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脑精素注射液细菌内毒素检查法的研究

张 旭
,

俘志清
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,

曹炳星�中国人民解放军第 ��� 医院药剂科
,

辽宁 沈阳 �� � �� � �

摘要 目的
�
建立脑精素注射液的细菌内毒素检查法

。

方法
�
根据中国药典 �� �� 年版二部收载的细菌内毒

素检查法的要求进行实验
。

结果 �
将脑精素注射液稀释 �� 倍

,

以标示灵敏度为 �
�

�� �
·

� �
一 ’

的堂试剂检查

是有效的
。

结论
� 堂试验法取代家兔法对脑精素注射液进行热原检查是可行的

。

关键词 脑精素注射液 � 细菌内毒素检查 �干扰试验

中图分类号
� � � � � 文献标识码

� � 文章编号
� �� � � 一 � � � ��� � �  �� � 一 � � � � 一 � �

� � � � ��� � �� �� � � � �� � � � � � �� � �� �� ��� � ��� � � ��� � � � � � � � � � � � ����� ���
� � �� � �

� � � � �  �
,

� � � � �� 一 � �� �
,

��� �� ��� 一 ��
,

�� � � �� � 一 � �� � ���
� � � � �� � � �� ��� � � � � ��

,

�� � � �� � � � �� � � �
,

���� � �

� � �� � � �  � ��� �  � �
� � � �  �� ����� ��� �� � � � � ��� � � � ��� � � � � � � � ��

� �� �� � � �� ��� ��� �� ��� � � ��� �
�

� � ��
·

� � � �
��

� � � � � ��� � � � �� �� � �� � � � �� � � � � � �� �� � �� ��� �� � � � � � � � � � � � �� � �� �� �� � � ��� � � � ��� � � � ��� � �� � �� ���� �

� ����
� �  � � �� ��

,

�� � � � � �
�

� � ��  � � � � �� � � � � ��  � � � ��� � � � �� � � ��� �� ���� ��
� � � � �� � � � �� � �  � � � � ��� � � � ��

� ��� ��� � � � �� �
� � ��� �� ��� � � ��� � � � ��� � � , � � � �� �� �

  �
� !∀#� !∃

% ! � &
∋
( !( ) ∀& � % &

∗
� !� + !� ∋ ∗ , % − �

∗
( � , !� .,

+% !� / ∀!∃
% � 0

� 1 2% � , 。
f 0

.

S E u
·

m
L

一 ’
.

C o N C L U S I o N
:
F
o r

d
a
il y p y ro g

o n te s t o
f

e e
re b ro l y

s
i
n

i nj
e e t i

o n
,

e n o t o x
i

n
i

n s
p

e e t i
o n

m
e t

h

o

d
e a n

b
e u s e

d i
n s t e a

d
o

f d
o

m
e s t i

e
ra b b i t m

e t
h

o
d

.

K E Y
W

O R D S C
e r e

b ro l y
s

i
n

i
nj

e e
t i

o n ; e n
d

o t o x
i

n e x
p

e r
i m

e n t ; i
n t e

rfe
re

n e e e x
p

e
ri m

e n t

本院研制的脑精素注射液是从健康乳牛脑组织

中提取的具有生物活性的多肤类物质制成的生物灭

菌制剂
。

具有改善神经系统营养
,

增强脑细胞活性
,

促进脑细胞再生等作用
。

临床上用于各类脑血管疾

病
。

生产中我们采用常用 的家兔法检查热原
,

操作

繁琐费时
,

结果客观性较差
,

因此改用细菌内毒素检

查法即采用盆试剂与细菌内毒素(即热原 )产生凝

结反应的机理
,

判断供试品细菌内毒素限量是否符

合规定
。

为验证本法的可行性及 可靠性
,

确定具体

操作方法
,

特作此研究
。

1 实验材料

脑精素注射液(20010701
、

2 0 0 1 0 9
04

、

2 0 0 1 0 9 2 9

、

20 01
1
01

4
) 本 院生 化 制剂 室 生 产

。

东 方 宣试 剂

(TA I)010329 1
,

标示灵敏度 入 二
0

.

S E U

·

m L

一 ’ 。

细

菌内毒素工作标准品 (C S E) 为 10E U/支
。

细菌内毒

素检查用水(TA LW )01 05 22 0 Zm U 瓶
。

均由湛江安

度斯生物有限公司生产
。

主要仪器为单人无菌净化

台
、

虫品旋混合器
、

电热恒 温水浴箱等
,

移液设备均确

证无干扰细菌内毒素
。

2 实验方法与结果〔’,2]

2
.
1 堂试剂( 以下简称 TA L )灵敏度复核实验

将细菌内毒素工作标准 品(以下简称 CS E) 用

细菌内毒素检查用水 (以下简称 TA Lw )稀释制成

1
.
0

、

0

.

5

、

0

.

2 5

、

0

.

1 2 5 E U

·

m L

一 ’

系列浓度备用
,

每稀

释一步均在蜗旋混合器上混合 巧m in
,

依法测定
,

结

果见表 1。

表 1 TA L 灵敏度复核结果

标示灵敏度 细菌内毒素浓度 复核灵敏度
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.

5 入 二
0

.

5
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一
.~~, , . . . . . . . 山~ ~ ~ , . ,

灵敏度复核结果 入
。 = 入

,

符合使用规定
。

2

.

2 干扰初筛试验

2
.
2
.
1 脑精素注射内毒素限值 (L) 的确定

。

本品的人用最大剂量 (M )为 0
.
333 m L

·

k
g

一’

细菌内毒素阂值 (K) 注射剂为 5
.
OE U

·

k
g

一 ’。
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细菌内毒素限值(L) 为
:

表 2 脑精素注射液干扰初筛试验结果
_ 5
.
O E U

·

k g

一 l

0

.

3 3 3 m L

·

k
g

一 J

=
1 5 E U

·

m L

一 l 样品稀释倍数
15 30 60 1元

rere一

K一M
一一L

2

.

2

.

2 脑精素注射液的稀释

以宣试剂 1
.
oE u

·

m L

一 ’

为基准
,

计算出相应的

最大有效稀释(M V D )
,

并以此为样品的基准稀释倍

数
:

M V D
15E U

·

m L

1

.

O
E U

·

m L

万 = 巧 倍

等倍稀释下列浓度的样品溶液
,

即 1 :巧
,

1 :

3 0

,

l
:

6 0

,

l : 1 2 0 记为 S
NPC
系列

。

分别制备一同样浓度系列 的样品溶液
,

但在

制备过程中加人细菌内毒素
,

使每一浓度的样品

溶液均含有 l
·

o
E

U

·

m L

一 ’

( 2
入) 的 C SE

,

记为 S
pP。

系列
。

2

.

2

.

3 初筛试验

选灵敏度为 0
.
SE u

·

m L

一 ’

的 TA L
,

分别与 SNP
c

和 S
PPC
系列溶液反应

,

试验重复两管
,

结果见表 2
。

5
1 , 戈; - 一 + + + +

结果表明
,

当供试品溶液较高时 (巧 倍稀释以

内)
,

P

PC 为 阴性 (PPC 为产 品阳性对 照 )
,

表 明对

TA L 有干扰
,

产生假阴性反应
。

因此至少要将脑精

素注射液稀释 30 倍
,

使用某一灵敏的赏试剂检查才

能清除干扰
。

此时宣试剂灵敏度应为
:

L 15EU
·

m L

一 l _ _
_

_ _

入= 二二于:=
=

一
==0.5EU· m L

一 ’

M V D
30

3 0
一

’

-

一
‘

一

2
.
3 干扰试验

取 3 批经热原检查合格 的产品
,

分别作 30 倍稀

释
,

用这些样品分别复溶 TAL 与配制的 1
.
0 、

0

.

5

、

0

.

25

、

0

.

12 5 E u

·

m L

一 ’

的细菌内毒素系列溶液反应 ;

另作以 T A LW 复溶的 TAL 与细菌内毒素系列溶液

反应作比较
。

试验各重复两管
,

结果见表 3
。

表 3 脑精素注射液样品 30 倍稀释液干扰试验结果

TA L复溶液
内毒素溶液 E U

·

m
L

l

·

U U

.

O U

·

z 勺 U
·

1 2 , ( l弓U
·

m
l

一 ’

)

脑精素

010329 1

入= 0
.
5 ( E u

·

m
L

一 ’
)

T A I
J
W

2 0 0 1 0 7 0 1

2 0 0 1 0 9 0 4

2 0 0 1 0 9 2 9

0 ] 0 5 2 2 0

测定值 入
、: =

标示值 入
,

证明样品在该浓度下不干扰检查
,

实验结果可信
。

2

.

4 脑精素注射液细菌 内毒素检查与热原检查比
= 0
.
SE U

·

m L

一 ’

的堂试剂作检查
,

同时增加一支产

较 品阳性对照管(PPc )[
3工。 并对这 4 批样品用家兔法

取 4 批脑精素注射液分别作 30 倍稀释
,

使用 入 检查进行比较
。

结果见表 4
。

表4 4 批脑精素注射液的细菌内毒素与热原检查结果

脑精素注射液 51 52 pC ppC N C 结果

合格

合格

合格

热原检查

0 10329 1

入= 0
.
5 ( E U

·

。L
一 l

)

2 0 0 1 0 7 0 1

2 0 0 1 0 9 0 4

2 0 0 ] 0 9 2 9

2 0 0 1 1 0 】4 不合格

结果表明细菌内毒素检查法与家兔法检查结果一致
。

3 讨论

药品采用细菌内毒素检查的先决条件是证明药

品在满足限量检查要求的浓度下对细菌内毒素试验

不产生干扰作用
。

如果药品在高浓度时对细菌内毒

素试验无 干扰
,

则在更低浓度时也 不会产生 干

扰川 脑精素注射液在稀释 30 倍以上用适当灵敏

度的筐试剂检查
,

可 以排除干扰
。

在实际生产检查

过程中
,

我们采用将样品稀释 30 倍
,

用灵敏度为

0
.
SEu

·

m L

一 ’

的宣试剂进行检查
,

结果可靠
,

方法可

行
。

我院使用本院生产的脑精素注射液 5 万余人

次
,

无一例因该药热原不合格发生输液反应
,

这更加

证明用细菌内毒素检查法控制脑精素注射液的热原

是可行的
。
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