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长春西汀注射剂细菌内毒素检查法研究
贾首前，王莉芳，冯润东，张 丽

（陕西省食品药品监督检验研究院，陕西 西安 ７１００６５）
摘要：目的 建立测定长春西汀注射剂中热原物质的细菌内毒素检查法。方法 参照 ２０１５年版《中国药典（四部）》中细菌内毒素检查
法，测定长春西汀注射剂中的热原物质。结果 使用细菌内毒素检查用水和０．７５ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液稀释至长春西汀注射剂的（质量
浓度为５ｍｇ／ｍＬ）５０倍及以上时，不干扰细菌内毒素的检查结果。结论 细菌内毒素检查法可替代热原检查法，用以测定长春西汀注射

剂中的热原物质，细菌内毒素检查法的限值可统一为０．５ＥＵ／ｍｇ。
关键词：长春西汀；细菌内毒素；干扰试验；热原检查法
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长春西汀由小蔓长春花中分离得到的一种吲哚类

生物碱长春胺结构改造而来，生物活性更高，毒副作用

更小。其最早由匈牙利的 ＧｅｄｅｏｎＲｉｃｈｔｅｒ药物公司研
发，并于 １９７８年以商品名 Ｃａｖｉｎｔｏｎ上市，脂溶性高，呈
现ｐＨ酸性依赖，易透过血脑屏障犤１犦，用于治疗脑血管相

关疾病认知障碍犤２犦。目前，长春西汀注射剂的批准文号

共 ５９个，其中注射用长春西汀３７个，长春西汀注射液

２２个。２０２０年，国家抽验评价该品种现行标准中既采用
家兔热原法，又采用细菌内毒素法检查热原物质，发现

热原限值相差５倍，细菌内毒素限值相差８倍，且在热
原检查过程中出现家兔体温降低，易出现假阴性结果。

长春西汀注射液／注射用长春西汀牗以下称为长春西汀
注射剂牘制备过程中使用了枸橼酸、维生素 Ｃ、甘露醇 ／
山梨醇、Ｌ－酒石酸等多种辅料，辅料内毒素的控制情
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批号

１９０８１９２
２００４０１２

标示值

０．５
０．５

１．０
＋＋＋＋
＋＋＋＋

０．５
＋＋＋＋
＋＋＋＋

０．２５
－－－－
－－－－

０．１２５
－－－－
－－－－

ＮＣ
－－
－－

λＣ

０．５
０．５

样品批号

１１９０４０４２
１１９０８１５１
１１９０４０４１
１１９１１０１４
１１９０４０１１
１１９０４０２１
２０１９０２０１
２０１９０３０３

稀释前

３．２
３．３
３．３
３．３
３．３
３．３
４．０
４．４

镁离子

缓冲液

６．５～７．０
６．５～７．０
６．５～７．０
６．５～７．０
６．５～７．０
６．５～７．０
７．０～７．５
７．０～７．５

０．７５ｍｏｌ／Ｌ
氢氧化钠溶液

７．０～７．５
７．０～７．５
７．０～７．５
７．０～７．５
７．０～７．５
７．０～７．５
７．０～７．５
７．０～７．５

样品批号

２０１９０３０１
Ｄ１９０２６３
Ｄ１９１０９１
Ｄ１９１０８３
１１１９０５０２
０９１９０３０２
０９１９０６０１

稀释前

４．０
４．５
４．７
４．７
３．０
２．９
２．９

镁离子

缓冲液

７．０～７．５
７．０～７．５
７．０～７．５
７．０～７．５
５．５～６．０
５．５～６．０
５．５～６．０

０．７５ｍｏｌ／Ｌ
氢氧化钠溶液

７．０～７．５
７．０～７．５
７．０～７．５
７．０～７．５
７．０～７．５
７．０～７．５
７．０～７．５

细菌内毒素浓度

注：＋为反应阳性，－为反应阴性；ＮＣ为阴性对照。下表同。
Ｎｏｔｅ：＋ ｍｅａｎｓｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅａｃｔｉｏｎ，－ｍｅａｎｓｎｅｇａｔｉｖｅｒｅａｃｔｉｏｎ，ａｎｄＮＣ

ｍｅａｎｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔａｂｌｅｓ．

表１ 鲎试剂灵敏度复核结果牗ＥＵ／ｍＬ牘
Ｔａｂ．１ Ｒｅｃｈｅｃｋ ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆｌｉｍｕｌｕｓａｍｅｂｏｃｙｔｅｌｙｓａｔｅ

（ＥＵ／ｍＬ）

调节后调节后
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况直接影响长春西汀注射剂的热原物质。为评估各厂家

热原物质的整体控制情况，参照 ２０１５年版《中国药典
（四部）》中细菌内毒素检查凝胶法 犤３犦及文献犤４－９犦
开展长春西汀注射剂细菌内毒素检查法的研究，评估

内毒素检查法替代热原检查法的可行性，同时建立细

菌内毒素的质量控制标准。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）；ＤＨＧ－９２４５Ａ型电热鼓风干燥箱（上海一恒科学仪
器有限公司）；ＺＨ－２型混旋仪（天津药典标准仪器厂）；
微量移液枪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；细菌内毒素检查用具（试
验所用玻璃仪器均经２５０℃干烤３０ｍｉｎ）。
１．２ 试药

鲎试剂（湛江博康海洋生物有限公司，批号为

２００４０１２；湛江安度斯生物有限公司，批号为 １９０８１９２；
灵敏度均为０．２５ＥＵ／ｍＬ，规格均为每支０．１ｍＬ）；细菌
内毒素工作标准品（ＣＳＥ，中国食品药品检定研究院，批
号为 １５０６０１－２０１７８４，规格为每支 ８０ＥＵ；细菌内毒素
检查用水（ＢＥＴ用水，批号为１９０７０２０，规格为每支５ｍＬ），
碱性调节剂（批号为 １９０３０８０，规格为每支 ２ｍＬ），均购
自湛江博康海洋生物有限公司；镁离子缓冲液（湛江

安度斯生物有限公司，批号为 ２００２２７０，规格为每支
４．０ｍＬ）；氢氧化钠（国药集团化学试剂有限公司，批号
为 ２０１７０１０５）；长春西汀注射液（遂成药业股份有限公
司，批号分别为１１９０４０４２，１１９０８１５１，１１９０４０４１；注射用
长春西汀牗海南通用康力制药有限公司，批号分别为
１１９１１０１４，１１９０４０１１，１１９０４０２１；云南盟生药业有限公
司，批号分别为２０１９０２０１，２０１９０３０３，２０１９０３０１；开封康
诺药业有限公司，批号分别为 Ｄ１９０２６３，Ｄ１９１０９１，
Ｄ１９１０８３；山西普德药业有限公司，批号分别为
１１１９０５０２，０９１９０３０２，０９１９０６０１）。
２ 方法与结果

２．１ 供试品细菌内毒素限值确定

２０１５年版《中国药典（四部）》中细菌内毒素限值
（Ｌ）计算公式为 Ｌ＝Ｋ／Ｍ。式中，Ｋ为按规定给药途径
人用每千克体质量每小时最大可接受的内毒素剂量，注

射剂 Ｋ＝５Ｅｕ／（ｋｇ·ｈ）；Ｍ为人用每千克体质量每小
时最大剂量，体质量按 ６０ｋｇ计。参照长春西汀注射剂
药品说明书，本品成人 １次最大给药剂量为 ３０ｍｇ，
则 Ｌ＝１０．０ＥＵ／ｍｇ。由于本品属急症心脑血管疾病
用药，临床用量大，故将限值确定为计算值的 １／２，即
５．０ＥＵ／ｍｇ。
２．２ 供试品最大有效稀释倍数牗ＭＶＤ牘确定

目前，市售鲎试剂灵敏度为 ０．５０～０．０３ＥＵ／ｍＬ，

按 ２０１５年版《中国药典（四部）》通则 １１４３细菌内毒
素检查法计算公式 ＭＶＤ＝ＣＬ／λ，Ｃ＝５ｍｇ／ｍＬ，Ｌ＝
５．０ＥＵ／ｍｇ，则 ＭＶＤ０．５０～０．０３为 ５０～８３３倍（０．０１０～
０．００６ｍｇ／ｍＬ）。
２．３ 鲎试剂灵敏度复核

按 ２０１５年版《中国药典（四部）》通则 １１４３检查
２个厂家灵敏度为 ０．５ＥＵ／ｍＬ的鲎试剂，复核结果 λｃ
均在０．５λ～２．０λ之间，符合细菌内毒素检查要求。详
见表１。

２．４ 供试品干扰试验预试验

先将样品用 ＢＥＴ用水溶解成 ５ｍｇ／ｍＬ的样品溶
液，再用 ＢＥＴ用水和镁离子缓冲液或０．７５ｍｏｌ／Ｌ氢氧
化钠溶液稀释成 ５０，１００，２００，４００，８００倍的供试品溶
液，记为供试品阴性对照（ＮＰＣ）管，样品稀释前后的 ｐＨ
见表 ２。另制备同样稀释浓度的系列稀释液，并使每
个稀释浓度的稀释液均含 １．０ＥＵ／ｍＬ（２λ）的内毒
素，记为供试品阳性对照（ＰＰＣ）管，使用 ２个厂家 λ均
为 ０．５ＥＵ／ｍＬ的鲎试剂，每个浓度分别取 ０．１ｍＬ，加
入用ＢＥＴ用水复溶的鲎试剂管中，每个浓度做２管，同
时设 ＮＣ管、阳性对照（ＰＣ）管，轻轻混匀，封口，放置在
（３７±１）℃试管恒温仪中保温（６０±２）ｍｉｎ。结果见表 ３
至表４。可见，使用标示灵敏度为０．５ＥＵ／ｍＬ的２个厂

表２ 长春西汀注射剂稀释前后的 ｐＨ值
Ｔａｂ．２ ＴｈｅｐＨ ｖａｌｕｅｏｆＶｉｎｐｏｃｅｔｉｎｅＩｎｊｅｃｔｉｏｎｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｔｈｅ

ｄｉｌｕｔｉｏｎ
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１９０８１９２

２００４０１２

ＢＥＴ用水

１１９０４０４２
１１９０８１５１
１１９０４０４１
１１９１１０１４
１１９０４０１１
１１９０４０２１
２０１９０２０１
２０１９０３０３
２０１９０３０１
Ｄ１９０２６３
Ｄ１９１０９１
Ｄ１９１０８３
１１１９０５０２
０９１９０３０２
０９１９０６０１
ＢＥＴ用水

１１９０４０４２
１１９０８１５１
１１９０４０４１
１１９１１０１４
１１９０４０１１
１１９０４０２１
２０１９０２０１
２０１９０３０３
２０１９０３０１
Ｄ１９０２６３
Ｄ１９１０９１
Ｄ１９１０８３
１１１９０５０２
０９１９０３０２
０９１９０６０１

１．０
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋

０．５
＋＋＋－
－－－－
－－－－
－－－－
＋＋－－
＋＋－－
＋＋－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
＋＋＋＋
＋＋－－
＋＋－－
＋＋－－
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋－－－
＋－－－
＋－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－

０．２５
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－

０．１２５
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－

ＮＣ
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－

０．５９

１．００
１．００
１．００
０．７１
０．７１
０．７１
１．００
１．００
１．００
１．００
１．００
１．００
１．００
１．００
１．００
０．５０
０．７１
０．７１
０．７１
０．５０
０．５０
０．５０
０．８４
０．８４
０．８４
１．００
１．００
１．００
１．００
１．００
１．００

１１９０４０４２

１１９１１０１４

２０１９０２０１

Ｄ１９０２６３

１１１９０５０２

０９１９０３０２

０９１９０６０１

ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ

５０
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
－－
－－
－－
－－
－－

１００
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
－－
－－
－－
－－
－－

２００
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
－－
－－
－－
－－
－－

４００
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
－－
－－
－－
－－
－－

８００
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
－－
－－
－－
－－
－－

－－ ＋＋

１１９０４０４２

１１９１１０１４

２０１９０２０１

Ｄ１９０２６３

１１１９０５０２

０９１９０３０２

０９１９０６０１

ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ

５０
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
－－
－－
－－
－－
－－

１００
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
－－
－－
－－
－－
－－

２００
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
－－
－－
－－
－－
－－

４００
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
－－
－－
－－
－－
－－

８００
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
－－
－－
－－
－－
－－

－－ ＋＋

供试品溶液稀释倍数
样品批号 组别 ＮＣ ＰＣ

表３ 长春西汀注射剂细菌内毒素干扰试验预试验结果（镁离子

缓冲液，鲎试剂批号为１９０８１９２）
Ｔａｂ．３ Ｐｒｅ－ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇｔｅｓｔｏｆ

Ｖｉｎｐｏｃｅｔｉｎｅ Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ，ｔｈｅ ｂａｔｃｈ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｌｉｍｕｌｕｓａｍｅｂｏｃｙｔｅｌｙｓａｔｅｉｓ１９０８１９２）
细菌内毒素浓度

注：为 Ｅｓ，其余为 Ｅｔ。
Ｎｏｔｅ牶 ｒｅｆｅｒｓＥｓａｎｄｔｈｅｒｅｓｔｉｓＥｔ．

鲎试剂

批号

ＢＥＴ用水／
样品批号

供试品溶液稀释倍数
ＮＣ ＰＣ样品批号 组别

表４ 长春西汀注射液剂细菌内毒素干扰试验预试验结果（镁离子

缓冲液，鲎试剂批号为２００４０１２）
Ｔａｂ．４ Ｐｒｅ－ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇｔｅｓｔｏｆ

ＶｉｎｐｏｃｅｔｉｎｅＩｎｊｅｃｔｉｏｎ（ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ｉｏｎｂｕｆｆｅｒ，ｔｈｅｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｌｉｍｕｌｕｓａｍｅｂｏｃｙｔｅｌｙｓａｔｅｉｓ２００４０１２）

家的鲎试剂，采用镁离子缓冲液调节 ｐＨ后，３批牗批号
分别为 １１１９０５０２，０９１９０３０２，０９１９０６０１牘样品在系列稀
释倍数下均对细菌内毒素的试验结果存在干扰作用。由

于样品均存在干扰作用，所有样品使用 ０．７５ｍｏｌ／Ｌ氢
氧化钠溶液调节 ｐＨ后进行预试验。结果，所有样品均
对细菌内毒素的预试验结果无干扰作用，故最终选择

０．７５ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液调节ｐＨ。
２．５ 干扰试验正式试验

按２．３项下方法配制标准品系列溶液，按２．４项下
方法将 ５ｍｇ／ｍＬ长春西汀注射剂使用 ＢＥＴ用水和
０．７５ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液制成１∶５０牗Ｖ／Ｖ牘的溶液，同
时配制 １∶５０牗Ｖ／Ｖ牘样品溶液含细菌内毒素浓度分别
为２λ，１λ，０．５λ，０．２５λ的系列溶液，每个浓度分别平
行做 ２管和 ４管，按 ２０１５年版《中国药典（四部）》通则
１１４３进行干扰试验。结果见表５。可见，细菌内毒素工作

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

表５ 长春西汀注射剂细菌内毒素干扰试验正式试验结果牗ＥＵ／ｍＬ牘
Ｔａｂ．５ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｉｎｔｅｒｆｅｒｅｉｎｇｔｅｓｔｏｆＶｉｎｐｏｃｅｔｉｎｅ

Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ牗ＥＵ／ｍＬ牘

结果
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标准品的反应终浓度（标准品系列溶液内毒素反应终浓

度 Ｅｓ）均在０．５λ～２．０λ之间，细菌内毒素工作标准
品在长春西汀注射剂 １∶５０牗Ｖ／Ｖ牘稀释溶液中的反
应终浓度（供试品含标准品系列溶液反应终浓度 Ｅｔ）
均在 ０．５～２．０Ｅｓ之间，符合 ２０１５年版《中国药典（四
部）》对细菌内毒素检查有效性的规定。

２．６ 供试品细菌内毒素检查

根据干扰试验结果，取上述１５批供试品，先用ＢＥＴ
用水制成质量浓度为 ５ｍｇ／ｍＬ的溶液，再用 ＢＥＴ用水
和 ０．７５ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液稀释成 １∶５０牗Ｖ／Ｖ牘的供
试品溶液，使用 ２个厂家的鲎试剂（λ为 ０．５ＥＵ／ｍＬ），
按 ２０１５年版《中国药典（四部）》通则 １１４３项下方法进
行细菌内毒素检查，每 １ｍｇ长春西汀注射剂中含细菌
内毒素的量应小于 ５．０ｍｇ。结果 １５批供试品均为阴
性，ＰＰＣ管均为阳性，ＮＣ管均为阴性，ＰＣ管均为阳性，
检查结果均符合规定。

３ 讨论

长春西汀注射液处方工艺中均含有维生素Ｃ、甘露
醇／山梨醇、Ｌ－酒石酸；注射用长春西汀处方工艺中均
含有枸橼酸、甘露醇 ／山梨醇等多种辅料。《美国药典
（４２版）》犤１０犦和《欧洲药典１０．０》犤１１犦中均未收载长春西汀
注射剂的质量标准，仅有长春西汀原料药的质量标准，

标准中均未涉及长春西汀的热原或细菌内毒素检查法。

研究发现，高浓度的甘露醇对细菌内毒素检查存在干扰

作用犤１２－１３犦，参照２０１８年版《英国药典》犤１４犦中枸橼酸细菌
内毒素限值（０．５ＥＵ／ｍｇ），本试验室采用０．２５ＥＵ／ｍＬ的
鲎试剂确定了枸橼酸的最大不受干扰浓度为０．５ｍｇ／ｍＬ，
表明样品中高浓度的枸橼酸对细菌内毒素检查有抑

制作用。镁离子缓冲液作为细菌内毒素检查的辅助剂，

可消除枸橼酸盐类抗凝剂，部分会导致鲎试验反应中

二价离子缺失的样品的干扰作用，在使用镁离子缓冲

液和碱性调节剂调节 ｐＨ过程中高浓度的样品会产生
沉淀。故在开始稀释样品时使用ＢＥＴ用水，在最后一步
使用镁离子缓冲液进行等比稀释，即可调整到合适的

ｐＨ值，且无沉淀产生，与文献犤８犦报道一致。文献犤５犦报
道了采用除热原处理的０．７５ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液调整
ｐＨ来排除干扰作用。若样品 ｐＨ值过小（ｐＨ≤３．０），采
用镁离子缓冲剂不能达到适宜的 ｐＨ值（ｐＨ＜６．０）时，

宜采用０．７５ｍｏｌ／Ｌ
氢氧化钠溶液调整

到合适的ｐＨ值再
进行试验；若样品

ｐＨ＞３．０，可考虑使

用镁离子缓冲剂调节ｐＨ。
鲎试剂反应最适ｐＨ值为６．０～８．０，过低或过高均会

干扰试验结果犤６，１５犦。用注射用长春西汀溶解后ｐＨ值偏低，
本研究中采用稀释法和中和法对长春西汀注射剂进行了

细菌内毒素方法学验证，中和法建议采用０．７５ｍｏｌ／Ｌ氢
氧化钠溶液。结果表明，长春西汀注射剂（５ｍｇ／ｍＬ）使
用 ２个厂家灵敏度为 ０．５ＥＵ／ｍＬ的鲎试剂，并采用细
菌内毒素检查法来控制其细菌内毒素含量可行。

综上所述，本研究中建立的长春西汀注射剂细菌内

毒素检查法合理、可行，可替代热原检查法，消除热原检

查中家兔体温降低出现的假阴性结果。建议将细菌内毒

素限值统一为５．０ＥＵ／ｍｇ。
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