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前 言

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。

本文件由国家药品监督管理局提出。

本文件由全国外科植入物和矫形器械标准化技术委员会（SAC/TC110）归口。

本文件起草单位：

本文件主要起草人：



YY/T XXXXX—XXXX

1

注射用透明质酸钠溶液

1 范围

本文件规定了注射用透明质酸钠溶液的材料及要求，描述了相应的试验方法，规定了包装和标签的

内容。

本文件适用于注射用透明质酸钠溶液。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。

GB/T 16886.1 医疗器械生物学评价 第1部分：风险管理过程中的评价与试验

YY/T 0308-2015 医用透明质酸钠凝胶

YY/T 0962-2021 整形手术用交联透明质酸钠凝胶

YY/T 1571 组织工程医疗器械产品 透明质酸钠

《中华人民共和国药典》（2020年版）

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

透明质酸 hyaluronic acid

一种由D-葡萄糖醛酸和N-乙酰基-D-葡萄糖胺通过ß-(1-3)糖苷键连接而成的双糖重复结构单元组

成的线性多糖。每个双糖单元通过ß-(1-4)糖苷键与另一个双糖单元连接起来。透明质酸一般以钠盐形

式存在，即透明质酸钠。

[来源：YY/T 0962-2021，3.1]

注射用透明质酸钠溶液 sodium hyaluronate solution for injection

以透明质酸钠为主要成分的水溶液，还可包含氨基酸、维生素、盐酸利多卡因等其他成分，用于注

射到人体真皮层，主要通过所含透明质酸钠等材料的保湿、补水等作用，来改善皮肤状态。

4 材料

所采用原材料应符合YY/T 1571等相关文件的要求。

5 要求

外观

应为无色透明液体，无任何肉眼可见的异物。若注射用透明质酸钠溶液中含有影响溶液颜色和透明

度的成分，外观应符合制造商的规定。

有效使用量

应为标示装量的90%～120%。

鉴别

5.3.1 化学鉴别
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应呈下列反应：

a) 按照 YY/T 0308-2015 附录 A 方法进行，生成紫红色溶液；

b) 取 1mL 注射用透明质酸钠溶液，加氯代十六烷基吡啶（1→20）2 滴～3 滴，生成白色絮状沉

淀；

c) 取 1mL 注射用透明质酸钠溶液，用铂金丝灼烧，火焰为黄色。

5.3.2 红外鉴别

红外图谱应符合制造商的规定。

透明质酸钠含量

应为标示含量的90%～120%。

其他成分含量

若注射用透明质酸钠溶液中含有氨基酸、维生素、盐酸利多卡因等其他成分，这些成分的含量应在

标称数值范围内。

pH 值

应在6.0～7.6范围内。

渗透压

应在标称数值范围内。

特性黏数

应在标称数值范围内。

透明质酸钠重均分子量及分子量分布

重均分子量应在标称数值范围内，分布系数Mw / Mn应为1.0～3.0。

蛋白质含量

应不大于20 μg/g。

重金属总量

应不大于5 μg/g（以Pb
2+
计）。

紫外吸光度（如适用）

在波长280 nm和260 nm处的吸光度应不大于1.0。

乙醇残留量

应不大于200 μg/g。

无菌

应无菌。

细菌内毒素

应小于0.5 EU/mL。

溶血性链球菌溶血素

应无溶血环。

生物学评价

按照GB/T 16886.1的要求进行生物学评价，评价结果应无不可接受的生物学危害。
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6 试验方法

外观

取成品，按照《中华人民共和国药典》（2020年版）四部通则0904可见异物检查法测定。

有效使用量

取成品，将每支单包装中注射用透明质酸钠溶液按临床使用方式尽量取出，精密称定后除以注射用

透明质酸钠溶液密度得到溶液的体积（若标示装量以质量表示，则无需除以密度），再除以标示装量。

鉴别

6.3.1 化学鉴别

a) 按照 YY/T 0308-2015 附录 A 方法进行，观察溶液颜色；

b) 取 1mL 注射用透明质酸钠溶液，加氯代十六烷基吡啶（1→20）2 滴～3 滴，观察是否生成白

色絮状沉淀；

c) 取 1mL 注射用透明质酸钠溶液，用铂金丝灼烧，观察火焰颜色。

6.3.2 红外鉴别

取注射用透明质酸钠溶液适量，冻干，采用溴化钾压片法，然后按照《中华人民共和国药典》（2020

年版）四部通则 0402 红外分光光度法测定。

透明质酸钠含量

按照附录A的方法测定或按照YY/T 0308-2015附录A的方法（仲裁法）测定。

其他成分含量

按照制造商提供的方法进行测定。附录B、C、D分别给出了注射用透明质酸钠溶液中氨基酸、肌肽、

水溶性维生素、盐酸利多卡因的测定方法。
注：本文件不评价注射用透明质酸钠溶液中添加这些成分的适宜性。

pH 值

取注射用透明质酸钠溶液，按照《中华人民共和国药典》（2020年版）四部通则0631 pH值测定法

测定。

渗透压

取注射用透明质酸钠溶液，按照《中华人民共和国药典》（2020年版）四部通则0632渗透压摩尔浓

度测定法测定。

特性黏数

取注射用透明质酸钠溶液，一般用 0.2mol/L的 NaCl 溶液进行适当稀释，然后按照《中华人民共

和国药典》（2020年版）四部通则 0633 黏度测定法第二法测定。

透明质酸钠重均分子量及分子量分布

按照YY/T 0308-2015附录B的方法测定。

蛋白质含量

按照附录E的方法测定。

重金属总量

取注射用透明质酸钠溶液，按照《中华人民共和国药典》 2020 版四部通则 0821 重金属检查法测

定。
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紫外吸光度（如适用）

取注射用透明质酸钠溶液，用质量浓度为9g/L氯化钠溶液作10倍稀释，按照《中华人民共和国药典》

2020版四部通则0401紫外-可见分光光度法测定，结果需乘以稀释倍数换算成注射用透明质酸钠溶液原

浓度的吸收值。

乙醇残留量

按照附录F的方法测定。

无菌

按照《中华人民共和国药典》2020版四部通则1101无菌检查法测定。

细菌内毒素

取注射用透明质酸钠溶液，按照《中华人民共和国药典》2020版四部通则1143细菌内毒素检查法测

定。

溶血性链球菌溶血素

取注射用透明质酸钠溶液1mL直接接种于血液琼脂平板培养基上，在（37±1）℃恒温箱内培养24h

后观察。

生物学评价

按照GB/T 16886.1的要求进行生物学的评价。

7 包装

注射用透明质酸钠溶液小包装宜采用一次用量包装，优先采用便用式包装设计，适宜的包装型式，

例如装入注射器，注射器锥头套上保护帽，再封装于单包装容器（袋或塑料泡罩）内。

8 标签

包装上应包括以下内容：

a) 产品名称；

b) 生产企业名称和地址；

c) 产品注册证编号；

d) 型号规格；

e) 生产批号或生产日期；

f) 失效日期或使用期限；

g) “无菌”、“灭菌方式”、“一次性使用”、“包装破损禁止使用”等字样或图示；

h) 贮存条件。

外（大、中）包装上应包括以下内容：

a) 生产企业名称和地址；

b) 产品名称；

c) 产品注册证编号，产品技术要求编号；

d) 生产批号或生产日期；

e) 型号规格；

f) 失效日期或使用期限；

g) 贮存条件；

h) 体积、重量；

i) “温度限制”、“湿度限制”等字样或图示。

应包括至少两个附加标签贴附在手术记录和联系卡片中，附加标签应包括以下内容：

a) 产品名称；
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b) 生产企业名称和地址；

c) 产品序列号和/或批号；

d) 注射部位及注射量；

e) 患者姓名和联系方式。
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附 录 A

（规范性）

透明质酸钠含量的测定

A.1 原理

透明质酸钠分子结构中含有乙酰胺基，可在碱性条件下降解生成醋酸钠，醋酸钠在酸性环境和一定

温度下与乙醇反应生成乙酸乙酯，通过检测衍生物乙酸乙酯的含量来计算得出注射用透明质酸钠溶液中

透明质酸钠的含量。

A.2 仪器

气相色谱仪，配备氢火焰离子化检测器（FID）；

电子天平，精度0.1 mg。

A.3 试剂

醋酸钠对照品；硫酸、无水乙醇、氢氧化钠、盐酸、氯化钠均为分析纯或以上级别。

A.4 试验方法

A.4.1 溶液制备

A.4.1.1 硫酸乙醇溶液

量取硫酸15 mL，缓慢加入85 mL无水乙醇中，边加边搅拌，混匀。

A.4.1.2 4 mol/L 氢氧化钠溶液

称取氢氧化钠160 g，加水至1000 mL，搅拌使溶解，放冷后使用。

A.4.1.3 4 mol/L 盐酸溶液

量取盐酸360 mL，加水至1000 mL，摇匀，放冷后使用。

A.4.1.4 0.8 mol/L 氯化钠溶液（稀释剂）

称取氯化钠23.4 g，加水至500 mL，搅拌使溶解。

A.4.1.5 醋酸钠对照品贮备液

称取醋酸钠对照品（120℃干燥2 h后使用）约100 mg，精密称定，置100 mL量瓶中，加稀释剂溶解

并稀释至刻度，摇匀，作为醋酸钠对照品贮备液，2℃～8℃下贮存。

A.4.1.6 标准溶液

临用现配，精密量取醋酸钠对照品贮备液，用稀释剂稀释制成约200 μg/mL的溶液，作为醋酸钠对

照品工作液，按照表A.1制得醋酸钠系列浓度标准溶液。

表 A.1 醋酸钠系列浓度标准溶液

顶空瓶编号 S0（空白） S1 S2 S3 S4 S5

醋酸钠对照品工作液（mL） 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

稀释剂（mL） 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0

醋酸钠理论浓度（μg/mL） 0 40 80 120 160 200

A.4.1.7 供试品溶液制备
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取样品适量(约含透明质酸钠 20 mg)，精密称定，置适宜大小的非玻璃材质的耐热试管（如聚丙烯

管）中，加4 mol/L氢氧化钠溶液10 mL，沸水浴中反应60 min后，取出放冷，加4 mol/L盐酸溶液10 mL

中和，冷却至室温，转移至50 mL量瓶中，加水定容至刻度，摇匀。

A.4.2 色谱条件

以6%氰丙基苯基-94%聚二甲基硅氧烷为固定相的毛细管柱（例如DM-624），30 m×0.53 mm×3 μm；
或其他效能相当的色谱柱；升温程序为：初温40℃，维持5 min，以30℃/min升至220℃，维持5 min，

检测器为氢火焰离子化检测器（FID），检测器温度为250℃，进样口温度为200℃，柱流量：5mL/min，

分流比为1:1（可根据仪器灵敏度进行调整），顶空方式进样，平衡温度为55℃，平衡时间为90 min。

醋酸钠衍生物峰与相邻峰的分离度应不低于1.5。

A.4.3 试验步骤

精密量取供试品溶液1.0 mL于顶空瓶中，在系列浓度标准溶液和供试品溶液中分别加入硫酸乙醇溶

液1.0 mL，摇匀，密封后进样，记录色谱图。

A.4.4 结果计算

以标准溶液浓度（C）对峰面积（A）进行线性回归，得标准曲线，标准曲线的线性系数r应不低于

0.99；根据供试品溶液的峰面积从标准曲线上计算出供试品溶液中醋酸钠的浓度，并按式（A.1）计算

样品中透明质酸钠的含量：

�ℎ = 4.8921×�×�×�
�×1000×�

× 100%···········································(A.1)

式中：

�ℎ——样品中透明质酸钠的含量（%）

�——标准曲线上计算得出的醋酸钠的浓度，单位为微克每毫升（µg/mL）；

�——供试品稀释后体积，单位为毫升（mL）；

�——供试品的取样质量，单位为克（g）；

�——供试品的相对密度，单位为克每毫升（g/mL）；

�——供试品中透明质酸钠的标示含量，单位为毫克每毫升（mg/mL）。

4.8921——透明质酸钠双糖结构单元分子量（401.3）与产生的醋酸钠分子量（82.03）的比值。

理论情况下：

4.8921 =
透明质酸钠重复双糖单元相对分子质量

醋酸钠相对分子质量
=

401.3
82.03
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附 录 B

（资料性）

氨基酸、肌肽含量的测定

B.1 方法一

B.1.1 原理

大部分氨基酸无明显的紫外吸收，在弱碱性溶液中，氨基酸的α-氨基与2,4-二硝基氟苯作用，生

成稳定的2,4-二硝基苯氨基酸，该物质在360 nm下有紫外吸收。通过高效液相色谱检测衍生物含量来间

接计算得出氨基酸的含量。

本方法适用于注射用透明质酸钠溶液中天冬氨酸、谷氨酸、羟脯氨酸、天冬酰胺、丝氨酸、谷氨酰

胺、甘氨酸、苏氨酸、精氨酸、牛磺酸、脯氨酸、丙氨酸、缬氨酸、α氨基丁酸、蛋氨酸、胱氨酸、亮

氨酸、异亮氨酸、组氨酸、鸟氨酸、赖氨酸、酪氨酸和肌肽的测定。

B.1.2 仪器

高效液相色谱仪，配备紫外检测器（UV）；电子天平，精度0.1 mg。

B.1.3 试剂

氨基酸和肌肽对照品；2,4-二硝基氟苯、醋酸钠、冰醋酸、N,N-二甲基甲酰胺、碳酸氢钠、磷酸氢

二钠、磷酸二氢钠（NaH2PO4·H2O）、盐酸均为分析纯或以上级别；乙腈为色谱纯。

B.1.4 试验方法

B.1.4.1 溶液制备

B.1.4.1.1 对照品储备液（除苯丙氨酸和色氨酸以外的 22 种氨基酸和肌肽）

分别称取氨基酸对照品约50 mg，置100 mL量瓶中，加0.1 M盐酸（取盐酸9.0 mL，加水至1000 mL，

摇匀，即得）适量使溶解并稀释至刻度，摇匀。

B.1.4.1.2 对照品溶液（除苯丙氨酸和色氨酸以外的 22 种氨基酸和肌肽）

精密量取对照品储备液1.0 mL至10 mL容量瓶中，加纯化水稀释定容至刻度，摇匀，即得。

B.1.4.1.3 供试品溶液

取适量样品置超滤管中（根据样品中透明质酸钠的分子量，选择适宜的超滤管），4500 rpm离心30

min后取滤液。根据所含氨基酸浓度稀释至适宜浓度。

B.1.4.1.4 0.5 mol/L 的 NaHCO3 溶液

称取8.40 g碳酸氢钠，加水定容至200 mL，摇匀备用。

B.1.4.1.5 体积分数为 1%的 2,4-二硝基氟苯溶液

量取1 mL的2,4-二硝基氟苯，加入99 mL乙腈，摇匀待用。

B.1.4.1.6 pH 7.0 的磷酸盐缓冲液（PBS）

称取8.0 g无水磷酸氢二钠，3.5 g一水合磷酸二氢钠溶于1000 mL纯化水中，完全溶解后将pH调至

7.0。

B.1.4.2 色谱条件

以Inter Sustain AQ-C18 (4.6×250 mm，3 μm)为色谱柱，或其他效能相当的色谱柱；0.05 mol/L

醋酸钠+1% N,N-二甲基甲酰胺，醋酸调节pH至6.5为流动相A，乙腈：水（50：50）为流动相B；进样量：

10 μL；柱温：22℃；检测波长：360 nm；流速：1 mL/min；按照梯度进行洗脱，洗脱梯度见表B.1。
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表 B.1 洗脱梯度

时间（min） 流动相A（%） 流动相B（%）

0 84 16

5 84 16

10 76 24

12 70 30

27 65 35

30 50 50

40 35 65

50 35 65

60 2 98

65 2 98

65.1 84 16

75 84 16

B.1.4.3 试验步骤

分别取对照品溶液、供试品溶液各1mL，分别加入1 mL的0.5 mol/L的NaHCO3溶液和1 mL的1%的2,4-

二硝基氟苯溶液，在60℃加热反应50 min，反应结束使用pH 7.0的PBS定容至25 mL，过0.22 μm的滤膜，

取续滤液10 μL，注入液相色谱仪，记录色谱图。

B.1.4.4 结果计算

按式（B.1）计算样品中氨基酸的含量：

�� = ��×��
��×�

× 100% …………………………………………(B.1)

式中：

��——样品中氨基酸的含量（%）

��——供试品峰面积；

��——对照品的浓度，单位为微克每毫升（µg/mL）；

��——对照品峰面积；

�——供试品中氨基酸的标示含量，单位为微克每毫升（µg/mL）；

B.2 方法二

B.2.1 原理

苯丙氨酸和色氨酸在260nm有紫外吸收，通过外标法可直接计算苯丙氨酸和色氨酸的含量。

本方法适用于注射用透明质酸钠溶液中苯丙氨酸、色氨酸的测定。

B.2.2 仪器

高效液相色谱仪，配备紫外检测器（UV）；电子天平，精度0.1 mg。

B.2.3 试剂

氨基酸对照品；醋酸钠、冰醋酸、N,N-二甲基甲酰胺、盐酸均为分析纯或以上级别；甲醇为色谱纯。

B.2.4 试验方法

B.2.4.1 溶液制备

B.2.4.1.1 对照品储备液（苯丙氨酸和色氨酸）

分别称取氨基酸对照品约50 mg，置100 mL量瓶中，加0.1 M盐酸适量使溶解并稀释至刻度，摇匀。

B.2.4.1.2 对照品溶液（苯丙氨酸和色氨酸）

精密移取对照品储备液1.0 mL至10 mL容量瓶中，加纯化水稀释定容至刻度，摇匀，即得。

B.2.4.1.3 供试品溶液
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取适量样品置超滤管中（根据样品中透明质酸钠的分子量，选择适宜的超滤管），4500 rpm离心30

min后取滤液。根据所含氨基酸浓度稀释至适宜浓度。

B.2.4.2 色谱条件

以Inter Sustain AQ-C18 (4.6×250 mm，3 μm)为色谱柱，或其他效能相当的色谱柱；0.05mol/L

醋酸钠+1% N,N-二甲基甲酰胺，醋酸调节pH至6.5为流动相A，甲醇为流动相B；进样量：20μL；柱温：

40℃；检测波长：260 nm；流速：0.6 mL/min；按照等度进行洗脱，流动相A：流动相B为10：90。

B.2.4.3 试验步骤

精密量取对照品溶液、供试品溶液20 μL，注入液相色谱仪，记录色谱图。

B.2.4.4 结果计算

按式（B.2）计算样品中氨基酸的含量：

�� = ��×��
��×�

× 100% …………………………………………(B.2)

式中：

��——样品中氨基酸的含量（%）

��——供试品峰面积；

��——对照品的浓度，单位为微克每毫升（µg/mL）；

��——对照品峰面积；

�——供试品中氨基酸的标示含量，单位为微克每毫升（µg/mL）；
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附 录 C

（资料性）

水溶性维生素含量的测定

C.1 原理

利用水溶性维生素在210 nm有吸收的特性；样品溶液由高效液相色谱的流动相带入色谱柱内，各组

分在柱内被分离，并进入检测器检测，由积分仪或数据处理系统记录和处理色谱信号，外标法可计算注

射用透明质酸钠溶液中水溶性维生素的含量。

本方法适用于注射用透明质酸钠溶液中烟酸、烟酰胺、泛酸钙、吡哆醛、吡哆醇、硫胺素、生物素、

维生素B12、维生素B2含量的测定。

C.2 仪器

高效液相色谱仪，配备紫外检测器（UV）；电子天平，精度0.1 mg。

C.3 试剂

水溶性维生素对照品；1-己烷磺酸钠、磷酸二氢钾、氢氧化钠均为分析纯或以上级别；乙腈、甲醇

为色谱纯。

C.4 试验方法

C.4.1 溶液制备

C.4.1.1 对照品贮备液 A（生物素）

取对照品约25 mg精密称定，置5 mL量瓶中，0.05 mol/L氢氧化钠稀释至刻度，摇匀，即得。

C.4.1.2 对照品贮备液 B（烟酸、烟酰胺、泛酸钙、吡哆醛、吡哆醇、硫胺素、维生素 B12、维生素 B2）

取对照品约25 mg精密称定，置5 mL量瓶中，加纯化水稀释至刻度，摇匀，即得。

C.4.1.3 对照品溶液

分别精密移取0.1 mL对照品贮备液A和对照品贮备液B，置100 mL量瓶中，加纯化水稀释至刻度，摇

匀，即得。

C.4.1.4 供试品溶液

取适量样品置超滤管中（根据样品中透明质酸钠的分子量，选择适宜的超滤管），4500 rpm离心30

min后取滤液。根据所含维生素浓度稀释至适宜浓度。

C.4.1.5 0.05 mol/L 氢氧化钠溶液

称取2.0 g氢氧化钠，加水定容至1000 mL，摇匀备用。

C.4.1.6 流动相 A（6.5 mmol/L 1-己烷磺酸钠和 50 mM 磷酸二氢钾，磷酸调节 pH 至 3.0）

称取1.22 g 1-己烷磺酸钠和6.8 g磷酸二氢钾，加水定容至1000 mL，摇匀，用磷酸调节pH至3.0，

摇匀。

C.4.1.7 流动相 B

分别取乙腈400 mL、甲醇100 mL、流动相A 500 mL，摇匀。

C.4.2 色谱条件

以Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 (4.6×250 mm，5µm)为色谱柱，或其他效能相当的色谱柱；

6.5 mmol/L 1-己烷磺酸钠和50 mM 磷酸二氢钾，磷酸调节pH至3.0为流动相A，乙腈：甲醇：流动相A



YY/T XXXXX—XXXX

12

（4:1:5）为流动相B；进样量：20μL；柱温：40℃；检测波长：210nm；流速：1 mL/min；按照梯度进

行洗脱，梯度见表C.1。

表 C.1 洗脱梯度

时间（min） 流动相A（%） 流动相B（%）

0 95 5

15 95 5

22 90 10

55 60 40

56 60 40

56.1 95 5

65 95 5

C.4.3 试验步骤

精密量取对照品溶液、供试品溶液20μL，注入液相色谱仪，记录色谱图。

C.4.4 结果计算

按式（C.1）计算样品中维生素的含量：

�� = ��×��

��×�
× 100% …………………………………………(C.1)

式中：

��——样品中维生素的含量（%）

��——供试品峰面积；

��——对照品的浓度，单位为微克每毫升（µg/mL）；

��——对照品峰面积；

�——供试品中维生素的标示含量，单位为微克每毫升（µg/mL）；
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附 录 D

（资料性）

盐酸利多卡因含量的测定

D.1 原理

采用高效液相色谱法（HPLC）检测盐酸利多卡因的含量。将样品溶解于适当溶剂中，然后将溶液通

过HPLC色谱柱进行分离，利用紫外检测器进行检测，在软件中选择最佳的流速和波长，通过读取盐酸利

多卡因的峰面积，采用外标法计算注射用透明质酸钠溶液中盐酸利多卡因的含量。

D.2 仪器

高效液相色谱仪，配备紫外检测器（UV）；电子天平，精度0.1 mg。

D.3 试剂

盐酸利多卡因对照品；磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、磷酸均为分析纯或以上级别、乙腈为色谱纯。

D.4 试验方法

D.4.1 溶液制备

D.4.1.1 1 mol/L 磷酸二氢钠溶液

取12.0 g无水磷酸二氢钠，加水溶解，定容至100 mL。

D.4.1.2 0.5 mol/L 磷酸氢二钠溶液

取7.0 g无水磷酸氢二钠，加水溶解，定容至100 mL。

D.4.1.3 磷酸盐缓冲液

取1 mol/L磷酸二氢钠溶液1.3 mL，0.5 mol/L磷酸氢二钠溶液32.5 mL，置1000 mL量瓶中，加水至刻度，

摇匀。

D.4.1.4 对照品溶液

称取盐酸利多卡因对照品适量，置于50 mL容量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻度，摇匀。

D.4.1.5 供试品溶液

称取样品适量置于10 mL容量瓶中，加流动相稀释至刻度，摇匀，用0.45 μm滤膜过滤，得滤液，即为

供试品溶液。

D.4.2 色谱条件

以EcLipse PLus C18 (4.6×250 mm，5 µm)为色谱柱，或其他效能相当的色谱柱；以磷酸盐缓冲

液-乙腈以体积比50：50混合（用磷酸调pH至8.0）为流动相；流速为1.5 mL/min；检测波长254 nm；柱

温为30℃。

D.4.3 试验步骤

精密量取对照品溶液、供试品溶液各20 μL，注入液相色谱仪，记录色谱图，以外标法按峰面积计

算盐酸利多卡因的含量。

D.4.4 结果计算

按式（D.1）计算样品中盐酸利多卡因的含量：
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�� = �1 × �0×�0

�1×�0
× 10−3 × 100%…………………………………………(D.1)

式中：

��——样品中盐酸利多卡因的含量（%）

�1——盐酸利多卡因对照品的浓度，单位为毫克每毫升（mg/mL）；

�0——供试品溶液中盐酸利多卡因的峰面积；

�0——供试品溶液的体积，单位为毫升（mL）；

�1——盐酸利多卡因对照品峰面积；

�0——样品称样量，单位为克（g）；
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附 录 E

（规范性）

蛋白质含量的测定

E.1 方法一 福林酚法（仲裁法）

E.1.1 原理

福林酚试液能够与溶液中的蛋白质发生有色反应，且其颜色深浅与蛋白质浓度成正比，且在750 nm

处有最大光吸收，可用分光光度计进行测定。

E.1.2 仪器

紫外可见分光光度计；电子天平，精度0.1 mg。

E.1.3 试剂

牛血清白蛋白对照品；水合硫酸铜、水合酒石酸钾钠、无水碳酸钠、氢氧化钠、福林酚试液。

E.1.4 试验方法

E.1.4.1 溶液制备

E.1.4.1.1 试剂 A

称取1.0 g水合硫酸铜（CuSO4·5H2O），加水溶解并稀释至100 mL。

E.1.4.1.2 试剂 B

称取2.0 g水合酒石酸钾钠（KNaC4H4O6·4H2O），加水溶解并稀释至100 mL。

E.1.4.1.3 试剂 C

称取25.0 g无水碳酸钠及5.0 g氢氧化钠，加水溶解并稀释至250 mL。

E.1.4.1.4 试剂 D

临用前，将等量的试剂A及试剂B混合。

E.1.4.1.5 试剂 E

临用前，将1份试剂D及10份试剂C混合。

E.1.4.1.6 试剂 F

临用前，取福林酚试液进行10倍稀释。

E.1.4.1.7 牛血清白蛋白对照品溶液

取牛血清白蛋白对照品适量，加水溶解，并稀释至浓度约200 μg/mL。精密移取上述对照品溶液1.0

mL、2.0 mL、4.0 mL、5.0 mL、10.0 mL稀释至100 mL（浓度约为2μg/mL、4 μg/mL、8 μg/mL、10 μg/mL、

20 μg/mL）。

E.1.4.2 试验步骤

精密移取上述各标准溶液1.0 mL，得到牛血清白蛋白的质量约为2 μg、4 μg、8 μg、10 μg、20 μg
的标准系列溶液，精密移取纯化水1.0 mL作为空白对照管，样品管精密称取样品1.0 g，分别置于具塞

玻璃试管中，于上述各管中加入1.0 mL试剂E，经旋涡式混合器混合，室温放置10 min。加入3.0 mL试

剂F，经旋涡混匀后，在50℃水浴放置10 min，用紫外可见分光光度计测定750 nm处各标准管和样品管

的吸光度。用标准管数据绘制牛血清白蛋白的吸光度－质量曲线。

E.1.4.3 结果计算
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按式（E.1）计算样品中蛋白质的含量：

� = �1
�
…………………………………………(E.1)

式中：

�——样品中蛋白质的含量，单位为微克每克（μg/g）；

�1——标准曲线上读出的样品管中蛋白质的质量，单位为微克（μg）；

�——样品的称样量，单位为克（g）。

E.2 方法二 考马斯亮蓝法

E.2.1 原理

考马斯亮蓝G250具有两种色调，在游离状态下呈红色，与蛋白质结合后转为青色，其颜色深浅与蛋

白质的浓度成正比，且在595 nm处有最大光吸收，可用分光光度计进行测定。

E.2.2 仪器

紫外可见分光光度计；电子天平，精度0.1 mg。

E.2.3 试剂

牛血清白蛋白对照品；考马斯亮蓝G-250、85%磷酸、95%乙醇均为分析纯或以上级别。

E.2.4 试验方法

E.2.4.1 溶液制备

E.2.4.1.1 考马斯亮蓝染色液

称取考马斯亮蓝G-250 100 mg，加95%乙醇50 mL，待考马斯亮蓝溶解后（可以通过超声溶解），再

加85%磷酸100 mL，加水稀释至1000 mL，混匀。滤过，取滤液即得，本染色液应置棕色瓶内，宜配制24

h后使用。如有沉淀产生，使用前需经滤过。

E.2.4.1.2 牛血清白蛋白标准溶液

牛血清白蛋白加水溶解，稀释至浓度约10μg /mL，然后按表E.1配制标准液系列。

表 E.1 牛血清白蛋白标准液系列

棕色试管编号 0（空白） 1 2 3 4 5

牛血清白蛋白标准溶液/mL 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

水/mL 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0

牛血清含量/(μg/mL) 0 2 4 6 8 10

E.2.4.1.3 供试品溶液制备

取样品2 g，精密称定，置10 mL容量瓶中，加水溶解并稀释至刻度，摇匀，从中吸出1 mL置试管中。

E.2.4.2 试验步骤

在标准液系列各试管和供试品试管中，分别加考马斯亮蓝染色液5.0 mL，混匀，室温放置5 min，

如产生气泡，可以通过超声去除，或者倒入比色皿时，沿着比色皿的角落倾倒溶液，排除气泡。在595 nm

波长处测定吸光度。用标准管数据绘制吸光度－浓度曲线。

E.2.4.3 结果计算

按式（E.2）计算样品中蛋白质的含量：

� = �×�
�
…………………………………………(E.2)

式中：
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E——样品中蛋白质的含量，单位为微克每克（μg/g）；

ρ——标准曲线上读得的供试品溶液中蛋白质的浓度，单位为微克每毫升（μg/mL）；

V——供试品溶液的总体积，10 mL；

m——供试品质量，单位为克（g）。
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附 录 F

（规范性）

乙醇残留量的测定

F.1 原理

采用顶空气相色谱法使要测定的乙醇与其他组分分开,用氢火焰离子化检测器检测,用外标法计算

试验结果。

F.2 仪器

气相色谱仪：配备氢火焰离子化检测器（FID）；电子天平：精度0.1 mg。

F.3 试剂

无水乙醇：优级纯或以上级别。

F.4 试验方法

F.4.1 乙醇标准溶液制备

取无水乙醇适量置于容量瓶中，精密称定，用纯化水稀释至刻度，摇匀，制成每1 mL含1 mg的标准

贮备液。在2℃～8℃下储存，有效期为1个月。临用前，取上述标准贮备液稀释成10 μg/mL～200 μg/mL
的系列标准溶液。

F.4.2 色谱条件

以6%氰丙基苯基-94%聚二甲基硅氧烷为固定相的毛细管柱，30 m×0.32 mm×1.8 μm（例如DM-624），

或其他效能相当的色谱柱；柱温：60℃，保持10 min；进样口温度：200℃；检测室温度：250℃。

F.4.3 试验步骤

取样品1 g，精密称定，置顶空瓶中，准确加入纯化水1.0 mL，混合均匀。另精密量取乙醇系列标

准溶液各1.0 mL，置顶空瓶中，准确加入纯化水1.0 mL，混合均匀。将系列标准溶液和样品瓶于80℃温

度下加热30 min，在规定的色谱分析条件下，顶空进样，待乙醇色谱峰流出后，读取乙醇峰的面积值，

绘制峰面积-乙醇浓度曲线，并根据样品溶液中乙醇的峰面积在标准曲线上读出对应的乙醇浓度。

F.4.4 结果计算

按式（F.1）计算样品中乙醇的残留量：

� =
�× �

�+1

2×�
…………………………………………(F.1)

式中：

C ——样品中乙醇的残留量，单位为微克每克（μg/g）；

M ——标准曲线上读出的样品溶液中乙醇的浓度，单位为微克每毫升（μg/mL）；

m ——样品称样量，单位为克（g）；

ρ ——样品密度，单位为克每毫升（g/mL）,如无特别说明，按1.00g/mL计算。
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