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【摘要】 目的 通过比较饮用水、去离子水、纯水、双蒸水、纯净水及灭菌注射用水等不同水质水在体外溶血试验中的溶血度，为体外溶血试验提供较好的阳性对照。方法 采用常规体外试管法（肉眼观察法）和改进的体外溶血性试验法（分光光度法）测定不同水质水对兔血红细胞的溶血度。结果 这几种水质水在体外均有溶血作用，灭菌注射用水溶血程度最大，饮用水溶血程度最小，其它几种水质溶血程度差异不大，肉眼观察法和分光光度法结果一致。结论 在本试验条件下，几种水质水对兔血红细胞的溶血度为灭菌注射用水>纯净水>双蒸水>纯水>去离子水>饮用水，溶血试验阳性对照推荐使用灭菌注射用水。
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Experimental study on hemocytolysis test of various character water
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【Abstract】 Objective Through comparing the drinking water, deionized water, pure water, double steamed water, purified water and sterilized water for injection and so on the various character water in vitro hemolysis test of hemolysis degree, we hope to provide the better positive control. Methods The hemocytolysis of various character water was observed by means of the routine test tube method in vivo (macroscopic observation methods) and modified hemolytic test method in vitro (spectrophotometry). Results Hemolytic crisis occur between the six character water, the hemolysis degree of sterilized water for injection is the largest, drinking water is minimum, the difference of several other character water is small, macroscopic observation method and spectrophotometry results are consistent. Conclusions In this test conditions, several character water to the rabbit red blood cells of hemolysis degree is sterilization water for injection > purified water > double steamed water > pure water >deionized water > drinking water, we recommended sterilized water for injection for hemolysis test positive control.
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水质指的是水体的物理（如色度、浊度、臭味等）、化学（无机物和有机物的含量）和生物（细菌、微生物、浮游生物、底栖生物）的特性及其组成的状况。实验室中的用水一般为饮用水、各种纯化水、注射用水等。饮用水（Drinking water）为天然水经净化处理所得的水；纯化水（Purified water）为原水经蒸馏法、离子交换法、反渗透法或其他适宜的方法制得的制药用的水，不含任何附加剂；注射用水（Water for injection）是以纯化水作为原水，经特殊设计的蒸馏器蒸馏、冷凝冷却后经膜过滤制备而得的水。《化学药物刺激性、过敏性和溶血性研究技术指导原则》[1]规定：凡是注射剂和可能引起免疫性溶血或非免疫性溶血反应的其他药物制剂均应进行溶血性试验，附录中溶血试验方法推荐的阳性对照管为蒸馏水。为比较饮用水、各种纯化水、灭菌注射用水等不同水质水对阳性结果的影响，故进行本实验，以便得出在溶血试验中溶血效果更好的阳性对照。
1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 试剂与仪器 灭菌注射用水，批号1208222，天津药业集团新郑股份有限公司生产；纯净水，批号20120331，杭州娃哈哈集团有限公司；单列二孔恒温水温锅，型号DZKEW-C，上海树立仪器仪表有限公司；台式低速大容量离心机，型号TDL-5型，江苏省金坛市医疗仪器厂；紫外分光光度计，型号UV2201型，日本岛津公司；自动双重纯水蒸馏器，型号SZ-93A，上海亚荣生化仪器厂。
1.1.2 动物 新西兰兔，体重2.5Kg左右，雌雄不限，由济南西岭角养殖繁育中心提供，实验动物生产许可证号：SCXK（鲁）2010 0005。取血在本中心普通环境动物实验设施进行，实验动物使用许可证号：SYXK(鲁) 2010 0004。
1.2 方法[2-5]
1.2.1 几种水质的准备  灭菌注射用水：购自天津药业集团新郑股份有限公司；纯净水：购自娃哈哈集团有限公司；双蒸水：本中心采用自动双重纯水蒸馏器制备；去离子水：由济南诚言经贸有限公司提供；纯水：本中心采用动物饮用纯水处理器制备。
1.2.2 2%红细胞悬液制备 采用家兔心脏取血方法，取血约10ml。将血液迅速置烧杯中，用竹签搅拌去除纤维蛋白原，使成脱纤血液。加入约10倍量的0.9%氯化钠注射液，混匀后离心15min（1500r/min），去除上清液，再加入0.9%氯化钠注射液按上述方法反复洗涤2-3次，至上层液体不显红色为止。将所得红细胞用0.9%氯化钠注射液稀释成2%（V/V）的混悬液备用。
1.2.3 溶血试验 取洁净试管7支，进行编号，1~6号管为不同水质管，分别为纯水、双蒸水、灭菌注射用水、去离子水、纯净水、饮用水、0.9%氯化钠注射液。按表1所示依次加入2%红细胞混悬液、0.9%氯化钠注射液或各种水质。将各管轻轻摇匀，立即置恒温水浴锅中37±0.5℃保温3小时。
表1 体外溶血试验加样表
Tab.1 Sample list of hemolysis test in vitro 
	管号
pipe number
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	2%红细胞混悬液（ml）
2% red blood cell suspension
	2.5
	2.5
	2.5
	2.5
	2.5
	2.5
	2.5

	0.9%氯化钠注射液（ml）
0.9% sodium chloride injection
	—
	—
	—
	—
	—
	—
	2.5

	不同水质水（ml）
various character water
	2.5
	2.5
	2.5
	2.5
	2.5
	2.5
	—


1.2.4 结果判断标准
1.2.4.1 常规溶血试验体外试管法（肉眼观察法）
若试管底无细胞残留或有少量红细胞残留，溶液呈澄明红色，表示完全溶血，记为“+”； 若试管中红细胞逐渐下沉，上层液体无色澄明或药物颜色澄明，表明无溶血发生，记为“-”；若试管中红细胞逐渐下沉，试管底有大量红细胞残留，溶液呈澄明红色，表示部分溶血，记为“±”。若溶液中有棕红色或或红棕色絮状沉淀，振摇试管后絮状沉淀不分散，或用滴管吸取凝聚的絮状物滴在载玻片上，在凝聚物边缘滴加2滴0.9%氯化钠注射液，置显微镜下观察，凝聚物不被冲散者为真凝聚，记为“+”； 若溶液中有棕红色或红棕色絮状沉淀，振摇试管后絮状沉淀均匀分散开，或用滴管吸取凝聚的絮状物滴在载玻片上，在凝聚物边缘滴加2滴0.9%氯化钠注射液，置显微镜下观察，凝聚物能被冲散者为假凝聚，记为“-”。
1.2.4.2 改进的体外溶血试验法（分光光度法）
恒温水浴锅37℃温孵3小时，离心15min（1500r/min），每管取上清3ml于石英杯中，用分光光度计测定。0.9%氯化钠注射液调零后，于545nm波长处测定各管上清液吸收度。
2 结果
2.1体外溶血肉眼观察
将不同水质水与2%兔血红细胞混合，通过肉眼观察其溶血程度。结果见表2。试验结果表明，纯水、双蒸水、灭菌注射用水、去离子水、纯净水、饮用水等几种不同水质水均有溶血现象发生，但是溶血程度不同。纯水、双蒸水、灭菌注射用水、去离子水、纯净水等5种水质随着时间的延长，肉眼观察并无差异，上清均为澄明红色，而饮用水随着时间的延长，红细胞破裂较少，大量红细胞下沉，上清为澄明淡黄色。显微镜下观察，饮用水管红细胞数量明显多于其它各管，各管均未见红细胞凝聚。各管经振摇后可见红细胞均匀散开，证明无红细胞凝聚。
表2 几种不同水质水的溶血作用（肉眼观察法）
Tab.2 Hemolysis of several character water（macroscopic observation methods）
	管号
pipe number
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	不同
水质水
various
 character water
	纯水
pure water
	双蒸水double steamed water
	灭菌
注射用水sterilization water for injection
	去离子水deionized water
	纯净水
purified 
water
	饮用水
drinking
 water
	0.9%氯化钠注射液
0.9% sodium chloride injection

	溶血现象hemolysis phenomenon
	+
	+
	+
	+
	+
	±
	-


注：“+”为完全溶血；“-”为无溶血；“±”为部分溶血
Note: “+”: completely hemolysis; “-”: no hemolysis; “±”: part of hemolysis
2.2 体外溶血的吸光度比较
分别用紫外分光光度计测定各管的吸光度，测定其对红细胞的影响。结果见表3。试验结果表明，分光光度计法与肉眼观测结果一致，溶血程度轻的饮用水管吸光度也小，其它各管吸光度也有差异。几种水质对兔血红细胞的溶血程度为灭菌注射用水>纯净水>双蒸水>纯水>去离子水>饮用水。
表3 几种不同水质水的溶血作用（分光光度法）
Tab.3 Hemolysis of several character water（spectrophotometry）
	管号
pipe number
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	不同
水质水
various character water
	纯水
pure 
water
	双蒸水double steamed water
	灭菌
注射用水sterilization water for injection
	去离子水deionized 
water
	纯净水
purified 
water
	饮用水drinking water
	0.9%氯化钠注射液
0.9% sodium chloride injection

	吸光度absorbance
	1.035±

0.068*
	1.050±
0.060*
	1.275±
0.075*
	0.907±
0.023*
	1.109±
0.025*
	0.330±
0.038*
	0.009±
0.003


注：* P<0.01，与0.9%氯化钠注射液比较
Note: * P<0.01  as compared with the 0.9% sodium chloride injection
3 讨论
天然水质中通常含有很多杂质，包括电解质、有机物质、颗粒物、微生物和溶解气体等，生活中的饮用水其质量必须符合国家的标准GB5749—2006《生活饮用水卫生标准》。水的纯化，就是指去掉这些杂质，杂质去除的越彻底，水也就越纯净。蒸馏水与超纯水，去离子水，其实都是纯度非常高的水，水中的杂质含量很少，一般电导率都在1us/cm以下，主要区别在于制作工艺的不同，以及有些杂质含量有区分。去离子水的制备是饮用水完全或不完全地去除离子物质，主要采用过RO膜和混床树脂处理方法；蒸馏水的制备则是利用液体混合物中各组分挥发度的差别，使H2O汽化并随之使蒸气部分冷凝分离而得的水，双蒸水是指将经过一次蒸馏后的水，再次蒸馏所得到的水；纯水也称RO水，是通过反渗透膜过滤后的水，反渗透膜的孔径一般为10A到100A之间，所以它能够去除95%以上的离子态杂质；纯净水也称为双级反渗透水、双级RO水，娃哈哈纯净水采用美国二级反渗透技术，注射用水是纯化水再次蒸馏得到，中国药典则规定注射用水的生产工艺必须是蒸馏，可以分别以纯化水、去离子水等为源水，制备得到符合标准的注射用水。按2010版中国药典规定[6]，饮用水可作为药材净制时的漂洗、制药用具的粗洗用水，纯化水可作为配制普通的药物制剂溶剂或试验用水，不得用于注射剂的配制与稀释，注射用水可作为配制注射剂用的溶剂，灭菌注射用水用于灭菌粉末的溶剂或注射液的稀释剂。由此可见，水的等级顺序由低到高依次是是饮用水、去离子水、纯水（RO水）、双蒸水、纯净水（双级反渗透水、双级RO水）、灭菌注射用水。
对溶血试验操作报道的文献较多，方法不尽相同，程大任[7]等就其不同的方法以及可能会对结果产生影响的条件进行了考察，结果显示，动脉或静脉血用于试验对溶血结果没有显著影响，故本实验采用易于操作的心脏取血法。本试验研究结果表明：灭菌注射用水、纯净水、双蒸水、纯水、去离子水、饮用水等几种水质，均能发生肉眼及显微镜下可见的溶血反应，但是也同时也可以看到，不同水质对家兔红细胞的溶血反应不尽相同。分析可能由于水的纯度及所含离子的不同，所以溶血反应也不同，由试验结果可知，水的纯度越大，所含离子越少，吸光度越高，溶血反应越大。故本试验中几种水质对兔血红细胞的溶血程度为灭菌注射用水>纯净水>双蒸水>纯水>去离子水>饮用水，在溶血试验中阳性对照推荐使用灭菌注射用水。
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