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基因重组人白细胞介素2 µ中氨苄青霉素残留量的测定
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摘要  目的 }测定基因重组人白细胞介素2 µ中氨苄青霉素残留量 ∀方法 }采用抗生素微生物学测定法测定基因重

组人白细胞介素2 µ中氨苄青霉素残留量 o在测定结果为阳性时用 �°�≤ 法作氨苄青霉素鉴定 ∀结果 }微生物学测

定法最低检出量为 s qssxΛªr°̄ o �°�≤ 法最低检出量为 s qssuΛª∀结论 }本法灵敏度高 o简便可行 ∀
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  白细胞介素2 µk�±·̈µ̄̈ ∏®¬± u ~��2ul是 × 淋巴细胞

经抗原或有丝分裂原刺激后产生的一种非特异性淋巴

因子 ∀目前已用基因工程的方法大量制备 o并在临床

中广泛用于治疗恶性肿瘤等疾病 ∀在基因重组人白细

胞介素2 µ的发酵制备过程中 o为抑制杂菌生长 o有时在

培养基中加入抗生素氨苄青霉素 ∀按有关标准规定基

因重组人白细胞介素2 µ的半成品及成品中不得检出有

氨苄青霉素残留 ∀本文介绍了有效测定基因重组人白

细胞介素2 µ中氨苄青霉素的残留量的方法 ∀

1  材  料

1 q1  仪器

� ≠2vss�抑菌圈面积测量仪 ~• ¤·̈µ¶wst型高效液

相色谱仪 }xts型泵 ow{t型紫外可见光检测器 o≤⁄� ≤2

x型积分仪 ~�²√¤³¤® ≤t{色谱柱ktxs ≅ v q|°° owΛ°l o

≥ ³̈2°¤® ≤t{预处理小柱 ∀

1 q2  试药

重组人白细胞介素2 µk中化合通药业有限公司l ~

氨苄青霉素三水物对照品k中国药品生物制品检定所 o

批号 }wts|wsul ~乙腈k色谱纯l ~超纯水 ~磷酸二氢钾k分

析纯l ~磷酸k优级纯l ∀

2  实验方法

取基因重组人白细胞介素2 µ样品先按 u qt 法测

定 o如果结果呈阴性便可直接判为未检出氨苄青霉素 o

如果结果呈阳性则再按 u qu法作氨苄青霉素的 �°�≤

鉴别 ∀

2 q1  氨苄青霉素残留量微生物测定法

参照中国药典 t|zz 年版附录抗生素微生物学检

定法一剂量法测定 ∀培养基 }中国药典 t||x年版附录

¾�抗生素微生物学检定法培养基 µ号 ³�y qx ~菌悬

液 }藤黄微球菌 o加入量 s q{ h ~双碟底层 tx °̄ ~灭菌缓

冲液 }磷酸盐缓冲液k³�y qsl ~样品液配制 }取样品每瓶

加灭菌缓冲液 w °̄ 溶解 ~标准液配制 }取氨苄青霉素三

水物对照品以灭菌缓冲液溶解并稀释成 s qssx os qst o

s qsu os qsv 和 s qswΛªr °̄ ~培养温度 }vz ε ~培养时间 }

ty«~测量抑菌圈直径或面积 o计算 ∀

2 q2  氨苄青霉素的 �°�≤ 鉴别

2 q2 q1  色谱条件  色谱柱 }�²√¤³¤® ≤t{ o流动相 }乙腈2

s qsx°²̄r�磷酸二氢钾k以磷酸调 ³�至 w qslk{Β|ul o检

测波长 }t|s±° o流速 }s q{°̄ r°¬±o灵敏度 }��ƒ≥ s qts ∀

2 q2 q2  溶液的制备  样品溶液的制备 }取样品 ts 瓶
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用 x °̄ 水溶解 o取 ≥ ³̈2°¤® ≤t{小柱 o用甲醇 x °̄ 通过小

柱以活化 ≥ ³̈2°¤® ≤t{柱 o用水 u °̄ 洗去甲醇 o取上述样

品溶液 x °̄ 以 t °̄ r°¬±流速注入柱中 o以水 u °̄ 洗涤除

去大部分赋形剂及干扰物质 o再以 tΒt甲醇 v °̄ 洗脱 o

收集洗脱液 o吹干 o加水 s qv °̄ 溶解 o进样 tssΛ̄ ∀

对照品溶液的制备 }取氨苄青霉素三水物对照品

以水配制成浓度为 t qsΛªr °̄ 的溶液 o进样 usΛ̄ ∀

3  结  果

3 q1  微生物测定法实验结果

3 q1 q1  微生物测定法线性范围与最低检出限  取氨

苄青霉素标准品溶液按抗生素微生物法一剂量法试

验 o在浓度 s qssx ∗ s qswΛªr °̄ 范围内 o对数剂量与抑菌

圈的直径呈良好的线性关系 o相关系数 ρ� s q||| o回归

方程为 }⁄� ys qy n ut q{x̄ ²ª≤k⁄为抑菌圈的直径 °° o

≤ 为氨苄青霉素的浓度 Λªr °̄ l ∀最低检出限度为

s qssxΛªr °̄ ∀

3 q1 q2  回收率试验  取经检测不含氨苄青霉素的供

试品 o加入不同浓度的标准品溶液溶解 o按上述方法测

定 o计算加样回收率 o测得回收率为 tsw qu h oΡΣ∆ �

u q| h k ν � vl ∀

3 q2  �°�≤ 法实验结果

3 q2 q1  选择性  取不含氨苄青霉素的样品 o加水s qx

°̄ 溶解 o作为空白溶液 ∀另取 t qsΛªr °̄ 氨苄青霉素对

照品溶液 o分别进样 usΛ̄ o由色谱图可见空白溶液中氨

苄青霉素峰处无干扰峰 ∀

3 q2 q2  线性  分别取 s qt os qux os qx ot qs ou qs 和x qs

Λªr°̄ 对照品溶液 o进样 usΛ̄ o记录峰面积 o计算得回归

方程 Α � ttw{z Χp vwv .w , Α为峰面积 , Χ为氨苄青霉

素浓度 ,相关系数为 ρ� s q|||z ∀

3 q2 q3  最低检出限度  在上述色谱条件下 o取不同体

积的 s qtΛªr °̄ 氨苄青霉素对照品溶液进样 o在信噪比

大于等于 u时 o测得最低检出量为 s qssuΛª∀

3 q2 q4  回收率  取不含氨苄青霉素的样品 ts 瓶 o分

别加入 s qx ot qs 和 u qsΛªr °̄ 氨苄青霉素对照品溶液

uxsΛ̄ o挥干 o用 x °̄ 水溶解 o按 u qu qu 操作进样 ∀重复

三次 o测得平均回收率为 {u qy h ∀

3 q2 q5  重现性  取 t qsΛªr °̄ 氨苄青霉素对照品溶液

进样 usΛ̄ o重复进样 y次 o记录峰面积 o计算重复进样的

ΡΣ∆为 u qw h ∀

3 q3  样品测定

共测定基因重组人白细胞介素2 µ样品 tw 批 o其

中 o半成品 y批 o成品 {批 ∀有 t批样品微生物法测定

显示含抑菌物质 o经高效液相色谱法鉴别为非氨苄青

霉素 o推测可能为样品中残留具轻微抗菌作用的十二

烷基磺酸钠所致 ∀

4  讨  论

4 q1  在微生物学测定法中 o为提高检测灵敏度 o本文

选用了对氨苄青霉素较敏感的藤黄微球菌 o并且双碟

底层用 tx °̄ 培养基 ∀

4 q2  因氨苄青霉素在紫外区无特征吸收峰 o我们选择

了 t|s±°作为检测波长以提高检测灵敏度 ∀所用的流

动相在此波长下吸收不强 o不影响测定 ∀此检测波长

虽然为末端吸收 o但实验结果仍较为满意 ∀

4 q3  为了提高 �°�≤ 法鉴别氨苄青霉素的灵敏度 o我

们用 ≥ ³̈2°¤® ≤t{小柱将样品浓缩 ∀不仅大大提高了检

测灵敏度 o而且可以同时除去大量甘露醇等赋形剂的

干扰 o效果显著 ∀

4 q4  在高效液相色谱法中 o制备供试品溶液时 o会有

部分样品损失 o且检测波长为 t|s±° o不宜用于定量 ∀

而微生物学测定法灵敏度高 o线性关系好 o定量较准

确 o所以我们首先用微生物测定法定量测定氨苄青霉

素残留量 o结果为阳性时再用 �°�≤ 法作进一步鉴定 ∀

收稿日期 }t||{ p tu p ux

一种提取血红素的新方法研究

张炜煜  周淡宜  钱亚玲  胡  欣k杭州 vtsstv 浙江省医学科学院l

摘要  目的 }探讨血红素制备新工艺 ∀方法 }采用氯仿为溶剂 o猪血粉与乙醇进行酯化反应 o得血红素二乙酯 o然后

用氢氧化钠溶液进行水解 o再用盐酸溶液酸化 o将析出的晶体用水洗至中性 ∀结果 }用此法生产的血红素其纯度可

达 {s h以上 ∀结论 }用此法生产血红素切实可行 o且未见报导 ∀

关键词  血红素 ~制备工艺 ~酯化 ~水解
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