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摘要  目的: 考察医用聚乙二醇小檗碱液 (粘连平 )细菌内毒素检查方法的可行性。方法: 依据中国药典 2005年版附录 X IE

细菌内毒素检查法, 确定粘连平的有效的稀释浓度和细菌内毒素限值。结果: 粘连平在稀释 50倍后对细菌内毒素实验无干扰

作用, 其细菌内毒素限值符合规定。结论: 该产品可以采用细菌内毒素检查法。
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Abstract Objec tive: The research rev iewed bacterium endotox in test of medica l macrogo l 400 berberine hydro-

chloride. Method: The bacterium endo tox in testw ere performed to detect va lid dilut ion concentrat ion and lim it value

acco rd ing to the Ch inese pharm acopoeia ed ited 2005. Result: The samplew hich w ere dilu ted 50 times d idnpt d isturb

the bacterium endotox in test and the lim it value accord w ith demand. Conclusion: The productm ay use bacterium

endotox in tes.t
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  作为评价医用生物材料生物学安全性指标之一

的细菌内毒素试验是检测其是否含有引起机体发热

的内毒素的方法。细菌内毒素试验利用鲎的变形细

胞与微量内毒素产生凝集反应的现象, 来判断样品

中细菌内毒素限量是否符合规定,具有简便、快速、

灵敏度高、重现性好等优点。本文依据中国药典

2005年版附录 X IE细菌内毒素检查法
[ 1]
的要求,考

察医用聚乙二醇小檗碱液 (粘连平 )细菌内毒素检

查方法的可行性。

1 材料与仪器
111 试剂
细菌 内毒素 检查 用水 ( BET 水 ) : 批号:

0802030, 规格: 25mL,生产单位:湛江安度斯生物有

限公司。

细菌内毒素工作标准品: 批号: 2007 - 5, 规格:

100 EU,生产单位:中国药品生物制品检定所。

鲎试剂: 灵敏度: 0103 EU # mL
- 1
, 批号 :

0805082,规格: 011mL, 生产单位: 湛江安度斯生物
有限公司。

鲎试剂: 灵敏度: 0103 EU # mL
- 1
, 批号 :

08012221,规格: 011mL,生产单位:福州新北生化工
业有限公司。

112 样品  医用聚乙二醇小檗碱液又名粘连平: 第
一批样品 ( S1)批号: 070928,第二批样品 ( S2)批号:

080406,第三批样品 ( S3)批号: 090505,规格:每支 3

mL,生产单位: 黑龙江燎原科技有限公司。

113 仪器  电热鼓风干燥箱, 型号: DL - 101 -

2RS,生产单位 :天津市中环实验电炉有限公司; 恒

温水浴箱,型号: 42, 生产单位:北京市长风仪器仪表

公司。

2 方法

211 试验准备  实验所用器材,经 180 e 烘烤 3 h

以上除去可能存在的外源性内毒素。

212 鲎试剂灵敏度的复核  按中国药典 2005年版
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附录 X IE 细菌内毒素检查法复核鲎试剂灵敏

度
[ 1, 2]

,结果见表 1。所用 2个厂家的鲎试剂灵敏度

为 0103 EU # mL
- 1
, 其灵敏度符合规定, 可用于试

验。

表 1 灵敏度复核结果
Tab 1 R esu lts of sensit ive degree check

批号

( batch

number)

细菌内毒素浓度 ( centra tion

o f bacter ium endo tox in) /EU # mL- 1

0106 01 03 01015 010075

阴性对照

( negativ e

control)

K

0805082 + + + + + + + + - - - - - - - - - - 01 03

08012221 + + + + + + - - - - - - - - - - - - 01 03

213 计算样品的最大有效稀释倍数  参照医用聚
乙二醇小檗碱液的企业标准,本品限值定为 115 EU

# mL- 1
。目前市售鲎试剂灵敏度一般在 015~ 0103

EU# mL
- 1
,所以供试品在对应不同灵敏度鲎试剂时

的最大有效稀释倍数分别为 3倍, 6倍, 12倍, 25

倍, 50倍。

214 干扰预试验  3批样品原液,分别用 BET水制

成 6倍, 12倍, 25倍, 50倍的 3个系列稀释溶液
[ 3]
,

用各系列稀释溶液作溶剂,稀释内毒素工作标准品,

以制成含细菌内毒素工作标准品 2K浓度的内毒素

溶液,用两个厂家灵敏度为 0103 EU# mL
- 1
的鲎试

剂进行试验, 同时做阳性和阴性对照 (试验结果见

表 2)。结果表明, 3批样品的低倍稀释液都对细菌

内毒素试验有抑制作用,在 25倍或 50倍稀释后有

可能排除干扰。

表 2 干扰预试验的测定结果
Tab 2 Determ ine resu lts of be forehand in terfere test

鲎试剂批号

( ba tch number

o f tachy leus

am ebocyte lysate)

系列

( series)

样品稀释倍数 ( d ilu tion mu ltip le o f sample)

6倍

( 6 times)

12倍

( 12 times)

25倍

( 25 times)

50倍

( 50 times)

阳性对照

( pos itive

contro l)

阴性对照

( negativ e

control)

0805082 S1样品阴性对照 ( S1 sample nega tive contro l) - - - - - - - - + + - -

S1样品阳性对照 ( S1 sample positive contro l) - - - - + + + +

S2样品阴性对照 ( S2 sample negative control) - - - - - - - -

S2样品阳性对照 ( S2 sample positive contro l) - - - - - + + +

S3样品阴性对照 ( S3 sample negative control) - - - - - - - -

S3样品阳性对照 ( S3 sample positive contro l) - - - - - + + +

08012221 S1样品阴性对照 ( S1 sample negative control) - - - - - - - - + + - -

S1样品阳性对照 ( S1 sample positive contro l) - - - - - + + +

S2样品阴性对照 ( S2 sample negative control) - - - - - - - -

S2样品阳性对照 ( S2 sample positive contro l) - - - - + + + +

S3样品阴性对照 ( S3 sample negative control) - - - - - - - -

S3样品阳性对照 ( S3 sample positive contro l) -+ -+ - - - +

215 干扰试验  按中国药典 2005年版附录 X IE进

行干扰试验
[ 4]
, 分别用 BET水及每批样品的 50倍

稀释液将细菌内毒素工作标准品配制成浓度为

0106, 0103, 01015, 010075 EU # mL
- 1
的溶液, 同时

用 BET水和样品 50倍稀释液各做两管阴性对照,

用两个厂家灵敏度均为 0103 EU # mL- 1
的鲎试剂进

行试验 (试验结果见表 3)。结果表明, E s均在 015K
~ 210K, E t均在 015E s~ 210Es,说明样品 50倍稀释

液对细菌内毒素试验无干扰作用, 该产品可以采用

细菌内毒素检查法控制其质量。

216 样品检测  取 3批样品的 50倍稀释液作为供

试液, 用灵敏度为 0103 EU# mL
- 1
的鲎试剂按中国

药典进行细菌内毒素检查。结果表明, 阳性对照管

均为阳性,阴性对照管均为阴性,供试品阳性产品对

照管均为阳性,供试品管均为阴性,所以该 3批产品

的细菌内毒素检查是符合规定的。即 3批样品中的

细菌内毒素含量均小于 115 EU # mL- 1
。

3 讨论
本文先根据公式计算出医用聚乙二醇小檗碱液

(粘连平 )的有效稀释倍数, 先进行干扰试验的预试

验推测无干扰的稀释浓度, 再由正式的干扰试验进

行验证,从而减少试验的盲目性, 避免浪费试剂并且

节省时间。由于样品对细菌内毒素检查法存在抑制

性干扰,实验结果证实此干扰作用可通过稀释原液

50倍的方法而消除。如果样品没有达到 50倍稀释

就进行细菌内毒素试验, 则会导致供试品阳性产品

对照管结果为阴性,供试品管结果为假阴性,导致一

个错误的无效的检测结果。本文所进行的干扰试验

)1763)药物分析杂志 Ch in J Pha rm Ana l 2009, 29( 10)



表 3 50倍稀释液的干扰试验结果

Tab 3 Interfere test results of 50 tim es dilu en t solu tion

鲎试剂

( tachy leus

am ebocyte lysate)

系列

( ser ies)

细菌内毒素浓度

( centration o f bac ter ium endotox in) /EU# mL- 1

0106 0103 01015 01 0075

阴性对照

( negat ive control)

结果

( results)

/EU # mL- 1

0805082 BET水 ( BET water) + + + + + + + + - - - - - - - - - - Es= 0103

S1样品 ( S1 sample) + + + + + + - - - - - - - - - - - - E t= 01 042

S2样品 ( S2 sample) + + + + + - - - - - - - - - - - - - E t= 01 050

S3样品 ( S3 sample) + + + + + - - - - - - - - - - - - - E t= 01 050

08012221 BET水 ( BET water) + + + + + + - - - - - - - - - - - - Es= 01042

S1样品 ( S1 sample) + + + + + + - - - - - - - - - - - - E t= 01 042

S2样品 ( S2 sample) + + + + + - - - - - - - - - - - - - E t= 01 050

S3样品 ( S3 sample) + + + + + - - - - - - - - - - - - - E t= 01 050

避免了假阴性结果。

本试验结果还表明,参照美国药典 32版中细菌

内毒素检查方法
[ 5]
, 医用聚乙二醇小檗碱液 (粘连

平 )的细菌内毒素含量小于 115 EU# mL
- 1
, 该产品

的细菌内毒素检查是符合规定的。该产品可以用细

菌内毒素检查法来控制样品中的细菌内毒素含量。
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