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动态浊度法检测复方蒲公英注射液中细菌内毒素
钱明明，刘益庆

（江苏省连云港市食品药品检验检测中心，江苏 连云港 ２２２０００）
摘要：目的 建立检测复方蒲公英注射液中细菌内毒素的动态浊度法。方法 确定样品细菌内毒素限值（Ｌ）为２５ＥＵ／ｍＬ，建立细菌内
毒素的标准曲线，考察供试品对细菌内毒素检查的干扰情况，分析不同稀释倍数下细菌内毒素的回收率，并进行验证。结果 回

归方程为 ｌｇＴ＝２．７８５６８－０．３２４６８ｌｇＣ（｜ｒ｜＞０．９９９），细菌内毒素浓度线性范围为０．００５～０．５００ＥＵ／ｍＬ；供试品稀释１００～１０００倍
时，细菌内毒素回收率均在５０％～２００％范围内；方法准确度及精密度试验的变异系数均小于 １０％（ｎ＝３）；３批样品的细菌内毒素含
量均小于检测限，回收率在９９％ ～１０３％范围内。结论 该方法快速简便，灵敏度高，抗干扰性强，可用于复方蒲公英注射液中细菌内毒

素的定量检测。

关键词：动态浊度法；复方蒲公英注射液；细菌内毒素；定量检测
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内毒素是革兰阴性菌的细胞壁成分，细菌死亡或自

溶后释放，极微量进入人体即可引起发热反应犤１犦，大量

时可导致休克、多器官衰竭甚至死亡犤２－４犦。因此需严格

控制注射液中的内毒素，以保证用药安全。复方蒲公英

注射液由蒲公英、鱼腥草及野菊花经提取加工制成，具

有清热解毒、疏风止咳功效，多用于治疗风热感冒、肺胃

热盛、发热头痛、咳嗽痰黄等症。该药现行质量标准为

《卫生部药品标准·中药成方制剂牗第二十册牘》牗ＷＳ３－
Ｂ－３９１７－９８牘，肌肉注射，考虑到注射剂的安全性，故有必
要增设细菌内毒素或热原检查项。相对于热原检查法，

·检验检测·
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内毒素浓度（ＥＵ／ｍＬ）

阴性对照

０．００５
０．０５０
０．５００

平均反应时间（ｓ）

＞３６００
３３５１
１６７２
７５２

ＣＶ（％）

４．５６
３．５３
１．７９

稀释倍数

１００

２００

５００

１０００

外加内毒素浓度

（ＥＵ／ｍＬ）

０．０５０
０．０５０

０．０５０
０．０５０

０．０５０
０．０５０

０．０５０
０．０５０

反应时间

（ｓ）

＞３６００
＞３６００
１６３０
１６０７
＞３６００
＞３６００
１５６３
１５４７
＞３６００
＞３６００
１６９２
１７２８
＞３６００
＞３６００
１５２９
１５１９

内毒素实测值

牗ＥＵ／ｍＬ）

＜检测限
＜检测限

０．０４８６
０．０５０７
＜检测限
＜检测限

０．０５５３
０．０５７１
＜检测限
＜检测限

０．０４３３
０．０４０６
＜检测限
＜检测限

０．０５９１
０．０６０３

回收率

（％）

９７．０３
１０１．０６

１１０．１１
１１４．０３

８６．１６
９３．２５

１１８．１９
１２１．２３

表１ 标准曲线可靠性试验结果（ｎ＝３）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔ（ｎ＝３）

细菌内毒素检查法具有快速、灵敏、简便、重复性好、成本

低等优点，同时从动物伦理学方面考虑，本研究中依据

２０１５年版《中国药典（四部）》通则１１４３“细菌内毒素检查
法”项下动态浊度法的基本原理及试验设计犤５犦，建立复方

蒲公英注射液细菌内毒素的检测方法。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＢＥＴ－７２型细菌内毒素测定仪（天津市天大天发科
技有限公司）；涡旋振荡器（天津药典标准仪器厂）；２００μＬ
及１０００μＬ移液枪（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。
１．２ 试药

复方蒲公英注射液（江西天施康中药股份有限公

司，批号分别为１９０２０３０３，１９０３０５２０，１９０４０３１６，规格为
每支２ｍＬ）；鲎试剂（ＴＡＬ，湛江安度斯生物有限公司，批
号为１９０４２６０，规格为每支 １．２５ｍＬ，检测范围０．００５～
５０ＥＵ／ｍＬ）；细菌内毒素工作标准品（中国食品药品检
定研究院，批号为１５０６０１－２０１９８７，规格为每支８０ＥＵ）；
细菌内毒素检查用水（ＢＥＴ用水，湛江安度斯生物有限
公司，批号为１９１０１８０，规格为每支３０ｍＬ）。
２ 方法与结果

２．１ 细菌内毒素限值（Ｌ）确定
公式为 Ｌ＝Ｋ／Ｍ犤５犦，Ｋ为人体每１ｋｇ体质量每１ｈ

可接受内毒素的最大剂量，注射剂 Ｋ＝５ＥＵ／（ｋｇ·ｈ）；
Ｍ为人用每 １ｋｇ体质量每 １ｈ的最大供试品剂量，按
复方蒲公英注射液说明书规定，单次最大注射剂量为

４ｍＬ，按 ６０ｋｇ体质量计，则 Ｍ＝０．０６７ｍＬ／（ｋｇ·ｈ）。
Ｌ＝７５ＥＵ／ｍＬ，由于该药涉及儿童用药，为保障安全用药，
根据注射剂安全性检查法应用指导原则，可将限值严格

至计算值的１／２～１／３，故最终确定 Ｌ为２５ＥＵ／ｍＬ。
２．２ 标准曲线可靠性试验

取细菌内毒素工作标准品１支（８０ＥＵ），加入１．０ｍＬ
ＢＥＴ用水复溶，制成浓度为８０ＥＵ／ｍＬ的贮备液，用ＢＥＴ
用水分别稀释成浓度为０．００５，０．０５０，０．５００ＥＵ／ｍＬ的
系列标准内毒素溶液，每个浓度设３个平行管。用 ＢＥＴ
用水作阴性对照，设２个平行管。精密量取上述标准溶液
及阴性对照溶液各 １００μＬ，分别加入预先加有 １００μＬ
ＴＡＬ的试管中，混匀，采用细菌内毒素测定仪测定。测定
条件，温度为（３７±０．５）℃，检测波长为４０５ｎｍ，反应时
间为３６００ｓ。以细菌内毒素标准品浓度的对数（ｌｇＣ）为
横坐标，以反应时间的对数（ｌｇＴ）为纵坐标，进行线性回
归，得回归方程 ｌｇＴ＝２．７８５６８－０．３２４６８ｌｇＣ（｜ｒ｜＝
０．９９９２）。细菌内毒素浓度线性范围为 ０．００５～０．５００
ＥＵ／ｍＬ；各组平行管变异系数（ＣＶ）小于 １０％，阴性对
照反应时间长于标准曲线最低浓度的反应时间，表明试

验方法有效。结果见表１。

２．３ 供试品最大有效稀释倍数（ＭＶＤ）计算
根据ＭＶＤ＝ｃＬ／λ，其 ｃ＝１．０ｍＬ／ｍＬ，λ为标准曲线

的最低浓度０．００５ＥＵ／ｍＬ，则ＭＶＤ＝５０００倍。
２．４ 干扰试验

设０．０５０ＥＵ／ｍＬ为 λｍ，用 ＢＥＴ用水将样品（批号
为 １９０２０３０３）分别稀释为 １００，２００，５００，１０００倍的溶
液，记为Ａ液；制备含标准内毒素０．０５０ＥＵ／ｍＬ的Ａ液，
记为 Ｂ液；取 Ａ液、Ｂ液各 １００μＬ，分别加入预先加有
１００μＬＴＡＬ试剂反应试管中，每个浓度设２个平行管，
混匀，采用细菌内毒素测定仪测定犤５犦。结果样品及其外

加细菌内毒素稀释１００，２００，５００，１０００倍时，回收率均
在５０％～２００％范围内，表明样品在该系列稀释倍数下
无干扰作用。结果见表２。

２．５ 准确度试验

取样品（批号为 １９０２０３０３）１支，稀释 １００倍，分别
加入 ０．００５，０．０５０，０．５００ＥＵ／ｍＬ的标准内毒素，平行
测定３次。结果供试品的平均回收率均在５０％～２００％
范围内，且 ＣＶ均小于１０％，表明该方法准确度较好。详
见表３。

表２ 干扰试验结果（ｎ＝２）
Ｔａｂ．２ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔ（ｎ＝２）

·检验检测·
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稀释倍数

１００
１００
１００

加入量

（ＥＵ／ｍＬ）

０．００５
０．０５０
０．５００

测得量

（ＥＵ／ｍＬ）

０．００４８±０．０００３
０．０５０６±０．００１８
０．４９７２±０．０１３３

平均回收率

（％）

９６．１５
１０１．２６
９９．０２

ＣＶ
（％）

６．２５
３．５６
２．６７

内毒素浓度

（ＥＵ／ｍＬ）

０．００５
０．０５０
０．５００

１
０．００４９
０．０５３４
０．４９８７

２
０．００５３
０．０６０２
０．５１２３

３
０．００５５
０．０５７８
０．５２０３

ＣＶ（％）

４．２５
４．３６
１．０４

批号

１９０２０３０３

１９０３０５２０

１９０４０３１６

稀释

倍数

１００

１００

１００

加入量

（ＥＵ／ｍＬ）

０．０５０

０．０５０

０．０５０

反应时间

（ｓ）

＞３６００
１６１９
＞３６００
１６０２
＞３６００
１５９７

回收率

（％）

９９．１２

１０２．２３

１０３．０６

ＣＶ
（％）

４．０２

３．８９

３．１６

测得量

（ＥＵ／ｍＬ）

＜检测限

０．０４９６
＜检测限

０．０５１２
＜检测限

０．０５１７

表３ 准确度试验结果（ｎ＝３）
Ｔａｂ．３ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｃｃｕｒａｃｙｔｅｓｔ（ｎ＝３）

测得量（ＥＵ／ｍＬ）

表４ 精密度试验结果（ｎ＝３）
Ｔａｂ．４ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎｔｅｓｔ（ｎ＝３）

表５ 样品细菌内毒素检测结果

Ｔａｂ．５ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ

·检验检测·
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２．６ 精密度试验

取２．２项下０．００５，０．０５０，０．５００ＥＵ／ｍＬ的系列标
准内毒素溶液，采用细菌内毒素测定仪检测，平行测定

３次。结果 ３个浓度的标准内毒素溶液检测结果的 ＣＶ
均小于１０％，表明该方法精密度良好。详见表４。

２．７ 样品检测

以所建动态浊度定量检测法检测 ３批样品的细菌
内毒素含量。结果回收率均在 ５０％ ～２００％范围内，
ＣＶ均小于 １０％，３批样品内毒素含量均小于检测限
（０．００５ＥＵ／ｍＬ）。详见表５。

３ 讨论

复方蒲公英注射液现行质量标准无热原或细菌内

毒素检查项，根据２０１５年版《中国药典（四部）》注射剂
安全性检查法应用指导原则，对生产工艺易污染细菌

内毒素的肌肉注射用注射剂，应考虑设细菌内毒素检

查项。本研究中参考文献犤６－１０犦，采用动态浊度法验
证复方蒲公英注射液细菌内毒素检测方法，结果表明，

内毒素标准品浓度线性范围为０．００５～０．５００ＥＵ／ｍＬ，
样品稀释 １００倍及以上，回收率均在 ５０％～２００％范
围内，表明该系列稀释倍数下供试品无干扰作用，测

得的细菌内毒素数值真实、有效，样品稀释 １００倍时，
回收率最接近 １００％，故后续供试品细菌内毒素含
量检测采用该稀释倍数。随后对该方法的准确性及

精密性进行验证，结果回收率均在 ５０％ ～２００％范
围内，且 ＣＶ均小于 １０％，表明该方法结果准确。在
方法的初步应用中，３批样品细菌内毒素含量均低
于检测限，表明该厂家目前对其细菌内毒素含量控

制较好。

与传统定性凝胶法比较，动态浊度法检测结果由仪

器自动执行，且能直观显示供试品中内毒素的含量，灵

敏度更高，重复性更好，能大范围定量，数据具有可追溯

性，可避免主观因素影响结果的判断犤１１犦，更适用于生产

过程中对供试品质量的监控。

综上所述，本研究所建动态浊度法操作简便，准确

性及精密度良好，灵敏度高，抗干扰能力强，能快速定量

供试品细菌内毒素，可用于复方蒲公英注射液生产过程

中细菌内毒素的定量检测。

参考文献

犤１犦党京丹．细菌内毒素的研究及临床应用犤Ｊ犦．山西医药杂志，

２０１４，４３（７）：７７１－７７３．
犤２犦孙 哲 ．细菌内毒素检验犤Ｊ犦．世界最新医学信息文摘，

２０１２，１２（９）：１２８－１３０．
犤３犦汤秋华．动态浊度法测定血液透析液的细菌内毒素含量犤Ｊ犦．
海峡药学，２０１３，２５（９）：７６－７８．

犤４犦ＨＩＲＡＴＡＮ，ＹＡＮＡＱＡＷＡＹ，ＳＡＴＯＨＭ，ｅｔａｌ．Ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ

ｄｅｒｉｖｅｄＴＮＦａｌｐｈａｉｓｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅｆｏｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＩＬ－１０

ｐｒｏｄｕｃｉｎｇＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓ犤Ｊ犦．ＣｅｌｌＩｍｍｕｎｏｌ，２０１０，２６１（１）：３７－４１．
犤５犦国家药典委员会 ．中华人民共和国药典牗四部牘犤Ｍ犦．北京：

中国医药科技出版社，２０１５：１５４－１５７．
犤６犦张虞婷，丁苏苏，李倚云 ．细菌内毒素的研究进展及其检查

法的应用犤Ｊ犦．天津药学，２０１５，２７（５）：６６－６９．
犤７犦张 娟，祝清芬，范治云，等．动态浊度法测定阿奇霉素中细

菌内毒素含量犤Ｊ犦．中国药业，２０１４，２３（２２）：４７－４９．
犤８犦李 慧，张彦丽，崔晓燕，等．动态浊度法测定注射用阿莫西

林钠克拉维酸钾细菌内毒素含量犤Ｊ犦．中国药业，２０１７，２６（９）：

２６－２８．
犤９犦陈 莉，张 啸，刘永革，等．动态浊度法测定注射用盐酸大

观霉素中细菌内毒素的含量犤Ｊ犦．中国合理用药探索，２０１７，

１４（６）：４５－４８．
犤１０犦朱 昱，郭娇梅，张军霞，等 ．定量检测茵栀黄注射液细菌

内毒素方法的建立及应用犤Ｊ犦．中国卫生检验杂志，２０１９，２９（５）：

５２５－５２８．
犤１１犦张 磷，张继鹏，赵一欢，等 ．静注人免疫球蛋白细菌内毒

素定量检测方法的探讨犤Ｊ犦．微生物学免疫学进展，２０１３，４１（２）：

２８－３２．
牗收稿日期：２０２０－０４－２２；修回日期：２０２０－０７－２５牘


