
ts«内测定 o稳定性良好 ∀

2 q8  回收率试验

精密称取已测得冬凌草甲素 !乙素含量的冬凌草叶 xªo

共称取 x份 o每份分别加入浓度为 u quw°ªr°�的冬凌草甲

素对照品溶液 u qss°�o浓度为 u qsy°ªr°�的冬凌草乙素对

照品溶液 u qss°�o按样品溶液的制备方法处理并测定 o结果

x次测定冬凌草甲素的平均回收率为 || qu| h o� ≥⁄ 为

u qsz h ~冬凌草乙素的平均回收率为 |{ qyv h o � ≥⁄为 t q

|u h ∀

2 q9  样品测定

分别精密吸取对照品混合溶液与样品溶液各 yΛ�o注入

液相色谱仪 o按上述色谱条件测定 o用外标法计算出样品中

冬凌草甲素和冬凌草乙素的含量 o结果见表 u ∀

表 2  冬凌草中冬凌草甲 !乙素的含量

Ταβ 2  ≤²±·̈±·²©²µ¬§²±¬± ¤±§³²±¬¦¬§¬±¬± � ¤¥§²¶¬¤µ∏¥̈¶¦̈±¶

样号 样品

冬凌草甲

素的平均

含量k h l

� ≥⁄

k h l

冬凌草乙

素的平均

含量k h l

� ≥⁄

k h l

t 冬凌草叶k乙醚提取l s qzxx u qut s qsuv t q||

u 冬凌草叶k甲醇提取l s qzyw t q{y s qt|w t qvy

v 冬凌草全草k乙醚提取l s qxvu t qy| s qst{ t q{w

w 冬凌草全草k甲醇提取l s qxwv t q{z s qtuw u qut

3  讨论

3 q1  本实验通过对以前建立的 �°�≤ 的测定条件进行改

进 o改变了流动相中溶剂的比例 o由此大大缩短了冬凌草甲 !

乙素的保留时间 ∀

3 q2  由以上测定结果可以看出 o冬凌草叶中冬凌草甲 !乙素

的含量比全草中高 ~且在不同溶剂中进行提取所测含量也有

差别 ∀以甲醇作溶媒进行提取 o比用乙醚作溶媒所提出的冬

凌草乙素含量要高得多 o而提取出的冬凌草甲素的含量较接

近 ∀这一测定结果与采用薄层扫描法稍有出入 o其原因有待

通过试验进一步查证 ∀

3 q3  从精密度试验及加样回收试验表明 o本法简便易行 o准

确灵敏 o可用于冬凌草制剂k包括单味 !复方l批量产品的分

析检定 ∀
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摘要 }目的  通过实验以考察注射用卡铂细菌内毒素检查方法的可行性 ∀方法  按照中国药典 usss年版二部附录收载的细

菌内毒素检查方法进行试验 o并与热原家兔检查法进行比较 ∀结果  注射用卡铂在 t qs °ª# °�p t浓度内对细菌内毒素与鲎

试剂的反应无干扰作用 o细菌内毒素限值为 s qx∞�r°ª∀结论  注射用卡铂的热原检查可以用细菌内毒素检查法替代家兔

法 ∀
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ΚΕΨ ΩΟΡ ∆Σ :¦¤µ¥²³̄¤·¬± ©²µ¬±­̈¦·¬²±~¥¤¦·̈µ¬¤̄ ±̈§²·²¬¬±

  注射用卡铂k¦¤µ¥²³̄¤·¬±©²µ¬±­̈¦·¬²±o≤ �°l为周期特异性

抗癌药 o直接作用于 ⁄�� o从而抑制分裂旺盛的肿瘤细胞 o

是第二代铂类抗癌药 o它保持了第一代铂类抗癌药k顺铂l的

优点 o又降低了对神经系统及胃肠道的毒性 ∀注射用卡铂国

家标准≈t 热原检查采用家兔法 o鉴于细菌内毒素检查方法较

家兔检查法具有灵敏度高 !快速 !简便及重现性好等优点 o本

实验对注射用卡铂进行了细菌内毒素凝胶检查法的方法研

究 o为该品种细菌内毒素检查法应用提供试验依据 ∀

1  实验材料和仪器

注射用卡铂 o批号为 sustts !sustty !sustuv !susxuv !

susxu| !susysy o规格为 tss°ªr瓶 o浙江省医学科学院制药

厂提供 ~鲎试剂k× ��l� }灵敏度kΚl为 s qx ∞�# °�p t o规格

为 s qt°�r支 o批号 susxty o由厦门鲎试剂厂提供 ~× ��k�l }

Κ为 s qx ∞�# °�p t o规格为 s qt°�r支 o批号 ussutsuu o由湛

江安度斯生物有限公司提供 ∀细菌内毒素检查用水k�∞×l }

批号 sttusxs o规格 x°�r支 ~无热原吸头 !无热原空安瓿均由

湛江安度斯生物有限公司提供 ∀细菌内毒素工作标准品 o批

号为 ussu2z o规格 txs ∞�r支 o由中国生物制品检定所提供 ∀

仪器 }旋涡混合器 o型号 ÷ �|x2�o姜堰市康泰医药器材厂 ~电

热恒温水浴箱 o型号 ⁄�2{� o上海精密实验设备有限公司 ∀

实验动物 }家兔 t{只雌雄各半 o体重 u qs ∗ u q{®ªo由浙江省

医学科学院实验动物中心提供 o医学实验动物合格证号

usstsst o医学实验动物环境设施合格证号 usstsst ∀

2  方法与结果

2 q1  × ��标示灵敏度复核

按文献≈u 方法进行试验 o结果所用 × ��灵敏度均符合

规定 ∀

2 q2  ≤ �°细菌内毒素理论限值的计算

细菌内毒素限值的计算公式为 �� �r � o式中 �为供试

品的细菌内毒素限值以 ∞�# °ª
p t表示 ~ �为按规定的给药

途径 o人用每公斤体重每小时最大可接受的内毒素剂量 o静

脉注射的药品 �值规定为 x ∞�#k®ª#«lp t ~ � 为人用每公

斤每小时最大剂量 o以 °ª#k®ª#«lp t表示 ∀据本厂原始资料

说明书规定 o本品成人临床一次的最大用药量为 yss°ªo按

人均体重 ys ®ª计 o则其细菌内毒素限值为 s qx∞�#°ª
p t ~中

国药典 usss年版规定 o≤ �°家兔的给药剂量为 x°ª#®ªp t o

按此计算本品的细菌内毒素限值为 �� �r � � x∞�#k®ª#

«lp trx°ªk®ª#«lp t � t qs∞�# °ª
p t ~而美国药典 uy 版规定

≤ �°细菌内毒素限值为 s qxw∞�#°ª
p t ∀考虑到确保临床用

药的安全性 o将 ≤ �°的细菌内毒素限值定在 s qx ∞∏#°ª
p t ∀

2 q3  供试品有效浓度的计算≈v ow 

目前用于药品检验的细菌内毒素检查凝胶法的鲎试剂

灵敏度kΚl一般在 s qsv∞�# °�p t ∗ s qx ∞�# °�p t之间 o故

≤ �°按 s qx∞�#°ª
p t的限值进行细菌内毒素检查时 o最大有

效浓度k≤ °¤¬l和最小有效浓度k≤ °¬±l应为

≤ °¤¬ � Κ°¤¬r�� s qx∞�# °�p trs qx∞�# °ª
p t � t qs °ª#

°�p t

≤ °¬± � Κ°¬±r�� s qsv∞�#°�p trs qx∞�#°ª
p t � s qsy °ª#

°�p t

由此可知 o在对本品进行干扰实验时 o应从最大有效浓

度kt qs °ª# °�p tl开始 o如果这一浓度无干扰作用 o可以不

再对低于该浓度的供试品溶液进行干扰实验 ~如果这一浓度

有干扰作用 o则再对该浓度进行稀释 o用稀释后的供试品溶

液进行干扰实验 o直至找出一个最大不干扰浓度为止 o此最

大浓度不能低于最小有效浓度ks qsy °ª#°�p tl ∀

2 q4  ≤ �°的干扰实验

按中国药典 usss年版附录 ÷�∞所规定的方法 o以 u qv

所计算的最大有效浓度 t qs°ª# °�p tk稀释 ts 倍l o采用灵

敏度为 s qx∞�#°�p t的两个厂家的鲎试剂对三批供试品进

行了干扰试验 o按公式 ∞≥ � ª̄
p tk Ε ÷≥rwl和 ∞·� ª̄

p tk Ε ÷·r

wl计算 o其中 ÷≥和 ÷·分别为细菌内毒素检查用水和供试品

的溶液制成的内毒素标准溶液反应终点浓度的对数值k̄ ªl ~

∞≥和 ∞·则分别为细菌内毒素检查用水和供试品的溶液制成

的内毒素标准溶液反应终点浓度的几何平均值 o结果见表 t ~

试验表明 ∞≥ 在 s qx ∗ u qsΚ范围内 o∞·也均在 s qx ∗ u qsΚ范

围内 o说明 ≤ �°稀释成 t qs °ª# °�p t时对细菌内毒素检查

无干扰作用 ∀

表 1  注射用卡铂干扰试验结果

Ταβ 1  � ¶̈∏̄·¶²©¬±·̈µ©̈ µ̈ ·̈¶·¶²© ≤¤µ¥²³̄¤·¬± ©²µ¬±­̈¦·¬²±

鲎试剂批号 供试品批号
内毒素浓度

t qs s qx s qux s qtux
阴性对照

终点浓度k∞�#°�p tl

∞·或 ∞≥

susxty �∞× 水 n n n n n n n n % p p p % p p p %% s qxsk∞≥l

sustts n n n n n n n n n p p p p p p p p p p s qwuk∞·l

sustty n n n n n n n n n p p n p p p p p p s qvxk∞·l

sustuv n n n n n n n n p p p p p p p p p p s qxsk∞·l

ussutsuu sustts n n n n n n n n n n p p p p p p p p s qvxk∞·l

sustty n n n n n n n n p p p p p p p p p p s qxsk∞·l

sustuv n n n n n n n n p p n p p p p p p p s qwuk∞·l

2 q5  细菌内毒素k凝胶法l与热原检查k家兔法l的结果比较

根据文献≈u 规定的方法 o将 ≤ �°稀释成 t qs°ª# °�p t o

按 s qx∞�#°ª
p t的限值 o对 y批 ≤ �°进行了细菌内毒素检

查 o并同时根据文献≈t 用氯化钠注射液将样品稀释成每 t
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°�含 x°ª的溶液 o按 x°ª#®ªp tk®ª为家兔体重l剂量依法

进行家兔热原检查 o两法比较 o结果见表 u ∀

表 2  注射用卡铂细菌内毒素检查与热原检查的试验结果

Ταβ 2  � ¶̈∏̄·¶²© ¥¤¦·̈µ¬¤̄ ±̈§²·²¬¬± ¤±§ ³¼µ²ª̈ ± ·̈¶·¬±ª¬±

¦¤µ¥²³̄¤·¬± ©²µ¬±­̈¦·¬²±

供试品批号
细菌内毒素检查结果

k限值 s qx∞�#°ª
p tl

热原检查结果

sustts 符合规定 符合规定

sustty 符合规定 符合规定

sustuv 符合规定 符合规定

susxuv 符合规定 符合规定

susxu| 符合规定 符合规定

susysy 符合规定 符合规定

3  讨论

3 q1  综合各次干扰试验结果 o当 ≤ �°的细菌内毒素限值为

s qx∞�#°ª
p t o其浓度为 t qs°ª# °�p t时 o可克服干扰因素 o

又能客观地反映出样品中所有的细菌内毒素的量是否符合

规定的限值 ∀

3 q2  按 0 qx∞�#°ª
p t的内毒素限值对六批样品进行了细菌

内毒素检查和热原家兔法检查对比试验 o结果均符合规定 ∀

因此认为可采用细菌内毒素检查法代替家兔热原试验来控

制 ≤ �°的质量 o该法既经济又快捷 ∀
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ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ×«¬¶ ° ·̈«²§¬¶¶¬°³̄¨ó ∏¬¦®oµ̈³µ²§∏¦¬¥̄¨o º«¬¦« ¦¤± ¥̈ ∏¶̈§ ©²µ·«̈ ∏́¤±·¬·¤·¬√¨ ¤±¤̄¼¶¬¶ ²© §¬¤¦²µ«²§¬± ¬±

�∏¬¶«̈ ±ª ⁄¬¼¬§¤± ≤¤³¶∏̄ ¶̈q

ΚΕΨ ΩΟΡ ∆Σ :§µ¤¦²µ«²§¬± ~§µ¤¦²µ«²§¬± ³̈µ²¦«̄²µ¤·̈ ~�∏¬¶«̈ ±ª ⁄¬¼¬§¤± ¦¤³¶∏̄ ¶̈ ~� °2�°�≤

  回生第一丹胶囊为中华人民共和国卫生部药品标准中

成药制剂第九册收载的品种 o由血竭 !土鳖虫 !当归等 z味中

药组成 o具有活血散淤 !消积止痛之功效 o用于跌打损伤 o闪

腰岔气 o伤筋动骨 o皮肤青肿 o血淤疼痛≈t  ∀血竭为该制剂主

要药物之一 o含有血竭素k§µ¤¦²µ«²§¬±l等有效成分≈u  o现行质

量标准尚未对血竭设定含量测定项目 ∀用薄层扫描法 !高效

液相色谱法测定血竭及其他制剂中血竭素含量已有报

道≈v ∗ x  o但测定该制剂中血竭素的含量笔者尚未见报道 ∀为

了更好地控制该药的质量 o本实验以血竭的有效成分血竭素

为指标 o用 v h磷酸甲醇溶液直接提取 o采用高效液相色谱法

测定其含量 o并经方法学考察 o认为本法可行 o能为该制剂的

质量控制提供简便 !快速 !准确的测定方法 ∀

1  仪器 !试剂与样品

仪器 }�ª¬̄̈ ±·ttss高效液相色谱仪 o包括 �tvtt� 四元

泵 !�tvuu�在线脱气机 !�tvty� 柱温箱 !�tvtv� 自动进样

器 !�tvtw� ∂ • ⁄检测器 !�ª¬̄̈ ±·≤«̈ ° 化学工作站 ~��uwx
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