
用量为处方-乳糖 ( 1 ∶ 10 g /g) 。
3. 2 本实验得到的紫草红素自微乳粒径约为 150
nm，粒径较大。但通过静置 2 个月来初步观察其

稳定性，结果本释药系统均一稳定，未出现分层、
沉淀现象，说明虽然粒径超过 100 nm，但其稳定

性较好。这可能是由于中药成分复杂，在微乳形成

过程中不同成分会共同参与形成微乳结构，从而导

致粒径偏大，但由于乳化剂的存在，影响微乳稳定

性的界面张力并未增大，因此其稳定性也可达到预

期目标。
3. 3 本实验对蔗糖和乳糖作为紫草红素自乳化固

体颗粒吸附剂进行了比较，乳糖吸附效果比较理

想，对自微乳液的粒径影响不大。但固体吸附剂用

量较大，其载药量受到限制，随着近年来新型脂质

辅料和制药技术的发展，更多更好的固体自乳化技

术不断涌现［10-12］，今后可考虑对紫草红素自微乳

的固体化技术进行进一步研究，以制备性质稳定，

使用方便的固体自乳化制剂。
本实验对紫草素进行精制得到紫草红素，优选

出了紫草红素自乳化系统的处方，粒径考察和稳定

性考察结果表明本制剂粒径均一，符合自乳化要

求，且稳定性良好，制备成固体颗粒载药量符合一

般要求。
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摘要: 目的 证实总有机碳法确实可以应用于中药产品的清洁验证，并建立总有机碳 ( TOC) 中药产品清洁验证方

法。方法 测定复方丹参装囊滴丸总有机碳量，结合方法学验证数据与检测实例评价总有机碳法用于清洁验证的效

果。结果 总有机碳法方法学验证结果符合人用药物注册技术要求国际协调会 ( ICH) 关于方法学实验的相应指导原

则的 ( Q2B) 方法学验证要求。总有机碳法与超高效液相色谱法实例对比，检测结果更为准确。结论 总有机碳法可

以用于复方丹参装囊滴丸这一中药产品的清洁验证，并据此推论，总有机碳法可以用于部分中药的清洁验证。
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1 引言

药品的清洁验证就是对现行的清洁程序进行规

定，并验证现行的清洁规程能否一如既往的达到良

好的清洁效果。也就是通过对擦拭取样与淋洗取样

的检测，来确定残留量，从而验证清洁方法是否能

将残留物清洁至标准值以下。
总有 机 碳 ( Total Organic Carbon，以 下 简 称

TOC 法) 检测方法用于纯化水和注射用水的检测

早在 20 世纪 90 年代就已被美国和欧洲药典先后收

录，我国在《中国药典》2005 年版也对该方法进

行了收录。TOC 方法是通过对水中的有机物进行

氧化，使有机物中的碳转化为二氧化碳，并通过检

测二氧化碳的量，来计算水中有机物的量。TOC
检测 方 法 之 所 以 能 够 用 来 检 测 水 质，就 是 因 为

TOC 法能够较为精确的确定水中的有机物是否超

出标准。从而达到检测水质的目的。根据相同原

理，TOC 检测方法同样可以用于清洁验证。
1. 1 中药产品清洁验证所面临的挑战 西药产品

由于自身成分单一，毒理学数据全面，清洁验证过

程相对简单，且已经形成了一套完善的标准建立方

法［1］。但对于中药产品清洁验证仍然存在挑战。
首先，中药产品成分复杂，一种中药产品往往

存在着成百上千种不同的成分，其中大部分成分为

痕量，想要对残留的每一种成分都进行定量是不现

实的。
其次，中药缺少毒理学数据。西药复方产品清

洁验证往往是选择其中活性最大或者是最难清洁的

物质作为标志物，通过控制标志物的量，确定标志

物的残留量低于所设立的标准，来达到控制残留，

验证清洁效果的目的。但是对于中药来说，毒理学

数据的缺少导致很难，甚至是无法确定清洁标志

物，这就造成了我们无法完全借鉴西药清洁验证的

经验。而毒理学数据的缺少也会对中药清洁验证限

度的建立造成影响。
再次，对于中药来说，尤其是对于准备走出国

门的中药产品来说，国外的清洁验证标准较为严

格［2］，对试验数据 的 要 求 也 更 高。对 于 植 物 药，

中国传统中药，国外一直保持谨慎的态度，中药想

要走出国门，就需要提供足够的数据，这对中药产

品来说无疑是存在困难的。而就清洁验证来言，需

要提供方法的原理，可行性，限度的建立，依据等

等相应数据。对于中药来说，国外严格的清洁验证

标准，全面的数据需求，都对中药的清洁验证提出

了挑战。
最后，目前常用的清洁验证方法不能满足中药

清洁验证的需要［3］。中药常用的清洁验证检测方

法为 HPLC 法，UV 法等［4］，UV 法仅能对存在共

轭基团的化合物产生响应，灵敏度低，检测存在局

限性。HPLC 法的灵敏度虽然较 UV 法高，但其仍

然不 能 满 足 清 洁 验 证 痕 量 检 测 的 需 要，且 使 用

HPLC 检测时，由于样品中存在多种物质，可能在

HPLC 色谱图中出现未知杂峰，而 FDA 需要对未知

峰进行解释，可见目前常用的检测方法对于中药产

品清洁验证均存在局限性［5］。
1. 2 TOC 法的优势 TOC 检测法为非专属性方

法，检测范围广，响应物质多［6］。中药制剂所含

成分大多为蛋白质，纤维素，糖类，生物碱类，皂

苷类，挥发油类，有机酸类，鞣质等，传统的清洁

验证方法如 HPLC 法，UV 法，GC 法，滴定法等，

一般仅能对其中某一种或者某一类成分进行定量检

测。而 TOC 检测法为非专属性方法，能对所有含

碳的有机物产生响应值，而非某一种或者某一类物

质。上述物质均为含有有机碳的有机物。TOC 法

通过对于总有机碳量进行限度设置，检测总有机碳

量，判断其是否低于标准从而达到验证清洁效果的

目的。将中药产品中所含全部有机物视为一个整体

进行限量，既可以达到良好的清洁验证效果，又可

以有效地回避清洁标志物无法确定，未知峰无法解

释的问题。
TOC 法的应用并不受限于毒理学数据。因为

TOC 法对有机物中的碳具有专属性，无需寻找清

洁标志物，而限度的制定，也可以根据多批次样品
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检测进行的数据积累而从经验角度制定。这样就解

决了中药产品毒理学数据的不足所引起的问题。
TOC 法具有满足痕量检测的灵敏度。它对于

有机碳的灵敏度可达 1 × 10 －9，比传统检测方法灵

敏度高 1 × 102 ～ 1 × 103 倍，可以满足中药产品对

于痕量检测的要求，而且由于是将所有有机物视为

一个整体进行检测，可以较好的回避无法对每一种

残留物质均进行定量的难题。
由此可见，TOC 法理论上可以解决中药清洁

验证所面临的难题，应该是一种比较科学，高效的

清洁验证方法。
2 仪器与试剂

2. 1 仪器 GE sievers 900 实验室型总有机碳分析

检测仪; Waters AcquityTM UPLC 分析仪。
2. 2 试剂 蔗糖对照品 ( 中国药品生物制品检定

所，批 号 111507-200001 ) ; 1，4-对 苯 醌 标 准 品

( Dr． Enrenstorfer，批号 Cl0537000 ) ; 磷酸 ( 天津

市化学试剂三厂，批号 20090606) ; 碳酸钠 ( 天津

市风船化学试剂科技有限公司，批号 20050428) 。
2. 3 供试品 复方丹参装囊滴丸 ( 生产厂家: 天

士力股份有限公司，批号: DP006002031) 。
3 实验与结果

3. 1 方法学验证 TOC 方法也是分析检测方法，

所以也要通过方法学的验证后才能应用于实际检

测［5］。人用药物注册技术要求国际协调会对于方

法学实验的相应指导原则简称 ICH Q2B［7］为其提出

了实验内容。笔者以复方丹参装囊滴丸为例，对

TOC 检测法的线性，精密度，准确度，检测限与

定量限，稳定性，耐用性，残留物回收率等进行方

法学验证。经过试验 ( 仪器为 GE Sievers 900 实验

室型总有机碳分析检测仪) ，得到如下数据:

线性［8］: 使 用 蔗 糖 对 照 品 ( 批 号 111507-
200001 中国药品生物制品检定所) 适量，加入适

量超纯水，溶解，定容，配置成 TOC 质量浓度约

为50 000 μg /L 标准溶液，用超纯水分别稀释适宜

倍数，分别对溶液编号为 1 ～ 6，检测超纯水空白

与1 ～ 6 号溶液的 TOC 值，绘制线性散点图。
结果: 超纯水空白为 84. 6 μg /L，线性方程为

y = 1. 007 1x，相关系数 r = 0. 999 9，范围为 200 ～
25 000 μg /L。

精密度: 对于复方丹参装囊滴丸清洁验证样品

1 连续检测 6 次，计算 RSD，结果 RSD 为 0. 466%
重复性: 制作复方丹参装囊滴丸样品 6 份，编

号为 1 ～ 6，依次进行总有机碳检测，计算 RSD。

结果 RSD 为 1. 540%
准确度: 检测 6 份复方丹参装囊滴丸样品的总

有机碳浓度，加入已知总有机碳浓度的蔗糖对照品

溶液，计算回收率与回收率 RSD。结果: 平均回收

率为 100. 25%，RSD 为 2. 37%
检测限与定量限: 对空白超纯水溶液进行 10

次检测，计算 10 次结果的标准偏差 σ，检测限 =
3. 3 σ /k，定量限 = 10 σ /k ，k = 线性方程的斜率。
结果: 空白超纯水样品标准偏差为 0. 83，线性方

程斜率为1. 007 1，检测限为 2. 72 μg /L，定量限为

8. 24 μg /L。
稳定性: 取复方丹参装囊滴丸样品，分别于

0、2、4、6、8、24 h 进行 TOC 检测。观察结果变

化。结果: 24 h 内检测结果未发生显著变化。
耐用性: 取已知有机碳浓度的蔗糖与 1，4-对

苯醌 对 照 品，分 别 用 磷 酸 及 碳 酸 钠 调 节 样 品 为

pH4，pH7，pH10，进行 TOC 检 测。观 察 结 果 变

化。结果: pH 的改变未对结果产生显著影响。
取样回收率［9］: 取生产设备表面相同材质钢

板，面积为 10 cm × 10 cm，6 块，分别滴加 100
μL、200 μL、500 μL、750 μL、1 mL、1. 5 mL 的

配制好的复方丹参装囊滴丸溶液，待其自然晾干

后，使用规定的 TOC 擦拭专用棉签按规定的方法

擦拭钢板表面，将棉签折断于装有 40 mL 超纯水的

低 TOC 取样瓶中，将样品分别编号为 1 ～ 6。按编

号顺序上样检测总有机碳质量浓度。分别取等量复

方丹参装囊滴丸溶液置于装有空白擦拭棉签与 40
mL 超纯水的低 TOC 取样瓶中，上样检测总有机碳

质量 浓 度， 计 算 回 收 率。结 果: 擦 拭 回 收 率

65. 8% ～73. 5% RSD 为 5. 2%
验证结论: TOC 检测方法各项验证结果均符

合方法学验证规定［10］，其残留物回收率项证明了

该取样方法对复方丹参装囊滴丸具有较好的回收

率，证实了该方法可以作为复方丹参装囊滴丸的清

洁验证方法。
3. 2 TOC 方法与 UPLC 方法应用于清洁验证实例

的对比 目前，天津天士力股份公司复方丹参装囊

滴丸的含量测定方法采用超高效液相色谱法 ( UP-
LC) 方法，该方法可对复方丹参装囊滴丸中 8 个

主要成分进行定量检测。其检测限根据各成分的不

同最低可达 50 μg /L，该方法应用于定量测定可以

达到很好的检测效果，但应用于清洁验证却仍存在

着局限性，首先，清洁验证属于痕量检测，UPLC
方法的灵敏度仍不足以达到要求，其次，清洁验证
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不仅需要检测药品的残留，还要同时关注辅料，清

洁剂等其他应用于生产，清洁等过程的原料的残

留。而 UPLC 方法因为对检测物响应的限制，无法

满足以上要求。
TOC 法，对有机碳的检测限可达 2 μg /L，而

复方丹参装囊滴丸产品中，无论是产品本身，还是

辅料，清洗剂均属于有机物，使用 TOC 方法可以

同时对所有有机碳的残留量进行检测。通过限制残

留的有机碳的量，达到验证清洁效果，控制药品质

量的作用。
以上，仅从理论上证实 TOC 法较 UPLC 法更

适合作为复方丹参装囊滴丸的清洁验证方法。
通过对 20 个复方丹参装囊滴丸生产线清洁验

证样品分别使用 TOC 法与 UPLC 法进行检测，比

较检测结果，见表 1。

表 1 20 个取样点 TOC 方法与 UPLC 方法检测结果

Tab. 1 Results of cleaning validation of twenty sampling points with TOC and UPLC methods

取样点 TOC 测定 / ( mg·L －1 ) UPLC 测定 取样点 TOC 测定 / ( mg·L －1 ) UPLC 测定

1 8. 19 11 1. 23
2 0. 48 12 4. 2
3 1. 76 未出峰 13 1. 39 未出峰

4 3. 7 14 7. 3
5 0. 89 15 24 峰形小，难于定量

6 0. 25 16 18. 5
7 0. 31 17 18. 6
8 0. 47 未出峰 18 20. 8 峰形小，难于定量

9 1. 14 19 20. 8
10 2. 94 20 20. 8

由表 1 可见 TOC 方法可以准确地检测出清洁

验证样品中的有机碳残余量，从而真实地反映出清

洁效果。而 UPLC 方法由于灵敏度和检测范围的关

系，无法真实地反映残余情况，由此可见，对于复

方丹参装囊滴丸的清洁验证来说，TOC 方法确实

更科学，更准确。
4 讨论

通过以复方丹参装囊滴丸为例证实，TOC 法

确实可以应用于中药产品的清洁验证中，但笔者发

现，TOC 检测方法也有以下缺点。
TOC 法对有机碳具有专属性，如果残留物中

有可能存在无机活性成分，则 TOC 法无法对其产

生响应值，这时候仍需要使用传统专属性方法，例

如 UPLC 法，GC 法等对该无机活性成分进行定量

检测; TOC 法对于乙醇较为敏感。中药生产中有

些步骤必须使用乙醇，或者使用乙醇进行清洁，甚

至整个过程都需要在乙醇中进行，使用 TOC 法有

可能出现问题［11］; 对于一些不溶或难溶于水的中

药，也不建议使用 TOC 法，TOC 法可以准确地检

测出溶解于水中的有机物的总有机碳量，但对于不

溶于水中的物质，则很难反映出真实的残留情况。
比如一些中药中含有的难溶于水的油性化合物。虽

然也可通过擦拭取样回收，但检测时可能会出现检

测结果 RSD 相差较大的情况［12］。综上所述，TOC
法对于水溶性中药产品，是一种科学有效的清洁验

证方法。
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