
中国药房 2014年第25卷第21期 China Pharmacy 2014 Vol. 25 No. 21

＊主管药师，硕士。研究方向：药物质量控制与分析。电话：

0533-7866119。E-mail：yfplover@sina.com

氟马西尼是一种苯二氮 类受体拮抗药，其通过竞争性抑

制苯二氮 类与其受体反应从而特异性阻断其中枢神经作

用 [1]。氟马西尼注射液在临床上用于治疗急性苯二氮 类药

中毒[2-3]、麻醉手术后的催醒[4-5]等，疗效确切，应用广泛。氟马

西尼注射液以静脉注射的方式进入人体，临床静脉用药中由

于细菌内毒素污染可引起发热、寒战等副反应甚至死亡。为

了控制药品的质量，本文参考有关文献[6-10]对氟马西尼注射液

细菌内毒素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

氟马西尼注射液（瑞阳制药有限公司，批号：13042304、

13042401、13042402，规格：10 ml ∶ 1 mg）；鲎试剂[以下简称

TAL，湛江安度斯生物有限公司，批号：1302021，标示灵敏度（λ）：

0.25 EU/ml；福州新北生化工业有限公司，批号：12090312，λ：

0.25 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：每支50 ml）；细菌内毒素工作

标准品（CSE，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 细菌内毒素限值（L）的确定

公式：L＝K/M，式中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，注射剂K为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[11]，氟马西尼最大注射总量

为2 mg[12]，按照《中国药典》计算L为：每1 mg氟马西尼中含内

毒素的量应小于150 EU。考虑到临床用药的安全和药品生产

的实际水平，拟定氟马西尼注射液的L为：每1 mg氟马西尼中

含内毒素的量应小于25 EU。

2.2 样品最小有效稀释质量浓度（c）的确定

样品最小有效稀释质量浓度 c＝λ/L。目前市售的鲎试剂

的λ常为 0.5、0.25、0.125、0.06、0.03 EU/ml，对应的样品最小有

效稀释质量浓度为0.02、0.01、0.005、0.002 4、0.001 2 mg/ml。

2.3 TAL灵敏度复核

根据 2010年版《中国药典》（二部）附录Ⅺ E“细菌内毒素

检查法鲎试剂灵敏度复核试验”项下进行操作，将CSE用BET

水溶解，配制成 0.5、0.25、0.125、0.06 EU/ml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）。结果表

明，2个批号的TAL 灵敏度测定值λc均在 0.5 λ～2.0 λ之间，符

合规定，可用于试验，详见表1（注：“+”代表发生凝集反应，“-”

代表未发生凝集反应，下表同）。

表1 TAL灵敏度复核结果

Tab 1 Results of sensitivity recheck of TAL

TAL批号

1302021

12090312

λ，EU/ml

0.25

0.25

细菌内毒素浓度，EU/ml

0.5

++++

++++

0.25

++++

++++

0.125

----

----

0.06

----

----

NC

--

--

λc，EU/ml

0.25

0.25

2.4 干扰预试验

用BET水将氟马西尼注射液（批号：13042304）分别稀释

至质量浓度为 0.02、0.01、0.005、0.002 4、0.001 2 mg/ml的系列

溶液，作为供试品阴性对照（NPC）系列；另制备同样 0.02、

0.01、0.005、0.002 4、0.001 2 mg/ml的供试品系列溶液，使每一
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浓度下的供试品溶液中都含有 2 λ（λ为 0.25 EU/ml）细菌内毒

素，作为供试品阳性对照（PPC）系列；设立加入CSE的阳性对

照（PC）管和BET水阴性对照（NC）管。均重复 2 管。用 2 个

不同厂家生产的TAL（λ为0.25 EU/ml）与上述系列溶液进行反

应。结果表明，质量浓度为 0.02 mg/ml的供试品溶液，对TAL

与细菌内毒素之间的凝集反应无干扰作用，详见表2。

表2 样品干扰预试验结果

Tab 2 Results of preliminary interference test of samples

TAL批号

1302021

12090312

λ，EU/ml

0.25

0.25

系列

NPC

PPC

NPC

PPC

样品质量浓度，mg/ml

0.02

--

++

--

++

0.01

--

++

--

++

0.005

--

++

--

++

0.002 4

--

++

--

++

0.001 2

--

++

--

++

PC

++

++

NC

--

--

2.5 干扰试验

根据干扰预试验结果，用质量浓度为0.02 mg/ml的供试品

溶液及BET 水分别稀释CSE，制备成细菌内毒素最终浓度分

别为 0.5、0.25、0.125、0.06 EU/ml的系列溶液，分别取 0.1 ml加

入到已复溶的 2 个不同厂家生产的 TAL（λ为 0.25 EU/ml）管

内，每个浓度平行做4 管，另取供试品溶液做2 支NC管，进行

干扰试验。结果表明，Et/Es在0.5～2 之间（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），按照2010 年版《中国药典》（二部）判断标准，供试品溶液

质量浓度为0.02 mg/ml及以下时对TAL与细菌内毒素之间的

凝集反应无干扰，详见表3。

表3 样品干扰试验结果

Tab 3 Results of interference test of samples

TAL批号

1302021

12090312

λ，EU/ml

0.25

0.25

批号

BET水
13042304

13042401

13042402

BET水
13042304

13042401

13042402

细菌内毒素浓度，EU/ml

0.5

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

0.25

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

0.125

----

----

----

----

----

----

----

----

0.06

----

----

----

----

----

----

----

----

NC

--

--

--

--

--

--

--

--

Es

0.25

0.25

Et

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

0.25

Et/Es

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

1.0

2.6 样品细菌内毒素检查

取 3 批氟马西尼注射液，用 BET 水制备成质量浓度为

0.02 mg/ml 的溶液（样品测定时，根据 TAL 灵敏度稀释样品：

TAL的λ为 0.5 EU/ml时，供试品溶液质量浓度为 0.02 mg/ml；

TAL的λ为0.25 EU/ml时，供试品溶液质量浓度为0.01 mg/ml），

按 2010年版《中国药典》（二部）方法进行细菌内毒素的检查。

结果3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
1302021

12090312

批号
13042304

13042401

13042402

13042304

13042401

13042402

样品质量浓度，mg/ml

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

0.01

NPC

----

----

----

----

----

----

PPC

++++

++++

++++

++++

++++

++++

NC

--

--

--

--

--

--

PC

++

++

++

++

++

++

3 讨论
细菌内毒素检查法检测和量化由革兰阴性菌产生的内毒

素，具有灵敏度高、快速、准确等特点，被各国药典所采纳并替

代热原检查法。在建立内毒素检查法时应进行干扰试验，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，初步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。因此，本试验采

用2个不同厂家的TAL和3批样品进行试验，以确保所建立的

检查方法准确、合理。

干扰试验结果显示，3批供试品稀释至质量浓度均为0.02

mg/ml，分别使用 2个不同厂家生产的 TAL（灵敏度均为 0.25

EU/ml）进行干扰试验，其Et/Es均在0.5～2.0 范围内，说明样品

在该质量浓度下不干扰细菌内毒素检查。根据以上试验结

果，确定氟马西尼注射液细菌内毒素检查标准操作方法如下：

“【检查】细菌内毒素 取本品，用细菌内毒素检查用水稀释至

每 1 ml含 0.02 mg的溶液，依法测定（附录Ⅺ E），每 1 mg氟马

西尼中含细菌内毒素的量应小于25 EU。”

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在6.0～8.0范围内，否则应调节

被测溶液的pH。本文在建立氟马西尼注射液细菌内毒素检查

方法时，采用精密pH计测定了质量浓度为0.02、0.01 mg/ml的

3批供试品溶液的 pH，结果均在 6.4～6.8之间。因此，本供试

品溶液的pH不需要调节，可直接用于细菌内毒素检查。
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