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摘 要 目的：研究比伐卢定的升降压物质检查和毒性实验。方法：按照2010年版《中国药典》二部相关方法，以1～5倍（2.8～14

mg/kg）临床单次用药剂量作为降压和升压物质检查剂量，采用猫血压法确定降压物质检查限值，采用SD大鼠总动脉插管监测血

压确定升压物质检查限值；小鼠经尾静脉注射给药急性毒性实验测算其半数致死量（LD50），并确定异常毒性检查限值。结果：比

伐卢定的降压、升压物质检查限值均为14 mg/kg；小鼠静脉注射的LD50为1.60 g/kg，LD50的95％可信限为1.50～1.71 g/kg；异常毒

性检查注射给药后观察48 h，未见小鼠死亡。结论：比伐卢定符合《中国药典》要求。
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Pressor and Depressor Substance Test and Toxicity of Bivalirudin
LIU Chun，ZHAO Yu-mei，ZHENG Xia（Hainan Institute for Drug Control，Haikou 570216，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the pressor and depressor substance test and toxicity of bivalirudin. METHODS：According

to Chinese Pharmacopeia（2010 edition），the 1-5 times of clinical single dose（2.8-14 mg/kg）were used for the determination of

depressor substances and vasopressor substance. The limit of depressor substance was determined with cat blood pressure. The blood

pressure of SD rats was monitored by total arterial intubation to determine the limit of vasopressor substance. Mice were given medi-

cines via tail vein in acute toxicity test to detect LD50. The limit of abnormal toxicity test was calculated. RESULTS：The limit of

depressor substance test and vasopressor substance were both 14 mg/kg. The LD50 of intravenous injection of bivalirudin in mice

was 1.60 g/kg and 95％ confidence limit was 1.50-1.71 g/ kg. The abnormal toxicity test showed that no mice died within 48 h after

medication. CONCLUSIONS：Bivalirudin is in line with the requirements of Chinese Pharmacopeia.
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物 2-AF诱发菌株的回变菌落数为溶剂对照组 2倍以上，与溶
剂对照组相比差异有统计学意义（P＜0.01）。

3 讨论
本实验结果表明，在非活化条件下，2 500～5 000 µg/皿的

托品酸对鼠伤寒沙门氏菌TA97、TA98和TA100具有致突变作
用；而在活化条件下，2 500～5 000 µg/皿的托品酸仅仅对
TA98具有致突变作用。说明体外活化系统S9可明显降低托品
酸致菌株突变的作用，体外活化系统对托品酸起了消除和转
化的作用。有文献报道，托品酸在加入烟酸胺腺嘌呤二核苷
酸磷酸（NADP）的条件下，可以被NAD+作用生成苯基丙二半
醛，后者不稳定，释放出CO2，变成稳态的苯乙醛而降低毒性[10]。

另外，在加或不加活化条件下，托品酸均未使 TA102发生突
变，说明托品酸的致突变作用机制为诱导组氨酸靶基因中鸟
嘌呤-胞嘧啶（G-C）位点碱基置换和移码突变而非腺嘌呤-胸腺
嘧啶（A-T）位点的碱基置换和移码突变。

《中国药典》2010年版中未规定消旋山莨菪碱及其制剂中
托品酸的限量范围。我们在前期研究中发现了盐酸消旋山莨
菪碱注射液中杂质托品酸的含量范围，且其随药物储存期的
延长而不断增加；本试验结果也表明，托品酸在2 500 µg/皿的
剂量水平以上可使鼠伤寒沙门氏菌发生回复突变而具有致突
变性。因此我们建议，《中国药典》应规定盐酸消旋山莨菪注
射液中托品酸的杂质限量。
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比伐卢定（Bivalirudin）是一种静脉抗凝药，又称双价水蛭

素变体，能够与已结合纤维蛋白的凝血酶和循环中游离的凝

血酶可逆性结合，而不会出现其他现有的抗凝剂经常存在的

缺血和出血并发症状[1]。临床上该药作为抗凝剂用于成人择

期和急诊经皮冠状动脉介入治疗、经皮冠状动脉腔内治疗、心

肌梗死溶栓治疗、外周血管介入治疗、心脏外科手术及肝素诱

导的血小板减少症/血栓综合征的治疗等[2-3]，治疗运用安全有

效。其抗凝成分为水质素衍生物，是由 20个氨基酸组成的多

肽。其生产合成操作步骤多，纯化复杂，容易引入杂质，或者

组分不明，不利于进行安全性检查控制。本文通过对比伐卢

定的降、升压物质与毒性进行研究，确定限值，为该制剂质量

控制提供了科学依据。

1 材料
1.1 仪器

MP150 16通道生理记录仪（美国Biopac公司）；CAS电子

计重秤（上海凯士电子有限公司）；AL204电子分析天平（瑞士

Mettler Toledo公司）。

1.2 药品与试剂

比伐卢定原料药（海南中和药业股份有限公司，批号：

20090501、20090502、20090503，纯度：均大于88％）；垂体后叶

标准品[批号：5028709，效价：1.87 u/mg（子宫收缩作用）、1.48

u/mg（升压作用）]和磷酸组织胺对照品（批号：0510-9411），供

测定用，均购自中国食品药品检定研究院；甲磺酸酚妥拉明注

射液（瑞士诺华制药有限公司，批号：S0049，规格：1 ml ∶ 10
mg）。

1.3 动物

SPF 级 SD 大鼠，体质量 300～450 g，♂；SPF 级昆明种小

鼠，体质量17～22 g，♀♂不拘，均由广东省医学实验动物中心

提供，生产许可证号为 SCXK（粤）2008-0002；猫，♂，体质量

2.0～3.5 kg，♀无孕，市售。

2 方法
2.1 降压物质检查方法[4]

用 4％的戊巴比妥钠（40 mg/kg）麻醉猫[5]，固定后分离气

管及颈动脉，在一侧颈动脉中插入与 16通道生理记录仪相连

的动脉插管记录血压，在一侧股静脉插入静脉插管连接三通

供给药用，待血压稳定后，即可进行实验。自猫股静脉依次注

入磷酸组织胺对照品溶液，剂量为0.05、0.10、0.15 μg/kg，重复

给药2～3次进行灵敏度测定。猫的灵敏度符合规定后分别依

次从股静脉注入 0.10 μg/kg磷酸组织胺对照品溶液（dS）、拟定

限值的比伐卢定溶液（dT），给药体积均为每只1 ml。按照下列

次序注射一组 4个剂量：dS、dT、dT、dS，以第 1与第 3、第 2与第 4

剂量所致的反应分别比较，如 dT所致的变化值均不大于 ds所

致变化值的一半，即认为比伐卢定的降压物质检查符合规定；

否则应按上述次序继续注射一组4个剂量，并按相同方法分别

比较两组内各对 dS、dT所致的变化值；dT所致变化值均不大于

dS所致变化值，仍认为比伐卢定的降压物质检查符合规定；反

之则不符合规定，否则应另取猫复试，如复试的结果仍为dT所

致的变化值大于 dS所致的变化值，即认为比伐卢定的降压物

质检查不符合规定。

2.2 升压物质检查方法[4]

取大鼠用25％乌拉坦溶液4 ml/kg麻醉固定后分离气管[6]，

剥离一侧颈动脉，插入与16通道生理记录仪相连的动脉插管，

在一侧股静脉插入静脉插管，连接三通供注射药液用；缓缓注

入 1 mg/ml 的甲磺酸酚妥拉明溶液（1 mg/kg），使血压稳定在

5.32～6.65 kPa，如血压不能稳定则隔5～10 min再注射1次甲

磺酸酚妥拉明溶液，直至血压稳定。选定高、低剂量（0.06、

0.036 u/ml）的垂体后叶标准品稀释液，低剂量稀释液应能使大

鼠血压升高 1.33～3.33 kPa，将高低剂量轮流重复注入 2～3

次，如高剂量稀释液所致反应的平均值大于低剂量稀释液所

致反应的平均值，可认为大鼠的灵敏度符合规定。取灵敏度

符合规定的大鼠，以 0.05 u/ml垂体后叶标准品稀释液（ds）、比

伐卢定按拟定的剂量（dT）进行升压物质检查限度研究，给药体

积为每只 0.2 ml。按照下列次序注射一组 4个剂量：dS、dT、dT、

dS，以第1与第3、第2与第4剂量所致的反应分别比较，判断方

法同“2.1”项。

2.3 比伐卢定剂量选择与升降压物质检查

比伐卢定临床单次静脉给药剂量为 2.8 mg/kg，根据 2010

年版《中国药典》二部附录“化学药品注射剂安全性检查法应

用指导原则”项[4]，1/5～5倍临床单次用药剂量作为降压物质

检查剂量限值[7]，将比伐卢定剂量设为 2.8、5.6、11.2、14 mg/kg

（1、2、4、5倍临床单次给药剂量），分别按“2.1”“2.2”项下方法

进行4个剂量同一批号（批号：20090502）比伐卢定原料药的升

压和降压物质检查，以供试品未产生降压或升压反应为标准

选择限值，再以限值进行3个批号比伐卢定原料药的升压和降

压物质检查。

2.4 急性毒性实验

取18.0～22.0 g的小鼠60只，参照文献[8]，根据预实验结果

得比伐卢定的 100％死亡率剂量（Dm）为 1.97 g/kg、0死亡率剂

量（Dn）为 1.16 g/kg，组间剂量系数为 0.9，共分为 6组，每组 10

只，♀♂各半，剂量分别为1.16、1.29、1.43、1.59、1.77、1.97 g/kg，

比伐卢定的质量浓度分别为 46.3、51.5、57.2、63.6、70.7、78.5

mg/ml。按25 ml/kg灌胃给药，给药后4 h内严密观察、详细记

录各组小鼠的一般情况、活动状态、排泄情况、中毒症状、中毒

反应起始时间、严重程度、持续时间、死亡时间及死亡只数，给

药后连续观察14 d。对死亡小鼠立即进行大体解剖，对主要脏

器进行肉眼观察并取心、肝、脾、肺、肾、脑、胃肠，固定于 10％

福尔马林溶液中，稍后进行组织病理学检查。用加权回归几

率法（Bliss法）计算半数致死量（LD50）、95％可信限，评估比伐

卢定对小鼠的急性毒性。

2.5 异常毒性检查

根据小鼠急性毒性实验及预实验结果，采用LD50的1/8作

为异常毒性限值，确定比伐卢定的异常毒性检查剂量为 0.20

g/kg。将3批比伐卢定配制成质量浓度为8.0 mg/ml的溶液，按

照 2010年版《中国药典》二部附录“异常毒性检查法”项，对每

个批号比伐卢定原料药分别进行检查。取 5只小鼠，♀♂不

拘，体质量17～20 g，每只尾静脉注射0.5 ml，4～5 s注射完毕。

全部小鼠在给药后48 h内无死亡；如有死亡，应另取体质量18～

19 g的小鼠10只进行复试，全部小鼠给药后48 h内不得死亡。
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3 结果
3.1 剂量选择结果

结果表明，比伐卢定的降压和升压物质检查均符合药典

规定，未出现明显降压反应和升压反应。因本品属于急重病

症用药，故拟定本品的限值为14 mg/kg。不同剂量比伐卢定的

降压和升压物质检查结果见表1。

表1 不同剂量比伐卢定的降压和升压物质检查结果（kPa）

Tab 1 Results of bivalirudin in different doses in depressor

and vasopressor substances test（kPa）

剂量，
mg/kg

2.8

5.6

11.2

14.0

降压物质检查
dS

7.79

7.55

8.20

6.91

dT

1.10

0.69

0.89

1.41

dT

1.02

0.65

1.26

0.68

dS

8.01

7.79

7.66

7.49

升压物质检查
dS

4.33

3.98

4.42

4.12

dT

0.89

1.02

0.76

1.18

dT

0.94

1.32

1.44

1.52

dS

4.11

4.05

4.61

3.91

3.2 降压物质检查结果

结果表明，3批样品的降压物质检查结果均符合规定，结

果见表2。

表2 比伐卢定降压物质检查结果

Tab 2 Results of bivalirudin in depressor substances test

批号
20090501

20090502

20090503

剂量，mg/kg

14

14

14

dS，kPa

5.43

5.64

4.34

dT，kPa

0.47

0.67

1.32

dT，kPa

0.72

0.59

1.08

dS，kPa

5.20

5.57

4.26

3.3 升压物质检查结果

结果表明，3批样品的升压物质检查结果均符合规定，结

果见表3。

表3 比伐卢定升压物质检查结果

Tab 3 Results of bivalirudin in vasopressor substance test

批号
20090501

20090502

20090503

剂量，mg/kg

14

14

14

dS，kPa

5.08

4.18

4.21

dT，kPa

1.76

2.03

0.67

dT，kPa

0.55

1.77

0.68

dS，kPa

3.91

5.64

3.90

3.4 急性毒性实验结果

给药后小鼠可见不同程度的抽搐、惊厥、腹式呼吸、趴卧

不动，部分小鼠抽搐、惊厥后死亡，其余小鼠恢复正常。存活

小鼠14 d内行动灵活、反应敏捷、被毛整洁、目光有神、眼鼻口

无分泌物、进食饮水正常，未再出现死亡。小鼠经尾静脉注射

给药LD50为1.60 g/kg，LD50的95％可信限为1.50～1.71 g/kg，急

性毒性实验结果见表4。

3.5 异常毒性检查结果

给药后观察48 h，未见小鼠死亡，检查符合规定。

4 讨论
比伐卢定生产操作步骤多，纯化复杂，容易引入杂质，有

可能混入组胺、类组胺样容易引起血管扩张而降低血压的物

质，或有可能污染升高血压的杂质及毒性杂质并且缺乏有效

的理化分析方法，从而影响药物的治疗效果、产生不良反应。

表4 急性毒性实验结果

Tab 4 Results of acute toxicity test

剂量，
g/kg

1.16

1.29

1.43

1.59

1.77

1.97

样品质量浓
度，mg/ml

46.3

51.5

57.2

63.6

70.7

78.5

死亡数，
只

0

1

3

5

8

9

死亡率，
％

0

10

30

50

80

90

始体质量，g

20.4±1.4

20.2±1.3

19.9±1.1

20.4±0.9

19.7±0.6

19.8±1.0

7 d体质
量，g

28.4±2.5

26.4±1.4

28.2±1.8

27.7±1.8

30.8±2.5

28.5

14 d体质
量，g

32.7±2.9

30.5±3.3

32.6±3.9

31.9±4.1

34.5±4.9

33.5

比伐卢定目前国外已广泛应用于临床，国内该品种也有几个

厂家获得了申报批件，目前上市的虽然比较少，但扩大生产以

后，对于安全性控制方面需要有一定的标准。对于比伐卢定

进行降压、升压物质检查、毒性检查是控制药物安全性的几个

指标。本研究建立了比伐卢定降压、升压物质检查法，根据该

品种的临应用情况特点，本着从严的原则将限值均定为 14

mg/kg；急性毒性检查 LD50为 1.60 g/kg，LD50的 95％可信限为

1.50～1.71 g/kg，异常毒性检查剂量0.20 g/kg约相当于LD50的

1/8，可以完全排除药物本身的毒性，从而发现杂质或其他原因

而非药物本身引起的毒性，研究的剂量符合化学药品注射剂

安全性检查法应用指导原则。随着国内本品种生产产量的增

加，建议增加过敏反应检查和细菌内毒素检查法组成较系统

全面的安全评价体系，减少或者避免比伐卢定制剂由于质量

问题在临床用药时引起急性降压或升压反应、急性毒性反应、

过敏反应、热原反应等严重不良反应的发生，从而确保临床用

药的安全性。
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