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2.2.6  稳定性试验  精密吸取同一供试品溶液 5 

μL，分别于配制后 0，2，4，8，16，24 h 进样，

结果表明供试品溶液在 24 h 内稳定。槲皮素的含

量 RSD 为 1.65%。  

2.2.7  重复性试验   取同一批号样品 (批号：

20071102)，按“2.2.2”项下方法操作，平行 6 份，

按上述色谱条件测定，结果槲皮素含量平均值为

0.015 8%，RSD 为 0.62%。表明该方法重复性良好。 

2.2.8  加样回收率试验  取已知含量的样品 6 份，

精密测定，精密添加同量的槲皮素对照品适量，按

“2.2.2”项下方法操作，计算回收率，结果平均回

收率为 97.73%，RSD=1.34%(n=6)。结果见表 1。 

表 1  回收率试验结果(n=6) 

Tab 1  Results of recovery test(n=6) 

样品中含量

/mg 

加入量 

/mg 

测得量 

/mg 

回收率 

/% 

平均值 

/% 

RSD
/% 

0.168 0 0.215 1 0.373 1 95.35   

0.198 8 0.215 1 0.410 2 98.28   

0.202 0 0.215 1 0.413 2 98.19 97.73 1.34 

0.234 0 0.215 1 0.443 1 97.21   

0.255 0 0.215 1 0.467 9 98.98   

0.233 9 0.215 1 0.445 7 98.47   

2.2.9  样品含量测定  3 个批号金钱草颗粒剂含量测

定按“2.2”项下方法制备对照品溶液与供试品溶液,

分别精密吸取 5 μL，按上述色谱条件测定并计算含

量，3 批样品含量分别 0.011 2%，0.017 0%，0.015 6%。  

3  讨论 

复方金钱草颗粒剂是由金钱草、柴胡、延胡索、

大黄为原料的复方制剂。据文献报道，金钱草全草

含槲皮素，槲皮素-3-O-葡萄糖苷，山柰酚，山柰

酚-3-半乳糖苷，山柰酚-3-葡萄糖苷，对羟基苯甲

酸，尿嘧啶，多糖，氨基酸等[2]。黄酮类化合物是

其主要成分，而其苷元大多数为槲皮素，关于金钱

草中黄酮类化合物的含量研究，相关报道较少，且

黄酮类化合物具有明确的抗炎活性，故本实验采用

高效液相色谱法测定了游离黄酮苷元槲皮素的含

量，作为定量分析指标，具有质量可控制性依据。 
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摘要：目的  建立氯法拉宾注射液细菌内毒素检查方法。方法  根据中国药典2005年版二部附录收载的细菌内毒素检查方

法进行实验。结果  氯法拉宾注射液稀释4倍以后，对细菌内毒素检查无干扰; 3批样品细菌内毒素检查均符合规定。结论  细

菌内毒素检查方法可用于该产品的质量控制。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish bacterial endotoxin test method for clofarabine injection. METHODS  The experiment 
was carried out according to the bacterial endotoxin test method indexed in the appendix of Ch.P(2005) Vol II. RESULTS  After 
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目前全球儿童白血病的患病率很高，但适合用

于儿童的抗白血病药物仍然是空白。儿童使用成

人药物往往产生很多严重的不良反应、严重影响

儿童患者的生活质量。氯法拉滨(clofarabine)为核

苷酸类似物，由于其在II期临床实验中的显著疗

效，2004年12月28日，美国FDA通过快速通道批

准氯法拉滨用于治疗儿童急性粒细胞性白血病。

该药物既抑制DNA聚合酶，又抑制核糖核酸还原

酶；而且具有患者耐受性好，无不可预知的不良

反应和潜在的广谱抗肿瘤特性等优点[1]。 笔者参

照文献[2]进行试验，建立了该品种的细菌内毒素

检查法。 

1  仪器与试药 

试管恒温仪(湛江安度斯生物有限公司)。细菌

内毒素工作标准品(中国药品生物制品检定所，批

号：2005-10)。鲎试剂(批号：0604102，λ＝0.25 

EU·mL-1，0.1 mL·支-1，湛江安度斯生物有限公司；

批号：0609280，λ＝0.5 EU·mL-1, 0.1 mL·支-1，湛

江博康海洋生物有限公司)；细菌内毒素检查用水

(批号：0609280，湛江安度斯生物有限公司)。氯法

拉宾注射液(规格：20 mL∶20 mg, 批号：0710111，

0710112，070601，由济南一公司生产)。 

2  方法与结果 

2.1  供试品内毒素限制(L)确定 

由药品说明书可知，本品用于治疗1到21岁复发

性或难治性急性淋巴细胞性白血病，用法为静脉滴

注。该药的每日剂量为52 mg·m-2，我国成人每千克

体重体表面积为0.0287 m2[1.72 m2·(160 kg)-1]，根据

小儿体重与体表面积折算情况，小儿每千克体重最

大体表面积为1岁时的0.047 m2(0.46/0.87)，则小儿每

千克体重每小时的最大用药量(M)为52 mg·m-2×

0.047 m2＝2.44 mg[3]。 

采用公式L=K/M，根据公式L=K/M，注射剂

K=5 EU·kg-1·h -1式中M为人用每千克体重每小时最

大剂量，则L=K/M=5/2.44=2.05，为严格限制及便于

计算，将本品的细菌内毒素限值规定为每毫克氯法

拉宾中含内毒素的量小于2 EU。 

2.2  鲎试剂灵敏度复核(λ) 

按中国药典 2005 年版附录方法进行操作，结果

2 批鲎试剂复核灵敏度λ均在规定范围内。 

2.3  干扰实验 

2.3.1  干扰预实验  根据公式 MVD=Cλ/ L ,目前

市售鲎试剂λ通常在 0.5～0.03 EU·mL-1, 则氯法拉

宾注射液的对应有效稀释倍数为 4，8，16，32，64。

将氯法拉宾注射液用细菌内毒素检查用水分别配

制成为 4，8，16，32，64 倍稀释液，将此系列溶

液记为 NPC。同法制备上述系列溶液，在其中加入

细菌内毒素标准溶液，使每一浓度的溶液中均含有

2λ浓度的细菌内毒素，记此系列溶液为 PPC。取 2 

个不同厂家的 TAL，分别与上述 NPC 和 PPC 进行

反应，每一浓度重复 2 管，并设阳性和阴性对照,

干扰预试验结果见表 1。

表 1  氯法拉宾注射液细菌内毒素检查干扰预试验结果 

Tab 1  The result of preliminary interference test for TAL endotoxin and clofarabine injection 
样品稀释倍数 

TAL 样品 溶液 
4 8 16 32 64 

NC PC 

NPC ―― ―― ―― ―― ―― 0604102 0710111 

PPC ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ 
―― ＋＋ 

NPC ―― ―― ―― ―― ――  0710112 

PPC ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ 
―― ＋＋ 

NPC ―― ―― ―― ―― ――  0710113 

PPC ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ 
―― ＋＋ 

NPC ―― ―― ―― ―― ―― 0609280 0710111 

PPC ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ 
―― ＋＋ 

NPC ―― ―― ―― ―― ――  0710112 

PPC ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ 
―― ＋＋ 

NPC ―― ―― ―― ―― ――  0710113 

PPC ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ 
―― ＋＋ 
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2.3.2  干扰实验  为了最终确认是否存在干扰因

素的影响, 取氯法拉宾注射液用细菌内毒素检查

用水分别进行稀释, 使其最终干扰试验稀释倍数

为 4 倍，按中国药典 2005 年版二部附录中的“细

菌内毒素检查供试品干扰试验”项进行试验，结果

见表 2。 

表2  氯法拉宾注射液细菌内毒素检查干扰试验结果 

Tab 2  The result of formal interference test for TAL endotoxin and clofarabine injection 

正式干扰试验结果表明, 采用安度斯公司和博

康海洋公司生产的TAL Et / Es 均在0.5～2.0内, 确

认这2 个厂家TAL在供试品稀释4倍无干扰影响。 

2.4  样品细菌内毒素检查 

根据“2.3”项下结果, 取3批样品用细菌内毒

素检查用水稀释4倍后, 使用2批TAL按中国药典

2005年版二部细菌内毒素检查法，分别对样品进行

细菌内毒素检查，结果3批样品细菌内毒素检查均

符合规定，见表3。 

表 3  氯法拉宾注射液细菌内毒素检查结果 

Tab 3  The bacterial endotoxin test for clofarabine injection 
TAL 样品 NPC PPC 阳性 阴性 结果判定

0604102 0710111 ―― ＋＋ ＋＋ ―― 符合规定

 0710112 ―― ＋＋ ＋＋ ―― 符合规定

 0710113 ―― ＋＋ ＋＋ ―― 符合规定

0609280 0710111 ―― ＋＋ ＋＋ ―― 符合规定

 0710112 ―― ＋＋ ＋＋ ―― 符合规定

 0710112 ―― ＋＋ ＋＋ ―― 符合规定

3  讨论 

氯法拉宾作为第一个特别适合用于儿童白血

病的治疗药物，具有重大的意义。氯法拉滨在复发

或抵抗性急性髓细胞性白血病患儿中也显示出希

望，FDA的肿瘤药咨询委员会已经要求在这部分患

儿中进行进一步的研究，同时用于成人白血病和其 

他实体瘤的治疗正在研究中。 

众所周知，引起热原反应是注射液常见的问题

之一。目前，常见的热原检查方法为家兔法和鲎试

剂法。鲎试剂因其具有方法简单、成本低等优点而

被广泛采用。鲎试剂方法其关键内容是确立药品的

细菌内毒素限值，建立细菌内毒素的检查方法学。

目前还未见氯法拉宾的国内药厂生产上市，也未见

该品种的热原控制方法报道。本试验在参考中国药

典2005年版附录ⅨE 细菌内毒素检查法的基础上，

建立了氯法拉宾注射液的内毒素检查限值与检测

方法，并进行了研究。结果表明，氯法拉宾的L为2 

EU·mg-1，而且样品稀释4倍以后对内毒素检查无干

扰。此可为氯法拉宾注射液的质量标准之一，从而

为保证其临床安全使用服务。 
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细菌内毒素浓度/EU·mL–1 
TAL 样品 

1.0 0.5 0.25 0.125 0.06 NC 
Es Et 

0604102 0710111 / ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ―――― ―――― ――  0.25 

0710112 / ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ―――― ―――― ――  0.25 

0710113 / ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ―――― ―――― ――  0.25  

BET水 / ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ―――― ―――― ―― 0.25 0.25 

0609280 0710111 ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ―――― ―――― / ――  0.5 

0710112 ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ―――― ―――― / ――  0.5 

0710112 ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ―――― ―――― / ――  0.5  

BET水 ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ―――― ―――― / ―― 0.5 0.5 


