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取 3个批次的经痛舒颗粒各适量，按“2.3”项下方法制备

供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件下进样 10 μl，记录峰面

积，并计算样品含量，结果见表2。

表2 样品含量测定结果（n＝3，μg/g）

Tab 2 Results of content determination of samples（ n＝3，

μg/g）

批号
130101

130102

130103

苯甲酰新乌头原碱
13.66

13.34

13.58

苯甲酰乌头原碱
0.94

1.02

0.98

苯甲酰次乌头原碱
3.12

3.16

3.11

3 讨论
研究表明，附子经过炮制，其中的双酯型生物碱（新乌头

碱、乌头碱、次乌头碱）会水解成苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌

头原碱、苯甲酰次乌头原碱等单酯型生物碱，使其毒性大大降

低，提高了临床应用的安全性 [3]。然而，目前报道的用于附

子中生物碱含量测定的 HPLC 方法大都集中于双酯型生物

碱[4]，而对于单酯型生物碱的含量测定鲜有报道。

本研究参照有关文献[5-7]的提取方法，对异丙醇-乙酸乙酯

（1 ∶ 1，V/V）与甲醇两种溶媒的提取率进行了比较。结果表明，

甲醇的提取率优于异丙醇-乙酸乙酯（1 ∶ 1，V/V）。由于本研究

中的 3种单酯型生物碱的化学结构相似、极性相似，在色谱柱

上的保留时间比较接近，因此在进行梯度洗脱时，需缩小梯度
变化范围，使洗脱时间延长，以达到良好的分离效果。

综上所述，该方法操作简单，结果准确可靠，可作为经痛
舒颗粒中苯甲酰新乌头原碱、苯甲酰乌头原碱、苯甲酰次乌头
原碱的含量测定方法。
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摘 要 目的：建立盐酸左布比卡因及其注射剂细菌内毒素的检查方法。方法：按2010年版《中国药典》（二部）附录细菌内毒素

检查法的要求，通过干扰试验确定样品最大不干扰质量浓度，并进行方法学验证。结果：样品的质量浓度为1.56 mg/ml（λ＝0.25
EU/ml）时对鲎试剂与细菌内毒素之间的凝集反应无干扰；样品的细菌内毒素限值确定为0.08 EU/mg。结论：所建立的方法可用

于盐酸左布比卡因及其注射剂的细菌内毒素检查。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the detection of endotoxins in Levobupivacaine hydrochloride（LH）and its
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inspection，the largest noninterfere quality concentration of samples was determined by interfering test with and method validation.
RESULTS：There was no interference in the endotoxins test when the concentration of LH was 1.56 mg/ml（λ of TAL was 0.25 EU/
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盐酸左布比卡因是长效酰胺类局部麻醉药布比卡因的左

旋光学异构体[1]。与布比卡因相比，其麻醉效能相似、作用时

间更长、心血管和神经系统的毒性更低[2-3]，可用于神经阻滞、

椎管内麻醉及分娩、术后镇痛等[4-7]。由于盐酸左布比卡因是

以静脉注射或者鞘内注射的方式进入人体，临床用药中可能

会由于细菌内毒素污染而引起发热、寒颤等副反应甚至死

亡。为了控制药品质量，本文参考相关文献[8-11]对盐酸左布比

卡因原料药和盐酸左布比卡因注射液细菌内毒素的检查方法

进行了研究。

1 材料
1.1 仪器

TAL-40D 型试管恒温仪（湛江安度斯生物有限公司）；

ZH-2型漩涡混合器（天津药典标准仪器厂）；PHS-3D型精密

pH计（上海精密科学仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

盐酸左布比卡因原料药（瑞阳制药有限公司，批号：

20131001、20131002、20131003，按干燥品计算，纯度＞99.4％）；

盐酸左布比卡因注射液（瑞阳制药有限公司，批号：20140601、

20140603、20140603，规格：5 ml ∶ 37.5 mg）；鲎试剂[TAL，湛江

安度斯生物有限公司，批号：1302021（标示灵敏度：0.25 EU/

ml），批号：1301172（标示灵敏度：0.125 EU/ml）；福州新北生化

工业有限公司，批号：12090312（标示灵敏度：0.25 EU/ml），批

号：13051112（标示灵敏度：0.125 EU/ml）]；细菌内毒素检查用

水（BET水，湛江安度斯生物有限公司，批号：1211200，规格：

50 ml/瓶）；细菌内毒素工作标准品（中国食品药品检定研究

院，批号：150601-201176，规格：100 EU/ml）。

2 方法与结果
2.1 样品细菌内毒素限值（L）的确定

根据公式L＝K/M计算，式中M为人用每千克体质量每小

时最大剂量，盐酸左布比卡因 1次最大剂量是 150 mg[12]；K为

人每千克体质量每小时最大可接受的细菌内毒素剂量，一般

注射剂K＝EU/（kg·h），鞘内用药为K＝0.2 EU/（kg·h）。中国

人平均体质量按 60 kg计，内毒素限值为：每 1 mg盐酸左布比

卡因含内毒素的量应＜2 EU（一般注射）或 0.08 EU（鞘内用

药）。因此，拟定盐酸左布比卡因注射液的细菌内毒素限量

为：每1 mg盐酸左布比卡因中含内毒素的量应＜0.08 EU。为

严格控制盐酸左布比卡因的质量，保证制剂临床用药的安全

性，本研究规定盐酸左布比卡因的细菌内毒素限量与盐酸左

布比卡因注射液一致。

2.2 样品最小有效稀释浓度（c）的确定

根据公式 c＝λ/L计算，式中L为0.08 EU/ml，λ为TAL灵敏

度。目前，市售TAL的λ常为0.5、0.25、0.125、0.06、0.03 EU/ml，

对应的c为6.25、3.12、1.56、0.75、0.375 mg/ml。

2.3 TAL灵敏度复核试验[13]

根据 2010年版《中国药典》（二部）附录Ⅺ E“细菌内毒素

检查法TAL灵敏度复核试验”项下方法进行操作，将细菌内毒

素工作标准品用BET水溶解，配制成 2.0 λ、1.0 λ、0.5 λ、0.25 λ

的溶液，每个浓度平行做 4管，并同时以BET水做 2管阴性对

照（NC）。TAL灵敏度复核结果见表1[表中“+”表示凝胶形成

（阳性），“－”表示凝胶未形成（阴性）；下表同]。结果表明，4

个批号的 TAL 灵敏度测定值λc均在 0.5λ～2.0 λ之间，符合规

定，可用于试验。

表1 TAL灵敏度复核结果

Tab 1 Results of TAL sensitivity checking

TAL批号

1302021

12090312

1301172

13051112

λ，EU/ml

0.25

0.25

0.125

0.125

细菌内毒素浓度
2.0 λ

++++

++++

++++

++++

1.0 λ

++++

++++

++++

++++

0.5 λ

----

----

----

----

0.25 λ

----

----

----

----

NC

--

--

--

--

λc，EU/ml

0.25

0.25

0.125

0.125

2.4 预干扰试验

用BET水将盐酸左布比卡因（批号：20131001）和盐酸左

布比卡因注射液（批号：20140601）分别稀释成质量浓度为

6.25、3.12、1.56、0.75、0.375 mg/ml的系列溶液，作为供试品阴

性对照（NPC）溶液。另制备相同浓度的系列供试品溶液，使每

一浓度下的供试品溶液中都含有2 λ（λ＝0.25 EU/ml）细菌内毒

素，作为阳性对照溶液（PPC）。设立细菌内毒素工作标准品的

阳性对照管（PC）和BET水阴性对照管（NC）各2 管，然后按细

菌内毒素检查法操作，进行预干扰试验，结果见表2。

表2 样品预干扰试验结果（λ＝0.25，EU/ml）

Tab 2 Results of interference pretest of samples（ λ＝ 0.25，

EU/ml）

TAL
批号

1302021

12090312

样品
批号

20140601

20140601

20131001

20131001

20140601

20140601

20131001

20131001

系列

PPC

NPC

PPC

NPC

PPC

NPC

PPC

NPC

样品质量浓度，mg/ml

6.25

--

--

--

--

--

--

--

--

3.12

--

--

+-

--

++

--

++

--

1.56

++

--

++

--

++

--

++

--

0.75

++

--

++

--

++

--

++

--

0.375

++

--

++

--

++

--

++

--

PC

++

++

NC

--

--

由表2可知，湛江安度斯生物有限公司生产的TAL（批号：

1302021）最大不干扰浓度为1.56 mg/ml，而福州新北生化工业

有限公司生产的 TAL（批号：12090312）最大不干扰浓度为

3.12 mg/ml。为确保所建立的检查方法准确、合理，本研究选

择质量浓度为1.56 mg/ml的样品溶液进行干扰试验；根据拟定

的内毒素限值，进行样品检验时对应的TAL最低灵敏度为0.125

EU/ml，因此选择浓度为0.125 EU/ml的TAL行干扰试验。

2.5 干扰试验

根据预干扰试验结果，用质量浓度为1.56 mg/ml的供试品

溶液及BET 水分别稀释细菌内毒素工作标准品，制成细菌内

毒素浓度为0.25、0.125、0.06、0.03 EU/ml的系列溶液。取系列

溶液与 0.1 ml，加入到已复溶的 2 个厂家生产的TAL管内，每

个浓度平行做 4 管，另取供试品溶液做 2支NC管，按 2010年

版《中国药典》的细菌内毒素检查法进行干扰试验，结果见表3

（表中Es为用BET 水制成的细菌内毒素标准溶液反应终点浓

度的几何平均值；Et为用供试品溶液制成的内毒素标准溶液反

应终点浓度的几何平均值）。

由表3可见，Et/Es均在0.5～2.0 之间，按照2010年版《中国

药典》（二部）的判断标准，质量浓度为1.56 mg/ml的供试品溶

液对TAL（λ＝0.125 EU/ml）与细菌内毒素之间的凝集反应无
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干扰，可用于细菌内毒素检查。

表3 样品干扰试验结果

Tab 3 Results of interference test of samples

TAL
批号

1301172

13051112

样品批号

BET水
20140601

20140602

20140603

20131001

20131002

20131003

BET水
20140601

20140602

20140603

20131001

20131002

20131003

细菌内毒素浓度，EU/ml

0.5

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

0.25

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

0.125

----

----

----

----

----

----

----

----

----

----

----

----

----

----

0.06

----

----

----

----

----

----

----

----

----

----

----

----

----

----

NC

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

Es

0.125

0.125

Et

0.125

0.125

0.125

0.125

0.125

0.125

0.125

0.125

0.125

0.125

0.125

0.125

Et/Es

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

2.6 样品细菌内毒素检查

取盐酸左布比卡因和盐酸左布比卡因注射液各 3 批，用

BET水制成质量浓度为1.56 mg/ml的溶液，按2010 年版《中国

药典》（二部）中的方法进行细菌内毒素检查，结果 6批样品细

菌内毒素均符合规定，详见表4。

表4 样品细菌内毒素检查结果

Tab 4 Results of bacterial endotoxins test of samples

TAL批号

1301172

13051112

样品
批号

20140601

20140602

20140603

20131001

20131002

20130603

20140601

20140602

20140603

20131001

20131002

20130603

样品质量浓
度，mg/ml

1.56

1.56

1.56

1.56

1.56

1.56

1.56

1.56

1.56

1.56

1.56

1.56

NPC

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

PPC

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

NC

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

PC

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

++

3 讨论
细菌内毒素检查法作为热原检查的替代方法已经被各国

药典所采纳，其具有灵敏度高、快速、准确等特点，主要用于检

测和量化由革兰阴性菌产生的内毒素。在建立内毒素检查法

时进行干扰试验，目的是评价样品质量浓度对TAL与内毒素

凝集反应的干扰程度及干扰性质，筛选出对细菌内毒素检查

无干扰的样品质量浓度范围。不同厂家生产的TAL由于生产

工艺、质量参数等方面存在一定的不同，其抗干扰能力存在差

异。本次预干扰试验发现：λ同为0.25 EU/ml的TAL，湛江安度

斯生物有限公司生产的TAL最大不干扰样品质量浓度为1.56

mg/ml，而福州新北生化工业有限公司生产的TAL最大不干扰

样品质量浓度为3.12 mg/ml。为确保所建立的检查方法准确、

合理，在建立细菌内毒素检查方法时，有必要选择多个厂家的

TAL和多批样品进行验证。

干扰试验结果显示，6 批样品稀释至质量浓度为 1.56

mg/ml 时，分别使用 2个不同厂家生产的 TAL（λ＝0.125 EU/

ml）进行干扰试验，其Et/Es均在0.5～2.0范围内，表明样品在该

质量浓度下不干扰细菌内毒素检查。

在细菌内毒素检查中，过酸、过碱的供试品溶液容易干扰

结果，一般要求供试溶液的pH值在6.0～8.0范围内，否则应调

节待测溶液的pH值。本研究采用精密pH计测定了质量浓度

为 1.56 mg/ml 的 6批样品溶液的 pH 值，结果均在 6.0～8.0之

间，表明样品溶液的 pH值不需要调节，可直接用于细菌内毒

素检查。

综上所述，本研究拟确定的盐酸左布比卡因和盐酸左布

比卡因注射液细菌内毒素检查标准操作方法如下：取本品适

量，用BET水稀释制成每1 ml含盐酸左布比卡因1.56 mg的溶

液，采用λ≥0.125 EU/ml 的 TAL，依据 2010年版《中国药典》

（二部）附录Ⅺ E法测定，每 1 mg盐酸左布比卡因中含内毒素

的量应＜0.08 EU。
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