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堂试法检查硫酸庆大霉素注射液热原的探讨

杨锡祥 陈连娣

安徽省淮南市药品检验所 淮南

摘要 本文通过稀释 倍后的硫酸庆大霉素注射液对擞试法凝集反应过程的干扰试验
,

证明稀释后硫

酸庆大霉素注射液对赏试剂的灵敏度以 一 无干扰作用 未超出士 入
,

可 以用誉试法代替传统的家

兔法进行热原检查或进行初试筛选
。

本实验建立的方法大大提高了热原检查的效率和灵敏度
,

对实际工作特别

是药品生产企业具有很大指导意义
。
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热原检查实质上就是 内毒素限量检查 明
,

经过适当的稀释
,

硫酸庆大霉素注射液对

比
3〕。
本文就堂试剂法在硫酸庆大霉素注射液 堂试剂法的凝集反应无干扰作用

。

作者认为
,

热原 (即内毒素)检查的方法研究中做一些探 用堂试剂法代替家兔法进行热原检查或初试

讨
。

筛选
,

提高热原检查的工作效率
,

值得深入研

本实验先用赏试剂溶解液 为溶剂测定本 究
。

批鳖试剂灵敏度
,

再在相 同实验条件下以样 一
、

实验材料与药品

品稀释液 为溶剂测定本批宣试剂灵敏度圈
,

( 一)堂试 剂 厦门鳖试剂厂产品
,

批号

若二者灵敏度相差小于 2 倍
,

则认 为样品稀 940317 ,

灵敏度 0
.
SE U /m !

,

规格 为 0
.
lm l/

释液对赏试剂的灵敏度无干扰
L3司

。

结果表 支
。



二)细菌内毒素工作标准品 厦门赏试

剂厂产品
,

批号 940401
,

含量 loE U /支
。

( 三)堂试剂溶解水(以下 简称溶解水)

厦 门堂 试剂厂 产 品
,

批 号 940329 ,

规格 为

Zm l/ 支
,

内毒素含量< 0
.
03 E U /m l

。

( 四)硫酸庆大霉素注射液 安徽南市第

六 制 药 厂 产 品
。

批 号 941121 ,

9 4 1 1 1 2

,

9 4 1 2 1 6

,

9 4 1 2 2 1
;

规格为 4 万 IU /m l
,

家兔法

热原检查符合规定
。

( 五 ) lm l注 射器
,

恒 温 水 浴 器 (恒 温

3 7℃)
,

小试管架等
。

二
、

实验方法与结果

(一 )实验准备 所有接触液体的注射器

与针头洗净后在 25 0 ℃下加热半小时
。

实验

均在无菌条件下进行
。

( 二 )堂试剂灵敏度浏定

取内毒素工作标准品 1支加溶解水 lm l

溶 解 为 loE U / m l
,

取 0
.
Zm l 再加溶解 水

0
.
sm l混匀 (A 液)

;
取 A 液 0

.
sm l再加溶解

水 0
.
sm l混匀 (B 液)

;
取 B 液 0

.
sm l再加溶

解水混匀(C 液 )
;
取 C 液 0

.
sm l再加溶解水

0
.
sm l混匀 (D 液)

,

取 D 液 0
.
sm l再加溶解

水 0
.
sm l混匀 (E 液)

。

取堂试剂 4 支分别用 0
.
lm l溶解水溶解

后
,

将上述 A
,

B

,

C

,

D 液各取 0
.
4m l分别加

入 4 支赏试剂管中
,

混匀
,

置 37 士 I C 水浴中

保温 1 小时
,

结果见表 1
。

用反应终点浓度对数值计算其标准差
:

S = 0
.
1507< 0

.
36 5 (n = 4)

本批鳖试剂灵敏度
:

、
_
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(三)增强 / 抑制试验

取 内毒素工作标准 品一支
,

加 溶解水

lm l
,

溶解为 loE U / m l
,

取 0
.
lm l再加溶解

水 0
.
gm l混匀 (A 液)

,

取 A 液 0
.
sm l再加溶

解水 0
.
sm l混匀 (B 液 )

,

取 B 液 0
.
sm l

再加溶解水 0
.
sm l混匀 (C 液 )

,

取 C 液 0
.

sm l再加溶解水 0
.
sm l混匀 (D 液 )

。

取硫酸庆大霉素注射液 0
.
25 m l 加溶解

水 0
.
75m l混匀

,

取 0
.
Zm l加溶解水 1

.
sm l

混匀
。

取宣试剂分别用上述稀释后的硫酸庆大

霉素注射液 0
.
lm l溶解后

,

将上述 A
、

B

、

C

、

D 液各取 0
.
4m l

,

分别加入 4 支宣试剂 管中

(每管 。
.
lm l)

,

混匀
,

置 37 士 I C 水浴中保温

1 小时
。

四个批号硫酸庆大霉素注射液 同法

操作
,

阴性对照用样品稀释液 0
.
lm l溶 解宣

试剂后
,

再加溶解水 0
.
lm l

。

另以样品 1/ 10

稀释液做一对照
。

二管平行试验
,

结果见表

2 。

分别计算标准差 S 和灵 敏度 久
,

并测定

硫酸庆大霉素注射液 1/40 稀释液的 pH 值
,

结果见表 3
。

三
、

讨论

(一)实验结果表 明
,

稀释 40 倍后的硫酸

庆大霉素注射液对赏试剂的灵敏度有一定影

响
,

使堂试 剂的灵敏度降低 约 49 %
,

即有抑

制 作 用
,

但 未 超 出 实 测 灵 敏 度 的 二 倍

(0
.
21E U /m l一0

.
84E U / m l)

,

故可认 为稀

释 40 倍后的硫酸庆大霉素注射液对宣 试剂

灵敏度无干扰作用
,

硫酸庆大霉素注射液可

直接稀释后用赏试剂法进行 热原检查 或筛

选
。

( 二 )考虑到稀释 40 倍后 的硫酸庆大霉

素注射液可能含有刚好不足 以引起凝集反应

的内毒素
,

故用稀释 10 倍的硫酸庆大霉素注

射做一对照
,

结果均为阴性
,

说 明稀释 40 倍

后的样品 中
,

内毒素含量均低于 0
.
lo5E U /

m l(0
.
42 / 4)

,

即使与 0
.
25E U /m l这一稀释

度的内毒素相加
,

也不足以引起阳性反应
,

从

而进一步说明了上述结论的正确性
。

(三 )本 实验采用稀释 40 倍的方法是根

据家兔法的剂量计算而来
,

家免法规定稀释

至 l000Ou / m l后按 lm l/ K g 剂量给药
仁,二,

给药时间不超过 1小时
。

从而可知
,

家免每小

时每公 斤毫 升 容 积 M = 10 000 / 40000 x
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表 1 堂试剂灵敏度测 定结果

内毒素稀释浓度 A (2 E U /m l) B (IE U /m l) C (0
.
SE U /m l) D (0

.
25E U /m l) E (0

.
125E U /m l)

内毒素稀释液 (m l)

堂试剂 (m l)

结果判断

0
.
1 0
.
1 0
.
1 0

0
.
1 0
.
1 0
.
1 0

1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0

1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0

1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0

1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0
.
1 0

+ + + + + + + + + + + + +

表 2 庆大霉素增强/抑制试验结果

样 品批号 A (ZE U /m l) B (IE U /m l) C (0
.
25E U /m l) D (0

.
125EU /m l) 阴性对照

1/ 10 稀释

液对照

一++++++十+++十++++++++9 41 12 1

9 4 111 2

9 4 121 6

9 4 122 1

+ +

+ +

十 +

+ +

表 3 四批样品稀释液 p H 值与测定的灵敏度

样品批号 样品稀释液 pH 值

!

沁

l

9 41 12 1

9 41 11 2

9 41 21 6

9 41 22 1

5
.
04

5
.
20

标准差

0
.
1504

96

41

0
.
1738

0
.
1738

灵敏度

0
.
595

0
.
500

0
.
707

0
.
707

灵敏度均值

1 一 0
.

E L C 一

2 5 ( m l / K g )

K 5

M 0
.
2 5

,

内 毒 素 限 值 浓 度

20(EU /m l) (注意
:
这

里假设家兔与人的致热阑相同)
,

样品的最大

有效稀释倍数 M V D = E L C 八 = 20 /O
·

5
=

4 0

( 倍)
〔3〕。 比较家兔法剂量与按人用剂量计算

所得最大有效 稀释倍数可见
,

即使按 儿童最

大剂 量 给药 (M = 2
.
5/ 80 只 2 = 0

.
O 6 2 5 m l /

K g
,

则 E L C = k /M = 5/ 0
.
062 5 = soE U /m l

,

M V D = E L C /
0

.

5 = 8 0
/

0

.

5 = 1 6 0 )

,

本法稀释

4。倍后 的内毒素检查也具有 4 倍 的保险系

数
,

若 K 值取 10 ,

则有 8倍的保险系数
。

样品的实际稀释倍数不能超过人用剂量

的最大有效稀释倍数
,

否则
,

即使稀释后对灵

敏度无干扰
,

测定也将无意义
。

( 四)本实验采用的是用样品稀释液溶解

宣试剂
,

而内毒素工作标准品的稀释仍用溶

解水
。

这样做是为了简化操作
,

与用溶解水溶

解宣试剂
,

用样品稀释液稀释 内毒素工作标

准品效果一样
。

( 五 )样 品稀 释 液 的 pH 值在 4
.
96 ~

5
.
41 范围内对灵敏度影响不明显

,

但 pH 值

变化对灵敏度有何影响
,

还有待进一步考察
。
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