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型生物细菌培养箱 浙江绍兴柯桥医疗器械厂 颠

茄配 广州星群药业公司
,

批号  ! 经苯乙

醋 扬州星斗药业有限公司
,

批号 氯仿

浙江迪耳药业有限公司
,

批号 蒸馏水

本院自制 口 服液塑料瓶 浙江台州新利

达包装有限公司
,
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实验方法

按表 处方
、

处方
、

处方 处方自拟 三

种具体处方每次分别配制 并分装在

塑料瓶中
,

同时以单独灌装配制用蒸馏水作空白对

照
,

根据国家标准〔’〕分别检查微生物限度
,

结果见

表
。

表 三种不 同颠茄合剂的处方组成

处方

名称

颠茄配
防 腐 剂

氯仿 经苯乙酷 轻苯乙酷
只 溶液

蒸馏水

加至

加至  

加至 洲

‘勺‘、

表 三种颠茄合剂处方微生物限度检查结果

实验日期

,

微生物限度检查结果 个

处方 处方 处方 空 白对照

 
‘

八、
目
‘‘

注 国家标准为
“

个 ’’ 统计处理时 个  
,

以 个

讨

结果处理

处方
、

处方
、

处方 的三组结果数据分别以
、 、

经 统计软

件作配对样本 检验
,

处理结果显示 处方 与处

方 有极显著性差异 尸
,

处方 与处方

有显著性差异 尸  
,

处方 与处方 有极显

著性差异 尸
。

讨论

水性液体药剂易被微生物所污染
,

特别是中草

药的液体制剂更易生霉
。

即使是抗生素和一些化学

合成的消毒防腐药的液体制剂
,

有 时也会染菌生

霉 〔
。

为确保液体药剂质量
,

中国药典已规定了微

生物限度标准
,

即在每克或每毫升液体药剂内细菌
、

霉菌
、

酵母菌数不超过 个
,

不得检 出大肠杆菌
、

沙门菌
、

金黄色葡萄球菌
、

铜绿假单胞菌等控制

菌
’〕

。

本实验中
,

处方 与处方 相比
,

每 药

液中另加了 氯仿作为防腐剂
,

微生物限度检查

显示两者有极显著性差异 处方 与处方 相 比
,

每

 药液中防腐剂 轻苯乙醋溶液由 增

加至
,

微生物限度检查具有显著性差异 处方

中防腐剂经苯乙醋的浓度虽 比处方 中有所增

加
,

但两者微生物限度检查仍有极显著性差异
。

结

果显示
,

三种处方中
,

处方 防腐剂防腐作用最强
,

处方 次之
,

处方 防腐作用最弱
。

提示 的

氯仿伍用 的经苯乙酷有很强的防腐作用 经

苯乙醋在一定范围内浓度增加也能增强其防腐作

用
。

氯仿具有防腐和矫味作用
,

作为防腐剂
,

常用浓

度为
一 ,

近来在内服液体药剂中已不多

用
,

轻苯乙醋溶液为一优良防腐剂
,

常用量为每

药液中
一 相 当于经苯 乙醋

一 ’〕
,

为进一步确保颠茄合剂质量
,

是否可

考虑增至
。
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萃取除扰堂试验检查盐酸普鲁卡因注射液细菌 内毒素

张铭穷
,

郑宏辉 中国人民解放军第 医院
,

福建 漳州   

摘要 目的 建立盐酸普鲁卡因注射液的细菌内毒素检查法
,

探讨革取法排除宣试剂与细菌内毒素凝集反应

干扰因素的可行性
。

方法 利用普鲁卡 因的脂溶性将普鲁卡因排除后行细菌内毒素检查法
。

结果 巧 批盐

酸普鲁卡因注射液中细菌内毒素均低于
· 一 ’ ,

真实地反映普鲁卡因注射液中细菌内毒素的污染程



 ! ∀ ∀ 〔

 

度
。

结论 萃取法去除堂试验干扰因素可扩大细菌内毒素检查法的应用范围
。

关键词 盐酸普鲁卡因注射液 细菌内毒素 堂试验 萃取法
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盐酸普鲁卡因注射液是临床上常用药品
,

规格多 内毒素检查用水 (以下简称 w B
,

厦门宣试剂厂
,

规

种多样
,

浓度高达
Zoo mg

·

m
L

一 ‘。

高浓度的盐酸普鲁 格
:Zm L

,

批号
:200012 05

、

2 0 0 2 01 1 5
)

,

细菌内毒素工

卡因可抑制赏试剂与细菌内毒素凝集反应川
,

u s P 作标准品 (以下简称 BET
,

厦门鳖试剂厂
,

规格
:

XX lll规定其细菌内毒素限值为 0
.
6EU

·

mg

一 ’。

张美 10 E u/支
,

批号
:2001 091 0 )

。

注射用盐酸普鲁卡因

丽〔’〕等通过最大稀释倍数法排除干扰后采用灵敏度 (南京制药厂
,

批号
:990501 )

,

活性炭 (杭州 木材 总

0
.
SE u

·

m L

一 ’

的 宣 试 剂进 行 检测 (限 值 为 0
.
5 厂活性炭分厂

,

注射用
,

批号
:2001 1110)

。

盐酸普鲁
Eu

·

m g

一‘

)

。

笔者尝试萃取除扰宣试验检测盐酸普 卡因注射液 (规格
:10 m L :loo m g

,

巧 批
,

解放军第

鲁卡因注射液中细菌内毒素
,

以反映其实际水平
。

17 5 医院制剂中心提供 )
。

氢氧化钠
、

氯仿及其它试

1 仪器与试剂 剂均为分析纯
。

试验所用器具和氢氧化钠均经

X W 一
80 A 型旋涡振荡仪 (上海医科大学仪器 250 ℃

,

lh 烘烤
。

厂 )
,

恒温水浴箱(北京医疗设备厂)
。

宣试剂(以下 2 方法和结果

简称 TA L
,

厦门堂试剂厂
,

规格
:0
.
1 m L

,

灵敏度
: 2

.
1 堂试剂灵敏度复核试验

0
.
25 Eu

·

m L

一 ’ ,

批号
:olrZo3

、

0 2 0 8 1 0
一 5 :灵敏度

: 用 w B 将 B ET 溶解并稀释成 2
.
0入

,

1

.

0 入
,

0

.

5 入
,

0

.

1 2 5 E U

·

m L

一 ‘ ,

批号
:020105

、

0 2 0 8 1 3
)

:

TA

L
( 福州 0

.
25入4 个浓度等级

,

按细菌内毒素检查法[
’」行灵

东方 宣 试 剂 厂
,

规 格
: 0
.
1m L

,

灵 敏 度
: 0
.
25 敏度复核试验

,

复核灵敏度(入
。
) ( 见表 l) 均在 0

.
5入

E U
·

m L

一 ’ ,

批 号
:20 020 103

、

2 0 0 2 0 5 1 1
; 灵 敏度

: 一
2

.

0 入之间
。

0

.

1 2 5 E u

·

m L

一 ’,

批号
:20011103

、

2 0 0 2 0 7 0 5
)

,

细菌

表 l 堂试剂灵敏度复核试验
TAL(入)
E U

·

m
L

一 ,
) T A L 批号 W B 批号

2O0(] 1205

2(X) 20115

20020 115

20020 115

20() 20 ll5

2《又)20 1 15

2 0( X)12 0 5

2 0 02 0 1 15

B E T 稀释级

0
.
5入 0

.
2 5 入

阴性对照
(E U

0 11203 十 十 + +

0 2 0 8 1 0
一
5

2 0 0 2 0 1 0 3

2 0 0 2 0 8 1 1

0 2 0 1 0 5

0 2 0 8 1 3

2 0 0 1 1 1 0 3

2
0()

2 0 7 0 5

+ 十 + +

十 + + +

+ 十 十 +

0 1 2 5 + 十 + 十

+ + 十 一

+ + 十 十

十 + + +

0 2 5

0
.
2 5

0
.
2 5

0

.

2 5

0

.

1 2 5

0

.

1 4 9

0

.

1 2 5

0

.

1 0 5

2

.

2 样品的预处理 2
.
2
.
1 去热原氢氧化钠试液的制备 取去热原氢
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氧化钠0
.
059

,

加 W B 溶解成 25 m L
,

备用
。

2

.

2

.

2 去热原盐酸普鲁卡因溶液的制备 将注射

用盐酸普鲁卡因加入 0
.
1% 活性炭重结晶 2 次

,

ro s ℃干燥
,

用 W B 制成 1% 溶液
,

灭菌后备用
。

2

.

2

.

3 等当点的确定 精密量取去热原盐酸普鲁

卡因溶液 5
.
Om L

,

加人氯仿 sm L 和酚酞指 示液 2

滴
,

用去热原氢氧化钠试液滴定至水层微红色
,

读取

氢氧化钠消耗量
。

2

.

2

.

4 供试液的制备 精密量取去热原盐酸普鲁

卡因溶液 5
.
om L

,

加人 2
.
2
.
3 项下确定的去热原氢

氧化钠试液的量和适量的 w B 使溶液成 10 m L
,

再加

人氯仿 sm L
,

旋涡振荡 Zm in
,

静置分层
。

取水层
,

4 0 ℃水浴以挥发微量氯仿
,

冷却作供试液
。

2

.

3 干扰试验

分别用 W B 和供试液将同一支 BET 溶解并稀

释成 2
.
0入

,

1

.

0 入
,

0

.

5 入
,

0

.

25
入 等 4 个浓度溶液

,

按

细菌内毒素检查法行干扰试验〔’〕
。

结果表明 (见表

2)
,

供试液对凝集反应无干扰作用
。

表 2 干扰试验结果

Es Et
TA L W B _

阴性对照 结论
(EU

·

m
L

一 ‘

) (
E U

·

m

L

一 ‘

)

0 1 1 2 0 3

0 2 0 8 1 0
一
5

2 0 0 2 0 10 3

2 0 0 2 0 8 1 1

0 2 0 1 0 5

0 2 0 8 1 3

2 0 0 1 1 1 0 3

2 0 0 2 0 7 0 5

2 0 0 0 1 2 0 5

2 0 0 2 0 1 1 5

2 0 0 2 0 1 1 5

2 0 0 2 0 1 1 5

2
0()

2 0 l l 5

2 0 0 2 0 1 1 5

2 0 0 0 1 2 05

2 0 0 2 0 1 1 5

0
.
2 5

0

.

2 5

0

.

2 5

0
.
2 5

0
.
1 4 9

0

.

12 5

0

.

1 2 5

0
.
1 2 5

0 2 5

0
.
2 5

0

.

2 5

0

.

1 2 5

0

.

1 2 5

0

.

1 2 5

0

.

1 0 5

无干扰

无干扰

无干扰

无干扰

无干扰

无干扰

无干扰

无干扰

2
.
4 细菌内毒素回收试验

用 W B 将 BET 溶解并稀释成 2
.
0入

,

1

.

0 入
,

0. 5 入
,

0

.

25
入 4 个浓度等级;用去热原盐酸普鲁卡因溶液将同

一支 BET 稀释成 4
.
0入

,

2

.

0 入
,

1

.

0 入
,

0

.

5 入4 个浓度等级
,

再按 2
.
2
.
4 项下制备回收液

。

分别取回收液和 BET 稀

释液各 0
.
l
tnL 加人复溶后的赏试剂原安瓶

,

每一浓度

平行做 4 支
。

结果表明(见表 3)
,

氯仿萃取过程中对药

品的细菌内毒素浓度影响甚小
。

表 3 细菌内毒素回收试验结果

Es Et

精密量取盐 酸普鲁 卡 因 注 射液 5
.
om L ,

按

2
.
2
.
3 方法确定等当点后按 2

.
2
.
4 行样品预处理

,

并照 中国药典 (200 0 年版二部 )附录作细菌内毒素

检查法检查[
’〕

。

巧 批经家兔法热原检查 (10 m g
·

k
g

一 ‘

) 合格的盐酸普鲁卡因注射液分别经灵敏度为
0
.
25Eu

·

m L

一 ’

和 0
.
12 5E u

·

m L

一 ’

的鳖试剂检查
,

结果供试品均呈阴性
,

供试品阳性对照均呈阳性
,

盐

酸普鲁卡因注射液中内毒素的污染量低于 0
.
25

E u
·

m L

一 ‘。

临床应用均未发生热原反应
。

3 讨论

3
.
1 细菌内毒素对人体危害极大

,

药 品生产应尽

量避免其污染
。

但生产过程各个环节中均可发生污

染
。

随着《药品生产质量管理规范》的实施
,

其污染

程度可控制在较低水平
。

盐酸普鲁卡因注射液的制

备工艺中
,

无论是原料
,

还是制剂
,

各环节污染细菌

内毒素均可控
。

采用最大稀释倍数法虽能在高限值

下控制细菌内毒素含量
,

但此标准一方面同与实际

污染水平相差数倍
,

失去对生产过程中污染程度控

制意义 ;另一方面高水平污染在临床合并用药〔‘」或

者用于诸如具有血浆内毒素水平较高的创伤性
、

感

染性疾病患者[
’

,

6 〕时
,

有引起热原反应的危险
。

3

.

2 细菌内毒素具吸附性
。

生产中常利用活性炭

去除原辅料引人的细菌内毒素[
’」

,

药品中细菌内毒

素的污染主要与制剂生产操作有关
。

3

.

3 萃取法消除赏试验凝集反应的干扰因素尚未

见报道
。

通过近等当量的氢氧化钠一面将普鲁卡因

从盐酸普鲁卡因注射液中游离出来
,

一面调节供试

液的 pH 7
一
8 适于赏试验〔‘]

。

细菌内毒素几不溶于

氯仿
,

萃取不影响供试液中细菌内毒素的含量
。

盐

酸普鲁卡因转化成氯化钠
,

可参照氯化钠注射液在

较低限值行细菌内毒素检查法
。

3

.

4 细菌内毒素检查中应注意操作和试剂污染
。

本实验中使用的氢氧化钠采用高温烘烤法破坏细菌

内毒素 ;氯仿常用于血浆中细菌内毒素的测定〔9〕
。
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品相应位置上无斑点
。

结果见图 1
。
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图 1 麻黄 TLC 图

1一阴性 2 ,

3

,

4

一

供试品 5
一

盐酸麻黄碱 荀三酮试液显色

2
.
2 黄答薄层层析

取本品 l 包
,

加 50% 乙醇 3m L
,

超声 巧m in
,

静

置
,

取上清液作为供试品溶液;另取黄芬昔对照品
,

加 50 % 乙醇制成 lm g
·

m L

一 ’

的对照 品溶液
。

按处

方比例取除去黄答的其它药材
,

同法制成阴性对照

溶液
。

分别吸取上述溶液各 4m L
,

点样于同一硅胶

G 薄层板上
,

以 乙醇乙醋
一 丁酮

一
醋酸

一
水(10 : 7

:5 :3) 为展开剂
,

展开
、

取出
、

晾干
,

喷以 ro % Fe C1
3

乙醇溶液
,

供试品色谱中
,

在与对照品色谱相应位上

均显相同色斑点;黄芬昔对照品在相应位上则无斑

点
,

结果见图 2
。
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3

牛芬子或甘草的其它药材
,

同对照药材溶液的制备

方法
,

分别制成牛芬子阴性对照溶液和甘草阴性对

照溶液
。

分别吸取上述溶液各 sm L
,

点样于同一硅

胺 G 薄层板上
,

以氯仿
一
醋酸乙酚

一 甲醇
一
浓 NH 3

·

H

Z

O
(

14

:
4

:
2

:
0

.

3) 为展开剂
,

展开
、

取出
、

晾

干
。

紫外灯光(365
nm )下检视

,

供试品色谱中
,

在与

甘草对照药材色谱相应位置上
,

显相同色荧光斑点;

甘草阴性对照则不显斑点
。

再喷以 10 % H
25 0 4 乙

醇溶液
,

ro s ℃烘至斑点显色清晰
,

供试品色谱中
,

在

与牛芬子和甘草对照药材色谱相应位上
,

分别显相

同色斑点
,

而各自的阴性对照在相应位上均不显斑

点
。

结果见图 3
、

图 4
。
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、

甘草 TLC 图
1一牛劳子阴性 2 一甘草阴性 3 一

供试品

4 一牛芬子对照药材 5 一
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图 2 黄答 TLC 图

l一黄琴阴性 2 ,

3

,

4

一

供试品

5 一

黄芬昔对照品 Fe C1
3
乙醇液显色

2
.
3 牛芳子

、

甘草薄层层析

取本品 2 包
,

加乙醇 3Om L
,

超声提取 30m i
n ,

滤

过
、

蒸干
、

残渣加乙醇 Zm L 溶解
,

作为供试品溶液
。

分别取牛芬子对照药材 19 ,

甘草对照 药材 19
,

各加水适量煎煮 30 m in
,

滤过
,

滤液蒸至近干
,

加硅

藻土 39
,

拌匀
,

按供试品制备方法
,

分别制得牛芬子

和甘草对照药材溶液
。

另按处方比例
,

分别取不含

图 4 牛芳子甘草 TLC 图

1一牛芬子阴性 2一甘草阴性 3 一供试品

4 一牛芬子对照药材 5一甘草对照药材 10 % H ZSO; 乙醇显色

3 讨论

用薄层层析法对复方的中药制剂进行定性鉴别
,

适用于生产单位的质量鉴别对照
,

由于中药复方制剂

的化学成分比较复杂
,

所以做层析之前
,

应根据所测

药物的化学特点来选择恰当的有机溶剂
,

只有这样才

能得到最佳的层析结果
。
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