
度重复 v管 o并做阴性对照 o放入检测仪检测 o同时进行家兔

法检查 o结果见表 v∀

表 3  干扰试验

Ταβ 3  ×«̈ µ̈¶∏̄·¶²©¬±«¬¥¬·¬²± ¤±§ ±̈«¤±¦̈° ±̈··̈¶·

样品批号 稀释倍数 ∞·k∞� r°�l∞¶k∞� r°�l � h 家兔法检查

≤sttuust w �检测限 sqtu{ tsuqw 合格

≤susyttv w �检测限 sqtuy tssq{ 合格

≤sutsuyv w �检测限 sqtux tssqs 合格

≤suttuu¯ w �检测限 sqtuv |{qw 合格

≤sutus|u w �检测限 sqtvs tswqs 合格

  标准曲线为 } ª̄× � vqsuzut p squ|{su ª̄Χ, ρ� sq||wt

3  讨论

实验结果表明 }硝酸异山梨酯注射液稀释液对鲎试剂不

存在干扰作用 o可以得到很好的回收率 o且动态浊度法进行

细菌内毒素定量检测 o使用计算机全过程监控 o样品反映情

况能在显示屏上直观地反映出来 o与传统的家兔法相比 o避

免了动物个体差异及人为判断误差所造成的假阳性或假阴

性结果 o具有灵敏 !简便 !结果准确等优点 o其检测结果与家

兔热原检查结果一致 ∀因此 o用动态浊度法检测硝酸异山梨

酯注射液中细菌内毒素含量是可行的 ∀
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≥«̈ ±ª°¤¬¬±­̈¦·¬²±q ΜΕΤΗΟ∆ Σ ×«̈ ¬±«¬¥¬·¬²± ¤±§ ±̈«¤±¦̈° ±̈··̈¶·º µ̈̈ ¦¤µµ¬̈§²∏·¥¼ ·¤¦«¼³̄ ∏̈¶¤° ¥̈²¦¼·̈ ¼̄¶¤·̈ ∞≥2× ¶̈·¤¦2
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≥«̈ ±ª°¤¬¬±­̈¦·¬²± º¤¶vqzx∞� r°�¤±§·«̈ ¬̈³̈ µ¬° ±̈·¶«²º §̈·«¤··«̈ ¬±·̈µ©̈µ̈±¦̈ ¨̄ °̈ ±̈·¶¦²∏̄§¥̈ ¬̈¦̄∏§̈ §¥¼ §¬̄∏·¬±ª≥«̈ ±ª°¤¬

¬±­̈¦·¬²± ts ·¬° ¶̈q ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ×«̈ ° ·̈«²§¬¶¦²±√ ±̈¬̈±·o¶̈±¶¬·¬√ ö¤¦¦∏µ¤·̈ ¤±§¦¤± µ̈³̄¤¦̈¶·«̈ ³¼µ²ª̈ ± ·̈¶·²©≥«̈ ±ª°¤¬¬±2

­̈¦·¬²±q

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ ·¤¦«¼³̄ ∏̈¶¤° ¥̈²¦¼·̈ ¼̄¶¤·̈∞≥ × ¶̈·k×��∞≥ × ¶̈·l~ ≥«̈ ±ª°¤¬¬±­̈¦·¬²±~ ¬±«¬¥¬·¬²± ¤±§ ±̈«¤±¦̈° ±̈··̈¶·~ ¥¤¦·̈µ¬¤̄

±̈§²·²¬¬±¶

  我院制剂室生产的生脉注射液是由 tsh红参 !txh五味

子 !vsh麦冬组成 o有强心复脉 !益气生津 !增进冠脉流量的

作用 o临床用于心源性休克 !心肌梗死 !心绞痛及其他微循环

障碍等疾病 o静滴或静注使用 ∀在 5卫生部药品标准 6中药成

方制剂第十五册中用家兔法检查热原 ∀细菌内毒素检查法

检查药品中的细菌内毒素 o与传统的家兔法相比 o具有灵敏

度高 o重现性好 o样品用量少 o时间短 o费用低等优点 o我们用

热原检查合格的生脉注射液对鲎试剂和特异性鲎试剂与细

菌内毒素的凝集反应分别进行干扰试验 o建立生脉注射液的

细菌内毒素检查法 ∀

1  材料

细菌内毒素国家标准品 }中国药品生物制品检定所 o批

号 }|{to规格 }|sss∞� r°�∀

鲎试剂 }厦门鲎试剂厂 o灵敏度 }squx∞� r°�o批号 }
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||syu{~灵敏度 }sqx∞� r°�o批号 }||syuu~湛江安度斯生物

有限公司 o灵敏度 }squx∞� r°�o批号 }sttut|v~灵敏度 }sqx

∞� r°�o批号 }susytwt∀

特异性鲎试剂 }厦门鲎试剂厂 o灵敏度 }squx∞� r°�o批

号 }|{szs|~灵敏度 }sqx∞� r°�o批号 }|{sztz~湛江安度斯生

物有限公司 o灵敏度 }squx∞� r°�o批号 }susytwt~灵敏度 }

sqx∞� r°�o批号 }sutusxt∀

细菌内毒素检查用水 }厦门鲎试剂厂 o批号 }||svuy∀湛

江安度斯生物有限公司 o批号 }suszuvs∀

生脉注射液 }本院制剂室生产 o规格 }ts°�r支 ∀每 ts°�

相当于生药红参 tªo五味子 tqxªo麦冬 vª∀

2  方法与结果

2q1  鲎试剂灵敏度的复核

根据鲎试剂灵敏度标示值 kΚlo用细菌内毒素检查用水

将细菌内毒素国家标准品溶解 o稀释 o制成 uqsΚotqsΚosqx

ΚosquxΚw个浓度的内毒素标准溶液 o进行灵敏度复核试

验 ≈t 
o结果各厂家 !各批号鲎试剂 o其灵敏度均与标示灵敏度

相符 o符合规定 ∀

2q2  细菌内毒素限值 k�l的确定 ≈t 

临床上用于急救时 o生脉注射液的使用剂量为 {s°�o用

x ∗ tsh葡萄糖注射液适量稀释 ∀根据公式 � � � r � 计

算 o�为按规定的给药途径 o人用每公斤体重每小时最大可

接受的内毒素剂量 o注射剂 �� x∞� rk®ª# «l~� 为人用每

公斤体重每小时最大剂量 o以 °�rk®ª# «l表示 o人均体重按

ys®ª计算 ∀生脉注射液细菌内毒素限值 �� xrk{s# ys
pt
l

� vqzxk∞� r°�l∀

2q3  供试品最大有效稀释倍数的确定

按公式 � ∂ ⁄ � �# ¦rΚ计算 o当 Κ� sqx∞� r°�时 o最大

有效稀释倍数 � ∂ ⁄ � zqx~当 Κ� squx∞� r°�时 o� ∂ ⁄ � tx∀

2q4  结果

2q4q1  干扰试验预试验  取生脉注射液 o用细菌内毒素检

查用水分别作 xotsotx倍稀释 k�°≤lo分别取生脉注射液和

上述 v种稀释液将细菌内毒素工作标准品制成浓度为 uqsΚ

的生脉注射液阳性对照溶液 k°°≤lo以鲎试剂和特异性鲎试

剂分别与之反应 o结果见表 t∀

  生脉注射液在各稀释度下均未测出的细菌内毒素 o说明

表 1  干扰预试验结果

Ταβ 1  � ¶̈∏̄·¶²©³µ̈ ¬̄°¬±¤µ¼ ¬±·̈µ©̈µ̈±¦̈ ·̈¶·

样品稀释

倍数
鲎试剂批号 灵敏度

样品 t

°°≤ °�≤

样品 u

°°≤ °�≤

样品 v

°°≤ °�≤

阳性

对照

阴性

对照

||syu{ squx∞� r°� p p p p p p p p p p p p n n p p

||syuu sqx∞� r°� p p p p p p p p p p p p n n p p

原液 |{szs|k特异 l squx∞� r°� p p p p p p p p p p p p n n p p

|{sztzk特异 l sqx∞� r°� p p p p p p p p p p p p n n p p

||syu{ squx∞� r°� p n p p p n p p n p p p n n p p

||syuu sqx∞� r°� n p p p n p p p n p p p n n p p

x倍稀释液 |{szs|k特异 l squx∞� r°� n p p p n p p p n p p p n n p p

|{sztzk特异 l sqx∞� r°� n n p p n n p p n p p p n n p p

||syu{ squx∞� r°� n n p p n n p p n n p p n n p p

||syuu sqx∞� r°� n n p p n n p p n n p p n n p p

ts倍稀释液 |{szs|k特异 l squx∞� r°� n n p p n n p p n n p p n n p p

|{sztzk特异 l sqx∞� r°� n n p p n n p p n n p p n n p p

||syu{ squx∞� r°� n n p p n n p p n n p p n n p p

||syuu sqx∞� r°� n n p p n n p p n n p p n n p p

tx倍稀释液 |{szs|k特异 l squx∞� r°� n n p p n n p p n n p p n n p p

|{sztzk特异 l sqx∞� r°� n n p p n n p p n n p p n n p p

注 } n为阳性结果 o p为阴性结果

�²·̈}/ n 0 µ̈³µ̈¶̈±·¶³²¶¬·¬√¨µ̈¤¦·¬²±~/ p 0 µ̈³µ̈¶̈±·¶± ª̈¤·¬√¨µ̈¤¦·¬²±

可用于干扰试验 ∀

2q4q2  干扰试验  根据干扰预试验结果 o将生脉注射液用

细菌内毒素检查用水 k�∞×l稀释成 tψ x倍 !tψ ts倍 o以

�∞×水和供试品的 tψ x倍 !tψ ts倍稀释液将细菌内毒素标

准品分别稀释成 uqsΚotqsΚosqxΚosquxΚ w个系列浓度 o对

各厂家各批号的鲎试剂和特异性鲎试剂进行试验 o结果如表

uo表 v∀

  将试验结果按下式计算 ∞¶ � ª̄
pt

k2 ÷¶r wlo∞· � ª̄
pt

k2 ÷·rwl o结果显示供试品 tψ x倍稀释液对两个厂家的 Κ

� sqx∞� r°�鲎试剂和特异性鲎试剂有抑制作用 ∀

  供试品 tψ ts倍稀释液对两个厂家的 Κ � squx∞� r°�

鲎试剂作用 o结果 }厦门产 ∞¶ � squx∞� r°�o平均 ∞·� sqvx

∞� r°�~而湛江产 ∞¶ � squx∞� r°�o平均 ∞·� sqx∞� r°�~对

两个厂家的 Κ� squx∞� r°�特异性鲎试剂作用 o结果 }厦门

产 ∞¶ � squx∞� r°�o平均 ∞·� squx∞� r°�~而湛江产 ∞¶ �

squx∞� r°�o平均 ∞·� squx∞� r°�∀
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表 2  干扰试验结果 kΚ� sqx∞� r°�l

Ταβ 2  � ¶̈∏̄·¶²©¬±«¬¥¬·¬²± ¤±§ ±̈«¤±¦̈° ±̈··̈¶·kΚ� sqx∞� r°�l

内毒素浓度

k∞� r°�l

厦门鲎试剂厂 湛江鲎试剂厂

鲎试剂 k||syuul 特异性鲎试剂 k|{sztzl 鲎试剂 ksusytwtl 特异性鲎试剂 ksutusxtl

tqs sqx squx sqtux
稀释
液

阴性
对照 tqs sqx squx sqtux

稀释
液

阴性
对照 tqs sqx squx sqtux

稀释
液

阴性
对照 tqs sqx squx sqtux

稀释
液

阴性
对照

�∞×水 n n p p p p n n p p p p n n p p p p n n p p p p

n n p p p p n n p p p p n n p p p p n n p p p p

n n p p p p n n p p p p n n p p p p n n p p p p

n n p p p p n n p p p p n n p p p p n n p p p p

供试品 n p p p p p p p p p p p n p p p p p p p p p p p

ktψ x倍稀释液 l n p p p p p n p p p p p p p p p p p n p p p p p

p p p p p p n p p p p p p p p p p p n p p p p p

p p p p p p n p p p p p p p p p p p n p p p p p

供试品 u n p p p p p n p p p p p n p p p p p p p p p p p

ktψ x倍稀释液 l n p p p p p n p p p p p n p p p p p p p p p p p

n p p p p p n p p p p p p p p p p p n p p p p p

p p p p p p p p p p p p p p p p p p n p p p p p

供试品 v n p p p p p p p p p p p n p p p p p p p p p p p

k tψ x倍稀释液 l n p p p p p n p p p p p n p p p p p n p p p p p

p p p p p p n p p p p p p p p p p p n p p p p p

p p p p p p n p p p p p p p p p p p n p p p p p

注 } n为阳性结果 o p为阴性结果

�²·̈}/ n 0 µ̈³µ̈¶̈±·¶³²¶¬·¬√¨µ̈¤¦·¬²±~/ p 0 µ̈³µ̈¶̈±·¶± ª̈¤·¬√¨µ̈¤¦·¬²±

表 3  干扰试验结果 kΚ� squx∞� r°�l

Ταβ 3  � ¶̈∏̄·¶²©¬±«¬¥¬·¬²± ¤±§ ±̈«¤±¦̈° ±̈··̈¶·kΚ� squx∞� r°�l

内毒素浓度

k∞� r°�l

厦门鲎试剂厂 湛江鲎试剂厂

鲎试剂 k||syu{l 特异性鲎试剂 k|{szs|l 鲎试剂 ksttut|vl 特异性鲎试剂 ksusytwtl

sqx squx sqtux sqsy
稀释
液

�∞×
水 sqx squx sqtux sqsy

稀释
液

�∞×
水 sqx squx sqtux sqsy

稀释
液

�∞×
水 sqx squx sqtux sqsy

稀释
液

�∞×
水

�∞×水 n n p p p p n n p p p p n n p p p p n n p p p p

n n p p p p n n p p p p n n p p p p n n p p p p

n n p p p p n n p p p p n n p p p p n n p p p p

n n p p p p n n p p p p n n p p p p n n p p p p

供试品 t n p p p p p n n p p p p n p p p p p n n p p p p

ktψ ts倍稀释液 l n p p p p p n n p p p p n p p p p p n n p p p p

n n p p p p n n p p p p n p p p p p n n p p p p

n n p p p p n n p p p p n p p p p p n n p p p p

供试品 u n n p p p p n n p p p p n p p p p p n n p p p p

ktψ ts倍稀释液 l n p p p p p n n p p p p n p p p p p n n p p p p

n p p p p p n n p p p p n p p p p p n n p p p p

n p p p p p n n p p p p n p p p p p n n p p p p

供试品 v n n p p p p n n p p p p n p p p p p n n p p p p

ktψ ts倍稀释液 l n n p p p p n n p p p p n p p p p p n n p p p p

n n p p p p n n p p p p n p p p p p n n p p p p

n p p p p p n n p p p p n p p p p p n n p p p p

注 } n为阳性结果 o p为阴性结果

�²·̈}/ n 0 µ̈³µ̈¶̈±·¶³²¶¬·¬√¨µ̈¤¦·¬²±~/ p 0 µ̈³µ̈¶̈±·¶± ª̈¤·¬√¨µ̈¤¦·¬²±

3  讨论

3q1  生脉注射液由红参 !五味子 !麦冬组成 o红参主要化学

成分为人参皂苷 !人参多糖 !麦芽醇 !挥发性成分及多种活性

肽 ∀而人参二醇组皂苷如 � ¨! � ªt等 o据报道有抗内毒素作

用 o生脉注射液足量静注 o对内毒素攻击后动物的死亡 o有明

显保护作用 ≈u  ∀

3q2  在干扰试验中 otψ x倍稀释的生脉注射液对反应有强

抑制作用 o即使加入 uqsΚ的内毒素也无阳性结果出现 ∀而

经 tψ ts倍稀释后 o则可消除对反应的干扰作用 o两个厂家

的鲎试剂和特异性鲎试剂 ∞·
值均在 sqx ∗ uqs∞¶

之间 o且各

∞¶
值均在 sqx ∗ uqsΚ范围内 o但用特异性鲎试剂反应结果比

用普通鲎试剂更理想 o∞·Β∞¶ � tΒto可完全消除干扰作用 ∀

3q3  根据试验结果 o生脉注射液在进行细菌内毒素检查时 o

经过 ts倍稀释后 o对灵敏度 Κ � squx∞� r°�的鲎试剂反应

可消除干扰 o可用细菌内毒素检查法替代家兔热原检查法 ∀

细菌内毒素检查法具有灵敏度高 o重现性好 o快速 !简便 o费

用低等优点 o能快速准确地检出热原 o用该法检查合格的生

脉注射液 xs多批 o用于临床无一例发生热原反应 ∀生脉注

射液的细菌内毒素检查法为 }取本品 o用细菌内毒素检查用

水至少稀释 ts倍后 o依法检查 ≈t 
o每 t°�生脉注射液中含细
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摘要 }目的  建立一种提取与分离姜黄素的方法 ∀方法  用醇提法从姜黄中提取姜黄素 o用柱色谱法把姜黄素从醇提物中与其

它杂质分离 ∀结果  得到了纯度为 z|qwh的姜黄素样品 ∀结论  醇提法和柱色谱法结合进行姜黄素的提取和分离是可行的 ∀

关键词 }姜黄素 ~柱色谱

中图分类号 }� |tzqz||qt   文献标识码 }�   文章编号 }tssz2zy|vkussxlsw2svu{2sv

Τηε σεπαρατιον οφ χυρχυµ ιν ωιτη τηε χολυµ ν χηροµ ατογραπηψ

• ��� °¬±ª
t
o≤�∞�÷¬¤²2̄²±ªu o≤�∞��¬±

u
o÷ �∞ • ¬̈

u
o����� ≠¬±2­∏±u (t. Χολλεγε οφΠηαρµ αχευτιχαλΣχιενχε, Ζηεϕιανγ

Υνιϖερσιτψ οφΤεχηνολογψ, Ηανγζηου, vtsstw, Χηινα; u. Χολλεγε οφΒιολογψ ανδ Ενϖιρονµ εντ Ενγινεερινγ , Ζηεϕιανγ Υνιϖερσιτψ οφΤεχηνολο2

γψ, Ηανγζηου, vtsstw, Χηινα)

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ : ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  ×² §̈ √¨̄²³¤° ·̈«²§©²µ¶̈³¤µ¤·¬²± ¦∏µ¦∏°¬± ©µ²° ·∏µ° µ̈¬¦q ΜΕΤΗΟ∆  ≤∏µ¦∏°¬± º¤¶ ¬̈·µ¤¦·̈§©µ²°

·∏µ° µ̈¬¦¥¼ ·̈«¤±²̄o ¤±§¶̈³¤µ¤·̈§©µ²° ²·«̈ µ¶º¬·«·«̈ ¦²̄∏°± ¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼q Ρ ΕΣΥΛΤΣ �¼ º¤¼ ²©·«̈ ¬̈³̈ µ¬° ±̈·o·«̈ ³∏µ¬·¼¦∏µ2

¦∏°¬± ²©z|qwh º¤¶ª¤¬± §̈q ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ×«̈ ° ·̈«²§§̈ √¨̄²³̈ §¬¶©̈¤¶¬¥̄ q̈

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ : ¦∏µ¦∏°¬±~¦²̄∏°± ¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼

  姜黄色素通常称为姜黄素 ≈t 
o主要来源于姜科姜黄属植

物姜黄的根茎 ∀姜黄属植物主要包含挥发油和姜黄素类 o后

者为二苯基庚烃类 o有酚性与非酚性之分 ∀其中 o姜黄素

k¦∏µ¦∏°¬±l是中药姜黄的主要成分 o有重要的经济价值和广

泛的药理作用 o如抗氧化 !抗炎 !抗菌 !抗病毒 !抗动脉粥样硬

化 !抗溃疡 !促进微循环 !降血脂等 ∀目前 o利用姜黄提制姜

黄色素的方法有多种 ∀常用的姜黄色素的提取方法主要有

三种 }有机溶剂提取法 ≈uov  !水提取法 ≈w  !酶解法 ≈x  ∀本实验

采用有机溶剂提取法提取姜黄素粗提物 o然后进行柱色谱 o

以期得到浓度较高的姜黄素产品 ∀

1  材料与方法

1q1  材料

1q1q1  药材  川姜黄 }重庆星光药材公司 ~片姜黄 }杭州胡

庆余堂大药房 ∀

1q1q2  试剂  乙腈 }色谱纯 o上海陆都化学试剂厂 ~冰醋酸 }

分析纯 o浙江兰溪试剂厂 ~水 }纯净水 o娃哈哈纯净水 ~乙醇 }

分析纯 o安徽特酒总厂 ~二氯甲烷 }分析纯 o杭州双林化工试

剂厂 ~正己烷 }分析纯 ~硅胶 }上海五四化学试剂有限公司 ~姜

黄素标准品 }上海医药工业研究所 ∀

1q1q3  仪器  挥发油收集仪 }上海玻璃厂 ~色谱柱 }上海玻

璃厂 ~紫外检测仪 k≥°⁄) ts� l}日本岛津 k≥� �� �⁄��l~流

动泵 k�≤ ) ts�≥l}日本岛津 ~控制器 k≥≤�) ts� l}日本岛

津 ~柱温箱 k≤×� ) ts�l}日本岛津 ~数据处理软件 }�usss色

谱工作站 ∀

1q2  方法

1q2q1  姜黄素的初提取  称取 ysª姜黄粉末 o以 tΒy的比例

加入蒸馏水 o搭好挥发油收集装置 o电炉直接加热 v«o先用挥

发油收集器收集挥发油 k得到挥发油 vqv°�o倒人棕色瓶中 o

放入冰箱中保存 o另用 l∀然后用旋转蒸发仪把烧瓶中水蒸

干 ∀再加入 vss°�的无水乙醇 o用回流法热提取姜黄素

ys°¬±∀冷却至室温 o用布氏漏斗减压过滤 o收集滤液 o旋转

蒸发仪回收乙醇 kxsε o真空度 sqs|lo得到姜黄素浸膏 ∀

1q2q2  姜黄素的粗品的脱油处理 ≈y   根据姜黄素微溶于水

和正己烷的特点 o将姜黄素浸膏 o先用 vss°�蒸馏水浸泡

y«o以去除那些水溶性的有机物 o倒出水溶液 o保留固体 o再

用 vss°�的正己烷浸泡 y«o可以除掉一部分杂质 o有利于下

一步的分离纯化 o回收正己烷 ∀用 tss°�二氯甲烷与甲醇

k|zΒvl的混合液溶解剩余的固体 o得到红色的溶液 o倒入棕

色瓶子 o放入冰箱中保存 o待用 ∀

1q2q3  姜黄素的分离  采用硅胶做为吸附剂 o称取 tsª的

#{uv# ≤«¬± �� �°oussx �∏ª∏¶·o∂ ²̄quu �²qw               中国现代应用药学杂志 ussx年 {月第 uu卷第 w期




