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摘 要 目的：补充完善《中国药典》中的溶血检查方法，并建立适用于低渗静脉输液的体外溶血测定方法。方法：对《中国药典》

一部和二部附录中的“溶血与凝聚检查法”进行改进，将5个企业共3种规格8个批号的人血白蛋白样品的溶血情况结果判断由人

工目视改为分光光度法测定。于576 nm波长处测定吸光度并计算溶血率，同时测定其渗透压摩尔浓度。结果：样品中低渗人血

白蛋白的溶血率约在12％（渗透压摩尔浓度为191 mOsmol/kg）～60％（摩尔浓度＜100 mOsmol/kg）；不同厂家样品的溶血率与渗

透压摩尔浓度的相关性不一致。 结论：建立的方法适用于低渗静脉输液的体外溶血情况考察。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To supplement and improve the hemolytic inspection methods of Chinese Pharmacopoeia，and to es-

tablish the method for the determination of hematolysis of hypotonic intravenous injection in vitro. METHODS：“Hematolysis and

coagulation method”stated in appendix of Chinese Pharmacopoeia Ⅰand Ⅱ were improved；the absorbance and hemolytic rate of

3 specifications of 8 batches of human serum albumin from 5 manufacturers were determined and calculated by spectrophotometry

instead of visual method at 576 nm；the osmolality of samples were determined. RESULTS：The hemolytic rate of human serum al-

bumin with low osmotic pressure was about 12％（osmolality＝191 mOsmol/kg）-60％（osmolality＜100 mOsmol/kg）. The correla-

tion between hemolytic rate and osmolarity was not consistent among the products from different manufacturers. CONCLUSIONS：

The method is suitable for the hemolysis of hypotonic intravenous infusion in vitro.
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4.2 色谱柱的选择（5 μm和3 μm色谱柱的选择）

本文建立的方法采用色谱柱为C18（100 mm×4.6 mm，3 μm），

规格较特殊，在日常检验工作中不常使用。因此，对可否用常

规的色谱柱替代，笔者做了如下比对试验：选用了 3根不同品

牌的常规C18（250 mm×4.6 mm，5 μm），用系统适用性溶液分别

进样，考察分离效果。结果显示，5 μm 色谱柱中，只有 1根

（Phenomenex）色谱柱能全部检出6个杂质，但杂质B与杂质C

未达到基线分离，且杂质的相对保留时间与EP7.0中标注的完

全不同，其他 2根色谱柱均不能完全分出 6个杂质；而不同品

牌的 3 μm内径的色谱柱能将 6个杂质全部分离出来，且杂质

的相对保留时间与EP7.0基本相同。表明内径3 μm色谱柱的

分离效果明显优于 5 μm 的色谱柱，更有利于杂质的全部检

出。故拟定标准中规定选用特殊规格的色谱柱。

综上所述，本文的色谱系统能完全有效地检出并分离地

奥司明原料药及片剂的有关物质，可有效地控制本品的质量，

优于国家现行质量标准。
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静脉输液的安全性问题历来都为药品研发、生产、使用与

监管部门所密切关注，而静脉输液的渗透压及其导致的溶血

情况与产品安全性密切相关。近年来，国内药学工作者利用

冰点降低法对临床使用的多种注射剂品种进行了渗透压摩尔

浓度考察[1-3]，有力地促进了国内注射剂的质量提升。

由于冰点降低法测得的数据主要反映注射剂中晶体物质

产生的渗透压，因此，单一地采用冰点降低法对低渗注射液进

行考察，往往忽略了药物对血细胞的保护作用以及胶体溶液

产生的胶体渗透压等作用。为了掌握低渗注射液对血液细胞

的真实影响程度，有必要进一步联用溶血试验对静脉注射液

进行安全性考察。

本文以 2010年版《中国药典》一部（中药）[4]和二部（化学

药）[5]附录中收载的“溶血与凝聚检查法”为基础进行了方法改

进，采用供试品溶液直接进行试验，消除了稀释溶剂（生理盐

水，即0.9％氯化钠溶液）对样本渗透压的影响；采用分光光度

计进行检测，提高了方法的客观性和准确性。通对对国内外5

个企业共 3种规格 8个批号的人血白蛋白样品的体外溶血情

况进行了考察，结果表明建立的方法能够客观反映注射液渗

透压对血细胞的影响，可为该类药品的开发研究、药品标准的

科学制订以及临床医师制订给药方案提供一定的参考。

1 材料
1.1 仪器

UV-2401PC 紫外 -可见分光光度计（日本岛津公司）；

SMC30B渗透压摩尔浓度测定仪（天和医疗仪器有限公司）；纯

水机（美国 Poll 公司）；微量移液器（北京吉尔森科技有限公

司）。

1.2 试剂

校正用标准氯化钠溶液（以下简称校正溶液，天津天河医

疗仪器有限公司，批号：080703、080704，渗透压摩尔浓度：

100、500 mOsmol/kg）；0.9％氯化钠溶液（自制，称取氯化钠4.5

g 加水溶解并稀释至 500 ml，渗透压摩尔浓度：289 mOsmol/

kg）。

1.3 样品

市售品人血白蛋白 [国内 A 企业，批号：200810082、

200811088，规格：10％（5 g ∶ 50 ml）；国内 B 企业，批号：

20081227、20081228，规格：20％（10 g ∶ 50 ml）；国内C企业，批

号：20090102，规格：20％（10 g ∶ 50 ml）；国外 D 企业，批号：

TBAB7BJ001，规格：20％（10 g ∶ 50 ml）；国内 E 企业，批号：

20081126、20081128，规格：20％（5 g ∶ 25 ml）]；氯化钠为优级

纯。

新鲜兔血，来自北京维通利华实验动物技术有限公司的

日本大耳白家兔，♂，18周龄，体质量2.3 kg，合格证号：SCXK

（京）2010-0002。

2 方法与结果
2.1 渗透压摩尔浓度的测定

以超纯水调节仪器零点，分别用100、500 mOsmol/kg校正

溶液进行仪器校正。

取 50 µl 供试品置于干燥洁净测试管中，按照 2010年版

《中国药典》三部（生物制品）附录收载的渗透压摩尔浓度测定

法项下要求进行测定[6]。不同生产厂家的人血白蛋白注射液

的渗透压摩尔浓度见表1，表明除国外D企业生产的产品外其

余产品均为低渗注射液。

表1 8批样品渗透压摩尔浓度及溶血率测定结果

Tab 1 Results of osmolarity and hemolytic rate of 8 batches

of samples

生产
企业

A

A

B

B

C

D

E

E

批号

200810082

200811088

20081227

20081228

20090102

TBAB7BJ001

20081126

20081128

阳性对照（超纯水）

阴性对照（0.9％氯化钠溶液）

浓度

10％
10％
20％
20％
20％
20％
20％
20％

规格

5 g ∶50 ml

5 g ∶50 ml

10 g ∶50 ml

10 g ∶50 ml

10 g ∶50 ml

10 g ∶50 ml

5 g ∶25 ml

5 g ∶25 ml

渗透压摩尔浓
度，mOsmol/kg

70

67

154

135

191

280

113

106

0

289

溶血率，
％

48.96

45.90

28.77

43.02

11.89

1.23

59.21

57.72

100

0

2.2 低渗注射液溶血试验

2.2.1 兔血红细胞悬液的制备。取新鲜兔血约20 ml，置于锥

形瓶中，加入两粒玻璃珠，室温下置于摇床中振摇15 min。加

入 0.9％氯化钠溶液约 50 ml，振摇，弃去纤维蛋白，以 3 000 r/

min的速率离心 5 min，弃去上清液，用 0.9％氯化钠溶液洗涤

沉渣，继续以3 000 r/min的速率离心5 min，直至上清液无色透

明。小心移去上清液，用移液管取下层红细胞5 ml，加0.9％氯

化钠溶液至 50 ml，翻转混匀。按表 2中的阳性对照管方法制

备并测定兔血红细胞悬液在576 nm波长处的吸光度（A），调整

红细胞悬液浓度，使A576 nm在0.8～1.4之间。

2.2.2 溶血率的测定方法。由于试验采用可见光波长检测，

考虑到各注射液颜色之间的差异，试验除了制备阴性对照管、

阳性对照管和供试品试验管以外，还设置了供试品本底对照

管，以消除注射液颜色对测定结果的影响。

按照表2分别加入相应溶液制备成各试验管，混匀。

表2 各试验管的制备

Tab 2 Preparation of each test tube

试液

红细胞悬液，ml

0.9％氯化钠溶液，ml

水，ml

样品原液，ml

阴性对
照管

1.0

5.0

阳性对
照管

1.0

5.0

供试品
试验管

1.0

5.0

供试品本
底对照管

1.0

5.0

将各管置于（37±0.5）℃水浴30 min；取出后冰浴10 min，

分别测定 576 nm 波长处的吸光度。溶血率按照下式进行计

算：溶血率＝（A 供试品试验管－A 供试品本底对照管－A 阴性对照管）/（A 阳性对照管－

A 阴性对照管）×100％。

2.3 精密度试验

精密量取0.9％氯化钠溶液15 ml，置于50 ml量瓶中，加水

稀释至刻度，摇匀，以得到的0.27％的氯化钠溶液（渗透压摩尔

浓度为 85 mOsmol/kg）作为供试品溶液，照“2.2.2”项下方法，

平行测定6份。结果溶血率分别为93.33％、93.52％、94.54％、
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94.09％、92.13％、91.33％，平均值为 93.16％，RSD＝1.30％

（n＝6），表明方法精密度良好。

2.4 重复性试验

分别取批号为 200810082的人血白蛋白注射液 6份，照

“2.2.2”项下方法测定，结果溶血率分别为 48.96％、50.23％、

48.57％、48.06％、49.36％、47.66％，平均值为 48.80％，RSD＝

1.88％（n＝6），表明方法重复性良好。

2.5 低渗注射液溶血率考察结果

取不同生产厂家的人血白蛋白样品按照“2.2.2”项下方法

进行测定，结果见表1。

表1结果显示，渗透压摩尔浓度低于200 mOsmol/kg的低

渗人血白蛋白制品均存在不同程度的溶血。当人血白蛋白渗

透压摩尔浓度在 191 mOsmol/kg时，溶血率约为 12％；当渗透

压摩尔浓度降至154 mOsmol/kg时，溶血率迅速升至约30％。

各厂家不同规格的人血白蛋白渗透压摩尔浓度与溶血率

之间的相关性并不完全一致，且不具有白蛋白剂量相关性。

如：E 厂家 2批产品（20％规格）的渗透压摩尔浓度约为 110

mOsmol/kg，溶血率约为60％；A厂家2批产品（10％规格）的渗

透压摩尔浓度约为 70 mOsmol/kg，而溶血率约为 50％。说明

不同厂家采用不同生产工艺和处方对溶血率亦有不同影响，

同时说明单一利用冰点降低法考察摩尔渗透压浓度并不能完

全反映注射液由于低渗导致的溶血状况。

3 讨论
《中国药典》（二部）（化学药）自2000年版开始就收载了冰

点降低法进行渗透压摩尔浓度的测定，并要求静脉输液应尽

可能与血液等渗，且应在标签上注明溶液的渗透压摩尔浓度 [7]。

2010年版的《中国药典》（一部）（中药）和三部（生物制品）也增

订了渗透压摩尔浓度测定法。但冰点降低法测定的摩尔渗透

压浓度主要反映稀溶液的晶体渗透压[8]，对复杂组分注射液尤

其是具有胶体性质的注射液采用溶血法测定其溶血率，较单

纯采用冰点降低法进行渗透压考察结果更加客观。

2010年版《中国药典》中收载的“溶血与凝聚检查法”[4-5]主

要适用于考察药品本身所具有的溶血特性。试验过程中采用

0.9％氯化钠溶液稀释供试品溶液，不适用于由注射液低渗导

致的溶血情况的考察；且结果判断采用人工目视，对于有色供

试品的结果判断存在一定困难。本文对《中国药典》方法进行

了改进，采用供试品溶液直接进行试验，消除了稀释溶剂对样

本渗透压的影响；并采用分光光度法对试验结果进行检测，提

高了方法的客观性和准确性。

方法建立过程中采用阳性对照管溶液在 200～800 nm波

长范围内进行光谱扫描，在可见光区的最大吸收波长为 576

nm；而供试品本底对照管溶液在可见光区无明显吸收，且

A576 nm＜0.05，故本法选择576 nm作为检测波长。

人血白蛋白属于胶体溶液，可维持 70％～80％血浆有效

胶体渗透压[9]。笔者曾采用冰点降低法对国内外人血白蛋白

产品的渗透压进行考察，结果显示当时的国内市场上国产人

血白蛋白渗透压摩尔浓度在 100～200 mOsmol/kg范围内，大

多属于低渗注射液[3]。2010年版《中国药典》（三部）在人血白

蛋白质量标准中首次增加了渗透压摩尔浓度检查项[6]。本试

验结果证实：《中国药典》将人血白蛋白渗透压摩尔浓度规定

在 210～400 mOsmol/kg范围内，能够有效防止低渗人血白蛋

白对使用者造成的影响（本文采用的试验样品为2010年版《中

国药典》实施前收集的市售产品）。

利用溶血试验进一步考察低渗注射液的临床安全性是对

仅凭冰点降低法检查渗透压、间接研究注射液对血红细胞影

响的有效补充，可以更直接准确地反映制剂对血细胞的影

响。建议研发静脉输液品种时除了采用冰点降低法进行渗透

压考察外，还应进行溶血情况考察；临床进行静脉注射液配伍

使用和给药方式研究时，也建议关注输注药液的渗透压摩尔

浓度情况，并进行溶血试验考察，防止由于输注低渗注射液导

致体液渗透压改变而影响患者耐受性甚至导致安全性问题的

出现。
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