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摘要  目的: 建立一种快速检测头孢地嗪钠清洁残留的方法,有效地控制产品的交叉污染。方法: 采用 DIONEX summ it液相

色谱系统, A g ilent Ec lipse XDB - C18 ( 150 mm @ 41 6 mm, 5 Lm )色谱柱;流动相: 磷酸盐缓冲液 (取磷酸二氢钾 0187 g与无水磷

酸氢二钠 0122 g, 加水溶解并稀释至 1000 mL,摇匀 ) -乙腈 ( 920B80);流速: 1 mL# m in- 1;紫外检测波长: 262 nm。棉签擦拭

取样。结果: 头孢地嗪的浓度在 41 18~ 52128 Lg# mL- 1范围内线性关系良好 ( r= 01 9998),检测限和定量限分别为 0111 ng和

01 32 ng, 取样回收率平均为 831 3%。结论:用 HPLC法测定头孢地嗪的残留灵敏度高, 是一种快速可靠的质量控制手段。
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Abstract Objec tive: To establish a rap id method for determ ination o f cefod izime sod ium cleaning residue so as to

contro l the effective ly across contam ination betw een d ifferent products. Method: A D IONEX summ itHPLC system

w as adopted w ith a Ag ilen tE clipse XDB- C18 column( 150mm @ 416 mm, 5 Lm ). The mob ile phase consisted o f

phosphate bu ffer so lut ion( 0187 g of potassium dihydrogen phosphate and 0122 g o f disodium hydrogen phosphate,

disolve and d ilute to 1000m l w ith w ater)– aceton itrile( 920B80) at the f low rate of 1 mL# m in
- 1
, the detection

w ave leng th w as 262 nm. Sampling w ith cotton sw ab. Result: The resu lt show ed good linearity ( r= 019998) in the

range of 4118- 52128 Lg# mL
- 1
. The average recovery of sw abb ing w as 8313% . The lim it o f test and the lim it o f

detection are 0111 ng and 0132 ng, respect ive ly. Conclusion: Themethod is sensitive, rap id. It can be used for de-

term ination o f ce fodix ime sod ium c lean ing residue.
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设备清洁验证是通过在与产品直接接触的内表

面取样并对样品进行检验,以确保设备按照一定的清

洁程序清洗后,残留物指标达到清洁要求所规定的标

准。制药企业对生产设备的清洁要求非常严格,尤其

是在不同产品轮换生产时,彻底清除设备表面的上一

批产品的残留物,对产品质量以及用药安全具有重要

意义。为保证整个生产过程严格达到要求, 避免产品

交叉污染,应对其清洁效果进行验证。本文通过对模

拟与产品直接接触的设备表面进行棉签擦拭取样,对

头孢地嗪的化学残留检测进行了方法学的研究,并建

立了用 HPLC法检测头孢地嗪残留的方法,为残留物

的测定提供了快速可靠的分析手段。

1 仪器与试药
DIONEX summ it高效液相色谱系统, 包括四元

泵、紫外检测器、自动进样器、柱温箱及 Chrome leon工

作站。M illipore纯水机, METTLER TOLEDO AG135

分析天平。

头孢地嗪对照品,批号 130520- 200501, 中国药

品生物制品检定所提供,含量为 8816%。乙腈为色谱
纯,磷酸二氢钾和无水磷酸氢二钠为分析纯, 水为高

纯水。棉签: C leanT ip
TM

Sw abs九州方圆公司提供

2 色谱条件

色谱柱: A gilent E clipse XDB - C18 ( 150 mm @

416 mm, 5 Lm )。流动相:磷酸盐缓冲液 (取磷酸二

氢钾 0187 g与无水磷酸氢二钠 0122 g, 加水溶解并

稀释至 1000 mL, 摇匀 ) - 乙腈 ( 920B80)。流速 1

mL# m in
- 1
,自动进样器和柱温均为室温, 进样量为

20 LL; 紫外检测波长为 262 nm。

3 方法
311 强力破坏试验

取头孢地嗪对照品约 20 mg, 分别在酸 (加 1

mol# L
- 1
盐酸溶液 1 mL, 放置 10 m in, 加 1 mol#
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L
- 1
氢氧化钠溶液 1 mL中和 )、碱 ( 1m ol# L

- 1
氢氧

化钠溶液 1 mL, 放置 10 m in, 加 1 mo l# L
- 1
盐酸溶

液 1 mL中和 )、氧化剂 ( 3%过氧化氢溶液 1 mL,放

置 10m in)、高温 ( 60 e , 2 h)、光照 (太阳下 2 h)的

极端条件下进行适时的加速破坏, 再加流动相溶解

并定容至 50mL量瓶中,摇匀。分别取 10 LL, 按上

述色谱条件测定,记录色谱图。测定结果表明,与未

经破坏的本品色谱图比较, 在强力破坏试验条件下

降解产物峰与主峰在现行色谱条件下都得到较好分

离,该色谱条件能满足本品测定。

图 1 强力破坏试验色谱图

Fig 1 Ch rom atogram s of stress condit ion s test

A.对照品 ( referen ce substance)  B.酸 ( acid hyd rolys is)  C.碱 ( base

hyd rolys is)  D.氧化 ( oxid at ion )  E.高温 ( heat)  F.光 ( l igh t)

1.头孢地嗪 ( cefod iz im e)

312 最低检测限和最小定量限 在上述色谱条件

下,取头孢地嗪对照品适量,加流动相溶解并定量稀

释,按信噪比 S /N = 3测定, 得本品最低检测限为

0111 ng, 按信噪比 S /N = 10测定, 得本品最小定量

限为 0132 ng。

313 精密度 精密称量头孢地嗪对照品约 20mg,

用流动相溶解并定容至 100 mL,精密量取 1mL,用

流动相稀释至 10 mL, 配成浓度为 20 Lg# mL
- 1
。

在测定条件下分别进样 20 LL,重复进样 6次, 测定

峰面积,计算精密度 RSD为 0109%。
314 线性范围 准确称量头孢地嗪对照品约 20

mg,加流动相溶解并定容于 100mL量瓶中,摇匀。分

别精密量取此溶液 2, 5, 715, 10, 15, 25 mL,置 100mL

量瓶中,用流动相稀释至刻度,摇匀,在测定条件下分

别进样 20 LL,根据测得的峰面积对应头孢地嗪的浓

度进行线性回归,结果表明在 4118~ 52128 Lg# mL
- 1

范围内具有良好的线性关系。回归方程为:

Y= 1312X + 3418 r= 019998
315 取样回收率 (取样效率 )

通过计算头孢地嗪残留限度标准为 0137 Lg#
cm

2
,因此确定了以下的回收试验浓度:精确称量 20

mg头孢地嗪对照品, 用流动相溶解并稀释至 100

mL,精密量取此溶液 1 mL, 用流动相稀释至 100

mL,作为溶液 A。精密量取溶液 A 015 mL,用流动

相稀释至 10mL, 得浓度为 011 Lg# mL
- 1
的溶液 1。

精密量取溶液 A 1mL,用流动相稀释至 10mL,得浓

度为 012 Lg# mL
- 1
的溶液 2。精密量取溶液 A 2

mL,用流动相稀释至 10 mL, 得浓度为 014 Lg#
mL

- 1
的溶液 3。取面积为 100 cm

2
洁净不锈钢片 9

片, 分别精密量取溶液 1, 2, 3各 1 mL, 均匀涂布于

不锈钢片上, 3个浓度 @ 3个不锈钢片, 晾干。

放足够量的擦拭介质纯水于洁净的玻璃瓶中,

在容器中润湿两支棉签, 在瓶壁上按压使棉签去掉

多余的液体,将棉签头按在取样表面上,用力使其稍

弯曲,平稳而缓慢的擦拭。在向前移动的同时将其

从一边移到另一边, 擦拭应覆盖整个表面。翻转棉

签用另一面擦拭,但与上次擦拭移动方向垂直,每一

取样面积 (两支棉签 )表示 100 cm
2
表面积。擦拭方

法见图 2。

图 2 擦拭方法

F ig 2 The sw abb ing m ethod

每个擦拭样品放入盛有 2 mL流动相中的试管

中, 用棉签轻轻搅动流动相并在管壁上挤压,放置 5

m in, 以使物质溶出,在测定条件下进样 20 LL,记录

色谱图,用外标法进行定量测定。计算回收率,结果

见表 1。

4 清洁残留物测定

我厂设备为无菌粉针剂的分装设备, 已根据设

备和产品的特点制定了一套完善的清洁程序, 并对

取样位置的选择进行了充分的评估,这里不再赘述,

根据以上验证方法对我厂清洁后的设备进行擦拭取

样, 共 12个取样点, 每个取样点取样面积 100 cm
2
,

测试结果均符合限度标准。
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表 1 取样回收率结果

Tab 1 The resu lts of sam p ling recovery

加入量

( added) /Lg

测定值

( measured)

/Lg

回收率

( recovery)

/%

平均回收率

( av erage

recovery ) /%

RSD /%

10102 7180 7718

7167 7616 811 8 814

8190 8819

20104 15109 7513

17171 8814 801 6 815

15163 7810

40108 35160 8818

35121 8718 881 2 017

35125 8810

5 讨论

511 近年来,由于 GMP在制药企业的不断深入贯

彻和实施,设备的清洁验证工作越来越受到人们的

重视。找到一种快速可靠的检测方法可有效地避免

交叉污染,减少药害事件的发生,对提升质量控制水

平、提高生产率具有重要意义。

512 现介绍一下残留物限度的计算方法。依据药

物的生物学活性数据 ) ) ) 最低日治疗剂量 ( m in-i

mum treatment daily dosage, MTDD)确定残留物限度

是制药企业普遍采用的方法。从确保安全的角度出

发,一般取最低日治疗剂量的 1 /1000位残留物限度

的计算出发点。其依据是任何药物上市前都必须通

过临床实验取得使用剂量的数据, 上市后也必须不

断跟踪其使用效果和临床副作用, 从而确定对大多

数人适用的发挥预期治疗作用的剂量范围。在该剂

量范围的下限 (即最低日治疗剂量 )以下, 也还会产

生一些生理活性。特别是对某些特别敏感的病人,

产生活性或副作用的剂量可能低于 MTDD很多倍。

不同药物,不同人群的个体差异是不同的。根据临

床药理学、毒理学和临床应用的观察统计,极少或基

本未见药物个体差异达到 1000倍的报道, 也就是

说,对于非常敏感的病人, 如果服用了 MTDD的 1/

1000,也不会由此产生药理反应。这样就符合了

GMP足够安全的理念。因此高生物活性药物宜采

用本法来确定残留物限度。根据注射用头孢地嗪钠

的使用说明书,可计算出头孢地嗪 MTDD:

MTDD (mg) =
每次给药
支数

@每支有效
成分含量

@每日最少
给药次数

= 250 mg

后续产品最小批量数 B = 2 kg, 根据后续产品的使

用说明书可计算出后续产品的最大日治疗剂量 Dm

= 12 g, 对于确定的设备, 内总表面积是一个定值,

我们设备的内总表面积 SA = 11167 cm
2
,因此头孢地

嗪表面残留物限度 ( Ld )计算如下:

Ld =最大允许残留物总量 /设备内总表面积

允许残留物总量 = MTDD /1000 @1000B /Dm

= 250 /1000 @1000 @2 /12
= 41167(mg)

为了确保安全,一般情况下再除以安全因子 F,

通常情况注射剂安全因子 F = 10,因此:

最大允许残留物总量 = 41167 /10
= 4117(mg)

据此计算 Ld = MTDD /1000 @ 1000B /Dm @ 1 /F @
1000 @ 1 /SA

= 4117 @ 1000 /11167

= 0137( Lg# cm
2
)

513 本文利用 HPLC法对头孢地嗪的检测进行了

方法学研究,结果令人满意。并对棉签擦拭取样进

行回收试验, 结果回收率在 7513% ~ 8819% , 平均

回收率为 8313%, 这个结果也是很理想的。取样回

收率实验表明了每次擦拭从取样表面能回收的样品

的比例,受取样人员的影响较大, 因此在我们实际计

算棉签取样可接受限度 ( L )时,为了更安全起见, 取

样效率我们取 50%,计算公式如下:

L = Ld @棉签取样面积 @取样效率 /回收溶剂量

我们对清洁后的设备进行棉签擦拭取样, 每个

取样点的面积为 100 cm
2
,每个样品的回收溶剂量为

2mL,因此:

L = 0137 @ 100 @ 50% /2

= 9125(Lg# mL
- 1

)

计算棉签取样可接受限度 (L )的目的是为了在

实际测定清洁残留物的实验过程中简单明了的判断

一个取样点的残留物是否符合规定。因此,本试验所

建立的测定方法,灵敏度高, 重复性好, 快速简便,可

作为头孢地嗪清洁残留测定的一种有效检测手段。

514 清洁残留物的验证实验在我国的制药行业起

步较晚,残留物限度的确定又是一个相当复杂的问

题,没有一个法定的通用方法和标准。本文只是根

据国内外的一些指南性文件以及我们的实践经验,

确定了头孢地嗪的残留限度, 希望能起到一个抛砖

引玉的作用,其中存在的不足之处,非常愿意和同行

们交流合作。
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