
3 讨论

以上实验结果证明, 克林霉素磷酸酯葡萄糖注

射液对细菌内毒素检查无干扰作用, 说明该注射液

用细菌内毒素检查法控制内毒素限量是可行的, 可

以在日常产品检验中代替热原检查。在进行细菌内

毒素检查时可选用�� 0. 25 EU / mL 鲎试剂, 并对样

品按 MVD进行稀释, 依法进行试验, 即可保证所检

测的样品中细菌内毒素的含量小于 0. 5 EU / mL,从

而能够保证临床用药安全,避免热原反应。
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摘要 目的: 探讨细菌内毒素法对己酮可可碱葡萄糖注射液进行检测的可行性。方法: 按照�中国药典�
2000版收载的细菌内毒素检查法的要求进行干扰试验。结果: 将己酮可可碱葡萄糖注射液稀释 2倍后对鲎

试剂凝集反应没有干扰作用,用标示灵敏度为 0. 25EU / mL 的鲎试剂检测细菌内毒素是有效的。结论: 细

菌内毒素法可用于己酮可可碱葡萄糖注射液的检测,控制其质量。
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ABSTRACT Objective: To study the feasibility of bacterial endotoxin test( BET ) for the pentox ifylline glucose injection.Methods:

T he inter ference test was conducted with refer ence to Chinese Pharmacopoeia( 2000ed) on BET . Results: The tachypleus amebocyte

lysate has no interfered by the pentox ifylline glucose injection diluted 2 times in the coagulate reaction, so it is valid to use the sensitiv-

it y of TAL 0. 25EU / mL to test bacterial endotoxin. Conclusion:The bacterial endotoxin test( BET ) can be used as quality control of

t he pentox ifylline g lucose injection.
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细菌内毒素法( BET )具有快速、简便、专一、灵

敏、可短时间内做大量试验的特点,已被世界许多国

家药典[ 1, 2]收载, 试剂与内毒素反应是十分复杂的

酶促反应, 易受干扰而出现假阳性或假阴性结果。

己酮可可碱葡萄糖注射液临床上主要用于治疗脑血

管障碍及血管性头痛等疾病。试用此法对己酮可可

碱葡萄糖注射液检测,结果满意,现报道如下:

1 实验材料

鲎试剂(批号: 0109281 , 规格: 0. 1mL/支, 灵

敏度�= 0. 25EU/ mL, 湛江安度斯生物有限公司) ;

细菌内毒素检查用水 (批号 0110090 , 规格 5mL/

支, 内毒素含量< 0. 003 EU / mL,湛江安度斯生物

有限公司) ;细菌内毒素工作标准品(批号: 2001- 3,

规格 70EU /支, 中国生物制品检定所) ;己酮可可碱

葡萄糖注射液(批号: 020423, 0207032, 021101, 规

格: 0. 2g, 250mL/瓶 , 山东天福制药厂) , 3批均系

兔法热原检查合格品。实验所用试管、器皿均按中

国药典 2000版除细菌内毒素处理。

2 最大有效稀释倍数的确定

按规定的给药途径, 临床无不良反应的内毒素

阈剂量为 K, 注射剂的 K 值为 5EU/ kg。己酮可可

碱葡萄糖注射液热原检查时家兔剂量 M 值为

10mL/ kg
[ 4]

,计算药品的细菌内毒素限值 L 为 K/ M
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= 0�5EU / mL。最大有效稀释倍数 MVD = L/�=

0�5/ 0�25= 2。所以要使用细菌内毒素检查法,己酮

可可碱葡萄糖注射液需稀释 2倍,干扰实验合格后

方可进行。

3 方法与结果

3. 1 鲎试剂灵敏度的复核 取内毒素工作品

(70EU/支) 1支, 加入 1mL 的细菌内毒素检查用水

溶解,漩涡混匀。取 0. 1mL 加细菌内毒素检查用水

0. 9mL 漩涡混匀,从此稀释液中取 0. 1mL 加细菌内

毒素检查用水 0. 6mL 混匀, 得 1EU/ mL, 再分别制

成 2. 0、1. 0、0. 5、0. 25�4个浓度的内毒素标准溶液。

各取上述 4种浓度溶液 0. 1mL 分别加入 4支

0. 1mL 的鲎试剂中, 漩涡混匀, 每个浓度平行做 4

支,置( 37 � 1) � 下水浴( 60 � 2) m in,同时用细菌内

毒素检查用水做 2支阴性对照,结果见表 1。

表 1 鲎试剂灵敏度复核实验结果

管号
内毒素浓度( EU/ mL)

0. 5 0. 25 0. 125 0. 062 5

阴性

对照

1 + + - - -

2 + + - - -

3 + + - - -

4 + + - - -

鲎试剂灵敏度的测定值 �c = log- 1 ( � x/ 4) =

0�25EU/ mL( x 为 4支管反应终点内毒素浓度的对

数值) ,在 0. 062 5~ 0. 5EU/ mL 范围内,实验结果有

效,可用于药品的细菌内毒素检测。

3. 2 内毒素检查用水的质量考察 实验中使用的

内毒素检查用水(内毒素含量< 0. 003EU/ mL)经检

查,在( 37 � 1) � 恒温水浴中放置 4h,未与鲎试剂产

生凝集反应,符合规定。

3. 3 供试品干扰实验 分别用己酮可可碱葡萄糖

注射液的 2倍稀释液和细菌内毒素检查用水作溶媒

将细菌内毒素工作标准品制成浓度为 0. 5、0�25、
0�125、0�062 5 EU/ mL 的溶液, 然后照鲎试剂灵敏

度复核的步骤进行干扰实验,每一浓度平行做 4支,

另取细菌内毒素检查用水和供试品 2倍稀释液各做

2支阴性对照组。实验结果见表 2。

实验测得灵敏度 �t 均在 2~ 0. 5�c范围内,符合

药典的规定,表明样品经 2倍稀释后对细菌内毒素

实验无干扰作用。

表 2 样品 2倍稀释液干扰实验结果

样品
细菌内毒素浓度( EU/ mL)

0. 5 0. 25 0. 125 0. 062 5

阴性

对照

灵敏度�t

( EU/ mL)

020423 + + + + + + - - - - - - - - - - - - 0. 353 6

0207032 + + + + + + + + + + - - - - - - - - 0. 176 8

021101 + + + + + + + - - - - - - - - - - - 0. 297 3

表 3 样品细菌内毒素法检测结果

供试品

(批号)

管号

1 2

阳性对照

( 1)

阳性对照

( 2)
阴性对照

020423 - - + + -

0207032 - - + + -

021101 - - + + -

3. 4 供试品的细菌内毒素检测 取装有 0. 1mL 的

鲎试剂 5支, 按�中国药典�2000年版规定的药品细

菌内毒素检测方法进行检测, 结果见表 3。 阳

性对照( 1)为加入 0. 1mL 细菌内毒素检查用水制成

2. 0�浓度的内毒素溶液; 阳性对照 ( 2)为加入 0.

1mL 供试品制成 2. 0�浓度的内毒素溶液。结果表

明, 3批样品经细菌内毒素检查均为合格品,临床使

用中亦未出现输液热原反应发生。

4 讨论

药品内毒素限值的确定,有助于细菌内毒素检

查中选择合适的检测浓度。参考有关资料
[ 3, 4]

, 计

算出己酮可可碱葡萄糖注射液的细菌内毒素的限值

为 0. 5 EU / mL。药典规定,如用细菌内毒素检查用

水测的灵敏度值 �c在 2~ 0. 5�时, 且有供试品时测

得的灵敏度值�t 在0. 5 ~ 2�c时,认为供试品在该浓

度下不干扰实验。实验证明, 将供试品经 2倍稀释

后用细菌内毒素检测不存在有干扰因素, 结果准确

可靠, 快速。此法可以替代热原检查法对己酮可可

碱葡萄糖注射液进行检测。
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