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每膜６００ｍＬ时，仍未能有效中和、去除注射用甲磺酸左
氧氟沙星对细菌的抑菌性。喹诺酮类抗菌药物能螯合细

菌所需的镁离子、钙离子等金属元素，故在最后少许冲

洗液中加入ＭｇＳＯ４，并作用２０ｍｉｎ，结果有效中和、去除
了该药品的抑菌性犤１３犦。

综上所述，ＭｇＳＯ４较聚山梨酯８０更能有效中和、去
除甲磺酸左氧氟沙星对金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、

枯草芽孢杆菌、生孢梭菌的抑菌性，更适合用作喹诺酮

类抗菌药物的抑菌剂和中和剂，在无菌检查过程消除药

品的抑菌性。

参考文献：

犤１犦国家药典委员会 ．中华人民共和国药典（四部）犤Ｍ犦．北京：
中国医药科技出版社，２０１５．

犤２犦苏德模，马绪荣．药品微生物学检验技术犤Ｍ犦．北京：华龄出版社，

２００７：２１８－２２０．
犤３犦胡昌勤 ．药品微生物控制现状与展望犤Ｊ犦．中国药学杂志，
２０１５，５０（２０）：１７４７－１７５１．

犤４犦杨晓莉，李 辉，绳金房，等．２０１５年版《中国药典》无菌检查
法解读犤Ｊ犦．中国药业，２０１５，２４（２４）：７－１１．

犤５犦国家药典委员会 ．中国药典分析检测技术指南犤Ｍ犦．北京：

中国医药科技出版社，２０１７：５３７－５６３．
犤６犦胡昌勤 ．实用药品微生物检验检测技术指南犤Ｍ犦．北京：

人民卫生出版社，２０１５：６３．
犤７犦夏蕴琼，刘 将．盐酸氨溴索葡萄糖注射液无菌检查方法验

证犤Ｊ犦．安徽医药，２０１２，１６（５）：６０３－６０４．
犤８犦闵 红，裴小龙，杨晓莉．３种规格注射用头孢地嗪钠无菌方

法学验证犤Ｊ犦．安徽医药，２０１３，１７（５）：７６４－７６６．
犤９犦陈立光，雷震山，梁明泉，等 ．１８Ｆ－ＦＤＧ注射液的无菌检查及

方法学验证犤Ｊ犦．包头医学院学报，２０１８，３４（７）：９９－１０１．
犤１０犦张少锋，鄢 丹，唐慧英，等 ．微量量热法研究增溶性辅料

吐温 ８０对红细胞生理活性的影响犤Ｊ犦．化学学报，２０１０，

６８（２０）：２１１９－２１２４．
犤１１犦郑小玲，李 珏，张联珍，等 ．西罗莫司胶囊微生物限度检

查方法的建立犤Ｊ犦．中国药业，２０１１，２０（２１）：３３－３４．
犤１２犦闵 红，杨晓莉，李 翠，等 ．复方氯己定地塞米松膜微生

物检查方法学研究犤Ｊ犦．中国抗生素杂志，２０１８，４３（７）：

８８１－８８６．
犤１３犦郑小敏，舒德忠 ．硫酸镁与乳酸左氧氟沙星注射液配伍稳

定性分析犤Ｊ犦．临床合理用药，２０１０，３（２３）：１７－１８．
牗收稿日期：２０１８－１２－１８牘

大豆磷脂酰胆碱是大豆磷脂的主要活性成分，大豆

磷脂作为天然乳化剂、增溶剂、分散剂广泛应用于药物

注射剂中犤１－２犦，故大豆磷脂酰胆碱也是一种用于注射剂

的药用辅料。注射剂直接注入人体，其细菌内毒素的含

量或限值有严格规定，所用辅料也必须符合相应规定。

２０１５年版《中国药典》尚未将大豆磷脂酰胆碱作为药用
辅料收载，本研究中参照 ２０１５年版《中国药典（四部）》
通则 １１４３犤３犦１５４－１５７“细菌内毒素检查法”，全面考察了

·研究·
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大豆磷脂酰胆碱细菌内毒素检查方法考察
肖婧薇，王文佳，何华红，李 薇

（广东省广州市药品检验所医疗器械及药包材＜药理＞室，广东 广州 ５１０６１０）
摘要：目的 建立大豆磷脂酰胆碱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”，分别
采用凝胶法与显色基质法考察大豆磷脂酰胆碱细菌内毒素检查的可行性。结果 大豆磷脂酰胆碱质量浓度在６２．５ｇ／Ｌ及以下时，对凝
胶法和显色基质法的鲎试剂反应均无干扰作用。结论 凝胶法与基质显色法均可用于大豆磷脂酰胆碱的细菌内毒素检查。

关键词：大豆磷脂酰胆碱；细菌内毒素检查；凝胶法；显色基质法
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ＮＣ
ＴＡＬ
（批号）

Ａ（１６０６１４２）

Ａ（１６０７２０１）

Ｂ（１６０３１７１２）

Ｂ（１６０２０７１２）

λ
（ＥＵ／ｍＬ）

０．２５
０．０６
０．２５
０．０６

２λ
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋

１λ
－－－－
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋

０．５λ
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－

０．２５λ
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－

－－
－－
－－
－－

λｃ
（ＥＵ／ｍＬ）

０．５０
０．０６
０．２５
０．０６

ＮＣ ＰＣＴＡＬ（批号） 样品批号 项目

Ａ（１６０６１４２）

Ｂ（１６０３１７１２）

ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ

１２５．００
－－
＋－
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
－－
－－
＋＋
－－
＋－

６２．５０
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋

３１．２５
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋

１５．６２
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋
－－
＋＋

－－

－－

＋＋

＋＋

５７９０１０－１１
５００５５－１３
５７９０１０－１１
６００５８－１５
５７９０１０－１１
６００５９－０５
５７９０１０－１１
５００５５－１３
５７９０１０－１１
６００５８－１５
５７９０１０－１１
６００５９－０５

注：ＮＰＣ为供试品管，ＰＰＣ为供试品阳性对照管，ＰＣ为阳性
对照管。表４同。

大豆磷脂酰胆碱的细菌内毒素检查方法，以进一步控制

注射剂质量。现报道如下。

１ 仪器与试药

仪器：ＴＷ１２型六孔恒温水浴（德国 Ｊｕｌａｂｏ公司）；
ＭＳ３ｂａｓｉｃ型旋涡混合器（德国ＩＫＡ公司）；ＬＫＬ１６４－０３型
内毒素定量仪（英国 ＬａｂＫｉｎｅｔｉｃｓ公司）；２－１６ＫＬ型低
温高速离心机（德国Ｓｉｇｍａ公司）。

试药：大豆磷脂酰胆碱（德国 ＬｉｐｏｉｄＧｍｂＨ，批号为
５７９０１０－１１５００５５－１３，５７９０１０－１１６００５８－１５，５７９０１０－
１１６００５９－０５，规格为原料，含量为 ９８％）；细菌内毒素
工作标准品（中国食品药品检定研究院，批号为

１５０６０１－２０１５８０，规格为每支８０ＥＵ）；细菌内毒素检查
用水（ＢＥＴ用水，批号为１６０６２９０，规格为每支１００ｍＬ），
鲎试剂 Ａ（ＴＡＬ，批号分别为 １６０６１４２，１６０７２０１，规格为
每支０．１ｍＬ，灵敏度分别为０．２５ＥＵ／ｍＬ和０．０６ＥＵ／ｍＬ），
鲎试剂 Ｃ（ＫＣＡ，批号为１７０９１４０，规格为每支１．２５ｍＬ，
灵敏度为５０～０．００５ＥＵ／ｍＬ），均购自湛江安度斯生物
有限公司；鲎试剂 Ｂ（ＴＡＬ，福州新北生物有限公司，规
格为每支 ０．１ｍＬ，批号分别为 １６０３１７１２，１６０２０７１２，灵
敏度分别为０．２５ＥＵ／ｍＬ和０．０６ＥＵ／ｍＬ）。
２ 方法与结果

２．１ 细菌内毒素限值
各国药典均未收载该品种，而在厂家所附标准

中，细菌内毒素限值为每 １ｇ大豆磷脂酰胆碱含内毒
素的量应小于 ６ＥＵ。该品种是大豆磷脂的主要活性
成分，其在药物制剂中的功能和用途与大豆磷脂相

似，２０１５年版《中国药典（四部）》收载的大豆磷脂（供
注射用）犤３犦４６８－４７０的细菌内毒素限值为每 １ｇ大豆磷
脂含内毒素的量应小于 ２．０ＥＵ。综合考虑，本研究限
值确定为 ２．０ＥＵ／ｇ。
２．２ 细菌内毒素含量检测（凝胶法）
２．２．１ 鲎试剂灵敏度复核试验

按２０１５年版《中国药典（四部）》通则１１４３“细菌内
毒素检查法”进行鲎试剂标示灵敏度（λ）复核。结果４批
鲎试剂 λｃ为 ０．５～２．０λ，符合进行细菌内毒素检查的
规定。详见表１。

２．２．２ 干扰预试验

最小质量浓度计算：最小有效稀释浓度 Ｃ＝λ／Ｌ，
Ｌ＝２．０ＥＵ／ｇ。目前用于药品检验的市售鲎试剂灵敏度
一般为 ０．２５～０．０３ＥＵ／ｍＬ，因此相对应的最小有效质
量浓度为１２５．００，６２．５０，３１．２５，１５．６２ｇ／Ｌ。

溶液制备：取３批样品，用 ＢＥＴ用水溶解制成质量
浓度为 １２５ｇ／Ｌ的供试品溶液，置旋涡振荡器振荡
５ｍｉｎ使充分混匀，再稀释成３个质量浓度梯度的系列
溶液，标记为供试品管（ＮＰＣ系列）；取 ＮＰＣ系列溶液，
加入细菌内毒素，制得每个稀释度中含２λ细菌内毒素
的供试品溶液，标记为供试品阳性对照管（ＰＰＣ系列）。

操作步骤：取灵敏度为０．２５ＥＵ／ｍＬ的２个不同厂
家的ＴＡＬ，每个质量浓度的ＮＰＣ和ＰＰＣ各做２管，同时
做细菌内毒素阳性对照（ＰＣ）和 ＢＥＴ用水阴性对照
（ＮＣ）各２管。结果３批样品质量浓度在６２．５ｇ／Ｌ及以
下时对２个厂家鲎试剂与细菌内毒素的反应均无干扰
作用。详见表２。

２．２．３ 正式干扰试验

取 ３批样品适量，分别用 ＢＥＴ用水制成质量浓度
为 ６２．５ｇ／Ｌ的溶液，并制成含 ２λ，１λ，０．５λ，０．２５λ
细菌内毒素的供试品溶液，取灵敏度为０．２５ＥＵ／ｍＬ的
２个厂家的鲎试剂，按 ２０１５年版《中国药典（四部）》通
则１１４３中的“干扰试验”项下方法试验。以ＢＥＴ用水进
行对照。结果内毒素标准溶液反应终点浓度的几何平均值

（Ｅｓ）和供试品溶液反应终点浓度的几何平均值（Ｅｔ）均
在０．５λ～２．０λ范围内，３批样品质量浓度为 ６２．５ｇ／Ｌ
时对 ２个厂家鲎试剂与细菌内毒素的反应均无增强或
抑制的干扰作用。故大豆磷脂酰胆碱（９４％）的最大不干
扰质量浓度为６２．５ｇ／Ｌ。详见表３。

·研究·
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表１ ＴＡＬ灵敏度复核试验结果牗凝胶法牘

细菌内毒素浓度

表２ 样品干扰预试验结果牗凝胶法牘

样品质量浓度（ｇ／Ｌ）

注：表中“＋”为有菌，“－”为无菌。ＮＣ表示阴性对照管；表

２至表４同。
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样品批号 ＮＣ Ｅｓ ＥｔＴＡＬ（批号）

ＢＥＴ水

５７９０１０－１１５００５５－１３

５７９０１０－１１６００５８－１５

５７９０１０－１１６００５９－０５

ＢＥＴ水

５７９０１０－１１５００５５－１３

５７９０１０－１１６００５８－１５

５７９０１０－１１６００５９－０５

Ａ（１６０６１４２）

Ｂ（１６０３１７１２）

０．５００

＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

＋＋＋＋

０．２５０

－－

－－－－

＋－－－

－－－－

＋－

＋－－－

＋＋＋－

＋－－－

０．１２５

－－

－－－－

－－－－

－－－－

－－

－－－－

－－－－

－－－－

０．０６２

－－

－－－－

－－－－

－－－－

－－

－－－－

－－－－

－－－－

－－

－－

－－

－－

－－

－－

－－

－－

０．５０

０．３５

０．５０

０．４２

０．５０

０．４２

０．３０

０．４２

ＴＡＬ（批号）

Ａ（１６０７２０１）

Ｂ（１６０２０７１２）

质量浓度（ｇ／Ｌ）

３１．２５
３１．２５
３１．２５
３１．２５
３１．２５
３１．２５

ＮＰＣ
－－
－－
－－
－－
－－
－－

ＰＰＣ
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋

ＮＣ
－－

－－

ＰＣ
＋＋

＋＋

样品批号

５７９０１０－１１５００５５－１３
５７９０１０－１１６００５８－１５
５７９０１０－１１６００５９－０５
５７９０１０－１１５００５５－１３
５７９０１０－１１６００５８－１５
５７９０１０－１１６００５９－０５

试样

阴性对照

内毒素标准品

内毒素标准品

内毒素标准品

内毒素标准品

标准内素素（ＥＵ／ｍＬ）

０
０．０１
０．１０
１．００
１０．００

平均达限时间（ｓ）

＞３６００
３２０８
１５２２
７３９
３８４

变异系数（％）

０．００
０．０７
１．３０
０．４３
０．８０

实测值（ＥＵ／ｍＬ）

＜０．００６４
０．００９４
０．１０５３
１．０９７９
９．２３５３

样品批号

５７９０１０－１１５００５５－１３

５７９０１０－１１６００５８－１５

５７９０１０－１１６００５９－０５

Ａ液质量浓度
（ｇ／Ｌ）

６２．５０
６２．５０
３１．２５
３１．２５
１５．６２
１５．６２
６２．５０
６２．５０
３１．２５
３１．２５
１５．６２
１５．６２
６２．５０
６２．５０
３１．２５
３１．２５
１５．６２
１５．６２

平均达限

时间（ｓ）

３３０４
１０４６
３０３５
９６０
３０８７
９８９

＞３６００
９９９

＞３６００
９７３

＞３６００
９３４
３４７７
１０２５
＞３６００
１００３
＞３６００
９５０

变异系数

（％）

６．４０
８．８５
３．６３
５．４５
５．３１
２．１４
０．００
７．２２
０．００
４．０７
０．００
３．２６
３．２１
２．９０
０．００
２．１１
０．００
５．３６

实测值

（ＥＵ／ｍＬ）

０．００８５
０．３５５４
０．０１１２
０．４６９８
０．０１０６
０．４２６５
＜０．００６４
０．４１２８
＜０．００６４
０．４５０２
＜０．００６４
０．５１４５
０．００７２
０．３７９６
＜０．００６４
０．４０７８
＜０．００６４
０．４８６２

Ａ液回收
率（％）

６９．３８

９１．７２

８３．１８

８１．２８

８８．７６

１０１．６２

７４．４８

８０．２８

９５．９６

内毒素浓度（ＥＵ／ｍＬ）

表３ 样品干扰试验结果牗凝胶法牘

表４ 样品细菌内毒素检查结果牗凝胶法牘

表５ 标准曲线可靠性试验结果牗显色基质法牘

２．２．４ 样品细菌内毒素检查

按２０１５年版《中国药典（四部）》通则１１４３中的“细
菌内毒素检查法”，用灵敏度为０．０６ＥＵ／ｍＬ的鲎试剂分
别对３批样品进行细菌内毒素检查，结果３批样品的细
菌内毒素检查结果均符合规定。详见表４。

２．３ 细菌内毒素含量检测（显色基质法）
２．３．１ 标准曲线的可靠性试验

取１支细菌内毒素工作标准品，加入 １ｍＬＢＥＴ用
水溶解，再稀释成浓度分别为 １０，１，０．１，０．０１ＥＵ／ｍＬ
的系列溶液，各取０．１ｍＬ，分别与０．１ｍＬ鲎试剂混匀，每
个浓度平行做３支管，置内毒素定量仪中，在（３７±１）℃
下进行检测。以ＢＥＴ用水作阴性对照。结果回归方程为
ｌｇＴｇ＝２．８８１３－０．３０８０ｌｇＣ（ｒ＝－０．９９９６），阴性对照
的反应时间大于标准曲线最低点的反应时间，各反应点

平行管之间的变异系数（ＣＶ）均小于 １０％，表明标准曲
线可靠，试验方法成立。详见表５。

２．３．２ 干扰试验

标准曲线最低点的浓度为０．０１ＥＵ／ｍＬ，故最小有
效稀释质量浓度为 ５ｇ／Ｌ。取 ３批样品适量，用 ＢＥＴ用

水溶解成质量浓度为１２５ｇ／Ｌ的溶液，置旋涡振荡器振
荡 ５ｍｉｎ，稀释成质量浓度为 ６２．５，３１．２５，１５．６ｇ／Ｌ的
系列梯度溶液，作为供试品溶液（Ａ液）；取 Ａ液，加
入细菌内毒素，制成含 ０．５ＥＵ／ｍＬ细菌内毒素的供
试品溶液（Ｂ液），充分振荡，２１５×１ｇ离心 ５ｍｉｎ，立
即取上清液，分别取 ０．１ｍＬ与 ０．１ｍＬ鲎试剂混匀，
每个质量浓度平行做 ２支管，于内毒素定量仪中进行
检测。结果 ３批样品质量浓度在 ６２．５ｇ／Ｌ及以下时，
细菌内毒素的回收率在 ５０％ ～２００％之间，表明样品
对动态显色法下鲎试剂与细菌内毒素的反应无干扰

作用。详见表 ６。

２．３．３ 内毒素回收试验

３批样品各称取４份，分别用含细菌内毒素０，０．１，
０．２，０．４ＥＵ／ｍＬ的ＢＥＴ用水溶解成质量浓度为１１０ｇ／Ｌ
的溶液（每 １ｇ大豆磷脂酰胆碱对应的内毒素含量
为０，０．９，１．８，３．６ＥＵ），充分振荡 ５ｍｉｎ，用 ＢＥＴ用
水稀释１倍，振荡均匀，２１５×１ｇ离心 ５ｍｉｎ，立即取
上清液进行检测。结果 ３批大豆磷脂酰胆碱均未检出
细菌内毒素，内毒素加入量为０．０５，０．１０，０．２０ＥＵ／ｍＬ
时的回收率均为 ７５％ ～１１２％，表明供试品溶液制备
过程中的离心处理不会影响细菌内毒素的检出。详

见表 ７。
３ 讨论

近年来，由于药用辅料的问题导致的药品严重不良

反应或影响用药安全的事件层出不穷犤４－６犦，究其原因主

表６ 样品干扰试验结果牗显色基质法，ｎ＝２牘

·研究·
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样品批号

５７９０１０－１１５００５５－１３

５７９０１０－１１６００５８－１５

５７９０１０－１１６００５９－０５

加入量

（ＥＵ／ｍＬ）

０

０．０５

０．１０

０．２０

０

０．０５

０．１０

０．２０

０

０．０５

０．１０

０．２０

平均达限

时间（ｓ）

３２３５

１７７０

１４７４

１２３２
＞３６００

１９６９

１５３６

１２６７
＞３６００

１９９３

１５９３

１３０５

变异系数

（％）

５．８１

４．５０

５．７２

５．０３

０．００

３．３５

７．９８

１．８３

０．００

４．２６

７．２５

４．４４

实测值

（ＥＵ／ｍＬ）

０．００９１

０．０６４５

０．１１６７

０．２０９３
＜０．００６４

０．０４５６

０．１０２１

０．１９０９
＜０．００６４

０．０４３９

０．０９０８

０．１７３４

回收率

（％）

１１１．０８

１０７．６０

１００．１０

７８．４０

９５．７０

９２．２５

７５．００

８４．４０

８３．５０

表７ 回收试验结果牗显色基质法牘

本栏目由

国药控股云南有限公司

协 办

要为质量标准不完善、使用方法不规范犤７犦。２０１５年版
《中国药典》中药用辅料标准收载量仅２７０种，其中供注
射用药用辅料２３种，与美国药典、欧洲药典中１０００多
种的收载量比相差较大，因此，药用辅料质量标准的提

高和完善迫在眉睫。大豆磷脂酰胆碱作为药用辅料的新

品种，其质量标准的研究和制订更应受到重视。对注射

剂常用药用辅料应进行相应的安全性检查，而细菌内毒

素检查是其安全性检查中必不可少的一项犤３犦４００－４０２。

２０１５年版《中国药典》收载的细菌内毒素检查法包
括凝胶法和光度测定法，供试品检测时可使用其中任意

一种方法，但当结果有争议时凝胶法为仲裁方法犤３犦１５４－１５７，

因此本研究中首先采用凝胶法考察大豆磷脂酰胆碱细

菌内毒素检查的可行性。结果表明，大豆磷脂酰胆碱质

量浓度在６２．５ｇ／Ｌ及以下时对２个厂家生产的鲎试剂无
干扰作用，但使用灵敏度为０．１２５～０．０３ＥＵ／ｍＬ的凝胶
法鲎试剂对该品种的细菌内毒素进行定性检查，且限值

可定为２．０ＥＵ／ｇ。
细菌内毒素检查法的光度测定法包括浊度法和显

色基质法，结果可准确反映细菌内毒素的含量，对生产

过程和最终产品的质量控制意义重大。大豆磷脂酰胆碱

不能完全溶于水，在本试验浓度下，样品与水只能形成

混悬液。混悬液的反应体系对 ２．２项试验反应并无影
响，但对２．３项试验中吸光度的检测有一定影响，因此

将供试品溶液

离心，取上清

液进行检测。

为了考察萃取

处理是否会

影响细菌内

毒素的检出，在配制供试品时添加细菌内毒素标准品

进行外加内毒素回收试验 犤３犦１５４－１５７。在该情况下，一般

会采取特殊方法来制备供试液，如增溶犤８犦、萃取犤９－１０犦、过

滤犤１１犦等，再进行外加内毒素回收试验，以考察处理方法

是否会影响内毒素的检出。本研究中，前期曾尝试过

加入乙醇以增加溶解性，但效果不佳，也曾尝试过微

膜滤过以去除混悬液中的颗粒，但极易堵塞滤头。最

后经试验证实，采用振荡混匀并离心取上清液的操作

可行。但得到的供试液并非澄清透明，仍有轻度混浊，

会影响浊度法中浊度的测定，而显色基质法是通过测

定呈色团的吸光度来反应内毒素的含量，因此不会

影响检测结果，可进一步进行干扰试验和回收试验。

经考察，大豆磷脂酰胆碱在质量浓度 ６２．５ｇ／Ｌ及以
下时对试验结果无干扰作用，且供试液制备过程中的

萃取操作不会对供试品本底细菌内毒素造成影响，可

采用动态显色法鲎试剂对该品种进行细菌内毒素的定

量检测。

综上所述，凝胶法与动态显色法均可用于大豆磷

脂酰胆碱的细菌内毒素检查，本研究结果为该品种细菌

内毒素检查方法的制订提供参考。但本试验样品量较

少，要制订相关质量标准还需更多批次的试验数据加

以验证。
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