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帕拉米韦是由美国生物晶体公司研制的一种环戊烷神经

氨酸酶抑制剂，是世界首个静脉途径治疗流感的药物，该药可

有效抑制各种流感病毒株，具有耐受性好、毒性小等优点。

2010年由日本盐野义制药株式会社推广上市，用于甲型、乙型

流感病毒感染症的治疗[1]。2013年，我国国家食品药品监督管

理总局批准抗流感新药帕拉米韦氯化钠注射液上市，现有临

床试验数据证明该药对甲型和乙型流感有效[2]。但目前尚未

有帕拉米韦氯化钠注射液细菌内毒素检查法的文献报道。为

确保临床用药安全，笔者采用细菌内毒素凝胶检查法[3-4]检测

了帕拉米韦氯化钠注射液中细菌内毒素，现报道如下。

1 材料
KXB-12A型恒温培养箱（上海科析试验仪器厂）；XW-8A

型漩涡混合器（上海青浦沪西仪器厂）；PHS-2F型雷磁酸度计

（上海仪电科学仪器股份有限公司）；XS 105型电子天平（德国

Sartorius公司）。

帕拉米韦氯化钠注射液（山东绿因药业有限公司，批号：

130901、130902、130903，规格：60 ml ∶ 300 mg）；鲎试剂[TAL，

湛江安度斯生物有限公司，批号：1010211，标示灵敏度：0.25

EU/ml ；福州新北生化工业有限公司，批号：1007121，标示灵敏

度：0.125 EU/ml）]；细菌内毒素工作标准品（CSE，湛江安度斯

生物有限公司，批号：1010150，规格：100 EU/ml）；细菌内毒素

检查（BET）用水（湛江安度斯生物有限公司，批号：1011230，规

格：50 ml/瓶）。

2 方法与结果
2.1 样品细菌内毒素限值（L）的确定

参考相关文献[5-6]，确定大容量注射液的细菌内毒素限值L

为 0.5 EU/ml。根据公式L＝K/M计算。K为人用每千克体质
量每小时最大可接受的内毒素剂量，注射剂K＝5 EU/（kg·h）；

M为人用每千克体质量每小时的最大剂量。帕拉米韦氯化钠
注射液静脉注射最大用药剂量为 600 mg（120 ml），给药时间
每次至少为15 min，平均体质量按60 kg计，静脉注射时间按1

h计，故L＝K/M＝2.5 EU/ml。根据《化学药品注射剂安全性检
查法应用指导原则》的要求，为保证用药安全，本研究规定帕
拉米韦氯化钠注射液的细菌内毒素限值为0.5 EU/ml。

2.2 样品最小有效稀释浓度（c）的确定
根据公式 c＝λ/L 计算。式中，L 为 0.5 EU/ml，λ为 TAL 灵

敏度。目前，市售TAL的λ为0.50、0.25、0.125、0.0625、0.03 EU/

ml，得c为5.0、2.5、1.25、0.625、0.312 5 mg/ml。

2.3 TAL灵敏度复核试验
根据2010年版《中国药典》（二部）附录TAL灵敏度复核试

验的方法操作[3]，结果均符合规定，详见表 1[注：“+”表示凝胶
形成（阳性）；“－”表示凝胶未形成（阴性）]。

2.4 干扰预试验
取BET用水将帕拉米韦氯化钠注射液稀释成质量浓度为

5.0、2.5、1.25、0.625、0.312 5 mg/ml的系列浓度溶液，作为供试
品阴性对照溶液（NPC）。另制备相同浓度的系列供试品溶液，

使每一供试品溶液中含有2.0 λ（0.50 EU/ml）的细菌内毒素，作
为阳性对照溶液（PPC）。另设CSE的阳性对照管（PC）和BET

用水阴性对照管（NC）各2管，按细菌内毒素检查法操作，结果
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摘 要 目的：建立帕拉米韦氯化钠注射液细菌内毒素的检查方法。方法：按2010年版《中国药典》（二部）附录细菌内毒素凝胶

检查法，采用不同厂家的鲎试剂，通过干扰试验对不同批号的样品最大不干扰质量浓度及细菌内毒素进行检查。结果：样品质量

浓度为2.5 mg/ml时对鲎试剂与细菌内毒素的凝集反应无干扰；样品的细菌内毒素限值为0.5 EU/ml。结论：本方法可用于帕拉米

韦氯化钠注射液的细菌内毒素检查。
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见表2（注：“+”表示阳性反应；“－”表示阴性反应）。

表1 TAL灵敏度复核结果

Tab 1 Recheck results of TAL sensitivity test

TAL批号

1010211

1007121

标示灵敏度，
EU/ml

0.25

0.125

细菌内毒素浓度，EU/ml

0.5

++++

----

0.25

-+-+

++++

0.125

----

++-+

0.062 5

----

----

0.031

----

----

阴性
对照

--

--

复核灵敏度，
EU/ml

0.354

0.149

表2 样品干扰预试验结果

Tab 2 Results of pre-interference test of samples

TAL批号

1010211

1007121

λ，EU/ml

0.25

0.125

0.25

0.125

系列

NPC

PPC

NPC

PPC

样品质量浓度，mg/ml

5.0

--

--

--

--

2.5

--

++

--

++

1.25

--

++

--

++

0.625

--

++

--

++

0.3125

--

++

--

++

PC

++

++

++

++

NC

--

--

--

--

预试验结果表明，帕拉米韦氯化钠注射液原液对两批

TAL均有强抑制作用，样品经稀释后，TAL的最大不干扰浓度

（2.5 mg/ml）对试验可能无干扰。

2.5 干扰试验

根据预试验结果，用质量浓度为 2.5 mg/ml的供试品溶液

及BET用水分别稀释CSE，制成细菌内毒素浓度为 0.5、0.25、

0.125、0.062 5、0.031 EU/ml的系列溶液，与两批TAL反应，按

2010年版《中国药典》（二部）附录中细菌内毒素检查法进行干

扰试验，结果见表3[注：Es为BET用水制成的细菌内毒素标准

溶液反应终点浓度的几何平均值，Et为用供试品溶液制成的细

菌内毒素标准溶液反应终点浓度的几何平均值；Es＝lg－1（∑Xs/

4），Et＝lg－1（∑Xt/4）；“+”表示阳性反应；“－”表示阴性反应]。

试验结果表明，Es为 2～0.5 EU/ml，Es/Et为 0.5～2，说明质

量浓度为2.5 mg/ml 的样品溶液对TAL无干扰，可用于细菌内

毒素检查。

2.6 样品细菌内毒素检查

表3 样品干扰试验结果

Tab 3 Results of interference test of samples

TAL批号

1010211

1007121

λ，EU/ml

0.25

0.125

批号

BET水
130901

130902

130903

BET水
130901

130902

130903

细菌内毒素浓度，EU/ml

0.5

+ + + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

0.25

+ + + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

+ + + +

0.125

- - - -

- - - -

- + - -

- - - -

- - - -

- - - -

+- - -

- - - -

0.0625

- - - -

- - - -

- - - -

- - - -

- - - -

- - - -

- - - -

- - - -

0.031

- - - -

- - - -

- - - -

- - - -

- - - -

- - - -

- - - -

- - - -

NC

--

--

--

--

--

--

--

--

Es

0.25

0.25

Et

0.25

0.21

0.25

0.25

0.21

0.25

Es/Et

1.0

1.2

1.0

1.0

1.2

1.0

取 3批次的样品各适量，加BET用水制成质量浓度为 2.5

mg/ml的溶液，使用λ为0.25 EU/ml的TAL，按文献[7]方法进行

细菌内毒素检查，并按要求做阳性（PPC、PC）、阴性（NPC、NC）

对照，结果均符合规定，详见表 4（注：“+”表示阳性反应；“－”

表示阴性反应）。

表4 细菌内毒素检查结果

Tab 4 Results of bacterial endotoxin test

TAL批号
1010211

1007121

批号
130901

130902

130903

130901

130902

130903

样品质量浓度，mg/ml

2.5

2.5

2.5

2.5

2.5

2.5

NPC

--

--

--

--

--

--

PPC

++

++

++

++

++

++

PC

++

++

++

++

++

++

NC

--

--

--

--

--

--

3 讨论
细菌内毒素检查法是通过TAL与细菌内毒素间产生凝聚

反应以判断供试品中细菌内毒素是否符合规定的一种方法，

具有操作简单、检测周期短、灵敏度高、结果准确等优点[8]。在

进行预干扰试验时，加入BET用水将帕拉米韦氯化钠注射液

稀释并溶解到质量浓度为2.5 mg/ml时不干扰测定。本试验中

笔者采用两家不同企业的TAL对3个批号的样品进行试验对

比[9]，在样品质量浓度稀释至2.5 mg/ml及以下时，不干扰细菌

内毒素检查。因此，帕拉米韦氯化钠注射液用凝胶法进行细

菌内毒素检查是可行的。

综上所述，本方法可用于帕拉米韦氯化钠注射液的细菌

内毒素检查。
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