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摘要： 目的　 筛选买朱尼制剂中没食子、 儿茶的灭菌方法。 方法　 分别采用干热、 湿热、 热压、 脉冲式、 钴⁃６０ 辐射

对买朱尼制剂中没食子、 儿茶进行灭菌处理， 检测灭菌前后的微生物限度指标， ＨＰＬＣ 法测定灭菌前后没食子酸、 儿

茶素含量。 该药物甲醇提取物的分析采用 Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ Ｓｈｉｅｌｄ ＲＰ Ｃ１８色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相甲醇

⁃０􀆰 ２％ 甲酸， 梯度洗脱； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃； 检测波长 ２５４ ｎｍ。 结果　 没食子酸、 儿茶素在各自范围

内线性关系良好 （ ｒ＞０􀆰 ９９９ ８）， 平均加样回收率 （ＲＳＤ） 分别为 １０１􀆰 ４６％ （１􀆰 ７１％ ）、 １００􀆰 ９６％ （１􀆰 ４６％ ）。 钴⁃６０ 辐射

灭菌、 干热灭菌、 热压灭菌、 脉冲式灭菌效果均较好， 其中钴⁃６０ 辐射灭菌对没食子酸、 儿茶素含量影响最小。 结论

该方法稳定准确， 重复性好， 适用于买朱尼制剂的质量评价。 含没食子酸、 儿茶素类的药材可选用钴⁃６０ 辐射进行

灭菌。
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　 　 灭菌是中药制药过程的关键环节， 直接影响着药品质

量［１⁃２］ ， 根据新药申报要求， 制剂在申报过程中需对药材灭

菌方式进行考察， 目前常用手段包括脉冲式、 热压、 湿热、
干热、 辐照灭菌［３⁃６］等。 维吾尔药中蜜膏剂、 丸剂、 散剂等

传统剂型占比较高， 均是将药材直接粉碎入药， 而且目前

维吾尔医临床大部分院内制剂仍然保持传统剂型特点， 故

灭菌方法对其质量控制尤为关键。 本实验选择课题组前期

研究的买朱尼制剂中没食子、 儿茶， 对不同灭菌方法下灭

菌前后药材粉末中微生物限度［７⁃９］及没食子酸、 儿茶素含量

进行比较， 筛选灭菌方法， 以期为维吾尔医药制剂生产工

艺完善提供参考， 为含没食子酸和儿茶素类成分的其他药

材灭菌方法研究提供实验依据， 也为保持维吾尔医临床用

药的需求和制剂申报的要求提供参考数据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 型高效液相色谱仪、 Ｗａｔｅｒｓ ２４８９
型二极管阵列检测器、 Ｅｍｐｏｗｅｒ ３ 数据采集系统、 ＸＢｒｉｄｇｅ
Ｓｈｉｅｌｄ ＲＰ Ｃ１８ 色谱柱 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＳＥＣＵＲＡ３１０２⁃
１ＣＮ 型、 ＳＥＣＵＲＡ１２４⁃１ＣＮ 型电子天平 （德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公

司）； ＳＫ３２００ＨＰ 型超声波清洗仪 （上海科导超声仪器有限

公司）； ＤＦＴ⁃２００ 型手提式高速万能粉碎机 （温岭市林大机

械有限公司）； ＬＤＺＸ⁃７５ＫＢＳ 型立式压力蒸汽灭菌器 （上海

申安医疗器械厂）； 钴 ６０ 辐照灭菌设备 （中国科学院理化

技术研究所辐射中心）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 没食子酸 （批号 １１０８３１⁃２０１２０４）、 儿茶

素 （批号 ８８７⁃２００１） 对照品均购自中国食品药品检定研究

院。 买朱尼制剂中药材粉末由新疆维吾尔自治区维吾尔医

药研究所药剂学研究室自制。 甲醇、 乙腈为色谱纯 （美国

Ｓｉｇｍａ 公司）； 磷酸、 甲酸为色谱纯 （天津光复精细化工研

究所）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 灭菌方法与条件 　 根据文献 ［１０⁃１２］ 报道， 灭菌方

法及条件分别为热压灭菌 （１２１ ℃， １５ ｍｉｎ）、 钴 ６０ 辐照灭

菌 （８ ｋＧｙ）、 湿热灭菌 （ １００ ℃， １５ ｍｉｎ）、 干热灭菌

（１４０ ℃电热灭菌器， ４５ ｍｉｎ）、 脉冲式灭菌 （１０５ ℃， ７５
ｍｉｎ）。
２􀆰 ２　 性状特征评价　 药材粉末均为棕黄色粉末， 气微香，
并且仅钴 ６０ 照射后其性状未发生改变， 具体见表 １。

表 １　 不同灭菌方法下药材性状

灭菌方法 色泽 形状特征 气味

灭菌前 棕黄色 粉末 微香

脉冲式灭菌 深棕色 结块 无味

热压灭菌 深棕色 结块 无味

钴⁃６０ 辐射灭菌 浅棕色 粉末 无味

湿热灭菌 深棕色 结块 无味

干热灭菌 深棕色 结块 无味

２􀆰 ３　 微生物限度测定　 根据微生物学方法学验证方法进行

细菌数、 霉菌和酵母菌数、 大肠埃希菌、 大肠菌群检查，
发现除湿热灭菌后的细菌总数超标外， 其他灭菌方法均达

标， 具体见表 ２。

表 ２　 微生物限度检查结果

灭菌方法
细菌总数 ／

（ｃｆｕ·ｇ－１）

霉菌和酵母菌

数 ／ （ｃｆｕ·ｇ－１）

大肠埃希

菌 ／ ｇ
大肠菌

群 ／ ｇ
灭菌前 ７４ ０００ １２０ 未检出 ＜１０

脉冲式灭菌 ＜１００ ＜１０ 未检出 ＜１０
热压灭菌 ＜１００ ＜１０ 未检出 ＜１０
湿热灭菌 ２５ ０００ ＜１０ 未检出 ＜１０
干热灭菌 ＜１００ ＜１０ 未检出 ＜１０

钴⁃６０ 辐射灭菌 ＜１００ ＜１０ 未检出 ＜１０

２􀆰 ４　 含量测定

２􀆰 ４􀆰 １ 　 色 谱 条 件 　 参 考 文 献 ［ １３⁃１６ ］ 报 道， Ｗａｔｅｒｓ
ＸＢｒｉｄｇｅ Ｓｈｉｅｌｄ ＲＰ Ｃ１８色谱柱 （４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５μｍ）； 流

动相甲醇 （Ａ） －０􀆰 ２％ 甲酸 （Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ ７ ｍｉｎ，
１０％ Ａ； ７～８ ｍｉｎ， １０％ ～ ２０％ Ａ； ８～ １７ ｍｉｎ， ２０％ Ａ）； 体积

流量 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃； 检测波长 ２５４ ｎｍ； 进样量

１０ μＬ。
２􀆰 ４􀆰 ２　 溶液制备

２􀆰 ４􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液　 精密称取没食子酸对照品适量， 置于

２５ ｍＬ 棕色量瓶中， 甲醇制成质量浓度为 ０􀆰 ４２４ ｍｇ ／ ｍＬ， 精密

量取 ２􀆰 ０ ｍＬ， 甲醇定容至 １０ ｍＬ， 即得 （０􀆰 ０８４ ８ ｍｇ ／ ｍＬ）。 精

密称取儿茶素对照品适量， 置于 ２５ ｍＬ 棕色量瓶中， 甲醇

制成质量浓度为 ０􀆰 ４０４ ｍｇ ／ ｍＬ， 精密量取 ６􀆰 ２ ｍＬ， 甲醇定

容至 １０ ｍＬ， 即得 （０􀆰 ２５０ ｍｇ ／ ｍＬ）。
２􀆰 ４􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液　 取 ０􀆰 １ ｇ 本品， ２０ ｍＬ 甲醇超声处

理 ３０ ｍｉｎ， 定容至 ２５ ｍＬ， 精密量取 ２ ｍＬ， 甲醇定容至 １０
ｍＬ， ０􀆰 ４５ μｍ 微孔滤膜过滤， 即得。
２􀆰 ４􀆰 ２􀆰 ３　 阴性样品溶液　 按处方制备缺没食子酸、 儿茶素

的阴性样品， 药材混合粉碎， 过 １００ 目筛。 按 “２􀆰 ４􀆰 ２􀆰 ２”
项下方法制备， 即得。
２􀆰 ４􀆰 ３　 线性关系考察 　 分别精密吸取 “２􀆰 １􀆰 ２􀆰 １” 项下 ２
种对照品溶液 ２􀆰 ０、 ４􀆰 ０、 ６􀆰 ０、 ８􀆰 ０、 １０􀆰 ０、 １２􀆰 ０ μＬ， 在

“２􀆰 ４􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次。 以进样量为横坐标

（Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 得没食子酸方程为

Ｙ＝ ２ ７３０ ８２７􀆰 ９１Ｘ－９１ ７６２􀆰 ７３ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ８）， 儿茶素方程为

Ｙ ＝ ６０８ ９８６Ｘ － ７６ ３１０ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ９）， 分别在 ０􀆰 １６９ ６ ～
１􀆰 ０１７ ６、 ０􀆰 ５００～３􀆰 ０００ μｇ 范围内线性关系良好。
２􀆰 ４􀆰 ４　 专属性考察　 取对照品、 供试品、 阴性样品溶液各

１０ μＬ， 在 “２􀆰 ４􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 结果见图 １。
由此可知， 没食子酸、 儿茶素峰形良好， 分离度均大于

１􀆰 ５， 理论板数均大于 ４ ０００， 阴性无干扰， 表明该方法专

属性良好。
２􀆰 ４􀆰 ５　 精密度试验 　 分别精密吸取 “２􀆰 １􀆰 ２􀆰 １” 项下 ２ 种

对照品溶液 ３􀆰 ０ ｍＬ， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇定容至 １０
ｍＬ， 混匀 （没食子酸、 儿茶素质量浓度分别为 ２５􀆰 ４４、
７５􀆰 ００ ｍｇ ／ ｍＬ）， 在 “２􀆰 ４􀆰 １” 项色谱条件下进样测定 ６ 次，
测得没食子酸、 儿茶素峰面积 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ５５％ 、 ０􀆰 ９５％ ，
表明仪器精密度良好。
２􀆰 ４􀆰 ６　 重复性试验　 精密吸取同一份供试品溶液适量， 在

“２􀆰 ４􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 测得没食子酸、 儿茶素
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１． 没食子酸　 ２． 儿茶素

图 １　 各成分 ＨＰＬＣ 色谱图

　 　 　 　

峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ５７％ 、 １􀆰 ４９％ ， 表明该方法重复性

良好。
２􀆰 ４􀆰 ７　 稳定性试验　 精密吸取同一份供试品溶液适量， 于

０、 ２、 ４、 ６、 ８、 １２ ｈ 在 “２􀆰 ４􀆰 １” 项色谱条件下进样测定，
测得没食子酸、 儿茶素峰面积 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 １６％ 、 １􀆰 ６９％ 。
表明溶液在 １２ ｈ 内稳定性良好。
２􀆰 ４􀆰 ８　 加样回收率试验　 精密称取各成分含量已知的供试

品溶液 ６ 份， 每份 ０􀆰 ０５ ｇ， 定容至 ２５ ｍＬ 量瓶中， 加入

０􀆰 ４２４ ｍｇ ／ ｍＬ 没食子酸对照品溶液 ２􀆰 ０ ｍＬ， ０􀆰 ４０４ ｍｇ ／ ｍＬ
儿茶素对照品溶液 ４􀆰 ０ ｍＬ， 按 “２􀆰 ４􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法制备

供试品溶液， 在 “２􀆰 ４􀆰 １” 项色谱条件下进样测定， 计算

回收率， 结果见表 ３。
２􀆰 ５　 灭菌前后含量比较 　 由表 ４ 可知， 湿热、 钴⁃６０ 辐射

灭菌后没食子酸含量无明显变化， 脉冲式灭菌后其含量明

显降低， 热压、 干热灭菌后其含量有所升高； 湿热、 钴⁃６０
辐射灭菌后儿茶素含量无明显变化， 脉冲式灭菌后几乎检

测不到该成分， 热压、 干热灭菌后其含量明显降低； 湿热

灭菌后， 样品结块变色现象严重。 最终， 选择钴⁃６０ 作为灭

菌方式。
３　 讨论

蜜膏剂、 丸剂、 散剂是维吾尔医临床常用剂型［１７］ ， 有

悠久的应用历史， 其剂型特点常为药材直接粉碎入药的形

式制备而成， 普遍存在蜜膏剂药材粉碎加蜜而成。 各种灭

　 　 　 　表 ３　 各成分加样回收率试验结果 （ｎ＝６）
成分 取样量 ／ ｇ 原有量 ／ ｍｇ 加入量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

没食子酸 ０􀆰 ０５７ ０􀆰 ９８３ ０􀆰 ８４８ １􀆰 ８３１ １００􀆰 ０２ １０１􀆰 ４６ １􀆰 ７１
０􀆰 ０５５ ０􀆰 ９４９ ０􀆰 ８４８ １􀆰 ７８４ ９８􀆰 ６６
０􀆰 ０５４ ０􀆰 ９３１ ０􀆰 ８４８ １􀆰 ８０８ １０３􀆰 ０３
０􀆰 ０５４ ０􀆰 ９３１ ０􀆰 ８４８ １􀆰 ７９９ １０２􀆰 ０９
０􀆰 ０５４ ０􀆰 ９３１ ０􀆰 ８４８ １􀆰 ８０６ １０２􀆰 ８７
０􀆰 ０５６ ０􀆰 ９６６ ０􀆰 ８４８ １􀆰 ８３４ １０２􀆰 ０７

儿茶素 ０􀆰 ０５７ ２􀆰 ２９０ １􀆰 ６１６ ３􀆰 ９２３ １００􀆰 ７６ １００􀆰 ９６ １􀆰 ４６
０􀆰 ０５５ ２􀆰 ２１０ １􀆰 ６１６ ３􀆰 ７８５ ９８􀆰 １４
０􀆰 ０５４ ２􀆰 １６９ １􀆰 ６１６ ３􀆰 ８３３ １０２􀆰 １７
０􀆰 ０５４ ２􀆰 １６９ １􀆰 ６１６ ３􀆰 ８２０ １０１􀆰 ６０
０􀆰 ０５４ ２􀆰 １６９ １􀆰 ６１６ ３􀆰 ８２７ １０１􀆰 ９３
０􀆰 ０５６ ２􀆰 ２５０ １􀆰 ６１６ ３􀆰 ８９２ １０１􀆰 １７

表 ４　 各成分含量测定结果 （ｘ±ｓ）

灭菌方法
没食子酸 儿茶素

含量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 损失率 ／ ％ 含量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 损失率 ／ ％
灭菌前 ４２􀆰 ８５±０􀆰 ６２ — １３９􀆰 ８１±１􀆰 １２ —

脉冲式灭菌 ３２􀆰 ０５±１􀆰 ０７ －２５􀆰 ２ ０ －１００􀆰 ００
热压灭菌 ４６􀆰 ３１±１􀆰 ６９ ８􀆰 ０７ ３９􀆰 ２４±１􀆰 １３ －７１􀆰 ９３
湿热灭菌 ４３􀆰 ３０±１􀆰 ４３ １􀆰 ０５ １３２􀆰 ７４±１􀆰 ５５ －５􀆰 ０６
干热灭菌 ５５􀆰 ２１±１􀆰 ８２ ２８􀆰 ８４ １５􀆰 ６９±１􀆰 １１ －８８􀆰 ７８

钴⁃６０ 辐射灭菌 ４１􀆰 ９８±１􀆰 １７ －２􀆰 ０３ １３５􀆰 ２２±１􀆰 ６０ －３􀆰 ２８

菌方法因 “热” “湿” 等问题， 可能会造成药材性状的改

变或有效成分的损失等影响， 其中没食子酸、 儿茶素均可

溶于水， 但对热不稳定， 并且前者遇水易水解， 故湿热、

干热、 脉冲式、 热压灭菌处理后两者含量均有所变化； 钴⁃

６０ 辐射灭菌不会引起温度或相对湿度上升， 穿透力强， 不

易破坏有效成分， 故可在不影响主要成分的前提下有效灭

菌， 可作为买朱尼制剂药材较好的灭菌方法。

除此之外， 钴⁃６０ 辐照剂量的选择也非常重要， 本实验
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考察了能达到最大灭菌效果的最小剂量， 而实际生产中应

尽量减少重复辐照以保证药品质量。 尽管辐射灭菌法具备

许多优点， 但中药成分复杂， 直接进行辐照时其成分、 疗

效、 安全性等方面均会存在隐患， 故需对辐解产物毒性进

行深入研究。 同时， 也应更广泛地探索各种药品、 生药灭

菌的最适宜照射剂量， 使其更安全、 实用、 普遍， 在灭菌

过程中发挥出更大的作用［１８］ 。
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