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摘要：目的 为罗库溴铵注射液的产品开发和申报提供参考。方法 根据 Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ方程，设计不同温度条件下注射液的加速试验，考察

水解降解杂质的增长情况，计算杂质生成反应活化能，预测产品长期稳定条件下的有效期。结果 杂质 Ｖ能生成所需活化能为

８１１９１．２Ｊ／ｍｏｌ，（５±３）℃条件下长期储存，其生成反应速率常数最高为５．９６×１０－７ｍｏｌ／（Ｌ·ｈ），至少需要 ６０个月才达到 ２０１５年版
《中国药典牗二部牘》规定的限度值（≤２．０％），且２４个月长期稳定性试验结果与预测结果基本一致。结论 杂质 Ｖ含量是罗库溴铵注射

液限度标准中超标风险最高的检测项，其水解降解杂质的降解速率决定产品的有效期，其稳定性预测结果足够支持药品说明书规定的

３６个月有效期。该方法适用于罗库溴铵注射液水解降解杂质含量的预测研究。
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罗库溴铵注射液是荷兰 Ｎ．Ｖ．Ｏｒｇａｎｏｎ公司开发的
全身麻醉辅助用药，用于常规诱导麻醉期间的气管插管，

以及维持手术中骨骼肌的神经肌肉阻滞，是临床常用的手

术辅助用药犤１犦。本研究中将经典恒温法应用于罗库溴铵注

射液稳定性预测中，评估稳定性试验中降解杂质增长情况

和有效期，以辅助产品开发和申报。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＳｅｖｅｎＭｕｌｔｉＳ４００型 ｐＨ计（梅特勒－托利多公司）；
ｅ２６９５／２４８９型高效液相色谱仪／紫外检测器（沃特世公
司）；ＸＳ１０５ＤＵ型电子分析天平（梅特勒－托利多国际
有限公司，精度为十万分之一）；Ｍｉｌｌｉｏｎ－Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ型超
纯水机（默克化工技术有限公司）；ＤＨＧ－９０７６Ａ型恒温
鼓风干燥箱（上海精宏实验设备有限公司）；ＳＨＨ－
２２０ＳＤ型药品稳定性试验箱（重庆永生实验仪器厂）。

１．２ 试药

罗库溴铵注射液为实验室自制，批号为２０１８０５０１，
规格分别为每支５０ｍｇ∶５ｍＬ，１００ｍｇ∶１０ｍＬ，于２～８℃
条件下保存。

２ 方法与结果

２．１ 溶液制备

取５支注射液，置干燥玻璃器皿中，混匀，精密移取
２．０ｍＬ，用乙腈稀释 １０倍，即得供试品溶液，其中活性
成分罗库溴铵的浓度为１．６４ｍｍｏｌ／Ｌ。
２．２ 含量与有关物质分析

２．２．１ 色谱条件

色谱柱：ＵｌｔｉｍａｔｅＳｉＯ２柱牗２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ牘；
缓冲液：５０ｍｍｏｌ／Ｌ四甲基氢氧化铵缓冲液，用磷酸调
ｐＨ至７．４；流动相：缓冲液－乙腈（１０∶９０，Ｖ／Ｖ）；流速：
１．５ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２１０ｎｍ；柱温：３５℃；进样量：２０μＬ。
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检测项目

性状

溶液澄清度与颜色

细菌内毒素

可见异物

不溶性微粒

无菌

含量（％）

ｐＨ值
杂质Ⅰ（％）

杂质Ⅱ（％）

杂质Ⅲ（％）

杂质Ⅳ（％）

杂质Ⅴ（％）

其他单个最大杂质含量（％）

杂质总量（％）

限度标准

无色至微黄色的澄明液体

本品应澄清无色

＜２．２ＥＵ／ｍｇ
符合药典规定

符合药典规定

符合药典规定

９３．０～１０７．０
３．８～４．２
≤０．２
≤０．１
≤０．１
≤０．３
≤２．０
≤０．２
≤０．５

０ｄ

１００．４
３．９

＜０．０５
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
０．３９
＜０．０５
０．３９

５ｄ

１００．０
４．０

＜０．０５
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
０．５７
＜０．０５
０．５７

１０ｄ

９９．６
４．０
＜０．０５
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
０．７１
＜０．０５
０．７１

１５ｄ

９９．７
４．０
＜０．０５
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
０．８６
＜０．０５
０．８６

３０ｄ

９９．８
４．０
＜０．０５
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
１．３３
＜０．０５
１．３３

标准制定依据

２０１５年版《中国药典牗二部牘》罗库溴铵注射液犤２犦

２０１５年版《中国药典牗二部牘》罗库溴铵注射液犤２犦

２０１５年版《中国药典牗二部牘》罗库溴铵注射液犤２犦

２０１５年版《中国药典牗四部牘》通则０９０４犤３犦１１６－１１８

２０１５年版《中国药典牗四部牘》通则０９０４犤３犦１１４－１１５

２０１５年版《中国药典牗四部牘》通则０９０４犤３犦１３６－１４０

２０１５年版《中国药典牗二部牘》罗库溴铵注射液犤２犦

２０１５年版《中国药典牗二部牘》罗库溴铵注射液犤２犦

２０１５年版《中国药典牗二部牘》罗库溴铵注射液犤２犦

２０１５年版《中国药典牗二部牘》罗库溴铵注射液犤２犦

２０１５年版《中国药典牗二部牘》罗库溴铵注射液犤２犦

２０１５年版《中国药典牗二部牘》罗库溴铵注射液犤２犦

２０１５年版《中国药典牗二部牘》罗库溴铵注射液犤２犦

２０１５年版《中国药典牗二部牘》罗库溴铵注射液犤２犦

２０１５年版《中国药典牗二部牘》罗库溴铵注射液犤２犦
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表１ 罗库溴铵注射液４０℃加速试验结果
Ｔａｂ．１ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｔｅｓｔｏｆＲｏｃｕｒｏｎｉｕｍ ＢｒｏｍｉｄｅＩｎｊｅｃｔｉｏｎａｔ４０℃

均为无色澄明液体

均为澄清无色

均符合规定

均符合规定且无明显变化

均符合规定且无明显变化

均符合规定

２．２．２ 含量和有关物质分析

分别采用质量浓度为１．００，０．０２ｍｇ／ｍＬ的罗库溴
铵供试品溶液作为对照品溶液，各杂质的相对响应因子

以 １．００计算。含量和有关物质分析高效液相色谱法参
照 ２０１５年版《中国药典牗二部牘》犤２犦。分离度溶液典型图
谱见图１。各已知杂质分离度均≥１．５。经方法学考察确
认，专属性良好，线性关系好（Ｒ２＝０．９９９９），样品加样
回收率介于９９．５％～１０１．２％（ｎ＝６），精密度试验结果
的 ＲＳＤ为０．９０％（ｎ＝６），均符合要求。

２．３ 加速和影响因素试验评估

根据国内仿制药开发和稳定性研究要求，在本品稳

定性研究中，对产品性状、澄清度与颜色、细菌内毒素、

可见异物、不溶性微粒、无菌、ｐＨ值、含量、有关物质 ９
个检测项进行控制。所有检测项的限度标准均与 ２０１５
年版《中国药典（二部）》要求一致。详见表 １。上述任何
一个检测项超出既定控制标准均会导致产品的稳定性

超出有效期。

为评估本品稳定性放置过程中各检测项的超标风

险，取样品，置４０℃稳定性试验箱中，分别于放置０，５，
１０，１５，３０ｄ后取出，按成品稳定性标准进行检测。结果
见表１。随着在４０℃条件下放置时间的延长，杂质Ｖ含
量从０．３９％迅速增加至１．３３％，增长明显，而其他杂质
限度均低于限度标准且无超标趋势。将样品置６０℃稳
定性试验箱中，分别于放置０，５，１０ｄ后取出，杂质Ｖ含
量从０．３９％迅速增加至３．００％，放置１０ｄ后明显超出
限度标准（≤２．０％），罗库溴铵含量从 １００．４％降至
９５．７％，发生明显变化，但未超出稳定性限度标准。ｐＨ值
等其他检测结果在４０℃和６０℃加速试验条件下，均符合
成品稳定性标准且无超标趋势。表明杂质 Ｖ为主要增
长的降解杂质，在所有质量控制项目中超标风险最高，

故预测杂质Ｖ的含量可推测产品的稳定性和有效期。
２．４ 包装规格与放置方式影响考察

罗库溴铵注射液中的杂质 Ｖ是罗库溴铵分子中甾
体母核１７位乙酸酯水解为羟基的降解产物，该降解反
应为典型的水解降解反应，反应速率与温度的关系符合

Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ方程犤４－７犦。通过预测该杂质含量可评估产品的

杂质增长情况，推测产品的稳定性和有效期。

罗库溴铵注射液为西林瓶包装，开发规格为每支

５０ｍｇ∶５ｍＬ或１００ｍｇ∶１０ｍＬ，注射液开发中需对每个
规格试验批次进行正置和倒置稳定性研究。为评估包装

规格和正 ／倒置对杂质 Ｖ降解速率的影响，取样品置
牗２５±２牘℃试验条件，分别于放置０，５，１０，１５，３０ｄ后取
出，检测有关物质。正／倒置和不同规格罗库溴铵注射
液的杂质 Ｖ增长速率基本一致，且杂质Ⅴ和未知杂质

１

２

０ ５ １０ １５ ２０ ２５
ｔ／ｍｉｎ

１．药物活性成分 ２．杂质Ｖ
图１ 罗库溴铵注射液分离度溶液的高效液相色谱图

１．Ａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ ２．ＩｍｐｕｒｉｔｙＶ
Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆ

Ｒｏｃｕｒｏｎｉｕｍ ＢｒｏｍｉｄｅＩｎｊｅｃｔｉｏｎ
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温度（℃）

２５
３０
４０
４７
６０
７１

回归方程

Ｃ＝０．０００２５×Ｔ＋０．４１２９１
Ｃ＝０．０００４７×Ｔ＋０．４１９５９
Ｃ＝０．００１３０×Ｔ＋０．４１２８６
Ｃ＝０．００２４４×Ｔ＋０．４１８２０
Ｃ＝０．００８６６×Ｔ＋０．４２１３８
Ｃ＝０．０２０１４×Ｔ＋０．４２４５９

不同放置时间对应的杂质含量

０，１２０，２６４，４８０，７２０ｈ时分别为０．４２％，０．４４％，０．４７％，０．５３％，０．６０％
０，１２０，２６４，４８０，７２０ｈ时分别为０．４２％，０．４８％，０．５４％，０．６４％，０．７６％
０，１２０，２６４，４８０，７２０ｈ时分别为０．４２％，０．５６％，０．７５％，１．０３％，１．３５％
０，２４，４８，７２，９６，１２０，１４４，１６８ｈ时分别为０．４２％，０．４８％，０．５３％，０．５７％，０．６６％，０．７２％，０．７６％，０．８３％
０，２４，３６，４８，７２，９６，１２０ｈ时分别为０．４２％，０．６２％，０．７３％，０．８６％，１．０５％，１．２３％，１．４７％
０，１２，２４，３６，４８，７２，８４，９６ｈ时分别为０．４２％，０．６５％，０．９１％，１．１５％，１．４０％，１．９３％，２．１１％，２．３２％

Ｋ（％ ／ｈ）

０．０００２５１７
０．０００４６８２
０．００１２９６２
０．００２４３６２
０．００８６６２５
０．０２０１４３３

Ｒ２

０．９８８１０
０．９９９０３
０．９９９６３
０．９９２２８
０．９９８４２
０．９９８５７

Ａ

Ｂ

杂质 Ｖ增长量 ／％
１．００

０．８０

０．６０

０．４０

０．２０

０

５０ｍｇ∶５ｍＬ

１００ｍｇ∶１０ｍＬ

放置时间 ／ｄ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０

杂质 Ｖ增长量 ／％
１．００

０．７５

０．５０

０．２５

０

正置 －５０ｍｇ∶５ｍＬ

倒置 －５０ｍｇ∶５ｍＬ

放置时间 ／ｄ
０ ５ １０ １５ ２０ ２５ ３０

Ａ．正置与倒置 Ｂ．５０ｍｇ∶５ｍＬ与１００ｍｇ∶１０ｍＬ
图２ （２５±２）℃长期试验条件下样品杂质Ｖ含量

Ａ．ｕｐｒｉｇｈｔ－ｓｅｔｖｓ．ｕｐｓｉｄｅ－ｄｏｗｎ Ｂ．５０ｍｇ∶５ｍＬｖｓ．１００ｍｇ∶１０ｍＬ
Ｆｉｇ．２ ＴｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＶ ｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｕｎｄｅｒｔｈｅｌｏｎｇ－

ｔｅｒｍ ｔｅｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｔ（２５±２）℃

含量也未见明显差异，表明包装规格和正／倒置对杂质
Ｖ增长速率的影响较小。详见图２。

２．５ 经典恒温试验

参照 Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ方程 －ｌｎＫ＝Ｅａ／Ｒ×（１／Ｔ）－ｌｎＡ。
式中，Ｋ为反应速率常数犤ｍｏｌ／（Ｌ·ｈ）犦；Ａ为频率因子
常数犤ｍｏｌ／（Ｌ·ｈ）犦；Ｅａ为反应活化能（Ｊ／ｍｏｌ）；Ｒ为摩
尔气体常数犤８．３１４Ｊ／（ｍｏｌ·Ｋ）犦；Ｔ为绝对温度（Ｋ）。

通过测定不同温度条件下杂质 Ｖ的生成速率，求
得 Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ方程中的未知数，预测长期稳定条件下的
杂质 Ｖ含量。取样品若干支，分别在 ２５～７１℃条件下
正置放置７２０ｈ后取出，进行含量和有关物质分析。
２．６ 反应速率常数Ｋ值及活化能确定

不同温度条件下的放置时间和杂质 Ｖ含量检测结
果见表 ２。罗库溴铵注射液为水溶液注射剂，不同温度
条件下的加速试验中，活性成分含量在９５．８％～９８．８％
之间，表明水和罗库溴铵 ２种反应物的浓度变化均很
小，生成杂质Ｖ的酯水解反应可近似认为是零级反应，
反应符合方程 Ｃ＝Ｋｔ＋Ｃ０。式中，Ｃ为杂质Ｖ的实时浓

度；Ｃ０为杂质Ⅴ的初始浓度；Ｋ为杂质Ⅴ生成反应的反
应速率常数；ｔ为反应时间。在不同温度条件下，以杂质
Ｖ的浓度 Ｃ（％）对反应时间 ｔ（ｈ）作线性回归曲线，方
程的斜率即为杂质Ｖ的生成速率。由表２可知，所有线
性回归方程的回归系数均良好。将表２中的百分比浓度
数值转换为摩尔浓度数值，以反应速率的负对数

（－ｌｎＫ）对反应温度的倒数（１／Ｔ）作线性回归方程，得
－ｌｎＫ＝９７６５．６０１７４×（１／Ｔ）－２４．５１１９６，Ｒ２＝０．９９９４，
方程的斜率为 Ｅａ／Ｒ，截距为 －ｌｎＡ。求得 Ｅａ为
８１１９１．２Ｊ／ｍｏｌ，Ａ为７．２５×１０８ｍｏｌ／（Ｌ·ｈ）。
２．７ 产品有效期计算

罗库溴铵注射液长期稳定性储存条件为（５±３）℃，根据
Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ方程，５℃和８℃长期稳定性储存条件下，杂质Ｖ
生成反应速率常数 Ｋ分别为 ４．１０×１０－７ｍｏｌ／（Ｌ·ｈ）和
５．９６×１０－７ｍｏｌ／（Ｌ·ｈ）。求得８℃最差条件下，杂质 Ｖ
含量达到 ２０１５年版《中国药典牗二部牘》规定的限度值
（≤２．０％）所需时间至少为６０个月，足够支持上市产品
药品说明书规定的３６个月有效期。
２．８ 预测与实测结果对比

分别选择 ３批每支 ５０ｍｇ∶５ｍＬ规格正置生产批
次和３批每支１００ｍｇ∶１０ｍＬ规格倒置生产批次，开展
长期稳定性研究。以杂质 Ｖ预测增长量或 ３批注射液
杂质 Ｖ平均实测增长量对放置时间作图。详见图 ３。同
一规格生产批次不同放置时间杂质 Ｖ含量的实测值
标准偏差均≤０．０２％，表明不同批次间杂质Ｖ含量差异
较小。５０ｍｇ∶５ｍＬ规格正置生产批次杂质Ｖ含量从０个月
的（０．３９±０．０２）％增加到长期２４个月的（０．８６±０．０２）％，
平均增加（０．４７±０．０２）％；１００ｍｇ∶１０ｍＬ规格倒置生
产批次杂质Ｖ含量从０个月的（０．４１±０．０２）％增加到长期
２４个月的（０．８８±０．０２）％，平均增加（０．４７±０．０２）％。
不同批次间杂质 Ｖ增长速率基本一致，增长情况的实
测值和预测值基本吻合，表明通过稳定性预测研究评估

本品杂质Ｖ的增长情况是可行的。
同时，对生产批次所有检测项的实测结果进行分

析，除杂质Ｖ外的其他检测项均未发生明显变化，暂无
超标风险。包装规格和正、倒置对杂质 Ｖ的增长速率无

表２ 不同温度条件下杂质 Ｖ含量对反应时间的线性回归方程及反应速率常数
Ｔａｂ．２ ＴｈｅｌｉｎｅａｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＶｃｏｎｔｅｎｔｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎ－ｒａｔｅｃｏｎｓｔａｎｔａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ
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Ａ．５０ｍｇ∶５ｍＬ正置 Ｂ．１００ｍｇ∶１０ｍＬ倒置
图３ （５±３）℃长期试验条件下３批样品实测平均值及预测值
Ａ．５０ｍｇ∶５ｍＬ牗ｕｐｒｉｇｈｔ－ｓｅｔ牘 Ｂ．１００ｍｇ∶１０ｍＬ牗ｕｐｓｉｄｅ－ｄｏｗｎ牘

Ｆｉｇ．３ Ｍｅａｓｕｒｅｄ ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅｓａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｒｅｅ

ｂａｔｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｕｎｄｅｒｔｈｅｌｏｎｇ－ｔｅｒｍ ｔｅｓｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｔ（５±３）℃

杂质 Ｖ增长量 ／％
０．５０

０．４０

０．３０

０．２０

０．１０

０

Ａ
杂质 Ｖ增长量 ／％
０．５０

０．４０

０．３０

０．２０

０．１０

０

Ｂ

预测值

实测值

放置时间 ／ｄ
０ ４ ８ １２ １６ ２０ ２４

预测值

实测值

放置时间 ／ｄ
０ ４ ８ １２ １６ ２０ ２４

明显影响。表明通过 Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ方程计算杂质 Ｖ的增长
情况，可以预测罗库溴铵注射液的有效期，是辅助产品

开发和申报的有效数据。

３ 讨论

注射液开发通常需要根据原研药药品说明书开展

为期数年的长期稳定性研究犤８犦，长期稳定性试验中任一

检查项结果超出限度标准均会导致产品开发风险，故评

估产品的有效期是注射液开发的重点。为降低产品开发

和稳定性研究的风险，通常会开展为期５～３０ｄ的影响
因素研究，以评估不同处方工艺产品的稳定性差异。但

影响因素条件过于剧烈，与产品有效期关联性较弱，往

往需要开展６～１２个月的加速试验，才能更好地评估产
品长期储存条件下的有效期，耗时较长；另外，加速试验

结果超标未必表示长期稳定性试验失败。

目前，文献犤９－１３犦报道了经典恒温法或初均速加速
法在药品主成分稳定性预测方面的应用，采用Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ
方程测定药品主成分降解反应的活化能，进一步计算长

期稳定性条件下的主成分降解情况。经典恒温法可通过

１个月的加速试验来预测主成分数年内的降解情况，时
间短，可靠性高，缺点在于仅通过预测主成分的降解来

评估药物的有效期，缺乏对药物杂质降解情况等其他质

量控制指标的评估。首先，通过加速试验评估罗库溴铵

注射液每个稳定性研究检测项的超标风险，认为罗库溴

铵注射液水解产生的杂质 Ｖ增长明显，超标风险最高，
其他控制项目超标风险较低，故对杂质Ｖ含量增长情况的
预测可预估产品的有效期。本研究中根据 Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ

方程设计不同温度条件下的注射液加速试验，计算杂

质 Ｖ生成反应活化能，预测产品长期稳定性条件下
的有效期。

加速试验结果表明，罗库溴铵注射液杂质 Ｖ含量
是产品稳定性研究中超标风险最高的指标，预测其含量

增长情况可评估产品的有效期。经典恒温法主要用于预

测药物活性成分的降解速率犤８－１０犦。根据Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ方程，
采用经典恒温法测定罗库溴铵注射液中杂质 Ｖ的生成
反应活化能，预测长期稳定性条件下该杂质的增长情

况。通过 Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ方程预测的结果与生产批次长期２４
个月稳定性实测结果基本一致，包装规格和正置、倒置

对杂质 Ｖ的增长速率无明显影响。表明方法准确、可
靠，适用于本品水解降解杂质含量和有效期的预测研

究。本方法有望应用于其他符合 Ａｒｒｈｅｎｉｕｓ方程的水解
降解杂质的含量预测研究，以辅助产品的开发和申报。
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