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摘要　目的：正确理解和使用２０２０年版《中国药典》新增各论品种“人凝血酶”，为本品种的国家标准的顺利
实施提供应用指南。方法：从新增背景、国内外标准比较、关键质量属性制定过程几方面对人凝血酶各论增

订情况进行简述。结论：将人凝血酶企业注册标准上升为国家药典标准，有利于血液制品的科学监管。
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　人凝血酶属于血液制品，是由健康人血浆，先制
备出凝血酶原复合物后，经钙离子活化、离子交换法

纯化，并经病毒去除和灭活处理、冻干制成。本品主

要成分为人凝血酶，含适量稳定剂，不含防腐剂和抗

生素。辅助用于外科止血。《中华人民共和国药

典》（简称《中国药典》）２０１５年版并未收载该品种。
为加强对其安全性和有效性的控制，该品种纳入了

《中国药典》２０２０年版三部收载。该品种各论为
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２０１８年国家药品标准提高课题，由广东省药品检验
所承担相关研究和起草工作，上海市食品药品检验

研究院复核。本文介绍了人凝血酶各论标准研究及

增订情况，旨在为业界相关人员正确理解和实施新

版药典提供参考。

目前我国有人凝血酶生产企业２家，批准文号
２个，企业注册标准２个［１，２］，《中国药典》２０１５年版
二部收载有“凝血酶冻干粉”（来源于牛或猪）［３］，三

部收载的“人纤维蛋白黏合剂”中有“外用人凝血

酶”［４］，日本药局方第１８版中收载有“凝血酶”（来
源于人或牛）［５］，ＵＳＰＮＦＯｎｌｉｎｅ以试剂形式收录了
人凝血酶（Ⅱａ因子）［６］，ＢＰ２０２２、ＥＰ１００等均未收
载。笔者通过对各国药典和企业注册标准逐项比

较，在企业标准基础上修订了《中国药典》２０２０年版
三部的新增各论“人凝血酶”中凝血酶效价和蛋白

质含量检测方法，同时将各论“人纤维蛋白黏合剂”

中的“外用人凝血酶”［７］标准进行了统一。

“人凝血酶”的各论内容包括：基本要求、制造、

检定、保存运输及有效期、使用说明５个部分。现将
其中关键质量参数的制定情况进行报告。

１　仪器与试药
１１　仪器

上海欣益仪表有限公司 ＦＰ６４１０型火焰光度
计、ＴｈｅｒｍｏＭＫⅡ Ｍ６原子吸收分光光度计、Ｗａｔｅｒｓ
２６９０／４１０高效液相色谱仪、ＷＡＴＥＲＳｅ２６９５／２９９８高
效液相色谱仪、ＳＨＩＭＡＤＺＵＵＶ２５５０紫外可见分光
光度计、ＳｔａｇｏＣｏｍｐａｃｔＭａｘ自动血凝仪、ＭＥＲＬＩＮ
ｍｅｄｉｃａｌＭＣ４ｐｌｕｓ自动血凝仪、ＳａｒｔｏｒｉｕｓＣＰ２２４Ｓ万
分之一天平、ＳａｒｔｏｒｉｕｓＣＡＰ２２５Ｄ十万分之一天平。
１２　试药

人凝血酶国家标准品（批号：２０１３１２１７）、血清
白蛋白（牛）对照品（批号：１４０６１９２０１７２３）、纤维蛋
白原（批号：１４０６２６２０２０１２）、抗血浆鉴别试剂盒（批
号：２０１５０１０１）、蔗糖对照品（批号：１１５０７２０１３０３）、
甘氨酸对照品（批号：１４０６８９２０１１０３）均来自中国食
品药品检定研究院；葡萄糖酸钠对照品（Ｓｉｇｍａ，批
号：０４７ｋ０１１４）；；钙离子国家标准溶液 ＧＳＢＧ
６２０１２９０（２００１）（国家钢铁材料测试中心，１０００
μｇ·ｍＬ－１，批号：１８０１１１１３）；钙测定试剂盒（偶氮胂
Ⅲ法）［德赛诊断系统（上海）有限公司，批号：
００００４３１７］；γ氨 基 丁 酸 （Ｐａｌａｄｄｉｎ，批 号：

Ｅ１４２７０３６）；福林酚（Ｓｉｇｍａ，批号：ＢＣＢＶ９４４４）；磺基
水杨酸、醋酸钠、氯化钠均为分析纯；乙腈为色谱纯。

人凝血酶４批，由不同企业提供，见表１。

表１　实验采用的样品信息
Ｔａｂ１　Ｓａｍｐｌｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｕｓｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

生产企业（ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ） Ａ Ｂ

编号（ｃｏｄｅ） １＃ ２＃ ３＃ ４＃

２　方法与结果
２１　品名

企业标准中品名有外用冻干人凝血酶、冻干人

凝血酶２种，根据《中国药典》“生物制品通用名称
命名原则”，本品仅有一种剂型和给药途径，因此将

本品名称统一修订为“人凝血酶”。

２２　鉴别试验
按《中国药典》通则 ３４０３“免疫双扩散”法操

作，将１＃、２＃、３＃样品用２ｍＬ注射用水复溶后，与抗
血浆鉴别试剂盒中２倍工作浓度的兔抗人血浆有沉
淀线（图１Ａ）；将４＃样品按标示量用水复溶后，再用
生理氯化钠溶液稀释２、４、８、１６倍，各稀释度下均和
兔抗人血浆有沉淀线（图 １Ｂ）；４批样品和抗马、
牛、羊、猪血浆均无沉淀线。

图１　样品均与兔抗人血浆产生沉淀线
Ｆｉｇ１　 Ｔｈｅｓａｍｐｌｅａｎｄｒａｂｂｉｔａｎｔｉｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｐｒｏｄｕｃｅｐｒｅ
ｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｌｉｎｅｓ

２３　钠离子含量
人凝血酶生产工艺中使用了较多钠盐，按照

《中国药典》通则３１１０“钠离子测定法”进行检验，
分别使用火焰光度计和原子吸收分光光度计火焰系

统测定钠离子，４批样品结果见表２，２种仪器测定
结果相近。

２４　糖含量
Ｂ企业制品处方中添加了蔗糖、葡萄糖酸钠，参

照《中国药典》通则３１２０“人血液制品中糖及糖醇测
定法”，使用 Ｗａｔｅｒｓ２６９０／４１０高效液相色谱仪，
ＡｍｉｎｅｘＨＰＸ８７Ｈ３００ｍｍ×７８ｍｍ色谱柱，流动相为
０００４ｍｏｌ·Ｌ－１硫酸溶液进行检测。色谱图见图２。
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表２　钠离子含量检查结果
Ｔａｂ２　Ｓｏｄｉｕｍｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

生产企业

（ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ）

编号

（ｃｏｄｅ）

火焰光度计

（ｆｌａｍｅｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ）／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

原子吸收分光光度计

（ａｔｏｍｉｃａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ａ １＃ ３８５６ ３８８０

２＃ ３８５６ ３７３０

３＃ ３８８４ ３８５７

Ｂ ４＃ ２３３５ ２８８９

Ａ，Ｃ蔗糖、葡萄糖酸钠对照品（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｔａｎｄａｒｄｓ）　Ｂ、Ｄ４＃样品（ｓａｍｐｌｅ４＃）

图２　糖含量色谱图
Ｆｉｇ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓｕｇａｒｃｏｎｔｅｎｔ

测 得 蔗 糖 标 准 曲 线 方 程 为：ｙ＝１３７１
６０９８２ｘ＋２５８２５，Ｒ＝１。葡萄糖标准曲线方程
为 ｙ＝８２３３４８４２５ｘ－５７９３００，Ｒ＝１。４＃样品
中蔗糖５ｇ·Ｌ－１，葡萄糖酸钠１４８ｍｍｏｌ·Ｌ－１。
２５　甘氨酸含量

２家企业制品中均添加了甘氨酸作为稳定剂。
采用 ＡｃｃＱＴａｇ方法柱前衍生，液相色谱仪为 Ｗａｔｅｒｓ
ｅ２６９５／２９９８，色谱柱为Ｋｒｏｍａｓｉｌ１００５Ｃ１８（４６ｍｍ×
２５０ｍｍ），内标溶液为２ｇ·Ｌ－１γ氨基丁酸溶液，以
０１４ｍｏｌ·Ｌ－１乙酸钠（ｐＨ５０）为流动相Ａ、６０％乙
腈为流动相Ｂ，梯度洗脱，检测波长２４８ｎｍ。色谱图
见图３。经验证，当进样量为００１８７９５～０３７５９２
μｇ时，甘氨酸进样量与峰面积成正比，线性方程为

ｙ＝５７６６６４ｘ＋００１７３　Ｒ＝０９９９８
重复性试验 ＲＳＤ０６％（ｎ＝６），精密度试验

ＲＳＤ为１０％（ｎ＝６）。本方法甘氨酸的定量限为
２ｎｇ，检测限为 ０９ｎｇ。样品加标平均回收率为
１００４％，ＲＳＤ１６％（ｎ＝９）。１＃、２＃、３＃样品中甘氨

酸均为１０ｇ·Ｌ－１，４＃样品中甘氨酸为３ｇ·Ｌ－１。
２６　钙离子含量

Ｂ企业成品中添加了氯化钙，因为钙离子会促
进凝血酶和纤维蛋白原的凝结反应，影响凝血酶的

效价测定，故需要对其进行检查。将钙离子国家标

准溶液用 ０９％氯化钠溶液稀释为 １、２５、３５、５、
６２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１，作为标准曲线溶液，将样品用水复
溶后，作为供试品溶液，采用钙测定试剂盒（偶氮胂

Ⅲ法），按试剂盒说明书进行检测。标准曲线方程
为：ｙ＝０１７４ｘ＋０４４０，Ｒ＝０９９８。测得４＃样品钙
离子含量为６０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，１＃、２＃、３＃样品均未检出
钙离子。

２７　人凝血酶效价测定
人凝血酶国家标准品用含 １％人血白蛋白的

０９％氯化钠溶液依次稀释至 １９４、９７、４８５、
２４２５ＩＵ·ｍＬ－１。样品用注射用水复溶后，按标示
量用含１％人血白蛋白的０９％氯化钠溶液稀释至
约１０ＩＵ·ｍＬ－１。在 Ｓｔａｇｏ全自动血凝仪上设置程
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序：取标准品溶液、样品溶液各５０μＬ，３７℃保温２
ｍｉｎ，加入２ｍｇ·ｍＬ－１纤维蛋白原溶液１５０μＬ，平行
检测二管，记录凝固时间。以标准品溶液效价

（ＩＵ·ｍＬ－１）的对数对应相应凝固时间（秒）的对数
作直线回归，根据直线回归方程计算样品中人凝血

酶的效价。直线回归方程为 ｙ＝－０５６７ｘ＋１３４６，
Ｒ＝０９９９，１＃样品重复性试验 ＲＳＤ为 ４３％

（ｎ＝６），４＃样品重复性试验 ＲＳＤ为４５％（ｎ＝６）。
精密度试验 ＲＳＤ为３７％（ｎ＝６）。样品加标平均
回收率：３＃样品１１２７％，ＲＳＤ４５％（ｎ＝９）；４＃样品
１０８６％，ＲＳＤ４２％（ｎ＝９）。样品检测结果见表３。

使用ＭＥＲＬＩＮｍｅｄｉｃａｌＭＣ４ｐｌｕｓ自动血凝仪同
法测定，４批样品检测结果相对偏差均小于
５％（表３）。

Ａ甘氨酸对照品（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｔａｎｄａｒｄｓ）　Ｂ１＃样品（ｓａｍｐｌｅ１＃）

图３　甘氨酸含量色谱图
Ｆｉｇ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｇｌｙｃｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔ

表３　人凝血酶效价测定结果
Ｔａｂ３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｈｕｍａｎｔｈｒｏｍｂｉｎｔｉｔｅｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

生产企业

（ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒ）

编号

（ｃｏｄｅ）

Ｓｔａｇｏ全自动血凝仪

（ＳｔａｇｏＣｏｍｐａｃｔＭａｘ）／（ＩＵ·ｖｉａｌ－１）

ＭＥＲＬＩＮ自动血凝仪

（ＭＥＲＬＩＮｍｅｄｉｃａｌＭＣ４ｐｌｕｓ）／（ＩＵ·ｖｉａｌ－１）
ＳＤ／％

Ａ １＃ １１５９ １０６８ ４１

２＃ ９７５ ８９７ ４２

３＃ １０５８ ９９６ ３０

Ｂ ４＃ １２３０ １１１７ ４８

２８　蛋白质含量
因Ｂ企业半成品配制时加有５ｇ·Ｌ－１人血白

蛋白，故其只检查原液的蛋白质含量，成品中不检查

该项。不同实验室分别根据《中国药典》２０２０年版
通则０７３１“蛋白质含量测定法”第一法凯氏定氮法
和第二法福林酚法（Ｌｏｗｒｙ法）方法２对Ａ企业样品
进行检测，结果趋势基本一致。由图４可见，对于同
一个样品，不同实验室凯氏定氮法的检测结果偏差

较大，而Ｌｏｗｒｙ法尽管测得蛋白含量较低，但实验室
之间偏差仍远小于凯氏定氮法。对 Ｌｏｗｒｙ法进行了
方法确认，血清白蛋白（牛）对照品标准曲线为

ｙ＝３０７１４９ｘ－００００４２，Ｒ＝０９９５。重复性试验
ＲＳＤ０８％（ｎ＝６），精密度试验ＲＳＤ为２５％（ｎ＝６），
样品加标平均回收率为１０２４％，ＲＳＤ２２％（ｎ＝９）。
２９　比活性

根据人凝血酶效价和蛋白质含量，计算得样品

的比活性见表４。

ＡＬｏｗｒｙ法（Ｌｏｗｒｙｍｅｔｈｏｄ）（ｎ＝３）　Ｂ凯氏定氮法（Ｋｊｅｌｄａｈｌｍｅｔｈ

ｏｄ）（ｎ＝２）

图４　蛋白质含量测定结果

Ｆｉｇ４　 Ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

３　讨论
３１　鉴别试验

采用免疫双扩散法对样品进行鉴别时，Ａ企业
样品因蛋白含量较低，不能按标示量将样品复溶，样
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品和抗血浆的浓度均要增加方能显示出沉淀线。Ｂ
企业样品因含有５ｇ·Ｌ－１人血白蛋白，即使按标示
量复溶后再稀释１６倍，依然能与抗人血浆产生沉淀
线。本品属于人血液制品，为保证产品安全性，应进

行种属来源的鉴别检查，以防止其他种属血浆来源

产品的混淆。

表４　比活性检测结果
Ｔａｂ４　Ｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

编号

（ｃｏｄｅ）

Ｌｏｗｒｙ法比活性

（ｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＬｏｗｒｙ

ｍｅｔｈｏｄ）／（ＩＵ·ｍｇ－１）

凯氏定氮法比活性

（ｓｐｅｃｉｆｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＫｊｅｌｄａｈｌ

ｍｅｔｈｏｄ）／（ＩＵ·ｍｇ－１）

１＃ １１８０ ３４５

２＃ １７８２ ４５２

３＃ １１１５ ３１７

３２　人凝血酶效价测定
２个企业标准中凝血酶效价均采用目视法观察

凝血酶和纤维蛋白原的凝固情况判断凝固终点，检

测结果容易受到操作人员的经验和熟练程度影响。

本研究采用自动血凝仪，尤其是全自动血凝仪，由于

加样、孵育、计时均可程序化设置，保证了每次操作

的一致性，可使结果重复性更好、更加客观，符合

《药品生产质量管理规范》（２０１０年修订）数据可靠
性要求［８］。

３３　蛋白质含量
Ａ企业标准中采用钨酸沉淀法检测本品蛋白质

含量，该方法是通过测定样品总氮含量及经钨酸沉

淀去除蛋白的样品滤液中非蛋白氮含量，计算蛋白

质含量。本研究表明，采用该方法检测时，不同实验

室之间结果偏差可高达３５％。已有文献报道，当血
液制品中甘氨酸含量较高时，钨酸沉淀法测得的蛋

白质含量偏高［９］。人凝血酶成品中目标蛋白含量

较低，但含有１０ｍｇ·ｍＬ－１的甘氨酸辅料，其含量远
大于蛋白质含量，影响了蛋白质检测，因此本品更适

于通过去除甘氨酸干扰后、采用适用于微量蛋白检

测的Ｌｏｗｒｙ法进行蛋白质含量检测。本研究采用脱
氧胆酸盐三氯醋酸沉淀样品中的蛋白质，取蛋白沉
淀后按Ｌｏｗｒｙ法检测其蛋白质含量。凯氏定氮法测
定蛋白质含量范围为 １２５～１２５ｍｇ蛋白质，是
Ｌｏｗｒｙ法测定蛋白质范围（２０～２５０μｇ）的数百倍以
上，不适合用于检测本品中较低的蛋白质含量。经

方法学验证，Ｌｏｗｒｙ法的测定结果准确、重复性好，

实验室之间偏差更小。基于以上研究结果，２０２０年
版《中国药典》三部本品各论未采用传统的钨酸沉

淀法，而是采用药典通则“蛋白质含量测定法”中的

福林酚法（Ｌｏｗｒｙ法）的方法２［１０］对本品的蛋白质含
量进行检测。由于Ｌｏｗｒｙ法测得的蛋白质含量结果
较低，相应的其比活性结果远大于凯氏定氮法。

４　结论
人凝血酶属于国家批签发管理的生物制品，在

企业注册标准基础上建立国家药品标准，有利于控

制产品的安全、有效性和上市后科学监管。此外，由

于大部分血液制品品种已上市多年，随着检验检测

技术发展，建议对现有国家标准进一步升级和更新，

可考虑引入一些新的技术方法，如采用仪器检测法

代替肉眼观察、定量方法代替半定量方法等，以期更

加准确、有效的控制血液制品的质量。
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