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摘要 目的 研究拉曼光谱在 甲 硝 唑注射液定性 、定量分析中 的应用 。 方法 分析 甲硝唑注射液在 酸性 至碱性条件下

拉 曼光谱的变化 ， 并检测 甲 硝唑注射液中 的有关物质 甲 基 硝基 咪唑 的 含量 。 采用 偏最小二乘法 （ 和 主成分

回 归 法 （ 对 甲硝唑注射液进行定量 并将检测结果与 紫外分光光度法进行 比较 结果 酸性 条件 下 甲硝唑注射液在拉曼

光谱图上有明 显差别 ，碱性条件下 ，差异不明显 ，但 在 以 上 甲 硝 唑注射液 变为 暗红 色 。 由于 甲基 硝基咪唑在甲 硝唑 注

射液中的 浓度过低 （
， 因此拉曼 光谱 图中 无法检测到 它的 存在 。 结论 和 两种方 法在 甲 硝唑注射液 的定量上

都能得到满意的结果 。
拉曼光谱与 紫外分光光度 法得 出 的 含量测定结果 ，根据 检验 ， 没有显著差异 （

。
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近来拉曼光谱在科学领域中 的应用 显得 日 益重

要
，
比如在法医学 、生 物学 、诊断学 、材料科学和 药学

等领域
⑴

。 由于水的拉曼散射较 弱 ，许多 研究 人员

对拉曼 光谱在注射液检测 中 的应用进行了大量的考

察 。 但对于活性成分浓度较低 的注 射液
，
如 质

量体积浓度小于 的注射液采 用显微共聚 焦拉

曼进行定量定性分析的研究较 少 。

为探索拉曼光谱在 注射液的快速检 验方 面 的

应用 ，笔者从 定量和 定 性 两方 面 研究 了 甲 硝 唑 注

射液的拉曼光谱 。 甲 硝唑化学 名 为 甲 基 硝基

咪唑 乙醇 （ 图 临 床上 主要 用于厌 氧 菌 感染

的治疗 。 甲 硝 唑注射液是 甲 硝唑 加 氯化钠适量制
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成 的 等渗 灭 菌 水 溶液 。 中 国 药 典 年版 和 英

国 药典 中 甲 硝 唑 注 射液 项 下 分 别 采用高 效

液 相 色谱法和 紫外 可 见 分光光度法测 定 甲 硝唑 的

含量
，
采 用高 效液相 色谱 法测 定 有关物质 甲 基

硝 基咪 唑 （ 图 的含 量 。 许莉莉等研究 了 甲 硝

唑粉末 在 、 激发波长下 的拉曼

光谱 ，结 果发 现 ， 紫外光源激发 的谱 图 只能见 到
一

个 宽峰 ， 可 见 光 源 与 近 红外光 源激发 的光谱 图 型

几乎 完 全相 同 ， 而 且峰型 复杂 可 以 分析 出 甲 硝 唑

的结构信息 。 杨玉 平等研究 了 甲 硝唑 、替 硝 唑 、

奥硝 唑 种 成分 的拉 曼 光谱谱 图 特 征 ， 并运 用

密度 泛 函理论计算 了 种化 合物在气 态单分 子情

况下 的优 化结构 及 其正 则 振 动 频率 。 目 前
，
采 用

拉曼 光谱法 对 甲 硝 唑注射 液进行 的 定性
、 定 量 研

究 尚未 见 报道 。
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图 甲硝唑分子式

图 甲基 硝基咪 唑 分子式

材料与方法

材料和仪器 甲 硝唑 注射 液 （ 上 海百特医疗

用 品 有 限 公 司
，
规 格 ：

，
批 号

， 甲硝唑对照 品 （ 中 国药品生物制 品检定

所 ，
甲 硝唑原料 （ 上海百特医疗用

品有 限公 司 提供 ，
批 号 。 纯化水 自 制

电 阻率 。

激光共焦显微拉曼光谱仪 （

公 司 ） 。 配科研级 奥 林巴斯显微镜 ： 明 暗

场照 明 ，
物镜 工作距离 数值孔

径 ） ，

三维 自 动平 台 。 普析通用 紫外

分光光度仪 安捷伦 液相色谱仪 ，梅特勒 托利

多 计
，
赛多利斯 天平 。

样品配制 与 含量测 定

样品制备 甲硝唑对照品溶液的制备 ： 取 甲

硝唑对照 品适量 ， 用 自 配的生理盐水振摇使其溶解 ，

分别制 成浓 度 为

、 、

的溶液 。 甲 硝唑样 品溶液的制备 ： 取

甲 硝唑原料适量 ， 用 自 配 的生理盐水振摇使其溶解 ，

制成
一

系列浓度 的样品溶液 。

不同 值 甲 硝唑 溶 液样 品 的 制 备 ： 取 配 制

好 的 甲 硝唑溶液样 品 ， 分 别用 稀盐酸 和 氢氧化钠

溶液调节 值 ，
得到 值为 的

一

系列 溶

液 。

含 甲 基 硝 基咪唑 的 甲 硝 唑溶 液 的 制

备 ：精密称取 甲 基 硝基咪唑对照 品 适量加人配

制好的 市售浓度 甲 硝唑溶液 中 ，
振摇使其溶解 ，使 甲

硝唑溶液样品 中 甲 基 硝基咪唑的 含量为 。

不 含 甲基 硝基咪唑的 甲 硝唑溶液 ： 按 中 国药典

年版 甲 硝 唑注射液项下有关物质检查方法测

定 市售 甲 硝唑注射液中 甲 基 硝基咪唑 的含量 ，

结果发现样 品 中未检测 出 甲 基 硝基咪唑 ， 因此

直接采用市售 甲硝唑注射液 。

含量测 定 紫外分光光度法测 定 甲 硝 唑溶

液含量 ：按 中 国药典 年版 甲 硝唑注射液项下含

量测定方法 ， 配制 甲 硝唑对照 品 溶液 ，在 波

长处 测定并计算 出样品含量 。

拉曼光谱法测 定 甲 硝唑溶液含量 ： 取样品溶液

适量置于显微拉曼光学平台 上 ，
显微镜下 聚焦成像 ，

激发波长 到 达样 品表面功率为 狭

缝宽度 仪器分辨率 光谱测试范 围

。 曝光时 间 为保证光谱代表性 ，

每个样 品扫描 次 。

化 学 计 量 学 方法 定量过程采用

分析化学计量学 软件 。 主要应用 的 方法

是偏最小二乘法 （ 和 主成分回 归法 （ 。 采

用预测均方差 （ 、判定系数 （ 等参数对两

种方法结果进行 比较 。

结 果

不 同 甲硝 唑溶 液拉 曼 光谱 在

范 围 内 ， 随着 值减少 范 围 内

拉曼峰发生较大 变化 ， 内 峰逐 渐

消失 。 与 处峰 高逐渐

变 小 （ 见 图 。 经 软件计算 ，

和 处峰属 于环变形 ，
处峰 属 于

变形
，

峰属 于 面 内 摇 摆 。 甲 硝

唑样 品光谱 图在碱性不断增强 （ 的 过程

中 ，拉曼光谱 图 变化 不 明 显 ， 但 甲 硝唑 溶液在

以上
， 溶液颜色变为 暗红 。

甲基 硝基咪唑 的拉 曼 光谱检测 甲 基

硝 基咪唑与 甲硝唑溶液的拉曼光谱 图差别主要表

现在 与 两波数处光谱峰 ，
在

范 围 内 峰形更加复杂 ，但 以上 的 差别在

含有 甲基 硝基咪唑的 甲硝 唑溶液和不含

甲基 硝基咪 唑 甲 硝 唑溶 液 的拉曼 光谱 图 比较 中

不能辨别 （ 见图 。

拉 曼光谱定 量分析 在进行拉曼 光谱含量测

定 中
，
采用 如前所述 个浓度的 甲 硝唑对照品溶液

进 行校 正 ，取 两个 已 知 浓 度 的 样 品 进行 确证 ，
以

区域内 拉曼光谱峰面积进行定量 。

和 两种拟和方式均能得到满意结果 ，
但预

测 均方差结果显示
，

在 甲 硝唑样品 的检测 中略

好于 见表 。
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图 不 同 值 甲硝 唑溶液拉 曼 光谱图 比 较

甲基 硝基咪哇溶液

含 有关物质的甲销挫注射

—

不含有她质的甲續

图 有 关 物质 （ 甲基 硝 基咪唑 ） 溶液 拉曼 光谱 图 比 较

表 与 两种拟 和 方式参 数的 比较

计算 方式
预测均方差

判定 系 数
校 正均方差

运 行指数

拉 曼光谱 与 紫 外 光谱含量 测 定 结 果 比较 分

别采用拉曼 光谱法与紫外分光光度法测 定 个配制

成市售浓度 （
： 的 甲 硝 唑溶液样品 ，

结果见 表 。 采 用 配 对样 本 均 数 检 验
，

， 说明两均数差 别 没有统计

学意义 。

表 拉曼 光谱与紫 外光谱两种

含量 测定方法 的 结果 比较

样 品
拉曼光谱法 紫外分光 光度 法

配制量 （
％ 配制 量

平均

水 分子 和质子 这些 变化 可在拉曼 光谱图 谱变 化中

显示 。

过低浓度样品 的拉 曼光谱 检测信噪 比小 ， 采用

拉 曼光谱检测 有 困 难 本试验中配制 的 含 甲

基 硝 基咪唑 的 甲 硝唑溶 液中 ，
甲 基 硝 基咪唑

的浓度 约 为 试验结果 表 明 ， 此浓 度 的 甲 硝

唑注射液 有 关物质无法在拉曼 光谱中 检 出 中 国药

典 年版二部 甲 硝唑注射液 有关 物质项下 甲

基 硝 基咪唑 的 限度 为 采 用 常规拉曼 光谱

进 行检测 的可 行性更低 尽管表 面增强技术可 以显

著提高 样 品 的检测 灵 敏 度 ， 但 由 于 目 前表 面增强操

作方式的 限制 ， 在进行定量方 面存在 困 难

根据 等
：

的经验 ， 本研究直接 比较了

和 两 种 定量方式 。 和 都是基 于

最小二乘法 ， 首先通过主成 分分析的 方法 对光

谱数据进行降 维 ，
以排除 众 多 化学 图 谱相 互重叠 的

信息 ， 但 因为 选 出 的 主成分 与待 测 属性不
一定

相 关 ， 因而 有可能造 成光 谱信息丢 失 。 是

改进的 将 因 子分 析 与 回 归 分析相 结合 ， 在进

行光谱矩 阵 分析 时考虑 了 待 测 属 性 特 征 的 光谱 区

域
，有 了更大 的权重 。

由 于 水的 拉曼光谱很弱 ， 因此采用拉曼 光谱可

以对 甲 硝唑 注 射液进行检测 虽然拉曼 峰强 度 与样

品浓 度 有线性 比 例 关 系 ， 但 由 于峰强 度 依赖许 多 因

素 ，
如光谱仪 的准直 、

激光功率 、 收 集 光学 系 统 的效

率和试样折射率等 ， 因此 在进 行定 量 分析时须先用

已 知 浓度样 品进 行校 正
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试验中 的受试者损 害进行相应的补偿是伦理原则 的

必然要求 。 然而 ， 目 前我 国这方面做的 工作基本上

是一 片空 白 ， 受试者在 临床试验 中受到损 害 ， 不知 向

谁追究赔偿责任 受试者赔偿权往往难 以落实到位 。

因此
，
政府应尽快建立健全受试者损害补偿机制 ，

以

保障受试者的正 当权益 。 本研究根据对美国药物 临

床试验受试者的损 害补偿现状进行分析 ，
认 为我 国

建立受试者损害补偿机制 的主要任务是解决两大问

题 ： 损害 归责和 补偿机制 。

损 害 归 责 根据侵权法理论 侵权行为有两 种

归责原则 ：
过错责任原则 和 无过错责任原则 。 在药

物 临床试验 中 ， 如果试验 申 办者 和研究者 由 于存在

过错而导致 的受 试者的人 身 损害 ，可适用
“

过错责

任原则
”

由过错方来承担责任 ，对受试者进行赔偿 。

但有时对临床试验中 的行 为进行过错认定时 ，
往往

存在 困难 ；

或者对于无过错行为 而导致 的受试者 的

人 身损害 ， 若依然适用
“

过错责任原则
”

， 使得受试

者受 到损害后得不 到 应有 的赔偿 ， 不利 于保护受试

者 的合法权益 。

为 此
，
建议我 国 确立临 床试验损 害 的无过错归

责原则 。 在药物临床试验中 如 果受试者受到损 害 ，

只要不能明确排除该损 害 与药物试验 的关系 ，无论

临床试验 申 办者或研究者是否有无过错 ，
都必须对

受试者的损 害后果给予赔偿 。 试验者不得 以其对于

损害无过错 、损害是不可预见 的等一般 民法侵权免

责事 由 ，作为理 由来进行抗辩
°

。 对临床试验受试

者损害适用
“

无过错责任
”

， 由于无需考虑 试验 申办

者和研究者的过错 ， 而减轻了 受试者的举证责任 ，扩

大 了法律保护 的损害范 围 ，更有利于保护受试者 的

权利 。 同 时 ， 为保证受试者 明晰其在 临 床研究 中 的

权利 义务 ， 各种救济措施应该明 确地在 知情 同 意 书

中告知受试者 。

补偿机制 可 以借鉴美 国的做法 ，
建立强制 补

偿机制和 自 愿补偿 机制 。 在一些特殊情况下 ，
可 以

建立国家强制补偿机制 ，
如 美 国 的疫苗补偿机制 ，从

而使受试者能够迅速 、及时 、
有效地获得相关救济 。

还 可 以建立机构与 申 办者 自 愿 的补偿机制 ，
他们可

以 为受试者购买临 床试验保险 ，也可 以 由 申 办方 自

己 提供资金作为受试者的损 害补偿资金 。 此外 ， 还

可 以 为受试者提供医疗救助活动 。 因此在借鉴美 国

受试者补偿方案 的 同时 ，
建立具有我 国 自 身特色的

补偿机制 ，
可 以最大限度地保障受试者权益 ，促进我

国 临床试验质量管理规范 的切实实行 。

医学进步是 以研究 为 基础 的 ，
受试者对 医学进

步做 出 的贡献是不言而喻 的 。 因 此
，
在涉及人类受

试者的药物临床试验研究 中 ，必须始终将受试者权

益保护放在首要位置 ， 必须 以受试者生命健康为核

心
，

以受试者知情同 意为前提 ，
以获得及时治疗和赔

偿为保障 目标 ，
明 确 参与 临床试验各方的法律责任

和义务 ，合理分散试验风险 。 从 而使之为促进医学

科学 的 良性发展发挥重要作用 。
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