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总有机碳分析方法用于复方氨基酸（１９）丙谷二肽注射液
清洁验证效果考察
张 振 １，２，申京建 ２，赵 明 １△

（１．首都医科大学药学院，北京 １０００６９； ２．北京世桥生物制药有限公司，北京 １０１３０１）
摘要：目的 探讨总有机碳分析法用于复方氨基酸（１９）丙谷二肽注射液清洁验证的效果。方法 采用棉签擦拭法擦取清洁验证样品；采用总

有机碳分析法测定复方氨基酸（１９）丙谷二肽注射液中污染物的含量，氧化剂流速为０．１μＬ／ｍｉｎ。结果 Ｎ（２）－Ｌ－丙氨酰－Ｌ－谷氨酰胺
质量浓度在０．１９９～２．９８８μｇ／ｍＬ范围内与总有机碳响应值线性关系良好；检测限和定量限分别为０．０１８１９μｇ／ｍＬ和０．０５４４７μｇ／ｍＬ；
精密度试验结果的 ＲＳＤ为２．９２％牗ｎ＝６牘；平均擦拭回收率为１０４．７３％，ＲＳＤ为３．８３％（ｎ＝９）；供试品溶液在室温下放置１２ｈ稳定。
结论 该方法分析时间短、灵敏度高、结果准确，可用于复方氨基酸（１９）丙谷二肽注射液生产后的清洁验证。
关键词：总有机碳分析法；棉签擦拭法；清洁验证；复方氨基酸（１９）丙谷二肽注射液；残留限度
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《口服固体制剂：药品 ＧＭＰ指南》犤１犦中对清洁验证
提出要求，以避免与设备表面接触的活性药物成分和其

他药品产生交叉污染，最大限度地保证患者的用药安

全。目前，多采用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定单组分药
品的含量，以进行清洁验证。但对于复方制剂，尤其是多

组分复方制剂，如采用 ＨＰＬＣ法，需保证所有组分能有
效分离，且各组分均有足够灵敏度才能保证残留物质的

有效检出和定量犤２犦。总有机碳（ＴＯＣ）法犤３犦在清洁验证中，

特别是在复方制剂、中药制剂犤４犦、生物制品犤５犦的应用中

越来越广泛。相比ＨＰＬＣ法，ＴＯＣ法灵敏度更高，分析时
间短，且对辅料、清洁剂及未知物质均具有检出能力犤６犦。

此外，ＴＯＣ法属非专属性方法，只需测定 ＴＯＣ的含量，
无需进行各组分的分离，方法更简易。复方氨基酸（１９）

丙谷二肽注射液中共有 ２０种氨基酸物质犤７犦，均可溶于

水，由于注射液中 Ｎ（２）－Ｌ－丙氨酰 －Ｌ－谷氨酰胺的
浓度占比最大，故本研究中以 Ｎ（２）－Ｌ－丙氨酰－Ｌ－
谷氨酰胺为指标物，建立了该注射液生产后清洁验证样

品的ＴＯＣ分析法。现报道如下。
１ 仪器、试药与材料

１．１ 仪器

ＴＯＣ９００型总有机碳分析仪（美国 ＧＥ公司）；
ＢＰ２１１Ｄ型电子天平（德国赛多利斯公司，精度为０．０１ｍｇ）；
ＫＨ－５００ＤＥ型超声波清洗机（昆山市超声仪器有限公
司，功率为５００Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）。
１．２ 试药

Ｎ（２）－Ｌ－丙氨酰 －Ｌ－谷氨酰胺对照品（中国食
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标准添加

液量（μＬ）

４００

６００

８００

ＴＯＣ
（μｇ／ｍＬ）

０．６６４
０．６４３
０．６７８
０．８３５
０．８２０
０．８２４
１．０２０
１．０７０
１．０５０

加入量

（μｇ）

３９７．６０
３９７．６０
３９７．６０
５９６．４０
５９６．４０
５９６．４０
７９５．２１
７９５．２１
７９５．２１

测得量

（μｇ）

４２５．８０
４０２．６５
４４１．２３
６１４．３０
５９７．７６
６０２．１７
８１８．２３
８７３．３５
８５１．３０

回收率

（％）

１０７．０３
１０１．２１
１１０．９１
１０２．９２
１００．１５
１００．８８
１０２．７９
１０９．７２
１０６．９５

Ｘ
（％）

１０４．７３

ＲＳＤ
（％）

３．８３

表２ 稳定性试验结果（×１０－３μｇ／ｍＬ）
Ｔａｂ．２ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔ（×１０－３μｇ／ｍＬ）

时间（ｈ）

０
１２

稀释剂

５３．１０
５４．１０

空白棉签溶液

１５３．００
１４８．００

样品溶液

７７２．００
７７３．００

表１ 擦拭回收试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｗｉｐｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝９）
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品药品检定研究院，批号为 １４０７０２－２０１１０２，纯度为
９９．８％）；聚酯纤维棉签（深圳市华晨阳科技有限公司，
批号为ＣＹ７１５Ａ）。
１．３ 材料

１０ｃｍ×１０ｃｍ的不锈钢板。
２ 方法与结果

２．１ 溶液及样品制备

稀释剂检查：量取４０ｍＬ稀释剂（水，ＴＯＣ的质量浓度
小于０．１μｇ／ｍＬ），加入一个ＴＯＣ小瓶中，并测定ＴＯＣ。

空白棉签预处理：取 ２０支棉签，置 １０００ｍＬ烧杯
中，量取稀释剂４００ｍＬ浸没棉签，密封，超声１０ｍｉｎ，静
置 ３０ｍｉｎ，振摇洗涤 １ｍｉｎ，甩去遗留水分，加入稀释剂
４００ｍＬ，浸没棉签，再振摇洗涤１ｍｉｎ，甩去遗留水分，重
复上述操作５次，即得处理过的棉签（棉签ＴＯＣ的质量
浓度应小于０．２５μｇ／ｍＬ）。

空白棉签样品制备：取１根处理过的棉签，切除末端，放
入ＴＯＣ小瓶中，加入４０ｍＬ稀释剂，放置１ｈ，取出，测定。

样品制备：取１根处理过的棉签，加稀释剂浸湿，用
１根取样棉签按擦拭取样规程擦拭 １００ｃｍ２的取样部
位，擦拭路线及方法见图１。按图１Ａ的路线，用棉签的
一侧擦拭，擦拭时尽量覆盖全部面积，用力均匀；使用同

１根棉签的另一面，按图１Ｂ的路线擦拭；依次按图１Ｃ和
图１Ｄ的路线，用同１根棉签的不同侧面擦拭。擦拭完毕
后将棉签末端切除，放入装有４０ｍＬ稀释剂的ＴＯＣ小瓶
中，静置１ｈ，取出棉签，将该溶液稀释１０倍后进行测定。

２．２ 方法学考察犤８－９犦

检测限和定量限考察：将处理过的棉签（切除末端）

放入ＴＯＣ小瓶中，用４０ｍＬ稀释剂浸泡，静置１ｈ，制备
１０份，取出，测定，记录ＴＯＣ响应值。结果响应值的平均
值为０．０５８２３μｇ／ｍＬ，标准偏差为５．６０；当相对自由度为
ｎ－１、自由度为９、置信度为９９％时，ｔ为３．２５（ｎ＝１０）。按
公式分别计算检测限和定量限。检测限＝ｔ×标准偏差，
定量限 ＝３×检测限。结果检测限和定量限分别为
０．０１８１９μｇ／ｍＬ和０．０５４４７μｇ／ｍＬ。

线性关系考察：取 Ｎ（２）－Ｌ－丙氨酰 －Ｌ－谷氨酰
胺对照品适量，精密称定，配制质量浓度分别为０．１９９，
０．４９８，０．９９６，１．４９４，１．９９２，２．９８８μｇ／ｍＬ的系列对照
品溶液，进样测定，并记录 ＴＯＣ响应值，以对照品质量

浓度（Ｘ，ｍｇ／ｍＬ）为横坐标、ＴＯＣ响应值为纵坐标（Ｙ）
进行线性回归，得回归方程 Ｙ＝３６２．８６２５Ｘ＋２７７．７３６３，
ｒ＝０．９９６８（ｎ＝６）。结果表明，Ｎ（２）－Ｌ－丙氨酰－Ｌ－
谷氨酰胺的质量浓度在 ０．１９９～２．９８８μｇ／ｍＬ范围内
与ＴＯＣ响应值线性关系良好。

擦拭回收试验犤１０－１１犦：取Ｎ（２）－Ｌ－丙氨酰－Ｌ－谷
氨酰胺对照品 ９．９６ｍｇ，精密称定，用稀释剂稀释成质
量浓度为 １ｍｇ／ｍＬ的溶液，作为标准添加液。取 ３块
１０ｃｍ×１０ｃｍ的洁净不锈钢板，用微量注射器分别
均匀滴加标准添加液４００，６００，８００μＬ，自然风干，平行制
备３份，取 １根预处理过的棉签，按 ２．１项下方法制备
样品，并提取擦拭回收样品，进样测定，根据回归方程计

算测得量，依法计算回收率。结果见表１。

精密度试验：按擦拭回收试验平行制备 ６份添加
６００μＬ标准添加液的样品，进样测定。结果ＴＯＣ响应值
的 ＲＳＤ为２．９２％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取稀释剂、空白棉签溶液及样品溶液，

分别于０和１２ｈ时进样测定，并依次记录ＴＯＣ响应值，
考察各溶液的稳定性。结果见表２。

２．３ 清洁验证样品测定结果

为了确认样品直接接触的设备、系统或设施清洁后

能保证化学成分和上一批产品可能的残留物在可接受

范围内犤１２犦，采用风险评估法选取取样位置犤１３犦，并按 ２．１
项下取样方式取样，测定 ＴＯＣ响应值。按照生产流程，
涉及设备清洁验证样品结果见表３。
３ 讨论

３．１ 允许残留限度犤１４犦确定

按１０μｇ／ｍＬ标准计算，允许残留限度为１２．０４μｇ／ｃｍ２，

图１ 棉签擦拭路线及方法

Ｆｉｇ．１ Ｓｗａｂｗｉｐｉｎｇｒｏｕｔｅａｎｄｍｅｔｈｏｄ
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设备名称

称量铲

ＤＥＣ型真空吸料系统

混料罐

配液罐

脱氧罐

过滤器

产品罐

过滤器

灌装系统

取样点

称量铲

吸枪内表面

物料输送管密封圈

混合罐内壁

物料混料管路

物料输送管路

入口

罐内壁

喷淋球上方

入口

喷淋球上方

罐内壁

０．４５μｍ过滤器滤壳内壁

０．２２μｍ过滤器滤壳内壁
入口

罐内壁

喷淋球上方

０．２２μｍ过滤器滤壳内壁
计量储罐药液输送管路

计量储罐内壁

喷淋球上方

罐后管道

分配器内壁

药液针头快接口

针头套管表面

测试结果（×１０－３μｇ／ｍＬ）

１２８
１２４
１０３
１５３
１３２
３０４
１２３
１０８
８６．４
１７６
１１２
１２１
９３．０
４３２
１２２
１１１
１１５
８６．４
１７６
１８１
１２２
１４８
２７８
１２８
２１７

表３ 清洁验证样品检测结果

Ｔａｂ．３ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｌｅａｎｉｎｇｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

ＴＯＣ分析结果使用 ＴＯＣ评判，故需将残留限度转换为
ＴＯＣ限值，２０种氨基酸中牛磺酸的含碳量最低为
１９．２％，则ＴＯＣ限值＝１２．０４μｇ／ｃｍ２×１９．２％＝２．３１μｇ／ｃｍ２。
根据样品制备过程进行折算，则允许残留限度为

２．３１μｇ／ｃｍ２×１００ｃｍ２÷４０ｍＬ÷１０＝０．５７８μｇ／ｍＬ。
３．２ 氧化剂流速犤１５犦确定

在 ＴＯＣ试验中，ＴＯＣ分析仪通过使用紫外线辐射
和化学氧化剂（过硫酸铵），使有机化合物因氧化反应而

产生二氧化碳，再分别测定无机碳和总碳以确定 ＴＯＣ。
而氧化剂的流速决定了反应中氧化剂用量，流速过低导

致分析物不完全氧化；流速过高，可能导致测得的 ＴＯＣ
值较低。为了确定最优氧化剂流速，分别考察了氧化剂

流速为０，０．１，０．２，０．３，０．４μＬ／ｍｉｎ时的ＴＯＣ响应值，
结果各条件下所得 ＴＯＣ值基本一致。为保证试验结果
的准确性，故将氧化剂流速设置为０．１μＬ／ｍｉｎ。
３．３ 实验室条件要求

清洁验证允许的残留限度很低，同时 ＴＯＣ又具有
高灵敏度，一般实验室条件下有许多有机试剂（如甲醇、

乙腈等）易挥发小分子，若试剂挥发到空气中，并溶解到

ＴＯＣ样品中，可能导致假阳性。故ＴＯＣ试验应避免在含
有易挥发有机试剂的同一实验室内进行。

综上所述，该方法分析时间短、灵敏度高、结果准

确，可用于复方氨基酸（１９）丙谷二肽注射液生产后的清
洁验证。
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