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摘要   目的：探讨应用细菌内毒素检查法控制Ⅰ类新药注射用布罗佐喷钠的热原物质的可行性。方法：

应用 2 个厂家的鲎试剂和 1 批注射用布罗佐喷钠制剂进行干扰预试验，摸索出最大不干扰浓度；再分别

对 3 批注射用布罗佐喷钠制剂进行正式干扰试验，根据供试品梯度稀释溶液对鲎试剂和细菌内毒素反应

的干扰情况，确定细菌内毒素检查法的适用性；并根据限值应用适宜灵敏度的鲎试剂对 3 批制剂进行细

菌内毒素检查。结果：3 个批次的制剂在有效浓度（3.125 mg·mL-1）的 9.5 倍时对鲎试剂与内毒素的反

应即无干扰作用，细菌内毒素检查结果均符合规定。结论：可应用细菌内毒素检查法检查注射用布罗佐

喷钠的热原，该方法可快速、准确对制剂产品进行安全性质量控制。
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Abstract   Objective:   To explore the feasibility of using bacterial endotoxin test to control the pyrogen of 
class I new drug Brozopine for injection. Methods: Tachypleus amebocyte lysate (TAL) from 2 manufacturers 
and 1 batche of Brozopine for injection were used for interference pilot test and the maximum non-interference 
concentration was found out. Then a formal interference test with the 3 batches of Brozopine for injection was 
conducted and the applicability of bacterial endotoxin test was determined according to the interference condition 
of the gradient dilution solution of the test articles to TAL and bacterial endotoxin. Furthermore, the bacterial 
endotoxin test of 3 batches of formulation was carried out using appropriate TAL according to the limit. Results: 3 
batches of formulation showed no interference with TAL and endotoxin at 9.5 times of the effective concentration 
(3.125 mg·mL-1). The results of bacterial endotoxin test were in line with the provision. Conclusion: The 
bacterial endotoxin test can be used to examine the pyrogen of Brozopine for injection. The method can be used 
quickly and accurately for the safety and quality control of the preparation products.
Keywords：  quality control of new drugs; brozopine for injection; bacterial endotoxin test; tachypleus 
amebocyte lysate (TAL); interference test
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 注射用布罗佐喷钠是新型化合物布罗佐喷钠

的无菌冻干制品，布罗佐喷钠（brozopine）是一种

由芹菜甲素经过结构修饰﹑构效关系等方面的研究

遴选出的新型化合物，用于治疗轻中度急性缺血性

脑卒中，目前国内外尚没有进行过其合成﹑药效﹑

临床等方面的研究，属1.1类创新化合物[1]。

药物在注射给药过程中，偶尔会出现发热、

寒战、头痛、恶心、呕吐等症状，严重的甚至昏

迷、死亡，人们将这种药物的不良反应称之为

热原反应，能引起上述反应的物质被称为热原

(pyrogen)。普遍认为革兰氏阴性菌（G-）产生的内

毒素是其主要来源，虽然不是所有已知热原都具有

内毒素(脂多糖)的结构，但所有已知的内毒素都具

有热原活性。在GMP条件下生产的药品，一般认为

不存在内毒素就意味着不存在热原。这也正是鲎血

变形细胞溶解物试验(limulus amoebocyte lysatetest)

用于药物生产过程或药物成品热原检测的基础[2]。

《中国药典》也规定了静脉用注射剂均应设细菌内

毒素（或热原）检查项，其中，化学药品注射剂一

般首选细菌内毒素检查项[3]。

细菌内毒素是革兰氏阴性菌（G-）细胞壁的

脂多糖成分，于细菌死亡解体后释放。其在有机体

内作用于单核巨噬细胞产生多种细胞因子，如：肿

瘤坏死因子、白细胞介素（IL）-1、IL-6、血小板

激活因子等。这些因子适量时可激活免疫系统，对

机体产生有益作用，过量则可引起机体严重的病理

生理反应，表现为发热、低血压、心动过速、休

克、多器官功能衰竭甚至死亡[4]。细菌内毒素检查

法是利用鲎试剂来检测或量化由G-产生的细菌内毒

素，以判断供试品中细菌内毒素的限量是否符合规

定的一种方法[5]。

2010年版《中国药典》收载的用细菌内毒

素检查法来控制产品质量的品种已达 506 种，现

行世界各国药典以及国际药典对此方法均有收

载[6]。细菌内毒素试验的方法有凝胶法（gelation 

assay）、浊度法（turbidimetric assay）、显色底

物法（chromogentic assay）、免疫法（immunology 

a s s a y ） 等 ， 其 中 凝 胶 法 是 经 典 方 法 。 凝 胶 法

是 将 等 体 积 的 供 试 品 溶 液 和 新 配 制 的 鲎 试 剂

（limulus amebocyte lysate，LAL；tachypleus 

amebocytelysate，TAL)溶液在试管中混匀，一般各

0.1 mL（37±1）℃反应（60±2）min，如果被检

测的溶液不含干扰凝集反应的因素，且其含有的内

毒素浓度等于或大于所用鲎试剂的灵敏度(λ)时，

就会在试管中形成凝胶即显示阳性反应，否则呈澄

明溶液或轻度混浊即阴性反应[7]。

鉴于该药是一种新型化合物的冻干制品，为

保证该药应用的安全性，本文依照《中国药典》

2010年版二部及附录和有关应用指导原则，对其进

行了细菌内毒素检查法的研究。

1   试药与仪器
1.1   受试药物

注射用布罗佐喷钠（批号：140509、140515、

140519，规格：50 mg，北京伊斯康科技有限公

司）。细菌内毒素工作标准品（批号：150601-

201377，规格：70 EU，中国食品药品检定研究

院）；鲎试剂（TAL）1（批号：1405232，规

格：0.5 mL，标示灵敏度：0.25 EU·mL-1，：

湛江安度斯生物有限公司）；鲎试剂(TAL)2（批

号：1311052，规格：0.5 mL，标示灵敏度：0.25 

EU·mL-1，湛江博康海洋生物有限公司）；鲎试

剂（TAL）3（批号：1306212，规格：0.5 mL，标

示灵敏度：0.06 EU·mL-1，湛江安度斯生物有限

公司）；细菌内毒素检查（BET）用水（批号：

160006-201301，规格：5 mL，中国食品药品检定

研究院）。

1.2   仪器

ZH-2型旋涡混合器，天津大学无线电厂；

GD100数控式恒温水浴槽，英国GRANT公司。

2   方法与结果
2.1   内毒素限值（L）的确定[5,8-9] 

根 据 公 式 L = K / M ， K 为 人 每 千 克 体 重 每

小 时 最 大 可 接 受 的 内 毒 素 剂 量 ， 注 射 剂 K = 5 

EU·（kg·h）-1，M为人用每千克体重每小时的

最大供试品剂量，人均体重按60 kg计算，本品药

品说明书中规定的用法用量为每天100 mg，根据公

式计算出内毒素限值为3 EU·mg-1，即规定本品每

1 mg布罗佐喷钠中含内毒素的量应不过3 EU[10]。

2.2   供试品的有效浓度计算

根据目前用于药品内毒素凝胶法检验的鲎

试剂的灵敏度一般在0.03 EU·mL-1（λmin）～

1 EU·mL-1（λmax）之间，本品按3 EU·mg-1

的 限 值 进 行 细 菌 内 毒 素 检 查 时 的 最 大 有 效 浓

度（Cmax）和最小有效浓度（Cmin）应为：
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0.33～0.01 mg·mL-1。计算如二式：Cmax=λmax/

L=1 EU·mL -1/3  EU·mg -1=0.33 mg·mL -1，

Cmin=λmin/L=0.03  EU·mL -1/3  EU·mg -1=

0.01 mg·mL-1。

2.3   鲎试剂灵敏度复核[5] 

按照《中国药典》2010年版二部附录Ⅺ E进行

鲎试剂灵敏度复核试验，结果表明，两个厂家的3

个批号的鲎试剂灵敏度均符合规定。见表1。

表 1   鲎试剂灵敏度复核试验结果（λC=0.25 EU·mL-1）

鲎试剂 鲎试剂批号
内毒素浓度 /（EU·mL-1） 阴性

对照

λ/

（EU·mL-1）

λC/

（EU·mL-1）2λ 1λ 0.5λ 0.25λ

1 安度斯 1405232 ++++ ++++ - - - - - - - - - - 0.25 0.25

2 博康 1311052 ++++ ++- - - - - - - - - - - - 0.25 0.35

3 安度斯 1306212 ++++ ++++ - - - - - - - - - - 0.06 0.06

  注：“-”为阴性结果；“+”为阳性结果。

2.4   干扰试验

2.4.1   干扰试验预试验[5,11] 

取批号为140509的供试品，用标示灵敏度为

0.25 EU·mL-1的TAL1和TAL2进行干扰试验预试

验。用细菌内毒素检查用水对供试品进行倍比稀

释，分别制成终浓度为25、12.5、6.25、3.125、

1.5625 mg·mL-1的系列溶液，该溶液作为NPC系

列溶液；同时在每个浓度中加入内毒素标准品作

为PPC系列溶液，每一浓度平行做2支。另取2支反

应管加入BET水作为阴性对照液，2支反应管加入

2.0λ浓度的内毒素标准溶液作为阳性对照液。结

果显示，该批供试品在3.125 mg·mL-1（进行16倍

稀释后）及以下浓度对两个厂家的鲎试剂与细菌内

毒素的反应无干扰作用，可在低于或等于此浓度下

进行正式干扰试验。见表2。

表 2   干扰试验预试验结果（λ=0.25 EU·mL-1）

鲎试剂 供试品

批号

供试品浓度 /

（mg·mL-1）

供试品

（NPC）

供试品溶液 (PPC)
阴性

对照

阳性

对照0.5/

（EU·mL-1）

0.0625/

（EU·mL-1）

TAL1 140509 25 - - - - - -

- - ++

12.5 - - - - - -

6.25 - - - - - -

3.125 - - ++ - -

1.5625 - - ++ - -

TAL2 140509 25 - - - - - -

- - ++

12.5 - - - - - -

6.25 - -
- -

- -

3.125 - -
++

- -

1.5625 - -
++

- -
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表 4   注射用布罗佐喷钠细菌内毒素检查结果

鲎试剂

批号

供试品

批号

供试品浓度 /

（mg·mL-1）

阴性

对照

阳性

对照

供试品

阳性对照
供试品 结论

TAL3

140509

0.02 - - ++

++ - - 符合规定

140515 ++ - - 符合规定

140519 ++ - - 符合规定

2.4.2   干扰试验 [5,11] 

根据预试验的结果，对3个批号、浓度分别为

3.125、1.5625 mg·mL-1的供试品分别用灵敏度均

为0.25 EU·mL-1的鲎试剂1和2进行干扰试验。取

供试品稀释液和BET用水将同一支细菌内毒素工作

标准品稀释制成含细菌内毒素工作标准品2.0λ、

1.0λ﹑0.5λ﹑0.25λ 4种浓度的内毒素溶液分别

作为NPC系列溶液和PPC系列溶液。每一浓度平行

做4管，另取BET和供试品稀释液各2支作为阴性

对照管。结果表明，注射用布罗佐喷钠在浓度为

3.125 mg·mL-1（进行16倍稀释后）及其以下浓度

时对鲎试剂1和2与内毒素的反应不存在干扰，其Es

在0.5λ～2λ，且Et在0.5Es～2Es之间。见表3。

2.4.3   供试品的细菌内毒素检查 [5,10] 

干 扰 试 验 结 果 和 内 毒 素 限 值 ， 将 3 个 批 号

的注射用布罗佐喷钠制剂用BET水稀释制成0.02 

mg·mL-1的溶液，用标示灵敏度为0.06 EU·mL-1

湛江安度斯的鲎试剂进行细菌内毒素检查（凝胶

法），用BET水作为阴性对照液，用供试品稀释液

将内毒素标准品梯度稀释制成0.125 EU·mL-1的溶

液作为供试品阳性对照，均平行做2管，结果显示

均符合规定，见表4。

表 3   注射用布罗佐喷钠细菌内毒素干扰试验结果

鲎试剂

批号

供试品

批号

供试品 /

（mg·mL-1）

内毒素浓度 / EU·mL-1
阴性

对照
Es 或 Et Et/Es 结论

0.5 0.25 0.125 0.0625

TAL1 BET 水 / ++++ ++++ - - - - - - - - - - Es=0.25 / /

140509

3.125

++++ ++++ ++++ - - - - - - Et=0.125 0.5 无干扰

140515 ++++ ++++ ++++ - - - - - - Et=0.125 0.5 无干扰

140519 ++++ ++++ ++++ - - - - - - Et=0.125 0.5 无干扰

140509

1.5625 

++++ ++++ ++++ - - - - - - Et=0.125 0.5 无干扰

140515 ++++ ++++ ++++ - - - - - - Et=0.125 0.5 无干扰

140519 ++++ ++++ +++- - - - - - - Et=0.15 0.6 无干扰

TAL2 BET 水 / ++++ ++++ ++-- - - - - - - Es=0.177 / /

140509

3.125

++++ ++++ - - - - - - - - - - Et=0.25 1.0 无干扰

140515 ++++ ++++ ++++ - - - - - - Et=0.125 0.7 无干扰

140519 ++++ ++++ ++++ - - - - - - Et=0.125 0.7 无干扰

140509

1.5625 

++++ ++++ ++++ - - - - - - Et=0.125 0.7 无干扰

140515 ++++ ++++ ++++ - - - - - - Et=0.125 0.7 无干扰

140519 ++++ ++++ ++++ - - - - - - Et=0.125 0.7 无干扰
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2.4.4   结果

通过对供试品细菌内毒素限值的确定、有效

浓度范围的计算、选用鲎试剂灵敏度的复核、干

扰预试验确定最大不干扰浓度及3批供试品的干

扰试验，确定了细菌内毒素检查法（凝胶法）可

应用于注射用布罗佐喷钠制剂产品的热原物质

控制。

3  讨论
1956年Johns Hophins大学的动物学家 Frederik  

Bang博士发现G-细菌的粗制品能使鲎的血细胞凝

聚而死亡。1963-1964年，该大学医学院血液室的

Levin和Bang合作对细菌引起鲎血凝聚的机制进行

了深入的研究，用提纯的内毒素和鲎血细胞溶解物

证明了鲎血凝聚机制是一种酶反应[12]。见图1。

鲎血细胞溶解物中的凝固酶原，能被微量的

细菌内毒素激活生成凝固酶，使可凝蛋白转化为凝

固蛋白，进而形成凝胶样物质，这是一个链式酶原

反应。该反应凝胶形成速率与内毒素浓度成正比，

并受温度、反应物中Ca2+﹑Mg2+浓度和pH值等因素

的影响，温度和pH值的差异会影响到多种因子和

蛋白质的活性，影响可凝蛋白的转化和凝胶的形

成，从而引起结果的差异[13]。

在此次试验过程中排除了温度、Ca2+﹑Mg2+等

相关因素的影响，pH值方面供试品用BET水稀释至

3.125 mg·mL-1时pH值在9.0左右，呈碱性，虽超出

细菌内毒素检查法对供试品要求的pH值6.0~8.0的

范围，但供试品的不干扰浓度高于最大有效稀释浓

度的9 倍，而且TAL也有一定的缓冲能力，试验中

3批供试品对两个厂家的鲎试剂与内毒素的反应未

显示出干扰作用，进一步稀释后也无干扰，可以满

足日常检测的目标[14]。

该试验表明注射用布罗佐喷钠应用细菌内毒素

检查法（凝胶法）进行安全性质量控制是可行的，

可以满足制剂产品生产过程中对热原物质的控制要

求。以往的研究也标明原料药布罗佐喷钠用细菌内

毒素检查法进行安全性质量控制也是可行的[15]。结

合该品种制剂工艺，杂质分析等研究的进一步优

化，其质量控制指标将会更加趋于完善。
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图 1   鲎血细胞凝聚反应机制图


