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二氯甲烷萃取法检测帕莫酸多奈哌齐中细菌内毒素
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摘要：目的 建立测定帕莫酸多奈哌齐难溶性长效注射用粉末中细菌内毒素的二氯甲烷萃取法。方法 采用凝胶法，用二氯甲烷完全溶

解帕莫酸多奈哌齐粉末，再用细菌内毒素检查用水萃取细菌内毒素。结果 细菌内毒素检查用水可有效提取二氯甲烷中的细菌内毒

素，方法验证结果符合２０１５年版《中国药典牗四部牘》相关要求。结论 以二氯甲烷为溶剂，可通过细菌内毒素检查法对帕莫酸多奈哌齐

注射剂进行质量控制，操作简便，抗干扰能力强。
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多奈哌齐片是一种可逆性中枢乙酰胆碱酯酶抑制

药物，一般日服 １次，每个疗程为 ３～６个月犤１－２犦，主要

用于阿尔茨海默病的长期治疗犤３犦。将多奈哌齐与帕莫酸

成盐，开发成难溶性长效注射剂，可有效解决服药频率

高、服药困难等问题犤４犦。细菌内毒素是革兰阴性菌细胞

壁的产物，若大量进入血液会引发热原反应，严重者可

导致休克甚至死亡犤５犦，故应严格控制注射剂产品中的细

菌内毒素。帕莫酸多奈哌齐粉末难溶于水，细菌内毒素

检查用水牗ＢＥＴ用水牘不能完全释放药物粉末中包裹的
细菌内毒素。曾有报道，采用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）犤６犦、无
水乙醇犤７－８犦、甘露醇犤９犦等与水互溶的溶剂溶解难溶性药

物并提取其中的细菌内毒素。用 ＢＥＴ用水进一步稀释
ＤＭＳＯ等溶剂时，已溶解的难溶性粉末会再次析出，存
在包裹细菌内毒素的风险，造成假阴性干扰。本研究中

以二氯甲烷为溶剂，通过细菌内毒素检查法对帕莫酸多

奈哌齐注射剂进行质量控制，操作简便，抗干扰能力强。

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）；ＸＳ１０５ＤＵ型电子天平（梅特勒 －托利多国际有限

公司，精度为十万分之一）；Ｒｅｓｅａｒｃｈｐｌｕｓ型移液枪（艾
本德＜中国 ＞有限公司）；Ｈ１８５０Ｒ型台式高速冷冻离
心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）；试验所用玻

璃器皿均采用无菌注射用水清洗，２５０℃烘烤１ｈ，除去
外源性内毒素和其他干扰物质。

１．２ 试药

帕莫酸多奈哌齐粉末（实验室自制，批号分别为

１７００１，１７００２，１８００１，规格为每瓶 ２５５．４ｍｇ）；细菌内毒
素工作标准品 －２（中国食品药品检定研究院，批号为
１５０６０１－２０１９８７，效价为 ８０ＥＵ／支）；细菌内毒素工作
标准品－１（批号为ＥＸ７２１２３，效价为２０ＥＵ／ｍＬ），鲎试
剂 －１（批号为 Ｊ４８１１Ｘ，灵敏度为 ０．０６２５ＥＵ／ｍＬ，规
格为每瓶 １．２ｍＬ），均购自 ＣｈａｒｌｅｓＲｉｖｅｒＥｎｄｏｓａｆｅ；鲎试
剂 －２（批号为 １９０８１２２，灵敏度为 ０．０６２５ＥＵ／ｍＬ，规
格为每支 ０．１ｍＬ），ＢＥＴ用水（批号为 １９０９０４０，规格为
每瓶５０ｍＬ），均购自湛江安度斯生物有限公司；二氯甲
烷（西陇科学股份有限公司，批号为 １８０３２１，规格为每
瓶５００ｍＬ）。
２ 方法与结果

２．１ 细菌内毒素限值（Ｌ）和稀释倍数的确定
根据 ２０１５年版《中国药典（四部）》通则 １１４３细菌

·检验检测·
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组别

阴性对照牗ＰＣ牘组
对照组

２λ
＋＋
＋＋

１λ
＋＋
＋＋

０．５λ
＋＋
－－

０．２５λ
－－
－－

λｓ

０．５λ

λｔ

１λ

系列

３２０λ细菌内毒素
水相

二氯甲烷相

１６０
＋＋
＋＋

３２０
＋＋
＋＋

６４０
＋＋
＋＋

１２８０
－－
－－

０．５λ
０．５λ

稀释倍数牗倍牘
λｓ λｔ

注：“－”为阴性，代表未形成凝胶或形成凝胶但倒置脱落；
“＋”为阳性，代表形成凝胶且倒置不脱落。下表同。

Ｎｏｔｅ：″－″ｍｅａｎｓｎｅｇａｔｉｖｅ，ｗｈｉｃｈｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｎｏｇｅｌｆｏｒｍｅｄｏｒ

ｇｅｌｆｏｒｍｅｄ，ｂｕｔｉｔｉｓｉｎｖｅｒｔｅｄ；″＋″ｍｅａｎｓｐｏｓｉｔｉｖｅ，ｗｈｉｃｈｉｎｄｉｃａｔｅｓｇｅｌ

ｆｏｒｍｅｄａｎｄｄｏｅｓｎｏｔｆａｌｌｏｆｆ；ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔａｂｌｅｓ．

表１ 细菌内毒素分配系数试验结果（鲎试剂－１，批号为Ｊ４８１１Ｘ，

ｎ＝２）
Ｔａｂ．１ Ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎ（ｌｉｍｕｌｕｓ

ａｍｅｂｏｃｙｔｅｌｙｓａｔｅ－１，ｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ：Ｊ４８１１Ｘ，ｎ＝２）

表２ 对照组试验结果（鲎试剂－１，批号为Ｊ４８１１Ｘ，ｎ＝２）
Ｔａｂ．２ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｌｉｍｕｌｕｓａｍｅｂｏｃｙｔｅｌｙｓａｔｅ－１，ｂａｔｃｈ

ｎｕｍｂｅｒ：Ｊ４８１１Ｘ，ｎ＝２）

内毒素检查法犤１０犦，按公式 Ｌ＝Ｋ／Ｍ计算。式中，Ｋ为人
每千克体质量每小时最大可接受的细菌内毒素剂量，注

射剂按 ５ＥＵ／（ｋｇ·ｈ）计算；Ｍ为人用每千克体质量每
小时的最大供试品剂量，人均体质量按６０ｋｇ计算。

帕莫酸多奈哌齐为长效肌肉注射剂，暂定每月注射

１次，最大剂量为每次４４６．２ｍｇ，相当于每日服用１０ｍｇ
盐酸多奈哌齐片犤１１犦。假定每次注射后，所有细菌内毒素

在１ｈ内可完全释放，其细菌内毒素限度值（Ｌ）＝Ｋ／Ｍ。其
中，Ｋ为 ５ＥＵ／（ｋｇ·ｈ）；Ｍ为 ４４６．２ｍｇ；人均体质量
以６０ｋｇ计，注射时间不足 １ｈ，按 １ｈ计。结果 Ｌ为
０．６７ＥＵ／ｍｇ。综合考虑用药安全和临床剂量调整，研究
过程中将 Ｌ降至０．１９ＥＵ／ｍｇ。

本研究中采用的鲎试剂灵敏度牗λ牘为０．０６２５ＥＵ／ｍＬ，
当 Ｌ为０．１９ＥＵ／ｍｇ时，根据公式 Ｃ＝λ／Ｌ计算，帕莫
酸多奈哌齐最小有效稀释质量浓度为 ０．３３ｍｇ／ｍＬ；根
据质量浓度为２１．１２ｍｇ／ｍＬ的供试品母液计算最大有
效稀释倍数为６４倍。
２．２ 鲎试剂灵敏度复核

根据 ２０１５年版《中国药典（四部）》通则 １１４３细菌
内毒素检查法复核鲎试剂标示灵敏度犤１０犦。结果显示，鲎

试剂－１与鲎试剂 －２的灵敏度（λｃ）分别为 ０．５λ和
１λ，在犤０．５λ，２λ犦范围内，符合药典规定。因此，本试验
中的鲎试剂灵敏度均符合要求。

２．３ 溶剂筛选

细菌内毒素检查法测定细菌内毒素，通常需在水溶

液中进行。开发粉末样品的凝胶法细菌内毒素测定方法

时，优选ＢＥＴ用水溶解供试品。不能溶于ＢＥＴ用水的样
品，需首先筛选适当的溶剂溶解粉末样品，以完全释放

其中的细菌内毒素，再使用 ＢＥＴ用水稀释，以消除有机
溶剂的干扰犤１２犦。

帕莫酸多奈哌齐粉末不溶于水，易溶于 ＤＭＳＯ和
二氯甲烷等有机溶剂。当选择 ＤＭＳＯ溶解帕莫酸多奈
哌齐粉末时，需使用ＢＥＴ用水稀释１６倍以上才可消除
ＤＭＳＯ的干扰。稀释过程中，帕莫酸多奈哌齐析出的同
时可能包裹部分细菌内毒素，导致供试品阳性对照

（ＰＰＣ）组出现假阴性。
帕莫酸多奈哌齐在二氯甲烷中的饱和溶解度为

２６ｍｇ／ｍＬ，且二氯甲烷与水混合分层，可有效避免样品
析出与内毒素包裹问题，故选择二氯甲烷作为溶剂，进

一步优化。为确保帕莫酸多奈哌齐粉末能充分溶解，选

择质量浓度为２１．１２ｍｇ／ｍＬ。
２．４ 细菌内毒素分配系数测定

细菌内毒素的主要成分为脂多糖，是一类具有亲水

性多聚糖链和疏水性脂肪酸尾部的两亲性物质。在互不

相容的两相溶剂中，可能会有部分溶解于二氯甲烷，故

需考察细菌内毒素在二氯甲烷与ＢＥＴ用水中的分配系
数，确定细菌内毒素稀释体积的计算方式。

取二氯甲烷 １ｍＬ，加入 １ｍＬ２０ＥＵ／ｍＬ（即 ３２０λ）
细菌内毒素工作标准溶液，涡旋后离心，取水相分别稀

释成 １６０，３２０，６４０，１２８０倍系列浓度的溶液进行内毒
素含量测定。结果见表 １。水相中检测出的 λｔ值与 λｓ
值一致，均为０．５λ，内毒素回收率为１００．００％，表明细
菌内毒素几乎全部分布于水层。

同时，取二氯甲烷相，加入相同体积的ＢＥＴ用水进
行二次萃取，离心，取上层溶液直接进行检测。结果显

示，二氯甲烷中未检出细菌内毒素。

分别取 ２λ，１λ，０．５λ，０．２５λ细菌内毒素标准溶
液 １ｍＬ，各加入１ｍＬ二氯甲烷，涡旋后离心，直接取水
相进行检测，作为对照组。详见表 ２。结果对照组的 λｔ
值为１λ。可见，经二次萃取的二氯甲烷中细菌内毒素含
量小于１λ，即细菌内毒素在二氯甲烷与 ＢＥＴ用水中的
分配系数小于 １／３２０。因此，可采用二氯甲烷溶解难溶
性粉末，ＢＥＴ用水萃取的方法进行后续试验，细菌内毒
素浓度仅计算水相体积。

２．５ 二氯甲烷干扰试验

２．５．１ 二氯甲烷的影响

二氯甲烷在水中微溶，取二氯甲烷适量，加入等体

积 ＢＥＴ用水，涡旋混匀后，静置取水相，分别与等体积
４λ，２λ，１λ，０．５λ的细菌内毒素标准溶液混匀，作为试
验组，进行细菌内毒素检测，评估水中溶解的二氯甲烷

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

－－

稀释倍数
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１７００１ ＮＰＣ
ＰＰＣ
二氯甲烷ＮＰＣ
二氯甲烷ＰＰＣ

８倍

－－
＋＋
－－
＋＋

１６倍

－－
＋＋
－－
＋＋

３２倍

－－
＋＋
－－
＋＋

６４倍

－－
＋＋
－－
＋＋

＋＋ －－

终点稀释

倍数

ＰＣ
２
４
８
１６
３２
６４

２λ
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋

１λ
＋＋
－－
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋

０．５λ
＋＋
－－
－－
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋

０．２５λ
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－

－－
０．５λ

２λ
１λ

０．５λ
０．５λ
０．５λ
０．５λ

表３ 二氯甲烷干扰试验结果（鲎试剂－１，批号为Ｊ４８１１Ｘ，ｎ＝２）
Ｔａｂ．３ Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ（ｌｉｍｕｌｕｓ

ａｍｅｂｏｃｙｔｅｌｙｓａｔｅ－１，ｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ：Ｊ４８１１Ｘ，ｎ＝２）

终点稀释倍数
ＰＣ ＮＣ

供试品

批号
系列

表４ 供试品干扰预试验结果（鲎试剂－１，批号为Ｊ４８１１Ｘ，ｎ＝２）
Ｔａｂ．４ Ｐｒｅ－ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｅｓｔｓａｍｐｌｅｓ（ｌｉｍｕｌｕｓ

ａｍｅｂｏｃｙｔｅｌｙｓａｔｅ－１，ｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ：Ｊ４８１１Ｘ，ｎ＝２）

对细菌内毒素凝集反应的干扰。结果显示，试验组与ＰＣ
组结果完全一致，λｔ和 λｓ均为０．５λ，表明ＢＥＴ水中溶
解的微量二氯甲烷对鲎试剂凝集无干扰。

２．５．２ 两相分配的影响

取１ｍＬ二氯甲烷和１ｍＬ２λ细菌内毒素工作标准
溶液混合，涡旋３０ｓ，使用红色激光照在暗处，观察涡旋
混匀前后溶液现象。详见图 １。表明两亲性的细菌内毒
素分子可能会导致二氯甲烷层形成胶束。

为进一步评估分配过程对细菌内毒素效价的影响，

通过对 ＢＥＴ用水饱和的二氯甲烷进行干扰预试验，确
定离心后二氯甲烷不干扰鲎试剂凝集反应的最小稀释

倍数，再选择合适的稀释倍数进行内毒素检测。

分别取 ４λ，２λ，１λ，０．５λ细菌内毒素标准溶液适
量，加入 １倍体积二氯甲烷作为供试品贮备液，涡旋后
离心，取水相稀释２倍制备供试液；按同样方法，分别取
水相稀释４，８，１６，３２，６４倍，作为二氯甲烷 ＰＰＣ组供试
液。同时制备不含细菌内毒素标准品的供试液，作为二

氯甲烷供试品阴性对照牗ＮＰＣ牘组供试液，每个浓度平行
２管，进行内毒素检测。结果见表３。可见，离心后需将水
相稀释至８倍以上才可完全消除二氯甲烷的干扰。为了
进一步提升方法的可靠性，选择３２倍稀释倍数。

２．６ 干扰预试验

取适量供试品母液，加入１倍体积的ＢＥＴ用水，涡
旋后离心，取水相适量，分别用ＢＥＴ用水稀释８，１６，３２，
６４倍，即得ＮＰＣ组溶液；同时用不同稀释倍数的供试品
溶液将细菌内毒素稀释成含 ２λ细菌内毒素标准品的
ＰＰＣ组溶液；并配制含 ２λ细菌内毒素标准品的 ＰＣ组
溶液；ＢＥＴ用水为阴性对照（ＮＣ）组溶液；按同样方法配
制二氯甲烷ＮＰＣ组溶液，含２λ细菌内毒素标准品的二
氯甲烷供试品阴性对照（ＰＰＣ）组溶液。结果见表４。

由干扰预试验结果可知，ＰＣ组均为阳性，ＮＣ组均
为阴性，表明鲎试剂灵敏度符合要求，试验有效。二氯甲

烷ＰＰＣ组均为阳性，二氯甲烷ＮＰＣ组均为阴性，表明二
氯甲烷不干扰鲎试剂凝集反应。ＰＰＣ组均为阳性，ＮＰＣ
组均为阴性，表明采用二氯甲烷溶解供试品，ＢＥＴ用水
萃取后离心的方法，将分层后得到的水相稀释８倍以上
对鲎试剂凝集反应无干扰作用。供试品干扰试验选择将

水相稀释 ３２倍进行试验，相当于 ０．６６ｍｇ／ｍＬ作为供
试品溶液稀释质量浓度。

２．７ 干扰试验

取３批供试品，按 ２．６项下方法，选择终点稀释倍
数 ３２倍配制各组供试液牗详见表 ５牘，供试品溶液最终
稀释质量浓度相当于 ０．６６ｍｇ／ｍＬ。根据 ２０１５年版《中
国药典（四部）》通则细菌内毒素检查法使用２个厂家的
鲎试剂对３批供试品进行干扰试验。试验结果见表６。

干扰试验结果表明，ＮＣ组均为阴性，ＰＣ组与 ３批

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

Ａ Ｂ Ｃ

Ｄ Ｅ Ｆ

Ａ．涡旋后，二氯甲烷层变为乳白色 Ｂ．激光照射时，二氯甲烷
层显示有丁铎尔效应 Ｃ．涡旋后，以６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，二
氯甲烷层变澄清 Ｄ．二氯甲烷层丁铎尔效应减弱 Ｅ．二氯甲
烷作对照 Ｆ．二氯甲烷溶液激光照射未出现丁铎尔效应

图１ 激光照射图像

Ａ．Ａｆｔｅｒｔｈｅ ｖｏｒｔｅｘ牞 ｔｈｅ ｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ ｌａｙｅｒｂｅｃａｍｅ ｍｉｌｋｙ ｗｈｉｔｅ
Ｂ．ＴｈｅｒｅｗａｓａＴｙｎｄａｌｌｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅｗｈｅｎｔｈｅｌａｓｅｒｉｒｒａｄｉａｔｅｄ
Ｃ．Ｔｈｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｆｔｅｒｖｏｒｔｅｘｗａｓｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｄａｔ６０００ｒ／ｍｉｎｆｏｒ５ｍｉｎ，
ａｎｄｔｈｅｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅｌａｙｅｒｂｅｃａｍｅｃｌｅａｒ Ｄ．ＴｈｅＴｙｎｄａｌｌｅｆｆｅｃｔｏｆ
ｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅｗａｓｗｅａｋｅｎｅｄ Ｅ．Ｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅｗａｓｔａｋｅｎａｓｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
Ｆ．ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏＴｙｎｄａｌｌｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅｗｈｅｎｔｈｅｌａｓｅｒｉｒｒａｄｉａｔｅｄ

Ｆｉｇ．１ Ｉｍａｇｅｏｆｌａｓｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

细菌内毒素浓度
ＮＣ λｓ λｔ



４８

ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年２月５日 第３０卷第３期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．３牞Ｆｅｂｒｕａｒｙ５牞２０２１

组别

ＮＰＣ
ＰＰＣ

ＰＣ
ＮＣ
二氯甲烷 ＮＰＣ
二氯甲烷 ＰＰＣ

贮备液

１ｍＬ供试品母液＋１ｍＬＢＥＴ用水，６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ
１ｍＬ供试品母液 ＋１ｍＬ６４λ，３２λ，１６λ，８λ细菌内毒素
标准溶液，６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ

细菌内毒素标准溶液

ＢＥＴ用水

１ｍＬ二氯甲烷 ＋１ｍＬＢＥＴ用水，６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ
１ｍＬ二氯甲烷＋１ｍＬ６４λ，３２λ，１６λ，８λ细菌内毒素标准
溶液，６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ

溶液稀释

取水相，ＢＥＴ用水稀释３２倍
取水相，ＢＥＴ用水稀释３２倍

ＢＥＴ用水稀释

取水相，ＢＥＴ用水稀释３２倍
取水相，ＢＥＴ用水稀释３２倍

供试液

供试品溶液

含２λ，１λ，０．５λ，０．２５λ细菌内毒素标准溶液的供试品阳性对照溶液

含２λ，１λ，０．５λ，０．２５λ的细菌内毒素标准溶液的阳性对照溶液
阴性对照溶液

二氯甲烷阴性对照溶液

含２λ，１λ，０．５λ，０．２５λ细菌内毒素标准溶液的二氯甲烷阳性对照溶液

Ｊ４８１１Ｘ

１９０８１２２

ＰＣ牗ｎ＝２牘

１７００１牗ｎ＝４牘

１７００２牗ｎ＝４牘

１８００１牗ｎ＝４牘
二氯甲烷ＰＰＣ牗ｎ＝４牘

ＰＣ牗ｎ＝２牘

１７００１牗ｎ＝４牘

１７００２牗ｎ＝４牘

１８００１牗ｎ＝４牘
二氯甲烷ＰＰＣ牗ｎ＝４牘

２λ
＋＋

＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋

＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋

１λ
＋＋

＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋

＋＋＋＋
＋＋－－
＋＋＋＋
－－－－

０．５λ
＋＋

＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋－
－－

－－－－
－－－－
－－－－
－－－－

０．２５λ
－－

－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－

－－－－
－－－－
－－－－
－－－－

－－

－－

－－－－
－－－－
－－－－

－－－－
－－－－
－－－－

－－－－

－－－－

０．５λ
０．５λ
０．５λ
０．５λ
０．６λ
１λ
１λ

１．４λ
１λ
２λ

表５ 各组供试液配制方法

Ｔａｂ．５ Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｏｆｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｆｏｒｅａｃｈｇｒｏｕｐ

细菌内毒素浓度
ＮＣ ＮＰＣ 二氯甲烷ＮＰＣ 终点浓度

鲎试剂

批号
供试品

表６ 供试品干扰试验结果

Ｔａｂ．６ Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｅｓｔｓａｍｐｌｅｓ

供试品ＰＰＣ组均为阳性，说明鲎试剂灵敏度合格，试验
有效；二氯甲烷ＮＰＣ组均为阴性，二氯甲烷ＰＰＣ组均为
阳性，说明二氯甲烷质量符合要求，不干扰鲎试剂凝集

反应；ＮＰＣ组均为阴性，说明帕莫酸多奈哌齐中细菌内
毒素未超过规定限度，质量符合药用要求。

２．８ 拟订的内毒素检测方法

称取帕莫酸多奈哌齐粉末适量，加入二氯甲烷溶

解，制成 ２１．１２ｍｇ／ｍＬ的供试品母液。按表 ５所述，
取１ｍＬ供试品母液或二氯甲烷，与１ｍＬＢＥＴ用水混合
得贮备液，涡旋 ３０ｓ，充分萃取二氯甲烷中的细菌内毒
素，６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，使水相与二氯甲烷相分层；
取水相进一步稀释，制备供试液。

取鲎试剂加样，在牗３７±１牘℃的试管恒温仪中培养
（６０±２）ｍｉｎ。试验结果“＋”为阳性，代表形成凝胶且倒
置不脱落；“－”为阴性，代表未形成凝胶或形成凝胶但
倒置脱落。

当ＮＰＣ组和ＮＰ组的所有平行管均为阴性时，按公
式 λ＝ａｎｔｉｌｇ（∑Ｘ／ｎ）计算细菌内毒素反应终点浓度的
几何平均值。其中，λｓ为 ＰＣ组反应终点浓度的几何平
均值，λｔ为除ＰＣ组外的供试液反应终点浓度的几何平
均值，Ｘ代表反应终点浓度的对数值。

３ 讨论

细菌内毒素与鲎试剂的反应是一系列酶促反应，需

要在水溶液中进行。帕莫酸多奈哌齐是一种难溶性药

物，在水中难溶，导致其中包裹的细菌内毒素不能全部

检出而无法有效控制注射剂中的细菌内毒素限度。难溶

性液体中的细菌内毒素可直接用ＢＥＴ用水进行萃取检
测，而难溶性固体需先选择合适的溶剂将其全部溶解，进

一步处理后再检测。晏成倩等犤１２犦报道，采用 ＤＭＳＯ溶解
难溶性原料药进行细菌内毒素检测。当采用 ＤＭＳＯ等
与水互溶的有机溶剂溶解帕莫酸多奈哌齐粉末时，由

于加入 ＢＥＴ用水后有药物析出，析出部分可能包裹
一定量的细菌内毒素而导致出现假阴性干扰，故选用

二氯甲烷作为溶剂进行细菌内毒素检测。

本研究中采用凝胶法检测细菌内毒素，首先考察细

菌内毒素在二氯甲烷与 ＢＥＴ用水中的分配系数，证明
细菌内毒素主要分布于水相；考察二氯甲烷对鲎试剂凝

集反应的干扰，结果表明，将离心后的水相稀释至８倍
以上可消除溶剂干扰；供试品干扰试验中，将二氯甲烷

稀释 ３２倍不干扰鲎试剂凝集反应，表明本方法适用于
帕莫酸多奈哌齐中细菌内毒素的控制。

·检验检测·
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