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紫杉醇注射液

Zishanchun zhusheye

Paclitaxel Injection

本品为紫杉醇加适量助溶剂和稳定剂制成的灭菌溶液。含紫杉醇（C47H51NO14）应为标示量的90.0%~110.0%。

【性状】本品为无色或淡黄色的澄明粘稠的液体。

【鉴别】 在含量测定项下记录的色谱图中，供试品溶液主峰的保留时间应与对照品溶液主峰的保留时间一致。

【检查】pH值 取本品1ml，加生理盐水稀释至20ml，依法测定（附录VI H），pH值应为3.0~5.0。

有关物质 取本品，加乙醇制成每1ml中约含0.5mg的溶液，作为供试品溶液；精密量取适量，分别加乙醇稀释成每1ml中约含2.5µg、0.5µg的溶液，作为对照溶液⑴和对照溶液⑵；另取紫杉醇、紫杉醇杂质A(三杉尖宁碱)、紫杉醇杂质B(7-表10-去乙酰基紫杉醇)与紫杉醇杂质C（7-表-紫杉醇）对照品适量，用乙醇溶解并稀释制成每1ml含紫杉醇0.5mg、紫杉醇杂质A、紫杉醇杂质B各 2.5µg与紫杉醇杂质C为25µg的溶液作为系统适用性溶液。照高效液相色谱法（附录V D）测定，用十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂（柱长为250mm）；以乙腈-水为流动相进行梯度洗脱，初始流动相为乙腈-水（40：60），洗脱至主峰出完（约35分钟），然后以每分钟1.6%的速度增加乙腈的比例，25分钟后，乙腈的比例增至80%，再以每分钟4%的速度降低乙腈的比例，10分钟后，乙腈的比例降至40%，保持此比例10分钟；流速为1.5ml/min；柱温为30℃；检测波长为227nm。取系统适用性溶液和对照溶液⑵各10µl注入液相色谱仪，紫杉醇峰与紫杉醇杂质B峰之间的分离度应大于1.2，对照溶液⑵信噪比应大于10。取对照溶液⑴10µl注入液相色谱仪，调节检测灵敏度，使主成分色谱峰的峰高约为满量程的10%～20%，精密量取供试品溶液和对照溶液⑴各10µl，分别注入液相色谱仪，供试品溶液色谱图中相对保留时间0.12分钟以前的色谱峰不计，保留时间在紫杉醇杂质C之后的色谱峰不积分，供试品溶液色谱图中如有杂质峰，紫杉醇杂质A（校正因子为1.26）及其他单个杂质峰面积均不得大于对照溶液⑴的主峰面积（0.5％），各杂质的峰面积的和不得大于对照溶液⑴的主峰面积的4倍（2.0%）。

细菌内毒素 取本品，以细菌内毒素检查用水至少稀释至每1ml中含紫杉醇0.15mg的浓度后，依法检查（附录XI E），每1mg紫杉醇中含内毒素的量应小于0.4EU。
其他 应符合注射剂项下有关的各项规定（附录I B）。
【含量测定】照高效液相色谱法（附录V D）测定

色谱条件和系统适用性试验 用十八烷基硅烷为填充剂；以甲醇-水-乙腈（23：41：36）为流动相，检测波长为227nm。取有关物质项下系统适用性溶液10µl注入液相色谱仪，紫杉醇峰与紫杉醇杂质A、B峰的分离度应≥1.0。

测定法 用内容量移液管，精密量取本品2ml，置100ml量瓶中，加乙醇稀释至刻度，摇匀，精密量取10µl注入液相色谱仪，记录色谱图；另取紫杉醇对照品适量，精密称定，同法测定。按外标法以峰面积计算，即得。

【类别】 同紫杉醇。
【规格】（1）5ml：30mg（2）10ml：60mg ⑶ 16.7ml：100mg
【贮藏】遮光，密闭，25℃以下保存。

关于中国药典2010年版紫杉醇注射液质量标准修订的说明
紫杉醇注射液为抗肿瘤药，用于转移性卵巢癌和乳腺癌。研究表明对肺癌、食管癌也有一定疗效。本品为紫杉醇加适量的助溶剂和稳定剂制成的灭菌溶液。国家局网站上查询紫杉醇的生产企业见表1。
表1：紫杉醇生产企业
	编号
	批准文号
	生产企业

	1
	国药准字H20073211
国药准字H20073210
国药准字H20057404
	山东鲁抗辰欣药业有限公司

	2
	国药准字H20067715
	浙江九旭药业有限公司

	3
	国药准字H20067522
	哈尔滨博莱制药有限公司

	4
	国药准字H20067345
国药准字H20067344
	江苏康希制药有限公司

	5
	国药准字H20067186
	河北医科大学生物医学工程中心

	6
	国药准字H20067037
国药准字H20067039
国药准字H20067038
	南开允公药业有限公司

	7
	国药准字H20066640
	北京双鹭药业股份有限公司

	8
	国药准字H20066558
	海南豪创药业有限公司

	9
	国药准字H20066442
	黑龙江福和华星制药集团股份有限公司

	10
	国药准字H20066089
国药准字H20066090
	海南新世通制药有限公司

	11
	国药准字H20065972
	重庆华立控股股份有限公司药业分公司

	12
	国药准字H20065513
	湖北华源世纪药业有限公司

	13
	国药准字H20065071
国药准字H20065072
	海口康力元制药有限公司

	14
	国药准字H20064300
国药准字H20064299
国药准字H20043121
国药准字H20043122
	扬州奥赛康药业有限公司

	15
	国药准字H20063787
	悦康药业集团有限公司

	16
	国药准字H20063662
国药准字H10980066
	北京华素制药股份有限公司

	17
	国药准字H20063169
	海口奇力制药有限公司

	18
	国药准字H20059962
	哈药集团生物工程有限公司

	19
	国药准字H20059582
	北京世桥生物制药有限公司

	20
	国药准字H20059513
	山西泰盛制药有限公司

	21
	国药准字H20059378
	浙江海正药业股份有限公司

	22
	国药准字H20058719
国药准字H20053001
	扬子江药业集团有限公司

	23
	国药准字H20058655
	山西振东金晶药业有限公司

	24
	国药准字H20057879
国药准字H20057878
	哈尔滨三联药业有限公司

	25
	国药准字H20058368
国药准字H20058367
	黄石李时珍药业集团武汉李时珍药业有限公司

	26
	国药准字H20057375
	贵州汉方制药有限公司

	27
	国药准字H20057065
	海南中化联合制药工业有限公司

	28
	国药准字H20056879
	深圳万乐药业有限公司

	29
	国药准字H20056466
	黄石飞云制药有限公司

	30
	国药准字H20055932
	湘北威尔曼制药有限公司

	31
	国药准字H20054814
	重庆莱美药业有限公司

	32
	国药准字H20053837
	安徽大东方药业有限责任公司

	33
	国药准字H20053006
国药准字H20053005
	山西普德药业有限公司

	34
	国药准字H20046119
	四川三精升和制药有限公司

	35
	国药准字H20044761
	深圳海王药业有限公司

	36
	国药准字H20043045
国药准字H10980170
	海口市制药厂有限公司

	37
	国药准字H19990269
	四川康益生物技术制药有限责任公司

	38
	国药准字H10980069
	北京协和药厂

	39
	国药准字H19994040
	太极集团四川太极制药有限公司

	40
	国药准字H20020071
	上海医药(集团)有限公司华联制药厂


一、样品和资料收集情况：

我们对各企业均用特快专递发了文，个别企业无反馈信息，部分企业长期不生产，无样品。提供样品和资料情况见表2：
表2：各企业资料和样品提供情况

	编号
	生产企业
	规格
	批号
	资料与样品

	1
	北京华素
	5ml:30mg
	0802261
	均有

	
	
	5ml:30mg
	0802271
	

	
	
	10ml:60mg
	0802281
	

	2
	北京协和
	5ml:30mg
	060407
	均有

	
	
	5ml:30mg
	070605
	

	
	
	5ml:30mg
	080101
	

	3
	哈药集团
	5ml:30mg
	20070901
	均有

	4
	贵州汉方
	5ml:30mg
	20070302
	均有

	
	
	5ml:30mg
	080101
	

	
	
	5ml:30mg
	080201
	

	5
	江苏奥赛康
	16.7ml:100mg
	071001
	均有

	
	
	16.7ml:100mg
	071201
	

	6
	重庆莱美
	5ml:30mg
	061001
	均有

	
	
	5ml:30mg
	080101
	

	7
	海口制药
	16.7ml:100mg
	080108
	均有

	
	
	16.7ml:100mg
	061201
	

	
	
	5ml:30mg
	080124
	

	8
	山西振东
	5ml:30mg
	20071201
	均有

	9
	河北医科大学
	5ml:30mg
	050201
	均有

	10
	湘北威尔曼
	5ml:30mg
	071102
	均有

	11
	湖北华源
	5ml:30mg
	061201
	均有

	
	
	5ml:30mg
	070603
	

	
	
	5ml:30mg
	070602
	

	12
	四川三升精和
	5ml:30mg
	080101
	均有

	13
	扬子江
	5ml:30mg
	08010501
	均有

	
	
	5ml:30mg
	07123101
	

	
	
	5ml:30mg
	08011301
	

	
	
	16.7ml:100mg
	08012501
	

	14
	海南新世通
	5ml:30mg
	20080301
	均有

	15
	深圳海王药业有限公司
	5ml:30mg
	20070901
	均有

	
	
	5ml:30mg
	20080201
	

	16
	海南中化联合
	
	
	无样品，有资料

	17
	南开公允药业
	
	
	无样品，有资料

	18
	黑龙江福和华星
	
	
	无样品，有资料

	19
	浙江九旭
	
	
	无样品，有资料

	20
	山西泰盛
	
	
	无样品，有资料

	21
	江苏康希
	
	
	有对照品和敷料,无样品

	22
	重庆华立
	
	
	品种注销

	23
	山东鲁抗晨欣
	
	
	无样品和资料

	24
	哈尔滨三联
	
	
	无样品和资料

	25
	黄石李时珍药业
	
	
	无样品和资料

	26
	深圳万乐药业有限公司
	
	
	无制剂,有资料,敷料,原料


	27
	悦康药业集团有限公司
	
	
	有工艺，无样品

	28
	哈尔滨博莱制药有限公司
	5ml:30mg
	
	无样品，有资料


二、质量标准修订说明
共收集到15个厂家的样品。各企业的生产工艺基本相同（见表3），均由紫杉醇加辅料聚氧乙基蓖麻油和乙醇制成，投料比例也基本相同，其中乙醇为助溶剂，聚氧乙基蓖麻油为助溶剂和稳定剂，部分企业还加入了枸橼酸作为保护剂，抗氧化，或作为pH调节剂。值的注意的是有文献报道[1]聚氧乙烯蓖麻油(Cremphor EL)：无水乙醇( V ∶V = 50∶50) 溶液,稀释至0.3～1.2 g·L - 1静脉注射，处方中的Cremphor EL 会引起体内组织胺释放,给药后数分钟,造成部分病人出现药物性皮疹、呼吸急促、支气管痉挛、低血压等过敏反应。所以同时需要注射激素类药物降低不良反应。此外注射液中的Cremphor EL 与聚氯乙烯塑料管和输液袋接触可浸提出大量的塑化剂邻苯二甲酸二乙基乙酯(DEHP) ,引起毒性。所以各企业对所使用的辅料聚氧乙基蓖麻油的质量应给予关注，建议药典委员会组织专家针对辅料聚氧乙烯蓖麻油的质量控制问题，制定方案。目前《中国药典》2005版二部没有收载辅料聚氧乙基蓖麻油，本拟订标准暂不对此项进行研究。本品有三种规格：30mg/5ml、100mg/16.7ml、60mg/10ml。

表3： 各企业工艺及产品规格
	编号
	企业
	标准编号
	工艺
	规格

	1
	北京华素
	WS1-(X-026)-2001Z
	紫杉醇：30g，聚氧乙烯蓖麻油：2457ml，无水乙醇2500ml，乳酸：43.3ml。
	5ml：30mg

	
	
	
	紫杉醇：60g，聚氧乙烯蓖麻油：4913ml，无水乙醇5000ml，乳酸：86.7ml。
	16.7ml：100mg

	2
	北京协和
	WS1-(X-026)-2001Z
	紫杉醇：30mgg，聚氧乙烯蓖麻油：2625mg，枸橼酸：10mg；无水乙醇加至5ml。
	5ml：30mg

	3
	哈药集团生物工程
	YBH40862005
	紫杉醇：60g，聚氧乙烯蓖麻油：5270g，无水乙醇4970g，总量10000ml。
	5ml：30mg

	4
	贵州汉方
	WS1-(X-026)-2001Z
	紫杉醇：30g，聚氧乙烯蓖麻油：2635g，枸橼酸：10g，加乙醇至5000ml。
	5ml：30mg

	5
	江苏
奥赛康
	WS1-(X-026)-2001Z
	紫杉醇：30g，聚氧乙烯蓖麻油：2635g，枸橼酸：10g，无水乙醇加至5000ml。
	5ml：30mg

	
	
	
	紫杉醇：100g，聚氧乙烯蓖麻油：8800g，枸橼酸：33.4g，无水乙醇加至16700ml。
	16.7ml：100mg

	6
	重庆莱美
	WS1-(X-026)-2001Z
	紫杉醇：6g，聚氧乙烯蓖麻油：500ml，枸橼酸：2g，加无水乙醇至1000ml。
	5ml：30mg

	7
	海口制药
	WS1-(X-026)-2001Z
	-
	-

	8
	山西振东
	WS1-(X-026)-2001Z
	紫杉醇：30g，聚氧乙烯蓖麻油：1.68kg，加无水乙醇2.68kg，制成5000ml。
	5ml：30mg

	9
	河北
医科大学
	WS1-(X-026)-2001Z
	紫杉醇：30g，聚氧乙烯蓖麻油：2485g，枸橼酸：适量，无水乙醇2485g，总量5000ml。
	5ml：30mg

	10
	湘北
威尔曼
	WS1-(X-026)-2001Z
	紫杉醇：30g，聚氧乙烯蓖麻油：2635g，枸橼酸：10g，无水乙醇加至5000ml。
	5ml：30mg

	11
	安徽华源
	YBH16122006
	紫杉醇：30g，聚氧乙烯蓖麻油：2635g，枸橼酸：10g，无水乙醇加至5000ml。
	5ml：30mg

	12
	四川
三精升和
	WS1-(X-026)-2001Z
	没有提供
	

	13
	扬子江
药业
	WS1-(X-026)-2001Z
	紫杉醇：30g，聚氧乙烯蓖麻油：2500ml，无水乙醇2500ml，制成1000支。以枸橼酸做为pH调节剂。
	5ml：30mg

	
	
	
	紫杉醇：100g，聚氧乙烯蓖麻油：8350ml，无水乙醇8350ml，制成1000支。以枸橼酸做为pH调节剂。
	16.7ml：100mg

	14
	海南
新世通
	YBH18182006
	紫杉醇：30g，50%聚氧乙烯蓖麻油乙醇溶液加至5000ml，制成1000瓶。
	5ml：30mg

	
	
	
	紫杉醇：100g，50%聚氧乙烯蓖麻油乙醇溶液加至5000ml，制成1000瓶。
	16.7ml：100mg

	15
	深圳海王
	WS1-(X-026)-2001Z
	紫杉醇：330g，聚氧乙烯蓖麻油：27.5L，无水乙醇:27.5L;12%盐酸：适量；药用炭：适量。制成55L。
	5ml：30mg


目前，收载紫杉醇注射液的标准有国家标准WS1-(X-026)-2001Z、USP30，各企业标准基本同国家标准WS1-(X-026)-2001Z。企业反馈意见归纳为四点，①按照WS1-(X-026)-2001Z标准测定有关物质，辅料聚氧乙基蓖麻油和枸橼酸均会出现较大色谱峰，但标准没有明确如何扣除。②建议增加对已知杂质的检测。③WS1-(X-026)-2001Z标准中含量测定主峰保留时间较长，并建议将内标法改为外标法。④本品用甲醇溶解易发生浑浊现象，建议在有关物质和含量测定中将溶剂甲醇改为乙醇。

本次拟定标准以国家标准WS1-(X-026)-2001Z为依据，参考USP30标准、重庆所拟订提高标准、各企业标准和企业修改建议进行，修订部分说明如下：
1、有关物质

大部分企业标准同国家标准WS1-(X-026)-2001Z的有关物质检测方法，部分企业增加了对已知杂质的控制。注射液国家标准WS1-(X-026)-2001Z有关物质的检测方法与原料的标准WS1-(X-025)-2001Z相同。因目前紫杉醇原料拟定标准工作已完成，其有关物质检查方法保留了WS1-(X-025)-2001Z方法，因此注射液将对国家标准WS1-(X-026)-2001Z，结合重庆所标准提高拟订方法及USP30进行方法考察（见表4）。
表4：WS1-(X-026)-2001Z标准与USP30、重庆所标准提高拟订方法方法比较

	
	WS1-(X-026)-2001Z标准
	USP30
	重庆所标准提高拟订方法

	流动相
	梯度洗脱；A相：乙腈
B相：水
	梯度洗脱；
A相：乙腈：水（2：3）
       B相：乙腈
	初始流动相为乙腈-水（40：60），出主峰后以每分钟10%的速度增加乙腈比例，5分钟后，乙腈比例增至90%，保持5分钟，再以每分钟10%的速度降低乙腈比例，5分钟后，乙腈比例降为40%，保持此比例10分钟。

	
	时间（min）
	A%
	B%
	时间（min）
	A%
	B%
	

	
	0
	40
	60
	0
	100
	0
	

	
	35
	40
	60
	26
	100
	0
	

	
	60
	80
	20
	66
	17
	83
	

	
	70
	40
	60
	67
	100
	0
	

	
	80
	40
	60
	75
	100
	0
	

	流速
	1.5ml/min
	1.2ml/min
	1.5ml/min

	检测波长
	227nm
	227nm
	227nm

	色谱柱
	C18
	C18 （150×4.6mm，5µm）
	C18

	制备
样品溶剂
	甲醇
	乙腈
	乙醇

	柱温
	30℃
	35℃
	30℃


1.1、样品溶液的制备
⑴溶剂的考察
经实验，有些企业的样品，用甲醇溶解后，会出现浑浊现象，可能由于辅料聚氧乙基蓖麻油甲醇的溶解度较小所引起，改为乙醇后，溶液澄清。另重庆所标准提高拟订方法中也已将甲醇改为乙醇。故拟订标准采用乙醇作溶剂。

⑵系统适用性溶液的配制：量取扬子江样品适量，紫杉醇杂质A(三杉尖宁碱)（以下简称杂质A）、紫杉醇杂质B(7-表10-去乙酰基紫杉醇) （以下简称杂质B）与紫杉醇杂质C（7-表-紫杉醇）（以下简称杂质C）用乙醇溶解并稀释制成每1ml含本品0.5mg、杂质A，杂质B，杂质C分别为2.5µg的溶液。（杂质A、B、C各相当于主成分的0.5%）作为系统适用性溶液。
⑶0.5％自身稀释对照：配制0.5％自身稀释供试品对溶液作为对照溶液。
1.2有关物质检查结果

色谱柱：Agilent Eclipse C18 ,250×4.6mm,5µm
使用仪器：Agilent 1100 液相色谱仪

⑴采用WS1-(X-026)-2001Z标准，用0.5%自身稀释对照法计算测定各企业生产的紫杉醇注射液有关物质检查结果，见表5
表5：采用WS1-(X-026)-2001Z标准测定各企业紫杉醇注射液有关物质检查结果

	编号
	企业
	批号
	单个最大杂质含量(%)
	总杂质含量(%)

	1
	扬子江
	08011301
	0.29
	0.83

	2
	北京协和
	060407
	0.23
	0.66

	3
	四川三精
	080101
	0.21
	0.84

	4
	湘北威尔曼
	071102
	0.23
	0.69

	5
	山西振东
	20071201
	2.38
	5.14

	6
	江苏奥康赛
	071001
	0.41
	0.81

	7
	哈药工程
	20070901
	0.12
	0.29

	8
	贵州汉方
	080101
	0.11
	0.38

	9
	重庆莱美
	061001
	0.21
	1.09

	10
	湖北华源
	061201
	0.20
	0.29

	11
	河北医大
	050201
	1.25
	3.24

	12
	海口制药
	061203
	0.18
	0.55

	13
	北京华素
	0802261
	0.22
	0.65

	14
	海南新世通
	20080201
	0.57
	1.18

	15
	深圳海王
	20080301
	0.17
	0.56


⑵分别采用WS1-(X-026)-2001Z标准及重庆所标准提高拟订方法测定其中两家企业紫杉醇注射液有关物质，结果见表6
表6：WS1-(X-026)-2001Z标准及重庆所标准提高拟订方法测定紫杉醇注射液有关物质结果

	厂家
	方法
	最大单个杂质峰面积
	最大单个杂质含量（%）
	总杂质含量（%）

	北京协和
	重庆所拟订方法
	14.687
	0.23
	0.62

	
	WS1-(X-026)-2001Z
	14.714
	0.23
	0.66

	四川三精
	重庆所拟订方法
	15.250
	0.24
	0.84

	
	WS1-(X-026)-2001Z
	13.823
	0.21
	0.84


用重庆所拟订方法与用国家标准WS1-(X-026)-2001Z测定的有关物质结果基本一致，重庆所认为主峰出来后梯度变化过于剧烈，影响杂质的检出，在主峰出来后，为使梯度变缓，以每分钟1%的速度增加乙腈至80%，WS1-(X-026)-2001Z标准则是在主峰出来之后，以每分钟1.6%的速度增加乙腈至80%，经比较，WS1-(X-026)-2001Z方法基线变化不影响杂质的检出，且检出时间比重庆所拟订方法短10分钟，故采用WS1-(X-026)-2001Z方法较为适宜。

⑶分别采用WS1-(X-026)-2001Z标准及USP30紫杉醇注射液的方法测定紫杉醇注射液有关物质，结果见表7
表7 测定结果
	
	
	最大单个杂质含量（%）
	总杂质含量（%）

	扬子江药业
	USP30方法
	0.29
	0.89

	
	WS1-(X-026)-2001Z
	0.29
	0.83


两个方法检测结果基本一致。

综合上述色谱条件的比较，本拟订标准中采用WS1-(X-026)-2001Z的有关物质检查色谱条件测定。
1.3杂质及限度

⑴各标准对杂质的规定

a 国内标准WS1-(X-026)-2001Z未考察已知杂质，采用1.0%的自身稀释对照法计算杂质，规定单个未知杂质的限度为不得过1.0%，总杂质不得过2.5%。

b USP30采用以配制一定浓度的杂质B溶液为对照溶液，加校正因子方法计算其他已知和未知杂质的含量。对已知杂质的规定如下：

表8： USP30杂质的规定
	相对保留时间
	校正因子F
	杂质
	限度（%）

	0.19
	1.29
	BaccatinIII
	0.8

	0.21
	1.00
	Ethyl ester side chain
	0.4

	0.50
	1.00
	10-Deacetylpaclitaxel
	0.8

	0.95
	1.00
	10-Deacetyl-7-epipaclitaxel(paclitaxel related compound B)
	0.5

	1.40
	1.00
	7-Epipaclitaxel
	0.6


其他单个杂质不得过0.1%，总杂质不得过2.0%。

c 部分企业标准增加了分离度的考察，对单个已知杂质和未知杂质的控制。主要控制的杂质为杂质 A、杂质B、杂质C、BaccatinIII。

⑵小结：从企业的有关物质检查结果来看（见表5），大部分企业（共13家）的有关物质检查结果单个杂质含量均低于0.5%，有三个企业样品的最大单个杂质超过了0.5%，其中海南新世通提供的稳定性数据表明最大单个杂质含量均低于0.5%，河北医大提供的为申报时的留样，样品没有外包装，保存不好，杂质有可能增加了，USP30中分别规定了已知杂质和未知杂质的限度（如表8），因色谱条件为梯度洗脱基线容易波动，色谱峰的保留时间也易发生变化，所以不采用相对保留时间确定已知杂质的方法，经与厂家联系，无法得到除杂质B和杂质C以外的另三个已知杂质，且实际测定中，样品中有些未知杂质高于USP30规定的单个未知杂质限度0.1%，故在本拟订标准中单个杂质（包括已知和未知）的限度规定为不得过0.5％，其中杂质A的校正因子为1.26（USP30规定），测得的各企业样品的总杂质基本在1.2％之内，本拟订方法规定总杂质限度和USP30一致，为不得过2.0％。

1.4有关物质检查方法学考察
⑴系统适用性的考察

在分离度色谱图中（见图1），杂质B和紫杉醇主峰相邻，需要考察两者之间的分离度，USP30规定为不得小于1.2，经实验，大部分色谱柱能够达到1.5的分离，但是有些色谱柱分离度只能达到1.2，考虑到当紫杉醇杂质B和紫杉醇主峰在大于1.2时，已基本能保证分离，故将两者分离度规定为不得小于1.2。杂质A的校正因子为1.2，因此在系统适用性溶液中加入杂质A，起到定位的作用。此外，辅料聚氧乙烯蓖麻油及枸橼酸对测定有干扰，在梯度洗脱时候会出现较大的干扰峰，参照USP30及各企业样品色谱图，杂质C为保留时间最长的杂质，在杂质C后出的色谱峰基本为聚氧乙烯蓖麻油的色谱峰，故拟订杂质C后出现的色谱峰不积分，所以拟订后标准中的，系统适用性溶液的为用乙醇溶解并稀释制成每1ml含本品0.5mg、杂质A、杂质B和杂质C分别为2.5µg的溶液。
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图1：有关物质检查分离度图谱

⑵色谱柱适用性的考察

a采用其他厂家的色谱柱

采用色谱柱为Thermo ODS Hypersil C18 (250mm×4.6mm,5µm),其他条件同WS1-(X-026)-2001Z标准，测定紫杉醇注射液有关物质检查结果如表10：

表10：测定结果
	
	色谱柱
	最大单个杂质峰面积
	最大单个杂质含量（%）
	总杂质含量（%）

	北京
协和
	Thermo ODS Hypersil C18 ,250×4.6mm,5µm
	42.453
	0.24
	0.67

	
	Agilent Eclipse C18 ,250×4.6mm,5µm
	46.616
	0.23
	0.66

	江苏
奥康赛
	Thermo ODS Hypersil C18 ,250×4.6mm,5µm
	22.120
	0.46
	0.96

	
	Agilent Eclipse C18 ,250×4.6mm,5µm
	31.860
	0.41
	0.81


b采用150mm柱长的色谱柱

采用色谱柱为SHIMADZU C18 (150mm×4.6mm,5µm),其他条件同WS1-(X-026)-2001Z标准，测定紫杉醇注射液有关物质检查结果如表11：

表11：测定结果
	
	色谱柱
	最大单个杂质峰面积
	最大单个杂质含量（%）
	总杂质含量（%）

	四川三精
	SHIMADZU C18 ,250×4.6mm,5µm
	4.374
	0.26
	1.00

	
	Agilent Eclipse C18 ,250×4.6mm,5µm
	5.781
	0.23
	0.88


采用不同厂家的色谱柱，有关物质检查结果基本一致，但250mm的色谱柱较长，梯度变化时基线较为平稳，推荐用250mm的色谱柱。
⑶线性考察

对照溶液的浓度为相当于有关物质检查主峰浓度的0.5%，因此，精密称取紫杉醇13.02mg，配制了相当于有关物质检查主峰浓度的0.1%、0.2%、0.5%、0.8%、1.0%的溶液，考察有关物质检查的线性，结果如下：

表12：线性考察结果
	百分含量
	浓度(mg/ml)
	峰面积

	0.1%
	0.0005 
	6.2080 

	0.2%
	0.0010 
	13.3370 

	0.5%
	0.0026 
	32.7000 

	0.8%
	0.0042 
	54.7980 

	1.0%
	0.0052 
	69.1020 
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线性方程为y = 13383.1259 x - 1.0146，r= 0.9997，线性关系良好。

⑷检出限和定量限的考察

0.1%供试品自身稀释溶液的的信噪比大于10，做为定量限溶液。

0.05%的供试品自身稀释溶液的信噪比大于3，做为检出限溶液。
⑸辅料峰的扣除

各企业的生产工艺中用到的辅料均含有乙醇和聚氧乙烯蓖麻油，部分生产企业使用了枸橼酸。紫杉醇在水中难溶，在乙醇、甲醇、氯仿、乙醚中溶解，其中乙醇为溶剂，聚氧乙烯蓖麻油为增溶剂及稳定剂，枸橼酸为抗氧化剂。在有关物质检查中，能看到明显的辅料峰，按照工艺的比例，配制了相当于有关物质检查浓度的枸橼酸和聚氧乙烯蓖麻油供试品溶液，空白溶液（乙醇）的色谱峰如图2，枸橼酸在相对保留时间0.12前出峰，如图3所示，聚氧乙烯蓖麻油的图谱如图4所示，各厂家提供的聚氧乙烯蓖麻油的图谱基本一致，在杂质C之前有两个色谱峰，其中一个和主峰重叠，最大的峰面积不超过紫杉醇主峰面积0.3%，因此可以忽略不计，但考虑到聚氧乙烯蓖麻油杂质C之后出峰峰面积很大，干扰较大，且杂质C为USP30中控制的保留时间最晚的一个已知杂质，经实验表明，在杂质C后面一般没有杂质出现了，故拟订标准中规定，在紫杉醇有关物质考察中，保留时间在紫杉醇杂质C后的色谱峰不积分。

[image: image3.emf]
图2：乙醇的色谱图

[image: image4.emf]
图3：枸橼酸的色谱图

[image: image5.emf]
图4：聚氧乙烯蓖麻油的色谱图

⑹ 溶液稳定性的考察

对江苏奥康赛提供的样品进行了供试品溶液稳定性的考察，样品制备好后，立即进样，结果如表13：

表13：溶液稳定性的考察
	
	进样时间(min)
	单个最大杂质含量（%）
	总杂质含量（%）

	1
	0
	0.37
	0.73

	2
	160
	0.40
	0.80

	3
	240
	0.40
	0.80

	4
	320
	0.41
	0.81

	5
	400
	0.41
	0.81

	6
	480
	0.41
	0.80

	7
	560
	0.40
	0.80

	8
	640
	0.43
	0.82

	9
	720
	0.43
	0.82


供试品溶液在12小时内有关物质没有明显变化，溶液稳定性良好。
2、不溶性微粒

按《中国药典》2005版二部附录I B规定，不溶性微粒检查在注射剂其他项下。本品比较粘稠，经实验不宜直接测定，需稀释后再测定。因不溶性微粒检测仪型号、性能都存在差异，检查时供试品需稀释多少倍合适，因不同仪器而异，所有对稀释倍数未作明确规定，试验人员将按照附录进行操作，酌情处理。

在本实验室操作时，取本品3瓶（注：规格为：30mg/5ml，当规格为100mg/16.7ml样品取1瓶即可），将内容物倾入取样杯内，加入微粒检查用水60ml（共75ml），搅拌后，超声处理30秒后脱气，测定3次，每次抽取5ml，弃去第一次数据，求出后2次测定的平均值。

例：取扬子江的样品（规格为：30mg/5ml），照拟订后方法测定，结果为每瓶供试品中含10µm以上的微粒为718粒（不得过6000粒），含25µm以上的微粒为60粒（不得过600粒）。

3含量测定

USP30中含量测定的方法见表14 ，考虑到此方法使用较为特殊的五氟苯基色谱柱，故在拟订方法中没有考察USP30的含量测定方法，WS1-(X-026)-2001Z标准使用的流动相为甲醇-水-乙腈（20：50：30），计算方法为内标法，各企业基本采用此方法，部分企业对流动相比例进行了调整，或把内标法改成了外标法。重庆所标准提高方法，采用了梯度洗脱的方法（见表14）：

表14：WS1-(X-026)-2001Z标准与USP30、重庆所标准提高拟订方法对比
	
	WS1-(X-026)-2001Z标准
	USP30
	重庆所标准提高拟订方法

	流动相
	甲醇-水-乙腈（20：50：30）
	水：乙腈（11：9）
	初始流动相为乙腈-水（40：60），出主峰后以每分钟10%的速度增加乙腈比例，5分钟后，乙腈比例增至90%，保持5分钟，再以每分钟10%的速度降低乙腈比例，5分钟后，乙腈比例降为40%，保持此比例10分钟。

	流速
	1.0ml/min
	1.0ml/min
	1.5ml/min

	检测波长
	227nm
	227nm
	227nm

	色谱柱
	C18
	五氟苯基
	C18

	制备
样品溶剂
	甲醇
	甲醇：冰醋酸=200：1
	乙醇

	供试品
溶液浓度
	0.5mg/ml
	0.6mg/ml
	0.5mg/ml

	内标溶液
	取炔诺酮适量，加甲醇溶解制成每1ml中约含0.5mg的溶液。
	无
	无


3.1样品的制备

⑴供试品溶液的制备 取本品，加乙醇溶解制成0.12mg/ml的溶液，作为供试品溶液。
⑵系统适用性溶液的制备
取紫杉醇有关物质检查项下1.4（1）配制系统适用性溶液进样，各成分之间的分离度符合规定（见图5）。因杂质C与主峰和杂质A、B保留时间相差较大，故拟订后标准系统适用性溶液不加入杂质C。考虑到该色谱条件下杂质B 与紫杉醇色谱峰比较接近，故将系统适用性溶液的分离度规定为≥1.0。
3.2 液相色谱条件的考察：

考虑到采用重庆所拟订的和有关物质类似的梯度洗脱的色谱条件，出峰时间较长，故采用等度洗脱条件，企业反映采用WS1-(X-026)-2001Z标准即流动相为甲醇-水-乙腈（20：50：30），出峰时间较晚，参照原料药紫杉醇拟订后的含量测定方法，本品拟订后的流动相为甲醇-水-乙腈（23：41：36），主峰的出峰时间在20分钟内。取适量系统适用性溶液，分离度均符合规定。
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图5：含量测定分离度图谱
（使用色谱柱：Agilent Eclipse C18 ,250×4.6mm,5µm）
3.3 供试品溶液配制浓度的考察：
WS1-(X-026)-2001Z标准、重庆所标准提高拟订方法及部分企业标准中供试品的浓度均为含紫杉醇0.5mg/ml，即吸取本品2ml，用溶剂稀释至25ml。经实验表明，本品的辅料中的蓖麻油和枸橼酸出峰，对基线有干扰，其中枸橼酸在3分钟之前出峰，而蓖麻油则会在主峰后面出峰，为了减少测定时间及辅料的干扰，我们将供试品溶液稀释至0.12mg/ml，则蓖麻油浓度变稀后不出峰，测定时间缩短。

3.4测定结果

各企业含量测定结果见表15

表15：各企业含量测定结果

	
	企业
	批号
	含量（%）

	1
	北京协和
	060407
	98.34

	2
	贵州汉方
	061001
	98.70

	3
	重庆莱美
	080101
	100.65

	4
	北京华素
	0802261
	97.34

	5
	江苏奥赛康
	071001
	96.69

	6
	湖北威尔曼
	071102
	91.02

	7
	哈药生物工程
	20070901
	97.24

	8
	扬子江
	08011301
	101.94

	9
	海口制药
	061203
	97.64

	10
	河北医大
	050201
	100.33

	11
	山西振东
	20071201
	91.35

	12
	湖北华源
	061201
	100.54

	13
	四川三精
	080101
	98.65

	14
	深圳海王
	20080201
	99.49

	15
	海南新世通
	20080301
	102.23


WS1-(X-026)-2001Z标准中规定：本品含紫杉醇（C47H51NO14）应为标示量的90.0%~110.0%。各企业含量测定结果均符合规定，本拟订标准未对此限度进行修订。

4、细菌内毒素

国家标准细菌内毒素标准为：“取本品，以细菌内毒素检查用水稀释40倍后，依法检查，本品每1ml中含内毒素量应小于2.4EU。”
如此表达容易产生歧义，可理解为原液中内毒素含量应小于2.4EU/ml，也可理解为稀释40倍后的溶液内毒素含量应小于2.4EU/ml。

由于内毒素限值的计算公式为L=K/M（K为按规定的给药途径，人用每公斤体重每小时最大可接受的内毒素剂量，注射剂K=5 EU/kg/h；M为人用每公斤体重每小时最大剂量）。根据紫杉醇注射液的说明书，其使用最大剂量为“250mg/m2，”因此紫杉醇限值宜以EU/mg表示。按公式计算得到限值为L=5 EU/kg/h÷（250mg/m2×1.62 m2÷60kg）=0.74EU/mg，根据从严原则，因此建议紫杉醇注射液的内毒素标准修改为“每1mg紫杉醇中含内毒素的量应小于0.4EU”。
对其中11个厂家的11批样品进行了内毒素的检查，结果表明均符合拟订后标准。
5、无菌 照中国药典2005版附录XI H操作检测。
6、其他项目未做修订。
备注：
⑴文献：[1]紫杉醇注射液的制备及其物理稳定性的初步评价 潘邻霖等 沈阳药科大学学报 2004，21（2），101~104

⑵紫杉醇杂质
a、紫杉醇杂质 A
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中文名：三杉尖宁碱

英文名：Cephalomannine

b、紫杉醇杂质 B
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中文名：7-表10-去乙酰基紫杉醇
英文名：10-Deacetyl-7-epipaclitaxel
c、紫杉醇杂质C
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中文名：7-表-紫杉醇
英文名：7-Epipaclitaxel
另对广西壮族自治区食品药品检验所复核以及那种所提问题说明如下：

1、有关物质

复核单位提出“对照溶液（2）（检出限溶液）要求达到信噪比为10：1，较难达到”。

检出限溶液为0.1%供试品溶液，规定检出限溶液的信噪比达到10：1，可以确保对相当于主成分0.1%浓度的杂质进行定量。拟定标准中没有规定柱效，而采用检出线溶液保证色谱的检测灵敏度。而经与复核单位沟通，复核单位认可通过提高进样量可以达到检出限溶液的要求。

⑵复核单位提出“系统适用性溶液中，杂质A、B、C的浓度均为2.5µg/ml，其中杂质C是作为积分终止的参照物，由于杂质C浓度较低，相邻保留时间处如有其他色谱峰则不易识别，建议适当提高杂质C的浓度到25µg/ml。”

考虑到提高杂质C的浓度确实可以方便对杂质C的指认，故将系统适用性溶液中杂质C的浓度提高到25µg/ml。
2、 含量测定

⑴复核单位提出含量测定项下要求的系统适用性溶液的分离度（规定≥1.5）较难达到。

在含量测定色谱条件下，紫杉醇与紫杉醇杂质A 和B相邻（见图1），对系统适用性溶液的分离度的考察能够保证色谱条件的适用性，考虑到该色谱条件下杂质B与紫杉醇色谱峰比较接近，故将系统适用性溶液的分离度规定改为≥1.0。
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图1：含量测定色谱条件下系统适用性溶液的色谱图

⑵复核单位提出紫杉醇注射液较为粘稠，建议含量测定取样时采用内容量移液管。

在国家标准和USP30等国外标准中均未使用内容量移液管，本所在起草标准中采用了移液管，并缓慢释放样品的方法，测得含量结果符合规定。但考虑到由于个人操作的方法不同，易导致含量测定结果有差异，故采纳复核单位的意见，改用内容量移液管取样。
3、无菌

无菌检查收载在中国药典2005版二部其他检查项下，不需在正文中写出操作方法，按照中国药典2005版二部对紫杉醇注射液进行无菌检查，方法可行，结果符合规定。检查操作方法如下：

【检查】无菌 取本品，照中国药典 2005年版二部附录XI H薄膜过滤法， 滤过，以45℃含0.1% 吐温80的0.9%无菌氯化钠溶液为冲洗液，约冲洗300ml/膜，依法检查，以金黄色葡萄球菌为阳性对照菌，应符合规定。
4、细菌内毒素

⑴同意广西所对紫杉醇注射液内毒素标准的修改， 但建议将“稀释至每1ml中含紫杉醇0.15mg的溶液”改为“稀释至每1ml中含紫杉醇0.15mg的浓度”。

最终标准为：

细菌内毒素 取本品，以细菌内毒素检查用水至少稀释至每1ml中含紫杉醇0.15mg的浓度后，依法检查（附录XI E），每1mg紫杉醇中含内毒素的量应小于0.4EU。
⑵将起草说明中限值计算改为L=5 EU/kg/h÷（250mg/m2×1.62 m2÷60kg）=0.74 EU/mg，
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