
通讯作者：徐小玲　Ｔｅｌ：（０２７）８７２７１３２７　Ｅｍａｉｌ：１１７７２３３１３＠ｑｑ．ｃｏｍ

鸟氨酸杂质的小鼠急性毒性和细胞毒性考察
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摘　要　目的：研究鸟氨酸杂质３氨基２哌啶酮盐酸盐的急性毒性和细胞毒性。方法：预实验确定用药剂量，小鼠静脉注射
给药，采用Ｂｌｉｓｓ法计算其半数致死量（ＬＤ５０）。根据ＬＤ５０的结果设高、中、低３个剂量组和溶媒对照组，给药后连续观察１４ｄ，
记录动物反应，并进行血液生化检查，解剖后肉眼观察主要脏器变化并进行组织形态检查。应用成纤维细胞（Ｌ９２９）观察３氨
基２哌啶酮盐酸盐的细胞毒性。结果：３氨基２哌啶酮盐酸盐尾静脉一次给药对小鼠的ＬＤ５０为８０２．１８ｍｇ·ｋｇ

－１（９５％置信

区间７５８．４９～８４８．０８ｍｇ·ｋｇ－１）；高、中、低３个剂量组（６６０，３３０，１７０ｍｇ·ｋｇ－１）在观察期内一般毒性、体质量、血液生化指
标、脏器的肉眼观察及组织形态检查与溶媒对照组比较，均无明显差异。对成纤维细胞（Ｌ９２９）有一定的细胞毒作用。小鼠体
内ＮＯＡＥＬ值为６６０ｍｇ·ｋｇ－１。结论：３氨基２哌啶酮盐酸盐对小鼠和成纤维细胞（Ｌ９２９）有一定的毒性作用，本研究为氨基
酸注射液质量标准中鸟氨酸杂质限度的制定提供了依据。
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　　鸟氨酸是一种碱性氨基酸，在生物体内与精氨酸、谷氨
酸、脯氨酸能相互转变。虽不属于合成蛋白质的２０种氨基
酸，但作为尿素循环的一部分，鸟氨酸几乎涉及尿素循环的活

化和氨的解毒的全过程。在此过程中形成精氨酸，继而分离

出尿素形成鸟氨酸。临床上常与门冬氨酸结合广泛用于各种

肝脏疾病的治疗
［１，２］。因此，越来越多的复方氨基酸注射液中

添加了鸟氨酸，样品提供企业的１８ＡＡ注射液（规格５００ｍｌ）中
加入鸟氨酸的量为１～２ｇ，鸟氨酸的杂质３氨基２哌啶酮盐
酸盐的限量为“每１Ｌ不得过５０ｍｇ”，目前国内对鸟氨酸的杂
质研究鲜有报道

［３］。为了该药品的临床使用安全，本研究对

盐酸鸟氨酸中存在的杂质进行深入细致的研究，根据前期分

离鉴定出的药物分解产物和难以通过纯化工艺去除的杂质的

化学结构，购买了杂质对照品，并对杂质的安全性进行评价，

观察杂质对小鼠产生的急性毒性及对细胞的毒性作用，为氨

基酸注射液中氨基酸杂质限度的制定提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　样品　３氨基２哌啶酮盐酸盐，批号 Ｂ１４１３０７０，

ａｌａｄｄｉｎ公司生产，湖北一半天制药有限公司提供。
１．１．２　实验动物　ＳＰＦ级 ＫＭ小鼠，共９０只，雌雄各半，体
质量１８～２０ｇ，武汉生物制品研究所有限责任公司提供，实
验动物生产合格证号：ＳＣＸＫ（鄂）２０１２０００３。屏障级环境，
实验动物使用许可证：ＳＹＸＫ（鄂）２０１４０００９。自由饮用净化
水，光照为１２ｈ明暗交替，温度为１９～２３℃，相对湿度５０％
～７０％。
１．１．３　实验细胞　小鼠成纤维细胞（Ｌ９２９），中国典型培养
物保藏中心，培养条件３７℃、５％ＣＯ２，含１０％（Ｖ／Ｖ）血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养液。
１．１．４　仪器设备　ＭＬ３０３电子天平，ＸＳ６００１Ｓ动物秤，ＫＲ
２００００Ｔ离心机，ＡＵ４００自动生化仪。
１．１．５　血生化检测试剂　深圳迈瑞生物医疗电子股份有限
公司提供。

１．２　实验方法
１．２．１　对小鼠的急性毒性实验方法　经预实验找出０及
１００％估计致死量。小鼠按体质量随机分成 ５组，每组 １０
只，雌雄各半。间距为１∶０．９，各组动物尾静脉注射一次给
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药，给药体积为２０ｍｌ·ｋｇ－１，给药速度０．１ｍｌ·ｓ－１。给药后
连续观察 １４ｄ，记录动物反应和死亡情况，用 Ｂｌｉｓｓ法计算
ＬＤ５０及９５％置信区间（ＣＩ）。
１．２．２　未观察到有害作用水平（ｎｏｏｂｓｅｒｖｅｄａｄｖｅｒｓｅｅｆｆｅｃｔ
ｌｅｖｅｌ，ＮＯＡＥＬ）值确定实验方法 ［１，２］　根据ＬＤ５０的结果，小鼠
按体质量随机分成４组，每组１０只，雌雄各半。设未死亡剂
量 、１／２未死亡剂量 、１／４未死亡剂量 ３个剂量组和１个溶
媒对照组（０．９％氯化钠注射液）。各组动物尾静脉注射一
次给药，给药体积为２０ｍｌ·ｋｇ－１，给药速度０．１ｍｌ·ｓ－１。
１．２．３　一般症状观察　给药后连续观察１４ｄ，观察小鼠的
行为活动，饮食及精神状况，详细记录中度症状、中毒时间、

中毒持续时间及动物死亡时间。记录给药前、给药后７ｄ及
给药后１４ｄ小鼠体质量情况。
１．２．４　血液生化指标检测　实验结束后对 ＮＯＡＥＬ值确定
小鼠眼眶采血，分离血清进行血液生化指标检测：丙氨酸氨

基转换酶（ＡＬＴ）、天门冬氨酸氨基转换酶 （ＡＳＴ）、尿素氮
（ＢＵＮ）、血肌酐（ＳＣｒ）、血糖（ＧＬＵ）、总蛋白（ＴＰ）、总胆固醇
（ＴＣ）、三酰甘油（ＴＧ）。

表４　对小鼠血液生化指标的影响（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

生化指标
ＡＬＴ

（Ｕ獉Ｌ－１）
ＡＳＴ

（Ｕ獉Ｌ－１）
ＴＰ

（ｇ獉Ｌ－１）
ＧＬＵ

（ｍｍｏｌ獉Ｌ－１）
ＢＵＮ

（ｍｍｏｌ獉Ｌ－１）
ＳＣｒ

（μｍｏｌ獉Ｌ－１）
ＴＣ

（ｍｍｏｌ獉Ｌ－１）
ＴＧ

（ｍｍｏｌ獉Ｌ－１）

溶媒对照组 ４７．００±６．８５ １８９．６０±４９．１７ ６０．９３±４．９５ ４．１２±０．７１ ７．１４±１．３７ ８．２１±１．２５ ２．３８±０．３１ ２．３３±１．００
６６０ｍｇ·ｋｇ－１样品组 ３９．６０±８．０２ ２０４．５０±５５．７１ ５７．５５±３．１７ ３．７８±１．１５ ６．１５±０．８９ ６．４４±２．５４ ２．３０±０．３４ １．７８±０．２５
３３０ｍｇ·ｋｇ－１样品组 ３９．７０±７．６９ １９０．５０±２２．３０ ５７．２１±２．８０ ３．５２±０．７３ ６．６６±０．７２ ６．８６±１．９８ ２．２２±０．３０ １．９１±０．３３
１７０ｍｇ·ｋｇ－１样品组 ４７．８０±９．３０ ２５９．８０±１０１．２８６０．７０±２．６１ ３．８８±１．１６ ７．９５±０．６５ ６．８２±２．２９ ２．３６±０．５２ ２．１７±０．３３

１．２．５　病理解剖及病理形态学检查　对所有动物及时进行
尸检，仔细记录病变情况。溶媒对照组和高剂量组小鼠的主

要脏器（心、肝、肺、肾）放入１０％甲醛中固定，组织脱水、透
明，浸蜡，石蜡包埋切片，常规ＨＥ染色。光镜下观察组织病
理变化。

１．２．６　细胞毒性试验　将已培养２４～４８ｈ生长旺盛的Ｌ９２９
细胞用消化液消化后计数细胞浓度，用培养液将细胞制备成

１×１０４·ｍｌ－１浓度的细胞悬液接种于９６孔培养板，设空白对
照、阴性对照、阳性对照和样品高（２００ｍｇ·ｍｌ－１）、中（１２．５
ｍｇ·ｍｌ－１）、低剂量组（０．８ｍｇ·ｍｌ－１），每组各设６孔，每孔接
种１００μｌ细胞悬液。置二氧化碳培养箱３７℃培养２４ｈ后，弃
去原培养液。空白对照组加入新鲜培养液，阴性对照组、阳性

对照组及样品组分别加入高密度聚乙烯浸提液、５％ＤＭＳＯ溶
液及样品浸提液，每孔１００μｌ，置二氧化碳培养箱３７℃继续培
养７２ｈ。置显微镜下观察细胞形态。每孔加入２０μｌ浓度为
５ｇ·Ｌ－１的ＭＴＴ溶液，继续培养４ｈ后弃去孔内液体，加入１５０
μｌＤＭＳＯ，置振荡器上振荡１０ｍｉｎ，在酶标仪５７０ｎｍ和６３０ｎｍ
波长下测定吸光度，根据测定的吸光值计算相对增殖率

（ＲＧＲ），并按表１的毒性分级标准对试验结果进行评估。
ＲＧＲ＝（Ａ试验组／Ａ０空白对照组）×１００％。

表１　细胞毒性分级标准
相对增值率（％） 毒性级别 相对增值率（％） 毒性级别

≥１００ ０ ３０～４９ ３
８０～９９ １ ０～２９ ４
５０～７９ ２

１．２．７　数据处理　小鼠体质量及血液生化指标的结果采用

ＳＰＳＳ软件进行统计分析，数据用 珋ｘ±ｓ表示，采用单因素方差
分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）比较各剂量组与溶媒对照组的差异
性，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。急性毒性实验采用 Ｂｌｉｓｓ
机率单位法计算。

２　结果

２．１　小鼠的急性毒性实验结果

尾静脉一次给药后，剂量为 １０００，９００，８１０，７３０，
６６０ｍｇ·ｋｇ－１，部分小鼠注射后即刻至５ｍｉｎ出现呼吸急促、
抽搐等症状，１５ｍｉｎ内死亡。各组死亡情况见表 ２。采用
Ｂｌｉｓｓ法计算小鼠 ＬＤ５０为８０２．１８ｍｇ·ｋｇ

－１，９５％ＣＩ为７５８．４９

～８４８．０８ｍｇ·ｋｇ－１。给药后死亡小鼠大体解剖无肉眼可见
的病变。

表２　小鼠的急性毒性试验结果

剂量（ｍｇ·ｋｇ－１） 动物数（只） 死亡动物数（只） 死亡率（％）
１０００ １０ １０ １００
９００ １０ ８ ８０
８１０ １０ ５ ５０
７３０ １０ ３ ３０
６６０ １０ ０ ０

２．２　小鼠ＮＯＡＥＬ值实验结果
２．２．１　一般观察情况　未死亡剂量、１／２未死亡剂量、１／４
未死亡剂量３个剂量组（６６０，３３０，１７０ｍｇ·ｋｇ－１）和溶媒对照
组给药后小鼠眼、呼吸、分泌物、自主和中枢神经系统行为、

分泌物及排泄物正常，观察期内无动物死亡。

２．２．２　小鼠体质量　各剂量组小鼠给药后７，１４ｄ体质量
正常增长，与溶媒对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。结果见表３。

表３　对小鼠体质量的影响（ｇ，珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别 ０ｄ ７ｄ １４ｄ
溶媒对照组 １９．０±０．６ ２５．３±０．９ ３４．６±１．１

６６０ｍｇ·ｋｇ－１样品组 １９．０±０．６ ２４．６±０．６ ３４．４±１．３
３３０ｍｇ·ｋｇ－１样品组 １９．０±０．７ ２４．７±０．８ ３４．４±１．３
１７０ｍｇ·ｋｇ－１样品组 １９．０±０．６ ２５．３±１．０ ３４．３±１．２

２．２．３　血液生化指标　各剂量组小鼠８项血液生化指标结
果与溶媒对照组比较，差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），结
果见表４。
２．２．４　脏器的肉眼观察和组织形态检查　各剂量组小鼠实
验结束后大体解剖脏器无肉眼可见的病变，溶媒对照组和高

剂量组主要脏器作详细病理检查，均未见明显的病理变化。

２．２．５　ＮＯＡＥＬ值　综合上述结果，小鼠的 ＮＯＡＥＬ值可确
定为６６０ｍｇ·ｋｇ－１。

２．３　细胞毒性结果

２００ｍｇ·ｍｌ－１和１２．５ｍｇ·ｍｌ－１样品组对成纤维细胞
（Ｌ９２９）有重度细胞毒性作用；０．８ｍｇ·ｍｌ－１样品组对成纤维
细胞（Ｌ９２９）有轻度细胞毒作用。见表５。
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表５　细胞毒性结果
组别 平均吸光度 相对增殖率（％） 级别

空白对照组 １．６４８ ／ ／
阴性对照组 １．５４７ ９４ １
阳性对照组 ０．２７０ １６ ４

２００ｍｇ·ｍｌ－１样品组 ０．０２４ １ ４
１２．５ｍｇ·ｍｌ－１样品组 ０．２４４ １５ ４
０．８ｍｇ·ｍｌ－１样品组 ０．９７７ ５９ ２

３　讨论

杂质的研究是一个复杂的过程，是药物研发中一个非常

重要的环节，是保证药物质量的关键，杂质的存在对药物的安

全性和有效性有很大的影响，如何制定杂质的限度也是药物

研发过程中一个非常敏感的问题
［４，５］。药物杂质是引起药品

不良反应的因素之一，例如，青霉素过敏反应是因制剂中含微

量青霉素烯酸及高分子聚合物等物质引起的
［６］。从涉及药物

纯度的杂质问题下手，对这些杂质的毒性进行研究，对提高药

物质量标准，减少药品不良反应发生率具有重要意义。

本研究采用 Ｂｌｉｓｓ法对鸟氨酸中可能含有的杂质 ３氨
基２哌啶酮盐酸盐进行了小鼠的急性毒性实验，小鼠的
ＬＤ５０为８０２．１８ｍｇ·ｋｇ

－１，ＬＤ５０（Ｆｅｉｌｌｅｒ校正）的 ９５％ＣＩ为
７５８．４９～８４８．０８ｍｇ·ｋｇ－１，小鼠的 ＮＯＡＥＬ值为 ６６０ｍｇ·

ｋｇ－１。根据ＷＨＯ化合物急性毒性分级属于低毒［７，８］。３氨
基２哌啶酮盐酸盐对成纤维细胞（Ｌ９２９）有一定的细胞毒
性。目前国内同类产品的质量标准中几乎都未制定控制鸟

氨酸杂质的项目，这些实验数据将为杂质限度的制定和氨基

酸注射液质量标准的提高提供了依据。
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ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ同时测定十一方药酒中的马钱子碱与士的宁的
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摘　要　目的：建立ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ法同时测定十一方药酒中马钱子碱与士的宁的含量。方法：色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢ
Ｃ１８（２．１ｍｍ×１００ｍｍ，３．５μｍ），流动相为甲醇１０ｍｍｏｌ·Ｌ

－１
甲酸铵溶液（２５∶７５，用甲酸调节 ｐＨ至３．０），流速０．２ｍｌ·

ｍｉｎ－１，柱温为３０℃，进样量为１μｌ；采用电喷雾离子源（ＥＳＩ）进行正离子模式将样品离子化，多反应监测（ＭＲＭ）模式下对马
钱子碱（ｍ／ｚ３９５．２→２４３．８；ｍ／ｚ３９５．２→２１２．８）和士的宁（ｍ／ｚ３３５．２→１８３．９；ｍ／ｚ３３５．２→１５５．９）进行定量分析。结果：马钱
子碱浓度在０．２４２～７．７３３μｇ·ｍｌ－１，士的宁在０．３０２～９．６６１μｇ·ｍｌ－１范围内线性关系良好，平均回收率分别为１００．１％（ＲＳＤ
＝０．８％）、９９．４％（ＲＳＤ＝１．４％）（ｎ＝６）。结论：本方法准确、可靠，可用于十一方药酒中马钱子碱与士的宁的定量测定。
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