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中，部分企业存在批间与批内差异较大的问题。同时，盐

酸地巴唑片的现行质量标准制定于 １９８９年，在项目设
置等方面存在不足，已不能满足现阶段对产品质量有效

控制的基本要求。

综上所述，盐酸地巴唑片总体质量水平一般，建议

相关企业改进和完善生产工艺，提高产品质量。同时，由

于现行质量标准不完善，有效性和安全性指标设立不

足，不能完全有效控制药品质量，需尽快提高质量标准。
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长春西汀原料药细菌内毒素检查方法学研究

陈 晨，裴宇盛，杜 颖，蔡 彤△，高 华

（中国食品药品检定研究院，北京 １０２６２９）
摘要：目的 建立长春西汀原料药细菌内毒素的检查方法。方法 依据２０２０年版《中国药典牗四部牘》附录１１４３建立长春西汀原料药细
菌内毒素的检测限；分别以盐酸和酒石酸作溶解剂，并优化稀释步骤，防止稀释过程中样品析出，采用光度测定法干扰试验对溶解剂和

稀释步骤进行方法学验证，并用试验确定的条件，采用凝胶法对不同批号的样品进行干扰试验和细菌内毒素检查。结果 用细菌内毒素

检查用水溶解长春西汀和酒石酸，并稀释１２０倍，再用Ｔｒｉｓ缓冲液将样品溶液稀释至４８０倍，凝胶法和光度测定法干扰试验均符合规定，
可排除干扰，且３批供试品内毒素含量均小于１．６７ＥＵ／ｍｇ。结论 所建立的方法可用于长春西汀原料药细菌内毒素检查。
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长春西汀为长春花中提取的一种生物碱，临床用于

改善脑梗死后遗症、脑出血后遗症、脑动脉硬化症等诱

发的各种症状，具有起效快、耐受性好、不良反应小等特

点，在脑血管疾病的治疗中占有重要地位犤１－２犦。为避免

·检验检测·
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长春西汀注射液在生产过程中带来的质量风险，保证用

药安全，有必要严格控制其原料的细菌内毒素含量。长

春西汀原料药为白色晶状粉末且几乎不溶于水，需使其

溶解至澄清溶液后再进行细菌内毒素检验，否则不溶性

微粒中可能包裹细菌内毒素导致假阴性结果犤３犦。受企业

委托，根据２０１５年版《中国药典（四部）》附录１１４３细菌
内毒素检查法的要求，对其原料药细菌内毒素的测定进

行方法学研究，为该类产品的质量控制提供参考，进而

对如何溶解不溶性样品，溶解后是否对试验造成干扰，

以及难溶性样品阳性对照如何制备等问题提供了新的

解决思路。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＡＥ２４０型电子天平（瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；
Ｖｏｒｔｅｘ－Ｇｅｎｉｅ２型涡旋混合器（美国 ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ
公司）；ＥＬＸ－８０８型细菌内毒素测定仪（美国ＢｉｏＴｅｋ仪
器公司）；ＷＮＥ４５型恒温水浴锅（德国Ｍｅｍｍｅｒｔ公司）。
１．２ 试药

长春西汀原料药（河南润弘制药股份有限公司，批

号代号分别为 Ａ，Ｂ，Ｃ）；０．１ｍｏｌ／Ｌ盐酸标准滴定溶液
（中国食品药品检定研究院）；酒石酸（湖南尔康制药股

份有限公司，批号为１０２６２０１８０４０１）；鲎试剂（厦门鲎试
剂生物科技股份有限公司，批号为 １７１２１１，检测限为
０．００５～５０ＥＵ／ｍＬ；湛江安度斯生物有限公司，批号为
１８０２０５２，灵敏度为 ０．０３ＥＵ／ｍＬ；厦门鲎试剂生物科技
股份有限公司，批号为１８０１１００１，灵敏度为０．０３ＥＵ／ｍＬ）；
细菌内毒素国家标准品（中国食品药品检定研究院，批

号为 １５０８００－２０１６０１，单支效价为 ９０００ＥＵ）；细菌内
毒素检查用水（厦门鲎试剂生物科技股份有限公司，批

号为 １７１２１１；湛江安度斯生物有限公司，批号为
１８１０２６０）；Ｔｒｉｓ缓冲液（湛江安度斯生物有限公司，批号
为１８０８２４０）。
２ 方法与结果犤４－５犦

２．１ 限值确定

药品的细菌内毒素限值（Ｌ）＝Ｋ／Ｍ，式中，Ｋ为人
每千克体质量每小时最大可接受的内毒素剂量，以

ＥＵ／（ｋｇ·ｈ）表示，Ｍ为人用每 １ｋｇ体质量每 １ｈ的
最大供试品剂量，以 ｍＬ／（ｋｇ·ｈ）、ｍｇ／（ｋｇ·ｈ）
或Ｕ／（ｋｇ·ｈ）表示，长春西汀原料药供生产注射剂使
用，以注射剂的 Ｋ值为 ５ＥＵ／（ｋｇ·ｈ）计算，人均体质
量按６０ｋｇ计算，则成人每１ｈ最大可接受的内毒素剂量为
３００ＥＵ；依据长春西汀注射液说明书要求，成人一次最大
给药剂量为 ３０ｍｇ，溶入 ５００ｍＬ０．９％氯化钠注射液或
５％葡萄糖注射液缓慢滴注（＜８０滴／分），则样品内毒
素限值为（３００ＥＵ－０．５ＥＵ／ｍＬ×５００ｍＬ）÷（３０ｍｇ÷３）＝

５ＥＵ／ｍｇ；为严格控制成品质量，依据从严原则，企业期
望将长春西汀原料细菌内毒素的 Ｌ拟订为每１ｍｇ长春
西汀原料药中含内毒素的量应小于１．６７ＥＵ。
２．２ 光度测定法

２．２．１ 标准曲线可靠性验证试验

按药典细菌内毒素检查法规定，进行鲎试剂的标准

曲线可靠性试验，动态显色法鲎试剂经细菌内毒素国家

标准品检查，结果均符合规定。

２．２．２ 干扰试验及供试品内毒素含量检测

１牘样品溶液制备
取长春西汀原料药适量，精密称定，加入细菌内毒

素检查用水溶解，制成含长春西汀２０ｍｇ／ｍＬ的样品溶
液。若长春西汀溶解性差，可置３７℃恒温水浴中加热助
溶，或加入适量助溶剂。

２牘有效稀释倍数（ＭＶＤ）计算
公式为 ＭＶＤ＝Ｌ×Ｃ／λ。式中，Ｌ为长春西汀的细

菌内毒素限值（１．６７ＥＵ／ｍｇ），Ｃ为样品溶液质量浓度
（２０ｍｇ／ｍＬ），λ为鲎试剂标示灵敏度（０．００５ＥＵ／ｍＬ）。
则长春西汀的对应最大有效稀释倍数为，ＭＶＤ０．００５＝
１．６７牗ＥＵ／ｍｇ牘×２０牗ｍｇ／ｍＬ牘／０．００５牗ＥＵ／ｍＬ牘＝６６８０倍。
本试验中选择稀释１０００倍进行检测。

３牘试验操作
标准曲线：取细菌内毒素国家标准品，用细菌内毒

素检查用水５０，５，０．５，０．０５，０．００５ＥＵ／ｍＬ系列标准品
溶液，每个浓度做２个平行孔检测。使用０．１ｍＬ标准内
毒素＋０．１ｍＬ动态显色法鲎试剂进行检测。以细菌内
毒素浓度（Ｃ）对数值（ｌｇＣ）为横坐标，达预设吸光度
（ＯＤ）值反应时间牗Ｔ牘对数值 ｌｇＴ为纵坐标进行线性回
归，得回归方程ｌｇＴ＝６．１８－０．２２５ｌｇＣ。

样品溶液：取 ２．２项下 ３批次的样品溶液，加适量
０．１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液，使样品溶液呈澄清液体，以稀释
剂（如Ｔｒｉｓ缓冲液）调ｐＨ为６．０～８．０，先使用细菌内毒
素检查用水将长春西汀稀释１００倍后，再用Ｔｒｉｓ缓冲液
稀释 １０倍。样品溶液做 ２个平行孔，使用０．１ｍＬ样品
溶液及 ０．１ｍＬ动态显色法鲎试剂检测。取３个批次的
长春西汀原料药，分别与酒石酸铵１∶０．５（ｍ／ｍ）取样，用
细菌内毒素检查用水溶解，制成含长春西汀２０ｍｇ／ｍＬ
的样品溶液，置３７℃恒温水浴中加热助溶并振荡，同法
加入Ｔｒｉｓ缓冲液稀释并调ｐＨ为６．０～８．０。样品溶液做
２个平行孔，使用０．１ｍＬ样品溶液及０．１ｍＬ动态显色
法鲎试剂检测。

样品回收溶液：采用预先添加标准内毒素的方法，取

２种助溶剂配制的含２０ｍｇ／ｍＬ的长春西汀溶液０．１ｍＬ，
分别加入１０μＬ５０００ＥＵ／ｍＬ细菌内毒素标准溶液，用
细菌内毒素检查用水溶解，置３７℃恒温水浴中加热助

·检验检测·
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ＴＡＬ批号

１８０１１００１
１８０２０５２

标示灵敏度

（λ，ＥＵ／ｍＬ）

０．０３
０．０３

２λ
＋＋＋＋
＋＋＋＋

１λ
＋＋＋＋
＋＋＋＋

０．５λ
＋＋＋＋
－－－－

０．２５λ
－－－－
－－－－

ＮＣ
－－
－－

灵敏度

（λｃ，ＥＵ／ｍＬ）

０．０１５
０．０３

内毒素灵敏度（ＥＵ／ｍＬ）

Ａ
Ｂ
Ｃ

１０００
１０００
１０００

回收率

（％）

７．５
８．６
１５．３

样品内毒素

浓度牗ＥＵ／ｍＬ牘
内毒素含量

牗ＥＵ／ｍＬ牘
回收率

（％）

１８５．４
１４２．１
１５８．２

样品内毒素

浓度（ＥＵ／ｍＬ）

＜５
＜５
＜５

内毒素含量

（ＥＵ／ｍｇ）

＜０．２５
＜０．２５
＜０．２５

盐酸助溶剂 酒石酸助溶剂
样品稀

释倍数

表１ 长春西汀内毒素检测结果

Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｅｎｄｏｔｏｘｉｎｔｅｓｔｏｆｖｉｎｐｏｃｅｔｉｎｅ
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溶并振荡，用细菌内毒素检查用水稀释 １００倍，然后再
用 Ｔｒｉｓ缓冲液稀释１０倍。使细菌内毒素的最终含量为
０．５ＥＵ／ｍＬ，再加入 ０．１ｍＬ鲎试剂，做回收率检测，每
个稀释度的样品回收溶液做 ２个平行孔，使用 ０．１ｍＬ
样品回收溶液及０．１ｍＬ动态显色法鲎试剂检测。

阴性对照：以细菌内毒素检查用水作阴性对照，做

２个平行孔，使用０．１ｍＬ阴性对照及０．１ｍＬ动态显色
法鲎试剂检测。

４牘试验结果
结果见表 １。使用盐酸为助溶剂的样品回收率不在

５０％～２００％间，认为在此试验条件下样品溶液存在干扰；
使用酒石酸为助溶剂的样品回收率符合规定，且内毒素

含量小于限值要求，３批样品均符合规定。

２．２．３ 高酸度对细菌内毒素的影响

上述试验未考察高酸度对样品本身所含内毒素的

影响，故模拟预先添加内毒素的方法，验证在添加２种
助溶剂时的酸度（０．１ｍｏｌ／Ｌ的盐酸和 １０ｍｇ／ｍＬ的酒
石酸）是否会破坏细菌内毒素，对试验造成干扰，从而影

响结果。

１）试验操作
标准曲线：同 ２．２．２试验操作项下方法，得回归方

程ｌｇＴ＝６．０５－０．２２８ｌｇＣ（ｒ＝０．９９９）。
样品溶液：取０．１ｍｏｌ／Ｌ的盐酸和 １０ｍｇ／ｍＬ的酒

石酸溶液先用细菌内毒素检查用水稀释１０００倍，作为
样品溶液，样品溶液做２个平行孔，使用０．１ｍＬ样品溶
液及０．１ｍＬ动态显色法鲎试剂检测。

样品回收溶液：取 ０．１ｍｏｌ／Ｌ的盐酸和 １０ｍｇ／ｍＬ
的酒石酸溶液各０．１ｍＬ，分别加入１０μＬ５０００ＥＵ／ｍＬ
的细菌内毒素标准溶液，用细菌内毒素检查用水溶解，用

细菌内毒素检查用水稀释１０００倍，使最终细菌内毒素含
量为０．５ＥＵ／ｍＬ，再加入０．１ｍＬ鲎试剂，做回收率检测，
每个稀释度的样品回收溶液做２个平行孔，使用０．１ｍＬ
样品回收溶液及０．１ｍＬ动态显色法鲎试剂检测。

阴性对照：同２．２．２项下方法进行试验。
２牘试验结果
盐酸助溶剂回收率（８．９０％）不在５０％～２００％间，认

为０．１ｍｏｌ／Ｌ的盐酸可能会破坏细菌内毒素，对检测结

果有影响，而 １０ｍｇ／ｍＬ的酒石酸（回收率１３２．９％）则
对细菌内毒素无破坏作用，样品内毒素浓度＜５ＥＵ／ｍＬ。
２．３ 凝胶法

２．３．１ 鲎试剂灵敏度复核试验

按药典细菌内毒素检查法规定，进行鲎试剂的标示

灵敏度复核，结果见表２。２批鲎试剂经细菌内毒素国家
标准品检查，λＣ结果均符合规定。

２．３．２ 干扰预试验

样品溶液配制：将长春西汀和酒石酸按１∶０．５（ｍ／
ｍ）称定质量，用细菌内毒素检查用水溶解，制备成含长
春西汀２０ｍｇ／ｍＬ、酒石酸１０ｍｇ／ｍＬ的样品溶液。若长
春西汀溶解性差，可置３７℃恒温水浴中加热助溶。

ＭＶＤ计算：公式为 ＭＶＤ＝Ｌ×Ｃ／λ。式中，Ｌ，Ｃ，
λ均同 ２．２．２项下公式，目前市售产品通常为 ０．０３～
０．５ＥＵ／ｍＬ。样品溶液的对应最大有效稀释倍数为，
ＭＶＤ０．５＝１．６７牗ＥＵ／ｍｇ牘×２０牗ｍｇ／ｍＬ牘／０．５牗ＥＵ／ｍＬ牘＝
６６．８倍，同法计算，ＭＶＤ０．２５，ＭＶＤ０．１２５，ＭＶＤ０．０６，ＭＶＤ０．０３
分别为１３３．６，２６７．２，５３４．４，１０６８．８倍，选用１２０，２４０，
４８０，９６０倍４个稀释倍数进行试验。

试验操作：取 ２．２．２项下样品溶液，用细菌内毒素
检查用水稀释至１２０倍，再使用Ｔｒｉｓ缓冲液将样品溶液
分别稀释 ２４０，４８０，９６０倍，将该系列浓度溶液记为
ＮＰＣ。同时加入细菌内毒素标准溶液，使其均含有 ２λ
的细菌内毒素，记该系列溶液为 ＰＰＣ。取 ２个不同厂家
的鲎试剂（批号分别为１８０２０５２，１８０１０１１），分别与上述
ＰＰＣ和 ＮＰＣ进行反应，每个浓度重复２管，并设阳性对
照（ＰＣ）和阴性对照（ＮＣ）。

试验结果：结果见表３。３批长春西汀原料至少需稀
释至４８０倍（即长春西汀质量浓度为 ０．０４２ｍｇ／ｍＬ）对
２个厂家的鲎试剂均无干扰作用。
２．３．３ 干扰试验

取２．２．２项下样品溶液，用细菌内毒素检查用水稀
释 １２０倍，然后再用 Ｔｒｉｓ缓冲液稀释 ４８０倍，按药典中
的“细菌内毒素检查法 凝胶法干扰实验”项，使用灵敏

度为 ０．０３ＥＵ／ｍＬ的鲎试剂进行试验，结果见表 ４。表
中 Ｅｓ和 Ｅｔ分别为系列标准溶液、样品溶液反应终点浓

表２ 鲎试剂灵敏度复核

Ｔａｂ．２ Ｒｅｃｈｅｃｋｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｔａｃｈｙｐｌｅｕｓａｍｅｂｏｃｙｔｅｌｙｓａｔｅ

注：－为阴性反应，＋为阳性反应。表３至表５。
Ｎｏｔｅ牶－ ｒｅｆｅｒｓｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｒｅａｃｔｉｏｎｓ牞＋ ｒｅｆｅｒｓｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅａｃ

ｔｉｏｎｓ牞ａｓｗｅｌｌａｓＴａｂ．３ｔｏＴａｂ．５．

样品

批号
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Ａ
Ｂ
Ｃ

样品 ／ＰＰＣ
样品 ／ＰＰＣ
样品 ／ＰＰＣ

１２０
－－／－－
－－／－－
－－／－－

２４０
－－／＋＋
－－／－－
－－／－－

４８０
－－／＋＋
－－／＋＋
－－／＋＋

９６０
－－／＋＋
－－／＋＋
－－／＋＋

ＰＣ

＋＋

ＮＣ

－－

１２０
－－／－－
－－／－－
－－／＋＋

２４０
－－／＋＋
－－／＋＋
－－／＋＋

４８０
－－／＋＋
－－／＋＋
－－／＋＋

９６０
－－／＋＋
－－／＋＋
－－／＋＋

ＰＣ

＋＋

ＮＣ

－－

标准系列

Ａ
Ｂ
Ｃ

０．０６
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋

０．０３
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋

０．０１５
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋

０．００７５
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－

ＮＣ
－－
－－
－－
－－

Ｅｓ
０．０１５

Ｅｔ

０．０１５
０．０１５
０．０１５

０．０６
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋

０．０３
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋－
＋＋＋＋

０．０１５
＋＋－－
＋－－－
－－－－
＋＋－－

０．００７５
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－

ＮＣ
－－
－－
－－
－－

Ｅｓ
０．０２２

Ｅｔ

０．０２６
０．０３７
０．０２２

ＴＡＬ批号

１８０２０５２
１８０１１００１

样品批号

Ａ／Ｂ／Ｃ
Ａ／Ｂ／Ｃ

ＮＣ
－－／－－／－－
－－／－－／－－

ＰＣ
＋＋／＋＋／＋＋
＋＋／＋＋／＋＋

ＮＰＣ
－－／－－／－－
－－／－－／－－

ＰＰＣ
＋＋／＋＋／＋＋
＋＋／＋＋／＋＋

样品稀释倍数（ＴＡＬ批号１８０２０５２） 样品稀释倍数（ＴＡＬ批号１８０１１００１）

表３ 长春西汀干扰预试验结果

Ｔａｂ．３ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｐｒｅ－ｔｅｓｔｏｆｖｉｎｐｏｃｅｔｉｎｅ

样品批号
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内毒素灵敏度（ＴＡＬ批号１８０２０５２） 内毒素灵敏度（ＴＡＬ批号１８０１１００１）
样品批号

表４ 样品溶液的干扰试验结果（ＥＵ／ｍＬ）
Ｔａｂ．４ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｏｆｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（ＥＵ／ｍＬ）

表５ 样品溶液的细菌内毒素检查结果

Ｔａｂ．５ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｔｅｓｔｏｆｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

度的几何平均值。正式干扰试验结果表明，３批样品对
２个厂家鲎试剂的Ｅｓ和Ｅｔ均在０．５λ～２．０λ范围内，均
符合鲎试剂灵敏度复核的要求，确认在４８０倍（质量浓度
为０．０４２ｍｇ／ｍＬ）稀释下无干扰作用。且内毒素含量均小
于１．６７ＥＵ／ｍｇ，符合企业期望的质量标准。
２．３．４ 细菌内毒素检查

分别选择上述 ２个厂家灵敏度为 ０．０３ＥＵ／ｍＬ的
鲎试剂，样品稀释 ４８０倍，Ｌ按小于 １．６７ＥＵ／ｍｇ为判
定标准，对上述３批长春西汀原料药细菌内毒素进行检
查，结果见表５。结果，３批样品均符合规定。

３ 讨论

长春西汀原料药几乎不溶于水，酸性助溶剂能增加

其溶解性，预试验中以盐酸作助溶剂使其成为澄清溶

液，但动态显色法试验结果表明回收率低于５０％，对试
验造成干扰，发现是由于盐酸的酸性太强，使用 Ｔｒｉｓ缓
冲液稀释后无法将其 ｐＨ调至内毒素试验要求范围内，
因此不能作为该样品的助溶剂。

通过研究长春西汀注射液的工艺发现，其采用酒石

酸作为助溶剂，因此本试验中以酒石酸溶解长春西汀原

料药，试验结果未受干扰，符合细菌内毒素光度测定法

的要求，且样品内毒素含量远低于企业期望限值。考虑

到全国对细菌内毒素检测方法的使用现状，又进行了凝

胶法研究，结果表明，在酒石酸的助溶下，长春西汀原料需

稀释至４８０倍时（长春西汀质量浓度为０．０４２ｍｇ／ｍＬ），对
２个厂家的鲎试剂均无干扰作用，使用０．０３ＥＵ／ｍＬ的

鲎试剂所建立的方法可用于长春西汀原料药的细菌内

毒素检查，故长春西汀原料药采用细菌内毒素检查是可

行的，可采用细菌内毒素检查法进行质量控制，确定其

质量标准为限值应低于１．６７ＥＵ／ｍｇ。
对于难溶样品，为准确检测出细菌内毒素含量，

需寻找一种能完全溶解样品的方法，从而进行后续研

究，因此溶解样品的方法尤为重要。目前溶解难溶性

样品的方法包括加热、乳化、萃取、离心，以及加入

适合的助溶剂等，需根据样品本身的特性，尽量寻

找不对试验产生干扰的方法，如需选择助溶剂溶解，

应首选制剂辅料相关的试剂。此外，还应注意药典中相

关规定，为了确保溶解样品的方法能有效地排除干扰且

不会使内毒素失去活性，应预先添加标准内毒素再稀释

样品进行干扰试验，在确定无干扰后，再进行细菌内毒

素检查，为了方便试验，在未改变试验条件的情况下，也

可使用后加标准内毒素的方法制备阳性对照。本研究中

对长春西汀原料药细菌内毒素测定进行方法学研究，为

进一步对难溶性药物的细菌内毒素方法学研究提供了

参考。
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