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醋酸氯己定冲洗剂细菌内毒素检查法研究

黄 婧，白玲玲，王 婷，苏 华，王银娟△

（中国人民解放军东部战区总医院药剂科，江苏 南京 ２１０００２）
摘要：目的 建立醋酸氯己定冲洗剂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内毒素检查法，建立醋酸
氯己定冲洗剂细菌内毒素的检查方法，并使用２个厂家的鲎试剂进行方法验证。结果 使用稀释剂Ⅰ将醋酸氯己定冲洗剂稀释２倍后，
再用细菌内毒素检查用水稀释至８倍，可消除其对鲎试剂凝集反应的干扰，细菌内毒素限值为 ０．５ＥＵ／ｍＬ。结论 该方法可用于醋酸

氯己定冲洗剂细菌内毒素的检查，为可能导致鲎试剂中单价和二价离子缺失样品的细菌内毒素检查方法的建立提供参考。
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醋酸氯己定冲洗剂为我院院内制剂犤南制字（２０１６）
Ｂ５０１００８犦，具有消毒、防腐作用，用于创面消毒和冲洗
伤口。主要成分为双胍类化合物醋酸氯己定，通过吸附

在细菌胞浆膜使细胞内容物漏出而起到抑菌和杀菌作

用，对革兰阴性菌和阳性菌均有很强的抑制作用犤１－２犦。

该品种收录于《中国人民解放军医疗机构制剂规范

（２０１５年版）》犤３犦中，曾用名为醋酸洗必泰溶液。根据
２０１５年版《中国药典（四部）》通则 ０１２８犤４犦２５－２６规定，冲
洗剂需要进行细菌内毒素检查。醋酸氯己定冲洗剂在细

菌内毒素检查中存在干扰，用稀释法无法消除犤５犦。本研

究中采用二价离子补充剂稀释剂Ⅰ稀释样品以消除干
扰，建立了醋酸氯己定冲洗剂的细菌内毒素检查方法。

现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＥＴ－９６型内毒素注射用水（ＢＥＴ）细菌内毒素检测
仪（天津药典标准仪器厂）；ＨＧ７１－Ａ型恒温干燥箱（北京
试验设备厂）；使用的器具、玻璃量器等均按２０１５年版

《中国药典（四部）》规定除去可能存在的外源性内毒素。

１．２ 试药

细菌内毒素工作标准品（中国食品药品检定研究

院，规格为每支 ８０ＥＵ，批号为 １５０６０１－２０１６８１）；鲎试
剂 １犤标 示 灵 敏 度 （λ）为 ０．２５ＥＵ／ｍＬ，批 号 为
１８０３２３１犦，鲎试剂 ２（λ为 ０．０６ＥＵ／ｍＬ，批号分别为
１８０３０５２，１８０４１８０），细菌 ＢＥＴ（规格为每支 ５ｍＬ，批号
为 １６０６１６０），稀释剂Ⅰ（规格为每支 ４ｍＬ，批号为
１８０３１３０），均购自安度斯生物有限公司；鲎试剂 ３（λ为
０．２５ＥＵ／ｍＬ，批号为１８０１２３０），鲎试剂４（λ为０．０６ＥＵ／ｍＬ，
批号分别为 １８０６２９０，１８０７２４１），均购自博康海洋生物
有限公司；醋酸氯己定冲洗剂（医院制剂，规格为每瓶

５００ｍＬ，批号分别为１８０３０９，１８０５２９，１８０７０４）。
２ 方法与结果

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犤４犦１５４－１５７细
菌内毒素检查法复核鲎试剂标示灵敏度，结果鲎试剂灵

敏度均在犤０．５λ，２λ犦范围内，符合要求。详见表１。

·检验检测·
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厂家

安度斯

博康海洋

批号

１８０３２３１
１８０３０５２
１８０４１８０
１８０１２３０
１８０６２９０
１８０７２４１

λ
（ＥＵ／ｍＬ）

０．２５

０．０６

０．２５

０．０６

２λ
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋

１λ
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋

０．５λ
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
＋＋－－
＋＋＋＋

０．２５λ
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－

ＮＣ
－－
－－
－－
－－
－－
－－

λｃ
（ＥＵ／ｍＬ）

０．２５
０．０６
０．０６
０．２５
０．０４
０．０３

细菌内毒素浓度

１８０３２３１

１８０１２３０

ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ

２
－－
－－
－－
－－

４
－－
－－
－－
－－

８
－－
－－
－－
－－

ＰＣ

＋＋

＋＋

ＮＣ

－－

－－

１８０３２３１

１８０１２３０

ＮＰＣ
ＰＰＣ
ＮＰＣ
ＰＰＣ

２
－－
＋＋
－－
＋＋

４
－－
＋＋
－－
＋＋

８
－－
＋＋
－－
＋＋

ＰＣ

＋＋

＋＋

ＮＣ

－－

－－

表１ 鲎试剂灵敏度复核试验结果

Ｔａｂ．１ ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＴＡＬｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｅｓｔ

注：－为阴性，代表未形成凝胶；＋为阳性，代表形成凝胶且倒转１８０°不变形。下表同。
Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｉｓｍａｒｋｅｄ″－″，ｗｈｉｃｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｎｏｇｅｌｆｏｒｍｉｎｇ；ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｉｓｍａｒｋｅｄ″＋″，ｗｈｉｃｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｇｅｌａｎｄｒｅｖｅｒｓｅｓ

１８０ｄｅｇｒｅｅｓｗｉｔｈｏｕｔｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ；ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔａｂｌｅｓ．

表２ 干扰预试验１结果
Ｔａｂ．２ ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔⅠ
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鲎试剂

批号

供试品稀释倍数

２．２ 细菌内毒素限值（Ｌ）和最大有效稀释倍数
（ＭＶＤ）的确定

Ｌ：参照２０１５年版《中国药典牗四部牘》通则０１２８冲
洗剂项下规定，每 １ｍＬ中含细菌内毒素的量应小于
０．５０ＥＵ犤４犦２５－２６。因此，将醋酸氯己定冲洗剂的 Ｌ控制在
０．５ＥＵ／ｍＬ内。

ＭＶＤ：目前市售鲎试剂的λ范围为０．０３～０．５ＥＵ／ｍＬ，
按公式 ＭＶＤ＝ｃＬ／λ（式中，ｃ为供试品溶液的浓度，
λ为鲎试剂灵敏度的标示值）计算，对应的有效稀释
倍数为 ０倍、２倍、４倍、８倍、１６倍。结果显示，０倍、
２倍、４倍稀释液对鲎试剂凝集反应有干扰，故选择在
１６倍有效稀释范围内对其进行细菌内毒素检测的干
扰预试验。

２．３ 干扰预试验

预试验 １（ＢＥＴ稀释）：取样品牗批号为 １８０３０９牘，分
别用 ＢＥＴ稀释 ２倍、４倍和 ８倍，作为供试品阴性对
照（ＮＰＣ）；各稀释倍数溶液中分别加入 ２λ内毒素
（０．５ＥＵ／ｍＬ），作为供试品阳性对照（ＰＰＣ）。取２个厂家
的鲎试剂（λ为０．２５ＥＵ／ｍＬ）分别与ＮＰＣ、ＰＰＣ溶液反应；
将鲎试剂设为阳性对照（ＰＣ），ＢＥＴ设为阴性对照（ＮＣ）
分别进行试验。结果见表２。可见，稀释的醋酸氯己定冲洗
剂对鲎试剂凝集反应均有抑制作用，即供试品均存在干扰。

预试验２（稀释剂Ⅰ结合ＢＥＴ稀释）：用稀释剂Ⅰ将
样品牗批号为 １８０３０９牘稀释 ２倍后，再用 ＢＥＴ分别稀释
４倍和８倍，作为ＮＰＣ溶液；各稀释倍数溶液中分别加

入 ２λ内毒素（０．５ＥＵ／ｍＬ），作为 ＰＰＣ溶液。取 ２个
厂家的鲎试剂（λ为０．２５ＥＵ／ｍＬ）分别与 ＮＰＣ、ＰＰＣ溶
液反应，并按常规设 ＰＣ和 ＮＣ。结果见表 ３。可见，稀释
２倍的样品对鲎试剂凝集反应均无抑制作用，即样品 ２
倍稀释液中不存在鲎试剂干扰。

２．４ 干扰试验

根据预试验结果，对样品分别稀释 ２倍、４倍、
８倍，进行鲎试剂干扰试验。结果显示，２倍、４倍稀释液中
均存在干扰，故选取８倍稀释液进行试验。取样品３批，分
别用稀释剂Ⅰ稀释２倍后，再用ＢＥＴ稀释，最终为８倍稀
释液，作为ＮＰＣ溶液，用８倍稀释的供试品溶液及 ＢＥＴ
分别稀释细菌内毒素工作标准品，制成２λ，１λ，０．５λ，
０．２５λ的溶液。同时使用 ２个不同厂家的鲎试剂（λ为
０．０６ＥＵ／ｍＬ），按２０１５年版《中国药典（四部）》通则１１４３
细菌内毒素检查法凝胶法犤４犦１５４－１５７进行干扰试验，结果见

表４。可见，将样品使用稀释剂Ⅰ、ＢＥＴ稀释８倍时，对不同批
号的鲎试剂与细胞内毒素工作标准品反应均无干扰作用。

２．５ 标准建立

取本品，使用稀释剂Ⅰ对样品稀释２倍，再用ＢＥＴ对
上述溶液进行稀释，最终得到稀释８倍的供试品溶液；取
上述供试品溶液及ＢＥＴ分别将细菌内毒素工作标准品制
成２λ，１λ，０．５λ，０．２５λ的溶液，使用λ为０．０６ＥＵ／ｍＬ
的鲎试剂，根据２０１５年版《中国药典（四部）》通则１１４３检
测供试品溶液中细菌内毒素的含量，每１ｍＬ供试品溶液
中细菌内毒素含量应小于０．５ＥＵ犤４犦１５４－１５７。

鲎试剂

批号

表３ 干扰预试验２结果
Ｔａｂ．３ ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔⅡ

供试品稀释倍数
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１８０３０５２

１８０４１８０

１８０６２９０

１８０７２４１

ＢＥＴ
１８０３０９
１８０５２９
１８０７０４
ＢＥＴ
１８０３０９
１８０５２９
１８０７０４
ＢＥＴ
１８０３０９
１８０５２９
１８０７０４
ＢＥＴ
１８０３０９
１８０５２９
１８０７０４

２λ
＋＋

＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋

＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋

＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋

＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋

１λ
＋＋

＋＋＋＋
－－－－
＋－－－
＋＋

－－－－
－－－－
＋＋－－
＋＋

－－－－
－－－－
－－－－
＋＋

＋＋＋＋
＋＋＋－
＋＋－－

０．５λ
－－

－－－－
－－－－
－－－－
－－

－－－－
－－－－
－－－－
＋－

－－－－
－－－－
－－－－
＋＋

＋－－－
－－－－
－－－－

０．２５λ
－－

－－－－
－－－－
－－－－
－－

－－－－
－－－－
－－－－
－－

－－－－
－－－－
－－－－
－－

－－－－
－－－－
－－－－

－－
－－
－－

－－
－－
－－

－－
－－
－－

－－
－－
－－

－－
－－
－－

－－
－－
－－

－－
－－
－－

－－
－－
－－

鲎试剂批号

１８０３０５２

１８０４１８０

样品批号

１８０３０９
１８０５２９
１８０７０４
１８０３０９
１８０５２９
１８０７０４

供试品溶液

－－
－－
－－
－－
－－
－－

ＰＣ
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋

ＰＰＣ
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋
＋＋

ＮＣ
－－
－－
－－
－－
－－
－－

表４ 样品细菌内毒素干扰试验结果
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·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

细菌内毒素浓度 供试品

溶液

样品

批号

鲎试剂

批号
ＮＣ

表５ 样品细菌内毒素检查结果

Ｔａｂ．５ Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｔｅｓｔｆｏｒｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ

２．６ 样品检测

取λ为０．０６ＥＵ／ｍＬ的鲎试剂，按本研究中拟建立
的细菌内毒素检查方法对３批样品进行常规检查，结果
均呈阳性反应。详见表５。

３ 讨论

３．１ 细菌内毒素检查方法

细菌内毒素检查方法具有试验条件要求低、检测速

度快、重复性佳、结果精准等优点犤６－７犦。在２０１５年版《中
国药典（四部）》附录中收载的细菌内毒素检查方法有凝

胶法和光度测定法犤４犦１５４－１５７。其中，凝胶法操作简便，是

限量试验，主要为检验机构判定供试品 Ｌ是否合格的
检验手段；光度测定法是定量试验，主要用于药品生产企

业定量测定供试品中含有的 Ｌ，以提高生产质量犤８－９犦。

故本研究中选用凝胶法。

３．２ 稀释溶剂

醋酸氯己定冲洗剂对鲎试剂细菌内毒素凝集反应

有抑制作用犤５犦，使用 ＢＥＴ稀释无法消除干扰，而使用稀

释剂Ⅰ作为辅助稀释，可消除干扰犤１０犦。醋酸氯己定冲洗

剂主要成分醋酸氯己定含有醋酸根离子，可能与鲎试剂

中的单价和二价离子发生反应，而鲎试剂中的单价和二

价离子是保持灵敏度的必需成分，故直接使用 ＢＥＴ稀
释会抑制鲎试剂与内毒素的反应能力。本研究中选用的

稀释剂Ⅰ为含有一定浓度的二价离子，可饱和醋酸根离
子，维持鲎试剂的正常灵敏度犤１１犦。

为了节省检验成本，本研究中考察了最佳稀释方

法。结果表明，只要在第一步稀释样品时加入稀释剂Ⅰ
稀释，以后步骤用ＢＥＴ稀释即可排除干扰。
３．３ 稀释倍数

预试验中２倍稀释即无干扰，但正式干扰试验中，２
倍稀释及４倍稀释液中分别加入细菌内毒素工作标准
品制成 １λ，０．５λ，０．２５λ的 ＰＰＣ溶液时，与鲎试剂反
应均为阴性，故最终选取稀释倍数为８倍。
３．４ 方法评价

本研究中建立的方法可用于醋酸氯己定冲洗

剂细菌内毒素的检查，为可能导致鲎试剂中单价和

二价离子缺失样品的细菌内毒素检查方法的建立

提供参考。
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