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摘'要!通过鲎试剂的干扰试验!研究注射用氨基酸原料中细菌内毒素检查法的可行性$ 依据

中国药典 )*** 年版中细菌内毒素检查法进行操作$ 在 ) j"B 倍稀释级下!R>缬氨酸"0̀ )&?P#和

R>异亮氨酸"0̀ )&?P#对鲎试剂无干扰!检测细菌内毒素的鲎试剂灵敏度小于等于 *&? G7&HR

a"

!

而在 "B 倍稀释级范围内!R>脯氨酸"0̀ M&?P#和 R>亮氨酸"0̀ )&*P#对鲎试剂检查法有抑制作

用$ 实验表明注射用R>异亮氨酸和R>缬氨酸用灵敏度为 *&? G7&HR

a"的鲎试剂检查其细菌内毒素

方法可行!可以代替家兔法检查热原$ 供注射用 R>缬氨酸细菌内毒素应小于 *&*M G7&H4

a"

!显著

高于中国药典 )**? 年版的规定$

关键词!R>脯氨酸%R>缬氨酸%R>亮氨酸%R>异亮氨酸%细菌内毒素检查%干扰试验%鲎试剂
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!:8'1&%') F39190:6S6%6;<:;-V<6:80%6V0;9V 1$.9I0H6/0;6$/ $1S0L;9.60%9/V$;$I6/ 6/ 0H6/$0L6V:1$.6/m9L;6$/ S<

;0L3<J%9-:0H9S$L<;9%<:0;9#FDR$ 6/;9.19.9/L9;9:;&F39;9:;6:L0..69V $-;0LL$.V6/4;$;39H9;3$V 1$.9I0H6/0;6$/

$1S0L;9.60%9/V$;VI6/ $/ 236/9:9W30.H0L$J$960#)*** 9V6;6$/$&R>#0%6/9# 0̀ )&?P$ 0/V R>6:$%9-L6/9# 0̀

)&?P$ V$/$;:3$Y6/;9.19.9/L9Y6;3 FDR.9049/;6/ ) j"B 1$%V:V6%-;9V L$/L9/;.0;6$/% 0/V ;39:9/:6;686;<1$.FDR

6:*&?G7&H%

a"

&\$Y989.% R>J.$%6/9#0̀ M&?P$ 0/V R>%9-L6/9#0̀ )&*P$ V6:J%0<6/36S6;6$/ Y6;3 FDR-/V9."B

;6H9:V6%-;9V :L0%9:&F39H9;3$V J.$J$:9V 39.96/ 6:190:6S%9% 0/V H0<.9J%0L9;39.0SS6;;9:;1$.J<.$49/&F39%6H6;

80%-9$19/V$;$I6/ 6/ R>80%6/91$.6/m9L;6$/ Y0:*&*M G7&H4

a"

% Y36L3 6:H-L3 %9::;30/ ;3980%-9#? G7&H4

a"

$ $1

236/9:9W30.H0L$J$960#)**? 9V6;6$/$&

;-2 <(1=8)R>J.$%6/9& R>%9-L6/9& R>80%6/9& R>6:$%9-L6/9& S0L;9.60%9/V$;$I6/ ;9:;& 6/;9.19.9/L9;9:;& FDR.9049/;

''临床上常因使用输注药液引起病人发热,冷感,

寒战,恶心,呕吐,头痛,腰及四肢关节痛,肤色灰白,

白细胞下降,血管通透性增强,昏迷甚至休克,死亡

等一系列症状称为热原反应%所有能引起热原反应

的物质称为热原#J<.$49/$' 普遍认为革兰氏阴性

细菌产生的内毒素是热原的主要来源*"+

' 细菌内毒

素是革兰氏阴性菌细胞壁的脂多糖成分%于细菌死

亡解体后释放%在体内作用于单核巨噬细胞产生多
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种炎症细胞因子% 如肿瘤坏死因子,白细胞介素

#eR$ >",eR>B,eR>+,前列腺素,凝血素,干扰素,血小

板激活因子等%这些因子适量时可激活免疫系统%对

机体产生有益作用%过量时可引起机体严重的病理

生理反应%表现为发热,低血压,心动过速,休克,多

器官功能衰竭#=X_$及死亡' 因此%检测细菌内毒

素在药品质量控制和临床治疗监测中具有重要意

义' 鲎血变形细胞溶解物#;0L3<J%9-:0H9S$L<;9%<>

:0;9%FDR$与微量细菌内毒素产生凝胶反应而建立

的鲎试剂细菌内毒素检查法自 "E+* 年正式载入美

国药典开始*)+

%已在英国,日本以及欧洲药典相继收

载' 中国药典#"EE* 年版增补本$也开始收载*!+

'

鲎试剂法以其灵敏,快速,简便,特异等优点代替家

兔法检查热原已成为一种趋势%到 )**? 年%中国药

典已经公布的可用细菌内毒素检查法代替家兔热原

检查试验的药品达 "E? 个*M+

'

复合氨基酸注射液用鲎试剂检查细菌内毒素的

方法多见文献报道*?>"?+

%而制造复合氨基酸注射液

的氨基酸原料用鲎试剂法检查其细菌内毒素则报道

较少*"B>"A+

' 依据中国药典!细菌内毒素检查法"

*"++

对R>脯氨酸,R>缬氨酸,R>亮氨酸,R>异亮氨酸 M 种

注射用原料检查细菌内毒素'

"'材'料

"&"'原料药
R>脯氨酸#批号 )****+*"$%由河北冀荣氨基酸

公司提供&R>缬氨酸#批号 )****E*E$,R>亮氨酸#批

号 )****+*)$,R>异亮氨酸#批号 )****A""$均由南

宁市安力泰药业有限公司提供' 原料药均用家兔法

检查热原合格'

鲎试剂 #FDR$)灵敏度
!

为 *&? G7&HR

a"

%

*&? HR&支 a"

#批号 ***B)M$&

!

为 *&)? G7&HR

a"

%

*&? HR&支 a"

#批号 ***E*+$%均由厦门鲎试剂厂

提供'

"&)'细菌内毒素工作标准品!2OG"

"* G7&支 a"

#批号 EE*+$%中国药品生物制品检

定所提供& 细菌内毒素检查用水#[CGF$)内毒素含

量小于 *&*" G7&HR

a"

%)HR&支 a"

#批号 ***+)*$%由

厦门鲎试剂厂提供'

"&!'氯化钠注射液
经检查%内毒素含量小于 *&)? G7&HR

a"

#批号

**"")M*!?"$%由成都青山制药有限责任公司提供'

"&M'实验仪器
\\O a"" 型电热恒温水浴箱#苏州大隆仪器仪

表有限公司$%]\TaE*?!D台式鼓风干燥箱#南京

昕航科学仪器有限公司$%微量移液器#上海金林生

化试剂仪器厂$ % g\a) 型旋涡混合器#天津药典

标准仪器厂$' 实验器具均需彻底清洗干净%于

)?* k烘烤至少 " 3除去热原%并自然冷却'

) '原理#方法与结果

)&"'原'理
热原主要来自细菌内毒素%细菌内毒素由细胞

壁上的脂多糖组成 %内毒素的量用内毒素单位

#G7$表示' 鲎血细胞溶解物中的凝固酶原% 能够

被微量的细菌内毒素激活生成凝固酶%促使可凝蛋

白向凝固蛋白转化%最终形成凝胶样物质' 中国药

典细菌内毒素检查法即是利用鲎试剂与细菌内毒素

的凝聚反应是否生成坚实凝胶判断样品所含内毒素

大于#用! b"$或小于#用! a"$限值'

)&)'方'法
取装有 *&" HR鲎试剂溶液的 "* HHcA? HH

试管 ? 支%其中 ) 支加入 *&" HR按最大有效稀释倍

数稀释的供试品溶液%" 支加入 *&" HR内毒素溶液

作为阳性对照管%" 支加入 *&" HR细菌内毒素检查

用水作为阴性对照%" 支加入 *&" HR供试品阳性对

照溶液#供试品溶液加内毒素溶液%做干扰试验者不

设此管$' 将试管轻轻混匀后%封闭管口%垂直放入

#!A o"$ k的恒温器中%保温#B* o)$ H6/ 后%将试

管取出%缓缓倒转 "+*p%若管内凝胶不变形,不从管

壁脱落为阳性#用! b"$%凝胶不能保持完整并从管

壁脱落为阴性#用! a"$%阳性对照管和供试品阳性

对照管应为# b$%阴性对照管应为# a$%否则试验

无效'

)&!'鲎试剂!FDR"灵敏度复核
按中国药典 )*** 年版细菌内毒素检查法中规

定进行' 标示度
!

F

`*&? G7&HR

a" 和
!

F

`

*&)? G7&HR

a"的灵敏度复核结果见表 "%均在*&? j

)&*

!

F

范围内%符合药典规定'

表 "'FDR灵敏度复核结果 G7&HR

a"

2OG浓度 "&* *&? *&)? *&")? *&*B) ?

阴性

对照
测定值

!

F

*̀&?

bbbb bbba aaaa aaaa a *&?E

!

F

*̀&)?

bbbb bbab aaaa aaaa a *&!*

)&M'细菌内毒素限值!)"的计算
按公式 ) B̀,-% B为按规定途径给药临床无

任何不良反应的细菌内毒素阈剂量%静脉注射的 B

为 ? G7&#Z4.3$

a"

&-为人用最大剂量%大容量注

射 液 的 细 菌 内 毒 素 限 值 计 算 时 - 为

"* HR#Z4.3$

a"

%中国药典 )*** 年版收载 M 种氨基

B?) 重庆大学学报' '''''''''''''''''''第 !" 卷
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算原料热原检查项均规定 " Z4家兔注射 "* HR%故

此 ) *̀&? G7&HR

a"

'

)&?'有效稀释倍数!E"的计算
根据中国药典 )*** 年版 E )̀,

!

%已求得 ) 为

*&? G7&HR

a"

% 鲎 试 剂 灵 敏 度
!

为 *&? j

*&*! G7&HR

a"

%故 M 种氨基酸原料有效稀释倍数 E

为" j"B'

)&B'最大非干扰浓度的测定
分别用氯化钠注射液溶解 R>脯氨酸 #0`

M&?P$% R>缬 氨 酸 # 0` )&?P$% R>亮 氨 酸

#0̀ )&*P$%R>异亮氨酸#0̀ )&?P$%再用[CGF分

别将其稀释至 ) j"B 倍系列%用 *&? G7&HR

>"

FDR进

行如下试验)分别将 M 个品种的各个稀释级*&? HR

溶解 FDR%然后每管加入 "&* G7&HR

a" 的 2OG

*&" HR作为供试阳性系列&用 [CGF溶解 FDR后%

分别加入对应品种的稀释液作为供试阴性系列&按

中国药典 )*** 年版规定设阳性对照和阴性对照管'

试验结果见表 )'

由表 ) 结果得知%供试阴性均为! a"%说明 M 种

氨基酸在各稀释级下无可测出的内毒素%依据中国

药典 )*** 年版判断能用于干扰试验' R>脯氨酸与

R>亮氨酸因阳性对照为! a"%在 "B 倍稀释范围内对

细菌内毒素的凝聚试验有抑制作用%以目前鲎试剂

灵敏度范围不能用内毒素检查法测试' R>缬氨酸在

各稀释级下阳性对照为! b"%说明无干扰%而 R>异

亮氨酸稀释级 ) 倍以上阳性对照为! b"%说明稀释

) 倍以上可排除干扰' 即在 ) j"B 倍稀释级下%R>缬

氨酸#0̀ )&?P$和 R>异亮氨酸#0̀ )&?P$对鲎试

剂无干扰'

表 )'M 种氨基酸最大非干扰浓度的测试结果

品名 试管名
稀释倍数

" ) M + "B

阳性

对照

阴性

对照

R>脯氨酸
供试阳性

供试阴性

!!

!!

!!

!!

!!

!!

!!

!!

!!

!!

b

'

!

'

R>缬氨酸
供试阳性

供试阴性

bb

!!

bb

!!

bb

!!

bb

!!

bb

!!

b

'

!

'

R>亮氨酸
供试阳性

供试阴性

!!

!!

!!

!!

!!

!!

!!

!!

!!

!!

b

'

!

'

R>异亮氨酸
供试阳性

供试阴性

!!

!!

bb

!!

bb

!!

bb

!!

bb

!!

b

'

!

'

)&A'干扰试验
按中国药典 )*** 年版设计方案如下)以R>缬氨

酸#0̀ )&?P$,R>异亮氨酸#0̀ "N) c)&?P$分别将

2OG溶解成 )

!

,

!

, *!?

!

, *!)?

!

的稀释度%用

*&? G7&HR

>"鲎试剂按!灵敏度复核方法"测定G:值

和G;值%干扰试验结果见表 !'

缬氨酸 G;和异亮氨酸 G;值的测定)根据干扰

试验结果及计算 G:̀ %$4

>"

2"NM c#%$4*&? cM$3 `

*&?*%缬氨酸G;̀ %$4

>"

2"NM c#%$4*&? cM$3 *̀&?*%

异亮氨酸G;̀ %$4

a"

2"NM c#)%$4"&* b)%$4*&?$3 `

*&A"'

表 !'R>缬氨酸和R>异亮氨酸干

扰试验测定结果 G7&HR

a"

2OG浓度 "&* *&? *&)? *&")?

阴性

对照
测定值

[CGF管 bbbbbbbbaaaaaaaa a *&?*

缬氨酸管bbbbbbbbaaaaaaaa a *&?*

异亮

氨酸管
bbbbbbaaaaaaaaaa a *&A"

''G:值在#*&? j)&*$

!

F

范围内%G;值均在#*&? j

)&*$G:范围内%故通过以上稀释处理或直接溶解%R>异

亮氨酸和 R>缬氨酸均可采用 *&? G7&HR

a"鲎试剂

检查'

!'讨'论

采用鲎试剂检查注射用氨基酸原料的细菌内毒

素代替传统的用家兔法检查热原%发现所试的 R>缬

氨酸,R>异亮氨酸均可用 *&? G7&HR

>"鲎试剂来检查

细菌内毒素' 折算成注射用R>缬氨酸原料的细菌内

毒素应小于 *&*M G7&H4

a"

%与中国药典 )**? 年版

规定*"E+ 供注射用缬氨酸的细菌内毒素应小于

? G7&H4

a"不一致% 注射用 R>异亮氨酸原料的细菌

内毒素含量应小于 *&*+ G7&H4

a"

%与中国药典 )**?

年版规定*)*+供注射用异亮氨酸的细菌内毒素应小

于)* G7&4

a"不一致%所试 R>脯氨酸和 R>亮氨酸对

鲎试剂法有干扰%与文献报道亮氨酸浓度小于等于

"!&? H4&HR

a"时对鲎试剂无干扰不一致%这与不同

厂家提供的原料质量不同有关*"B+

' 因此%鲎试剂法

为原料生产厂家和制剂生产厂家控制氨基酸原料的

质量提供一项简单,快速,可靠的方法%值得深入研

究和推广'
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*M+ 国家药典委员会&细菌内毒素检查法* O+

%

中国药典

#二部$&北京)化学工业出版社%)**?)附录 +?&
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