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注射用尖吻蝮蛇血凝酶为止血药，通过水解纤维蛋白原
使其变为纤维蛋白而增强机体的凝血功能，临床辅助用于外
科手术浅表创面的止血。由于本品为蛋白类物质，制剂工艺
复杂，在提取、生产过程中较易引入细菌内毒素，在药品的保
管过程中应按要求在凉暗处保存，使用时必须在临用前配
置。目前未见注射用尖吻蝮蛇血凝酶细菌内毒素检查法的报
道。本文通过试验，探讨建立用细菌内毒素凝胶检查法检测
注射用尖吻蝮蛇血凝酶中细菌内毒素的可行性。

1 材料
BET-32细菌内毒素测定仪（天津市天大天发科技有限公

司）；ZH-2自动漩涡混合器（天津药典标准仪器厂）；BS-1300U
型超净工作台（苏州净化设备有限公司）；SC-101型鼓风电热
恒温干燥恒温箱（浙江嘉兴市新塍电器设备有限公司）；玻璃

器材包括试管、刻度吸管等均经250 ℃干烤1 h除细菌内毒素
处理。

注射用尖吻蝮蛇血凝酶样品（北京康辰药业有限公司，批
号：20120123、20120310、20120411，规格均为：每支1 U）；鲎试
剂[湛江安度斯生物有限公司，批号：1010211，标示灵敏度（λ）
为 0.25 EU/ml；福州新北生化工业有限公司，批号：1007121，λ
为 0.25 EU/ml，每支均为 0.1 ml]；细菌内毒素工作标准品
（CSE，批号：1010150，规格：每支 10 EU）、细菌内毒素检查用
水（BET水，批号：0912150，规格：每支5 ml）均为湛江安度斯生
物有限公司产品。

2 方法与结果
2.1 鲎试剂灵敏度复核试验

根据2批鲎试剂灵敏度的标示值，将CSE用BET水溶解，
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腈）流动相系统。结果认为，乙腈-甲醇-水溶液（含有适量磷酸
二氢钠和辛烷磺酸钠）组成的流动相系统优于单一的甲醇和
乙腈与缓冲盐组成的系统。通过调整其不同的体积比，如辛
烷/磷酸盐-乙腈-甲醇（50 ∶ 25 ∶ 25）、（55 ∶ 20 ∶ 25）、（59 ∶ 16 ∶ 25）、

（59 ∶ 17 ∶ 24）等，最终确立了本试验采用的流动相。在该流动
相下，主峰出峰时间合适，杂质峰与主峰能够完全分离，适合
本品主成分含量和有关物质的测定。

（4）本方法流动相中有离子对试剂，虽然可能对分析柱损
害较大，但可以更好地保持主峰的峰形，使其拖尾因子符合要
求，测定结果更准确。

（5）破坏性试验中，由于本品在常温下反应时基本无新的
降解产物产生，故均在80 ℃下进行破坏试验。
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置于漩涡混合器混合 15 min，然后制成浓度为 2 λ、1 λ、0.5 λ、
0.125 λ（0.50、0.25、0.125、0.062 5 EU/ml）的细菌内毒素标准溶
液，按2010年版《中国药典》附录细菌内毒素检查法[1]复核试验
用鲎试剂的灵敏度。结果2批鲎试剂灵敏度λ均在0.5 λ～2.0 λ
范围内，均符合《中国药典》规定，可用于细菌内毒素检查，结
果见1。

表1 鲎试剂灵敏度复核结果
Tab 1 Recheck results of TAL sensitivity test

批号

1010211

1007121

细菌内毒素浓度，EU/ml

0.50

++++

++++

0.25

++++

++++

0.125

----

----

0.062 5

----

----

λ，EU/ml

0.25

0.25

2.2 样品细菌内毒素限值（L）的确定
按《中国药典》细菌内毒素检查法的规定：L＝K/M。K为

按规定的给药途径人用每千克体质量每小时最大可接受的内
毒素剂量，注射剂K＝5 EU/（kg·h）；M为人用每千克体质量每
小时的最大供试品剂量，从注射用尖吻蝮蛇血凝酶的产品使
用说明书可知本品静脉注射最大用药剂量为2 U，每天1次，静
脉注射时间按 1 h 计算。则 L＝K/M＝150 EU/U。根据《化学
药品注射剂安全性检查法应用指导原则》的要求[1]，本品安全
系数定为3[2]，故L＝50 EU/U。

2.3 供试品最小有效稀释浓度（c）的确定
按2010年版《中国药典》细菌内毒素检查法的规定[1]，最大

有效稀释倍数（MVD）＝cL/λ。本品为注射用无菌粉末，

MVD＝1，则 c＝λ/L＝0.25/50＝0.005 U/ml。对应本品 1 ml 容
量，则最大有效稀释倍数为200倍。

2.4 干扰预试验
取3批注射用尖吻蝮蛇血凝酶各1瓶，分别加BET水1 ml

溶解，制成1 U/ml的供试品原液，用BET水将供试品原液按1、

12.5、25、50、100、150倍进行倍比稀释，制得1、0.08、0.04、0.02、
0.01、0.006 7 U/ml共6个浓度梯度的溶液，将此系列浓度样品
溶液记为NPC，即供试品阴性对照；用上述稀释液作为溶剂，

分别溶解并稀释CSE，制得每个稀释度中细菌内毒素含量均
为2.0 λ（0.5 EU/ml）的注射用尖吻蝮蛇血凝酶溶液，此供试品
阳性对照记为PPC。同时平行做阳性对照管PC及阴性对照管
NC各2管，结果见表2。

表2 样品干扰预试验结果
Tab 2 Results of preliminary interference test of sample

样品批号
鲎试剂
1010211

1007121

供试品
20120123

20120310

20120411

20120123

20120310

20120411

系列

NPC

PPC

NPC

PPC

NPC

PPC

NPC

PPC

NPC

PPC

NPC

PPC

供试品浓度，U/ml

1.0

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

0.08

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

0.04

--

++

--

++

--

++

--

++

--

++

--

++

0.02

--

++

--

++

--

++

--

++

--

++

--

++

0.01

--

++

--

++

--

++

--

++

--

++

--

++

0.006 7

--

++

--

++

--

++

--

++

--

++

--

++

PC

++

++

++

++

++

++

NC

--

--

--

--

--

--

由表 2结果可知，3批样品稀释到 0.04 U/ml 或以下浓度
时，对2个厂家的鲎试剂与细菌内毒素反应无干扰作用。

2.5 干扰试验[3]

根据预干扰试验结果，取3个批号的注射用尖吻蝮蛇血凝

酶，用BET水稀释成0.04 U/ml（25倍）浓度的样品溶液，将CSE
分别稀释至 2、1、0.5、0.25 λ系列浓度，与 2个厂家鲎试剂（λ为
0.25 EU/ml）按2010年版《中国药典》（二部）附录的细菌内毒素
检查法进行干扰试验，结果见表3。

表3 样品干扰试验结果
Tab 3 Results of interference test of sample

样品批号
鲎试剂
1010211

1007121

供试品
BET水

20120123

20120310

20120411

BET水
20120123

20120310

20120411

细菌内毒素浓度，EU/ml

0.5

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

0.25

++++

++++

+++-

++++

++++

++++

++++

++++

0.125

----

----

----

----

----

----

----

----

0.062 5

----

----

----

----

----

----

----

----

NC

--

--

--

--

--

--

--

--

Es、Et，EU/ml

Es=0.25

Et=0.25

Et=0.30

Et=0.25

Es=0.25

Et=0.25

Et=0.25

Et=0.25

Es/Et

1.0

0.8

1.0

1.0

1.0

1.0

由表 3结果表明，Es在 2 λ～0.5 λ之间，且Et在 2 Es～0.5 Es

之间，表明注射用尖吻蝮蛇血凝酶0.04 U/ml稀释液对λ为0.25
EU/ml的鲎试剂试验无干扰，可用于细菌内毒素检查。

2.6 样品细菌内毒素检查
取 3个批号的供试品，分别用 BET 水 25倍稀释（c＝0.04

U/ml），使用λ为 0.25 EU/ml 的 2个厂家的鲎试剂，按内毒素检
查法[1]，并按要求做阳性（PPC、PC）、阴性（NPC、NC）对照，结果
见表4。

表4 样品细菌内毒素检查结果
Tab 4 Results of bacterial endotoxin test of sample

批号
鲎试剂
1010211

1007121

供试品
20120123

20120310

20120411

20120123

20120310

20120411

供试品浓度，U/ml

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

0.04

NPC

--

--

--

--

--

--

PPC

++

++

++

++

++

++

PC

++

++

++

++

++

++

NC

--

--

--

--

--

--

由表4结果可知，供试品（NPC）和BTE水（NC）阴性对照
管均为阴性，表明样品中未检出细菌内毒素；供试品（PPC）和
BET水（PC）阳性对照管均为阳性，表明试验有效。试验表明
3批注射用尖吻蝮蛇血凝酶的细菌内毒素检查均符合规定。

3 讨论
预干扰试验目的是评价样品浓度对鲎试剂与内毒素凝集

反应的干扰程度，初步筛出对细菌内毒素检查无干扰的样品
浓度范围。而干扰试验的目的则是对预干扰试验初步筛出无
干扰的样品浓度的进一步确认。另外，不同厂家的鲎试剂由
于生产工艺、质量参数等方面有一定差异，其抗干扰能力存在
差异。本试验采用 2个不同厂家的鲎试剂（λ＝0.25 EU/ml）对
3个批号的样品进行试验，结果将样品稀释至0.04 U/ml 时，不
干扰细菌内毒素检查。因此，注射用尖吻蝮蛇血凝酶用凝胶
法进行细菌内毒素检查是可行的。

参考文献
[ 1 ] 国家药典委员会.中华人民共和国药典：二部[S].2010年

版.北京：中国医药科技出版社，2010：附录ⅪE、ⅪⅩM.
[ 2 ] 徐冬，徐玲笑.注射用夫西地酸钠细菌内毒素检查方法研

究[J].中国药房，2011，22（21）：844.
[ 3 ] 李逢春，李震.盐酸多巴酚丁胺注射液细菌内毒素检查法

的建立[J].中国药房，2012，23（1）：77.
（收稿日期：2012-07-17 修回日期：2012-08-24）

··1603


