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摘要  目的: 对低分子肝素 ( LMWH )生物活性 (抗 - FÚ a和抗 - FÒ a )测定中几种生物统计方法进行探讨。方法: LMWH生

物活性测定采用发色底物分光光度法,运用量反应平行线原理生物统计, 比较几种实验设计、统计方法, 检测实验可靠性、计

算效价、精密度的差异。结果:发色底物分光光度法的量反应平行线法几种实验设计、统计方法结果相似, 其差异无统计学意

义 (P > 01 05)。结论:对 LMWH的抗 - FÚ a和抗 - FÒ a效价测定采用发色底物分光光度法;以量反应平行线法进行分析中。

在符合标准规定前提下,几种生物统计方法和实验设计都可应用。
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Abstract Objective: D iscussion o f bio- stat isticalme thods for anti- factorX a or anti- factor IIa of low - mo lecu-

lar- w eight heparin ( LMWH ) evaluation. Method: Chromogen ic assay w as used for b io - activ ity of LMWH by

quant ity response parallel line analysis. D ifferent b io- statist ica lm ethods and design w ere compared for experimen-

tal re liability ex am inat ion, potency and precise in analysis results. Results: The differences of several bio- stat istica l

methods and design by parallel line analysis w ere sma ll and not statistically significan t(P > 0105). Conc lusion:

Severa l b io- stat isticalmethods and design cou ld be used in va lidat ion o f the ant i- factor Xa o r ant i- factor IIa

chromogen ic assays for the potency assessment o f LMWH by parallel line ana lysis, when the results conforms to the

standard.
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  低分子肝素 ( low - mo lecu lar- w eight heparin,

LMWH )有抗凝血、抗血栓、调血脂、抗肿瘤等作用,

与普通肝素相比具有皮下注射吸收好、半衰期长、生

物利用率高、与血浆及血小板亲和力小、出血副作用

少等优点,应用日益广泛
[ 1, 2]
, 对 LMWH质量控制中

生物活性即抗活化 10因子 (抗 - FX a)和抗活化 2

因子 (抗 - FÒ a)测定,采用体外酶促反应的分光光

度法, 由于低分子肝素不是化学纯品,是一定分子量

范围内的多相性成分的分布,其不均一性对显色反

应的分光光度法有一定误差, 不够精确,因此, 正确

地运用生物统计显得尤为重要,笔者对 LMWH效价

测定中遇到的生物统计问题进行探讨。

1 仪器与试药
日立 U - 3310紫外分光光度计 (日本 )。标准

品 ( S): LMWH欧州药典参考品, 抗 - FÒ a 4412 IU
# mL- 1和抗 - FÚ a 10611 IU# mL- 1。供试品 ( T ):

LMWH钠注射液, 吉林华康药业股份有限公司 (抗

- FÚ a 5000IU # 015 mL- 1 # 支 - 1
) , 批号 070101。

抗凝血酶 ( AT ) 10 IU#瓶 - 1
、FÚ a 71 nkat#瓶 - 1

、

发色底物 S- 2765 25 mg#瓶 - 1
、S - 2238 25 mg#

瓶
- 1
均为 Chromogen ix公司提供; 凝血酶国家标准品

( 580 IU#瓶 - 1
) , 中国药品生物制品检定所。计算

程序采用中国药品生物制品检定所编制的中国药典

生物检定统计程序 BS2000。
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2 实验方法

目前英国药典 ( BP )
[ 3]
与拟用国家标准

[ 4]
中

LMWH的抗 - FÚ a与抗 - FÒ a测定为发色底物分

光光度法,其原理为 LMWH与 ATÓ形成复合物,小
于 18个糖链的 LMWH 与 ATÓ的复合物抑制 FÚ a

与发色底物 S- 2765的水解反应;而大于 18个糖链

的 LMWH与 ATÓ的复合物, 同时结合凝血酶即 FÒ

a,而抑制 FÒ a与发色底物 S- 2238产生水解反应;

水解反应都生成显色的对硝基苯胺, LMWH 与对硝

基苯胺成反比。

211 运用生物统计量反应平行线 4# 4测定法 ( 4#
4法 ) 应用量反应平行线的等反应剂量对比 4# 4

法,即标准品 ( S1 ~ S4 )与供试品 ( T1 ~ T4 )各用 4个

剂量组,每一剂量组重复 2次, 溶液试管排列顺序:

S1 S2 S3 S4 T 1 T2 T3T4 T1 T2 T3T4 S1 S2 S3S4,以减小实

验误差中的加样次序因子, 控制变异。抗 - FÚ a

(抗 - FÒ a)测定依次每管加入抗凝血酶、FÚ a( FÒ

a即凝血酶 )、发色底物 S- 2765( S- 2238), 每加一

试剂 37 e 保温一定时间,酶促反应后, 冰醋酸终止
反应

[ 4]
, 405 nm波长处测其吸收度作为反应值, 反

应值与 log剂量间按量反应平行线 4# 4测定法,一

般随机设计,生物统计计算效价 ( PT) 和实验误差

(平均可信限率 FL% )
[ 5, 6]

; 而不能用标准曲线法,

因其结果不可靠,误差大, 难以判定结果
[ 4]
, 运用生

物统计尤为重要。

212 生物统计量反应平行线 4# 3( 3# 4)法或 3# 3
法  实验设计虽按 4# 4法,但当 S或 T的端剂量所

致反应值偏离直线,未达阈值或趋于极限,去除此端

剂量组 (最大或最小剂量 ) ,采用量反应平行线 4# 3
( 3# 4)法或 3# 3法的生物统计计算法, 即标准品

( S)与供试品 ( T ) 3或 4个剂量组,使对数剂量与反

应的直线关系成立。

213 合并计算  同一批供试品重复测定 n次,对所

得 n个测定结果采用生物统计合并计算的方法求其

平均效价 PT和平均可信限率 FL% ,

3 结果

311 应用 4# 4法 抗 - FÚ a与抗 - FÒ a效价测定
中, BP

[ 1]
与拟用国家标准

[ 2]
都规定用量反应平行线

4# 4测定法, 实验可靠性必须测验通过, 也就是对

数剂量与反应呈直线关系, 标准品 S和供试品 T的

直线应平行,方差分析试品间、回归、偏离平行、二次

曲线和反向二次曲线等几项; 要求直线回归 P <

0101, 偏离平行、二次曲线和反向二次曲线都必须 P

> 0105,实验才成立,以确保结果可靠。拟用国家标
准

[ 2]
还规定 FL% 在 15%以内。笔者对同一批号

LMWH抗 - FÚ a效价测定中运用量反应平行线 4

# 4法进行 10次实验, 生物统计计算结果, 实验可

靠性测验通过,并且 FL%都在 15%以内,符合标准

规定。见表 1。

表 1 几种实验设计、生物统计计算结果
Tab 1 The results of severa l b io- statisticalm e thods and design

n

方法 ( method) 4# 4 方法 ( method) 4# 3 方法 ( m ethod) 3# 4 方法 ( me thod) 3# 3

效价 ( PT ) / IU

# 015mL - 1#支 - 1

平均可信限

率 ( FL ) /%

效价 ( PT ) / IU

# 015mL - 1#支 - 1

平均可信限

率 ( FL) /%

效价 ( PT ) / IU

# 015 mL- 1#支 - 1

平均可信限

率 ( FL) /%

效价 ( PT) / IU

# 015 mL- 1#支 - 1

平均可信限

率 ( FL) /%

1 5307 12 5399 14 5340 14 5345 15

2 5191 4 5114 4 5123 4 5160 5

3 5131 5 5131 5 5138 5 5154 6

4 4918 7 4923 8 4916 8 4914 9

5 4949 8 4947 8 4945 8 4943 9

6 5062 9 5081 10 5090 10 5100 12

7 5106 9 5136 11 5129 11 5127 13

8 5023 6 5048 7 5050 7 5057 8

9 5134 8 5067 10 5112 10 5145 12

10 5034 8 5007 10 5018 10 5034 12

x ? SD 5085 ? 115 8 ? 2 5085 ? 132 9 ? 3 5086 ? 118 9 ? 3 5098? 122 10 ? 3

312 应用 4# 3法、3# 4法和 3# 3法

对上述同一批号 LMWH抗 - FÚ a效价测定数

据,去除一个端剂量组时,采用 4# 3法、3# 4法和 3

# 3法统计计算,其结果也都能符合标准规定, 几种

统计方法结果相似, 它们的效价 PT与 4# 4法得出

的效价 PT比偏差较小 (见表 1) ,在生物统计误差允

许范围内,其差异无统计学意义 (P > 0105) ,因此采
用 4# 3法、3# 4法和 3# 3生物统计计算法是可行

的, 但 10次实验 4# 3法的平均 PT值与 4# 4法最

为接近,其次为 3# 4法和 3# 3法, 由此可见应尽可
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能多的利用数据, 3# 3法是最后选择。

  这一统计方式尤其可运用于当 4# 4法实验可

靠性测验不通过,偏离平行或二次曲线或反向二次

曲线 (P < 0105), 是端剂量所致反应值偏离直线,可
删除端剂量即最高或最低的一个剂量组 (不可删除

中间剂量组 ), 采用 4# 3法 ( 3# 4法 ) ,如仍然不通

过, 可采用 3# 3生物统计计算法, 使实验可靠性测

验通过 (表 2) ,使结果符合标准规定, 尽可能利用数

据, 从而节约人力、物力, 节约时间, 提高实验成功

率, 正确判断药品的质量。

表 2 使实验可靠性测验通过的生物统计、实验设计方法
Tab 2 U sing b io- statistical me thods and design for the exper im en ta l re liab ility exam ination passe s

n

方法 ( me thod) 4# 4 方法 ( me thod) 4# 3 方法 ( me thod) 3# 3

效价 ( PT )

/ IU#

015 mL- 1

#支 - 1

平均可信

限率 ( FL )

/%

实验可靠性测验

( expermi ental

reliability

ex am ination)

效价 ( PT)

/ IU#

015 mL- 1

#支 - 1

平均可信

限率 ( FL)

/%

实验可靠性测验

( expermi enta l

reliability

exam ination)

效价 ( PT )

/ IU#

015mL - 1

#支 - 1

平均可信

限率 ( FL)

/%

实验可靠性测验

( expermi ental

reliability

exam ination)

1 5187 4 不可靠 ( unre liab le) 5101 5 可靠 ( re liable) 5160 5 可靠 ( re liable)

2 5162 4 不可靠 ( unre liab le) 5144 5 不可靠 ( unreliable) 5140 6 可靠 ( re liable)

3 5238 10 不可靠 ( unre liab le) 5202 10 可靠 ( re liable) 5241 12 可靠 ( re liable)

4 4987 7 不可靠 ( unre liab le) 4969 8 可靠 ( re liable) 4971 9 可靠 ( re liable)

5 5120 8 不可靠 ( unre liab le) 5109 8 可靠 ( re liable) 5146 9 可靠 ( re liable)

6 5022 10 不可靠 ( unre liab le) 5045 10 可靠 ( re liable) 5050 11 可靠 ( re liable)

7 5325 10 不可靠 ( unre liab le) 5339 10 不可靠 ( unreliable) 5310 11 可靠 ( re liable)

8 5007 6 不可靠 ( unre liab le) 4989 7 可靠 ( re liable) 5001 9 可靠 ( re liable)

9 5198 9 不可靠 ( unre liab le) 5121 10 不通过 no passed 5188 12 可靠 ( re liable)

10 5012 9 不可靠 ( unre liab le) 5008 10 可靠 ( re liable) 5031 11 可靠 ( re liable)

313 应用合并计算  在常规检定中为达到增加实

验精密度、降低可信限率的目的,可将检定结果合并

计算
[ 6]
。如测定 LMWH抗 - FÚ a效价, 实验可靠

性测验通过, 但 FL为 1816%, 超出标准规定 15% ,

重复测定 1次,实验可靠性测验通过, FL为 1617% ,
仍未符合标准规定,可将 2次结果合并计算 (表 3) ,

而使 FL降低, FL仅为 1114%, 符合对可信限率小
于 15%的要求,符合标准规定, 从而最大限度地利

用实验数据,增加实验精密度, 降低可信限率。

表 3 结果合并计算
Tab 3 The re su lts ofm erge com putation

n
效价 ( PT ) / IU#

015 mL - 1#支 - 1

标准误差

( sm )

平均可信限率

( FL) /%

1 5132 01034737 181 6

2 5068 01031236 161 7

合并计算 ( merg e

computation)

5096 01023227 111 4

4 讨论

由于 LMWH不是化学纯品,是一定分子量范围

内的混合物,它的不均一性对显色反应的分光光度

法有一定误差,因此不能用一般的标准曲线法计算

效价, 要用生物统计, 标准规定实验可靠性测验必须

通过和 FL不大于 15%。一般采用量反应平行线原

理的 4# 4法, 进行实验可靠性测验, 使结果可靠。

当实验可靠性测验不通过时, 是端剂量所致反应值

偏离真直线,去掉端剂量组, 可采用 4# 3法或 3# 4

法,或 3# 3法生物统计, 最终使实验可靠性测验通

过, 节约成本, 提高实验成功率。当 FL超出 15%

时,可将 2次或更多次结果合并计算,增加实验精密

度, 降低 FL,以符合标准规定。
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