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动态浊度法检测三种自制注射液中的细菌内毒素
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摘要 目的
�通过考察含糖平衡盐

、

替峭吐葡萄糖和氧氟沙星葡萄糖注射液对宣试剂的干扰作用
,

探讨以 细

菌内毒素检查法中的凝胶法取代热原检查法检查含糖平衡盐等 � 种 自制注射液细菌 内毒素限值 的可行性
。

方法
�
采用动态浊度法

,

用 � � �
一

�� 细菌内毒素测定仪对含糖平衡盐
、

替稍吐葡萄糖和氧氟沙星葡萄糖注射

液进行干扰试验并用凝胶法进行验证
。

结果 � 用 两个厂 家生产的 堂试剂 以动 态浊度法检测 � 个不 同批 号的

含糖平衡盐和替峭哇萄萄糖注射液
,

样品不经稀释
,

其细菌内毒素回收率均在 �� �
一 ��� � 范围内

,

标准 曲

线的相关系数绝对值大于 �
�

�� �
,

表明含糖平衡盐
、

替峭吐葡萄糖注射液对堂试剂反应无干扰作用
,

� 批样品

同时用凝胶法检查
,

其结果均为阴性 �氧氟沙星葡萄糖注射液时堂试剂有干扰
,

稀释 � 倍可消除干扰
。

结论
�

含糖平衡盐
、

替稍哇葡萄精注射液对宣试剂反应无干扰作用
,

凝胶法可作为生产含糖平衡盐和替峭吐葡萄糖

注射液时 日常检查其细菌内毒素限值的方法 �氧氟沙星葡萄糖注射液稀释 � 倍后可用凝胶法检查
。

关键词 含糖平衡盐注射液 � 替稍吐葡萄糖注射液 � 氧氟沙星葡萄糖 注射液 � 动态浊度法 � 细菌内毒素 � 凝

胶法
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为简化医院自制制剂的药检工作
,

确保制剂质

量
,

作者用细菌内毒素检查法中的凝胶法取代热原

检查法检查 自制制剂(含糖平衡盐
、

替硝哩葡萄糖和

氧氟沙星葡萄糖注射液 )细菌内毒素限值
,

从而避免

使用繁琐的热原检查法
,

但必需用干扰实验证明其

可行性
。

依照《中国药典》2000 年版附录收载的细

菌内毒素检查法应用指导原则川
,

采用定量检测细

菌内毒素的动态浊度法
,

检查含糖平衡盐等 3 种注

射液对赏试剂的干扰作用
,

如果没有干扰即可直接

用凝胶法检查
,

否则要通过干扰实验来确定能否用

作者简介
:吴激 (197一)

,

男
,

硕士
,

主管药师
.
Tel:13095022898

稀释法消除干扰和稀释倍数
,

再用凝胶法检查 r
Z,

, 〕
。

1 实验材料

含糖平衡盐注射液( 规格
:500 m L

,

内含氯化钠

2
.
9259

、

氯化钾 0
.
159

、

氯化钙 0
.
125 59

、

葡萄糖 259
,

批号 020927
、

0 2 1 1 0 5

、

0 2 1 2 0 3 )
;替硝哇葡萄糖注射液

(规格
:250m L

,

内含替硝哇 0
.
4 9 、

葡萄糖 12
.
59

,

批号

021009
、

0 3 0 1 1 7

、

0 3 0 4 1 8
)

; 氧氟沙星葡 萄糖注射液

(规格
:25Om L

,

内含氧氟沙星 0
.
29

、

葡萄糖 12
.
59

,

批

号 021024
、

0 3 0 1 1 7

、

0 3 0 4 1 5
) 以上 3 种注射液均为本

院 自制
。

堂试剂 (规格 1
.
25 m L

,

灵敏度 0
.
06 E U/

m L
,

批号 0105151 ;规格 1
.
25m L ,

灵敏度 0
.
ol5EU /
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m L
,

批号 0101120 ;均为湛江安度斯公司生产
。

规格

2
.
Zm L ,

灵 敏度 0
.
06EU / m L

,

批 号 020713 ;规 格

o一 m L
,

灵敏度 0
.
SE u/m L

,

批号 0 10501;均为福州新

北生化公司生产)
。

细菌内毒素工作标 准品 (中国

药品生物制品检定所
,

批号 2000
一

3
)

。

细菌内毒素检

查用水(天津一瑞化学制品有限公司
,

批号 01 0528
,

内毒素含量小于 0
.
OO IE U / m L )

。

E D S

一

99 细菌内毒

素测定仪
、

旋涡混合器 (北京金山川公司 )
。

恒温水

浴锅
。

l 9

测得含糖平衡盐注射液回归方程为 LgT
= 3
.
05

一 0. 3 2 L g C
,

: = 一
0

.
9 9 5 ( 鳖试剂规格 1

.
25 m L

,

灵敏

度 0
.
ol 5EU / m L

,

批号 01 01 120
,

湛江安度斯公 司生

产)和 L盯
= 2
.
86

一 0
.

26
L g C

, : = 一 0
.

99 9 8 ( 堂试剂

规格 2
.
Zm L ,

灵敏度 0
.
06E U/ m L

,

批号 0207 13
,

福州

新北生化公司生产)
。

替硝哇葡萄糖注射液回归方

程为 L盯
= 2
.
8 一 0

.

21 L g C
,

; = 一 0
.

9 93 ( 宣试剂规格
1
.
25m L

,

灵敏度 0
.
015E U/m L

,

批号 010551
,

湛江安

度 斯公 司 生 产 ) 和 LgT 二 2
.

87
一

0

.

26
L g c

, 厂 二

一 0
.

9 9 8 ( 鳖试剂规格 2
.
Zm L ,

灵敏度 0
.
06 E U/ m L

,

批号 0207 13
,

福州新北生化公司生产 )
。

氧氟沙星

葡萄糖注射液回归方程为 L盯
= 2
.
92

一 0
.

26
L g c

,
: =

一
0

.

9 9 8 (堂试剂规格 2
.
Zm L

,

灵敏度 0
.
06E U/m L

,

批号 020713
,

福州新北生化公司生产 )
。

L 盯
= 2
.
80

一
0

.
2 1 L g C

,
: = 一 0

.

9 9 3 ( 堂试剂规格 1
.
25 m L

,

灵敏

度 0
.
0 15E U / m L

,

批号 0 10 55 1
,

湛江安 度斯公 司生

产)和 LgT
= 2
.
92

一
0

.

26
L g C

,
: 二 一 0

.
9 98 ( 鳖试剂规

格 2
.
Zm L ,

灵敏度 0
.
06E U/ m L

,

批号 020713
,

福州新

北生化公司生产)
。

《中国药典》2000 年版附录指导原则规定
:
用 2

个以上不同厂家的鳖试剂做实验
,

内毒素的回收率

都在 50 %
一 2

00 % 之间时
,

供试品在该试验条件下

不存在干扰因素
,

否则须通过稀释来消除干扰
,

但稀

释倍数不得超过最大有效稀释倍数〔’〕
。

2

.

1

.

4 凝胶法 按《中国药典》2000 年版附录收载

的细菌内毒素检查法应用指导原则进行
,

宣试剂用

0
.
1m L 细菌内毒素检查用水溶解加人 0

.
1m L 样品

,

放人 37 ℃ 恒 温水浴箱 中反应 lh
,

取出慢慢翻转
180

。 ,

凝胶不流动为 阳性否则为阴性
,

同时设阴性和

阳性对照
。

2

.

2 结果 根据细菌内毒素检查法应用指导原则

的要求作者使用上述 2 家公司生产的鳖试剂对含糖

平衡盐等 3 种注射液分别进行了干扰试验
,

并用凝

胶法进行了验证
。

含糖平衡盐注射液实验结果见表
1 ,

替硝哩葡萄糖注射液结果见表 2
,

氧氟沙星葡萄

糖注射液结果见表 3
、

表 4
。

表 l 含糖平衡盐注射液干扰实验和凝胶法实验结果

批号
加入内毒素 平行组变异 内毒素实测 回收率 凝胶法实

的量(E U ) 系数 C V ( % ) 值(E U/ m L ) (% ) 验结果

93638164%882
.
63

9
,

9 9

5

.

2 6

<

0

.

0 4 6

<

0

.

0
4

0

<

0

.

0 4 3

屯J
5
13

…
000

2 方法与结果

2
.
1 方法 按《中国药典》200 0 年版附录收载的细

菌内毒素检查法应用指导原则进行
,

所有在实验中

接触试液的玻璃仪器都经 250 ℃烘烤 2h
。

2

.

1

.

1 细菌内毒素限值的确立[
’了 按公式 L

=
份

M ,

K 是最小致热闽值为 5
.
0 EU / k g ,

M 为家兔给药

剂量
,

计算 得 含糖平衡盐注射液 内毒 素限值 为

0
.
S E U /m L

,

替硝哩葡萄糖为 0
.
62 5 EU / m L

,

氧氟沙

星葡萄糖为 0
.
5 Eu/m L

。

2

.

1

.

2 标准曲线制作及可靠性[
’」 用细菌内毒素

检查用水将细菌内毒素工作标准品进行稀释
,

使其

最终内毒素浓度分别 为 8
、

2

、

0

.

5

、

0

.

1 2 5

、

0

.

0 3 1 2 和

16 、

4

、

l

、

0

.

2 5

、

0

.

o 6 2 5 E u / m L

,

各取 0
.
lm L 分别加到

预先加有 0
.
lm L 堂试剂 反应管内

,

轻摇混匀
,

插人

ED s
一

99 内毒素测定仪内进行检测
,

其中每一浓度平

行做 3 支
,

并设 2 支阴性对照
。

指导原则规定
,

阴性对照反应时 间应 比回归方

程中最低浓度 0
.
o312E U / m L 或 0

.
o625Eu /m L 反应

时间长
,

平行组 的 CV < 10 %
,

再将内毒素标准曲线

经线性 回归分析
,

其相关 系数 (
:
)的绝 对值应 )

0
.
980

,

则标准曲线成立
,

否则重新实验「’{
。

2

.

1

.

3 干扰试验
2
.
1
.
3
.
1 样品稀释倍数计算「‘〕 按公式 M v D

=

LC/入, ,

L 为含糖平衡盐等 3 种注射液内毒素限值
,

C

为含糖平衡盐等 3 种注射液浓度
,

由于 L 以 E u / m L

表示
,

c 为 1
.
om厅m L

,

入,

为标准曲线的最低浓度
,

入1为 0
.
03一Z E u / m L 和 0

.
062 S E U /m L ,

计算得含糖

平衡盐试验时最大有效稀释倍数为 16 倍
,

替硝哩葡

萄糖为 10 倍
,

氧氟沙星葡萄糖为 8 倍
。

2

.

1

.

3

.

2 干扰试验及回归方程 用含糖平衡盐等 3

种注射液原液作样品
,

用含糖平衡盐等 3 种注射液加

人 16 倍 入、 的细菌内毒素标准液作为样品阳性对照
。

将上述实验品加人到预先加有 0
.
1m L 堂试剂的反应

管内
,

混匀
,

插人测定仪内进行检测
,

每个批号样品和

阳性对照平行做 3 支
。

回收率(% )
二
(阳性对照液内

毒素值
一
样品液内毒素值)/ 16 入

, x
l

oo
%

。

0 2 0 9 2 7

0 2 1 1 0 5

0 2 1 2 0 3

气�‘J‘J

…
000020927021105021203
5.043.640.63
<0.0022<0.0022<0.004
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批号

替硝哇葡萄糖注射液干扰实验和凝胶法实验结果

加人内毒素 平行组变异 内毒素实测 回收率 凝胶法实

的量(E U ) 系数 Cv (% ) 值 (E沙m L) (% ) 验结果

02 10() 9

030117

0304 18

4
.
52

9
.
50

2
.
36

< 0
.
定)0 4 6

< 0 00 5 8

< 0
.
00 5 7

硝哇葡萄糖注射液原液对堂试剂反应无干扰
,

可直

接用凝胶法控制其细菌内毒素限值
。

氧氟沙星葡萄

糖注射液原液对鳖试剂有强干扰
,

稀释 4 倍可消除
,

所以氧氟沙星葡萄糖注射液稀释 4 倍后即可用凝胶

法进行检查
。

仁,.里�z0O
Q
�

口

卫

0
八勺
7R29

,J.

0 2 1 0 0 9

0 3 0 1 1 7

0 3叫 18

4
.
69

2
.
34

0
.
68

< 0
.
015 7

< 0
.
030 6

( 0
.
06

表 3 氧氟沙星葡萄糖注射液干扰实验结果

稀释 加人内毒素 平行组变异 内毒素实测 内毒素实测 回收率

倍数 的量(E U ) 系数 Cv (% ) 值(E U /m L ) 值(E U )
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表4 氧氟沙星葡萄糖注射液稀释 4 倍干扰实验和

凝胶法实验结果

批号
加人内毒素 平行组变异 内毒素实测 回收率 凝胶法实

的量(E U ) 系数 C V (% ) 值 (E U/ m L ) (% ) 验结果

3 讨论

3
.
1 以定量的动态浊度法检测样品是否有干扰并

确定稀释多少倍可 以消除干扰
,

再用简便的凝胶 法

来完成药品中内毒素检查
,

提高了反应灵敏度
、

节省

了时间
。

3

.

2 动态浊度法虽可直接测出样品中的内毒素含

量但必须同时做标准曲线
,

所用试剂量大且较贵
,

适

用于干扰试验等前期工作 ;凝胶法虽是限量检查
,

但

操作简便
、

价廉可用于 日常工作
。

3

.

3 不同厂家生产的堂试剂所做的内毒素标准曲

线差别较大
,

同时宣试剂反应快慢差异也较大
,

所以

应根据情况选择适当的稀释比例和反应临界值
。

3

.

4 由于含糖平衡盐不是标准制剂
,

所以参考与

含糖平衡盐组份类似的乳酸钠林格氏液的家兔给药

剂量 10 m U kg 计算含糖平衡盐最大稀释倍数
,

但实

验表明含糖平衡盐不需稀释可直接用凝胶法检查
。
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实验结果表明
:3 个批号含糖平衡盐和替硝哩

葡萄糖注射液原液用 2 个厂家鳖试剂所做的干扰实

验的回收率都在规定范围内
,

内毒素含量小于其内

毒素限值
,

凝胶法检查为阴性
,

说明含糖平衡盐和替

复方苦参素胶囊中苦参碱的含量测定及稳定性研究

丁青龙
‘ ,

悍宏伟
2(l
.
中国人民解放军第 102 医院药剂科

,

江苏 常州 21 300 3
;2
.
南京中医药大学

,

江苏 南京 21 00 29 )

摘要 目的
:
建立复方苦参素胶囊中苦参碱的含量侧定方法

。

方法 :采用薄层
一

紫外分光光度 法和经典恒温

法测定
。

结果 :线性范围为 1
.
51 2 一

7

.

56 0 林岁m L
,

加样回收率为 97
.
29 %

,

R S D 为 2
.
84 %

,

苦参碱的有效期为

1 2 年
。

结论
:该法简便准确

,

可 以 用于复方苦参素胶囊中苦参碱的含量测定和质量控制
,

结果显示复方苦

参素胶囊中苦参碱比较稳定
。

关键词 薄层
一

紫外分光光度法 ;苦参碱 ;复方苦参素胶囊;经典恒温法
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