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摘要:目的:采用兔血浆法和羊血浆法测定肝素钠的效价,比较两种方法在临床操作过程中的可行

性并考察两种方法测定结果的平行性。方法:采用兔血浆和羊血浆法。结果:羊血浆法比兔血浆法

易于掌握,误差较小。结论:采用羊血浆法优于兔血浆法。
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To study the potency of heparin sodium in rabbit plasma and sheep plasma
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ABSTRACT:OBJECTIVE:To compare the feasbility of two methods in clinic. METHODS:Rabbit plasma

and sheep plasma were adopted to determine the potency of heparin sodium. RESULTS:Sheep plasma method

was easier than rabbit plasma. CONCLUSION:We should adopt sheep plasma method to determine heprin

sodium.
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肝素钠系自猪或牛的肠粘膜中提取的硫酸

氨基葡萄糖的钠盐, 具有延长血凝时间的作用,

其效价测定方法 中国药典 为兔血浆法, 美国

药典 为羊血浆法,本文运用两种方法对肝素钠

进行了效价测定,现报道如下。

1 仪器与试药

电热恒温水温箱(上海电工医疗器械厂) ,

肝素钠标准品(中国药品生物制品检定所) , 肝

素钠注射液( 100u/ml, 自制) , 氯化钠, 枸橼酸

钠,氯化钙(分析纯) ,兔血浆(自制) ,羊血浆(自

制)。

2 试验方法

2 1 标准品的配制

精密称取肝素钠标准品适量,置 50ml干燥

容量瓶中, 用适量煮沸放冷的水溶解, 定容, 配

成为 100u/ ml的溶液,置 4~ 8 保存备用。取

前溶液用生理盐水分别配成 0 969、1 14、

1 34u/ml的溶液,待用。

2 2 供试品的稀释

精密量取肝素钠注射液适量,用生理盐水

分别配成0 969、1 14、1 34u/ ml的溶液,待用。

2 3 兔血浆法[ 1]

迅速收集兔血置预先放有 8%枸橼酸钠溶

液的试管中,枸橼酸钠溶液与血液容积之比为

1 19, 边收集边轻轻振摇, 混匀, 迅速离心

(2000r/min)约 20min, 立即分出血浆, 取 0 8ml

血浆于洁净试管中, 加 1%氯化钙溶液 0 2ml,

立即混匀,置 37 恒温水浴中,若 3~ 5min内凝

固则血浆可用。取管径均匀、清洁干燥的小试

管若干支,分别加入血浆 0 8ml,置( 37 5) 恒

温水浴中预热 5~ 10min后,依次每管加入一种

浓度的标准品或供试品稀释液及氯化钙溶液

(每种浓度不得少于 3管,各浓度的试管支数相

等) ,加入氯化钙溶液后,立即混匀,避免产生气
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泡,并开始计算时间,注意观察并记录各管凝结

时间。将各管凝结时间换算成对数, 照生物检

定统计法(中国药典附录 XIV)中的量反应平行

线测定法计算效价及实验误差。

2 4 羊血浆法
[ 2]

2 4 1 羊血浆 迅速收集羊血置预先放有 8%

枸橼酸钠溶液的试管中, 枸橼酸钠溶液与血液

容积之比为 1 19, 边收集边轻轻振摇, 混匀, 迅

速离心( 2000r/ min)约 20min, 立即分出血浆,取

1ml血浆于洁净试管中, 加 1% 氯化钙溶液

0 2ml,立即混匀, 置 37 恒温水浴中, 若 5min

内有凝块形成则血浆可用, 低温冷冻贮存备用。

2 4 2 测定标准液 1/ 2凝固度所需大致的体

积数 用生理盐水分别将标准品溶液精密配成

8u/ml的浓度; 取 18 支具塞试管, 按下面顺序

操作(见表 1) :

表 1 测定标准液 1/ 2凝固度

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

肝素钠( l ) 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

血浆( ml) 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

0 25% CaCl( ml ) 0 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0 8 0 8

盖好管塞后,每管依同样的方式倒转 3次,

混匀内容物,并使整个内壁润湿,垂直装管子于

(37 0 5) 恒温水浴试管架中, 并开始记时,

60min后一次取出所有管子,按表 2的标准记录

凝固程度。

表 2 判定标准液 1/ 2凝固大致体积

凝固程度 判断标准

完全凝固 溶液完全凝固,倒转管子并猛敲一下,凝块不从管壁脱落

3/ 4凝固 溶液完全凝固,但倒转管子并猛敲一下时,凝块能从管壁脱落

2/ 4凝固 大约一半体积的溶液凝固

1/ 4凝固 很少溶液体积是凝固的

0凝固 溶液完全流动

确定标准液 1/ 2凝固大致体积,如果 80~

250 l的所有管子出现全凝或全不凝, 则该血浆

不可用,应稀释血浆或调整肝素钠浓度。如果

这系列中有全凝的、不凝的并带有较少流动的,

则血浆可用。在这系列中有出现的部分凝固

( 1/ 4、2/ 4、3/ 4) ,可记录溶液出现 1/ 2凝固度的

体积为 V1/ 2。如果相邻两管是全凝和完全不

凝,可计算平均体积 V1/ 2。

2 4 3 供试品的测定 用生理盐水分别将供

试品溶液精密配成 8u/ ml的浓度: 取具塞试管,

标准液 2组, 样品测定液2组,以标准液 V1/ 2作

中间数,上下每隔5 l,各做 3管,即 V1/ 2- 15 l、

V1/ 2- 10 l、V1/ 2 - 5 l、V1/ 2、V1/ 2 + 5 l、V1/ 2 +

10 l、V1/ 2+ 15 l。按 2 4 2项中操作, 如测定系

列中出现 1/ 2凝固度, 则相应肝素加入量即为

V1/ 2体积。如果测定系统中跳过 1/ 2 凝固度,

如第一管全凝, 第二管是 1/ 4凝固,则应计算其

V1/ 2体积,计算公式如下:

V1/ 2体积= 相邻两管中的大体积微升数-

相邻两管微升之差 ( 1/ 2- 小凝固度)
大凝固度- 小凝固度

2 4 4 供试品的效价计算

计算样品的效价单位=
Vstd Cs td V

Vsam Wsam

Vstd标准品 1/ 2凝固度的肝素加入体积( l)

Cs td标准品肝素溶液的浓度( u/ ml)

Vsam测定样品的 1/ 2 凝固度的肝素加入体积

( l)

Wsam测定样品称取的重量( mg)

V测定样品的总体积( ml)

两次测定误差不得超过 5u/ mg, 否则要

重复测定。

3 实验结果

3 1 兔血浆法
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表 3 兔血浆法肝素钠效价测定结果

标准品凝血时间对数值

0 096 1 140 1 340

供试品凝血时间对数值

0 096 1 140 1 340

1 1 021 1 182 1 352 1 013 1 179 1 342

2 1 107 1 176 1 362 1 025 1 176 1 362

3 1 041 1 161 1 354 1 017 1 155 1 338

根据 中国药典 生物检定统计法(附录

XIV)中的量反应平行线测定法计算得样品效

价为 134 5u/ml,可信限为 0 96%, 回归项 P<

0 01,非常显著, 偏离平行、二次曲线、反向二次

曲线回归,均不显著。

3 2 羊血浆法

表 4 羊血浆法肝素钠效价测定结果

加入肝素体积( l)

105 110 115 120 125 130 135

标准品 半凝

样品 全凝 不凝

样品效价= 143 01 1 6u/ mg( n= 2)

4 讨论

4 1 本文按照中国药典的肝素生物检测法(兔

血浆法)和美国药典的肝素生物检测法(羊血浆

法)分别对自制肝素注射液进行了效价测定, 兔

血浆法测得的结果为 134 5u/ mg, 羊血浆法测

得的结果为 143 0u/ mg, 羊血浆法高于兔血浆

法约 8%。

4 2 兔血浆法血浆的性质对本实验的操作影

响较大,每一批血浆需进行预试,先摸出一个高

或低剂量,有时随着血浆的放置、凝血时间等变

化而发生变化, 则需重新摸索;对于凝固终点的

判定不易识别,有的是表面已凝而内部并未全

凝,倒立时也不掉出, 出现假全凝现象;一个剂

量三管中常有一管的凝固时间与其它两管差异

较大,需重复测定,以上致使本法的操作比较繁

琐,误差较大,不易掌握。

4 3 羊血浆法的操作比较简便, 凝固终点的判

定比较容易识别, 相邻两管的凝固现象差别比

较明显,两次的测定误差较小。比较而言,本文

认为采用羊血浆法优于兔血浆法。

4 4 关于两种方法测定的结果, 哪一种更接近

于真实值,本实验无法进一步确定。据报道[ 3] ,

当标准品和样品均为肠肝素时,羊血浆测得的

效价与兔血浆的结果没有显著差别, 当标准品

为肠肝素,样品为肺肝素时,羊血浆测得的结果

约偏高 15% ,以后的肝素效价测定中国药典是

否效法美国药典( XXIII版)采用羊血浆法, 本文

仅能提供参考, 更多的工作还有待于进一步的

深入和多方面的考查。
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