浙食药检业〔2009〕272号

浙江省食品药品检验所关于2010年版药典
品种苄达赖氨酸及其滴眼液质量标准起草结果的报告
国家药典委员会:

根据贵会国药典化发[2008]28号“关于发送中国药典2010年版（二部）生化药品科研项目会议纪要的通知”的任务分工安排及要求，我所已完成2010年版药典品种苄达赖氨酸及其滴眼液药品质量标准的起草修订工作，并经上海市食品药品检验所复核，我所根据复核单位的复核意见，进行了再审，现将该品种质量标准及起草说明等上报贵会，请审核。
附件：1、苄达赖氨酸及其滴眼液药品质量标准中英文版
2、苄达赖氨酸及其滴眼液药品质量标准起草说明
3、上海市食品药品检验所关于苄达赖氨酸及其滴眼液质量标准复核说明各1份（复印件）
4、电子文档（附件1～2）
                                  二OO九年五月六日
抄送：上海市食品药品检验所（无附件）
  苄达赖氨酸

Bianda  Lai’ansuan

Bendazac  Lysine

书页号：2005年版二部－227

[修订]
【检查】  有关物质  取本品，加水溶解并稀释制成每1ml中约含1mg的溶液，作为供试品溶液，精密量取1ml，置100ml量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，作为对照溶液。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，以乙腈-0.1mol/L醋酸（47：53）为流动相，检测波长为307nm。理论板数按苄达赖氨酸峰计算不低于3000，苄达赖氨酸峰与各杂质峰的分离度应符合要求。精密量取对照溶液20μl注入液相色谱仪，调节检测灵敏度，使主成分色谱峰的峰高为满量程的20%；精密量取供试品溶液与对照溶液各20μl，分别注入液相色谱仪，记录色谱图至主成分峰保留时间的5倍。供试品溶液的色谱图中，如有杂质峰，各杂质峰面积的和不得大于对照溶液主峰面积（1.0%）。

苄达赖氨酸滴眼液

Bianda  Lai’ansuan  Diyanye

Bendazac  Lysine  Eye  Drops
本品为苄达赖氨酸与适量的抑菌剂制成的水溶液。含苄达赖氨酸（C6H14N2O2•C16H14N2O3）应为标示量的90.0％～110.0％。

【性状】  本品为无色或几乎无色的澄明液体。

【鉴别】  （1）取本品作为供试品溶液；另取苄达赖氨酸对照品适量，加水制成每1ml中含5mg的溶液，作为对照品溶液。照薄层色谱法（附录V B）试验，吸取上述两种溶液各10μl，分别点于同一硅胶G薄层板上，以甲苯-冰醋酸（15:1）为展开剂，展开后，晾干，置紫外光灯（254nm）下检视。供试品溶液所显主斑点的荧光和位置应与对照品溶液的主斑点相同。

（2）取含量测定项下的溶液，照紫外-可见分光光度法（附录Ⅳ A）测定，在307nm的波长处有最大吸收，在272nm的波长处有最小吸收。

【检查】  pH值  应为6.8～7.8（附录Ⅵ H）。

渗透压比 取本品，依法检查（附录Ⅸ G），渗透压比应为0.90～1.10。
硫柳汞（以Hg计） 对照品溶液的制备  将1000µg/ml汞标准溶液用0.05％K2Cr2O7－5％HNO3溶液稀释至10µg/L的标准溶液，低温保存。临用时用5％HCl溶液配制成系列浓度标准溶液，用0.4％NaOH－0.5％NaBH4溶液作为还原剂，测定荧光强度。以荧光值为纵坐标、浓度为横坐标绘制标准曲线。

样品溶液制备  精密量取苄达赖氨酸滴眼液1.0～5.0ml，加入硝酸5～10ml，消解至溶液澄清；消解完全后，置电热板上加热赶去硝酸至近干，用5％HCl溶液清洗，合并洗液至100ml量瓶中，定容至刻度，再用5％HCl稀释至相应浓度。同时制备样品空白。测定荧光值，从标准曲线计算求得浓度，即得。含硫柳汞以Hg计，不得过50ug/ml。

其他  应符合眼用制剂项下有关的各项规定（附录I G）。

【含量测定】  精密量取本品适量，用水定量稀释制成每1ml中含苄达赖氨酸40μg的溶液，照紫外-可见分光光度法（附录Ⅳ A），在307nm的波长处测定吸光度，按C6H14N2O2•C16H14N2O3的吸收系数（Eeq \o(\s\up 6(1% ),\s\do 2(1cm))）为130计算。

【类别】  同苄达赖氨酸。

【规格】  （1）5ml:25mg    （2）8ml:40mg

【贮藏】  遮光，密封保存。

附件2：
苄达赖氨酸质量标准起草说明

一、概况：

本品收载在中国药典2005年版二部，国外药典中均未见收载。原药典标准中，有关物质采用薄层色谱法测定，现根据实验结果，修订为HPLC法。经查，本品国内有宁夏康亚药业有限公司、山东鑫齐药业有限公司、武汉武药制药有限公司、河北医科大学制药厂、宁波唯森制药有限公司、安徽省双科药业有限公司、浙江莎普爱思制药有限公司7家企业生产。本次起草工作收集到2个企业生产的样品共5批，为浙江莎普爱思制药有限公司生产的三批样品（批号：051213、061218、070113）及宁波唯森制药有限公司生产的两批样品（批号：20060901、071001）。本标准经上海市食品药品检验所复核并提出复核意见。
二、质量标准相关项目修订情况说明：

（一）有关物质

    1、中国药典2005年版二部的苄达赖氨酸质量标准中有关物质检查是以3-羟基-1-苄基吲哒唑为杂质对照品，采用薄层色谱后紫外检视。现采用HPLC法测定该杂质及其他杂质，以增加灵敏度及专属性。

2、有关物质测定方法：取本品，加水溶解并稀释制成每1ml中约含1mg的溶液，作为供试品溶液，精密量取1ml，置100ml量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀，作为对照溶液。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，以乙腈-0.1mol/L醋酸（47：53）为流动相，检测波长为307nm。理论板数按苄达赖氨酸峰计算不低于3000，苄达赖氨酸峰与各杂质峰的分离度应符合要求。精密量取对照溶液20μl注入液相色谱仪，调节检测灵敏度，使主成分色谱峰的峰高为满量程的20%；精密量取供试品溶液与对照溶液各20μl，分别注入液相色谱仪，记录色谱图至主成分峰保留时间的2倍。供试品溶液的色谱图中，如有杂质峰，各杂质峰面积的和不得大于对照溶液主峰面积（1.0%）。

3.仪器：Agilent  1200 高效液相色谱仪  

  Waters 2690高效液相色谱仪 
UV检测器（307nm）

      色谱柱：Kromasil C18柱（4.6×250mm，5μm）

Dimonsil C18柱（4.6×150mm，5μm）

Alltima C18柱（4.6×250mm，5μm）

流动相：乙腈-0.1mol/L醋酸（47：53）
    4.色谱柱的选择：分别选用3根不同型号、规格的色谱柱，用有关物质测定项下的方法试验，苄达赖氨酸及杂质A（3-羟基-1-苄基吲哒唑）的保留时间见表1，色谱图见图1～2。结果杂质A与苄达赖氨酸峰之间的分离度符合规定。还考察了30℃、35℃、40℃不同柱温条件下，分离度均符合规定。
                          表1   各成分的HPLC保留时间

	色谱柱
	苄达赖氨酸
	3-羟基-1-苄基吲哒唑

	Kromasil C18柱
	8.64
	6.14

	Dimonsil C18柱
	10.15
	7.06

	Alltima C18柱
	11.58
	7.67
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图1    苄达赖氨酸HPLC定位图
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图2   3-羟基-1-苄基吲哒唑 HPLC定位图

5.检测波长的选择：分别以水、0.1mol/ml醋酸溶液及流动相溶解苄达赖氨酸对照品和杂质A（3-羟基-1-苄基吲哒唑）对照品，用紫外分光光度计扫描，结果苄达赖氨酸在306~308nm处有最大吸收，3-羟基-1-苄基吲哒唑在315nm波长处有最大吸收， 原中国药典2005年版二部苄达赖氨酸质量标准中，苄达赖氨酸的紫外鉴别项下其最大吸收波长307nm，故本试验采用307nm作为测定波长。紫外扫描图谱见图3～6：
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图3  3-羟基-1-苄基吲哒唑紫外扫描图谱（水溶解）
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图4  3-羟基-1-苄基吲哒唑紫外扫描图谱（流动相溶解）
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图5  苄达赖氨酸紫外扫描图谱（水溶解）
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图6  苄达赖氨酸紫外扫描图谱（流动相溶解）

6.破坏试验：取本品（批号为20060901样品）约100mg，置100ml量瓶中，作以下试验：

①加30%过氧化氢溶液5ml，振摇，24小时候后加水稀释至刻度，摇匀，滤过，取滤液作为氧化破坏供试品溶液；

②105℃烘箱加热4小时，放冷，加水稀释至刻度，滤过，取滤液作为热破坏供试品溶液；

③置4500Lx下放置72小时，加水稀释至刻度，滤过，取滤液作为光破坏供试品溶液；

④加1mol/L盐酸溶液5ml，放置24小时，用1mol/L氢氧化钠溶液中和，加水稀释至刻度，摇匀，滤过，取滤液作为酸破坏供试品溶液；

⑤加1mol/L氢氧化钠溶液5ml，放置24小时，用1mol/L盐酸溶液中和，加水稀释至刻度，摇匀，滤过，取滤液作为碱破坏供试品溶液。

取上述供试品溶液，进样，结果见图7～11。
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图7  光破坏HPLC图
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图8  热破坏HPLC图
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图9  酸破坏HPLC图
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图10  碱破坏HPLC图
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图11  氧化破坏HPLC图

实验结果表明苄达赖氨酸在高温，强光下较稳定，在酸、碱、氧化环境下有不同程度的分解，降解产物与主峰能明显分离。

（7）最低检出量（LOD）测定：在307nm波长处，苄达赖氨酸和杂质A （3-羟基-1-苄基吲哒唑）的最低检出量为0.57ng和0.35ng。见图12～13 。
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图12  苄达赖氨酸最低检出量HPLC图

[image: image12.emf]min 0 2 4 6 8 10

mAU

0

0.025

0.05

0.075

0.1

0.125

0.15

0.175

 DAD1 A, Sig=307,16 Ref=360,100 (F:\WW\080618BD\080822 2008-08-25 08-29-30\A1UG1UL.D)

 7.673


图13 杂质A最低检出量HPLC图

（8）外标法与自身对照结果比较：见表2。

表2  外标法与自身对照结果比较

	批号
	杂质A
（外标法）
	杂质A
（自身对照法）
	总杂质

	051213
	0.06%
	0.08%
	0.12%

	061218
	0.13%
	0.17%
	0.45%

	20060901
	未检出
	未检出
	未检出

	070113
	0.06%
	0.08%
	0.08%

	071001
	未检出
	未检出
	未检出


两种方法计算杂质A的含量差别不大，且在五批样品中，杂质A的含量很低或未检出。故在起草的质量标准中，直接以自身对照法测定，而舍弃杂质A对照品的使用。

（9）样品测定结果，见表3，图14～18。

表3  苄达赖氨酸有关物质测定结果

	批号
	051213
	061218
	20060901
	070113
	071001

	有关物质（%）
	0.12
	0.45
	未检出
	0.08
	未检出
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图14  样品（批号051213）有关物质HPLC图
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图15  样品（批号061218）有关物质HPLC图
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图16  样品（批号20060901）有关物质HPLC图
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图17  样品（批号070113）有关物质HPLC图
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图18  样品（批号071001）有关物质HPLC图

根据以上五批样品的测定数据，同时考虑到HPLC比TLC灵敏度高，故采用自身对照法，控制总杂质，将限度订为0.5％，便能达到既控制特定杂质3-羟基-1-苄基吲哒唑的量，又能省去该特定杂质对照品的使用目的。

三、复核单位意见

上述修订项目经上海市食品药品检验所复核，根据复核结果，在保留时间30分钟前后检出了几个杂质峰，故建议将色谱图记录时间由主成分峰保留时间的2倍延长至5倍，再根据我所的扫描图谱显示苄达赖氨酸的最大吸收波长在306～308nm，杂质3-羟基-1-苄基吲哒唑的最大吸收波长在315nm，因此在测定波长选择上建议是否应选择315nm以更好地控制有关物质。我所对五批样品又重新进行了复核检验，以307nm和315nm为检测波长，记录色谱图至主成分峰保留时间的5倍，色谱图及测定结果如下：
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图19  样品（批号071001）有关物质HPLC图（上为307nm，下为315nm）

表4  苄达赖氨酸有关物质测定结果（%）

	
	批号

	检测波长
	051213
	20060901
	061218
	071001
	070113

	307nm
	0.37
	0.15
	0.81
	0.17
	0.28

	315nm
	0.46
	0.16
	0.91
	0.18
	0.40

	上海所结果（307nm）
	0.44
	0.17
	0.88
	0.16
	0.27


检测结果表明，在307nm和315nm波长下记录的图谱中峰面积结果相近，有关物质测定结果也相近，由于苄达赖氨酸的紫外鉴别项下其最大吸收波长307nm，故本标准中还是将测定波长订为307nm；在约主峰三倍保留时间处，有杂质峰，而在上海所的复核的图谱中，此杂质峰出现在约主峰四倍保留时间处，说明在不同的色谱系统中，保留时间会有一定差异，为了获得准确的数据，在拟定的质量标准中，暂将图谱记录时间设为主峰的五倍。根据以上五批样品的测定结果，同时考虑到HPLC比TLC灵敏度高，故采用自身对照法控制总杂质，将限度订为1.0％，既控制特定杂质3-羟基-1-苄基吲哒唑的量，也省去了该特定杂质对照品的使用。
其他项目未作修订。
苄达赖氨酸滴眼液质量标准起草说明

一、概况

本品收载在中国药典2005年版二部，国外药典中均未见收载。我所除了对国家药典会建议增订抑菌剂硫柳汞的检查方法进行研究外，对本品的有关物质也进行了考察。经查，本品国内有宁夏康亚药业有限公司、武汉远大制药集团股份有限公司、河北医科大学制药厂、宁波唯森制药有限公司、安徽省双科药业有限公司、浙江莎普爱思制药有限公司。本次起草工作收集到2个企业生产的样品共6批，为浙江莎普爱思制药有限公司生产的四批样品（批号：050607，070810，080319，080115）及宁波唯森制药有限公司生产的两批样品（批号070601，071101）。本标准经上海市食品药品检验所复核并提出复核意见。
二、质量标准相关项目修订情况说明

（一）硫柳汞：在苄达赖氨酸滴眼液中，常用的抑菌剂为硫柳汞钠。目前测定硫柳汞含量的方法很多，有双硫腙滴定法、分光光度法、高效液相色谱法、冷原子吸收法。原子荧光光谱法与上述方法相比具有灵敏度高、干扰少、线性范围宽等优点。

1 仪器与试剂

双道原子荧光分光光度计：AFS3100型，断续流动氢化物发生系统，北京科创海光仪器有限公司

微波消解样品制备系统：Multiwave 3000型，配16孔高温聚四氟乙烯消解罐，奥地利Anton paar公司；

超纯水仪：NANOpure DlamondTM型，美国Barnstead公司；

控温电热板：EH20B型，美国LabTech公司；

空心阴极灯：汞，北京有色金属研究总院；

标准物质：汞标准液【GBW(E)080617】，国家标准物质研究中心；

试剂：硝酸、盐酸，（BVⅢ级，北京化学试剂研究所），氢氧化钠、硼氢化钠、重铬酸钾（分析纯，国药集团化学试剂有限公司）

实验用水为去离子水（电阻率为18MΩ·CM）。

2 方法和结果

2.1 样品制备方法

精密量取苄达赖氨酸滴眼液1.0ml，置于聚四氟乙烯消解罐中，加入硝酸5ml，放入微波消解仪中消解，至溶液澄清；消解完全后，置电热板上加热赶去硝酸至近干，用5％HCl溶液清洗，合并洗液至100ml容量瓶中，定容至刻度。再吸取2.0ml上述溶液至100ml容量瓶，用5％HCl溶液定容至刻度，即得。同时制备样品空白。

2.2 仪器条件

表1 测定汞的工作参数

	参数
	指标
	参数
	指标

	负高压PMT
	300V
	加热温度
	200℃

	灯电流
	30mA
	氩气压力
	0.60MPa

	测定高度
	10mm
	测定方式
	标准曲线法

	载气流量
	400ml/min
	积分方式
	峰面积

	屏蔽气流量
	900ml/min
	进样体积
	2ml

	读数时间
	10S
	读数延迟时间
	1S


2.3 工作曲线的绘制

将1000µg·ml－1汞标准液用0.05％K2Cr2O7－5％HNO3溶液稀释至10µg·L－1的标准溶液，再用5％HCl溶液配制成0、0.4、0.8、1.2、1.6、2.0µg·L－1的系列浓度标准溶液，用0.4％NaOH－0.5％NaBH4溶液作为还原剂，测定荧光强度。以荧光值（If）为纵坐标、浓度（C）为横坐标绘制工作曲线。一次回归方程If＝a*C+b，a=605.917，b=-6.980，相关系数R为0.9993，检出限为0.0134μg·L－1，定量限以3倍检出限计为0.0402μg·L－1，浓度与荧光值见下表2：

表2 汞标准溶液浓度与荧光值

	浓度（C）
	荧光值（If）

	0.4µg/L
	221.431

	0.8µg/L
	482.526

	1.2µg/L
	737.339

	1.6µg/L
	934.656

	2.0µg/L
	1217.669


2.4 仪器精密度试验

测定汞标准溶液（1.2µg·L－1）的荧光值，重复进样11次，RSD为1.3％。

2.5 重复性试验

取浙江莎普爱思制药有限公司生产，批号为070810的苄达赖氨酸滴眼液做重复性试验。精密量取1.0ml，5份，加样品分析共6份，按前述供试品溶液制备方法及荧光测定条件进行测定，RSD为3.14％。结果见表3

表3 重复性试验结果（n＝6）

	编号
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	荧光强度
	582.075
	610.347
	600.725
	595.712
	628.452
	577.260

	浓度(µg/L)
	0.9721
	1.0188
	1.0029
	0.9946
	1.0487
	0.9642

	稀释体积(ml)
	5000
	5000
	5000
	5000
	5000
	5000

	平均浓度(µg/ml)
	5.0011

	RSD(%)
	3.10


2.6  回收率试验

取浙江莎普爱思制药有限公司生产，批号为070810的苄达赖氨酸滴眼液做回收率试验。精密吸取本品0.5ml，共9份，分成3组，置聚四氟乙烯消解罐中，每组分别精密加入浓度为5µg·ml－1的汞标准溶液0.3ml、0.5ml、0.7ml，加入硝酸5ml，放入微波消解仪中进行消解，至溶液澄清；消解完全后，置电热板上加热赶去硝酸至近干，用5％HCl溶液清洗并过滤，合并滤液至100ml容量瓶中，定容至刻度。再吸取2.0ml上述溶液至100ml容量瓶，用5％HCl溶液定容至刻度，即得。同时制备样品空白。按前述方法进行测定，测得平均回收率结果见表4。
表4 回收率试验结果（n=3）

	测定浓度

(concentration)/µg/L
	加入量

(added)/µg
	回收率

(recovery)/%
	平均回收率

(mean recovery)/%
	RSD/%

	0.8131
	1.5
	105.78
	102.39
	4.70

	0.7864
	1.5
	96.88
	
	

	0.8093
	1.5
	104.52
	
	

	1.0185
	2.5
	104.55
	96.15
	9.24

	0.9300
	2.5
	86.85
	
	

	0.9810
	2.5
	97.05
	
	

	1.1743
	3.5
	96.94
	97.24
	4.89

	1.1442
	3.5
	92.64
	
	

	1.2107
	3.5
	102.14
	
	


2.7  样品分析

用本法对浙江莎普爱思制药有限公司生产的4批苄达赖氨酸滴眼液和宁波唯森制药有限公司的2批苄达赖氨酸滴眼液进行了测定，每批测定2份，测定结果见下表5。

硫柳汞分子量为404.81，其中Hg分子量200.59，质量比为49.55％。
表5 样品分析结果

	莎普爱思批号
	050607
	050607
	070810
	070810
	080319
	080319
	080115
	080115

	测得值（µg/L）
	0.9476
	0.9543
	0.9721
	1.0203
	0.9459
	0.9597
	1.0725
	0.9856

	稀释体积（ml）
	5000
	5000
	5000
	5000
	5000
	5000
	5000
	5000

	含量（µg/ml）
	4.7380
	4.7715
	4.8605
	5.1015
	4.7295
	4.7985
	5.3625
	4.9280

	平均含量（µg/ml）
	4.75475
	4.9810
	4.7640
	5.14525

	硫柳汞含量（µg/ml）
	9.60
	10.05
	9.61
	10.38


	唯森批号
	070601
	070601
	071101
	071101

	测得值（µg/L）
	1.4217
	1.4959
	1.4187
	1.4527

	稀释体积（ml）
	100000
	100000
	100000
	100000

	含量（µg/ml）
	142.17
	149.59
	141.87
	154.27

	平均含量（µg/ml）
	145.88
	148.07

	硫柳汞含量（µg/ml）
	294.41
	298.83


2.8根据企业提供的处方投料量，浙江莎普爱思制药有限公司样品中硫柳汞钠的投料浓度为10ug/ml，宁波唯森制药有限公司现提供样品中硫柳汞钠的投料浓度为300ug/ml，但该公司已提出对苄达赖氨酸滴眼液的补充申请，将硫柳汞钠的投料浓度调整为10ug/ml。故参考药剂学等文献，一般硫柳汞的常用浓度为0.01%—0.02%，结合企业投料情况，现将硫柳汞钠的限度定为以Hg计不得过50ug/ml。

（二）有关物质  参照苄达赖氨酸修订的质量标准中的方法测定苄达赖氨酸滴眼液中的有关物质，结果除了与辅料相应位置有出峰外，未见明显杂质峰。考虑到本品原料中已对有关物质进行了控制，且比较稳定，故该项目不列入质量标准中，色谱图见图1~8：
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图1  辅料（莎普爱思）有关物质HPLC图

[image: image20.emf]min 0 2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20 22.5

mAU

0

2.5

5

7.5

10

12.5

15

17.5

 DAD1 A, Sig=307,16 Ref=360,100 (F:\1\DATA\新建文件夹\080618BD\080814 2008-08-14 17-59-20\050607.D)

 1.901

 2.165

 2.701

 3.535

 5.335

 5.594

 7.195

 7.678

 7.862

 11.852


图2  样品（批号050607）有关物质HPLC图
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图3  样品（批号070810）有关物质HPLC图
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图4  样品（批号080319）有关物质HPLC图
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图5  样品（批号080115）有关物质HPLC图
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图6  辅料（宁波唯森）有关物质HPLC图
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图7  样品（批号070601）有关物质HPLC图
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图8  样品（批号071101）有关物质HPLC图

根据以上测定数据，所起草的2010年版二部该品种的质量标准中增订硫柳汞检查项目。

其他项目未作修订。
三、复核单位意见

上述修订项目经上海市食品药品检验所的复核，根据硫柳汞的复核结果，上海所建议对苄达赖氨酸滴眼液中硫柳汞的量制定一个合理的控制范围，而不是仅限定上限，建议将苄达赖氨酸滴眼液中硫柳汞的量控制在“8~12μg/ml”。我所认为，硫柳汞作为一种抑菌剂，不应该制定下限，其最低量可以由微生物限度项目控制，即必须达到足够的抑菌效果。而现在生产厂家的处方中硫柳汞的量还没有完全统一，无法根据我们现在的几批样品测定结果，制定下限，故现还是参考药剂学等文献将硫柳汞钠的限度定为以Hg计不得过50μg/ml。

其他同意我所拟定的标准内容。
苄达赖氨酸复核说明

根据国家药典委员会国药典化发[2008]28号文中国药典2010年版（二部）生化药品标准科研项目会议纪要的要求，我所对贵所拟定的苄达赖氨酸质量标准中有关物质进行了复核检验，我所共收到两家企业五批样品，现将复核检验结果及意见汇总如下。

我所采用的复核条件为：采用Agilent 1200 高效液相色谱仪，色谱柱为Synergi 4u Hydro-RP 80A （4.6×150mm，4μm），流动相为乙腈-0.1mol/L醋酸溶液（47：53），流速1.0ml/min，供试品配制溶液为流动相。结果为理论板数按苄达赖氨酸计为13190，苄达赖氨酸与最近相邻杂质峰的分离度为2.51。5批样品供试品溶液的色谱图见图1～5。5批样品的检验结果见表1。按贵所拟订的限度，样品4不符合规定。由实验结果可知，贵所拟定的液相色谱条件合理，能有效分离主峰与杂质峰。

我所采用上述色谱条件，在保留时间30分钟前后检出了几个杂质峰，故建议将色谱图记录时间由主成分峰保留时间的2倍延长至5倍（表1的数据是按5倍的保留时间计）。贵所的扫描图谱显示苄达赖氨酸的最大吸收波长在306～308nm，杂质3-羟基-1-苄基吲哒唑的最大吸收波长在315nm，因此在测定波长选择上是否应选择314nm以更好地控制有关物质，是否可行，请贵所考虑。

表1  样品检验结果

	样品
	生产单位
	批号
	我所检验结果
	贵所检验结果（%）

	
	
	
	杂质峰面积和
	自身对照峰面积（1%）
	有关物质%
	

	1
	宁波唯森制药有限公司
	20060901
	23.8
	143.6
	0.17
	未检出

	2
	
	071001
	23.0
	147.1
	0.16
	未检出

	3
	浙江莎普爱思制药有限公司
	051213
	60.0
	134.9
	0.44
	0.12

	4
	
	061218
	111.6
	126.4
	0.88
	0.45

	5
	
	070113
	36.6
	131.4
	0.27
	0.08
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1 苄达赖氨酸
图1  样品（批号20060901）有关物质HPLC图
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图2  样品（批号071001）有关物质HPLC图
[image: image29.emf]min 0 5 10 15 20 25 30 35

mAU   

-20

-10

0

10

20

30

40

 1.135

 1.559

 1.710

 1.943

 2.187 3.000

 3.824

 4.796

 7.684

 25.699

 27.682

 33.989

1


图3  样品（批号051213）有关物质HPLC图
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图4  样品（批号061218）有关物质HPLC图
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图5  样品（批号070113）有关物质HPLC图
苄达赖氨酸滴眼液质量标准复核说明

根据国家药典委员会国药典化发[2008]28号文中国药典2010年版（二部）生化药品标准科研项目会议纪要的要求，我所对贵所拟定的苄达赖氨酸滴眼液质量标准中有关物质、硫柳汞检查项进行了复核检验，我所共收到两家企业六批样品，现将复核意见说明如下。

1、有关物质  参照苄达赖氨酸原料修订的质量标准中有关物质的方法对6批样品进行了测定，色谱条件见原料项下，色谱图见图1～6。按产品说明书，两家企业添加的辅料种类均相同；由贵所提供的辅料色图谱，我所推测宁波唯森制药有限公司的硫柳汞的添加量多，为300μg/ml，故在5.309min、7.693min与9.726min有三个较大的吸收峰。依据贵所提供的色谱图，我所对6批样品进行了扣辅料色谱峰处理，除批号为080319的样品比0.5%的限度略高外，其余均符合0.5%的限度。考虑到本品原料已对有关物质进行了控制，故同意贵所的意见，该项不列入滴眼液质量标准中。

[image: image32.emf]min 0 5 10 15 20 25 30 35

mAU   

-20

-10

0

10

20

30

40

 1.138

 1.343

 1.908

 2.137

 3.287 3.582 4.342

 4.623

 7.302

 23.778

 25.603

1


1 苄达赖氨酸
图1  样品（批号070810）有关物质HPLC图
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图2  样品（批号080115）有关物质HPLC图
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图3  样品（批号050607）有关物质HPLC图
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图4  样品（批号080319）有关物质HPLC图
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图5  样品（批号070601）有关物质HPLC图
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图6  样品（批号071101）有关物质HPLC图

2、硫柳汞  苄达赖氨酸滴眼液为多剂量剂型，硫柳汞为常用抑菌剂。为更有效控制产品质量，应对苄达赖氨酸滴眼液中硫柳汞的量制定一个合理的控制范围，而不是仅限定上限。我所建议将苄达赖氨酸滴眼液中硫柳汞的量控制在“8~12μg/ml”。

我所复核条件为：仪器采用AFS-3100双道原子荧光光度计，微波消解仪采用 MARS，CEM公司，标准物质为国家标准样品GSB05-1113-1999G61，北京应天意标准样品公司提供（100mg/L）。

考虑到除酸时间过长，我所也考察了除酸与不除酸两种方法对测定结果的影响，不除酸方法中应将还原剂浓度调整为0.4%NaOH-2.0%NaBH4，测定结果见表2。从表中的数据显示，在低浓度的情况下，两者还是比较接近的，而在高浓度时两种方法的结果存在一定的差异，故还是选用了除酸的方法。但是在复核检验过程中，我所发现若硝酸除得过干，会使结果偏低。因此需在质量标准中明确“除酸的温度设置为不超过120℃，并且除酸后还应剩有少量溶液”。6批样品的检验结果见表1。

表1  样品检验结果

	样品
	生产单位
	批号
	我所检验结果Hg浓度（μg/ml）
	贵所检验结果Hg浓度（μg/ml）

	1
	浙江莎普爱思制药有限公司
	070810
	5.17
	4.98

	2
	
	080115
	8.92
	5.15

	3
	
	050607
	4.74
	4.75

	4
	
	080319
	5.24
	4.76

	5
	宁波唯森制药有限公司
	070601
	131.51
	145.88

	6
	
	071101
	142.27
	148.07


表2  除酸与不除酸两种方法测定结果

	样品
	批号
	除酸方法检验结果Hg浓度（μg/ml）
	不除酸方法检验结果Hg浓度（μg/ml）

	1
	070810
	5.17
	4.36

	2
	080115
	8.92
	9.12

	3
	050607
	4.74
	4.56

	4
	080319
	5.24
	4.90

	5
	070601
	131.51
	118.21

	6
	071101
	142.27
	136.35


插入原料项下
Related substances  Carry out the method for high performance liquid chromatography（Appendix V D），using a column packed with octadecylsilane bonded silica gel and a mixture of acetonitrile -0.1mol/L acetic acid (47:53) as the mobile phase.Detection wavelength is 307nm and the number of theoretical plates of the column is not less than 3000, calculated with reference to the peak of bendazac lysine. Dissolve a quantity of the substance being examined with the water to produce a solution of about 1mg per ml as the test solution(1). Measure accurately 1ml of solution(1) into a 100ml volumetric flask, dilute by water to the volumn, mix well as the reference solution(2). Inject 20μl of solution (2) into the column,adjust the attenuation so that the pincipal peak height in the chromatogram is about 20% of full scale of the chart. Inject separately accurately 20μl each of the solution (1) and (2) into the column and record the chromatogram for five times the retention time of the principal peak. The sum of the areas of all peaks other than the principal peak in the chromatogram of sulution(1) is not greater than the area of the principal peak of solution(2).

插入到制剂项下

Thiomersal   Carry out the method for atomic fluorescence spectrometric method. Reference solution  Dilute the standard solution of Hg with  solution of 0.05%K2Cr2O7 -5%HNO3 to the concentration of 10μg per ml . Use this solution  as  standard solution .Storaged tightly closed at 2℃～8℃.  

 Test solution  Measure accurately 1ml～5ml of the eye drops to digestion vessel Add nitric acid 5ml～10ml to digest the solution completely . Heat the vessel with  a heating plate to allmost dry.Transfer the residue with 5%HCl to a 100ml volumetric flask.,dilute to volume with 5% HCl .Then dilute to the concentration to correspond to  standard working curve . 

Procedure  Measure accurrately 0ml、1ml、2ml、3ml、4ml、5ml of storaged standard solution to different volumeric flasks.Dilute to volume with 5%HCl ,mix well ,to prepare a series standard ladder solution before determination . Carry out the method for atomic fluorescence spectrometric method.Use 0.4%NaOH -5%NaBH4 solution as reductant.Measure the fluoresence of the resulting solutions and the test solution with Hg lamp.Calculate the content of Hg. Not more than 50μg per ml(calculated on the weight of Hg).
插入到制剂鉴别项下
Carry out the method for thin layer chromatography（Appendix V B）,using silica gel G as the coating substance and a mixture of toluence-glacial acetic acid (15:1) as the mobile phase.Apply separately to the plate 10μl each of two solutions. After developing and remowal of the plate, dry it in air and examine under ultra-violet light(254nm).
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