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摘要：目的 为碘克沙醇注射液细菌内毒素检查法质量标准的修订提出建议。方法 采用凝胶法和动态浊度法对４个厂家的样品进行
细菌内毒素检查方法适用性研究。结果 凝胶法最小有效稀释质量浓度为３０ｍｇ／ｍＬ，动态浊度法最小有效稀释质量浓度为２０ｍｇ／ｍＬ。
结论 ２种方法均适用于碘克沙醇注射液细菌内毒素检查，但凝胶法须用灵敏度为０．０１５ＥＵ／ｍＬ的鲎试剂进行检查，建议该品种细菌
内毒素检查统一采用动态浊度法。
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碘克沙醇注射液属Ｘ线对比剂，目前国内外几个厂
家执行的细菌内毒素检查法质量标准牗ＹＢＨ０３５２２０１４，
ＹＢＨ０１４９２０１８，ＹＢＨ０６５１２０１０，ＪＸ２０１９０１０４牘均有差异，如
扬子江药业集团有限公司、南京正大天晴制药有限公

司、江苏恒瑞医药股份有限公司、ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅＩｒｅｌａｎｄ
Ｌｉｍｉｔｅｄ的细菌内毒素限值牗Ｌ牘分别为０．０５ＥＵ／１００ｍｇ、
０．６７２ＥＵ／ｍＬ、０．１６ＥＵ／ｍＬ、０．００２５／０．００２１ＥＵ／ｍｇ
（２７０／３２０ｍｇ／ｍＬ），方法分别为凝胶法、动态显色
法、浊度法、显色基质法，给该品种的监督检验和质

量控制带来不便。本研究中拟统一碘克沙醇注射液

细菌内毒素的检查限值和检查方法，并分别用凝胶

法和动态浊度法进行检查方法适用性研究，为该品

种更有效的质量控制及国家标准修订提出建议。现

报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器

ＰＫＦ９６－４Ｋ－２２９６型细菌内毒素检测仪（美国
ＡＣＣ公司）。
１．２ 试药

碘克沙醇注射液（厂家 Ａ，扬子江药业集团有限公
司，批号为 １９０８２０６，规格为 ５０ｍＬ∶１３．５ｇ，批号为
１９１１２１６１和 １９１１１８６１，规格为 ５０ｍＬ∶１６ｇ；厂家 Ｂ，南
京正大天晴制药有限公司，批号分别为 ２００２２６１，

１９１０２４１，２００２２７１；厂家 Ｃ，江苏恒瑞医药股份有限公
司，批号分别为１９１２０２ＤＪ，１９０９２１ＤＪ，１９１２０４ＤＪ；厂家Ｄ，
ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅＩｒｅｌａｎｄＬｉｍｉｔｅｄ，批号分别为 １４７４９０９１，
１４８９１３５５，１４８９５２２２，后 ３个厂家的规格均为 １００ｍＬ∶
３２ｇ）。细菌内毒素检查用水（ＢＥＴ用水，批号为
１６０００６－２０１８０５，内毒素含量≤０．００３ＥＵ／ｍＬ），细菌内
毒素工作标准品（批号为１５０６０１－２０１７８４，效价为每支
８０ＥＵ），均购自中国食品药品检定研究院。鲎试剂
（ＴＡＬ，湛江博康海洋生物有限公司，批号为１９０６０６２。湛
江安度斯生物有限公司，批号为 １９０４１０３、规格为每支
０．１ｍＬ、灵敏度为０．０６ＥＵ／ｍＬ，批号为２００１１６１、规格为
每支０．１ｍＬ、灵敏度为０．０１５ＥＵ／ｍＬ）。动态比浊法鲎试
剂（湛江安度斯生物有限公司，批号为１９０８２１０，可测内毒
素范围为０．０１～１０ＥＵ／ｍＬ，规格为每支１．２５ｍＬ）。
２ 方法与结果犤１犦

２．１ 细菌内毒素限值（Ｌ）确定
Ｌ＝Ｋ／Ｍ，式中，Ｋ为人每千克体质量每小时最大

可接受的内毒素剂量，Ｍ为人用每千克体质量每小时
最大剂量。按碘克沙醇注射液药品说明书最大剂量为

１５０ｍＬ（４８ｇ碘），注射剂的 Ｋ为 ５ＥＵ／（ｋｇ·ｈ），成人
按 ６０ｋｇ计，计算 Ｍ得 ２．５ｍＬ／牗ｋｇ·ｈ牘，即碘 ８００ｍｇ／
牗ｋｇ·ｈ牘，Ｌ值为 ０．００６２５ＥＵ／ｍｇ。现有标准是企业标
准上升到国家标准，而企业标准出于内控需要和安全考

·检验检测·
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鲎试剂厂

家及批号

博康海洋

１９０６０６２

安度斯

１９０４１０３

样品厂家

Ａ

Ｂ

Ｃ

Ｄ

Ａ

Ｂ

Ｃ

Ｄ

批号

ＢＥＴ用水

１９１１２１６１
１９０８２０６１
１９１１１８６１
２００２２６１
１９１０２４１
２００２２７１
１９１２０２ＤＪ
１９０９２１ＤＪ
１９１２０４ＤＪ
１４８９１３５５
１４７４９０９１
１４８９５２２２
ＢＥＴ用水

１９１１２１６１
１９０８２０６１
１９１１１８６１
２００２２６１
１９１０２４１
２００２２７１
１９１２０２ＤＪ
１９０９２１ＤＪ
１９１２０４ＤＪ
１４８９１３５５
１４７４９０９１
１４８９５２２２

２．０λ
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋＋

１．０λ
＋＋＋＋
－－－－
＋＋－－
－－－－
－－－－
－－－－
＋＋－－
－－－－
－－－－
＋－－－
－－－－
＋－－－
＋＋－－
＋＋＋＋
＋－－－
－－－－
－－－－
＋＋－－
＋－－－
＋＋－－
＋＋－－
＋＋－－
＋－－－
＋－－－
＋－－－
－－－－

０．５λ
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－

０．２５λ
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－
－－－－

ＮＣ
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－
－－

反应终点几何平

均值（ＥＵ／ｍＬ）

０．０６０
０．１２５
０．０８０
０．１２５
０．１２５
０．１２５
０．０８０
０．１２５
０．１２５
０．１００
０．１２５
０．１００
０．０８０
０．０６０
０．１００
０．１２５
０．１２５
０．０８０
０．１００
０．０８０
０．０８０
０．０８０
０．１００
０．１００
０．１００
０．１２５

博康海洋

１９０６０６２

安度斯

１９０４１０３

１９１１２１６１
２００２２６１
１９１２０２ＤＪ
１４８９１３５５
１９１１２１６１
２００２２６１
１９１２０２ＤＪ
１４８９１３５５

Ａ液 ／Ｂ液

Ａ液 ／Ｂ液

Ａ液 ／Ｂ液

Ａ液 ／Ｂ液

Ａ液 ／Ｂ液

Ａ液 ／Ｂ液

Ａ液 ／Ｂ液

Ａ液 ／Ｂ液

１２０
－－／－－
－－／－－
－－／－－
－－／－－
－－／－－
－－／－－
－－／－－
－－／－－

６０
－－／－－
－－／－－
－－／－－
－－／－－
－－／－＋
－－／－－
－－／－＋
－－／－－

３０
－－／＋＋
－－／＋＋
－－／＋＋
－－／＋＋
－－／＋＋
－－／＋＋
－－／＋＋
－－／＋＋

－－／＋＋

－－／＋＋

内毒素浓度

（ＥＵ／ｍＬ）

１．２５
０．２５
０．０５

平均反应时间

（ｓ）

７６７
１１１６
１９４６

ＲＳＤ
（％）

１．６３
３．３１
４．８１

内毒素浓度

（ＥＵ／ｍＬ）

０．０１
０（ＮＣ）

平均反应时间

（ｓ）

３３６８
＞６０００

ＲＳＤ
（％）

５．５９

表２ 碘克沙醇注射液凝胶法细菌内毒素干扰试验结果

Ｔａｂ．２ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｏｆＩｏｄｉｘａｎｏｌ

Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｂｙｔｈｅｇｅｌｍｅｔｈｏｄ

内毒素浓度（ＥＵ／ｍＬ）

样品质量浓度（ｍｇ／ｍＬ）
ＢＥＴ用水

鲎试剂厂

家及批号
样品批号 稀释用液

表１ 碘克沙醇注射液凝胶法干扰预试验结果

Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｐｒｅ－ｔｅｓｔｏｆＩｏｄｉｘａｎｏｌＩｎｊｅｃｔｉｏｎ ｂｙ

ｔｈｅｇｅｌｍｅｔｈｏｄ

注：Ａ液为样品溶液，Ｂ液为含 ２λ内毒素的样品溶液；－为
阴性反应，＋为阳性反应。表２同。

Ｎｏｔｅ：ＳｏｌｕｔｉｏｎＡ ｉｓｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｓｏｌｕｔｉｏｎＢ ｉｓｔｈｅｓａｍｐｌｅ
ｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ２λｅｎｄｏｔｏｘｉｎ；－ ｒｅｆｅｒｓｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｒｅａｃｔｉｏｎ，＋ ｒｅｆｅｒｓ
ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅａｃｔｉｏｎ；ａｓｗｅｌｌａｓＴａｂ．２．

·检验检测·

ＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎａｎｄＴｅｓｔ

表３ 动态浊度法细菌内毒素平均反应时间（ｎ＝３）
Ｔａｂ．３ ＴｈｅｍｅａｎｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｂｙＫＴＡ（ｎ＝３）

虑而制定的限值更严格。故根据现有国家标准，并遵照

标准从严的原则，将 Ｌ确定为 ４个厂家标准中最严格
的０．０００５ＥＵ／ｍｇ。
２．２ 凝胶法干扰试验

２．２．１ 样品干扰预试验

目前在售鲎试剂灵敏度（λ）为０．５～０．０１５ＥＵ／ｍＬ，
参考文献犤２犦，本品内毒素有干扰情况，４个厂家各抽取
１批，用 ＢＥＴ用水将样品稀释成 １２０，６０，３０ｍｇ／ｍＬ的
系列样品溶液（对应的鲎试剂 λ分别为 ０．０６０，０．０３０，
０．０１５ＥＵ／ｍＬ），分别用 ２个厂家的鲎试剂考察上述系
列浓度稀释液的干扰情况，每个浓度做２管，同时做阴
性对照牗ＮＣ牘和标准对照，结果 ４个厂家的样品在 ３０
ｍｇ／ｍＬ质量浓度下对试验均无干扰。详见表１。

２．２．２ 样品干扰试验

用ＢＥＴ用水将细菌内毒素工作标准品制成２．０λ，
１．０λ，０．５λ，０．２５λ，即０．１２５，０．０６０，０．０３０，０．０１５ＥＵ／ｍＬ
的系列标准品溶液；并制备含有上述 ４种浓度细菌内
毒素的质量浓度为 ３０ｍｇ／ｍＬ的样品稀释液，分别用
２．２．１项下２个厂家的鲎试剂考察４个厂家１２批样品在
３０ｍｇ／ｍＬ的干扰情况，每个浓度平行４管，同时做阴性
对照和标准对照。结果反应终点几何平均值为 ０．５λ～
２．０λ，表明样品在 ３０ｍｇ／ｍＬ质量浓度下可消除对试
验的干扰因素。详见表２。
２．２．３ 样品细菌内毒素检查

采用λ为０．０１５ＥＵ／ｍＬ的鲎试剂，对４个厂家的１２批
样品进行细菌内毒素检查，结果均小于０．０００５ＥＵ／ｍｇ。
２．３ 动态浊度法干扰试验

２．３．１ 细菌内毒素标准曲线的建立和可靠性分析

用ＢＥＴ用水将细菌内毒素标准品进行稀释，使最终

细菌内毒素浓度分别为１．２５，０．２５，０．０５，０．０１ＥＵ／ｍＬ，
各取 ０．１ｍＬ，分别加到预先加有 ０．１ｍＬ鲎试剂的反
应管内，混合均匀，以细菌内毒素检测仪检测，每个

浓度平行３管，结果见表３。标准曲线回归方程为ｌｇＴ＝
－０．３１ｌｇＣ＋２．８９，ｒ＝－０．９９６（｜ｒ｜应大于 ０．９８０），
平行管之间的 ＲＳＤ均小于 １０％，ＮＣ反应时间大于标
准曲线最低浓度的反应时间，故细菌内毒素标准曲线

成立。

２．３．２ 干扰试验

根据标准曲线内毒素浓度的设置，选择０．２５ＥＵ／ｍＬ
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生产厂家

Ａ

Ｂ

Ｃ

Ｄ

样品批号

１９１１２１６１
１９０８２０６１
１９１１１８６１
２００２２６１
１９１０２４１
２００２２７１
１９１２０２ＤＪ
１９０９２１ＤＪ
１９１２０４ＤＪ
１４８９１３５５
１４７４９０９１
１４８９５２２２
ＢＥＴ水

Ａ液测定值
（ＥＵ／ｍＬ）

＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１

样品实测值

（ＥＵ／ｍｇ）

＜０．０００５
＜０．０００５
＜０．０００５
＜０．０００５
＜０．０００５
＜０．０００５
＜０．０００５
＜０．０００５
＜０．０００５
＜０．０００５
＜０．０００５
＜０．０００５

Ｂ液测定值
（ＥＵ／ｍＬ）

０．１５５
０．１５３
０．１４８
０．１５９
０．１６２
０．１４７
０．１４６
０．１５２
０．１４９
０．１５６
０．１６３
０．１４９
０．２８６

回收率

（％）

６２
６１
５９
６４
６５
５９
５８
６１
６０
６２
６５
６０
１１４６０

３０
２０
１５
１０
ＢＥＴ用水

Ⅰ
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１

Ⅱ
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１

Ⅲ
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１

Ⅳ
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１
＜０．０１

Ⅰ
０．０２２
０．０９５
０．１５９
０．１９３
０．２１９

Ⅱ
０．０２７
０．１０７
０．１５６
０．２０３
０．２３０

Ⅲ
０．０２６
０．１０１
０．１７２
０．１９２
０．２２５

Ⅳ
０．０２６
０．１１７
０．１７２
０．２０６
０．２３４
０．２８１

Ⅰ
９
３８
６３
７７
８７

Ⅱ
１１
４３
６２
８１
９２

Ⅲ
１０
４０
６９
７７
９０

Ⅳ
１０
４７
６８
８２
９４
１１２

表５ 动态浊度法样品细菌内毒素检查结果（ｎ＝２）
Ｔａｂ．５ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｔｅｓｔｏｆｓａｍｐｌｅｓｂｙＫＴＡ（ｎ＝２）

作为靠近曲线中点的内毒素浓度（λｍ），４个厂家各取 １
批样品，用 ＢＥＴ用水稀释成 ６０，３０，２０，１５，１０ｍｇ／ｍＬ
的系列样品溶液（Ａ液），同时制备含上述样品浓度并含
内毒素浓度为 λｍ（０．２５ＥＵ／ｍＬ）的溶液（Ｂ液），分别取
上述各溶液０．１ｍＬ，加到预先加有０．１ｍＬ鲎试剂的反
应管内，混合均匀并测定，每个浓度平行２管。测定结束
后，仪器按标准曲线回归方程自动计算出样品溶液和含

标准内毒素 λｍ的样品溶液的内毒素含量，以及该试验
条件下的回收率（Ｒ）。结果表明，２０ｍｇ／ｍＬ质量浓度及
以下回收率在５０％～２００％。详见表４。

２．３．３ 动态浊度法样品细菌内毒素检查

取 ４个厂家共 １２批样品，同法制备 ２０ｍｇ／ｍＬ浓
度的稀释液（Ａ液）和含相同样品浓度及标准内毒素 λｍ
（０．２５ＥＵ／ｍＬ）的溶液（Ｂ液），每个浓度平行 ２管，测
定 犤２犦。结果，标准曲线回归方程为 ｌｇＴ＝－０．３０ｌｇＣ＋
２．９０（ｒ＝－０．９９５），Ｂ液的回收率均在 ５０％～２００％，
样品结果均符合规定。详见表５。
３ 讨论

目前，碘克沙醇注射液生产厂家执行的质量标准

各不相同。本研究结果表明，采用凝胶法和动态浊度

法对 ４个厂家的样品进行细菌内毒素干扰试验，并按
限值０．０００５ＥＵ／ｍｇ对 １２批样品分别进行检查，结果
均符合药典规定。说明本品可采用统一的标准进行质

量控制。

本研究结果显示，不干扰浓度，即最小有效稀释质

量浓度凝胶法为３０ｍｇ／ｍＬ，动态浊度法为 ２０ｍｇ／ｍＬ。
结果的细微差异可能与２种方法的观察判断标准不同
有关，前者以倒转１８０°管内形成凝胶不变形、不从管壁
滑脱者为阳性；后者是检测反应混合物的浊度达到某一

预先设定的吸光度所需反应时间。此种现象常见于样品

有干扰的情况犤３－６犦。凝胶法操作简单，观察结果直观，对

仪器要求度低；动态浊度法检测灵敏度高，需要特定仪

器和更高灵敏度的鲎试剂犤７－１１犦。２种方法均适用于碘克
沙醇注射液细菌内毒素的检查。

综上所述，２种方法均适用于碘克沙醇注射液细菌
内毒素的检查。但凝胶法必须用 λ为 ０．０１５ＥＵ／ｍＬ的
鲎试剂进行检查，故建议该品种细菌内毒素的检查限值

设为０．０００５ＥＵ／ｍｇ，统一采用动态浊度法。
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质量浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
Ａ液测定值（ＥＵ／ｍＬ） Ｂ液测定值（ＥＵ／ｍＬ） 回收率（％）

注：Ⅰ～Ⅳ分别为批号为 １９１１２１６１，２００２２６１，１９１２０２ＤＪ，

１４８９１３５５的样品。
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１９１２０２ＤＪａｎｄ１４８９１３５５牞ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

表４ 动态浊度法干扰试验结果（ｎ＝２）
Ｔａｂ．４ ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｂｙＫＴＡ（ｎ＝２）


