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[bookmark: _Toc155889621][bookmark: _Toc165070920][bookmark: _Toc168576751][bookmark: _Toc155949834][bookmark: _Toc4016][bookmark: _Toc155950110][bookmark: _Toc168576550]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。
本文件是T/FDSA XXXX—202X《中成药中添加药物的快速检测方法 拉曼光谱法》的第1部分。
T/FDSA XXXX已经发布了以下部分：
——T/FDSA XXXX.1-202X：中成药中添加溴己新药物的快速检测 拉曼光谱法；
——T/FDSA XXXX.2-202X：中成药中添加地西泮药物的快速检测 拉曼光谱法；
——T/FDSA XXXX.3-202X：中成药中添加酚丁类药物的快速检测 拉曼光谱法；
——T/FDSA XXXX.4-202X：中成药中添加吡啰昔康药物的快速检测 拉曼光谱法。
请注意本文件中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。
本文件由中国食品药品企业质量安全促进会提出并归口。
本文件起草单位：河北省药品医疗器械检验研究院、
本文件主要起草人：李挥、

T/FDSA XXXX.1—202X
T/FDSA XXXX.1—202X
[bookmark: _Toc155949893][bookmark: _Toc32616][bookmark: _Toc155949835][bookmark: _Toc155889622][bookmark: _Toc4629]


中成药中添加溴己新药物的快速检测 拉曼光谱法
[bookmark: _Toc155950111][bookmark: _Toc168576552][bookmark: _Toc165070921][bookmark: _Toc22466][bookmark: _Toc168576753]范围
本标准规定了中成药中添加溴己新药物的快速检测方法。
本标准适用于中药粉、中药制剂、中药胶囊中添加溴己新药物的快速检测。
[bookmark: _Toc168576754][bookmark: _Toc155950112][bookmark: _Toc165070922][bookmark: _Toc168576553][bookmark: _Toc23880]规范性引用文件
[bookmark: _Toc11478]下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成对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。
[bookmark: _Hlk167266747]GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法。
[bookmark: _Toc155950113][bookmark: _Toc13750][bookmark: _Toc165070923][bookmark: _Toc168576554][bookmark: _Toc168576755][bookmark: _Toc30492][bookmark: _Toc3362][bookmark: _Toc2068][bookmark: _Toc30226][bookmark: _Toc39659930][bookmark: _Toc10330][bookmark: _Toc6727][bookmark: _Toc27026][bookmark: _Toc28819][bookmark: _Toc24655][bookmark: _Toc1093][bookmark: _Toc942352][bookmark: _Toc25245][bookmark: _Toc14104][bookmark: _Toc6424][bookmark: _Toc2868][bookmark: _Toc942023][bookmark: _Toc1651886]术语和定义
[bookmark: _Toc168576857][bookmark: _Toc168576756][bookmark: _Toc165070924][bookmark: _Toc168576555]本文件没有需要界定的术语和定义。
[bookmark: _Toc165070925][bookmark: _Toc168576858][bookmark: _Toc168576757][bookmark: _Toc168576556][bookmark: _Toc168576580][bookmark: _Toc168576781][bookmark: _Toc10971]原理
不同物质具有与其分子结构相对应的特征拉曼光谱。一般样品经稀释，复杂样品经液液萃取，加表面增强试剂对信号增强，进行拉曼光谱扫描。与标准谱图库中的溴己新特征拉曼位移（1121 cm-1±3 cm-1,1451 cm-1±3 cm-1,1557 cm-1±3 cm-1）进行匹配识别，对样品中的溴己新进行定性判定。
[bookmark: _Hlk167114711][bookmark: _Toc168576581][bookmark: _Toc168576782][bookmark: _Toc25545][bookmark: _Hlk155887929]试剂和材料
[bookmark: _Toc29916][bookmark: _Toc168576783][bookmark: _Toc155950115][bookmark: _Toc165070940][bookmark: _Toc168576582]试剂
除另有规定外，试剂均为分析纯，水为GB/T 6682规定的一级水。
5.1.1 乙酸乙酯，色谱纯。
5.1.2 甲醇，色谱纯。
5.1.3 色素净化管：2 mL离心管 配比：0.12 g无水硫酸镁+0.04 g石墨化炭黑。
5.1.4 碱化试剂：准确称取8 g氢氧化钠，用水定容至100 mL。
5.1.5 促凝剂：称取5.85 g氯化钠，溶于100 mL水中，摇匀，备用，或配制成其他相当的无机盐溶液。
5.1.6 表面增强试剂：纳米金溶胶或相当者。避光，4℃~20℃保存，有效期6个月。
注：表面增强试剂的参考配制方法：纳米金溶胶：取100 mL0.01%氯金酸（AuCl3·HCl·4H2O）水溶液加热至沸，剧烈搅拌下准确加入1.0 mL 1%柠檬酸三钠（Na3C6H5O7）水溶液，金黄色的氯金酸水溶液在2 min内变为红色，继续煮沸15 min，冷却后用蒸馏水补加到100 mL。
5.1.7 溴己新标准品：C14H20Br2N2，CAS号：3572-43-8，纯度≥98%。
5.1.8  溴己新标准溶液：准确称取标准物质0.1000 g，甲醇（HPLC）准确定容至100 mL。保证配制样本浓度为1 mg/mL，于4℃避光保存，有效期1个月。
[bookmark: _Toc16195]材料
5.2.1 塑料具塞离心管：2 mL和10 mL。
5.2.2 移液吸头：200 µL，1000 µL和5000 µL。
[bookmark: _Toc168576799][bookmark: _Toc5019][bookmark: _Toc168576654]仪器设备
[bookmark: _Toc168576655][bookmark: _Toc155950131][bookmark: _Toc165071040][bookmark: _Toc168576800][bookmark: _Toc13976]便携式拉曼光谱仪
稳频激光光源：发射波长为785±1 nm，线宽<0.1 nm，能量≥250 mW；光谱分辨率≤10 cm-1；光谱响应范围300 cm-1~2700 cm-1，或大于该响应范围。
[bookmark: _Toc32134]移液器：100 µL、1000 µL和5000 µL。
[bookmark: _Toc10552]涡旋振荡器。
[bookmark: _Toc13339]离心机：转速≥10000 r/min。
[bookmark: _Toc31545]电子天平：感量为0.01 g和感量为0.0001 g。
[bookmark: _Toc168576807][bookmark: _Toc168576675][bookmark: _Toc31103]分析步骤
[bookmark: _Toc168576808][bookmark: _Toc168576676][bookmark: _Toc155950138][bookmark: _Toc165071074][bookmark: _Toc8962]提取
[bookmark: _Toc168576677]胶囊、粉类样品
取待测样品内部粉末0.5 g，倒入10 mL离心管中；向离心管中加入3000 μL乙酸乙酯，涡旋振荡1分钟，静置1分钟，取1500 μL上清液于2 mL离心管中，10000转/分钟离心30秒；取1000 μL离心后清液于色素净化管中，振荡混匀，10000转/分钟离心30秒；取离心后液体600 μL于2 mL离心管，向其中加入400 μL碱化试剂，振荡10秒后，10000转/分钟离心10秒，取上层清液待测。
[bookmark: _Toc168576678]药丸类样品
将待测样品用洁净容器破碎后取0.5 g，倒入10 mL离心管中；向离心管中加入3000 μL乙酸乙酯，涡旋振荡1分钟，静置1分钟，取1500 μL上清液于2 mL离心管中，10000转/分钟离心30秒；取1000 μL离心后清液于色素净化管中，振荡混匀，10000转/分钟离心30秒；取离心后液体600 μL于2 mL离心管，向其中加入400 μL碱化试剂，振荡10秒后，10000转/分钟离心10秒，取上层清液待测。
[bookmark: _Toc168576679]液体类样品
用移液器（或洁净滴管）吸取1000 μL待测样品，加入到10 mL离心管中；向离心管中加入2000 μL乙酸乙酯，涡旋振荡1分钟，静置1分钟，取1500 μL上清液于2 mL离心管中，10000转/分钟离心30秒；取1000 μL离心后清液于色素净化管中，振荡混匀，10000转/分钟离心30秒；取离心后液体600 μL于2 mL离心管，向其中加入400 μL碱化试剂，振荡10秒后，10000转/分钟离心10秒，取上层清液待测。
[bookmark: _Toc165071075][bookmark: _Toc155950141][bookmark: _Toc7141][bookmark: _Toc168576809][bookmark: _Toc168576698]测定
[bookmark: _Toc168576699]拉曼光谱仪器分析参考条件
激光能量≥250 mW，数据采集时间≥4 s。
[bookmark: _Toc168576700][bookmark: _Toc165071076]表面增强和测定
向检测瓶中依次加入400 μL表面增强试剂（5.1.6），50 μL待测液，100 μL促凝剂（5.1.5），混匀后立即置于检测池中检测。
[bookmark: _Toc27041]质控试验
每批样品应同时进行阴性对照和阳性对照试验。
阴性对照
称取空白试样，按照7.1和7.2步骤与样品同法操作。
阳性对照
准确称取空白试样10 g置于15 mL具塞离心管中，加入100 μL溴己新标准溶液（5.1.8），使待测样本浓度为10 mg/kg，按照7.1和7.2步骤与样品同法操作。
[bookmark: _Toc165071084][bookmark: _Toc19760][bookmark: _Toc168576810][bookmark: _Toc168576707]结果计算和表达
[bookmark: _Toc168576708][bookmark: _Toc6767][bookmark: _Toc168576811][bookmark: _Toc165071085]定性
[bookmark: _Toc165071086]仪器软件将测试结果与标准谱图库中的溴己新进行匹配识别，根据谱图1121 cm-1±3 cm-1,1451 cm-1±3 cm-1,1557 cm-1±3 cm-1处特征拉曼光谱，对样品中的溴己新进行结果判定，当样品的拉曼峰包含该目标物的2个以上特征峰判定为阳性。阴性代表该样品不含有溴己新或者低于检出限，阳性则代表该样品含有溴己新且大于等于检出限。溴己新表面增强拉曼光谱图见附录A.1。
[bookmark: _Toc165071091][bookmark: _Toc28769][bookmark: _Toc168576709][bookmark: _Toc168576812]确证
[bookmark: _Toc165071092]本方法为初筛方法，当检测结果为阳性时，应用其他技术手段进行确证。
[bookmark: _Toc1323][bookmark: _Toc168576710][bookmark: _Toc155950145][bookmark: _Toc165071095][bookmark: _Toc168576813][bookmark: _Hlk167093301]方法性能指标
[bookmark: _Toc168576814][bookmark: _Toc21470][bookmark: _Toc168576711]检出限
本方法检出限为10 mg/kg。
[bookmark: _Toc168576815][bookmark: _Toc168576714][bookmark: _Toc3520]灵敏度
灵敏度应≥95%。
[bookmark: _Toc168576816][bookmark: _Toc168576715][bookmark: _Toc18072]特异性
特异性应≥95%。 
[bookmark: _Toc8005][bookmark: _Toc168576716][bookmark: _Toc168576817]假阴性率
假阴性率应≤5%。
[bookmark: _Toc10124]假阳性率
假阳性率应≤5%。
性能指标计算方法见附录B中表B.1。
[bookmark: _Toc17407][bookmark: _Toc168576723][bookmark: _Toc168576925][bookmark: _Toc168576824][bookmark: _Toc168576725][bookmark: _Toc168576826]

（资料性）
溴己新标准溶液表面增强拉曼光谱图法
[bookmark: _Hlk167434489]图A.1给出了溴己新标准溶液表面增强拉曼光谱图及特征位移（1121 cm-1,1451cm-1,1557 cm-1）。
[image: ]
图A.1 溴己新标准溶液表面增强拉曼光谱图


[bookmark: _Toc168576827][bookmark: _Toc168576726][bookmark: _Toc168576928][bookmark: _Toc19006][bookmark: _Toc168576728][bookmark: _Toc168576829]
（资料性）
快速检测方法性能计算表
快速检测方法性能指标计算表见表B.1。
表B.1 性能指标计算方法
	样品情况a
	检测结果b
	总数

	
	阳性
	阴性
	

	阳性
	N11
	N12
	N1.=N11+N12

	阴性
	N21
	N22
	N2.=N21+N22

	总数
	N.1=N11+N12
	N.2=N21+N22
	N=N1.+N2.或N.1+N.2

	显著性差异(х2)
	2=(|N12-N21|-1)2/(N12+N21),
自由度（df）=1

	灵敏度（p+，%）
	p+=N11/N1.

	特异性（p-，%）
	p-=N22/N2.

	假阴性率（pf-，%）
	pf-=N12/N1.=100-灵敏度

	假阳性率（pf+，%）
	pf+=N21/N2.=100-特异性

	相对准确度，%c
	（N11+N22）/(N1.+N2.)

	注：
N：任何特定单元的结果数，第一个下标指行，第二个下标指列。例如：N11表示第一行，第一列，N1.表示所有的第一行，N.2表示所有的第二列；N12表示第一行，第二列。
a由参比方法检验得到的结果或者样品中实际的公议值结果；
b由待确认方法检验得到的结果。灵敏度的计算使用确认后的结果。
C为方法的检测结果相对准确性的结果，与一致性分析和浓度检测趋势情况综合评价。
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