
中  
国  
药  
房  
网 

www
.chi
na-
phar
mac
y.co
m 

中国药房 2017年第28卷第3期 China Pharmacy 2017 Vol. 27 No. 3

布洛芬为非甾体类解热镇痛抗炎药，具有较强的抗

炎、抗风湿及解热镇痛作用，且胃肠道不良反应较轻，耐

受性好，目前在临床中被广泛使用，主要应用的是其口

服制剂。布洛芬氯化钠注射液是新近开发的注射制剂，

能够进一步扩大该药的临床应用范围，更好地满足患者

的治疗需求 [1]。本研究参考 2015年版《中国药典》（四

部）通则1143“细菌内毒素检查法”项下凝胶法的要求[2]，

建立了布洛芬氯化钠注射液细菌内毒素的检查方法。

1 材料
1.1 仪器

BET-32型细菌内毒素测定仪（天津市天大天发科技

有限公司）；XK96型快速混匀器（江苏新康医疗器械有

限公司）。试验用试管、刻度吸管等玻璃器材按规定清

洗，于250 ℃干烤1 h除去外源性内毒素。

1.2 药品与试剂

布洛芬氯化钠注射液（浙江省某制药企业，批号：

13122321、13122421、13122422，规格：每 100 mL含布洛

芬 0.4 g和氯化钠0.8 g）；鲎试剂[TAL，福州新北生化工业

有限公司，批号：13090812，标示灵敏度（λ）：0.125 EU/mL；

湛江安度斯生物有限公司，批号：1202171，λ：0.125 EU/

mL，规格均为每支 0.1 mL]；细菌内毒素工作标准品

（CSE，批号：130531，规格：每支 10 EU）、细菌内毒素检

查用水（BET水，批号：13091402，规格：每支 2 mL）均购

自福州新北生化工业有限公司。

2 方法与结果
2.1 样品细菌内毒素限值（L）的确定

L按2015年版《中国药典》（四部）通则1143“细菌内

毒素检查法”规定的公式L＝K/M计算。式中，K为人每

1 kg体质量每1 h最大可接受的内毒素剂量，注射剂K＝

5 EU/（kg·h）。M为人用每 1 kg体质量每 1 h的最大样

品剂量，我国人均体质量按60 kg计算，该制剂用于镇痛

时每次给药 400～800 mg，每 6 h一次，每次输注时间不

少于 30 min；用于发烧时每次给药 400 mg，每 4～6 h一

次，或每次给药100～200 mg，每4 h一次，每次输注时间

不少于 30 min，即该制剂临床最大剂量为 1 h 使用

800 mg（200 mL），故 M＝200 mL/（60 kg·1 h）＝3.33

mL/（kg·h）。则 L＝K/M＝5 EU/（kg·h）/3.33 mL/（kg·
h）＝1.5 EU/mL。

按照 2015年版《中国药典》（四部）通则 9301“注射

剂安全性检查法应用指导原则”中的建议[2]，限值要求可

适当严格，提高至计算值的 1/3～1/2，以保证用药安

全。本试验安全系数定为 3，故 L＝1.5（EU/mL）/3＝

0.5 EU/mL。
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摘 要 目的：建立布洛芬氯化钠注射液细菌内毒素的检查方法。方法：按2015年版《中国药典》（四部）通则1143“细菌内毒素检

查法”项下凝胶法的要求，通过干扰试验确定样品主成分最大无干扰质量浓度，并进行方法学验证。结果：样品稀释至含布洛芬质

量浓度为1 mg/mL及以下时对细菌内毒素检查无干扰作用。结论：所建立的方法可用于布洛芬氯化钠注射液的细菌内毒素检查，

其细菌内毒素限值确定为0.5 EU/mL。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the bacterial endotoxin test of Ibuprofen sodium chloride injection. METH-

ODS：Maximum noninterference concentration of sample was determined by interference test according to bacterial endotoxins

gel-clot test stated in the general principles 1143 of Chinese Pharmacopoeia 2015 edition（four）. And then methodology validation

was conducted. RESULTS：Samples were diluted to 1 mg/mL，which did not interfere with bacterial endotoxin test. CONCLU-

SIONS：The established method can be used for the bacterial endotoxin test of Ibuprofen sodium chloride injection，and the limita-

tion of bacterial endotoxin was 0.5 EU/mL.
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按照 2015年版《中国药典》（四部）通则 1143“细菌

内毒素检查法”规定，进行 TAL 的灵敏度复核。根据

TAL 的λ＝0.125 EU/mL，用 BET 水溶解 CSE，并配制

成含细菌内毒素 2.0λ、1.0λ、0.5λ、0.25λ（0.25、0.125、

0.062 5、0.031 25 EU/mL）的系列浓度溶液。取复溶后的

规格为每支 0.1 mL的TAL原安瓿 18管，其中 16管分别

加入0.1 mL不同浓度的细菌内毒素标准溶液，每个浓度

平行 4管；另外 2管加入 0.1 mL BET 水作为阴性对照。

取2批不同厂家的TAL分别进行试验，结果TAL灵敏度

测试值（λC）均在0.5λ～2.0λ之间，表明2批TAL的灵敏度

均与λ相符，可以用于细菌内毒素检查试验，结果见表 1

（注：“+”表示试剂形成凝胶且倒转不变形或滑落，即反

应呈阳性；“－”表示未形成凝胶或凝胶不结实、变形并

脱落，即反应呈阴性。以下各表同）。

表1 TAL的灵敏度复核试验结果

Tab 1 Results of TAL sensitivity recheck

TAL批号

13090812

1202171

λ，EU/mL

0.125

0.125

细菌内毒素浓度，EU/mL

0.25

++++

++++

0.125

++++

+++-

0.062 5

----

----

0.031 25

----

----

阴性对照

--

--

λC，EU/mL

0.125

0.149

2.3 干扰预试验

目前市售TAL的λ通常为0.5～0.03 EU/mL，根据公

式MVD＝cL/λ计算，则供试品最终对应有效稀释倍数范

围为 1～16 倍。取样品（批号：13122321）适量，使用

BET 水稀释制成布洛芬质量浓度分别为 4、2、1、0.5、

0.25 mg/mL的系列溶液，标记为供试品阴性对照系列溶

液（NPC系列，各2管）；用上述系列溶液作为溶剂，分别

溶解并稀释CSE，制得细菌内毒素含量均为 2.0λ的供试

品阳性对照系列溶液（PPC系列，各2管）；同时做细菌内

毒素阳性对照溶液（PC）和BET水阴性对照溶液（NC）各

2管，然后按“细菌内毒素检查法”操作，进行干扰预试

验，结果见表2。由表2可知，样品在稀释4倍及以上，即

布洛芬质量浓度为 1 mg/mL及以下时，2批TAL对细菌

内毒素检查试验均没有干扰作用。

表2 样品干扰预试验结果

Tab 2 Results of preliminary interference test

TAL批号

13090812

1202171

系列溶液

NPC

PPC

NPC

PPC

稀释倍数
1

--

--

--

--

2

--

-+

--

+-

4

--

++

--

++

8

--

++

--

++

16

--

++

--

++

PC

++

++

NC

--

--

2.4 干扰试验

根据干扰预试验结果，将 3批样品均照干扰预试验

稀释方法制成含布洛芬质量浓度为 1 mg/mL的供试品

溶液，将 CSE 稀释制成含细菌内毒素 2.0λ、1.0λ、0.5λ、

0.25λ的系列溶液，每个浓度平行 4管，然后分别用λ＝

0.125 EU/mL 的 2个厂家的 TAL，按 2015年版《中国药

典》（四部）通则1143“细菌内毒素检查法”项下的规定进

行干扰试验。结果显示，用BET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（Es）均在0.5λ～2.0λ

之间，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（Et）均在 0.5Es～2.0Es之间 [2-3]。

表明在此试验条件下，样品对 TAL 与细菌内素素的凝

集反应无干扰作用，详见表 3。

表3 样品干扰试验结果

Tab 3 Results of interference test

TAL批号

13090812

1202171

样品批号

BET水
13122321

13122421

13122422

BET水
13122321

13122421

13122422

细菌内毒素浓度，EU/mL

0.25

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

++++

0.125

+++-

+++-

++--

++++

+++-

+++-

++--

++++

0.062 5

----

----

----

----

----

----

----

----

0.031 25

----

----

----

----

----

----

----

----

NC

--

--

--

--

--

--

--

--

Es，EU/mL

0.149

0.149

Et，EU/mL

0.149

0.177

0.125

0.149

0.177

0.125

2.5 样品细菌内毒素检查

取 3批样品各适量，照干扰预试验稀释方法制成含

布洛芬质量浓度为 1 mg/mL的供试品溶液，分别用λ＝

0.125 EU/mL 的 TAL（批号：13090812），按照 2015年版

《中国药典》（四部）通则 1143“细菌内毒素检查法”进行

操作和结果判断，结果3批样品每1 mL中含细菌内毒素

的量均小于0.5 EU，详见表4。

表4 样品细菌内毒素检查结果

Tab 4 Results of bacterial endotoxin test of sample

样品批号
13122321

13122421

13122422

NPC

--

--

--

PPC

++

++

++

PC

++

++

++

NC

--

--

--

3 讨论
布洛芬氯化钠注射液作为静脉用注射制剂，应设立

细菌内毒素或热原检查项。一般利用TAL法或家兔法

检查样品所含的细菌内毒素或热原是否符合限量规定，

如果不合格，在临床应用时可能产生热原反应而造成严

重的不良后果。鉴于布洛芬氯化钠注射液具有解热镇

痛作用，若采用家兔热原检查法可能会因其药效学作用

而出现假阴性结果[4]；而TAL细菌内毒素检查法具有方

法简单、结果准确、成本低等优点，适用于该制剂的细菌

内毒素检查，并且该方法已被广泛用于具有解热作用的

注射剂及其原料药和临床医疗器具中的致热物质的检

查[5-7]。本试验初步建立了布洛芬氯化钠注射液的细菌

内毒素检查法，并将其细菌内毒素限值确定为：取本品，

依法检查（2015年版《中国药典》四部通则 1143），每 1

mL中含细菌内毒素应小于0.5 EU。
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HPLC法同时测定注射用三重霉素中普鲁卡因、二苄基乙二胺和
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摘 要 目的：建立同时测定注射用三重霉素中普鲁卡因、二苄基乙二胺、青霉素含量的方法。方法：采用高效液相色谱法。色谱

柱为SinoChrom C18，流动相为0.21 mol/L磷酸二氢钾溶液（含0.16％的三乙胺，氢氧化钾溶液调pH至5.6）-乙腈（81 ∶19，V/V），流速

为1.0 mL/min，检测波长为215 nm，柱温为25 ℃，进样量为10 µL。结果：普鲁卡因、二苄基乙二胺、青霉素检测质量浓度线性范

围分别为 0.011～0.64 mg/mL（r＝0.999 9）、0.013～0.80 mg/mL（r＝0.999 9）、0.075～4.50 mg/mL（r＝0.999 9）；精密度、稳定性、重

复性试验的RSD＜0.70％；加样回收率分别为98.42％～101.51％（RSD＝0.90％，n＝9）、98.28％～101.50％（RSD＝0.90％，n＝9）、

99.03％～101.11％（RSD＝0.66％，n＝9）。结论：该方法简便、准确，可用于注射用三重霉素中普鲁卡因、二苄基乙二胺和青霉素

含量的同时测定。

关键词 注射用三重霉素；普鲁卡因；二苄基乙二胺；青霉素；含量测定；高效液相色谱法

Simultaneous Determination of Procaine，Benzathine and Penicillin in Triple Penicillin for Injection by

HPLC
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the simultaneous determination of procaine，benzathine and penicillin in Tri-

ple penicillin for injection. METHODS：HPLC was performed on the column of SinoChrom C18 with mobile phase of 0.21 mol/L

potassium dihydrogen phosphate solution（containing 0.16％ triethylamine，adjusted pH to 5.6 by potassium hydroxide）-acetonitril

（81 ∶ 19，V/V）at a flow rate of 1.0 mL/min，detection wavelength was 215 nm，column temperature was 25 ℃，and the injection

volume was 10 µL. RESULTS：The linear range was 0.011-0.64 mg/mL for procaine（r＝0.999 9），0.013-0.80 mg/mL for benza-

thine（r＝0.999 9）and 0.075-4.50 mg/mL for penicillin（r＝0.999 9）；RSDs of precision，stability and reproducibility tests were

lower than 0.70％ ；recoveries were 98.42％ -101.51％ （RSD＝0.90％ ，n＝9），98.28％ -101.50％ （RSD＝0.90％ ，n＝9） and

99.03％-101.11％（RSD＝0.66％，n＝9）. CONCLUSIONS：The method is simple，accurate，and can be used for the simultaneous

determination of procaine，benzathine and penicillin in Triple penicillin for injection.

KEYWORDS Triple penicillin for injection；Procaine；Benzathine；Penicillin；Content determination；HPLC
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注射用三重霉素，又名强化苄星青霉素，为苄星青

霉素、普鲁卡因青霉素、青霉素钠按国际单位比 6 ∶ 3 ∶ 3
混合的注射用无菌粉末。苄星青霉素为青霉素的二苄

基乙二胺盐，普鲁卡因青霉素为青霉素的普鲁卡因盐，

二者抗菌活性成分均为青霉素，肌肉注射后青霉素缓慢

释放并被吸收[1]。苄星青霉素、普鲁卡因青霉素、青霉素

钠血药浓度达峰时间分别为24 h、1～4 h、15～30 min[2]，

三者混合使其具有长期、中期和即时起效的优势，可以

维持1～4周血液中的有效浓度。《美国药典》[3]分别采用

碘量法和分光光度法测定苄星青霉素和普鲁卡因青霉
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