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帕立骨化醇残留清洁分析方法的验证及应用
张 振 １，２，汪广厚 １△

（１．北京世桥生物制药有限公司，北京 １０１３０１； ２．首都医科大学，北京 １０００６９）
摘要：目的 确定帕立骨化醇注射液在制药设备上的最大允许残留限度，并建立检测帕立骨化醇清洁残留分析方法。方法 色谱柱为

Ｋｒｏｍａｓｉｌ１００－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为１５％乙腈 －乙腈牗梯度洗脱牘，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为２５℃，检测波长为
２５２ｎｍ。结果 确定最大允许残留限度为 ０．１３ｎｇ／ｃｍ２，检测限和定量限分别为 ０．０５９ｎｇ和 ０．１９８ｎｇ。帕立骨化醇质量浓度在 １．９８～
３３．０２ｎｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好（ｒ＝０．９９９９，ｎ＝６），采用相同的擦拭方式擦拭不同材质（包括不锈钢、有机玻璃、钢化玻
璃和聚四氟乙烯），回收率为６２．４％～９８．２％；精密度、重复性、重现性试验的 ＲＳＤ均小于１０．０％；对照品溶液和样品溶液在５℃下储
存７ｄ稳定。结论 该方法灵敏度高，专属性强，准确度好，可用于帕立骨化醇注射液生产后设备清洁效果的评估。
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时间（ｍｉｎ）

０
４０

流动相Ａ（％）

６５
２０

流动相 Ｂ（％）

３５
８０

时间（ｍｉｎ）

４０．１
５０

流动相 Ａ（％）

６５
６５

流动相Ｂ（％）

３５
３５

表１ 流动相梯度洗脱程序

图１ 棉签擦拭过程

帕立骨化醇（１９－去甲－１，２５－二羟维生素 Ｄ２）是
一种选择性维生素Ｄ受体激动剂（ＶＤＲＡ），可激发维生
素 Ｄ反应通路产生生物学效应。该药主要用于治疗接
受血液透析的慢性肾功能衰竭患者的继发性甲状旁腺

功能亢进犤１犦。因帕立骨化醇注射液在本公司生产车间存

在其他共线产品，为避免交叉污染，需对帕立骨化醇残

留物进行检测。本研究中参考药品生产质量管理规范

（ＧＭＰ）指南确定帕立骨化醇注射液在制药设备上的最
大允许残留限度为０．１３ｎｇ／ｃｍ２犤２犦，参考药典要求犤３犦，以

此限度采用反相液相色谱法犤４犦和外标定量的方式，建立

帕立骨化醇注射液残留清洁分析方法，并对该方法进行

验证犤５－７犦，以确保此方法能有效地检测清洁帕立骨化醇

注射液的生产设备表面残留物，以防止帕立骨化醇对后

续产品造成交叉污染犤８犦。现报道如下。

１ 仪器、试药与材料

１．１ 仪器
１２６０型高效液相色谱仪（美国 Ａｇｌｉｅｎｔ公司）；

ＸＰＥ２０５型电子分析天平（瑞士梅特勒 －托利多公司）；
３－５Ｎ型离心机（湖南恒诺仪器设备有限公司）；ＸＨ－Ｃ
型旋涡混合器（新宝仪器厂）；ＫＨ５００ＤＥ型超声波清洗
机（昆山禾创超声仪器有限公司）。

１．２ 试药与材料
帕立骨化醇乙醇溶液对照品（ＵＳＰ对照品，批号为

Ｒ０１６Ｓ０，含量为５０８μｇ／ｍＬ）；聚酯纤维棉签（深圳市华
晨阳科技有限公司，批号为 ＣＹ７１５Ａ）；乙腈、乙醇均为
色谱纯。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件
色谱柱：Ｋｒｏｍａｓｉｌ１００－Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；

流动相：１５％乙腈（Ａ）－乙腈（Ｂ），梯度洗脱（见表１）；检
测波长：２５２ｎｍ；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１００μＬ；柱
温：２５℃；样品室温度：５℃；稀释剂、擦拭溶剂：５０％乙
醇；擦拭材料：不锈钢板 １０ｃｍ×１０ｃｍ，有机玻璃板，钢
化玻璃板和聚四氟乙烯板。

２．２ 溶液制备
空白棉签液：预处理中，将１００根棉签置５００ｍＬ烧

杯中，加约２５０ｍＬ甲醇，超声（功率２５０Ｗ，频率４０ｋＨｚ，
下同）处理 ２０ｍｉｎ，倒掉甲醇，用 ２５０ｍＬ新鲜甲醇重复
该步骤 ２次，再用 ２５０ｍＬ水重复该步骤 １次，最后用
２５０ｍＬ新鲜乙醇重复该步骤２次。将棉签置６０℃烘箱

中烘干或自然风干。将包裹在２根预处理过的干净棉签
顶端的棉布剪下，放入离心管中，用１ｍＬ擦试剂和１ｍＬ
稀释剂浸湿，加塞后超声１５ｍｉｎ，涡旋２ｍｉｎ，取出棉布，
３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集上清液，置自动进样瓶中。

空白辅料液：精密移取 ６．５ｍＬ帕立骨化醇注射液
辅料，置２００ｍＬ容量瓶中，用稀释剂定容，摇匀，精密移取
１ｍＬ置１０ｍＬ容量瓶中，用稀释剂定容，摇匀。

表面干扰溶液：移取 １ｍＬ擦拭剂置 １５ｍＬ塑料离
心管中，２根棉签浸湿稀释剂，然后在清洁后的设备表
面进行擦拭，取样框范围 １０ｃｍ×１０ｃｍ，在擦拭过程中
用棉签蘸少量清洁溶液，首先用１根棉签横向擦拭，翻
转棉签再纵向擦拭；然后用另外 １根棉签沿对角线擦
拭，翻转棉签再沿另一方向对角线擦拭，在擦拭时注意

棉签一定沿一个方向擦拭，不可来回擦拭。擦拭过程中

要求取样框范围内都要擦到，详见图 １。擦拭后按样品
溶液配制方法提取，即得。

对照溶液：精密移取帕立骨化醇 ＵＳＰ对照品溶液，
用稀释剂稀释成质量浓度为６．５ｎｇ／ｍＬ的溶液，即得。

标准添加溶液：精密移取帕立骨化醇 ＵＳＰ对照品
溶液适量，用稀释剂稀释成质量浓度约为 ０．１３μｇ／ｍＬ
的溶液，即得。

样品溶液：用微量注射器分别在 ３块清洁过的
１０ｃｍ×１０ｃｍ不锈钢板均匀滴加标准添加液 １００μＬ，
让其自然风干。用２根预处理过的棉签按棉签擦拭过程
擦拭，然后将棉签顶端包裹的棉布剪下，放入上述装有

１ｍＬ擦拭剂的离心管中，加入１ｍＬ稀释剂，盖紧盖子。
超声处理 １５ｍｉｎ，再涡旋 ２ｍｉｎ，取出棉布，３０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，收集上清液。
２．３ 方法学考察

专性属试验：分别取稀释剂、擦拭剂、空白棉签液、

空白辅料液、对照溶液、表面干扰溶液和样品溶液各

１００μＬ注入液相色谱仪，按拟订色谱条件进样，记录色
谱图（见图２），可见，稀释剂、擦拭剂、空白棉签、空白辅
料、表面干扰溶液在主峰位置均无干扰。

检测限和定量限测定：取帕立骨化醇对照品适量，

并用稀释剂稀释。取信噪比（Ｓ／Ｎ）约为 ３的溶液作检
测限溶液，按拟订色谱条件进样测定，得检测限为

０．０５９ｎｇ。取 Ｓ／Ｎ约为 １０的溶液作定量限溶液并测
定，得定量限为０．１９８ｎｇ。

·质量研究·

ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ



６９

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２０年１月５日 第２９卷第１期
Ｖｏｌ．２９牞Ｎｏ．１牞Ｊａｎｕａｒｙ５牞２０２０

材质

不锈钢

钢化玻璃

有机玻璃

聚四氟乙烯

水平

（％）

５０
１００
１５０
５０
１００
１５０
５０
１００
１５０
５０
１００
１５０

１
９８．７
９３．５
９３．７
８８．９
８１．７
９１．６
６７．２
６１．５
６３．７
８３．８
７１．８
８９．２

回收率（％）

２
９４．７
８９．４
９２．８
９０．８
８９．０
９２．８
６３．８
６１．９
８３．１
６１．７
７５．９
９３．０

３
１０１．２
９４．１
９６．４
８５．９
９０．８
９１．５
６７．４
６３．８
６８．２
６６．８
７２．０
８１．３

Ｘ
（％）

９８．２
９２．３
９４．３
８８．５
８７．２
９２．０
６６．１
６２．４
７１．７
７０．８
７３．２
８７．８

ＲＳＤ
（％）

３．４
２．８
２．０
２．８
５．５
０．８
３．１
１．９
１４．２
１６．４
３．２
６．８

校正因子

１．０

１．１

１．６

１．４

进样次数

１
２
３
４
５
６
Ｘ
ＲＳＤ（％）

日内精密度

２７２０
２７２２
２７６３
２７４６
２７５３
２７９２
２７４９
１．０

第１天

２７２０
２７２２
２７６３
２７４６
２７５３
２７９２

第２天

２７４７
２７０１
２７７０
２７２２
２７２９
２７３８
２７７２
１．８

第３天

２８８７
２８１４
２７９６
２８１１
２８２８
２８４９

１．帕立骨化醇

Ａ．样品溶液 Ｂ．对照溶液 Ｃ．表面干扰溶液 Ｄ．空白棉签液 Ｅ．空白辅料液 Ｆ．擦拭剂 Ｇ．稀释剂
图２ 高效液相色谱图

Ｅ Ｆ Ｇ

０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０

ＡＵ
０．００１５

０．００１０

０．０００５

０

－０．０００５ ｔ／ｍｉｎ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０

ＡＵ
０．００１５

０．００１０

０．０００５

０

－０．０００５ ｔ／ｍｉｎ
０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０

ＡＵ
０．００１５

０．００１０

０．０００５

０

－０．０００５ ｔ／ｍｉｎ
０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０

ＡＵ
０．００１５

０．００１０

０．０００５

０

－０．０００５ ｔ／ｍｉｎ

０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０

ＡＵ
０．００１５

０．００１０

０．０００５

０

－０．０００５ ｔ／ｍｉｎ
０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０

ＡＵ
０．００１５

０．００１０

０．０００５

０

－０．０００５ ｔ／ｍｉｎ
０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０

ＡＵ
０．００１５

０．００１０

０．０００５

０

－０．０００５ ｔ／ｍｉｎ

表３ 仪器精密度试验结果牗ｎ＝６牘

日间精密度
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１ １

线性关系考察：精密移取帕立骨化醇 ＵＳＰ对照品
溶液，用稀释剂稀释得质量浓度分别为 １．９８，６．６０，
１３．２１，１９．８１，２６．４２，３３．０２ｎｇ／ｍＬ的对照品系列溶液，
分别精密量取１００μＬ，以上述色谱条件测定其峰面积，
以溶液的质量浓度（Ｘ，ｎｇ／ｍＬ）为横坐标、峰面积（Ｙ）为
纵坐标进行线性回归，得回归方程 Ｙ＝４７４．０２Ｘ－
４９．７２，ｒ＝０．９９９９（ｎ＝６）。结果表明，帕立骨化醇质量浓度
在１．９８～３３．０２ｎｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性关系良好。

回收试验：取３块洁净的１０ｃｍ×１０ｃｍ擦拭材料，用
微量注射器分别均匀滴加标准添加溶液５０，１００，１５０μＬ，
让其自然风干，每个水平平行制备３份。然后用２根预处
理过的棉签按棉签擦拭过程擦拭并提取棉签，按上述色谱

条件检测，并计算回收率和校正因子。结果见表２。

精密度试验：取１００μＬ对照溶液，按色谱条件分别
在同一时间重复进样 ６次，考察日内精密度，连续 ３ｄ
重复进样 ６次，考察日间精密度，并记录峰面积。结果

ＲＳＤ均小于２．０％牗ｎ＝６牘，表明仪器精密度良好，详见
表３。

重复性试验：依法制备并测定６份１００％准确度水
平样品。结果各样品的取样回收率均在 ８７．６％～
９３．５％之间，ＲＳＤ为２．９％，表明方法重复性良好。

重现性试验：由另外一名试验员在不同日期，使用

不同的液相系统和不同的色谱柱，按１００％准确度水平
样品的制备方法制备６份不锈钢样品溶液，并与重复性
结果进行比较。经计算，样品取样回收率均在１０５．５％～
１２５．７％之间，ＲＳＤ均不超过７．０％，２名试验员差值为
１６．５％，表明方法重现性良好。

稳定性试验：将对照品和样品溶液储存于５℃条件
下，并分别于０，１，２，３，５，７ｄ测定。经计算，与０ｄ回收
率的差值均不超过 １０．０％，表明对照品溶液和样品溶
液在５℃条件下存储７ｄ稳定。
２．４ 残留量检测

采用该清洁分析方法对我厂车间生产帕立骨化醇

注射液后并完成清洁的设备进行擦拭取样，共评估

２７个点，编号为 ＳＣ１－ＳＣ２７，其中 ＳＣ２６的检测结果为
０．０８ｎｇ／ｃｍ２，其他点均未检测出残留。

表２ 回收试验结果（ｎ＝３）
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本栏目由

国药控股云南有限公司

协 办

３ 讨论

目前车间生产的产品为共线生产，存在产品间的交

叉污染风险。控制交叉污染的有效措施之一就是对产品

进行清洁验证，目的是证明所有与产品接触的设备所使

用的清洗程序能有效地除去产品残留，达到预先确定的

限度，从而达到对下批产品无影响的目的。目前计算残

留限度的方法为１／１０００日剂量，半数致死量（ＬＤ５０）和
１０×１０－６。上述判定是根据基于风险防止药品生产中
交叉污染及“共用设施中不同药品生产风险识别所用基

于健康的暴露限设定指南”实施问题的征求意见稿犤９犦。

２０１８年４月，该指南最终稿发布，第４季度做出相应的
修订，所有产品的清洁限度均需用每日允许暴露量

（ＰＤＥ牘进行计算，应根据所涉及物料，合理确认产品残
留。故本研究的最大允许残留限度分别采用了１０×１０－６、
最低日治疗剂量、ＬＤ５０和 ＰＤＥ４种方式进行计算，限度
分别为１．５８，０．１３，０．１５，０．１６ｎｇ／ｃｍ２。可见基于最低日
治疗剂量，帕立骨化醇注射液的最大允许残留限度最

低，风险最大，因此采用该限度作为限度水平。试验过程

中取样面积为 １００ｃｍ２，故标准溶液浓度为 ６．５ｎｇ／ｍＬ
（１００ｃｍ２×０．１３ｎｇ／ｃｍ２÷２ｍＬ＝６．５ｎｇ／ｍＬ）。２ｍＬ为
样品总体积，包括１ｍＬ的擦拭剂及１ｍＬ稀释剂。

清洁分析方法开发过程中，关键点分别为样品的擦

拭提取和分析方法的专属性、灵敏度和可重复性。经多

次试验最终选取了５０％乙醇作为擦拭溶剂犤１０－１１犦和稀释

溶剂。为消除空白棉签的干扰，将方法设置为梯度洗脱，

为增加灵敏度，降低了样品的稀释倍数，增加了样品的

进样量，同时需要保证良好的峰形。由于在清洁擦拭取

样过程中，人员操作非常关键，为保证方法的可重复性

及重现性犤１２犦，文中进行相应考察，结果良好。

由于在生产过程中物料会与不同材质的生产设备

相互接触，不同的材质对帕立骨化醇的吸附能力存在差

异，采用相同的擦拭回收方法，可能会出现取样回收结果

不一致的情况，故对不同材质均进行了回收率研究犤１３犦，

包括不锈钢、钢化玻璃、有机玻璃和聚四氟乙烯。结果

４种材质所得结果均符合标准，但不同材质间的回收率
有明显差异。

因为制药设备清洁验证过程中，样品并不能一起送

至实验室，有时间隔会很长，为了节约时间和成本，需要

尽量将样品一起检测，所以稳定性研究非常必要。不同

药品的稳定性

存在很大差

异，美国注射

药物协会建

议：在进行溶

液稳定性研究时，如果药品不具备良好的稳定性，可在

低温下进行研究；如果药品非常不稳定，那么应同时考

察残留的药品降解产物，避免残留的降解产物对其他产

品造成污染。

综上所述，该方法灵敏度、准确性、重复性和稳定性

均良好，适用于帕立骨化醇注射液清洁残留样品的检

测。在清洁验证取样时，应采用 ５０％乙醇作为擦拭溶
剂，为降低风险，最后结果应用最大校正因子值１．６进
行校正犤１４犦，以有效控制交叉污染。
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