《生药分析》本科课程实施大纲
《推荐参考版，2020》
说明
本生物药物分析教学实施大纲包括基本信息、课程描述、教学理念、教师简介、先修课程、课程目标、课程教学实施、课程要求、课程考核、学术诚信、课堂规范、课程资源、教学合同等13部分内容。其中课程教学实施是本大纲的主要阐述内容：在主要参考的生物药物分析教材自然章节的基础上分20个讲授单元，总计46学时，（不包含生药分析实验部分）。每一授课单元教学时间依据章节内容分为2课时、4课时不等。以教材自然章节为撰写单元，撰写内容包括教学目标，教学重难点，教学内容，教学过程等。其中教学过程以每一节（90分钟）为单位依次进行撰写，包括具体的课堂设计，采用的教学方法、授课过程，课堂讨论的主题、相关阅读材料、作业内容、课前准备情况、课后反思内容等方面，个别章节依据授课内容做细微调节。本大纲以白秀峰编写的《生物药物分析》为主要讲课参考教材，同时参考何华编写的《生物药物分析》及孙莹和吕洁编写的《药物分析》。
课时安排如下：
	章次
	教学内容
	授课学时

	一
	绪论、生物药物的杂质及安全性检查
	8

	二
	生物药物的微生物限度检查法
	2

	三
	生物药物的酶学分析法
	2

	四
	抗生素类药物的分析
	4

	五
	维生素及辅酶类药物的分析
	2

	六
	核苷与核苷酸类药物的分析
	2

	七
	氨基酸、多肽与蛋白质类药物的分析
	2

	八
	多糖类药物的分析
	2

	九
	酶类药物的分析
	2

	十
	抗体、疫苗与血液制品类药物的分析
	6

	
	合计
	32













	基本信息
课程名称：生物药物分析
课程代码：
课程性质：专业必修
适用专业：
学时学分：32，2
先修课程：《微生物学》、《药理学》、《药物化学》、《生物药剂学》《分子生药学》


上课时间：2019—2020 学年  第 2  学期
上课地点：四川轻化工大学汇南教学楼
答疑时间和方式：课余时间；课堂答疑，组建本门课程学习QQ群，公布教师办公电话及E-mail进行答疑
答疑地点：上课的教室，教师办公室及实验室，网络及电话
授课对象：化工学院生药本科班学生
任课教师：马捷琼
学    院：化工学院
邮    箱：a1032042419@126.com
联系电话：13700950121

















一、课程性质与任务
《生物药物分析》（Biopharmaceutical Analysis）是生物工程制药专业设置的一门专业课。生物药物分析学是一门研究生物药品及其制剂的组成、理化性质、真伪鉴定、纯度检查及其有效成份的含量测定的一门科学。生物药物分析学是整个药学领域中一个重要的组成部分。目的是为了保证人们用药安全、合理、有效，在药品的生产、供应、贮藏、调配以及临床使用过程中都必须经过严格的分析检验。也就是必须运用各种有效的方法（包括物理学、化学、物理化学、生物学和微生物学等方法），在各个环节，控制药品质量。通过学习使学生对药物分析学知识尤其是各种分析方法基本掌握；对各种成分的分析思路清晰；进而理解各种药物进入体内，吸收、分布、代谢、消除等动力学过程。
生物药物分析涉及生物制药工程及相关学科的基础内容，知识点多、抽象概念多、难点多。对于制药相关专业的学生来说，《生物药物分析》是研究与药物相关的药物分析理论、原理与技术及其在药物研究、药品生产、药物质量控制与药品临床应用的基础学科。从上世纪末期开始，现代制药科学已经从以化学模式为主体迅速转向以生物学和化学相结合的新模式，因此，对于化工学院的相关专业来说，《生物药物分析》都在制药学科的发展中起着先导作用。
但是，因为《生物药物分析》具有一杂（机制复杂）、二多（概念多、内容多）、三性（规律性、理论性、系统性）的特点，所以学生一般都会感到内容抽象杂乱、难以记忆、无系统性，学习难度较大。《生物药物分析》教学的基本任务是系统阐述生物药物分析的基本理论和基础知识，使学生掌握扎实的《生物药物分析》基础理论知识、掌握《生物药物分析》的研究方法、技术和手段。同时，积极引导和鼓励学生自主创新，让学生既具备专业的视角，又具有创新的素质。
我们教学的基本任务是传授生物药物分析的基本理论和基础知识，使学生掌握扎实的生物药物分析基础理论知识、掌握生物药物分析的研究方法、技术和手段。同时，积极引导和鼓励学生自主创新，让学生既具备专业的视角，又具有创新的素质。
二、课程学习目标
《生物药物分析》（Biopharmaceutical Analysis）是生物制药专业的一门专业基础课。应用微生物学、分子生物学、免疫学、生物药物分析、有机化学、数学、分析化学、生化工程等学科的理论及其技术成就，检测和研究各种神武药物质量的一门中和性学科。《生物药物分析》是制药专业的专业基础课，在制药专业学生的知识结构中起着承前启后的重要作用。通过学习使学生对药物分析学知识尤其是各种分析方法基本掌握；对各种成分的分析思路清晰；进而理解各种药物进入体内，吸收、分布、代谢、消除等动力学过程。
2、知识方面：
   掌握生物药物分析的基础知识，包括基本理论、研究方法和技术等。如生物药物的杂质检查、生物药物的微生物限度检查法；各种生物药物的检测分析方法等。帮助学生形成生物药物分析的基本观点，明确生物药物分析的基本原理及其应用。
3、能力方面：
要求学生掌握生物药物分析的常用量度法，基本实验技能，如分光光度法和离心机使用；某些代谢物的定性、定量测定。熟悉电泳、层析分离原理和方法。
4、情感与认知方面：
培养学生的合作、交流与创新能力。
总之，顺应时代的发展要求，通过本课程的教与学，培养精通生物药物分析专业知识的制药专业相关复合型人才。
三、课程学习目标与毕业要求指标点对应关系
	课程目标
	毕业要求
	指标点（举例的内容）
	支撑强度

	目标1
	3.认识/分辨生物药物性质与检测方法 
	3-3 能够综合考虑生物药物性质、生物药物检测方法、制药企业、公众健康等因素，识别、选择及优化改进生物药物质量检测方案，体现经济性和创新意识。
	M

	目标2
	6.生物药物检测、制药企业与民众健康
	6-2 了解制药行业相关的技术标准、知识产权、产业政策、法律法规和企业管理体系。
	H

	目标3
	8.职业规范
	8-3 理解生物药物检测理论的核心理念，了解生物药物质量监控的职业性质和责任，在实践中能自觉遵守职业道德和行为规范。
	H

	目标4
	11.项目管理
	11-1掌握项目管理和经济决策的基本知识与方法，能够理解其在解决制药复杂工程问题中发挥的作用。
	M


注：H-强支撑；M-支撑。 
四、课程学时分配与学习目标对应关系
	序号
	章节名称（知识单元）
	课时数
	支撑课程目标及强度
	教学方法

	1
	第一章 绪论
	2
	1（M）
2（M）
	理论讲解

	2
	第二章 生物药物的杂质及安全性检查
	6
	1（H）
2（H）
3（M）
	理论讲解
案例式教学

	3
	第三章 生物药物的微生物限度检查法
	2
	1（H）
2（H）
3（H）
	理论讲解
案例式教学

	4
	第四章 生物药物的酶学分析法
	2
	1（H）
2（H）
3（H）
4（M）
	理论讲解
案例式教学

	5
	第五章 抗生素类药物的分析
	4
	1（H）
2（H）
3（H）
4（M）
	理论讲解
案例式教学

	6
	第六章 维生素及辅酶类药物的分析
	2
	1（H）
2（H）
3（H）
4（M）
	理论讲解
案例式教学

	7
	第七章 核苷与核苷酸类药物的分析
	2
	1（H）
2（H）
3（M）
4（H）
	理论讲解
案例式教学

	8
	第八章 氨基酸、多肽与蛋白质类药物的分析
	2
	1（M）
2（H）
3（M）
	理论讲解
案例式教学

	9
	第九章  多糖类药物的分析
	2
	1（H）
2（H）
3（M）
4（M）
	理论讲解
案例式教学

	10
	第十章 酶类药物的分析
	2
	1（H）
2（H）
3（M）
	理论讲解
案例式教学

	11
	第十一章  抗体、疫苗与血液制品类药物的分析
	6
	1（H）
2（M）
3（M）
	理论讲解

	合计
	32
	
	



五、教学内容和基本要求
	教学内容
	学习要求
	学时

	第一章  绪论
	1、 了解生物药物分析的性质和任务
2、 了解各国药典和生物药物的质量标准
3、 熟悉生物药物的科学管理规范
4、掌握生物药物检验工作的基本程序及内容。
	2

	第二章  生物药物的杂质及安全性检查
	了解生物药物杂质及检测方法；了解生物药物的安全检测。
重点：生物药物各种杂质的性质及检测方法。
难点：生物药物杂质检测的基本原则。
	2

	第三章  生物药物的微生物限度检查法
	1、了解生物药物被微生物污染的范围和原因及质量变化
2、了解生物药物微生物限度检查的意义及综合防止措施
3、理解染菌限度检查原则，熟悉染菌限度检查步骤
控制菌检查法
4、掌握大肠杆菌、沙门菌、绿浓杆菌的检查原理及方法
5、熟悉金黄色葡萄球菌、破伤风杆菌、痢疾杆菌的检查原理及方法，熟悉含抑菌成分的生物药物菌检方法
重点和难点：
1）生物药物被微生物污染后引起的质量变化
2）抑制菌的检查法
	2

	第四章生物药物的酶学分析法
	1、理解酶免疫测定法的概念及基本原理
2、了解酶免疫测定法的分类，戊二醛法的酶联原理及方法
酶免疫测定法的技术要点，了解酶与抗体活性、酶结合物、抗原最适浓度等测定
2、理解液相酶和均相酶免疫标记技术的原理，酶免疫测定法在生物药物分析中的应用实例，理解放射免疫分析法的概念及基本原理
3、熟悉放射免疫分析法的实验条件的建立
重点和难点：
①酶免疫测定法的原理
②酶免疫测定法的类型及操作步骤
	2

	第五章抗生素类药物的分析
	1、了解抗生素类药物的检查项目，微生物检定用标准品抗生素类药物的鉴别，抗生素类药物的鉴别的常用方法
，抗生素类药物的无机杂质、残留溶媒的检查
抗生素效价微生物检定法，抗生素效价管碟法测定结果的影响因素及控制和操作技术，生物统计法在抗生素效价检定中的作用。
2、熟悉β-内酰胺类、氨基糖苷类、四环类、大环内酯类、多烯大环内酯类等结构和鉴别方法
抗生素类药物的杂质检查；熟悉抗生素类药物中高分子杂质、降解产物及异构体的检查，熟悉抗生素效价微生物检定法，抗生素效价测定的生物统计计算步骤，容量分析法，抗生素类药物含量的物理化学测定法
3、理解抗生素效价管碟法测定原理和计算，理解抗生素效价的单位
4、掌握色谱测定法
重点与难点：
1.抗生物素类药物的鉴别
2.抗生物素类药物含量的物理化学测定法
	4

	第六章  维生素及辅酶类药物的分析
	1、熟悉维生素C的鉴别试验
2、了解维生素C的杂质检查，酶A、Q10的鉴别和含量测定方法维生素及辅酶的分类与作用
维生素类药物分析
3、掌握维生素C的含量测定
辅酶类药物分析
重点与难点：
1维生素类药物的分析
2辅酶类药物的分析
	2

	第七章  核苷与核苷酸类药物的分析
	1、了解核苷酸的结构、分类、化学性质嘌呤类核苷酸类药物分析，嘌呤类核苷酸类药物的鉴别方法，熟悉其含量测定方法，了解其杂质检查
2、掌握嘌呤类核苷酸类药物的鉴别方法，熟悉其含量测定方法，了解其杂质检查。
嘧啶类核苷酸类药物分析
重点与难点：
1. 嘌呤类核苷酸药物分析
2. 嘧啶类核苷酸药物分析核苷酸合成代谢过程中的一些抗代谢物，以及它们的作用机理
	2

	第八章  氨基酸、多肽与蛋白质类药物的分析
	1、了解氨基酸的结构与分类、生产制备方法及其其杂质检查，氨基酸的含量分析，甲醛滴定法，蛋白质药物的含量测定方法
2、 熟悉氨基酸的重要理化性质，蛋白质的重要理化质
鉴别与检查，氨基酸与蛋白质药物的鉴别方法，握茚三酮法和非水滴定法的原理，凯氏定氮法、福林酚法的原理
氨基酸和蛋白质的质量分析
重点与难点：
氨基酸与蛋白质类药物的鉴别与检查
	2

	第九章  多糖类药物的分析
	粘多糖
1、熟悉多糖的鉴别试验
2、掌握多糖的含量测定方法
3、了解粘多糖的生物活性测定方法
细菌多糖，细菌多糖的鉴别、检查和含量测定
真菌多糖，真菌多糖多糖的鉴别、检查和含量测定，几种多糖药物的质量分析
重点和难点：
1、掌握粘多糖的分析方法
2、熟悉真菌多糖
	2

	第十章  酶类药物的分析
	1、了解酶的特性与分类
2、理解酶的催化机理与活力单位
3、熟悉影响酶催化反应速度的因素
酶类药物的鉴别与检查
1、熟悉酶类药物的鉴别试验
2、了解酶类药物的检查方法
酶类药物的含量测定与检测方法
1、理解酶类药物的含量测定的原理
2、熟悉酶反应的检测方法
药用酶的质量分析
了解抑肽酶、尿激酶等质量分析方法
重点和难点：
1、掌握多肽类药物的分析方法
2、熟悉基因工程药物
3、了解几种基因工程药物的质量分析
	2

	第十一章  抗体、疫苗与血液制品类药物的分析
	1、了解生物制品的定义、分类、用途和研究进展
2、了解生物制品进行质量控制的意义和标准
生物制品的质量监控
1、物制品的质量监控的主要内容
2、理解生物制品的质量检定的方法和原理
生物制品的质量检定的实例
了解生物制品的质量检定的程序及标准
重点和难点：
1、掌握生物制品的质量控制和分析的方法
2、熟悉几种生物制品
	6



六、课程考核方式及成绩评定方式
1.成绩组成
	序号
	理论课成绩组成
	比例

	1
	平时成绩
	期中测试
	50%
	30%

	
	
	课后作业
	20%
	

	
	
	平时考勤
	30%
	

	2
	期末考试
	
	
	70%

	
	总计
	
	
	100%



2.评分标准
(1) 期中测试
试卷或开卷测试、评分。
(2) 课后作业 
	分数段
	课后作业
	得分

	1
	作业书写清晰；问答及分析题思路明确，结论合理，计算题正确率90%以上；没有抄袭情况。
	90～100分

	2
	作业书写清晰；问答及分析题思路基本明确，结论可行但不够合理，计算题正确率70%至89%；没有抄袭情况。
	70～89分

	3
	作业书写较为清晰；问答及分析题思路基本明确，结论基本可行，计算题正确率60%至69%，没有抄袭情况。
	60～69分

	4
	作业书写基本清晰，问答及分析题思路不正确，计算题正确率低于60%。
	0～59分

	备注
	1.作业每迟交一次，扣2.5分；
2.作业出现抄袭情况，则当次作业为最低等级；
3.具体平时作业成绩的标记方式由老师自己确定；
4.平时作业总成绩为各次作业的平均分。


根据课后作业要求，按百分制评分，按10%折算成总评成绩。
(3) 平时考勤
按照缺席扣10分/次，缺席三次取消期末考试参考资格
(4) 单元测试2
 (5) 期末考试
按照期末考试的标准答案阅卷，按百分制评分，按70%折算成总评成绩。
(6) 成绩汇总示例
	姓名
	期中测试
	课后作业
	期中测试
	期末测试
	期末考试
	总评
	总评成绩计算公式

	张三
	90
	90
	100
	100
	90
	93
	总评成绩=期中测试×50%+课后作业×20%+平时考勤×30%+期末考试×70%

	李四
	80
	80
	90
	90
	80
	83
	

	王五
	90
	90
	80
	80
	70
	77
	

	……
	……
	……
	……
	……
	……
	……
	


说明：以上各项成绩要有相应的书面记录。

(7) 课程目标达成分析
	课程目标达成度评价

	课程目标
	评价依据及方式
	评价内容的目标分值
	平均
成绩
	目标
达成值
	课程分目标达成度

	课程目标1: 使学生理解保证生物药物质量对使用者的身体健康的重要性，掌握药品生产质量监控及检测的基本原理、方法、技术措施和管理模式。
	期中测试
	
	
	
	

	
	期末考试
	
	
	
	

	课程目标2：使学生掌握生物药物质量检测的基本要求和准则，并能够将生物药物质量检测的基本理论、基本知识和技能应用于药品生产实践。
	课后作业
	
	
	
	

	
	期末考试
	 
	
	
	

	课程目标3：基于GMP的具体要求，使学生具有全面的生物药物质量意识，培养学生实事求是的工作作风，严谨的工作态度，严密的工作方法和整洁的工作习惯。
	期末测试
	
	
	
	

	
	期末考试
	
	
	
	

	课程目标4：使学生掌握生物药物质量检测的技术和方法,具有系统的生物药物质量思维和系统化管理的能力, 对生物药物质量生产的全过程进行计划、组织、指挥、协调、控制和评价，以实现项目的目标，从而适应现代医药企业的发展趋势。
	在线测试
	
	
	
	

	
	期末考试
	
	
	
	

	课程达成目标值
	
	达成评价结果
	



七、教材及参考书
1.教材：《生物药物分析》  张怡轩   中国医药科技出版社，2015年
2.参考教材：
1.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
2.《药物分析》       孙莹 吕洁       人民卫生出版社

八、教师简介
    马捷琼，女，1975.3.20.出生，博士，化工学院教师，主要研究方向：天然活性产物。
授课过程
	授课题目
	第一章绪论、生物药物的杂质及安全性检查
	授课日期
	2020年  3月 16 日

	授课班级
	化工学院生药2017本科班
	授课时数
	4
	授课方式
	理论课


【教学目标】
4、 了解生物药物分析的性质和任务
5、 了解各国药典和生物药物的质量标准
6、 熟悉生物药物的科学管理规范
4、掌握生物药物检验工作的基本程序及内容。
【教学重难点】
1. 生物药物的性质与任务
2. 药典与生物药物的质量标准
3. 生物药物的质量科学管理
【教学内容】
1． 药物分析的性质 
1.药学的分支学科，是药学和分析学的交叉学科 
2.包括药物的检验、药物稳定性、生物利用度、药物临床监测和生物药物检定等多方面的定性定量分析 
2． 药物质量标准 
1.药典是国家对药物质量标准及其检验方法所做的技术规定，是药物生产、监控、供应、使用及管理部门共同遵循的法令。 
2.药典一般包括凡例、正文、附录、索引四部分 
3． 药典（药物质量标准、分析方法） 
1.药典是国家对药物质量标准及其检验方法所做的技术规定，是药物生产、监控、供应、使用及管理部门共同遵循的法令。 
2.药典与分析方法 
【教学过程】
教学方法：多媒体教学、重点难点案例教学
教学具体过程（90分钟，学生出勤登记册下发签到作为平时上课考勤，下同不再列出）：
本课程的开始首先出示生物药物分析相关教学幻灯片，展示具体的生产生活中的生物药物分析现象，
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这些现象的发生是因为药物生产和销售等领域监管不达到所致。由此引出本科讲述的内容：药物质量标准：
药典是国家对药物质量标准及其检验方法所做的技术规定，是药物生产、监控、供应、使用及管理部门共同遵循的法令。 
药典一般包括凡例、正文、附录、索引四部分。
以乙酸乙酯为例讲述药物的分析方法和步骤：
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结合ppt讲述生物药物的科学管理 ：
GLP《良好药物实验研究规范》
GMP《良好药品生产规范》
GSP《良好药品供应规范》
GCP《良好药品临床试验规范》
及生物药物检验工作的基本程序及内容
1. 生物药物的分析检验 
2. 药物的取样 
药物的鉴别 
药物的杂质检查 
药物的安全性检查 
药物的含量（效价）测定 
检查报告的书写 .结合具体的事例介绍检查报告的书写。
2.药物的鉴别
药鉴别目的 
判断药物的真伪 
药物鉴别的特点
药物分析的首要任务 
为已知药物的确证试验 
个别分析 
化学鉴别试验要有明确的现象 
鉴别试验条件要准确 
在对生物药物分析主要内容进行讲解的过程中需要根据讲课的进度来调控多媒体课件的出示快慢和节奏，引入的日常生活现象须紧密贴近课堂的内容，尤其要为突破重难点服务，分别从微观到宏观，从理论到具体，从静态到动态多个角度分析和解释生物药物分析研究的主要内容。
（到此课程进行90分钟）
【教学目标】
一  生物药物的杂质及其来源
1、理解药物杂质的概念
2、了解药物杂质的来源
二  生物药物中杂质检查的要求及限量计算
1、掌握杂质限量的概念
2、了解杂质限量检查的要求及特点
三  生物药物中杂质检查的原理
理解生物药物与杂质在理化生方面的差异进行检查的原理
四  一般杂质检查
1、掌握一般杂质检查的规则
2、熟悉氯化物、硫酸盐、铁盐、重金属盐、砷盐等检查方法
3、了解酸碱度、澄清度、易炭化物等检查方法
4、理解费休法测水分的原理。
五 特殊杂质检查及安全性检查
了解异常毒性、热源、升、降压物质、致敏物质的方法
【教学重难点】
重点：
1）生物药物杂质及其来源
2）一般杂质检查：氯化物检查法；溶液澄清度检查法；
3）特殊杂质检查及安全性质检查：异常毒性检查法；
难点：
1）生物药物杂质检查的要求及限量计算
2）生物药物杂质的检查原理
【教学内容】
1、生物药物的杂质及其来源
2、生物药物中杂质检查的要求及限量计算
3、生物药物中杂质检查的原理：（1）利用生物药物和杂质在物理性质的差异；（2）利用生物药物和杂质在化学性质的差异；
4、一般杂质检查：（1）氯化物检查法；（2）硫酸盐检查法；（3）铁盐检查法；（4）重金属检查法；（5）砷盐检查法；（6）酸碱度检查法；（7）溶液澄清度检查法；（8）溶液颜色检查法；（9）易碳化物检查法；（10）残渣；（11）干燥失重检查法；（12）水分检查法。
    5、特殊杂质检查及安全性检查：（1）异常毒性检查法；（2）热源检查法；（3）升压物质检查法；（4）降压检查法；（5）致敏物质检查法；
【教学过程】
对生物药物分析整本教材内容进行总述性介绍：生物药物分析的内容可以分为三个大的部分，
第一篇  生物药物分析学概述 
第二篇  常用生物药物分析方法 
第三篇  各类生物药物的分析检验 
我们会在以后的章节中逐步学习。
首先对生物药物的杂质进行系统的介绍：
1.杂质及其来源 
药物中无治疗作用，或影响药物的稳定型和疗效，甚至对人体健康有害的物质 
药物纯度和一般化学品及试剂的要求不同 
生产过程引入杂质 
2.杂质的种类 
按性质分为影响药物稳定性的杂质、毒性杂质和信号杂质 
按来源分为一般杂质和特殊杂质 
3.杂质检查的原理 
利用生物药物和杂质在物理性质上的差异 
利用生物药物和杂质在化学性质上的差异 
4.药物的杂质检查方法 
1）对照法
限量检查法 （Limit Test）
特点：不需知道杂质的准确含量
在供试品溶液中加入试剂，在一定反应条件下，不得有正反应出现
特点：不需对照品 
2）比较法 
含量测定法：测定杂质的绝对含量，如测定吸收度、pH值等。
特点：准确测定杂质的量，不需对照品 
一般杂质检查
1.一般杂质检查规则  
《药品检验操作标准》规定：
2.遵循平行操作原则
仪器的配对性：如纳氏比色管应配对，刻度线高低相差不超过2mm，砷盐检查时导气管长度及孔的大小要一致
对照品与供试品的同步操作
正确的取样及供试品的称量范围  1g不超过±2%，＞1g不超过±1% 
正确的比色、比浊方法 
检查结果不符合规定或在限度边缘时应对供试管和对照管各复查二份 （到此课程进行30分钟）
3.氯化物检查法 
对照法
测定条件 
1. 标准NaCl溶液 10gCl/ml，50ml溶液中含50～80g的Cl所显浑浊梯度明显，相当于标准NaCl溶液5～8ml。
2. 反应需在硝酸酸性条件下进行，且以50ml供试溶液中含稀硝酸10ml为宜。
同时引出如下问题（幻灯片给出）：
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3. 试剂：硝酸银
4. 供试液和对照液稀释后，再加硝酸银溶液，使生成白色浑浊而不是白色沉淀
5. 避光、暗处放置5分钟后比浊，因氯化银见光易分解。
6. 比浊方法：同置于黑色背景上，自上向下观察。
7. 平行操作原则
干扰及排除
1. 若供试品有色，需经处理后方可检查。 
（1）内消色法：倍量法，如枸橼酸铁铵中氯化物的检查。 
（2）外消色法：如高锰酸钾中氯化物的检查， 可先加乙醇适量，使其还原褪色后再依，法检查。 
2. 当有其它干扰物质存在时，必需在检查前除去
（1）碘中氯化物的检查
（2）碘化物中氯化物的检查
（3）溴化物中氯化物的检查 
3. 不溶于水的有机药物 
（1）加水振摇，过滤，取滤液进行检查。
（2）加热，放冷，过滤，取滤液进行检查。
（3）溶于有机溶剂如稀乙醇、丙酮，可加稀乙醇或丙酮溶解后进行检查。 
澄清度检查法 
检查药物中的微量不溶性杂质，用作注射剂的原料药一般应作此项检查。
1. 检查方法  对照法
2.  浊度标准液的配制
中国药典规定用浊度标准液作为澄清度检查的标准。
反应原理：乌洛托品在偏酸性条件下水解产生甲醛，甲醛与肼缩合生成甲醛腙，不溶于水，形成白色浑浊。
1.00％硫酸肼溶液与10％乌洛托品溶液等量混合配制浊度标准贮备液      
          浊度标准原液               
浊度标准液（5个级号） 
3. 判断:药典中规定的“澄清”，指供试品溶液的澄清度相同于所用溶剂，或未超过0.5号浊度标准液。 
4. 溶剂：水、酸、碱、有机溶剂 
有机酸的碱金属盐类药物强调用“新沸过的冷水” 
有机溶剂残留量测定法：
1. 有机溶剂残留量测定法
    是用以检查药物在生产过程中引入的有害有机溶剂，包括苯、氯仿、二氧六环、二氯甲烷、吡啶、甲苯及环氧乙烷。 
2. 检查方法  中国药典采用气相色谱法检查残留有机溶剂 
色谱条件：
固定相：直径为0.25～0.18mm的二乙烯苯－乙基乙烯苯型高分子多孔小球
载气：氮气
检测器：氢火焰离子化检测器检测
柱温：80～170℃
色谱系统适用性试验：中国药典规定，在残留溶剂测定前应作色谱系统适用性试验。（
三 特殊杂质检查及安全性检查
主要内容：
异常毒性检查法 
热原检查法 
升压物质检查法 
降压物质检查法
致敏物质检查法 
首先需要理解特殊杂质检查的两种类型：特殊杂质检查和痕量安全检查。
特殊杂质检查：特殊杂质相对于一般杂质，它根据某一特定药物的性质、生产方法和工艺条件及贮存过程中发生的变化，可能引入的杂质。品种不同，杂质也不同。在药典中各药物的检查项下，检查方法不外乎前面介绍的各种方法。
痕量安全检查：它们是痕量的存在于生物药物中，对生物体能产生特殊生理作用，严重影响用药安全的杂质，因此这类特殊杂质检查又称为安全性检查。安全性检查又可以分为：
热原检查法，升压物质检查法 ，降压物质检查法，致敏物质检查法 。（到此课程进行20分钟）
异常毒性检查法 ：
用一定剂量的药物按照制定的操作方法和给药途径给予规定体重的某种动物，观察其急性毒性反应，反应的判断以动物死亡与否为终点，实际上是个限量检查。
1.异常毒性检查的原理：
中国药典异常毒性检查方法：
结果判断
2.热原检查法：
热原：不是化学物质，而是微生物代谢产生的
热原检查方法：
兔温法：
原理：
操作方法：
实验前准备：
检查法：
结果判断：
3.升压物质检查法：
原理：
检查法：
降压物质检查法：
是药物中含有某些能够降低血要的杂质，组胺或类组胺。
中国药典中关于降压物质的检查规定。
检查法：
4.致敏物质检查法：
致敏物质检查也是异性蛋白质检查，药物中如果含有异性蛋白，在临床使用时易引起病人多种过敏反应，轻者皮肤出现红斑或丘疹，严重者出现窒息等致命症状。
实验动物：豚鼠
方法：
作业布置及课程预习（5分钟）：
作业：
1.特殊物质检查
2.安全性检查
参考书：
1.《生物药物分析》  白秀峰、张怡轩   中国医药科技出版社
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁       人民卫生出版社




	授课题目
	第三章微生物限度检查法
	授课日期
	2020年3 月23日

	授课班级
	化工学院生药2017本科班
	授课时数
	4
	授课方式
	理论课


【教学目标】
生物药物被微生物污染后引起的质量变化
1、了解生物药物被微生物污染的范围和原因及质量变化
2、了解生物药物微生物限度检查的意义及综合防止措施
生物药物的微生物限度检查法
1、了解染菌限度标准
2、理解染菌限度检查原则
3、熟悉染菌限度检查步骤
控制菌检查法
1、掌握大肠杆菌、沙门菌、绿浓杆菌的检查原理及方法
2、熟悉金黄色葡萄球菌、破伤风杆菌、痢疾杆菌的检查原理及方法
含抑菌成分的生物药物菌检方法
1、了解含抑菌成分的生物药物染菌的原因
2、熟悉含抑菌成分的供试品液的制备方法
【重点和难点】
1）生物药物被微生物污染后引起的质量变化
2）抑制菌的检查法
【教学内容】
1、生物药物被微生物污染后引起的质量变化：（1）生物药物染菌的原因与范围（2）生物药物被微生物污染后引起的质量变化；（3）生物药物微生物限度检查的意义（4）生物药物防止被微生物污染的综合措施
2、生物药物的微生物限度检查法：（1）染菌限度标准；（2）染菌限度检查原则（3）微生物限度检查步骤
3、控制菌检查法：（1）大肠杆菌；（2）沙门菌（3）铜绿假单孢菌；（4）金黄色葡萄球菌；（5）破伤风杆菌；（6）痢疾杆菌；
4、含抑菌成分的生物药物菌检方法（1）含抑菌成分的药物；（2）含抑菌成分药品染菌的原因（3）含抑菌成分供试品的确定（4）含抑菌成分供试液的制备
【教学过程】
第一节生物药物微生物污染后的质量变化及微生物限度检查法
教学方法：多媒体教学结合讲授
教学具体过程（90分钟）：
复习上节学习内容：（5分钟）。
    结合教材，联系实际提出本章主要内容：
1．微生物污染后引起的质量变化 
2．微生物限度检查法 
3．控制菌的检查法 
4．含抑菌成分的菌检方法 
结合ppt对上述内容逐一进行讲解：
微生物污染后引起的质量变化 
然后每个内容具体讲述：
染菌的范围与原因： 
染菌范围： 
染菌原因： 
微生物的特征： 
生产过程和设备： 
制药原料和药物本身的性质： 
药品理化性质改变： 
药品含微生物毒性代谢物： 
药效的变化： 
三 微生物限度检查的意义几国内外菌检限度概况
1微生物限度检查的意义： 
保证药品质量 
检测药物生产工艺的科学性 
染菌限度检查 
2国内外菌检限度概况 
四、防止被微生物污染的综合措施
了解污染来源，杜绝污染机会 
进行微生物限度检查，以控制质量 
加入适量防腐剂，保持药物在较长时间内稳定  
二、微生物限度检查法
1、染菌限度标准 
2、染菌限度检察原则 
检查应符合规定的条件 
供试品需要保持原有状态 
接触用品需要无菌 
防止污染菌种死亡 
可直接判断无需限度检查 
需做相应已知菌对照试验 
控制菌的检查法
限度检查步骤
1、供试品的制备 
供试品的抽样量 
供试液的制备 
2、限度检查方法 
细菌总数的测定： 
霉菌和酵母菌数的测定： 
控制菌的检查： 
3、药检结果判断
[image: https://ss3.bdstatic.com/70cFv8Sh_Q1YnxGkpoWK1HF6hhy/it/u=2403909777,1411810998&fm=21&gp=0.jpg][image: https://ss3.bdstatic.com/70cFv8Sh_Q1YnxGkpoWK1HF6hhy/it/u=333477109,1945916228&fm=23&gp=0.jpg]三、控制菌的检查法
1.大肠杆菌： 
形态特征、 
初步鉴别和分离培养 
生化试验（IMViC） 
检查结果判断与报告

[image: https://ss0.bdstatic.com/70cFvHSh_Q1YnxGkpoWK1HF6hhy/it/u=1624531892,2547589456&fm=21&gp=0.jpg][image: https://ss1.bdstatic.com/70cFuXSh_Q1YnxGkpoWK1HF6hhy/it/u=1917925434,715080071&fm=21&gp=0.jpg]
2.沙门菌： 
形态特征、 
初步鉴别和分离培养 
生化试验（IMViC） 
检查结果判断与报告 


[image: https://timgsa.baidu.com/timg?image&quality=80&size=b9999_10000&sec=1487076075418&di=27ccab233b004f009a3f4939d5b81569&imgtype=0&src=http%3A%2F%2Fwww.yp900.com%2FuploadImages%2Fnewssmallpic%2F201242510432892.jpg][image: https://ss0.bdstatic.com/70cFuHSh_Q1YnxGkpoWK1HF6hhy/it/u=1430330836,3152356270&fm=23&gp=0.jpg]3.铜绿假单胞菌：
形态特征、 
初步鉴别和分离培养 
生化试验（IMViC） 
检查结果判断与报告
控制菌的检查法
[image: https://timgsa.baidu.com/timg?image&quality=80&size=b9999_10000&sec=1487076141308&di=4890609211f4200f1fe46578e4981e3d&imgtype=0&src=http%3A%2F%2Fa4.att.hudong.com%2F03%2F97%2F01300000432220132168975427267.jpg][image: https://timgsa.baidu.com/timg?image&quality=80&size=b9999_10000&sec=1487076185306&di=7459c47e7f6a12530fe985fbabc3499b&imgtype=0&src=http%3A%2F%2Fm.qqzhi.com%2Fupload%2Fimg_5_2948222186D1290552609_23.jpg]4、金黄色葡萄球菌： 
形态特征、 
初步鉴别和分离培养 
生化试验（IMViC） 
检查结果判断与报告

[image: https://ss0.bdstatic.com/70cFvHSh_Q1YnxGkpoWK1HF6hhy/it/u=3814744242,2131393720&fm=23&gp=0.jpg]5、破伤风杆菌： 
形态特征、 
初步鉴别和分离培养 
生化试验（IMViC） 
检查结果判断与报告
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6.痢疾杆菌： 
形态特征、 
初步鉴别和分离培养 
生化试验（IMViC） 
检查结果判断与报告 
四、含抑菌成分的生物药物菌检方法
1、含抑菌成分的药物 
2、含抑菌成分药品染菌原因 
3、含抑菌成分供试品的确定 
4、含抑菌成分供试液制备 
（到此课程进行85分钟）
作业布置及课程预习（5分钟）：
作业：
1.复习本章节内容
2.预习下一章节
参考书：
1.《生物药物分析》  白秀峰、张怡轩   中国医药科技出版社
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁      人民卫生出版社




	授课题目
	第四章 酶法在生药分析中的应用
	授课日期
	2020年3月30日

	授课班级
	化工学院生药2017本科班
	授课时数
	4
	授课方式
	理论课


【教学目标】
概述
1、理解酶免疫测定法的概念及基本原理
2、了解酶免疫测定法的分类
酶免疫测定法的类型及操作步骤
1、理解各种酶免疫测定法的原理
2、熟悉酶免疫测定法的操作步骤
酶联方法
了解戊二醛法的酶联原理及方法
酶免疫测定法的技术要点
1、熟悉酶免疫测定法的实验条件的建立
2、了解酶与抗体活性、酶结合物、抗原最适浓度等测定
其他酶免疫标记技术
理解液相酶和均相酶免疫标记技术的原理
酶免疫测定法在生物药物分析中的应用实例
了解胰岛素的测定
放射免疫分析法简介
1、理解放射免疫分析法的概念及基本原理
2、熟悉放射免疫分析法的实验条件的建立
【重点和难点】
①酶免疫测定法的原理
②酶免疫测定法的类型及操作步骤
【教学内容】
1、概述：（1）酶免疫测定法的分类；（2）酶免疫测定法的原理；
2、酶免疫测定法的类型及操作步骤
3、 酶联方法
4、酶免疫测定法的技术要点（1）酶与抗体的活性测定；（2）结合物的定量测定；（3）酶结合物最适浓度的测定；（4）抗原最适浓度的测定；（5）底物最适时间的测定（6）酶与底物；
5、其他酶免疫标记技术（1）液相酶免疫测定；（2）均相酶免疫测定；
6、酶免疫测定法在生物药物分析中的应用实例
7、放射免疫分析法简介（1）基本原理；（2）测定方法。
参考书：
1.《生物药物分析》  白秀峰、张怡轩   中国医药科技出版社
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁      人民卫生出版社
第一节酶免疫测定技术
教学方法：多媒体教学结合讲授
教学具体过程（90分钟）：
复习上节学习内容：
简单介绍酶免疫测定技术，由此引出本节课讲授的具体内容：酶免疫测定法（到此课程进行20分钟）。
概述：
类型及操作步骤：
酶联方法：
技术要点：
其他酶标志免疫技术：
在生药分析中的应用实例：
酶免疫分析法简介：
（结合多数幻灯片内容播放，相互配合进行讲解。需要理解和识记的内容播放内容教慢）
酶免疫分析是一种非放射性标记免疫分析技术，以酶标记抗原或抗体作为示踪物，由高活性的酶催化底物显色或发光。依据免疫反应后是否需要分离结合的酶标志物可以分为均相和非均相。
酶免疫测定法的原理





酶免疫法测定的类型及操作步骤：
1、 双抗体夹心法：
原理：检测抗原最常用的方法。
操作步骤：
固相抗体---加待检标本----加酶标抗体-----加底物显色
2、 双位点一步法：
原理： 
操作步骤：
3、 间接法
原理：
二、酶免疫测定法技术要点及其他酶免疫测定技术
本节涉及图片较多，需要紧密结合PPT进行讲解。主要按照下面的PPT纲领进行图片和文本的结合讲解。
酶免疫测定法技术要点：
1、 试剂
2、 酶与抗体的活性测定
3、 结合物的定量测定
4、 酶结合物最适浓度的测定
5、 抗原最适浓度的测定
6、 底物的最适时间测定
7、 酶和底物
酶免疫测定法在生药分析中的应用实例 
1、蛇毒的测定 
2、胰岛素的测定 
3、吗啡含量测定 
4、甲状腺激素测定 
5、芍药苷肠内代谢产物分析 
6、用EMIT测定血中利多卡因浓度 
7、氨苄西林的测定 
8、夹心法测定IL-2
放射免疫分析法简介 
基本原理 
测定方法 
RIA在生药中应用实例 
其他酶标志免疫技术
1、 液相酶免疫测定：
2、 均相酶免疫测定：
作业布置及课程预习（PPT给出）：
作业：
1.酶免疫测定技术的原理
2.酶免疫测定技术的应用实例
参考书：
1.《生物药物分析》  白秀峰、张怡轩   中国医药科技出版社
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁      人民卫生出版社
第二节酶法分析
教学方法：多媒体教学结合讲授
教学具体过程（90分钟）：
复习上节学习内容：
复习酶免疫分析法的原理和种类。出示相关教学幻灯片，同时引出本节内容： 
· 酶法分析在生物药物分析中的应用有两个方面 
· 以酶为分析对象 
· 以酶作为分析工具货分析试剂 
· 酶法分析具有独特的优点 
· 特异性强       干扰少 
· 操作简便       样品及试剂用量少 
· 测定快速       灵敏度高
· 酶法分析的原理 
· 酶的定义及性质
酶是具有专一性催化功能的蛋白质，具有以下特性 
· 高效 
· 反应中不变化 
· 并不影响可逆反应的平衡，但显著提高达到平衡的反应速度 
· 酶法测定的原则 
· 酶活性 
· 代谢物浓度 
· 酶底物复合物 
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· 酶法分析的原理 
· 酶反应动力学 
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· 酶试剂的动力学原理 
· 所用酶试剂有三种类型 
· 单酶法 
· 酶偶联法 
· 二底物或多底物的酶反应 
· 测定方法两类 
· 酶反应速率 
· 固定反应时间 
· 单酶试剂的动力学 
· 测定方法为在被测物中加入酶，根据反应的速率或最终产物的浓度求得被测物的含量 
· 酶偶联测定法的动力学 
· 一个酶反应的产物如不能或不易直接测定，需要加另一个酶，把它转变为另一产物然后进行测定
· 酶法分析的检测方法 
· 紫外-可见分光光度法 
[image: http://homepage.ntu.edu.tw/~shihchung/ECX/images/AF2.2.gif]








· 荧光光度法 
· 氧电极法 
· 固定化酶和酶电极法
· 终点测定法 
· 通过直接测定转化前后底物的减少量、产物的增加量或辅酶的变化可以定量测定待测物，称为“终点测定法” 
· 应用终点测定法应满足以下条件 
· 有专一作用于该被测物的酶和酶制剂 
· 能确定酶反应终点 
· 反应中底物减少、产物增加或辅酶的变化等可以借助简便的方法测定 
· 单酶反应测定法 
· 利用底物量的减少测定法 
· 利用产物量的增加测定法 
· 辅酶变化量的测定 
· 偶联指示酶反应测定法 
· 脱氢酶为指示剂 
· 以脱氢酶以外的酶作指示剂 
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· 反应速率法 
· 测定反应初速度，其与被测物质的浓度成正比关系 
· 动力学测定法 
· 酶循环放大分析法 
· 利用酶的底物特异性来放大靶物质的测定方法 
· 仅循环靶物质，减少了样品中存在的其他物质对测定的干扰 
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作业布置及课程预习（PPT给出）：
作业：
1.什么酶分析的终点法？
2.酶分析循环放大法的操作步骤。
参考书：
1.《生物药物分析》  白秀峰、张怡轩   中国医药科技出版社
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁      人民卫生出版社


	授课题目
	第八章 抗生素类药物的分析
	授课日期
	2020年4月2日

	授课班级
	化工学院生药2017本科班
	授课时数
	2
	授课方式
	理论课


【教学目标】
概述
1、了解抗生素类药物的检查项目
2、理解抗生素效价的单位
3、了解微生物检定用标准品
抗生素类药物的鉴别
1、了解抗生素类药物的鉴别的常用方法
2、熟悉β-内酰胺类、氨基糖苷类、四环类、大环内酯类、多烯大环内酯类等结构和鉴别方法
抗生素类药物的杂质检查
1、熟悉抗生素类药物中高分子杂质、降解产物及异构体的检查
2、了解抗生素类药物的无机杂质、残留溶媒的检查
抗生素效价微生物检定法
1、熟悉抗生素效价微生物检定法
2、理解抗生素效价管碟法测定原理和计算
3、了解抗生素效价管碟法测定结果的影响因素及控制和操作技术
生物统计法在抗生素效价检定中的应用
1、了解生物统计法在抗生素效价检定中的作用
2、熟悉抗生素效价测定的生物统计计算步骤
抗生素类药物含量的物理化学测定法
1、熟悉容量分析法
2、了解光谱测定法
3、掌握色谱测定法
【重点与难点】
1.抗生物素类药物的鉴别
2.抗生物素类药物含量的物理化学测定法
【教学内容】
1、概述：（1）抗生素类的标示量；（2）抗生素类微生物鉴定用标准品；
2、 抗生素类药物的鉴别：（1）β-内酰胺类抗生素的鉴别；（2）氨基糖苷类抗生素的鉴别；（3）四环类抗生素的鉴别；（4）大环内酯类抗生素的鉴别；
3、 抗生素类药物的杂质检查：（1）抗生素产品中的高分子杂质、降解产物及异构体的检查；（2）无机杂质的检查；（3）溶媒残留量的检查；
4、 抗生素效价微生物检定法：（1）微生物检定方法；（2）管碟法的原理；（3）影响抗生素效价测定结果的因素及控制；（4）抗生素效价管碟法测定操作技术
5、 生物统计法在抗生素效价检定中的应用
6、 抗生素类药物含量的物理化学测定法：（1）容量法；（2）光谱测定法；（3）色测定法谱；（4）HPLC测定法；
【教学过程】
第一节抗生素类药物的分析
教学方法：多媒体教学结合讲授
教学具体过程（90分钟）：
复习上节学习内容：
    请每个学习小组回答上节课的讨论问题（5分钟），教师评价记入登分册。
出示相关教学幻灯片，展示生活中常见的抗生素相关现象，由此引出本节课讲授的具体内容：
（到此课程进行20分钟）：
抗生素定义：
是对各种病原微生物有强大的抑制或杀灭作用的药物。它们是细菌、放线菌和真菌等微生物的代谢产物
抗生素来源：
1. 生物合成（发酵）   
2. 化学合成或半合成
分类（按结构与性质）：
    β–内酰胺类、氨基糖苷类、
    四环素类、大环内酯类、
    氯霉素类、多肽类、抗肿瘤类
    林可霉素类、其他抗生素类
抗生素产品质量常规检定包括： 
鉴别试验        异常毒性试验 
无菌试验        热源试验 
降压试验        酸碱度测定 
水分测定        溶液澄明度测定 
效价测定        其他检查
抗生素的药效标示量
抗生素效价是以它的生物活性来衡量其活性标准，以效价的高低作为抗生素质量的相对标准。 
可以用两种效价单位来表示： 
稀释单位 
重量单位 
类似重量单位 
重量折算单位 
特定单位 
半合成青霉素及头孢菌素类 
抗生素微生物检定用标准品
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青霉素类                           头孢菌素类
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抗生素的鉴别：
β-内酰胺类抗生素的鉴别
常用试剂：
青霉素酶法试验
红外吸收光谱
紫外吸收光谱
茚三酮反应
色谱法
氨基糖苷类抗生物的鉴别
四环素类抗生素的鉴别
大环内酯抗生素的鉴别
多烯大环内酯抗生素的鉴别
利福霉素抗生素的鉴别
多肽类抗生素的鉴别
抗生素类药物杂质的鉴定：
1、 高分子杂质、降解产物及异构体的检查
2、 无机杂质的检查
3、 溶媒残留量的检查
抗生素效价微生物检定法
微生物检定方法：
抗生素效价管碟法测定原理与计算
影响抗生素效价管碟法测定结果的因素及其控制
抗生素效价管碟法测定的操作技术
生物统计法在抗生素效价检定中的应用
1、 生物统计法在抗生素效价检定中的应用
2、 基本概念
3、 抗生素效价测定生物统计计算步骤：
抗生素类药物含量的物理化学测定方法
1、 容量法
2、 光谱学测定法
3、 色谱法测定
4、 高效液相法测定
（90分钟）
作业
1.简述抗生素类药物。
2.预习下一节讲述内容。
参考书：
1.《生物药物分析》  白秀峰          中国医药科技出版社 
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁      人民卫生出版社
	授课题目
	第六章维生素及辅酶类药物
	授课日期
	2020年4月6日

	授课班级
	化工学院生药2017本科班
	授课时数
	2
	授课方式
	理论课


【教学目标】
概述
了解维生素及辅酶的分类与作用
维生素类药物分析
1、熟悉维生素C的鉴别试验
2、了解维生素C的杂质检查
3、掌握维生素C的含量测定
辅酶类药物分析
了解辅酶A、Q10的鉴别和含量测定方法
【重点与难点】
1维生素类药物的分析
2辅酶类药物的分析
【教学内容】
1）概述
2）维生素类药物的分析
3）辅酶类药物的分析；
教学方法：多媒体教学结合讲授
教学具体过程（90分钟）：
复习上节学习内容：
请每个学习小组回答上节课的讨论问题，教师评价记入登分册。
出示相关教学幻灯片，展示生活中常见的脂类物质，由此引出本节课讲授的具体内容：
1）概述
2）维生素类药物的分析
3）辅酶类药物的分析；
· 维生素的基本慨念 
· 生物体内一类量微，化学结构各异，有特殊功能的小分子有机化合物
· 天然食物的一种成分,不能供应能量,为一种活性物质，不是组织细胞的结构成分，对机体代谢起调节作用
· 维生素需求量很少，以mg计算。
· 大多数维生素在体内不能合成,需从外界摄取
· 通过辅酶或辅基形式参与体内酶促反应体系
· 人体内维生素缺乏时,会发生一类特殊的疾病,称维生素缺乏症 
· [image: ]维生素与辅酶辅基的关系




· 维生素C，又名抗坏血酸
· 组成与性质:为白色粉末,无臭,味酸,易溶于水,不溶于乙醚,具右旋光性
· 生产工艺（两步发酵法）
A: D-G →D-山犁醇→ D-山犁糖→双丙酮-L-山犁糖→双丙酮-L-古洛糖酸→2-酮-L-古洛糖酸→Vc 
B: D-山犁醇→L-山犁醇→2-酮-L-古洛糖酸→Vc
[image: ][image: ]
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鉴别实验
杂质检测试验
含量测定
维生素B2，VB12、
辅酶类药物：
1、辅酶A
概述
鉴别
杂质检测
效价测定
2、辅酶Q10
概述
鉴别
杂质检测
效价测定
（90分钟）
作业1.简述维生素类药物
 2.预习下一节讲述内容。
参考书：
1.《生物药物分析》  白秀峰、张怡轩   中国医药科技出版社
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁      人民卫生出版社























	授课题目
	第七章核酸与核苷酸类药物
	授课日期
	2020年4月9日

	授课班级
	化工学院生药2016本科班
	授课时数
	2
	授课方式
	理论课


【教学目标】
概述
了解核苷酸的结构、分类、化学性质
嘌呤类核苷酸类药物分析
掌握嘌呤类核苷酸类药物的鉴别方法，熟悉其含量测定方法，了解其杂质检查。
嘧啶类核苷酸类药物分析
了解嘌呤类核苷酸类药物的鉴别方法，熟悉其含量测定方法，了解其杂质检查
【重点与难点】
1. 嘌呤类核苷酸药物分析
2. 嘧啶类核苷酸药物分析核苷酸合成代谢过程中的一些抗代谢物，以及它们的作用机理
【教学内容】
1）概述
2）嘌呤类核苷酸药物分析
3）嘧啶类核苷酸药物分析；
第一节核苷酸类药物分析
教学方法：多媒体教学结合讲授
教学具体过程（90分钟）：
出示相关教学幻灯片，展示生活中常见的核酸化合物，由此引出本节课讲授的具体内容：
概述：
1、 核酸的结构与分类简介
2、 核酸的化学性质
嘌呤类核苷酸药物分析 
鉴别：
戊糖的鉴别 
苔黑酚反应 
二苯胺反应 
与间苯三酚反应 
嘌呤的鉴别 
磷酸的鉴别 
特征吸收光谱 
熔点鉴别 
检查：
1、 一般检查
2、 蛋白质检查
3、 有关物质
含量测定
实例分析：
1、 肌苷的质量分析
结构
性状
鉴别
检查
含量测定
2、 三磷酸腺苷二钠的质量分析
结构
性状
鉴别
检查
含量测定
嘧啶类核苷酸药物分析 
鉴别 
检查 
含量测定 
紫外分光光度法 
电位滴定法 
实例分析：
3、 氟尿嘧啶的质量分析
结构
性状
鉴别
检查
含量测定


	授课题目
	第八章氨基酸、多肽与蛋白质药物的分析（1）
	授课日期
	2020年4 月13日

	授课班级
	化工学院生药2017本科班
	授课时数
	2
	授课方式
	理论课


【教学目标】
概述
1、 了解氨基酸的结构与分类、生产制备方法
2、 熟悉氨基酸的重要理化性质
3、 熟悉蛋白质的重要理化性质
鉴别与检查
熟悉氨基酸与蛋白质药物的鉴别方法，了解其杂质检查。
氨基酸的含量分析
1、 掌握茚三酮法和非水滴定法的原理
2、 了解甲醛滴定法
蛋白质药物的含量测定
1、 了解蛋白质药物的含量测定方法
2、 熟悉凯氏定氮法、福林酚法的原理
氨基酸和蛋白质的质量分析
1、 了解甘氨酸等质量分析
2、 了解胰岛素鉴别和检验，熟悉其效价测定方法
【重点与难点】
1. 氨基酸与蛋白质类药物的鉴别与检查
【教学内容】
1、概述：（1）氨基酸的结构与分类；（2）氨基酸的重要的物理化学性质；（3）蛋白质化学组成与分子量；（4）蛋白质物理化学性质；
2、鉴别与检查
3、氨基酸的含量分析：（1）茚三酮反应法；（2）甲醛滴定法；（3）非水滴定法；
4、蛋白质药物的含量测定：（1）凯氏定氮法；（2）双缩尿法；（3）福林酚试剂法； （4）紫外吸收法（5）考马斯亮蓝染色法；
5、氨基酸和蛋白质的质量分析
教学方法：多媒体教学结合讲授
教学具体过程（90分钟）：
展示相关ppt文件，由此引出本节课讲授的主要内容：
· 概  述
· 氨基酸的重要理化性质 
· 氨基酸的旋光性和光吸收 
· 氨基酸的酸碱性质 
· [image: Fig 05-03a.GIF006                                              000035DESumanas' Hard Drive            B4EBCDA7:][image: ]







· [image: QQ截图20130921201526.png]氨基酸的重要理化性质 
· 氨基酸与亚硝酸反应 
· 氨基酸的重要理化性质 
· 氨基酸与酰基化试剂反应 

· 氨基酸的重要理化性质 
· 烃基化反应 
[image: 2.png]




· 氨基酸的重要理化性质 
· α-羧基参加反应 
· α-羧基与α-氨基共同参加的反应 
· [image: ]与茚三酮反应 
· 氨基酸的重要理化性质 
· 侧链R基参加的反应 
· 酪氨酸的酚基反应 
· 组氨酸的侧链咪唑基反应 
· 精氨酸的侧链胍基反应 
· 色氨酸的侧链吲哚基反应 
· 蛋白质的化学组成与分子量 
· 20种常用氨基酸，平均含氮量16%
· 分子量变化范围大，不含辅基的蛋白质氨基酸残基平均分子量为110

[image: ]





· 蛋白质的物理化学性质 
· 高分子有机物 
· 沉降系数 
· 摩擦系数 
· 扩散系数 
· 微分比容 
· 溶液的粘度 
[image: ]






· 蛋白质的物理化学性质 
· 两性解离 
· 与茚三酮反应 
· 双缩脲反应 
· 福林酚反应 
· 紫外吸收 
· 鉴别与检查
[image: ]





· 鉴别 
· 氨基酸的鉴别 
· 旋光性 
· 红外光谱 
· 紫外吸收 
· 与茚三酮反应 
· 纸层析 
· 鉴别与检查
· 鉴别 
· 蛋白质类药物的鉴别 
· 与茚三酮反应 
· 福林酚反应或双缩脲反应 
· 紫外吸收 
· 鉴别与检查
[image: http://basic.shsmu.edu.cn/jpkc/wsjjx/caj/images/c9_02/001.gif]




· 

· 检查 
· 一般检查 
· 蛋白质检查 
· 有关物质 
· 纯度
· 氨基酸含量分析
[image: http://elec.wanfangdata.com.cn/qikan/periodical.articles/haixyx/haix2000/0002/image2/t3002.gif]





· 茚三酮反应法 
· 允许测定范围：0.5-50微克氨基酸 
· 滴定法 
· 甲醛滴定法 
· 非水滴定法 
· 导数分光光度法 
· HPLC或氨基酸自动分析仪法 
· 蛋白质药物含量分析
· 凯式定氮法 
· 常量法：相当于含氮量25-30mg
· 半微量法：相当于含氮量1-2mg
· 双缩脲法 
· 常量法：测定范围为1-10mg蛋白质/ml
· 微量双缩脲法： 0.1-1.0mg蛋白质/ml
· 福林酚试剂法 
· 蛋白质药物含量分析
· 紫外吸收法 
· 280nm光吸收法：0.01-0.1mg/ml
· 280nm和260nm光吸收差法 
· 考马斯亮蓝G-250染色法 
· 测定范围为 0.01-1.0mg蛋白质/ml
· 生物检定法 
（90分）。
作业：
1.氨基酸药物分析常用方法
2.蛋白质药物常用分析方法
参考书：
1.《生物药物分析》  白秀峰、张怡轩   中国医药科技出版社
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁      人民卫生出版社




	授课题目
	第八章氨基酸、多肽与蛋白质药物的分析（2）
	授课日期
	2020年4月16日

	授课班级
	化工学院生药2016本科班
	授课时数
	2
	授课方式
	理论课


【教学目标】
概述
1、理解多肽因子类药物的定义
2、了解了解基因工程药物的质量控制
多肽因子类药物的鉴别与检查
1、了解多肽因子类药物的鉴别方法，理解免疫印迹法原理
2、了解多肽因子类药物的检查方法
多肽因子类药物的含量测定与活性测定
1、了解多肽因子类药物的含量测定
2、熟悉多肽因子类药物的活性测定方法
几种多肽药物的质量分析
了解IFN、IL、CSF、EPO的质量分析方法
【重点和难点】
1、掌握多肽类药物的分析方法
2、熟悉基因工程药物
3、了解几种基因工程药物的质量分析
【教学内容】
1）概述
2）多肽药物的鉴别与检查
3）多肽药物的含量测定和活性测定
4）几种多肽药物的质量分析；
教具︰教学多媒体
教学方法：多媒体教学结合讲授
教学具体过程（90分钟）：
出示相关教学幻灯片，展示生活中常见的多肽因子类药物。与幻灯片内容相互配合进行讲解。需要理解和识记的内容播放内容教慢。
目录 
基因工程药物的
质量控制和分析
基因工程药物的种类
     基因工程DNA重组药物主要成分为多肤或蛋白质类，大致可分为以下三大类：
1. 激素类及神经递质类药物：人生长激素释放抑制因子（human somatotin )，人胰岛素（human insulin)，人生长激素（human growth hormone）
2.  细胞因子类药物：人干扰素（human interferons），人白细胞介素（human interleukina)，集落刺激因子（colony-stimulating factors，CSF)，促红细胞生成素（erythropoietin，EPO）
3. 酶类及凝血因子类药物：单克隆抗体、疫苗、基因治疗药物、白介素、生长因子、内啡肽、反义药物、人生长激素、促红细胞生成素、肿瘤坏死因子等。
· 基因工程类药物质量控制特点
· 基因工程类药物质量需全面控制 
· 原材料的质量控制 
· 培养过程的质量控制 
· 纯化过程的质量控制 
· 最终产品的质量控制 
· 主要通过一级结构的质控来实现 （到此课程进行15分钟）
质量控制
宿主细胞中表达的外源基因，在转录翻译精制工艺放大过程中都可能发生变化。因此，从原料以及制备全过程都必须严格控制条件和鉴定质量。
一、 原材料的质量控制
原材料的质量控制：
确保编码药品的DNA序列的正确性，重组微生物来自单一克隆，所用质粒纯而稳定，以保证产品质量的安全性和一致性。
⒉ 应提供表达载体的名称、结构、遗传特性及各组成部分（如复制子、启动子）的来源与功能，构建中所用位点的酶切图谱，抗生素抗性标记物；
⒊ 应提供宿主细胞的名称、来源、传代历史、检定结果及其生物学特性；
⒋ 须阐明载体引入宿主细胞的方法及载体在宿主细胞与载体结合后的遗传稳定性；
⒌ 提供插入基因与表达载体两侧端控制区内的核苷酸序列，详细叙述在生产过程中启动与控制基因在宿主细胞中表达的方法及水平等。
培养过程的质量控制
在工程菌的贮存中，要求种子克隆纯而稳定；
在培养过程中，要求工程菌所含的质粒稳定，始终无突变；
在重复生产发酵中，工程菌表达稳定；
始终能排除外源微生物污染。
   生产基因工程产品应有种子批系统，并证明种子批不含有致癌因子，无细菌、病毒、真菌和支原体等污染，并由原始种子批建立生产用工作细胞库。
    原始种子批须确证克隆基因DNA序列，详细叙述种子批来源、方式、保存及预计使用期，保存与复苏时宿主载体表达系统的稳定性。
    对生产种子，应详细叙述细胞生长与产品生成的方法和材料，并控制微生物污染；提供培养生产浓度与产量恒定性数据，依据宿主细胞-载体系统稳定性，确定最高允许传种代数；
    在培养过程中，应测定被表达基因分子的完整性及宿主细胞长期培养后的基因型特征；依宿主细胞-载体稳定性与产品恒定性，规定持续培养时间，并定期评价细胞系统和产品。
     培养周期结束时，应监测宿主细胞-载体系统的特性，如质粒拷贝数、宿主细胞中表达载体存留程度，含插入基因载体的酶切图谱等。
纯化工艺过程的质量控制
    产品要有足够的生理和生物学试验数据，确证提纯物分子批间保持一致性；外源蛋白质、DNA与热源质控制在规定限度以下。
    在精制过程中能清除宿主细胞蛋白质、核酸、糖类、病毒、培养基成分及精制工序本身引入的化学物质，并有检测方法。
目标产品的质量控制
    基因工程药物的质量控制主要包括以下几项要求:产品的鉴别、纯度、活性、安全性、稳定性和一致性。它需要利用生物化学、免疫学、微生物学、细胞生物学和分子生物学等多学科的理论与技术所建立的鉴定方法。
基因工程药物的开发研制
· 工程细胞的构建与实验室小量研究试验阶段 
· 中试与质量检定阶段 
· 临床研究 
· 试生产与正式生产阶段
· 六、基因工程药物制造检定规程
· 选取生产菌种 
· 发酵培养 
· 收集菌体 
· 浓缩和分离纯化 
· 除菌 
· 最终产品的质量控制
· 最终产品的质量控制 
· N-末端15个氨基酸序列分析 
· 肽图分析 
· 测定分子量 
· 纯度测定 
· 等电点测定 
· 紫外光谱 
· 外源性DNA测定 
· 效价测定 
· 无菌、热源、毒性和安全试验 
产品药物的分析
一、 产品的鉴别
    常用的鉴定方法:
    电泳方法: SDS-PAGE、等电聚焦、 免疫电泳
     免疫学方法: 放射免疫(RIA)、酶联免疫(ELISA)
受体结合试验
高效液相色谱(HPLC)、
肽图分析法、末端序列分析、
圆二色谱、核磁共振
⑴  肽图分析
    肽图分析是用酶法或化学法降解目的蛋白质, 对生成的肽段进行分离分析。它是检测蛋白质一级结构最有效的方法，该技术灵敏高效是对基因工程药物的分子结构和遗传稳定性进行评价和验证的首选方法。常用HPLC、毛细管电泳。
⑵  氨基酸成分分析
50个氨基酸较理想
⑶  部分氨基酸序列分析
N端15个氨基酸可作为重
组蛋白质和多肽的重要鉴
定指标。
⑷  重组蛋白质浓度测定和相对分子量的测定
蛋白质浓度测定方法有:福林-酚法、双缩脲法
蛋白相对分子量的测定:凝胶过滤法、SD-SPAGE法
⑸ 蛋白质二硫键分析
测定方法有:
对氯汞苯甲酸法等
5，5’-二硫基双-2-硝基苯甲酸法
二、纯度分析
1、蛋白质含量测定
  SDS-PAGE、等电聚焦、各种HPLC、 毛细管电泳
2、杂质
①蛋白类杂质  残留宿主细胞蛋白  采用免疫分析的方法
②非蛋白类杂质
非蛋白类杂质主要有:
病毒、细菌等微生物、热原、
内毒素、致敏源及DNA。
常用检测方法：
杂质和污染物                  检 测 方 法
内毒素                    鲎试剂、家兔热原法
宿主细胞蛋白              免疫分析、SDS-PAGE、CE
其它蛋白杂质              免疫分析、SDS-PAGE、 HPLC、CE
残余DNA                   DNA杂交、紫外光谱、蛋白结合
蛋白变异                  肽谱、HPLC、 IEF、 CE
甲酰蛋氨酸                肽谱、HPLC、 IEF、 CE
蛋氨酸氧化                肽谱、HPLC、 质谱、氨基酸分析
产物变性或聚和脱氨基      SDS-PAGE、IEF、HPLC、    CE、质谱、
                          凝胶过滤
杂质和污染物                  检 测 方 法
单克隆抗体         SDS-PAGE、免疫分析
氨基酸取代         氨基酸分析、肽谱、质 谱、CE
微生物             微生物学检查
支原体             微生物学检查
病毒               微生物学检查
⒊ 生物学活性测定（到此课程进行45分钟）
 需通过动物体内试验和通过细胞培养
 进行体外效价测定。
⒋ 稳定性考查
 是药品有效性安全性的重要指标，是药品贮藏条件和使用期限的主要依据。
⒌ 产品一致性的保证
· 第三小节  基因工程药物临床前安全性评价
· 临床前安全性试验的一般指导原则 
· 选择相关动物种属 
· 动物的数量 
· 给药方案 
· 免疫原性 
· 使用过程中受试动物的稳定性和量的恒定
· 安全性试验的要求 
· 安全药理学 
· 暴露水平评价 
· 单次给药毒性研究和重复给药毒性评价 
· 免疫毒性研究 
· 生殖和发育毒性研究 
· 遗传毒性研究 
· 致癌性研究 
· 局部耐受性研究 
· 附：基因工程药物制造
· 实例（到此课程进行60分钟）
  干扰素（interferon，IFN）是人体细胞分泌的一种活性蛋白质，具有广泛的抗病毒抗肿瘤和免疫调节活性，是人体防御系统的重要组成部分。根据分子结构和抗原性的差异分为α、β、γ、ω等4个类型。α型干扰素在分为α1b α2a α2b等亚型。
一、基因工程菌的组建
诱生的白细胞提取全RNA  通过寡dT-纤维素柱蔗糖密度梯度
获得寡A的mRNA离心提取12s的 mRNA逆转录成cDNA 双链cDNA接上dT或dG尾
pBR322质粒pBR322质粒加上dA或dC 退火获的杂交质粒    转化大肠杆菌扩增杂交质粒筛选抗青霉素但对氨苄用杂交翻译法挑选青霉素敏感细菌克隆含干扰素cDNA克隆将干扰素cDNA克隆入表达载体在大肠杆菌 中进行高效表达
基因工程干扰素的制备
启开种子        制备种子液         发酵培养       粗提
精提         半成品制备      半成品检定        分装
冻干          成品检定         成品包装
α2b干扰素生产过程
1.发酵
  工程菌：SW-IFNα-2b/E.coli DH5α，质粒用启动子，含氨苄青霉素抗性基因。培养基含1%蛋白冻0.5%酵母提取物0.5%NACl。摇床培养30 C，10h，发酵种子。15L发酵罐培养， 30 C，8h。然后42 C，3h。离心去上清。
  2.产品的提取与纯化
  湿菌超声破碎，离心，上清超滤浓 缩，Sephadex G50 分离。
  经SDS-PAGE检查。
  在经DE-52柱纯化。 
质量控制标和要求
⒈半成品检定
⑴干扰素效价测定
⑵蛋白质含量测定
⑶比活性
⑷纯度测定
⑸相对分子量测定
⑹残余外源性DNA含量测定
⑺残余血清igG含量测定
⑻残余抗生素活性测定
⑼紫外光谱扫描
⑽肽图测定
⑾等电点测定
⑿除菌半成品干扰素效价测定、无菌试验、热原试验。
成品检定
⑴物理性状
⑵鉴别试验
⑶水分测定
⑷无菌试验
⑸热原试验
⑹干扰素效价测定
⑺安全试验
概述
· 多肽 
· 由氨基酸缩合而成的化合物称为多肽，通过一个氨基酸分子的-NH2与另一个氨基酸分子的-COOH脱去一分子水形成-CO-NH-键而相互连接起来的 
· 一般将50或以下的氨基酸残基组成的化合物称为多肽 
· 多数无特定空间构象，某些多肽即使有一定构象其坚固性也远不如蛋白质，构象浮动性大 
· 多肽在生物体内浓度低，但生理活性强，对调节生理功能有重要作用 
活性多肽 
· 生物体内有很多活性肽游离存在，具有特殊生物学功能，主要从内分泌腺、组织器官、分泌细胞和体液中产生或获得的 
· 已知的很多激素属于肽类物质，如催产素、加压素、舒缓激肽等 
· 1953年人工合成了第一个有生物活性的多肽——催产素，并于1955年获得诺贝尔奖 
· 概     述
· 概     述
· 基因工程类药物质量控制要点 
· 原材料的质量控制 
· 培养过程的质量控制 
· 纯化过程的质量控制 
· 最终产品的质量控制 
最终产品的质量控制 
· N-末端15个氨基酸序列分析 
[image: http://img.antpedia.com/attachments/2008/08/5821_200808022117041.gif]




· 肽图分析 
· 测定分子量 
· 纯度测定 
· 等电点测定 
· 紫外光谱 
· 外源性DNA测定 
· 效价测定 
· 无菌、热源、毒性和安全试验 
· 多肽药物的鉴别和检查
· 多肽药物的鉴别 
· SDS-PAGE
· 蛋白质免疫印迹电泳 
· 聚丙烯酰胺凝胶电泳 
· 转移电泳 
· 检测鉴定 
· 多肽药物的鉴别和检查
· 多肽药物的检查 
· 分子量检查 
· SDS-PAGE
· 凝胶过滤 
· 肽图检查 
· 酶解或化学降解蛋白质后，对生成的肽段进行分离、分析的技术 
· 确定分子结构的正确性 
· 多肽药物的鉴别和检查
· 多肽药物的检查 
· 等电点测定 
· 紫外吸收 
· 纯度 
· N-端氨基酸序列测定 
· 外源DNA含量测定 
· 残余IgG含量测定 
· 多肽药物生物效价测定
· 免疫学测定法 
· 细胞病变抑制法 
· 3H-TdR掺入同位素法 
· 微量酶检测（MTT）法 
· 红细胞生成素体外活性测定法 
· EPO体内生物学活性测定法 
· www.themegallery.com
· 生物药物分析 
· 胰岛素质量分析
· 胰岛素质量分析
· 性状 
· 白色或类白色的结晶粉末 
· 水、乙醇、氯仿或乙醚中几乎不溶 
· 无机酸或氢氧化钠溶液中易溶 
· 胰岛素质量分析
· 鉴别 
· 在酸性和碱性条件下溶解性鉴别样品 
· HPLC鉴别 
· 动物实验 
· 胰岛素质量分析
· 检查 
· 吸光度 
· 有关物质 
· 大分子蛋白质 
· 含氮量 
· 锌含量 
· 胰岛素质量分析
· 效价测定 
· 生物检测法 
· 兔血糖法 
· 小鼠惊厥法 
· 小鼠血糖法 
· 放射免疫法 
· 理化测定方法 
（90分钟）
作业：
1.多肽类药物的分析。
2.试比较几种多肽类药物。
3.复习基因工程药物
参考书：
1.《生物药物分析》  白秀峰、张怡轩   中国医药科技出版社 
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁      人民卫生出版社












	授课题目
	第十四章多糖类药物的分析
	授课日期
	2020年4月20日

	授课班级
	化工学院生药2017本科班
	授课时数
	2
	授课方式
	理论课


【教学目标】
粘多糖
1、熟悉多糖的鉴别试验
2、掌握多糖的含量测定方法
3、了解粘多糖的生物活性测定方法
细菌多糖
了解细菌多糖的鉴别、检查和含量测定
真菌多糖
了解真菌多糖多糖的鉴别、检查和含量测定
【重点和难点】
1、掌握粘多糖的分析方法
2、熟悉真菌多糖
3、了解几种多糖药物的质量分析
【教学内容】
1）粘多糖
2）细菌多糖
3）真菌多糖
教具︰教学多媒体
教学方法：多媒体教学结合讲授
教学具体过程（90分钟）：
出示相关教学幻灯片，展示生活中常见的多糖类药物，由此引出本节课讲授的具体内容。与幻灯片内容相互配合进行讲解。需要理解和识记的内容播放内容教慢。
[image: QQ截图20130926162523.jpg]（90分钟）
· 概  述
· 多糖类药物结构分析研究 
· 多糖中单糖组成分析 
· 分子量测定 
· 糖苷键连接方式的测定 
· 糖苷键连接位置的 测定 



多糖类药
物结构分析研究 
· 多糖中单糖组成分析 
· 定性鉴别 
· 单糖的分离鉴定 
· 各单糖的含量测定及组成的分子比值 
· 多糖类药物结构分析研究 
· 分子量测定 
· 凝胶渗透色谱法 
· 其他测定法 
· 糖苷键连接方式的测定 
· 红外光谱测定 
· 核磁共振谱 
· 多糖类药物结构分析研究 
· 糖苷键连接位置的测定 
· 高碘酸氧化 
·  Smith降解 
· 甲基化反应产物分析 
· 乙酰解后质谱分析 （到此课程进行45分钟）
· 1mol 1-或1-6位糖苷键连接的葡聚糖被高碘酸氧化时消耗2mol高碘酸，生成1mol甲酸 
· 1mol1-2或1-2,6、1-4、1-4,6位糖苷键连接的葡聚糖被高碘酸氧化时只消耗高碘酸，不生成甲酸 
· 不被高碘酸氧化的己糖残基糖苷键型为：1-3、1-3,6、1-2、1-2,4、1-3,4、1-2,3,4
· 产生甘油的 己糖残基糖苷键型为：1-、1-6、1-2、1-2,6
· 产生赤藓醇的己糖残基糖苷键型为：1-4、1-4,6 
· 概  述
· 多糖类新药的理化特性分析 
· [image: ]物理常数测定 
· 溶解度 
· 比旋光度 
· 特性黏度 
· 纯度分析 
· 含量测定 
· 黏多糖的特点
· 糖类药品检验
· 黏多糖分析 
鉴别
· 沉淀法 
· 甲苯胺蓝染色 
· SO42-鉴别反应 
· 标准品对照法 
· 糖类药品检验
· 黏多糖分析 
· 检查 
· 吸光度 
· 黏度 
· 含氮量 
· 氯化物 
· 硫 
· 糖类药品检验
· 黏多糖分析 
· 含量测定——理化分析法 
· 氨基己糖的测定（elson-morgan法） 
· 己糖醛酸的测定（咔唑法） 
· 总硫酸基测定（联苯胺法） 
· 重量法 
· 糖类药品检验
· 黏多糖分析 
· 含量测定——生物测定 
· 抗凝血活性 
· 活化部分凝血活酶时间（APTT） 
· 凝血酶时间（TT） 
· 含量测定——分光光度法 
· 糖类药品检验
· 真菌多糖分析 
· 鉴别 
· 葡萄糖的鉴别反应 
· 蛋白质的鉴别反应 
· 检查 
· 单糖检查 
· 蛋白质检查 
· 糖类药品检验
· 真菌多糖分析 
· 含量测定 
· 香菇多糖 
· 灵芝多糖 （90分钟）
作业：
1.多糖类药物的分析。
2.试比较几种多糖类药物。
3.预习下一节
参考书：
1.《生物药物分析》  白秀峰、张怡轩   中国医药科技出版社 
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁      人民卫生出版社
















	授课题目
	第十三章酶类药物的分析
	授课日期
	2020年4月27日

	授课班级
	化工学院生药2017本科班
	授课时数
	2
	授课方式
	理论课


【教学目标】
概述
1、了解酶的特性与分类
2、理解酶的催化机理与活力单位
3、熟悉影响酶催化反应速度的因素
酶类药物的鉴别与检查
1、熟悉酶类药物的鉴别试验
2、了解酶类药物的检查方法
酶类药物的含量测定与检测方法
1、理解酶类药物的含量测定的原理
2、熟悉酶反应的检测方法
药用酶的质量分析
了解抑肽酶、尿激酶等质量分析方法
【重点和难点】
1、掌握多肽类药物的分析方法
2、熟悉基因工程药物
3、了解几种基因工程药物的质量分析
【教学内容】
一、细胞水平的调节： 
1.酶在细胞内的分隔分布、调节作用点、关键酶与限速酶
2.酶的别构调节与化学修饰调节的概念、机制特点和生理意义
二、激素水平的调节： 
1.两类激素的两种调节机制：水溶性激素通过产生第二信使发挥作用。脂溶性
激素直接进入细胞内发挥调节作用。
2.胰岛素作用机制初述
三、整体水平的综合调节：以饥饿和应激为例说明神经激素的综合调节
教具︰教学多媒体
教学方法：多媒体教学结合讲授
教学具体过程（90分钟）：
出示相关教学幻灯片，展示生活中常见的酶类物质，由此引出本节课讲授的具体内容：
1、概述
酶的特性与分类：
酶的化学组成与催化反应机理
酶催化反应动力学
2、酶类药物的鉴别
· 酶活性试验 
· 某些酶类能与特异性底物产生特异反应用于鉴别 
· 沉淀试验 
· 某些酶遇到有机酸或重金属盐溶液出现沉淀反应 
· 动物试验 
酶类药物的检查
· 脂肪含量限度检查 
· 胰酶等来自动物胰脏的蛋白酶，产品需进行脂肪含量限度检查 
· 其他酶类含量限度检查 
· 胰蛋白酶中的糜蛋白酶，糜蛋白酶中的胰蛋白酶含量限度检查 
· 大分子活性物质含量限度检查 
· 尿激酶中凝血质样活性物质 
· 酶类药物含量测定原理
· 终点法 
· 酶促反应使被检测物质定量转化，转化完全后，测定底物、产物或辅酶物质的变化，进而计算酶活力的方法 
· 速度法 
· 根据酶促反应的速度测定酶浓度的方法，通常底物过剩 
· 酶类药物含量测定方法
· 容量分析法 
· 气体检测法 
· 分光光度法 
· 酶的比活力测定 
· 尿激酶的质量分析
· 性状 
· 白色非结晶状粉末 
· 鉴别 
· 牛纤维蛋白原溶液+牛纤维蛋白溶酶原溶液+牛凝血酶溶液 
· 0.9%氯化钠溶液作空白 
· 尿激酶的质量分析
· 检查 
· 溶液澄清度与颜色 
· 分子组分比 
· 干燥失重 
· [image: 凝血过程.jpg]异常毒性 
· 热源 
· 凝血质样活性物质 
· 尿激酶的质量分析


· 效价测定 
· 比活测定 
· 气泡上升法 
· 蛋白含量 
氮测定法 
计算比活 
（90分钟）
作业：
1.多肽类药物的分析。
2.试比较几种多肽类药物。
3.复习基因工程药物
参考书：
1.《生物药物分析》  张怡轩   中国医药科技出版社 
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁      人民卫生出版社
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【教学目标】
抗体类药物
1、了解有抗体、疫苗和血液制品类药物的种类、发展及质量控制
2、理解疫苗、抗体的作用机制
3、熟悉疫苗、抗体及血液制品类药物的鉴别和含量测定方法

【重点和难点】
1、掌握抗体、疫苗和血液制品类药物的分析方法
2、熟悉抗体、疫苗和血液制品类药物
3、了解几种抗体、疫苗和血液制品类药物的质量分析
【教学内容】
1）抗体、疫苗和血液制品类药物
教具︰教学多媒体
教学方法：多媒体教学结合讲授
教学具体过程（90分钟）：
出示相关教学幻灯片，展示生活中常见的生物活性物质，由此引出本节课讲授的具体内容：
第1节 抗体药物
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（90分钟）




第二节疫苗
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（90分钟）
作业：
1.疫苗药物分析方法。
2.试比较几种疫苗药物的检测分析。
3.预习下一章内容
参考书：
1.《生物药物分析》  张怡轩   中国医药科技出版社 
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁      人民卫生出版社
第三节 血液及生物制品制品
【教学目标】
概述
1、了解生物制品的定义、分类、用途和研究进展
2、了解生物制品进行质量控制的意义和标准
生物制品的质量监控
1、物制品的质量监控的主要内容
2、理解生物制品的质量检定的方法和原理
生物制品的质量检定的实例
了解生物制品的质量检定的程序及标准

【重点和难点】
1、掌握生物制品的质量控制和分析的方法
2、熟悉几种生物制品
【教学内容】
1）概述
2）生物制品的质量控制
3）生物制品质量鉴定的实例；
教具︰教学多媒体
教学方法：多媒体教学结合讲授
教学具体过程（90分钟）：
出示相关教学幻灯片，展示生活中常见的生物制品，由此引出本节课讲授的具体内容。与幻灯片内容相互配合进行讲解。需要理解和识记的内容播放较慢。
生物制品的概念、分类及用途：
生物制品（biological product）是应用普通的或以基因工程、细胞工程、蛋白质工程、发酵工程等生物技术获得的微生物、细胞及各种动物和人源的组织和液体等生物材料制备，用于人类疾病预防、治疗和诊断的药品
生物制品的特点：来自生物体；生物体中的基本成分；主要通过生物学方法和技术制备及检定。一般不包括传统的生化药物，或抗生素及从中药中提取、分离出的生物活性物质
1、 预防类制品
菌苗（bacterial vaccine）：由有关细菌、螺旋体或其衍生物制成的减毒活菌苗、灭活菌苗、亚单位菌苗、基因工程菌苗等
疫苗（vaccine）：由病毒、衣原体、立克次体或其衍生物制成的减毒活疫苗、灭活疫苗、亚单位疫苗、基因工程疫苗等
类毒素 由细菌产生的外毒素经脱毒后制成。常用的有白喉、破伤风、肉毒素及葡萄球菌类毒素等。 
混合制剂 由2种或以上疫苗、菌苗、抗原液配置成的具有多种免疫原性的灭活疫苗或活疫苗 
2、治疗类生物制品
免疫血清及抗毒素
由特定抗原免疫动物，经采血、分离血浆或血清，而后精制而成。抗细菌和病毒的称抗血清，抗蛇毒和其他毒液的称抗毒血清，这两者统称为免疫血清；抗微生物毒素的称抗毒素
 血液制品 
由健康人的血浆或特异免疫人血浆分离、提纯或由重组DNA技术制成的血浆蛋白组分或血细胞组分制品，可用于诊断、治疗或被动免疫预防。
细胞因子   
或称为细胞生长调节因子，系在体内和体外对效应细胞的生长、增殖和分化起调控作用的一类物质
重组DNA产品  
重组DNA产品是指利用重组DNA技术制备的生物制品。有重组激素类药物，重组疫苗
诊断类制品
体外诊断制品 
由特定抗原、抗体或有关生物物质制成的免疫诊断试剂或诊断试剂盒，用于体外免疫诊断
体内诊断制品 
由变态反应原或有关抗原材料制成的免疫诊断试剂，用于皮内接种，以判断个体对病原的易感性或免疫状态，用于体内免疫诊断
其他制品
由有关生物材料或特定方法制成，不属于上述几类的其他生物制剂，用于治疗或预防疾病。如治疗用A型肉毒素制剂、微生态制剂、核酸制剂等 
生物制品的质量要求
1、生物制品必须强调质量第一的原则 
质量好的生物制品必须具备两个重要条件：安全和有效
生物制品的质量要求：世界卫生组织要求各国生产的制品必须有专门检定机构负责成品的质量检定，检定部门要有熟练的高级技术人员，精良的设备条件，以保证检定工作的质量 
未经专门检定部门正式发给检定合格的制品，不准出品使用
生物制品质量监控的作用
有助于提高生物制品的质量，保证人民身体健康 
可以辅助控制、改进工艺，加快新制品的研发 
检定包括安全性和效力检定两方面  
· 安全性检定包括 
· 毒性试验；        防腐性试验；
· 热原质试验；    安全试验；
· 有关安全性的特殊试验
· 效力检定包括 
· 浓度测定（含菌数或纯化抗原量）；
· 活菌率或病毒滴度测定；   动物保护率试验；
· 免疫抗体滴度测定；          稳定性试验 
· 可接受性
生物制品质量监控的主要内容 
· 生物制品的鉴别 
· 主要通过生物学方法进行 
· 生物制品的检查 
· 主要指纯度检查 
· 生物制品的含量测定
· 物理性状检查 
· 外观 
· 透明液体制品 
· 混悬液制品 
· 冻干制品 
· 真空度 
溶解时间
· 蛋白质含量测定 
· 半微量凯式定氮法 
· 酚试剂法 
· 紫外吸收法 
· 防腐剂和灭活剂含量测定 
· 苯酚含量 
· 汞类防腐剂含量 
· 氯仿含量 
游离甲醛含量
· 纯度检查 
· 电泳法 
· 区带电泳法 
· 免疫电泳 
· 凝胶层析法 
· 其他 
· 水分含量测定 
· 氢氧化铝含量测定 
· 磷、O-乙酰基含量测定 
· 检查对象 
· 菌毒种和主要原材料 
· 半成品 
· 成品 
· 检查内容 
· 一般安全性检查 
· 杀菌、灭活和脱毒情况的检查 
· 外源性污染检查 
· 过敏性物质检查 
一般安全性检查 
· 安全试验 
· 无菌试验 
· 生物制品不得含有杂菌
· 灭活疫苗不得含有活的本菌、本毒
· 制造过程进行无菌试验，制品须做最后检定
· 无菌试验的抽样
· 原液及半成品
原液及半成品应每瓶分别进行无菌试验，其抽样量应至少为0.1%，但不得少于1.0ml 
· 无菌试验的抽样 
· 成品
每批均应无菌试验，样品随机抽取，应具有代表性 
分装量<=100支抽检不少于5支，101～500支者抽检不少于10支，501～10000支者抽检不少于20支，10001支以上者抽检40支
每瓶装量>=20ml冻干血液制品，每冻干<200瓶抽检2瓶，>=200瓶抽检4瓶。6～20ml抽检量加倍
· 无菌试验方法
· 无菌试验取样、移种等全部操作，应在无菌条件下进行
· 菌苗、疫苗、类毒素、抗毒素类制品及粘稠不易过滤的血液制品应用直接接种法进行无菌试验
· 无菌试验的判定
· 无杂菌生长判为合格
· 发现杂菌生长，复试，该制品量应加倍。若复试仍有同样杂菌生长，该制品判为不合格
· 如为不同杂菌生长，可第二次复试，复试样品为第一次复试量的2倍，若仍有杂菌生长该制品判为不合格
· 支原体阳性者不复试，该批制品判为不合格
· 热原试验
将一定剂量的样品静脉注入家兔，在规定期间内观察家兔体温升高情况，以判定样品中所含热原质的限度是否符合规定的一种方法
· 杀菌、灭活和脱毒情况的检查 
· 活毒检查（灭活疫苗） 
· 解毒试验（类毒素产品） 
· 残余毒力试验（活疫苗） 
· 外源性污染检查 
· 野毒检查 
· 乙肝病毒表明抗原、丙肝抗体和人类免疫缺陷病毒的抗体检查 
· 外源性污染检查 
· 野毒检查 
· 乙肝病毒表明抗原、丙肝抗体和人类免疫缺陷病毒的抗体检查 
· 过敏性物质检查 
· 过敏性试验 
· 牛血清含量测定 
· 血型物质的检测 
· 免疫力试验 
· 定量免疫定量攻击法 
· 变量免疫定量攻击法 
· 定量免疫变量攻击法 
· 活菌疫苗的效力测定 
· 活菌含量测定 
· 活病毒滴度测定 
· 抗毒素和类毒素单位测定 
· 抗毒素单位测定 
· 絮状单位测定 
· 血清学试验 
· 凝集反应 
· 沉淀反应 
· 免疫荧光技术 
· 酶标免疫技术 
生物制品质量检定的实例：
伤寒菌苗检定
· 用伤寒菌培育后取菌苔制成悬液，加甲醛杀菌，以生理盐水稀释成每ml含菌3亿制成。用于预防伤寒
· 伤寒菌苗检定
1  菌种
1.1 菌种来源
· 制造伤寒菌苗用的菌种，中国药品生物制品检定所。
1.2  菌种检定
· 菌种培养用pH7.2～7.4的肉汤琼脂。
1.2.1  培养特性
· 制造菌苗的菌株应具有典型的形态、培养和生化特性。
· 伤寒菌苗检定
1.2.2  血清凝集试验
· 伤寒菌：37℃，18～20小时，生理盐水稀释6亿/ml
· 伤寒菌诊断血清
· 定量凝集试验：充分混合，37℃，过夜
· 肉眼：凝集（+）
· 伤寒菌苗检定
1.2.3   毒力试验
· 37℃，12～16小时，琼脂培养物。
· 生理盐水稀释，6亿/ml、3亿/ml、1.5亿/ml、0.75亿/ml菌液。
· 每稀释度菌液腹腔注射体重14～16g小白鼠，最少5只，0.5ml/只，观察3天。
· 小白鼠于感染后3天内全部死亡的最小剂量为1个致死量（LD）。 
· 伤寒菌苗检定
1.2.4  免疫力试验
· 菌液：加温杀菌2.5亿/ml
· 小白鼠：体重14～16g，30只
· 免疫：皮下注射0.5ml/只，2次，间隔7天
· 伤寒菌苗检定
· 攻毒：
· 末次免疫后10天，免疫组小白鼠腹腔注射1LD毒菌。
· 对照小白鼠3组，5只/组，分别于腹腔注射2、1及1/2 LD的毒菌，观察3天。
· 结果：
· 对照组小白鼠感染2及1 LD者应全部死亡，感染1/2LD者要有部分死亡。
· 免疫组至少保护70%小白鼠活存，合格。
· 伤寒菌苗检定
1.2.5   抗原性试验
· 家兔：体重2kg，3只，
· 菌液：同免疫力试验
· 免疫：静脉注射，3次，0.5ml/次，第1次7亿菌，第2次14亿菌，第3次21亿菌，每次间隔7天。
· 定量凝集试验测定效价：末次注射后10～14天采血，2/3家兔血清之凝集效价不低于1∶12800，合格。 
· 伤寒菌苗检定
2  菌苗制造
2.1 菌种
· 冻干菌种启开后应检查菌形、纯度及玻片凝集试验，合格后使用，每启开1支冻干菌种用于生产不应超过6代。
2.2 制造用培养基
· pH7.2～7.4的肉汤琼脂。 
· 伤寒菌苗检定
2.3 原液制造
2.3.1 接种
· 可采用涂种，接种后置37℃培育18～24小时。
2.3.2 采集
· 采集前应逐瓶检查，有杂菌者废弃。刮取菌苔混悬于生理盐水。
2.3.3 纯菌试验
· 原液采集后应逐瓶取样接种琼脂斜面1管，于37℃培育2天，有杂菌废弃。 
· 伤寒菌苗检定
2.3.4  杀菌
· 原液中加入1%(ml/ml)的甲醛溶液杀菌。加杀菌剂后的原液应放在37℃，不得超过7天，以后保存于2～8℃。
2.3.5  免疫力试验
· 方法同1.2.5项，小白鼠每组至少15只，保护60%免疫小白鼠活存为合格。
2.4  菌苗稀释
· 稀释菌苗用含0.25%～0.5%（g/ml）苯酚生理盐水，每ml含伤寒菌3亿。
· 伤寒菌苗检定
3  成品检定
3.1 物理化学检查
· 乳白色悬液，pH值为6.8～7.4，不应有摇不散的菌块及异物。苯酚含量0.25%～0.5%。
3.2  菌形及纯度
· 染色镜检，应为革兰氏阴性杆菌。不应有杂菌。
3.3 无菌试验
· 按《生物制品无菌试验规程》进行。 
· 伤寒菌苗检定
3.4  安全试验
3.4.1  毒性试验
· 用体重18～20g健康小白鼠5只，每只腹腔注射菌苗0.5ml，观察7日，无死亡。 
· 伤寒菌苗检定
3.4.2   防腐剂试验
· 用体重18～20g健康小白鼠2只，每只皮下注射菌苗0.5ml，用苯酚作防腐剂的菌苗注射的小白鼠会发生战栗症状，但不应超过半小时，观察7日，不得有局部脓肿或死亡。
4   保存与效期
· 应保存于2～8℃。自稀释之日起效期为1年半。
白喉抗毒素的检定
· 白喉是白喉杆菌引起的急性呼吸道传染病 
· 白喉杆菌严格寄生于人类，主要通过呼吸道飞沫传播，可侵入人体的鼻粘膜或咽喉，繁殖并产生外毒素，引起局部炎症及组织坏死 
· 白喉抗毒素是将白喉类毒素免疫马而得的血浆经胃酶消化后用硫酸铵盐析法提取制得的液体或冻干状抗毒素蛋白制剂
· 白喉抗毒素的检定
· 白喉抗毒素制造用血浆的质量检定 
主要是做抗毒素的效价测定，要求不低于1000U/ml
· 白喉抗毒素半成品的质量检定 
· 白喉抗毒素成品的质量检定 
· 鉴别 
· 检查 
· 物理化学检查 
· 纯度检查 
· 安全检查 
· 效价测定 
人血白蛋白制品的检定
· 白蛋白是血浆中含量最高的蛋白质 
· 主要作用有： 
· 维持血液渗透压 
· 抗休克作用 
· 运输和解毒作用 
· 调节渗透压 
· 营养供给 
· 人血白蛋白制品的检定
· 人血白蛋白半成品的质量检定 
· 乙醇含量 
· 热原试验 
· 无菌试验 
· 人血白蛋白成品的质量检定 
· 鉴别 
· 检查 
· 物理检查 
· 化学检查 
· 安全检查 
新药研究和开发的主要过程
· 新药研究开发的主要过程 
· 确定研究计划 
· 准备化合物 
· 药理筛选 
· 化学试验，即活性成分的分析 
· 临床前Ⅰ期 
· 临床前Ⅱ期 
· Ⅰ- Ⅲ期临床 
· 注册申请上市 
· 售后监测 
· 新药研究和开发的主要过程
· 原料药的研究 
· 化学结构 
· 理化性质 
· 性状 
· 理化常数，如溶解性能、药物晶型、油水分配系数、解离值、立体异构等 
· 新药的鉴别 
· 新药的纯度 
· 新药稳定性研究
（90分钟）
作业：
1.复述生物制品的种类。
2.试比较几种生物疫苗的检测方法。
3.新药研发的主要过程
参考书：
1.《生物药物分析》  白秀峰          中国医药科技出版社 
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁      人民卫生出版社
以上32学时

















	授课题目
	第十五章激素类药物的分析
	授课日期
	2019年6 月17日

	授课班级
	化工学院生药2016本科班
	授课时数
	2
	授课方式
	理论课


【教学目标】
概述
了解激素概念和分类
甾体激素类药物的分析
1、了解甾体激素类药物的结构与分类
2、理解激素类药物的含量测定原理，掌握其理化鉴别方法
【重点和难点】
1、掌握激素类物分析的方法
2、熟悉几种常见激素类药物
3、了解几种常见激素类药物
【教学内容】
1）概述
2）甾体类药物的分析
教具︰教学多媒体
教学方法：多媒体教学结合讲授
教学具体过程（90分钟）：
出示相关教学幻灯片，展示生活中常见的激素类药物，由此引出本节课讲授的具体内容。与幻灯片内容相互配合进行讲解。
概述
激素是内分泌细胞所产生的微量化学信息分子，这些物质通过扩散或者被血液转运到作用细胞或者器官，从而调节细胞或器官的代谢，并反馈性的调节机体以适应机体内环境的变化，也有协调体内各部分之间相互联系的作用。（到此课程进行45分钟）
激素类药物按照分子结构可以分为：含氮激素和甾体类激素。
甾体类激素的分析：
1、 基本结构与分类
2、 雄性激素及蛋白同化激素
3、 孕激素
鉴别：
1、 化学鉴别方法
杂质检查
含量测定
（90分钟）
作业：
1.激素类药物的分析方法。
2.试比较几种激素类药物。
3.预习下一章节
参考书：
1.《生物药物分析》  白秀峰          中国医药科技出版社 
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁      人民卫生出版社
























	授课题目
	第十八章制剂分析
	授课日期
	2019年6月20日

	授课班级
	化工学院生药2016本科班
	授课时数
	2
	授课方式
	理论课


【教学目标】
片剂
1、了解片剂分析的基本步骤
2、熟悉片剂的检查方法和含量测定
注射剂
1、了解注射剂分析的基本步骤
2、熟悉注射剂的检查方法和含量测定
软膏剂
1、了解软膏剂的特点
2、熟悉软膏剂的含量测定方法
复方制剂
了解复方制剂的分析特点和分析方法
【重点和难点】
1、掌握片剂的分析方法
2、熟悉复方制剂
【教学内容】
1）片剂
2）注射剂
3）软膏剂
4）复方制剂；
教具︰教学多媒体
教学方法：多媒体教学结合讲授
教学具体过程（90分钟）：
出示相关教学幻灯片，展示生活中常见的制剂类型。由此引出本节课讲授的具体内容。与幻灯片内容相互配合进行讲解。需要理解和识记的内容播放内容较慢。
一般制剂的分析
1、片剂 
· 药物与适宜的辅料混匀压制而成的圆片状或异形片状的固体制剂 
· 可供内服、外用，是临床广泛应用的剂型 
· 首先对外观进行色泽、嗅、味、脆碎度等物理性状的检查，然后鉴别、杂质检查和含量测定 
· 片剂的常规检查 （到此课程进行20分钟）
· 重量差异 
· 崩解时限 
· 溶出度 
· 含量均匀度 
· 片剂的含量测定 
· 直接测定 
· 常用辅料的干扰及排除 
· 糖类 
· 硫酸钙和碳酸钙 
· 硬脂酸镁 
· 滑石粉 
· 一般制剂的分析
· 考虑辅料对片剂含量测定的干扰与排除时，应考虑：（到此课程进行45分钟）
· 辅料的理化性质 
· 辅料与主药含量的配比 
· 测定主药方法的选择 
2、注射剂 
· 药物与适宜的溶剂或分散介质制成的供注入体内的溶液、乳状液或混悬液，及供临用前配制或稀释成溶液或混悬液的粉末或浓溶液的无菌制剂 
· 可分为注射液、注射用无菌粉末、注射用浓溶液 
· 首先观察色泽和透明度，然后进行鉴别、pH值的检查、含量测定 
· 注射剂的常规检查 
· 装量 
· 装量差异 
· 可见异物 
· 不溶性微粒 
· 无菌、细菌内毒素或热原 
· 注射剂含量测定中常见附加剂干扰及排除 
· 抗氧剂的干扰及排除 
· 加入掩蔽剂 
· 加酸分解 
· 加入弱氧化剂 
· 利用紫外吸收光谱差异 
· 等渗溶液的干扰及排除 
· 注射剂含量测定中常见附加剂干扰及排除 
· 助溶剂的干扰及排除 
· 溶剂水的干扰及排除 
· 溶剂油的干扰及排除 
· 使用有机溶剂稀释 
· 有机溶剂提取后再测定 
3、复方制剂 （到此课程进行70分钟）
· 含两种或两种以上有效成分的制剂称为复方制剂 
· 若各组分测定时不发生干扰，可直接测定 
· 若有干扰，需经适当处理或分离后测定 
· 复方制剂分析的方法 
· 不经分离，直接测定制剂中主要成分 
· 经分离后，测定制剂中主要成分的含量 
· 只测定制剂中少数主要成分的含量 
· 药物稳定性试验
· 药品的留样考察 
· 留样室管理办法 
· 留样管理办法 
· 产品留样考察规定 
· 药物稳定性试验
· 药物稳定性试验的基本要求 
· 包括影响因素试验、加速试验与长期试验 
· 供试品的生产工艺应与大生产一致 
· 供试品的质量标准应与各项基础研究及临床验证的标准一致 
· 加速试验与长期试验所用供试品容器、包装材料、包装方式应与上市产品一致 
· 要采用专属性强、准确、精密、灵敏的分析方法 
· 药物稳定性试验
· 原料药的稳定性试验 
· 影响因素试验 
· 高温试验 
· 高湿度试验 
· 强光照射试验 
· 加速试验 
· 长期试验 
复方制剂的应用实例（到此课程进行85分钟）
作业：
1.常用制剂类型。
2.试比较几种常用制剂类型的检测方法。
参考书：
1.《生物药物分析》  白秀峰          中国医药科技出版社 
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁      人民卫生出版社

























	授课题目
	第十九章体内药物分析
	授课日期
	2017年6 月15日

	授课班级
	化工学院生药2014本科班
	授课时数
	2
	授课方式
	理论课


【教学目标】
药物的体内过程
了解药物的体内过程分析的参数及意义
生物样品的采集与储存
了解生物样品的采集与储存方法
生物样品的分析前预处理
了解物样品的分析前预处理的方法
分析方法的建立与确证
1、了解生物分析方法的有关概念
2、了解几种常用测定方法
3、掌握高效液相色谱法、微生物测定法在血浆药物浓度测定中的应用
【重点和难点】
1、掌握多肽类药物的分析方法
2、熟悉基因工程药物
3、了解几种基因工程药物的质量分析
【教学内容】
一、细胞水平的调节： 
1.酶在细胞内的分隔分布、调节作用点、关键酶与限速酶
2.酶的别构调节与化学修饰调节的概念、机制特点和生理意义
二、激素水平的调节： 
1.两类激素的两种调节机制：水溶性激素通过产生第二信使发挥作用。脂溶性
激素直接进入细胞内发挥调节作用。
2.胰岛素作用机制初述
三、整体水平的综合调节：以饥饿和应激为例说明神经激素的综合调节
教具︰教学多媒体
教学方法：多媒体教学结合讲授
教学具体过程（90分钟）：
出示相关教学幻灯片，由此引出本节课讲授的具体内容。与幻灯片内容相互配合进行讲解。需要理解和识记的内容播放内容放慢。
（90分钟）
药物的体内过程：
· 药物代谢动力学，简称为药动学 
· 主要研究药物的体内过程（吸收、分布、生物转化和排泄）及体内药物随时间变化的规律。 
· 临床医生可以根据药动学参数制订合理的用药方案，以期取得良好的效果。
1、药物的转运
·  药物的转运（drug transport） 
· 指药物在体内通过各种生物膜的运动过程。也称药物的跨膜转运。 
· 大多数药物是通过跨膜扩散，又称简单扩散的形式通过细胞膜的。 
· 在这一过程中，药物的转运一方面取决于转运膜的性质，另一方面受药物本身性质的影响。 
· 改变药物的离子化程度可以影响药物的转运过程。
· 一些机体代谢所必需的物质，如：糖类，氨基酸，维生素，多种离子及少数化学结构与正常代谢物相似的物质，它们不能通过简单扩散的方式被吸收。其吸收需要特定的载体。此吸收方式称为主动转运。以主动转运形式吸收的药物，能逆浓度梯度或电化学梯度转运，具有饱和性和竞争性拮抗现象，也需要耗能。 
另有一些药物的吸收类似简单扩散，但需要载体协助，特称为异化扩散。（到此课程进行45分钟）
药物的体内过程：
药物的体内过程包括吸收、分布、生物转化和排泄诸环节。
· 吸收
· 药物从给药部位转运进入体循环的过程，称为药物的吸收。
· 吸收的类型：
经胃肠道吸收    机体大多数药物均可通过胃肠道吸收。经此方式吸收的药物，最常见的给药途径是口服。其特点是给药方便。然而，药物在胃肠道的吸收过程受多种因素的影响。其中，有些药物在通过胃肠道和肝脏时，可被其中的酶代谢失活，使进入体循环的药量减少，此现象称为首过消除或首关消除。
经胃肠道外的途径吸收    包括：注射吸收、呼吸道吸收、经皮吸收。
· 分布
· 药物从血液向组织器官转运的过程，称分布。
· 影响药物体内分布的因素：
药物与血浆蛋白的结合程度（血浆蛋白结合率）
药物进入血流后，都要不同程度地与血浆蛋白结合。这种结合大多数是暂时性、可逆的。
与未结合的药物（游离型药物）相比，结合型药物不能跨膜转运；暂时失去药理活性；在体内也不被代谢和排泄。
由于体内蛋白的量是一定的，故而当有几个血浆蛋白结合率很高，分布容积较小的药物联合使用时，有可能使某一个药物的结合型的比例减少，游离型药物浓度增高，药效增强，从而引起一系列不良反应。
局部组织的血流量和药物与组织的亲和力
局部组织的血流量对药物分布的影响很大。此外，有些药物对某些组织有较高的亲和力，可集聚于某些特定的器官，由此使药物分布呈现一定的选择性。
药物的理化性质和体液的pH
药物分子的大小、脂溶性、极性、pKa（解离常数，其数值为50%药物解离时溶液的pH值）等均与分布有关。 
正常情况下，细胞外液（血浆、组织液）的pH约为7.4±，细胞内则为7.0。因此，弱酸性药物在细胞外解离多，不易进入细胞内，细胞内药物浓度低于细胞外；弱碱性药物在细胞外非解离型多，易进入细胞内，胞内药物浓度高于胞外。改变血液pH可改变药物在细胞内、外的分布。这一原理对于临床合理用药及药物中毒时的解救具有实际意义。
特殊屏障
在人体内有多种特殊屏障，如：血脑屏障、胎盘屏障。 
从组织学上来看，血脑屏障是由血-脑、血-脑脊液、脑脊液-脑这三种屏障组成，实际上起屏障作用的只有前两种。许多分子量大、极性较高的药物不易穿透血脑屏障而进入脑组织。当药物与血浆蛋白结合后，分子增大，亦不易穿透血脑屏障。 
新生儿血脑屏障发育尚未健全，其中枢神经系统易受药物的影响。 
虽然血脑屏障在一般情况下通透性较低，但当脑部有炎症等病变时，其通透性可增大。
胎盘屏障是胎儿和母体间的屏障，它的通透性和一般的生物膜并无明显区别，有些脂溶性药物能通过胎盘屏障进入胎儿体内，从而对胎儿产生影响甚至导致胎儿畸形。
· 生物转化
· 药物在体内发生的化学结构的变化称为生物转化/代谢。
· 生物转化的场所
     主要是肝；
     其它一些部位（如：肺、肠粘膜、肾、肾上腺、皮肤等处）。
· 生物转化的过程
    第一个过程：氧化、还原或水解（。经过这一过程，药物通常失去活性；但也有一些药物却是经过这一过程才能被激活，转化为活性代谢物；另有一些药物则可转化为毒性代谢产物。
    第二个过程：结合反应。参与这一反应的基团有：葡萄糖醛酸、甘氨酸、硫酸等。经过这一过程，药物的极性和水溶性增大，易于排出。 
    不同药物的转化途径不同，有的只经过一个过程，有的需经过两个过程，有的则不须经过生物转化而直接排出体外。
体内药物的生物转化是在酶的催化下进行的。 
催化药物生物转化的酶有两种类型：一种是专一性的酶，如：胆碱酯酶、单胺氧化酶、儿茶酚胺-O-位甲基转移酶等。它们分别催化相应的药物转化；另一种是非专一性的酶：主要是肝脏微粒体混合功能氧化酶，它能催化多种药物的生物转化，习惯上称为肝药酶。肝药酶的主要成分为细胞色素P450。
肝药酶在药物的生物转化中起着极其重要的作用。其活性的高低直接影响着药物生物转化的快慢。有些药物可通过影响肝药酶的活性而影响该药本身或其它药物的生物转化。
· 排泄
· 药物或其代谢物通过排泄器官排出体外的过程称为排泄（分布、生物转化和排泄合称为消除）。
· 排泄的途径有：
肾脏排泄
肾脏是最主要的排泄器官，体内的药物大多通过肾脏排出体外。肾脏排泄药物的量主要取决于肾脏的滤过、重吸收和分泌。 
其它排泄途径
肺：乙醇等挥发性药物可经此途径排出； 
乳腺：地西泮（安定）等弱碱性药物可经此途径排出； 
胆汁：大环内酯类、林可霉素类、四环素等药可经胆汁排出 
胃：吗啡等生物碱可从胃中排出； 
还有一些药物可经汗腺、粪便、唾液等处排出。
体内药量变化的时间过程和消除动力学（到此课程进行70分钟）
· 体内药量变化的时间过程
· 时量关系和时量曲线
    血浆药物浓度随时间的变化而发生相应变化的规律，称时量关系。将时量关系用图形来表示（横坐标为时间，纵坐标为血药浓度），即得时量曲线。
     从时量曲线上可以看出，血药浓度有一个上升—达峰—下降这一随时间变化的过程。此上升段主要反应药物的吸收过程；下降段主要反应药物的消除过程。     
    曲线的上升段至峰值顶点间的距离，亦即从开始给药至血药浓度达高峰时的时间间隔，称达峰时间（Tmax）；曲线顶峰处的血药浓度称为峰值浓度（Cmax）；时量曲线下面积与吸收进入体内的药量成正比，它反应进入体循环药物的相对量。
· 生物利用度
经过首过消除后能被吸收进入体循环的药物相对分量和速度，称为生物利用度。用F来表示。
计算公式：F=A/D
       式中，A为进入体循环的药量；D为口服的药物剂量。
意义：
1）反映吸收进入血液的药物相对量。 
2）反映药物的吸收速度对药效的影响
· 药物消除动力学
所谓药物的消除是指进入血液循环的药物，由于分布、生物转化和排泄，其血药浓度不断衰减的过程。
· 一级动力学消除
一级动力学消除，又称恒比消除，是指药物在单位时间内按恒定的比例消除。这是大多数药物的体内消除方式。
                          dC ，其表达式为： ––– = - keC ；dt 
式中，ke表示消除速率常数(elimination rate constant, ke)，C为血药浓度。
特点：
1．血浆药物的消除速度与血药浓度呈正比（恒比消除或称等比衰减）
2．血浆半衰期恒定，不因药物浓度的高低而变化。
3．时量关系的纵坐标用普通坐标表示时为曲线（即：血药浓度与时间间的关系为指数关系），改为对数坐标时则为直线（即：血药浓度的对数值与时间间的关系为直线关系）。
· 零级动力学消除
零级动力学消除又称为恒量消除，是指单位时间内药物消除的数量恒定。它常见于药物的剂量过大，血药浓度过高，超出了机体对药物的消除能力时。 
其特点为：
1．血浆药物按恒定的速度（即：恒量）进行消除。消除速度与血药浓度无关。
2．血浆半衰期随剂量的增加而增加（t1/2=0.5 C0/k）。当血药浓度降至最大消除能力以下时，则转为一级动力学消除。
3．时量曲线纵坐标（血药浓度）用普通坐标表示时为直线，其斜率为-k(-Vmax)。
4．增加剂量可以超比例地升高血药浓度，时量曲线下面积与药物吸收量不成正比，消除时间大大延长，易致蓄积中毒。
生物样品的采集与储存：
· 体内药物分析的分析对象具有如下特点：
· 被测定的药物和代谢物浓度极低 
· 样品介质复杂 
· 仅有少量样品可供分析 
· 样品的稳定性需特别注意 
（到此课程进行85分钟）
作业：
1.药物的体内过程。
2. 生物样品的采集与储存。
参考书：
1.《生物药物分析》  白秀峰          中国医药科技出版社 
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁      人民卫生出版社

























	授课题目
	第二十章生物药物质量标准的制定
	授课日期
	2019年6月20日

	授课班级
	化工学院生药2016本科班
	授课时数
	2
	授课方式
	理论课


【教学目标】
制订生物药物质量标准的原则
1了解新药类别和生物药物质量标准
2熟悉制订生物药物质量标准的原则
制订生物药物质量标准的基础工作
了解制订生物药物质量标准的基础工作的内容
生物药物质量标准的主要内容
1、掌握生物药物质量标准的主要内容
2、熟悉所选择检测方法的原理和检测技术【教学内容】
1）制定生物药物质量标准的原则
2）生物药物质量标准制定的基础工作
3）生物药物质量标准的主要内容
教具︰教学多媒体
教学方法：多媒体教学结合讲授
教学具体过程（90分钟）：
出示相关教学幻灯片，引出本节课讲授的具体内容。与幻灯片内容相互配合进行讲解。需要理解和识记的内容播放内容较慢。
制定生物药物质量标准的原则
1、 新药的识别
化学药品：
生物制品：
2、生物药物质量标准：
3、生物药物质量标准的制定原则
生物药物质量标准制定的基础工作
1、 新药的背景与名称
2、 新生物药物化学结构或组分的确证
3、 试制工艺与处方依据
4、 新药理化常数、纯度检查等质量研究工作
5、 稳定性试验
6、 含量测定方法研究
7、 新药药理、毒理作用研究
8、 新药代动力学的研究
9、 新药型的研究
生物药物质量标准的主要内容：
1、 药物名称
2、 药物性状
3、 稳定性
4、 物理常数
5、 鉴别
6、 杂质检查
7、 含量测定
（90分钟）
作业：
1.复习本章内容。
参考书：
1.《生物药物分析》  白秀峰          中国医药科技出版社 
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁      人民卫生出版社

















课程考核方式及评分规程
本门功课采取平时成绩+考试卷面成绩综合评分的形式，课程实行闭卷考试的形式，依据四川理工学院相关规定进行，具体成绩计算方式如下：
1平时成绩（30%）：主要考核内容为出勤（迟到，早退，缺席等）、平时作业、课堂讨论及回答问题表现等。以百分进行统计最后取20%计入总成绩。其中出勤为课前10分钟学生在签到簿签名：迟到、缺席、早退每次按1分计算，累计3次平时成绩归零（经过教师同意的请假除外）。本部分累计总成绩不少于10分；平时作业每次10分，未交、不完全、迟交按0分、3-5分及5分计算，累计作业次数不少于5次；课堂讨论在时间允许的情况下每次课进行一次，课堂提问每个章节结束进行一次，每次不少于5名学生。本部分累计成绩不少于20分。
2卷面成绩（70%）：以试卷分数的70%记入总成绩，按照期中30%、期末50%进行计算（补考成绩另算）。
诚信规定
作业：独立完成，可以同学之间进行讨论，严禁作业抄袭；
论文：学科小论文鼓励学生进行创作，严禁抄袭和剽窃；
考勤：本人签名，杜绝代签；
考试：规定时间、地点独立完成，考试违规与作弊依据学校相关规定进行处理
课堂规范
一、教师课堂教学规范
1．教师进入教学楼和教室须着装得体，不得穿拖鞋、背心、吊带裙、超短裙或其他不庄重的服饰进入课堂；
2．教师须提前到教室做好上课的准备工作。不得迟到、拖堂或提前下课；
3．教师上课期间必须关闭手机等通讯工具，严禁上课时接听电话、会客或随意离开教室；4．教师须科学安排全期的教学工作。每堂课教师均须备有教案、教学日历等材料；必修课     程必须使用指定主要教材；
5．课堂教学须目标明确，逻辑严密，论证严谨，基本概念和知识点准确，重点突出，能有效突破难点；讲授内容要合理把握深度和广度。不得发表与教学内容无关和错误的言论；6．贯彻因材施教的原则，灵活运用各种有效的教学方法。尊重学生的提问和发言，课堂讨论要有引导和控制，不得浪费学生的学习时间；
7．教师必须站立讲课（身体原因除外），教态自然大方；须用普通话教学，教学语言清楚流畅，生动文明。板书有条理，字迹清楚；
8．教师要有课堂管理意识。对违反课堂纪律的学生要及时处理。学生如有违反课堂纪律的行为，经批评教育不改者，教师有权责令其退出教室，情节严重者，报学生所在学院给予纪律处分；
9．任课教师要负责对学生进行考勤，考勤结果及时报学生所在学院办公室，以便学院按照学校的学生管理规定和学业管理规定进行处理；
10．对持有教务处发放的听课证的非本教学班学生或其他听课人员，教师应允许其听课；二、学生课堂规范
1．学生进入教学楼和教室须着装整洁、得体，不准穿拖鞋、超短裙或其他不庄重的服饰进入教室；
2．学生每堂课需提前5分钟到达上课地点做好上课准备。不得迟到、早退、旷课，请假必须向教师出示请假条；
3．学生上课必须关闭手机等通讯工具。上课期间不得接听电话、会客，不得随意离开教室；4．学生上课要认真听课，不交头接耳，不吃东西，不做与课堂教学无关的事情；要积极参与课堂讨论，积极提问或发言，配合教师搞好教学，认真完成教师布置的教学任务；
5．旁听生、进修人员应携带教务处发给的听课证进入指定教室听课，并遵守课堂纪律；
三、学校各级领导干部、教学督导委员、教学管理干部听课应提前5分钟进入教室并向授课教师出示听课证，听课期间必须关闭手机等通讯工具，不得接听电话、会客，不得随意离开教室，不得影响教师正常的教学活动；
四、凡有违反以上课堂教学规范者，将根据有关文件规定进行处理；
五、本规范在本教学大纲实施过程中执行。
六．课程资源
1教材与参考书：本课程采用白秀峰编写的《生物药物分析》为主要参考书，同时参考何华编写的《生物药物分析》和孙莹、吕洁编写的《药物分析》。
2教师：实施大纲的编写教师为主讲教师；
3大纲实施教室：以四川理工学院汇南多媒体教室为大纲实施主要场所；
4校内活动：四川理工学院每年都组织学生参加大学生创新创业挑战杯，同时学校设有制药专业相关协会，定期举办相关专题活动；
5网络课程资源：以四川理工学院校园网为基本设施，学生和教师可以自由选择校园网可以登录的任何共享网络资源，学生根据自己实际情况自由选择参阅；
6自贡市图书馆、科技馆、盐业博物馆、恐龙博物馆均是教师和学生可以方便利用的课程资源。
七．学术合作备忘录（契约）
1阅读课程实施大纲，理解其内容；
2同意遵守课程实施大纲中阐述的标准和期望。



	授课题目
	第六章电泳技术
	授课日期
	2018年3月20日

	授课班级
	化工学院生药2015本科班
	授课时数
	2
	授课方式
	理论课


【教学目标】
电泳的基本原理
1、理解电泳的概念、原理，了解其优点
2、了解电泳的分类
3、理解影响电泳迁移率的因素
聚丙烯酰胺凝胶电泳
1、理解聚丙烯酰胺凝胶电泳的原理
2、了解聚丙烯酰胺凝胶电泳的特点、
3、熟悉聚丙烯酰胺凝胶的制备方法
4、了解聚丙烯酰胺凝胶电泳后的检测方法
SDS电泳技术
1、掌握SDS电泳的原理
2、理解影响SDS与蛋白质结合的因素
3、了解SDS电泳测定分子量的局限性
等电聚焦技术
1、理解等电聚焦的定义及基本原理
2、熟悉PH梯度的形成
3、了解等电聚焦的分类和检测方法
【重点和难点】
1. 电泳的基本原理
【教学内容】
1、电泳的基本原理
2、聚丙烯酰胺凝胶电泳：（1）聚丙烯酰胺凝胶电泳原理；（2）聚丙烯酰胺凝胶的性能及制备；（3）电泳后的检测；
3、SDS电泳技术：（1）SDS电泳技术原理；（2）SDS电泳聚丙烯酰胺凝胶组成与聚合；（3）样品的制备；（4）分子量的测定；（5）SDS电泳局限性；
4、等电聚焦技术：（1）原理；（2）pH梯度的形成；（3）检测方法；
参考书：
1.《生物药物分析》   白秀峰          中国医药科技出版社 
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁       人民卫生出版社
第一节电泳法
教学方法：多媒体教学结合讲授
教学具体过程（90分钟）：
复习上节学习内容：
请每个学习小组回答上节课的讨论问题，教师评价记入登分册。
电泳的基本原理：
带电颗粒在电场作用下，向着与其电性相反的电极移动，称为电泳(electrophoresis, EP)。利用带电粒子在电场中移动速度不同而达到分离的技术称为电泳技术。 
1937 年瑞典学者 A.W.K.蒂塞利乌斯设计制造了移动界面电泳仪 ，分离了马血清白蛋白的3种球蛋白，创建了电泳技术。 
在确定的条件下，带电粒子在单位电场强度作用下，单位时间内移动的距离（即迁移率）为常数，是该带电粒子的物化特征性常数。不同带电粒子因所带电荷不同，或虽所带电荷相同但荷质比不同，在同一电场中电泳，经一定时间后，由于移动距离不同而相互分离。分开的距离与外加电场的电压与电泳时间成正比。 
利用电泳可以确定胶体微粒的电性质，向阳极移动的胶粒带负电荷，向阴极移动的胶粒带正电荷。 
· 金属氢氧化物、金属氧化物等胶体微粒吸附阳离子，带正电荷。 
· 非金属氧化物、非金属硫化物等胶体微粒吸附阴离子，带负电荷。 
  例如，陶瓷工业中用的粘土，往往带有氧化铁，要除去氧化铁，可以把粘土和水一起搅拌成悬浮液，由于粘土粒子带负电荷，氧化铁粒子带正电荷，通电后在阳极附近会聚集出很纯净的粘土。工厂除尘也用到电泳。利用电泳还可以检出被分离物，在生化和临床诊断方面发挥重要作用。 
一、分类
电泳分离是基于溶质在电场中的迁移速度不同而进行的。 
根据分离原理的不同，电泳分为四类： 
· 移动界面电泳 
· 区带电泳 
· 等电聚焦电泳 
· 等速电泳 
移动界面电泳 ：是将被分离的离子（如阴离子）混合物置于电泳槽的一端（如负极），在电泳开始前，样品与载体电解质有清晰的界面。电泳开始后，带电粒子向另一极（正极）移动，泳动速度最快的离子走在最前面，其他离子依电极速度快慢顺序排列，形成不同的区带。只有第一个区带的界面是清晰的，达到完全分离，其中含有电泳速度最快的离子，其他大部分区带重叠。 
区带电泳 ：是在一定的支持物上，于均一的载体电解质中，将样品加在中部位置，在电场作用下，样品中带正或负电荷的离子分别向负或正极以不同速度移动，分离成一个个彼此隔开的区带。区带电泳按支持物的物理性状不同，又可分为纸和其他纤维膜电泳、粉末电泳、凝胶电泳与丝线电泳。 
等电聚焦电泳： 是将两性电解质加入盛有pH梯度缓冲液的电泳槽中，当其处在低于其本身等电点的环境中则带正电荷，向负极移动；若其处在高于其本身等电点的环境中，则带负电向正极移动。当泳动到其自身特有的等电点时，其净电荷为零，泳动速度下降到零，具有不同等电点的物质最后聚焦在各自等电点位置，形成一个个清晰的区带，分辨率极高。 
等速电泳： 是在样品中加有领先离子（其迁移率比所有被分离离子的大）和终末离子（其迁移率比所有被分离离子的小），样品加在领先离子和终末离子之间，在外电场作用下，各离子进行移动，经过一段时间电泳后，达到完全分离。被分离的各离子的区带按迁移率大小依序排列在领先离子与终末离子的区带之间。由于没有加入适当的支持电解质来载带电流，所得到的区带是相互连接，且因“ 自身校正”效应，界面是清晰的，这是与区带电泳不同之处。 
等速电泳原理： 将样品置于含慢离子和快离子的缓冲液中电泳，快离子的电泳迁移率大于其他所有的离子，使其后面的离子浓度降低，形成一个低电导高电势的梯度区，减慢了快离子的迁移速度，并促使后面的离子加速向前移动；而慢离子电泳迁移率小于其他所有的离子，同理会加速向前移动去靠近比它迁移快的离子；结果所有的离子都被压缩在慢离子和快离子之间，以几乎相等的速度迁移。蛋白质在聚丙烯酰胺凝胶的浓缩胶电泳过程中就应用了等速电泳原理。
影响因素
1、颗粒性质 
颗粒所带静电荷越多，粒子越小且是球形，电泳迁移率就越大。 
2、电场强度 
单位距离的电位降称为电场强度也叫电势强度。 
电场强度越高，带电颗粒的电泳速度就越快。 
3、溶液的性质 
（1）pH
溶液的pH决定带电颗粒的解离程度，即决定了带电颗粒所带电荷的多少。 
对蛋白质和氨基酸而言，溶液的pH离等电点越远，其所带净电荷的量就越大，电泳速度就越快；反之则越慢。为了使电泳过程中溶液的pH保持恒定，宜选用缓冲溶液。 
（2）离子强度 
离子强度代表所有类型的离子所产生的静电力，它取决于离子电荷的总数。若离子强度过高，带电离子能把溶液中与其电荷相反的离子吸进在自己周围形成离子扩散层，导致颗粒所带净电荷量减少，电泳速度降低。 
（3）溶液黏度 
电泳速度与溶液黏度成反比，因此黏度越大，电泳速度就越小。 
（4）电渗 
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因为支持物不是绝对的惰性物质，它可吸附溶液中的阳离子或阴离子，使靠近支持物的溶液相对带电，从而引起电场中溶液层的移动，这种现象称为电渗现象。 
如果颗粒泳动的方向与电渗方向一致，则泳动速度加快；如果颗粒泳动的方向与电渗方向相反，则泳动速度降低。 
为避免电渗现象，应尽量选择电渗作用小的支持物。 
四、电泳分析的检测方法及其应用（到此课程进行45分钟）
聚丙烯酰胺凝胶电泳：
原理：
性能及制备：
电泳后的检测：
电泳装置：
[image: ][image: ]






电泳系统的基本组成 
· 电泳槽：是凝胶电泳系统的核心部分，管式电泳槽、垂直板电泳槽、水平板电泳槽 
· 电源:
· 聚丙烯酰胺凝胶电泳200~600V， 
· 外循环恒温系统:高电压会产生高热，需冷却； 
· 凝胶干燥器:用于电泳和染色后的干燥； 
· 灌胶模具：制胶，玻璃板和梳子； 
· 电泳转移装置：利用低电压，大电流的直流电场，使凝胶电泳的分离区带或电泳斑点转移到特定的膜上，如PVDF膜 
· 电泳洗脱仪：回收样品 
· 凝胶扫描和摄录装置：对电泳区带进行扫描，从而给出定量的结果。 
聚丙烯酰胺凝胶有下列特性： 
(1)在一定浓度时，凝胶透明，有弹性，机械性能好； 
(2)化学性能稳定，与被分离物不起化学反应，在很多溶剂中不溶； 
(3)对pH和温度变化较稳定； 
(4)几乎无吸附和电渗作用，只要Acr纯度高，操作条件一致，则样品分离重复性好； 
(5)样品不易扩散，且用量少，其灵敏度可达10-6g
(6)凝胶孔径可调节，根据被分离物的分子量选择合适的浓度，通过改变单体及交联剂的浓度调节凝胶的孔径； 
(7)分辨率高，尤其在不连续凝胶电泳中，集浓缩、分子筛和电荷效应为一体。因而较醋酸纤维薄膜电泳、琼脂糖电泳等有更高的分辨率。 
SDS－聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）： 
SDS-PAGE是利用电泳和分子筛的双重作用达到对蛋白质进行分析分离的目的。 
蛋白质在聚丙烯酰胺凝胶电泳时，它的迁移率取决于它所带净电荷以及分子的大小和形状等因素。如果在丙烯酰胺凝胶系统中加入阴离子去污剂十二烷基磺酸钠(sodium dodecyl sulfate,简称SDS)，则蛋白质分子的电泳迁移率主要取决于它的分子量，而与所带电荷和形状无关。因此可以利用SDS-PAGE测定蛋白质分子量。 
原理：
组成和聚合：
样品制备：分子量的测定：
测定分子量的局限性
应用实例：
等电聚焦电泳 
等电聚焦技术：
是将两性电解质加入盛有pH梯度缓冲液的电泳槽中，当其处在低于其本身等电点的环境中则带正电荷，向负极移动；若其处在高于其本身等电点的环境中，则带负电向正极移动。当泳动到其自身特有的等电点时，其净电荷为零，泳动速度下降到零，具有不同等电点的物质最后聚焦在各自等电点位置，形成一个个清晰的区带，分辨率极高。 
原理：
pH梯度的行程：
检测方法：
（到此课程进行90分钟）
思考题：
1、电泳的基本原理和种类。
2、等电聚焦技术
参考书：
1.《生物药物分析》  白秀峰          中国医药科技出版社 
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁      人民卫生出版社
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【教学目标】
纸色谱
1、理解色谱法的分离原理，了解色谱法的分类
2、熟悉纸色谱的基本原理
3、了解影响纸色谱的因素
薄层层析色谱
[bookmark: _GoBack]1、理解薄层层析色谱的基本原理
2、了解吸附剂、展开剂的选择要求
3、熟悉TLC的基本操作方法及常见问题解决办法
高效液相色谱法
1、理解高效液相色谱法的基本原理
2、了解高效液相的仪器结构
3、熟悉高效液相的操作技术及注意事项
气相色谱法
1、理解气相色谱法的基本原理
2、了解气相色谱法类型和色谱条件的选择
【重点和难点】
1. 纸色谱
2. 高效液相色谱
【教学内容】
2、主要内容：
1）纸色谱
2）薄层色谱
3）高效液相色谱
4）气相色谱
参考书：
1.《生物药物分析》  白秀峰          中国医药科技出版社 
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁      人民卫生出版社
【教学过程】
色谱法
教学方法：多媒体教学结合讲授
教学具体过程（90分钟）：
复习上节学习内容：
请每个学习小组回答上节课的讨论问题（5分钟），教师评价记入登分册。
出示相关教学幻灯片，由此引出本节课讲授的具体内容：
纸色谱
薄层色谱
高效液相色谱
气相色谱
1、 纸色谱

基本原理：
分配系数：

利用分配系数的差异，进行物质的分离。
移动速率：


纸色谱的影响因素：
1、 物质极性的影响
2、 溶剂的影响
3、 pH的影响
4、 滤纸的影响
5、 温度和时间的影响
纸色谱的优点：
双向上行纸色谱法分离混合氨基酸
薄层色谱法：
基本原理：纸色谱的进一步发展 
薄层色谱参数
1、 定性参数：移动速率和相对移动速率的比值
2、 相平衡参数：
3、 分离参数：
吸附剂的选择
1、 吸附剂应具备的性质
2、 常用吸附剂
展开剂的选择：
薄层色谱法基本操作方法：
1、 仪器与材料：
2、 操作方法：
薄层色谱法常见问题和消除方法
1、 斑点拖尾现象
2、 边缘效应
3、 S形及波浪斑点
4、 斑点呈念珠状
5、 展速慢
6、 Rf值不稳定（到此课程进行45分钟）
应用实例
气相色谱法
1、气相色谱法的特点
（1）分离效率高：
   复杂混合物，有机同系物、异构体。手性异构体。
（2） 灵敏度高：
   可以检测出μg.g-1(10-6)级甚至ng.g-1(10-9)级的物质量.
（3） 分析速度快：
   一般在几分钟或几十分钟内可以完成一个试样的分析。
（4） 应用范围广：
   适用于沸点低于400℃的各种有机或无机试样的分析。
 不足之处：
      不适用于高沸点、难挥发、热不稳定物质的分析。
      被分离组分的定性较为困难。 
2、气相色谱分离过程
当试样由载气携带进入色谱柱与固定相接触时，被固定相溶解或吸附。
随着载气的不断通入，被溶解或吸附的组分又从固定相中挥发或脱附，
挥发或脱附下的组分随着载气向前移动时又再次被固定相溶解或吸附。
随着载气的流动，溶解、挥发，或吸附、脱附的过程反复地进行。 
3、 分配系数 K
组分在固定相和流动相间发生的吸附、脱附，或溶解、挥发的过程叫做分配过程。在一定温度下，组分在两相间分配达到平衡时的浓度（单位：g / mL）比，称为分配系数，用K 表示，即：







分配系数 K的讨论
一定温度下，组分的分配系数K越大，出峰越慢；
试样一定时，K主要取决于固定相性质；
每个组份在各种固定相上的分配系数K不同；
选择适宜的固定相可改善分离效果；
试样中的各组分具有不同的K值是分离的基础；
某组分的K = 0时，即不被固定相保留，最先流出。
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[image: ]气相色谱仪通常由五部分组成：
Ⅰ 载气系统：气源、气体净化器、供气控
制阀门和仪表。
Ⅱ 进样系统：进样器、汽化室。
Ⅲ 分离系统：色谱柱、控温柱箱。 
Ⅳ 检测系统：检测器、检测室。
Ⅴ	记录系统：放大器、记录仪、
色谱工作站。
气路系统
载气:气相色谱中常用的载气有氢气，氮 
气，氦气和氩气。
气路结构:主要有两种气路形式
单柱单气路，适用于恒温分析 
双柱双气路，适用于程序升温，并能补偿固定液的流失使其基线稳定。
[image: 毛细管柱]净化器:主要用来提高载气纯度。
稳压恒流装置:稳定载气流速。
进样系统
Dissolved in an organic solvent.
Injected into the carrier gas flow by syringe or valve.
气相色谱的分离系统
是色谱柱，常用的色谱柱有填充柱和毛细管柱两 种：填充柱是以固体吸附剂或涂渍 了固定液的载体颗粒填充到柱管内形成的柱子；毛细管柱内没有填充颗粒，是将固定相涂渍或者以化学键合方式附着到管内壁上。由于混合物各组分的分离在这里完成，所以它是色谱仪中最重要的部件之一。
气液色谱填充柱的固定相通常由一种惰性多孔固体（称为担
体）及在其表面上涂渍一层较薄的高沸点有机物（称为固定
液）液膜构成。
热导池检测器 
   thermal conductivity detector, TCD 
氢火焰离子化检测器 
   flame ionization detector, FID 
电子捕获检测器 
    electron-capture detector, ECD 
热离子化检测器 
    thermionic detector, TID 
火焰光度检测器 
flame photometric detector, FPD 
热导池检测器 TCD 
氢火焰离子化检测器 FID
峰高 h （peak hight ）：峰的顶点到峰底之间的垂直距离。
峰面积A （peak area） ：峰与峰底之间的面积。	
色谱分析的实验依据：
１、根据色谱峰的位置（保留时间）可以进行定性分析。
 2、根据色谱峰的面积或峰高可以进行定量分析。
3、根据色谱峰的展宽程度，可以对某物质在实验条件下的分离特性进行评价。
(3)、柱温的确定 
程序升温 
(1)、色谱定性鉴定方法 
C.与其他分析仪器联用的定性方法 
A.外标法
将待测组分的纯物质配成不同浓度的标准溶液，使浓度与待测组分接近，然后取固定量的上述溶液进行色谱分析，得到各标准样品的对应色谱图。 
外标法（续）再在同样的条件下（同样的色谱操作条件和进同样的体积），分析待测试样，得到色谱图。 
外标法（续）
以标准样品的色谱峰面积作图，得到一条标 
准曲线，再在标准曲线上根据待测样品的峰面积查出待测组分的浓度。
B. 内标法 
内标法特点 
液相色谱仪
高效液相色谱法的特点 
一、HPLC与GC差别 
  1．分析对象的区别
     GC：适于能气化、热稳定性好、且沸点较低的样品；但对高沸点、挥发性差、热稳定性差、离子型及高聚物的样品，尤其对大多数生化样品不可检测 占有机物的20%。 
   HPLC：适于溶解后能制成溶液的样品（包括有机介质溶液），不受样品挥发性和 热稳定性的限制，对分子量大、难气化、热稳定性差的生化样品及高分子和离子型样品均可检测 用途广泛，占有机物的80%。 
2．流动相差别的区别
GC：流动相为惰性，气体组分与流动相无亲合作用
    力，只与固定相有相互作用。 
HPLC：流动相为液体，流动相与组分间有亲合作用力，能提高柱的选择性、改善分离度，对分离起正向作用。且流动相种类较多，选择余地广，改变流动相极性和pH值也对分离起到调控作用，当选用不同比例的两种或两种以上液体作为流动相 也可以增大分离选择性。
3．操作条件差别
GC：加温操作
HPLC：室温；高压（液体粘度大，峰展宽小）
5.3.2 流程及主要部件
2.主要部件
(2) 梯度淋洗装置
(3) 进样装置
(4) 高效分离柱
(5) 高效液相色谱检测器
HPLC的特点和实际应用
1. 固定相与装柱方法的选择：
   选粒径小的、分布均匀的球形固定相
  （dp≤10μm）
   首选化学键合相，匀浆法装柱
2. 流动相及其流速的选择：
   选粘度小、低流速的流动相——甲醇，
   约1ml/min    
3. 柱温的选择：选室温250C左右
2. 固定相及分离柱
3. 流动相及流动相的极性
选择流动相时应注意的几个问题： 
一种新型的液体色谱，1964年，J. C. Moore首先研究成功。
不仅可用于小分子物质的分离与鉴定，而且可作为用来分析化学性质相同但分子体积不同的高分子同系物。 
现阶段，已经成为最为重要的测定聚合物的分子量与分子量分布的方法。
(1) 测定原理
淋出体积：自试样进入色谱柱到淋洗出来，所接收到的淋出液的体积，称为该试样的淋出体积Ve。
当仪器与实验条件确定后，溶质的淋出体积与其分子量有关，分子量越大，其淋出体积越小。
(2) 体积排除机理
溶质分子的体积越小, 其淋出体积越大. 这种解释不考虑溶质与载体间的吸附效应以及溶质在流动相和固定相中的分配效应, 其淋出体积仅仅由溶质分子的尺寸和载体的孔径尺寸决定, 分离完全是由于体积排除效应所致, 所以GPC又被称为体积排除色谱(SEC， Size Exclusion Chromatography) 
GPC曲线
(3) 级分分子量的确定
直接法：在测定淋出液浓度的同时测定其粘度或光散射。
间接法：采用一组分子量不等、单分散的样品（标样），分别测定其淋出体积与分子量，从而标定色谱柱分离的分子量与其淋出体积间的关系----分子量-淋出体积标定曲线。
分子量-淋出体积标定曲线
   普适校正原理 
    由于GPC对聚合物的分离是基于分子流体力学体积，即对于相同的分子流体力学体积，在同一个保留时间流出，即流体力学体积相同。
     两种柔性链的流体力学体积相同：
                                      [η]1M1=[η]2M2
                                      k1M1α1+1=k1M2α2+1
     两边取对数：lgk1+(α1+1)lgM1=lgk2+(α2+1)lgM2
     即如果已知标准样和被测高聚物的k、α值，就可以由已知相对分子质量的标准样品M1标定待测样品的相对分子质量M2。
实验部分
    GPC仪的组成： 
    泵系统、（自动）进样系统、凝胶色谱柱、检测系统和数据采集与处理系统。
    泵系统：
    包括一个溶剂储存器、一套脱气装置和一个高压泵。它的工作是使流动相（溶剂）以恒定的流速流入色谱柱。泵的工作状况好坏直接影响着最终数据的准确性。越是精密的仪器，要求泵的工作状态越稳定。要求流量的误差应该低于0.01mL/min。
   色谱柱：   
   GPC仪分离的核心部件。是在一根不锈钢空心 
细管中加入孔径不同的微粒作为填料。
    填料（根据所使用的溶剂选择填料，对填料最基本的要求是填料不能被溶剂溶解）：交联聚苯乙烯凝胶（适用于有机溶剂，可耐高温）、交联聚乙酸乙烯酯凝胶（最高100℃，适用于乙醇、丙酮一类极性溶剂）多孔硅球（适用于水和有机溶剂）、多孔玻璃、多孔氧化铝（适用于水和有机溶剂）
    柱子：玻璃、不锈钢
    检测系统： 
通用型检测器：适用于所有高聚物和有机化合 
物的检测。有示差折光仪检测器、紫外吸收检测器、粘度检测器。
 示差折光仪检测器：溶剂的折光指数与被测样品的折光指数有尽可能大的区别
紫外吸收检测器：在溶质的特征吸波长附近溶剂没有强烈的吸收。
 选择型检测器：适用于对该检测器有特殊响应的高聚物和有机化合物。有紫外、红外、荧光、电导检测器等。
实验部分
影响因素：
     色谱柱、溶剂的选择
     色谱柱： 
     每根色谱柱都有一定的相对分子质量分离范围 
和渗透极限，色谱柱有使用的上限和下限。色谱柱的使 
用上限是当聚合物最小的分子的尺寸比色谱柱中最大的凝胶的尺寸还大，这时高聚物进入不了凝胶颗粒孔径，全部从凝胶颗粒外部流过，这就没有达到分离不同相对分子质量的高聚物的目的。而且还有堵塞凝胶孔的可能，影响色谱柱的分离效果，降低其使用寿命。色谱柱的使用下限就是当聚合物中最大尺寸的分子链比凝胶孔的最小孔径还要小，这时也没有达到分离不同相对分子质量的目的。所以在使用凝胶色谱仪测定相对分子质量时，必须首先选择好与聚合物相对分子质量范围相配的色谱柱。
实验部分 
溶剂的选择： 
能溶解多种聚合物
不能腐蚀仪器部件
与检测器相匹配
实验部分
色谱柱对于多分散聚合物的分离作用是基于体积排除机理，与分子量没有直接联系。
把激光光散射与凝胶色谱仪联用，在得到浓度谱图的同时，还可得到散射光强对淋出体积的谱图，从而计算出分子量分布曲线和整个试样的各种平均分子量。
实验部分
    激光光散射实验中必须对样品严格除尘，溶液中的灰尘会产生强烈的光散射，严重干扰聚合物溶液光散射的测量。溶液除尘是光散射成败的关键。首先是溶剂除尘，配置测试样品的溶剂应进行精馏，并经过0.2μm超滤膜过滤后方可使用。配好的溶液也要用0.2μm的超滤膜过滤。另外，测试中所用的器械，如：注射器等，使用前要用洗液浸泡，清水强力冲洗。
（到此课程进行85分钟）（结合图片讲解）
作业：
1、高效液相色谱的基本原理。
2、高效气相色谱法
参考书：
1.《生物药物分析》   白秀峰          中国医药科技出版社 
2.《生物药物分析》   何华            化学工业出版社 
3.《药物分析》       孙莹 吕洁       人民卫生出版社
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