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硼替佐米原料药细菌内毒素检查方法研究

张 璞

（重庆市食品药品检验检测研究院，重庆 ４０１１２１）
摘要：目的 建立硼替佐米原料药细菌内毒素的检查方法。方法 按２０２０年版《中国药典（四部）》通则１１４３细菌内毒素凝胶检查法建

立硼替佐米原料药细菌内毒素的检查方法，并进行方法学验证。结果 硼替佐米原料药的细菌内毒素限值可设定为１６ＥＵ／ｍｇ。将硼替

佐米原料药的质量浓度稀释至 ０．００３９０ｍｇ／ｍＬ，使用灵敏度为 ０．０６ＥＵ／ｍＬ的鲎试剂，对鲎试剂与细菌内毒素的反应无干扰。结论

所建立的方法可用于硼替佐米的细菌内毒素检查。
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硼替佐米为首个用于治疗多发性骨髓瘤的蛋白酶

抑制剂犤１犦。硼替佐米作为无菌制剂的非无菌原料药，在

Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺、甲醇中易溶，在水中几乎不溶。
本研究中按 ２０２０年版《中国药典（四部）》通则 １１４３细
菌内毒素检查法 犤２犦和《中国药品检验标准操作规范

牗２０１０年版牘》犤３犦，对硼替佐米原料药细菌内毒素的检查
方法进行研究，为其他难溶性原料药细菌内毒素检查法

的建立提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＴＡＬ－４０Ｄ型试管恒温仪（湛江安度斯生物有限公
司）；ＸＰＥ２０５型电子天平（瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；
ＶＧ３Ｓ２５型涡旋混匀器（德国ＩＫＡ公司）；ＳＷ－ＣＪ－２ＦＤ型
超净工作台（苏州安泰空气技术有限公司）。

１．２ 试药

硼替佐米原料药牗某企业，批号分别以Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ指
代 牘。鲎试剂（湛江安度斯生物有限公司，批号为
１９１０２８３，灵敏度为 ０．２５ＥＵ／ｍＬ，规格为每支 ０．１ｍＬ；
批号为 １９１０１４３，灵敏度为 ０．０６ＥＵ／ｍＬ，规格为每支

０．１ｍＬ。福 州 新北 生 化工 业 有 限 公司 ，批号 为
１９１２０８１２，灵敏度为０．２５ＥＵ／ｍＬ，规格为每支０．１ｍＬ；
批号为１９０８１６１２，灵敏度为０．１２５ＥＵ／ｍＬ，规格为每支
０．１ｍＬ牘；细菌内毒素工作标准品（中国食品药品检定研
究院，批号为１５０６０１－２０２０８８，规格为每支６０ＥＵ牘；Ｔｒｉｓ
缓冲液牗批号为 ２００５１９０，规格为每支 ４ｍＬ），细菌内
毒素检查（ＢＥＴ）用水（批号为 ２０１０１００，规格为每支
５ｍＬ），均购自湛江安度斯生物有限公司；福州新北生化
工业有限公司（批号为１９１１０１０５，规格为每支５ｍＬ）；甲
醇为色谱级。

２ 方法与结果

２．１ 供试品细菌内毒素限值（Ｌ）的确定
美国药典论坛 ４２（６）ＩｎＰｒｏｃｅｓｓＲｅｖｉｓｉｏｎＢｏｒｔｅｚｏｍｉｂ

制订的细菌内毒素限值牗Ｌ牘为应小于 １６ＥＵ／ｍｇ；注射
用硼替佐米成人单药治疗推荐剂量为单次１．３ｍｇ／ｍ２，
根据 ２０２０年版《中国药典牗四部牘》规定，Ｌ＝Ｋ／Ｍ＝
犤５ＥＵ／（ｋｇ·ｈ）犦／犤１．３ｍｇ／ｍ２×１．６２ｍ２÷（６０ｋｇ·ｈ）犦＝
１４２ＥＵ／ｍｇ，其中 Ｋ为机体每千克体质量每小时最大
可接受的内毒素剂量，Ｍ为用每千克体质量每小时的最
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表２ 硼替佐米干扰预试验结果

Ｔａｂ．２ Ｔｈｅｐｒｅ－ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ

表１ 鲎试剂灵敏度复核结果

Ｔａｂ．１ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｃｈｅｃｋｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔａｃｈｙｐｌｅｕｓａｍｅｂｏｃｙｔｅｌｙｓａｔｅ

内毒素灵敏度（ＥＵ／ｍＬ） λ
（ＥＵ／ｍＬ）

λｃ
（ＥＵ／ｍＬ）

批号

注：＋为阳性反应，－为阴性反应。下表同。
Ｎｏｔｅ牶＋ ｉｓｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅａｃｔｉｏｎ牞ａｎｄ － ｉｓｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｒｅａｃｔｉｏｎ牞

ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔａｂｌｅｓ．

鲎试剂

批号

供试品

批号

系列

溶液

供试品灵敏度
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Ｅｓ
（ＥＵ／ｍＬ）

Ｅｔ
（ＥＵ／ｍＬ）

鲎试剂

批号

供试品

批号

内毒素灵敏度（ｍｇ／ｍＬ）

表３ 硼替佐米正式干扰试验结果

Ｔａｂ．３ Ｔｈｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ

表４ 硼替佐米细菌内毒素检查结果

Ｔａｂ．４ Ｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ

大供试品剂量，故原研药将 Ｌ定为应小于 ２５ＥＵ／ｍｇ。
综合考虑，将硼替佐米原料药细菌内毒素的 Ｌ确定为
１６ＥＵ／ｍｇ。
２．２ 鲎试剂灵敏度复核试验

按 ２０２０年版《中国药典（四部）》通则 １１４３细菌内
毒素凝胶检查法的相关技术要求，选用标示灵敏度为

０．２５，０．０６ＥＵ／ｍＬ的鲎试剂，以 ＢＥＴ用水为阴性对照
（ＮＣ）进行灵敏度复核试验。２个厂家４批次鲎试剂的灵
敏度实测值（λｃ）均在 ０．５λ～２．０λ范围内，符合规定，
结果见表１。

２．３ 干扰预试验

凝胶法市售鲎试剂的 λ为 ０．０３～０．５ＥＵ／ｍＬ，
Ｌ为１６ＥＵ／ｍｇ，按最小有效稀释浓度（ＭＶＤ）＝λ／Ｌ计算，得
供试品有效稀释质量浓度为０．００２００～０．０３１２５ｍｇ／ｍＬ。
选取２个不同生产厂家标示灵敏度为０．２５ＥＵ／ｍＬ的鲎
试剂进行干扰预试验。取３批样品，加甲醇溶解，制成质
量浓度为 １２．５ｍｇ／ｍＬ的供试品溶液，用 Ｔｒｉｓ缓冲液
稀释至 ３．１２５ｍｇ／ｍＬ，再加 ＢＥＴ用水稀释，分别制得
质量浓度为 ０．０３１２５，０．０１５６２，０．００７８０，０．００３９０，
０．００２００ｍｇ／ｍＬ的系列阴性对照（ＮＰＣ）溶液；同法操
作配制一组含２λ细菌内毒素的系列阳性对照（ＰＰＣ）溶
液；以含２λ即０．５０ＥＵ／ｍＬ的细菌内毒素溶液为阳性
对照牗ＰＣ牘，以ＢＥＴ用水为阴性对照牗ＮＣ牘。各平行制作２
管，每管加样后混匀，在（３７±１）℃的试管恒温仪中保温
（６０±２）ｍｉｎ。试验结果见表２。据此初步判断，供试品溶
液质量浓度在 ０．００３９０ｍｇ／ｍＬ时对不同厂家的鲎试
剂与细菌内毒素的反应无干扰。

２．４ 正式干扰试验

根据干扰预试验结果，取样品适量，加甲醇制成质

量浓度为１２．５ｍｇ／ｍＬ的供试品溶液，再依次用 Ｔｒｉｓ缓
冲液、ＢＥＴ用水稀释，得质量浓度为 ０．００３９ｍｇ／ｍＬ的
溶液 Ａ。将细菌内毒素工作标准品用 ＢＥＴ用水稀释至
０．１２５，０．０６０，０．０３０，０．０１５ＥＵ／ｍＬ，即得内毒素工作标
准品系列溶液；用溶液 Ａ将细菌内毒素工作标准品稀
释至０．１２５，０．０６０，０．０３０，０．０１５ＥＵ／ｍＬ，作为供试品Ａ；

每个浓度均平行４管。以ＢＥＴ用水作ＮＣ，平行２管。通
过试验结果计算出细菌内毒素工作标准品系列溶液的

内毒素反应终点浓度（Ｅｓ）和供试品Ａ内毒素反应终点
浓度（Ｅｔ）。结果见表３。可见，Ｅｓ及 Ｅｔ均在０．５λ～２．０λ
范围内，表明供试品溶液质量浓度为 ０．００３９ｍｇ／ｍＬ
时，对２个厂家的鲎试剂与细菌内毒素的反应均无明显
干扰。

２．５ 细菌内毒素检查

取３批次样品各适量，按２．２项下０．００３９０ｍｇ／ｍＬ
ＮＰＣ溶液的试验方法，同时按药典要求设立ＰＰＣ管、ＮＣ
管和 ＰＣ管。取 ２个厂家灵敏度为 ０．０６ＥＵ／ｍＬ的鲎试
剂进行检查。结果见表 ４。可见，３批次样品中细菌内毒
素含量均符合规定。

３ 讨论

鲎试剂与内毒素的反应需在水溶液中进行，难溶性

药物可根据自身的溶解性选择合适的溶剂如二甲基亚

砜（ＤＭＳＯ）、乙醇、二氯甲烷等犤４－７犦进行溶解，然后进行

细菌内毒素检查。硼替佐米在水中几乎不溶犤８犦，且高浓

度的硼替佐米溶液对鲎试剂与细菌内毒素的凝集反应


