面积归一化法具有与称样量及进样量基本不相

关的特点, 因此重现性良好。需强调的是面积归一化

法是在假设所有成分均出峰、所有杂质均与主成分

分离并且所有杂质均与主成分响应因子相同的前提

下, 其结果可完全真实地表明为该物质的纯度, 可毕

竟只是假设, 实际情况可能并非如此。另外当杂质是

微量的时候需增加方法的灵敏度, 就要增加进样量,

此时主成分可能超出仪器检测范围, 或虽然在仪器

检测范围内, 理论上讲此时可能与主成分不在同一

线性范围内, 为防止此种情况的出现, 才引入了“不

加校正因子的主成分自身对照法”, 理论上讲不加校

正因子的主成分自身对照法只是改善了可能存在的

不在同一线性范围的问题, 面积归一化法其他的假

设和局限完全相同。

事实上我们关注的药物中的杂质一般为百分之

几到千分之几, 与主成分相差几十至几百倍, 随着现

代液相色谱仪性能的提高, 仪器的线性范围一般达

3 个数量级以上, 实际检测时, 多数情况下不会超出

线性范围, 所以归一化法和不加校正因子的主成分

自身对照法所得结果往往是基本一致的。如前所述,

如果不一致, 往往是归一化法不在线性范围引起, 因

此常常是杂质的高估 (为高浓度主峰面积的负误差

引起)。由于不加校正因子的主成分自身对照法存在

稀释步骤、进样针和进样阀残留、进样误差等影响因

素, 特别是进样针和进样阀残留, 往往使得杂质低估

(为自身对照峰面积的正误差引起) , 如果出现相反

情况, 应怀疑实验中可能有失误的地方, 这种验证往

往是有价值的, 也是很方便的, 因为并未增加实际工

作量, 只是在主成分自身对照法完成的同时充分利

用了归一化法的信息, 从而更好保障结果的可靠性。

目前, 有一种观点, 认为面积归一化法有弊端, 不能

用, 只有不加校正因子的主成分自身对照法才行, 这

种观点是片面的, 如上所述, 不加校正因子的主成分

自身对照法的优点在于解决可能出现的线性问题。

另外, 设计面积归一化法时, 为防止主成分峰面积太

大, 进样量不能太多, 杂质峰可能较小, 其峰面积测

定值的相对误差就会较大, 理论上讲可能造成面积

归一化法误差偏大, 而不加校正因子的主成分自身

对照法在不影响分离的前提下进样量可适当加大,

对小峰面积的准确测量有利, 除了上述二点, 别的就

不一定是优点了, 相反是弊端了。

有文献报道[1 ] , 发现面积归一化法会因保留时

间差异引起杂质测定结果的差异, 我们认为文中出

现的问题很可能是主成分超出了检测器的响应范

围, 俗称的“撞死了”, 从而引起主峰的峰面积不真

实, 当调整流动相后主峰出峰往后, 峰变宽, 峰高降

低, 主峰“撞”的不太死了, 主峰面积增加了, 故而归

一化法的杂质测定值相对降低了, 而不是“由于出峰

加快, 该杂质峰面积变小, 而主峰由于峰形拉宽, 峰

面积有所增加”。理论上讲, 浓度型检测器的峰面积
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与出峰快慢无关, 只与物质的浓度有关。文中出现的

两法的差异, 很可能是主成分太浓了, 超出了检测器

的响应。因此在有关物质检查的方法建立时, 进样量

应注意优化, 不是为充分检出杂质, 越浓越好, 而是

应适可而止, 我们重点关注的是千分之一左右以及

千分之一以上的杂质 (最低关注限度为 0103% [2 ] ) ,

因此只要满足 0103% 杂质能定量检出 (信噪比大于

10 或满足准确积分要求[3 ])即可。

当然, 采用已知杂质对照品法检测杂质含量, 可

避免上述问题, 特别是杂质与主成分响应不一致的

时候。另一方面, 由于杂质对照品的获得和供应比较

困难, 在国家药品标准中是否引入杂质对照品应权

衡并慎重, 采用杂质对照品应该是今后努力的方向。

下列情况, 宜在国家药品标准中规定采用杂质对照

品:

11 规定色谱系统适用性试验需要。可弥补只规

定理论板数的不足, 既可以是结构已知的杂质, 也可

以是与主成分或已知杂质结构相近的指示性物质。

21 该杂质与主成分的相对响应因子差异较大

(超出 019～ 111) 时, 自身对照法不能准确反映杂质

的真实含量。特别是响应因子较小的杂质, 因易低估

其含量。

31 该杂质的毒性较大, 需要专门严格控制。

另外, 如果该杂质不够稳定, 将来供应会有困

难, 可采用提供含有该杂质的药品粗品或纯度不高

的杂质对照品进行杂质定位, 然后在质量标准中采

用加校正因子或不加校正因子的主成分自身对照法

为好。
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　　微生物的生长受许多因素的影响, 特别是药品

中污染的微生物。由于药品本身的特性, 可能含有具

有抑菌作用的组成成分及防腐剂等, 一般认为, 这些

组分在一定浓度下对微生物具有抑制或杀灭作用。

被抑制的微生物将受到不同程度的损伤。因此在检

查药品中污染的微生物时, 污染的微生物的抗性、样

品的处理方法、测定样品的浓度、测定方法、培养基、

培养条件等, 将直接影响检查结果。只有在各检测条

件均适合微生物的生存和生长时, 才能保证样品中

污染的微生物的充分回收。因此, 同其它分析方法一

样, 药品微生物限度检查也应通过证明所采用的方

法是适宜的, 以保证检查方法的完整性和准确性。

美国药典、欧洲药典、日本药局方及国际协调会

议 ( ICH )的意见中, 无菌检查法和微生物限度检查

法 (包括污染菌数测定和控制菌检查)均要求进行方

法验证, 其中详细规定了验证的方法、验证的菌株及

判断标准, 并指出了应采取哪些方法消除样品的抑

菌活性。

中国药典收载的微生物限度检查法没有规定所

用的方法应进行验证。在控制菌检查中的阳性对照

试验基本上可以起到部分验证试验的作用, 但是, 在

污染菌数测定时, 除了高稀释级的菌数等于或高于

低稀释级的菌数 (计数结果相差 10 倍或 10 倍以上)

时, 需要改用培养基稀释法进行样品的菌数测定, 其

它均按“菌数报告规则”确定计数结果。这意味着两

点, 一是按不同稀释级菌数计算的结果要相差不小

于 10 倍, 才需要改用培养基稀释法以消除抑菌作

用; 二是样品抑菌作用再强, 采用培养基稀释法测定

即可, 也不考虑培养基稀释法是否能消除样品的抑

菌活性。显然, 现有的药典方法无法确认药品中污染

微生物的回收程度, 造成检验结果无法体现样品污

染的真实情况。另外, 由于微生物限度标准和方法的
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