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注射用尤瑞克林主要成分为人尿激肽原酶，适用于轻-中

度急性血栓性脑梗死，应在起病48 h内开始用药[1]。2010年版

《中国药典》规定静脉用注射剂都需要进行热原检查[2]，以确保

用药安全。传统的家兔热原检查法操作复杂，影响因素较多，

笔者参考了相关的注射剂细菌内毒素检查文献[3-10]，目前未见

注射用尤瑞克林的细菌内毒素检查的文献报道。因此笔者按

照2010年版《中国药典》（二部）附录ⅪE细菌内毒素检查法对

其进行研究，以探讨建立其细菌内毒素检查法的可行性。

1 材料
1.1 仪器

BET-32M细菌内毒素测定仪（天津市天大天发科技有限

公司）；ZH-2 型自动漩涡混合器（天津药典标准仪器厂）；

SC-101型鼓风电热恒温干燥箱（浙江嘉兴新塍电器设备有限

公司）。

1.2 药品与试剂

注射用尤瑞克林[广东天普生化医药股份有限公司，批号：

311205131、311205161、321208141，规格：每瓶 0.15 肽核酸

（PNA）]；鲎试剂 [TAL，湛江安度斯生物有限公司，批号：

1212081，标示灵敏度（λ）：0.25 EU/ml；厦门市鲎试剂试验厂有

限公司，批号：120412，λ：0.25 EU/ml]；细菌内毒素工作标准品

（CSE，湛江安度斯生物有限公司，批号：1208280，效价：每支

10 EU）；细菌内毒素检查用水（BET水，湛江安度斯生物有限

公司，批号：1206130，规格：每支5 ml）。

2 方法与结果
2.1 鲎试剂灵敏度复核

根据两批鲎试剂灵敏度的标示值，将CSE用BET水溶解，

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）的细菌内毒素标准液，按照《中国药典》细菌内毒素检

查法复核试验用鲎试剂灵敏度（λc），结果表明2个批号鲎试剂

的λc均在 0.5 λ～2.0 λ范围内，符合《中国药典》的规定，结果见

表 1[“+”表示凝胶形成（阳性），“-”表示凝胶未形成（阴性）。

以下各表同]。

表1 鲎试剂灵敏度复核结果

Tab 1 Recheck results of TAL sensitivity test

批号

1212081

120412

细菌内毒素浓度，EU/ml

0.50

++++

++++

0.25

++++

++++

0.125

----

----

0.062 5

----

----

λc，EU/ml

0.25

0.25

2.2 样品细菌内毒素限值（L）确定[2]

L＝K/M，K为成人每千克体质量每小时最大可接受的细

菌内毒素剂量，《中国药典》规定注射剂K＝5 EU/（kg·h）；M为

成人用每千克体质量每小时的最大供试品剂量。按照尤瑞克

林说明书[1]，成人静脉滴注给药量为0.15 PNA，每日1次，人均

体质量按60 kg计算，滴注时间按1 h计算，L＝K/M＝2 000 EU/

PNA。根据《化学药品注射剂安全性检查法应用指导原则》的

要求[2]，本品安全系数定为3，故L＝666.7 EU/PNA。

2.3 样品最小有效稀释浓度（c）的确定

按《中国药典》细菌内毒素检查法规定，最大稀释倍数

MVD＝cL/λ。本品为注射用无菌粉末，MVD＝1，λ为鲎试剂标

示的灵敏度，λ＝0.25 EU/ml，则 c＝λ/L＝0.25/666.7＝0.000 375

PNA/ml，对应本品应溶解于 50 ml液体中[1]，可见供试品最大

稀释倍数应为0.15 PNA/（50 ml×0.000 375 PNA/ml）＝8。
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2.4 样品干扰预试验

取3个批号的注射用尤瑞克林，分别加BET水50 ml制成

0.003 PNA/ml的原液，再用BET水分别稀释 0、2、3、4、6、8倍，

制成0.003、0.001 5、0.001、0.000 75、0.000 5、0.000 375 PNA/ml

共 6个浓度梯度的溶液，将此系列浓度供试品溶液记为NPC；

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）的注射用尤瑞克林

溶液，含供试品溶液内毒素记为PPC。同时做阳性对照管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（λ＝0.25 EU/ml）

Tab 2 Results of preliminary interference test of sample（λ＝

0.25 EU/ml）

批号
鲎试剂
1212081

120412

供试品
311205131

311205161

321208141

311205131

311205161

321208141

系列

NPC

PPC

NPC

PPC

NPC

PPC

NPC

PPC

NPC

PPC

NPC

PPC

供试品浓度，PNA/ml

0.003

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

0.001 5

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

0.001

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

--

0.000 75

--

++

--

++

--

++

--

++

--

++

--

++

0.000 5

--

++

--

++

--

++

--

++

--

++

--

++

0.000 375

--

++

--

++

--

++

--

++

--

++

--

++

PC

++

++

++

++

++

++

NC

--

--

--

--

--

--

由表2结果可知，当3批样品稀释至0.000 75 PNA/ml及以

下浓度的溶液时，对灵敏度λ＝0.25 EU/ml的鲎试剂与细菌内

毒素的反应无干扰作用。

2.5 样品干扰试验

根据样品干扰预试验结果，取 3个批号的注射用尤瑞克

林，稀释成 0.000 75 PNA/ml 的供试品溶液，与 BET 水分别将

CSE制成含细菌内毒素 2 λ、1 λ、0.5 λ、0.25 λ 4个浓度的溶液，

按细菌内毒素检查法进行干扰试验。通过试验结果计算Es和

Et，计算公式为 Es＝lg－1（∑Xs/4）和 Et＝lg－1（∑Xt/4）（Xs 为用

BET水制成的细菌内毒素标准溶液反应终点浓度的对数值，Xt

为用供试品溶液制成的内毒素标准溶液反应终点浓度的对数

值，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），结果见表3。

表3 样品干扰试验结果（λ＝0.25 EU/ml）

Tab 3 Results of interference test of sample（λ＝0.25 EU/ml）

批号
鲎试剂
1212081

120412

供试品
BET水

311205131

311205161

321208141

BET水
311205131

311205161

321208141

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=0.22

Et=0.25

Es=0.25

Et=0.25

Et=0.25

Et=0.25

Et/Es

1.0

0.88

1.0

1.0

1.0

1.0

结果显示，不同厂家的鲎试剂Es均在0.5 λ～2.0 λ之间，Et/

Es也在0.5～2.0之间，说明样品浓度≤0.000 75 PNA/ml时对细

菌内毒素检查无干扰。

2.6 样品细菌内毒素检查

取3个批号的样品用BET水稀释至0.000 75 PNA/ml，用2

个厂家的鲎试剂，按细菌内毒素检查法进行试验，并按要求分

别平行做阳性（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
1212081

120412

供试品
311205131

311205161

321208141

311205131

311205161

321208141

供试品浓度，PNA/ml

0.00075

0.00075

0.00075

0.00075

0.00075

0.00075

NPC

--

--

--

--

--

--

PPC

++

++

++

++

++

++

PC

++

++

++

++

++

++

NC

--

--

--

--

--

--

结果表明，3批样品细菌内毒素检查均符合规定。

3 讨论
与传统的家兔热原检查法相比，细菌内毒素检查法有着

操作简便、快捷、重现性好、结果准确等优点。因不同厂家的

鲎试剂存在着抗干扰能力的差异，笔者采用2个厂家的鲎试剂

对3个批号的注射用尤瑞克林样品进行了试验，结果显示在供

试品浓度≤0.000 75 PNA/ml时对细菌内毒素检查无干扰。由

此表明，细菌内毒素检查法可用于注射用尤瑞克林细菌内毒

素的限量检查。
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