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动态显色法定量检测卡前列素氨丁三醇注射液中的细菌内毒素
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摘要：目的　建立动态显色法测定卡前列素氨丁三醇注射液中细菌内毒素含量的方法。方法　建立动态显色法测定细菌内
毒素的标准曲线，通过干扰预试验及干扰验证试验测定回收率以确定样品最佳稀释倍数及检测范围，并定量测定样品内毒素

含量。结果　标准曲线回归方程：ｌｇＴ＝－０．２８ｌｇＣ＋５．６５，ｒ＝０．９９８，相关系数的绝对值（｜ｒ｜）＞０．９８０，细菌内毒素浓度在
０．０１～１．２５ＥＵ·ｍＬ－１时线性关系良好，标准曲线成立；样品稀释４～５０倍时，细菌内毒素回收率在５０％～２００％范围内，均无
干扰作用；干扰验证试验进一步证明样品稀释２０倍时，其回收率均接近１００％，无干扰作用，所测样品的细菌内毒素含量均小
于０．０１ＥＵ·ｍＬ－１。结论　该方法专属性强、精密性和准确性良好，能快速定量检测样品中内毒素含量，可用于卡前列素氨丁
三醇注射液中细菌内毒素含量的测定。
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　　卡前列素氨丁三醇注射液适用于妊娠期为
１３～２０周的流产，以及常规处理方法救治无效的子
宫收缩驰缓、胎盘位置不正、软产道裂伤引起的产

后出血［１３］。目前在医药行业中细菌内毒素是最常

见和最主要的外源性致热原，是革兰阴性（Ｇ－）菌
的细胞壁上特有结构，其主要化学成分为脂多糖中

的类脂 Ａ成分，可激活中性粒细胞，使之产生肿瘤
坏死因子、凝血素、干扰素及白细胞介素等多种细

胞因子，少量内毒素可引起机体发热、心动过速，过

量时可致内毒素性休克［４５］。因此，为确保患者用

药安全，有必要对卡前列素氨丁三醇注射液中的细

菌内毒素进行含量限定。卡前列素氨丁三醇注射

液中细菌内毒素检测尚无国家标准。２０１５版《中国
药典（四部）》通则中规定，静脉用注射剂应设细菌

内毒素（或热原）检查项［６］。鲎试剂凝胶法试验是

目前我国检测细菌内毒素最常用的方法，而随着鲎

试剂灵敏度的不断提高及检测仪器的不断完善，细

菌内毒素含量测定正向着微量定量检测方向发展。

其中动态显色法（最高灵敏度达０．００５ＥＵ·ｍＬ－１）
是所有鲎试剂检测方法中最灵敏的，能更好地消除
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实验中带来的干扰［７８］。目前采用动态显色法对细

菌内毒素进行检测的报道在国内尚不多见，本文将

按照２０１５版《中国药典（四部）》通则［６］中细菌内毒

素检查法，探讨采用动态显色法定量测定卡前列素

氨丁三醇注射液中细菌内毒素含量的可行性。

１　仪器与试剂
１．１　仪器　内毒素检测仪（ＥＬＸ８０８ＩＶ，ＢｉｏＴｅｋＩｎ
ｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，Ｉｎｃ）；可调速漩涡混匀器（ＴＺＬ５００９，苏州
珀西瓦尔实验设备有限公司）；细菌内毒素检查反

应板（湛江安度斯生物有限公司，批号：１７０２１４０）；
１０００、２００、１００μＬ移液枪（德国 ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）及无热
原枪头，无热原空安瓿（２、５ｍＬ）。
１．２　试剂　细菌内毒素工作标准品（中国食品药
品检定研究院，规格：每支 ８０ＥＵ，批号：１５０６０１
２０１６８１）；鲎试剂（湛江安度斯生物有限公司，规格：
每支 １．２５ｍＬ，灵敏度：０．００５～１０ＥＵ·ｍＬ－１，批
号：１６０７２２０）；细菌内毒素检查用水（湛江安度斯生
物有限公司，规格：每瓶３０ｍＬ，批号：１７０１１７０）；卡
前列素氨丁三醇注射液（常州四药股份有限公司，

规格：２５０ｍｇ·Ｌ－１；批号：２０１６０５０４２、２０１６０５０７２、
２０１６０５１２２、２０１６０９１８１、２０１６０９１８２、２０１６０９２０１）。
２　方法与结果
２．１　细菌内毒素标准曲线的可靠性验证　用细菌
内毒素检查用水将细菌内毒素标准品进行稀释，使

其终浓度分别为１．２５、０．２５、０．０５、０．０１ＥＵ·ｍＬ－１。
将４个不同浓度（１．２５、０．２５、０．０５、０．０１ＥＵ·
ｍＬ－１）的标准品溶液各取０．１ｍＬ加入细菌内毒素
检查反应板中，每个浓度设３个平行孔，并以细菌
内毒素检查用水作为阴性对照（ＮＣ），设两个孔，再
将复溶后的动态显色法鲎试剂加入上述各孔，每孔

各０．１ｍＬ，放入细菌内毒素检测仪中，进行自动混
匀与检测，反应温度为（３７±１）℃，检测波长为４０５
ｎｍ，检测时间为１ｈ。反应结束后仪器自动显示回
归方程、相关系数、反应时间、实测值等数据。根据

《中国药典》和鲎试剂使用说明书对光度测定法的

规定：当阴性对照的吸光度或透光率小于标准曲线

最低点的检测值或反应时间大于标准曲线最低浓

度的反应时间，变异系数（ＣＶ）≤１０％，标准曲线的
相关系数的绝对值｜ｒ｜≥０．９８０，试验方为有效。经
检测，以细菌内毒素标准品浓度的对数（ｌｇＣ）为横
坐标，反应时间的对数（ｌｇＴ）为纵坐标绘制标准曲
线线性回归方程ｌｇＴ＝－０．２８ｌｇＣ＋５．６５，ｒ＝０９９８，
｜ｒ｜＞０．９８０，标准曲线线性关系较好，且阴性对照的
反应时间大于标准曲线最低浓度（０．０１ＥＵ·
ｍＬ－１）的反应时间，各复孔的 ＣＶ均 ＜１０％，标准曲

线成立。结果见表１。

表１　动态显色法标准曲线的可靠性试验结果（ｎ＝３）

标准内毒素浓度／ＥＵ·ｍＬ－１ 反应时间／ｓ ＣＶ／％
１．２５ ３９６ １．８８９

４１２
４０５

０．２５ ６６３ ３．８４７
７１５
６９９

０．０５ １０２０ １．２１８
１０４５
１０３５

０．０１ １５６０ ２．４９６
１６３５
１５７５

阴性 ＞３６００
＞３６００

２．２　最大有效稀释倍数（ＭＶＤ）的计算　按公式
ＭＶＤ＝Ｌ×ｃ／λ计算，式中Ｌ为供试品细菌内毒素限
值，为２０ＥＵ·ｍｇ－１（参考企业内部标准中细菌内
毒素限值）；ｃ为卡前列素氨丁三醇注射液的浓度：
２５０ｍｇ·Ｌ－１；λ为在凝胶法中鲎试剂的标示灵敏度
（ＥＵ·ｍＬ－１）或光度测定法中标准曲线上最低的内
毒素浓度［６］，本实验采用的是动态显色法标准曲线

上最低点浓度：０．０１ＥＵ·ｍＬ－１。经计算，ＭＶＤ＝
（２０×２５０）／０．０１＝５００（倍），供试品的 ＭＶＤ为５００
倍。与凝胶法的最低检测限相比，定量法可选择更

大的稀释倍数以排除样品带来的干扰。

２．３　干扰预试验　根据２０１５年版《中国药典（四
部）》通则中细菌内毒素检查法规定［６］，选择标准曲

线中点或一个靠近中点的内毒素浓度设为 λｍ，本
试验选择０．２５ＥＵ·ｍＬ－１设为λｍ，作为添加到供试
品中的标准内毒素浓度。选择批号为２０１６０５０４２的
卡前列素氨丁三醇注射液，用细菌内毒素检查用水

将供试品稀释４、２０、１００、５００倍，作为供试品溶液
（Ａ液）；同时制备含上述供试品浓度并含细菌内毒
素浓度为０．２５ＥＵ·ｍＬ－１的溶液，作为供试品细菌
内毒素阳性溶液（Ｂ液）。按“２．１”项下方法，将配
制好的溶液加入细菌内毒素检测板中，放入细菌内

毒素检测仪自动检测。结果如表２所示，供试品外
加细菌内毒素的平均回收率符合２０１５版《中国药
典（四部）》通则中细菌检查法规定，均在 ５０％ ～
２００％范围内，表明卡前列素氨丁三醇注射液在稀
释４～５００倍时对试验均无干扰。经分析比较，选择
无干扰且回收率接近１００％的２０倍稀释倍数，设为
最小无干扰稀释倍数，并做进一步测定。
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表２　干扰预试验结果（ｎ＝３）

稀释

倍数

内毒素浓度／

ＥＵ·ｍＬ－１
供试品溶液中内毒素

实测值／ＥＵ·ｍＬ－１
平均回收

率／％
ＣＶ／％

４ ０．２５ ０．１２７ ５６．８０９ ２．８９１
０．１３４
０．１６５

２０ ０．２５ ０．２２７ １０１．５３５ ３．０９２
０．２４２
０．２９２

１００ ０．２５ ０．２２０ ９６．３０２ ２．２４９
０．２３４
０．２６８

５００ ０．２５ ０．２３４ １０４．０８４ ２．４３９
０．２６１

　 　 ０．２９２ 　 　

２．４　干扰试验的验证　为确证卡前列素氨丁三醇
注射液２０倍稀释的有效性，进行３个批号卡前列素
氨丁三醇注射液正式干扰试验。对３个批号样品
稀释２０倍，按干扰预试验方法进行检测，计算回收
率。结果如表３所示，样品平均回收率均在５０％ ～
２００％范围内，且均接近１００％，符合２０１５版《中国
药典（四部）》通则细菌内毒素检查法规定，表明在

该稀释倍数下样品对实验无干扰，且测得的内毒素

数值真实、有效。

表３　干扰试验的验证结果（ｎ＝２）

批号
外加内毒素／

ＥＵ·ｍＬ－１
平均反应

时间／ｓ

实测内毒素／

ＥＵ·ｍＬ－１
平均回收

率／％

阴性对照 ０ ＞３６００ ０ —

２０１６０５０４２ ０ ＞３６００ ０ —

０．２５ ８３０ ０．２５７ １０２．８４

２０１６０５０７２ ０ ＞３６００ ０

０．２５ ８４２ ０．２４３ ９６．６９

２０１６０５１２２ ０ ＞３６００ ０

０．２５ ８３７ ０．２４８ ９９．３２

　　注：“—”此项无数据。

２．５　精密性与准确性验证
２．５．１　精密性　用该方法检测标准曲线中４个浓
度（１．２５、０．２５、０．０５、０．０１ＥＵ·ｍＬ－１）的标准内毒
素，每个浓度重复检验３次，计算 ＣＶ［７］，ＣＶ值均 ＜
１０％，表明该方法精密性较好，具体数据见表４。
２．５．２　准确性　在３批供试品（批号：２０１６０９１８１、
２０１６０９１８２、２０１６０９２０１）中分别加入 ４个浓度
（１２５、０．２５、０．０５、０．０１ＥＵ·ｍＬ－１）的标准内毒素，
每个浓度连续测定３次，计算回收率及 ＣＶ［７］，３批
供试品检测结果的回收率在８６％ ～１１６％之间，均
在５０％～２００％范围内，且 ＣＶ值均 ＜１０％，方法准

确性较好，具体数据见表５。

表４　动态显色法检测标准内毒素的精密性

标准内毒素浓度／

ＥＵ·ｍＬ－１
检测结果／ＥＵ·ｍＬ－１

１次 ２次 ３次
ＣＶ／％

１．２５ １．２３５ １．３２９ １．２６８ ３．７３４

０．２５ ０．２６７ ０．２４２ ０．２５７ ４．９２８

０．０５ ０．０５２ ０．０４８ ０．０４９ ４．１９１

０．０１ ０．０１１ ０．０１０ ０．０１１ ５．４１３

标准曲线相关系数（Ｒ２） ０．９９７ ０．９９７ １．０００

表５　动态显色法检测供试品内毒素含量的准确性（ｎ＝３）

供试品批号

供试品

稀释

倍数

外加标准内

毒素浓度／

ＥＵ·ｍＬ－１

检测结果／

ＥＵ·ｍＬ－１

平均回

收率／

％

ＣＶ／

％

２０１６０９１８１ ２０ １．２５ １．１１５±０．０９５ ８９ ８．４８１

２０ ０．２５ ０．２７２±０．０１１ １０９ ４．１７６

２０ ０．０５ ０．０５５±０．００１ １１０ １．８１８

２０ ０．０１ ０．００９±０．００１ ９３ ６．１８５

２０１６０９１８２ ２０ １．２５ １．２４５±０．０４９ ９９ ３．９２２

２０ ０．２５ ０．２９１±０．０１８ １１６ ６．０４７

２０ ０．０５ ０．０５７±０．００２ １１３ ３．６７４

２０ ０．０１ ０．００９±０．００１ ８６ ６．６６２

２０１６０９２０１ ２０ １．２５ １．２６７±０．０１５ １０１ １．１８５

２０ ０．２５ ０．２７５±０．０１４ １１０ ４．９１９

２０ ０．０５ ０．０５４±０．００２ １０８ ３．７０４

２０ ０．０１ ０．００９±０．００１ ８７ ６．６６２

２．６　显色法定量检测与传统凝胶法检测结果比较
采用所建方法检测６批次卡前列素氨丁三醇注射
液的细菌内毒素含量，并与凝胶法测定的同批样品

比较。显色法检测的６批卡前列素氨丁三醇注射
液的细菌内毒素含量均小于标准曲线的最低限值

（０．０１ＥＵ·ｍＬ－１），且回收率均符合规定，经凝胶
法检出的细菌内毒素量也均小于其限值 Ｌ＝２０
ＥＵ·ｍｇ－１（即Ｌ＝５ＥＵ·ｍＬ－１），结果符合规定，具
体数据见表６。
３　讨论

细菌内毒素检查在制药工艺、药品检验及临床

医学等领域是一项重要的质控技术，目前已被许多

国家的药典标准收载［８９］。我国药典亦对细菌内毒

素检查做了相关规定与指导，即采用鲎试剂法对细菌

内毒素进行体外检测，检测方法有凝胶法和光度法，

后者包括浊度法和显色基质法，其中显色基质法根据

检测原理，分为终点显色法和动态显色法［６］。

本实验通过参考国内及国外文献资料［８１２］，采

用动态显色法对卡前列素氨丁三醇注射液细菌内

毒素的检测方法进行验证，结果表明，标准细菌内
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表６　动态显色法定量检测与凝胶法检测比较

供试品批号 稀释倍数
外加标准内毒素

浓度／ＥＵ·ｍＬ－１
平均反应

时间／ｓ

平均回收

率／％

实测值／

ＥＵ·ｍＬ－１
ＣＶ／％

结果比较／ＥＵ·ｍＬ－１

显色法 凝胶法

２０１６０５０４２ ２０ — ＞３６００ — ＜检测限 — 合格 合格

２０ ０．２５ ８５５ ９０．３９８ ０．２２６ １．９５６

２０１６０５０７２ ２０ — ＞３６００ — ＜检测限 — 合格 合格

２０ ０．２５ ８２５ １０４．３８７ ０．２６１ ４．５８２

２０１６０５１２２ ２０ — ＞３６００ — ＜检测限 — 合格 合格

２０ ０．２５ ８０３ １１６．６８８ ０．２９２ ３．６６２

２０１６０９１８１ ２０ — ＞３６００ — ＜检测限 — 合格 合格

２０ ０．２５ ８５１ ９２．０１３ ０．２３１ １．０２６

２０１６０９１８２ ２０ — ＞３６００ — ＜检测限 — 合格 合格

２０ ０．２５ ８３２ １０１．０５０ ０．２５３ ４．４７９

２０１６０９２０１ ２０ — ＞３６００ — ＜检测限 — 合格 合格

２０ ０．２５ ８４４ ９５．３５３ ０．２３８ ３．１８５

　　注：“—”表示此项无数据。

毒素的浓度在０．０１～１．２５ＥＵ·ｍＬ－１范围内，标准
曲线线性关系良好，｜ｒ｜＞０．９８０，样品加入４个浓度
的标准内毒素，其回收率在 ５０％ ～２００％范围内，
ＣＶ均＜１０％，表明该方法具有较好的准确性和精
密性。此外，对样品进行２０倍稀释时，其回收率最
接近１００％，表明该稀释倍数下样品对实验无干扰，
且测得的内毒素数值真实、有效。动态显色法试验

结果显示该产品实际内毒素含量较低，低于检测限

０．０１ＥＵ·ｍＬ－１，表明目前该厂家的内毒素控制工
艺满足要求，对卡前列素氨丁三醇注射液中的细菌

内毒素含量控制较好。

与传统的凝胶法相比较，６批卡前列素氨丁三
醇注射液检测结果一致，均符合企业内部标准规

定。但动态显色法的检测过程及结果处理均由仪

器执行，能直观反映样品中细菌内毒素的含量，与

凝胶法是一种定性的检测法相比，其具有更高的灵

敏度、重复性好、操作简便，并能大范围定量，且数

据具有可追溯性，还避免了主观判断结果等影响因

素［１３］。此外，动态显色法鲎试剂是基于显色基质颜

色的变化速率来定量检测内毒素，因此对于有些干

扰凝胶形成或浊度测定的因素不会产生影响［９，１４］。

综上所述，本实验所建方法专属性强、精密性

和准确性良好，抗干扰能力强，能快速定量检测样

品中的细菌内毒素含量，可用于卡前列素氨丁三醇

注射液生产过程中细菌内毒素的质控。
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