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摘要 }目的  通过鲎试剂的干扰试验 o研究注射用 �2缬氨酸原料中细菌内毒素检查法的可行性 ∀方法  依据中国药典 usss

年版中细菌内毒素检查法进行操作 ∀结果  在 ty倍稀释级下 o�2缬氨酸 k¦� uqxh l对鲎试剂无干扰 o检测细菌内毒素的鲎试

剂灵敏度 [ sqx ∞�# °�
pt结论  �2缬氨酸用灵敏度为 sqx ∞�# °�

pt的鲎试剂检查其细菌内毒素方法可行 o供注射用 �2缬氨

酸细菌内毒素应小于 sqsw ∞�# °ª
pt
o显著高于中国药典 ussx年版的规定 kx ∞�# °ª

pt
l∀
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  经过 us多年的努力 o注射用氨基酸原料药国产化逐渐

完善和成熟 o同时对国产原料药的质量要求也越来越高 ∀复

合氨基酸注射液用鲎试剂检查细菌内毒素的方法多见文献

报道 ≈t2tt 
o而制造复合氨基酸注射液的氨基酸原料用鲎试剂

法检查其细菌内毒素则报道较少 ≈tu2tw  ∀我们采用鲎试剂

k×��l检查注射用氨基酸原料细菌内毒素代替家兔法检查

原料的热原 o现将依据中国药典 usss年版 /细菌内毒素检查

法 0≈tx 对注射用 �2缬氨酸原料用鲎试剂检查细菌内毒素的

试验结果报道如下 ∀

1  材料

1q1  原料药

�2缬氨酸 k批号 ussss|s|l由南宁市安力泰药业有限公

司提供 ∀原料药用家兔法检查热原合格 ∀

鲎试剂 k×��l}灵敏度 kΚlsqx ∞� # °�
pt
osqx °�#

支 p t
k批号 sssyuwl~Κ squx ∞�# °�

pt
osqx ° #̄ 支 p t

k批号

sss|s{lo均由厦门鲎试剂厂提供 ∀

1q2  细菌内毒素工作标准品 k≤≥∞l

ts ∞�#支 p t
k批号 ||s{lo中国药品生物制品检定所提

供 ~细菌内毒素检查用水 k• �∞×l}内毒素含量 � sqst ∞�#

°�
pt
ou °�#支 p t

k批号 sss{uslo由厦门鲎试剂厂提供 ∀

1q3  氯化钠注射液

经检 查 o内 毒 素 含 量 � sq ux ∞� # °�
pt

k批 号

ssttuwsvxtlo由成都青山制药有限责任公司提供 ∀

2  方法与结果

2q1  鲎试剂 k×��l灵敏度复核

按中国药典 usss年版细菌内毒素检查法中鲎试剂灵敏

度复核试验规定进行 ∀

2q1q1  Κ¥ � sqx ∞�# °�
pt鲎试剂灵敏度 o复核结果见表 t∀
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表 1  ×��灵敏度复核结果

Ταβ 1  � ¶̈∏̄·¶²©¶̈±¶¬·¬√¬·¼ ¦«̈ ¦® ²©×��

≤≥∞浓度 ∞�# °�pt tqs sqx squx sqtux 阴性对照

n n p p p

试验试管结果 n n p p p

n n p p p

n p p p p

  根据计算灵敏度公式计算 }灵敏度 Κ¦ � ²̄ª
pt

¾trwk ²̄ª

tqs ≅ t n ²̄ªsqx ≅ vlÀ � sqx| ∞�# °�
pt
k即测定值 lo在 sqx

∗ uqsΚ¥范围内 o符合药典规定 ∀

2q1q2  Κ¥ � squx ∞�# °�
pt鲎试剂灵敏度 o复核结果见表

u∀同理计算灵敏度 Κ¦ � ²̄ª
pt

¾trwk ²̄ªsqx ≅ t n ²̄ªsqux ≅

vlÀ � sqvs ∞�# °�
pt
k即测定值 lo亦在 sqx ∗ uqsΚ¥范围内 o

符合药典规定 ∀

表 2  ×��灵敏度复核结果

Ταβ 2  � ¶̈∏̄·¶²©¶̈±¶¬·¬√¬·¼ ¦«̈ ¦® ²©×��

≤≥∞浓度 ∞�# °�pt sqx squx sqtux sqsyux 阴性对照

n n p p p

试验试管结果 n n p p p

n p p p p

n n p p p

2q2  细菌内毒素限值 k�l的计算

按公式 �� �r� o�为按规定途径给药临床无任何不良

反应的细菌内毒素阈剂量 o静脉注射的 �为 x ∞� # k®ª#

«l
pt
~� 为人用最大剂量 o大容量注射液的细菌内毒素限值

计算时 � 为 ts °�# k®ª# «l
pt
o中国药典 usss年版收载体

�2缬氨酸原料热原检查项规定每 ®ª家兔注射 ts °�o故此 �

�sqx ∞�# °�
pt ∀

2q3  有效稀释倍数 k⁄l的计算

根据中国药典 usss年版 ⁄ � �rΚo已求得 �为佳 sqx ∞�

# °�
pt
o鲎试剂灵敏度 Κ为 sqx ∞� # °�

pt ∗ sqsv ∞� #

°�
pt
o故此刻 �2缬氨酸原料最大稀释倍数 ⁄°¤¬

为 tyo有效稀

释倍数 ⁄为 t ∗ ty∀

2q4  最大非干扰浓度的测定

分别用氯化钠注射液溶解 �2缬氨酸 k≤ � uqxh lo再用

• �∞×分别将其稀释至 t ∗ ty倍系列 o用法 sqx ∞� # °�
pt

×��进行如下试验 }≠分别将各个稀释级 sqx °�溶解 ×��o

然后每管加入 tqs ∞�# °�
pt的 ≤≥∞ sqt °�作为供试阳性

系列 ~� 用 • �∞×溶解 ×��后 o分别加入对应稀释液作为供

试阴性系列 ~≈ 按中国药典 usss年版规定设阳性对照和阴

性对照管 ∀试验结果见表 v∀

表 3  �2缬氨酸最大非干扰浓度的测试结果

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

©²µ�2√¤̄¬±¨

品名 试管名
稀释倍数

t u w { ty

阳性

对照

阴性

对照

�2缬氨酸 供试阳性 n n n n n n n n n n n p

供试阴性 % % % % % % % % % %

  由上说明 o�2缬氨酸在各稀释级下无可测出的内毒素

k供试阴性均为 / p 0 lo由中国药典 usss年版可知 o能用于

干扰试验 ∀在 ty倍范围内 �2缬氨酸对细菌内毒素的凝聚试

验无干扰 ∀

2q5  干扰试验

按中国药典 usss年版设计方案如下 }以 • �∞×!�2缬氨

酸 k≤ � uqxh l分别将 ≤≥∞溶解成 uΚ!Κ!sqxΚ!squxΚ的稀释

度 o用 sqx ∞�# °�
pt鲎试剂按 /灵敏度复核方法 0测定 ∞¶和

∞·值 o干扰试验结果见表 w∀缬氨酸 ∞·值测定 }根据干扰试

验结果及计算 ∞¶� ²̄ª
pt

¾trw ≅ k ²̄ªsqx ≅ wlÀ � sqxso∞·�

²̄ª
pt
¾trw ≅ k ²̄ªsqx ≅ wlÀ � sqxs∀

表 4  �2缬氨酸干扰试验测定结果

Ταβ 4  � ¶̈∏̄·¶²©¬±·̈µ©̈µ̈±¦̈ ·̈¶·©²µ�2√¤̄¬±¨

≤≥∞浓度 tqs ∞�# °�pt sqx ∞�# °�pt squx ∞�# °�pt sqtux ∞�# °�pt �

• �∞×试验管 n n n n n n n n p p p p p p p p p p

缬氨酸试验管 n n n n n n n n p p p p p p p p p p

注 }�2阴性对照

通过计算可知 }∞¶值在 sqx ∗ uqsΚ¥范围内 o∞·值在 sqx

∞¶∗ uqs∞¶范围内 o故通过直接溶解 o�2缬氨酸可采用 sqx ∞�

# °�
pt鲎试剂检查其细菌内毒素 ∀折算成注射用 �2缬氨酸

原料的细菌内毒素应小于 sqsw ∞�# °ª
pt
o与中国药典 ussx

年版规定 ≈ty 供注射用缬氨酸的细菌内毒素应小于 x ∞� #

°ª
pt不一致 o可能与生产厂家的质量不同有关 ≈tu  ∀

3  讨论

本实验采用鲎试剂法检查注射用氨基酸原料的细菌内

毒素 o代替传统的家兔法检查热原 o所试的 �2缬氨酸可用鲎

试剂法来检查细菌内毒素 o细菌内毒素限值为 sqx ∞� #

°�
pt ∀鲎试剂法为控制氨基酸原料的质量提供一项简单 !快

速 !可靠的方法 o值得深入研究和推广 ∀
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  中药作为中华民族的传统瑰宝 o虽然数千年来为我们的

健康做出了不可磨灭的贡献 o但要实现中药的现代化和国际

化 o还有很长的路要走 ∀中药在国际上尚未形成公认的标

准 o其有效成分 !有毒成分的分析检测还有大量工作要做 ∀

丙烯酰胺是一种具有神经毒性及致癌性的化合物 oussu年瑞

典科学家发现高温处理的高淀粉食品中广泛存在较高水平

的丙烯酰胺 o此后对食品中丙烯酰胺的检测成为研究热

点 ≈t2w  ∀部分中草药中含有较多淀粉 o成分与食品类似 o其在

高温炮制过程中是否产生丙烯酰胺尚未见报道 ∀本研究建

立了毛细管气相色谱法测定炮制后的中药材焦麦芽中丙烯

酰胺的含量 ∀

1  仪器与试剂

vwss型气相色谱仪 k∂ ¤µ¬¤±o美国 lo∞≤⁄检测器 ~� p

usss双通道色谱工作站 k浙江 l~{s p u型离心机 ~ ÷ • p {s�

旋涡混合器 ∀

丙烯酰胺为色谱纯 ouov2二溴丙酰胺 kuov2⁄�°�l中国乐

凯化学有限公司 ~�o� 2双 k三甲基硅烷 l三氟乙酰胺 k含 th

三甲基氯硅烷 lk�≥×ƒ�ot h ×� ≤≥l及三氟乙酸酐 k×ƒ�� l

≥¬ª°¤公司 ~其他试剂为分析纯 o其中 ��µ和 �¤u ≥�w k无水 l

经 yssε 高温煅烧 w «后密闭保存 o乙酸乙酯 !甲苯 !环已烷 !

正已烷重蒸馏 ~所用水为二次蒸馏水 ∀焦麦芽购自本地中药

房 ∀

2  方法与结果

2q1  溶液的配制

丙烯酰胺标准溶液 }准确称取 xqs °ª丙烯酰胺于 xs °�

棕色瓶中 o加水溶解配成 tss Λª# °�
pt的标准储备液 o置
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