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摘要：为探索痰热清注射液细菌内毒素检查方法，依据 《中华人民共和国药典：四部》（２０１５年版），确
定痰热清注射液中细菌内毒素限值，同时运用凝胶法和动态浊度法测定其内毒素的含量．结果表明，采
用凝胶法需要将其稀释至４８倍及以上才能消除对鲎试剂的干扰作用，而动态浊度法则需稀释至２４０倍及
以上，此时后者外加细菌内毒素的回收率在合理范围内，为５０％～２００％．因此，两种方法均可用于其内
毒素含量的测定．
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　　由黄芩、熊胆粉、金银花等按 “君臣佐使”

配伍而成的痰热清注射液，其药理作用为清热解

毒、化痰止咳、宣肺平喘等，尤其是对流行性出血

热疗效较为显著［１］．但由于其有效成分复杂多
变［２］，因此热原反应多发［３］．目前，该产品的现
行质量标准采用家兔法进行热原检查，但该方法存

在检测成本高、时间长、灵敏度低等缺点［４－５］．于

是，林颖等［６］尝试运用鲎试剂法代替家兔法的可

行性研究，但该研究未对同一批次的样品同时采用

两种及以上的方法进行验证．而仅采用一种方法，
有一定的局限性，如：仲裁使用的凝胶法，虽然操

作简单，但是只能定性；而动态浊度法虽可定量检

测，但操作繁琐［７］．因此，本文拟同时采用凝胶
法和动态浊度法进行干扰实验，以期为控制临床热



原反应的发生提供技术参考．

１　仪器与材料

１１　仪器
ＺＨ２１型旋涡混合器 （天津药典标准仪器

厂）；ＨＷＳ２６型电热恒温水浴锅 （上海一恒科技

有限公司）；ＢＥＴ７２型细菌内毒素测定仪 （天津

市天大天发科技有限公司）．
１２　药品与试剂

痰热清注射液 （上海凯宝药业股份有限公司，

批号：１６０４１１７，１６１２３２１，１６１２２０５，规格：１０ｍＬ／瓶）；
细菌内毒素工作标准品 （中国食品药品检定研究

院，批号：１５０６０１２０１６８１，规格：８０ＥＵ／支，记
为ＣＳＥ）；鲎试剂１（批号：１６０９２２２，标示灵敏度
λ１：０１２５ ＥＵ／ｍＬ，规 格：０１ ｍＬ／支，记 为
ＴＡＬ１）、鲎试剂 ２（批号：１５０７０１１，标示灵敏度
λ２：００３ ＥＵ／ｍＬ， 规 格：０６ ｍＬ／支， 记 为
ＴＡＬ２）、细菌内毒素检查用水 （批号：１６０９２１０，
规格：５０ｍＬ／瓶，内毒素含量＜０００３ＥＵ／ｍＬ，记
为ＢＥＴ水），均购自湛江博康海洋生物有限公司；
耐热器皿均经２５０℃干热灭菌１２０ｍｉｎ以上，其他
器具均经无热源处理．

２　方法与结果

２１　细菌内毒素理论限值（Ｌ）的确定
由 《中华人民共和国药典：四部》（２０１５年

版）［８］可知：Ｌ＝Ｋ／Ｍ，其中，Ｋ为成人每千克体
质量每小时最大可接受的内毒素剂量，是临床无

任何不良反应的内毒素阈值，注射剂的 Ｋ为
５ＥＵ／（ｋｇ·ｈ）；Ｍ为供试品成人每千克体质量每
小时的最大剂量，注射时间不足１ｈ的按１ｈ计．

人均体质量以６０ｋｇ计．痰热清注射液成人用每
次最大剂量为 ４０ｍＬ．加入 ５％葡萄糖注射液或
０９％氯化钠注射液５０～５００ｍＬ静脉滴注，滴数
控制在６０滴／ｍｉｎ以内 （以２０滴／ｍＬ计），约３ｈ
滴完．据此可知痰热清注射液临床最大使用剂
量为：Ｍ＝４０／（６０×３） ＝０２２ｍＬ／（ｋｇ·ｈ）．
其中，５％葡萄糖注射液和 ０９％氯化钠注射液
的 Ｌ均为 ０５ＥＵ／ｍＬ［９］．因此，可得允许本品
带入内毒素最大值为：

Ｌ＝｛［５／（４０／（６０×３））］×４０－５００×０５｝／４０
　＝１６２５ＥＵ／ｍＬ．
鉴于本品特点、临床用药安全和企业生产实

际［１０］，Ｌ拟定为每毫升中含有内毒素的量应小于
１６２５ＥＵ／ｍＬ．
２２　凝胶法
２２１　最大有效稀释倍数的确定

ＴＡＬ１和ＴＡＬ２灵敏度复核均符合现行 《中华

人民共和国药典》［８］要求．由１２项下与２１项下
可知，ＴＡＬ１和 ＴＡＬ２最大有效稀释倍数 （ＭＶＤ）
分别为１３０和５４１．
２２２　干扰预实验

用ＢＥＴ水将供试品 （批号：１６０４１１７）分别稀
释为６，１２，２４，３６，４８，６０，７２倍系列溶液，作
为供试品溶液，记为 ＮＰＣ．按上述方法制备含有
２λ１（０２５ＥＵ／ｍＬ）内毒素的上述系列溶液，作为供
试品阳性对照，记为ＰＰＣ；以含 ２λ１内毒素标准溶
液作为阳性对照，记为 ＰＣ；以 ＢＥＴ水作为阴性对
照，记为 ＮＣ［１０］．ＮＰＣ与 ＰＰＣ系列溶液每个含量
均做２支平行管，ＰＣ与 ＮＣ亦做２支平行管．各
取上述溶液与０１ｍＬＴＡＬ１溶液反应，３７℃保温
６０ｍｉｎ．结果见表１．

表１　凝胶法干扰预实验结果 （ｎ＝２）

系列溶液
稀释倍数

原液 １∶６ １∶１２ １∶２４ １∶３６ １∶４８ １∶６０ １∶７２
ＰＣ ＮＣ

ＮＰＣ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－ ＋＋ －－

ＰＰＣ －－ －－ －－ ＋－ ＋－ ＋＋ ＋＋ ＋＋

　　注：１）“＋”表示形成凝胶，不变形，不从管壁滑落；２）“－”表示未形成凝胶或凝胶不坚实从管壁滑落．表２同．

　　从表１可知，供试品中可能含有抑制 ＴＡＬ凝
固的物质，对 ＴＡＬ的干扰作用存在；稀释 ４８倍
后，干扰作用消除．因此，采用凝胶法时最小不干
扰稀释倍数为４８，可据此进行正式干扰实验．

２２３　干扰实验
依据预干扰实验结果，取供试品 ３批，用

ＢＥＴ水稀释成４８倍后备用．取１支ＣＳＥ，用ＢＥＴ
水溶解，混匀后使用供试品的２０倍稀释液将ＣＳＥ
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依 次 稀 释 成 终 含 量 为 ２００，１００，０５０，
０２５λ１，作为供试品阳性对照溶液．取１支ＣＳＥ，
用 ＢＥＴ水稀释成４个含量的标准溶液，即２００，

１００，０５０，０２５λ１．以 ＢＥＴ水作为阴性对照，
记为 ＮＣ．上述系列溶液每个含量做４支平行管，
阴性对照做２支平行管．如表２所示．

表２　凝胶法干扰实验结果 （ｎ＝４）

反应液类别
外加细菌内毒素的终含量

２００λ１ １００λ１ ０５０λ１ ０２５λ１
ＮＣ

ＢＥＴ水 ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－

１６０４１１７ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－

１６１２３２１ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋－－－ －－－－ －－

１６１２２０５ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋－－ －－－－ －－

　　从表２可以看出，ＮＣ均呈阴性，ＢＥＴ水的结
果与ＴＡＬ１灵敏度复核结果一致．供试品稀释 ４８
倍后，对鲎试剂反应干扰作用消除，其结果均低于

Ｌ，符合标准规定．
２３　动态浊度法
２３１　细菌内毒素标准曲线的建立及可靠性分析

取１支ＣＳＥ，用ＢＥＴ水溶解、混匀并稀释成终含
量为１００００，２５００，０６２５，０１５６，００３９ＥＵ／ｍＬ的

系列标准溶液，以ＢＥＴ水作为阴性对照．各取０１ｍＬ
加入预先加有０１ｍＬＴＡＬ２溶液的反应管中，混匀
（注意应避免产生气泡），立即插入细菌内毒素测定仪

中进行检测．其中检测波长为６６０ｎｍ，设定光密度
ＯＤ为００２．每一含量做３个平行管，阴性对照做２
个平行管．以内毒素含量的对数ｌｇＣ为自变量，以反
应时间均值的对数ｌｇＴ为因变量，进行回归分析，拟
合回归方程，绘制标准曲线．结果见表３．

表３　标准曲线的回归及可靠性分析 （ｎ＝３）

序号 外加内毒素／（ＥＵ·ｍＬ－１） 反应时间／ｓ 变异系数／％ 实测内毒素／（ＥＵ·ｍＬ－１）

１ ００００
＞６７５０

＞６７４０

２ １００００

６６９

６８９

７０１

２３６ ６７７１

３ ２５００

９１４

９１６

９１８

０２２ ２８８９

４ ０６２５

１３０２

１３４８

１３５６

２１８ ０９４３

５ ０１５６

２２０３

２２４４

２１６９

１７０ ０２１４

６ ００３９

４３１７

４８７２

４８８１

６８９ ００２３

　　由表 ３可知，回归方程为 ｌｇＴ＝３１１７０２－
０３３７６７ｌｇＣ（Ｔ是反应时间，Ｃ是内毒素含量），
相关系数的绝对值｜ｒ｜＝０９８３＞０９８０，符合分析

线性回归的条件．平行之间的变异系数 ＣＶ均小于
１０％．标准曲线中的最低细菌内毒素含量高于
ＴＡＬ２标示灵敏度λ２，其反应时间小于阴性对照的
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反应时间．因此，该回归方程有效．
２３２　干扰预实验

用ＢＥＴ水将供试品 （批号：１６０４１１７）稀释成
５０，１００，２４０倍，作为供试品溶液，记为 ＮＰＣ；

同时另行制备含有０６２５ＥＵ／ｍＬ内毒素的上述供
试品溶液，作为供试品阳性对照，记为 ＰＰＣ；以
ＢＥＴ水作为阴性对照，记为ＮＣ．ＮＰＣ和 ＰＰＣ系列
溶液与ＮＣ均做２支平行管［７］．结果见表４．

表４　动态浊度法干扰预实验结果 （ｎ＝２）

样品名称 稀释倍数
外加内毒素／

（ＥＵ·ｍＬ－１）

反应

时间／ｓ

变异　

系数／％
回收率／％

实测内毒素／

（ＥＵ·ｍＬ－１）

原液含量／

（ＥＵ·ｍＬ－１）

ＮＣ
＞５７６０

＞５７４０
＜检测限

ＰＣ ０６２５
１３２２

１２６６
３０６ ０９３８ ０９３８

ＮＰＣ ４８
３９３８

４９４１
１５９８ ００３３ １５９９

ＰＰＣ ４８ ０６２５
１１１６

１１３０
０８８ ２３７ １５１７

ＮＰＣ １００
５５１７

５６０７
１１４ ００１４ １４００

ＰＰＣ １００ ０６２５
１１８９

１１３４
３３５ ２２５ １４２６

ＮＰＣ ２４０
＞５４９０

＞５４７０
＜检测限

ＰＰＣ ２４０ ０６２５
１２６１

１１８６
４３３ １８０ １１２８

　　注：检测限为００３ＥＵ／ｍＬ．表５同．

　　从表４可知，供试品稀释至４８倍、１００倍时，回
收率均大于２００％，原因可能是供试品中含有促进鲎
试剂凝集的物质．稀释至２４０倍时，回收率在５０％～
２００％之间，表现较好．此稀释度下供试品对鲎试剂
干扰作用消除，检测数据较准确，较好地反映了供试品

中的内毒素含量，因此以２４０倍稀释液进行干扰实验．
２３３　干扰实验与定量检测

依据２３２项下实验结果，取３批供试品稀释
至２４０倍，进行干扰实验．并依据干扰实验结果进
行样品定量检测．结果见表５．

表５　动态浊度法干扰实验结果 （ｎ＝２）

批号 稀释倍数
外加内毒素／
（ＥＵ·ｍＬ－１）

反应

时间／ｓ
变异　
系数／％

回收率／％
实测内毒素／
（ＥＵ·ｍＬ－１）

原液含量／
（ＥＵ·ｍＬ－１）

ＮＣ
＞８３９０
＞８３９０

＜检测限

ＰＣ ０６２５
１３２０
１３２５

０２７ ０９７１ ０９７１

１６０４１１７
２４０

＞５４９０
＞５４７０

＜检测限

２４０ ０６２５
１２６１
１１８６

４３３ １８０ １１２８

１６１２３２１
２４０

３４３７
３６４０

３９４ ００５３ １２６９６

２４０ ０６２５
１１９４
１２５０

３２４ １８８ １２３０

１６１２２０５
２４０

３６４９
３８９９

４６８ ００４４ １０５１２

２４０ ０６２５
１１９３
１２３４

２３９ １９３ １２５４

３０１第６期　　　　　　　牛杰振，何漫漫，刘丽霞，等：凝胶法与动态浊度法测定痰热清注射液细菌内毒素



由表５可知，３批供试品均稀释２４０倍时，外加内
毒素回收率分别为 １８０％，１８８％和 １９３％，均在
５０％～２００％之间，变异系数 ＣＶ均小于１０％，无
干扰作用，其结果均低于Ｌ，与凝胶限度实验结果
相佐证．

３　讨论

样品本身的颜色、成分、批次间及反应体系离

子强度、ｐＨ值、温度和ＴＡＬ来源等均干扰鲎试剂
的凝集反应［６］．干扰实验表明，采用凝胶法和动
态浊度法，样品原液分别稀释至４８倍和２４０倍时
后，均能达到消除干扰的目的，原因可能是判断标

准不同所致［１１］．
对痰热清注射液，同时采用凝胶法和动态浊度

法检查，两者具有良好一致性．使用动态浊度法检
查样品发现，不同批次间内毒素含量差异明显．回
收率均大于１００％，表明供试品的２４０倍稀释液中
存在增强凝集反应的物质．使用上述两种方法进行
检测，结果一致，均小于Ｌ．其中凝胶法是一种经
典方法，也是仲裁方法；而动态浊度法，可定量，

且灵敏度高，但经济成本较高，可作为内控评价使

用［７］．因此，采用上述方法替代热原检查法以达
到控制致热源的方法是可行的．
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