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动态显色法在注射用甲磺酸萘莫司他

细菌内毒素检查的运用分析
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摘要　目的：建立注射用甲磺酸萘莫司他细菌内毒素检查法。方法：按《中国药典》四部通则１１４３细菌内毒
素检查法进行动态显色法干扰试验。结果：采用加碱性调节剂作用一定时间处理供试液并进行稀释的方式，

可有效消除甲磺酸萘莫司他的干扰作用。结论：注射用甲磺酸萘莫司他可采用细菌内毒素动态显色法进行

细菌内毒素检查。
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ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃａｓｓａｙ；ｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎ

　　注射用甲磺酸萘莫司他系主要用于预防血液体
外循环时灌流血液凝固（血液透析及血浆置换）的丝

氨酸蛋白酶抑制剂，对凝血纤溶系统、激肽释放酶激
肽系统（激肽释放酶）、补体系统及胰酶、磷脂酶 Ａ２
等具有很强的抑制作用［１］；可延长凝血时间、抑制血

小板凝集剂补体溶血反应。因其丝氨酸蛋白酶抑制特

性，对鲎试剂反应亦具有较强抑制作用，目前常用方法

为热原检查法［２］，对细菌内毒素检查法无相关报道，现

对注射用注射用甲磺酸萘莫司他细菌内毒素检查进行

研究，以确定该产品采用细菌内毒素检查的可行性。

１　仪器与试药
１１　仪器

酶标 仪 （ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ）；旋 涡 混 合 器
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（Ｇａｌｌｏｐ）；电热鼓风干燥箱（上海一恒科学仪器有限
公司）；电子天平（梅特勒托利多）；电动分液器

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）。
１２　试药

注射用甲磺酸萘莫司他（江苏杜瑞制药有限公

司，规格：５０ｍｇ，批号：２２２０７０１、２２２０７０２、２２３０３０５）；
细菌内毒素工作标准品（中国食品药品检定研究

院，批号：１５０６０１２０２２９２，效价：９０ＥＵ／支）；动态显
色法内毒素检测鲎试剂盒（厦门鲎试剂生物科技股

份有限公司，检测限范围：５０～０００５ＥＵ·ｍＬ－１，批
号：２３０２０１１０）；动态显色法鲎试剂（湛江安度斯生
物有限公司，检测限范围：５０～０００５ＥＵ·ｍＬ－１，批
号：２３０２０７０）；细菌内毒素检查用水（ＢＥＴ水）（湛江
安度斯生物有限公司，批号：２０１１１２０）；碱性调节剂
（湛江博康海洋生物有限公司，批号：２２１１１００）；精
密 ｐＨ试纸（上海三爱思试剂有限公司，规格：
ｐＨ５５～９０，批号：２０２１１１０３）。

２　方法与结果
２１　细菌内毒素限值（Ｌ）的确定

根据《中国药典》２０２０年版及药品使用说明书，
Ｌ＝Ｋ／Ｍ；每千克体重每小时最大可接受的内毒素剂
量Ｋ为５ＥＵ·（ｋｇ·ｈ）－１，注射用甲磺酸萘莫司他
单次最大给药量 Ｍ为 ５０ｍｇ·ｈ－１，人均体重按
６０ｋｇ；注射用甲磺酸萘莫司他细菌内毒素计算限值
为６ＥＵ·ｍｇ－１。为保障用药安全，对于需联合用药

的药品，严格至计算值的１／２，规定本品细菌内毒素
限值为每１ｍｇ甲磺酸萘莫司他中含内毒素的量应
小于３０ＥＵ。
２２　供试品稀释浓度范围的确定

根据ＭＶＤ＝ｃＬ／λ，ｃ为样品浓度，制备得供试液初
始浓度１０ｍｇ·ｍＬ－１，λ为鲎试剂标识灵敏度最低浓度
０００５ＥＵ·ｍＬ－１，Ｌ为细菌内毒素限值３ＥＵ·ｍｇ－１，计
算得ＭＶＤ为６０００倍，即最大可稀释６０００倍。
２３　标准曲线可靠性试验

按《中国药典》２０２０年版四部通则１１４３细菌内
毒素检查法，经标准曲线的可靠性试验，所用的鲎试

剂标准曲线的相关系数均≥０９８０，阴性对照的反应
时间大于标准曲线最低点（０００５ＥＵ·ｍＬ－１）的反
应时间，且变异系数≤１０％，均符合规定，可用于细
菌内毒素检查。

２４　预干扰试验
取供试品，加 ＢＥＴ水溶解，制备得初始浓度为

１０ｍｇ·ｍＬ－１供试液（ｐＨ３５～４０），用ＢＥＴ水稀释
至４０００倍（ｐＨ８０～８５）。在供试品稀释倍数５００
倍、１０００倍、２０００倍分别加碱性调节剂调节 ｐＨ至
８５～９０，在 ５００倍作用 ３ｍｉｎ，１０００倍不作用，
２０００倍作用５ｍｉｎ，同时进行碱性调节剂回收试验。
结果表明，２２３０３０５批次样品回收不合格；２２２０７０１、
２２２０７０２批次及碱性调节剂回收均合格。选择按上
述方法，同时在１０００倍延长作用时间至５ｍｉｎ进行
正式干扰试验。见表１。

表１　预干扰试验结果
Ｔａｂ１　Ｔｈｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｐｒｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

批号　　

（ｂａｔｃｈ）　　

稀释倍数

（ｄｉｌｕｔｉｏｎｍｕｌｔｉｐｌｅ）／倍

内毒素加入量

（ｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／（ＥＵ·ｍＬ－１）
Ｔ／ｓ ＣＶ／％

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

２２２０７０１ ４０００ ＞７０６５ ０００

４０００ ＞７０６５

４０００ ０５ ２００５ ０００ １０２４

４０００ ０５ ２００５

２２２０７０２ ４０００ ＞７０６５ ０００

４０００ ＞７０６５

４０００ ０５ １９１０ １１９ １２６９

４０００ ０５ １８７８

２２３０３０５ ４０００ ＞７０６５ ０００

４０００ ＞７０６５

４０００ ０５ ２４８３ ０９２ ４６６

４０００ ０５ ２４５１
碱性调节剂（ａｌｋａｌｉｎｅｒｅｇｕｌａｔｏｒ） ５８２４ ２４０

５６３３
０５ １７８２ １２６ １５３４
０５ １８１４
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２５　方法学考察
２５１　碱性调节剂对细菌内毒素活性的影响　取
碱性调节剂（调 ｐＨ至８５～９０），按预实验操作步
骤稀释至相应 ｐＨ作为碱性调节剂对照溶液；取细
菌内 毒 素 标 准 品，按 预 实 验 操 作 稀 释 至

０５ＥＵ·ｍＬ－１作为碱性调节剂阳性对照溶液；取细
菌内毒素标准品用 ＢＥＴ水稀释至 ５、０５、００５、
０００５ＥＵ·ｍＬ－１系列浓度作为标准曲线系列溶液。

取微孔板，每孔分别加入上述制备的溶液０１ｍＬ，每
稀释浓度平行制备２孔。取混合均匀的鲎试剂分别
加入上述加样孔，每孔０１ｍＬ。加样应从阴性对照
开始，终止于最高浓度的标准品溶液，将微孔板放置

于预热至（３７±１）℃酶标仪中，按试剂说明书进行。
结果表明，２个厂家的鲎试剂回收结果均符合规定，
碱性调节剂调 ｐＨ至８５～９０对细菌内毒素活性
无影响，见表２。

表２　碱性调节剂对细菌内毒素活性的影响
Ｔａｂ２　ＴｈｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｏｆｐＨｂｕｆｆｅｒ（ａｌｋａｌｉｎｅ）ｏｎｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎａｃｔｉｖｉｔｙ

鲎试剂（ＴＡＬ）　　　 内毒素加入量（ｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／（ＥＵ·ｍＬ－１） Ｔ／ｓ ＣＶ／％ 回收率（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

厦门鲎试剂（ＸｉａＭｅｎＢｉｏｅｎｄｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ） ４３２０ ０９９

４２６０

０５ １４１０ １５２ １４９７

０５ １３８０

安度斯（Ａ＆ＣＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ） ＞４３７９ ０００

＞４３７９

０５ １０７９ ０００ ８６６

０５ １０７９

２５２　回收试验　取供试品，加含适量细菌内毒
素标准品的 ＢＥＴ水，制备得１０ｍｇ·ｍＬ－１供试液，
按预实验操作步骤，在５００倍作用３ｍｉｎ，１０００倍作
用５ｍｉｎ，２０００倍作用５ｍｉｎ，稀释至４０００倍（（ｐＨ

８０～８５）），并含有０５ＥＵ·ｍＬ－１的内毒素标准
品。分别采用２个鲎试剂厂家进行干扰试验，结果
表明，２个厂家的鲎试剂回收结果均在５０％～２００％
之间，结果均符合规定。内毒素回收结果见表３。

表３　回收试验
Ｔａｂ３　Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒｅｓｕｌｔｓ

鲎试剂（ＴＡＬ）　　　 内毒素加入量（ｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／（ＥＵ·ｍＬ－１） Ｔ／ｓ ＣＶ／％ 回收率（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

厦门鲎试剂（ＸｉａＭｅｎＢｉｏｅｎｄｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ） ５５４９ ０８０

５５９０

０５ １８３０ ０００ ９６７

０５ １８３０

安度斯（Ａ＆ＣＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ） ＞５３４０ ０００

＞５３４０

０５ １１１０ ３６６ ７８６

０５ １１６９

２５３　干扰试验　取供试品，加１０ＥＵ·ｍＬ－１的
细菌内毒素标准品溶液，制备得１０ｍｇ·ｍＬ－１供试
液（含有１０ＥＵ·ｍＬ－１的细菌内毒素标准品溶液）。
用１０ＥＵ·ｍＬ－１的细菌内毒素标准品溶液稀释至
２００倍，加碱性调节剂和 ＢＥＴ水稀释至５００倍（ｐＨ
８５～９０，作用３ｍｉｎ）、１０００倍（ｐＨ８５～９０，作用
５ｍｉｎ）、２０００倍（ｐＨ８５～９０，作用５ｍｉｎ），再用
ＢＥＴ水稀释至４０００倍，并含有０５ＥＵ·ｍＬ－１的内

毒素标准品。分别采用２个鲎试剂厂家进行干扰试
验，结果表明，阴性对照反应时间大于标准曲线最低

点０００５ＥＵ·ｍＬ－１的反应时间；标准曲线的相关系
数ｒ为０９９８（≥０９８０），且变异系数均≤１０％，试
验有效。采用２个厂家鲎试剂内毒素回收率均在
５０％～２００％之间，结果均符合规定。因此，按该供
试液制备方式，稀释至４０００倍供试品溶液无干扰。
样品内毒素回收结果见表４。
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表４　正式干扰试验结果
Ｔａｂ４　Ｔｈｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

鲎试剂 　　

（ＴＡＬ）　 　

批号

（ｂａｔｃｈ）

稀释倍数

（ｄｉｌｕｔｉｏｎ

ｍｕｌｔｉｐｌｅ）／

倍

内毒素加入量

（ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／

（ＥＵ·ｍＬ－１）

Ｔ／ｓ ＣＶ／％

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／

％

内毒素浓度

（ｍｅａｓｕｒｅ

ｖａｌｕｅ）／

（ＥＵ·ｍＬ－１）

内毒素含量

（Ｔｅｓｔｐｒｏｄｕｃｔ

ｌｉｍｉｔｓ）／

（ＥＵ·ｍｇ－１）

厦门鲎试剂（ＸｉａＭｅｎ ２２２０７０１ ４０００ ＞６２６９ ０００ ＜０００５ ＜２

ＢｉｏｅｎｄｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ） ４０００ ＞６２６９

４０００ ０５ １７７０ ０００ １０７２ ０５４１２

４０００ ０５ １７７０

２２２０７０２ ４０００ ＞６２６９ ０００ ＜０５７９８ ＜２

４０００ ＞６２６９

４０００ ０５ １７３９ ０００ １１５０ ０６６４９

４０００ ０５ １７３９

２２３０３０５ ４０００ ＞６２６９ ０００ ＜０００５ ＜２

４０００ ＞６２６９

４０００ ０５ １６７９ ０００ １３２０ ０５８０

４０００ ０５ １６７９

安度斯（Ａ＆Ｃ ２２２０７０１ ４０００ ２２７９ ０００ ＜０００５ ＜２

Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ） ４０００ ２２７９

４０００ ０５ ６３０ ０００ ６１０ ０３１０

４０００ ０５ ６３０

２２２０７０２ ４０００ １８５９ ０００ ＜０００５ ＜２

４０００ １８５９

４０００ ０５ ５９９ ０００ ７７０ ０３９０

４０００ ０５ ５９９

２２３０３０５ ４０００ １６７９ ２４８ ＜０００５ ＜２

４０００ １７３９

４０００ ０５ ６３０ ３５７ ６８４ ０３４７

４０００ ０５ ５９９

２５４　细菌内毒素检查　采用厦门鲎试剂和安度
斯鲎试剂各 １批，供试液稀释至 ４０００倍，Ｌ值按
３０ＥＵ·ｍｇ－１，对上述３批注射用甲磺酸萘莫司他
进行细菌内毒素检查（表４）。结果表明，３批样品
均符合规定。

３　讨论
３１　供试液处理方式选择

供试液中主药甲磺酸萘莫司他对鲎试剂具有较

强干扰作用，溶液呈酸性（ｐＨ约５５），在碱性条件
下不稳定，同时易与电解质溶液反应析出，加热也可

使其降解，分别选择加碱，加热或过滤等方式消除其

干扰作用。通过研究发现，加碱方式操作简单，效果

最好，因此选择加碱调节 ｐＨ的方式。调节 ｐＨ至
８５～９０以消除供试品影响。一般供试品溶液和
鲎试剂混合后溶液的 ｐＨ值在６０～８０的范围内

为宜，碱性ｐＨ及作用时间对内毒素回收具有一定
影响，但供试品必需经与碱反应消除其干扰特性，因

此确定合适的反应时间尤为关键。综上，先选择较

少加碱量及反应时间进行预干扰试验，结果表明不

同批次结果差异较大，因此选择３步加碱并作用一
定时间进行正式干扰试验。

３２　稀释倍数及检测方法的选择
注射用甲磺酸萘莫司他临床溶解方法为用５％

葡萄糖注射液溶解制得１０ｍｇ·ｍＬ－１供试液，因此
本研究选择采用细菌内毒素检查用水制备得

１０ｍｇ·ｍＬ－１供试液作为原液。本实验室条件下，
经研究确定采用加碱方式消除其干扰作用后，甲磺

酸萘莫司他原料的不干扰浓度为 ３μｇ·ｍＬ－１，按
１０ｍｇ·ｍＬ－１供试液折算不干扰稀释倍数为３３３３
倍，为确保正式干扰试验时，供试品对鲎试剂无干扰

作用，选择４０００倍进行干扰试验。
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因供试品的稀释倍数远超凝胶法稀释要求［凝

胶法最大稀释倍数（Ｄ００３）为１０００倍］，同时光度法
操作简便，特别在建立品种的内毒素检查法进行干

扰试验时，能够获得直观的回收率趋势，对于研究性

质的样品更有优势［３，４］，本试验选择动态显色法，采

用灵敏度可达到 ０００５ＥＵ·ｍＬ－１动态显色法鲎试
剂进行相关实验。

３３　其他检查
本研究确定注射用甲磺酸萘莫司他的不干扰稀

释倍数为４０００倍，其采用的动态显色法鲎试剂检
测区间最高灵敏度为０００５ＥＵ·ｍＬ－１，目前国内仅
有２家符合该规格的鲎试剂要求，国内市面上常见
的内毒素定量检测方法鲎试剂最高灵敏度多为

００１ＥＵ·ｍＬ－１，本法较易受限于试剂影响。因此
除本方法外，可增加美洲鲎试剂厂家如龙沙生物制

药有限公司、科德角国际生物医学科技（北京）有限

公司等相关研究；或选择浊度法进一步优化本法降

低稀释倍数；由于鲎资源的严重衰竭，亦可采用内毒

素检查法的补充替代方法重组 Ｃ因子法［５］进行进

一步研究。
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