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摘要　目的：建立硫酸特布他林原料药细菌内毒素的检查方法。方法：采用凝胶法对硫酸特布他林进行方法
学验证，并对三批样品进行了干扰试验和细菌内毒素检查。结果：可用于细菌内毒素检查的硫酸特布他林原

料药，限值定为“每１ｍｇ硫酸特布他林中含内毒素的量应小于０５０ＥＵ”。结论：鲎试剂凝胶法可用于硫酸
特布他林原料药细菌内毒素检查。

关键词：硫酸特布他林；原料药；细菌内毒素；干扰试验；凝胶法

中图分类号：Ｒ９２１２　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：１００９－３６５６（２０２４）０４－０３７６－０４
ｄｏｉ：１０１９７７８／ｊｃｈｐ２０２４０４００９

Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｎｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｓｔｅｓｔｏｆ
ｔｅｒｂｕｔａｌｉｎｅｓｕｌｆａｔｅａｃｔｉｖｅｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｇｒｅｄｉｅｎｔ

ＷＡＮＧＸｉｎｙｕ１，ＬＩＵＺｈｅｎｈｕａ２，ＬＵＨａｉｘｉａ１，ＺＨＡＮＧＨａｏｆａｎｇ１

（１．ＪｉｌｉｎＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌＣｈａｎｇｃｈｕｎ１３００３３，Ｃｈｉｎａ；２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒＭｅｄｉｃｉｎｅ，
ＴｈｅＴｈｉｒｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈａｎｇｃｈｕｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｃｈａｎｇｃｈｕｎ１３０１１８，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｉｎｔｅｒｂｕｔａｌｉｎｅｓｕｌｆａｔｅａｃｔｉｖｅ
ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓ（ＡＰＩ）Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｆｔｅｒｂｕｔａｌｉｎｅｓｕｌｆａｔｅｗａｓｖｅｒｉｆｉｅｄｂｙｇｅｌｍｅｔｈｏｄ，ａｎｄ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔａｎｄｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｔｅｓｔｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎｔｈｒｅｅｂａｔｃｈｅｓｏｆｓａｍｐｌｅｓＲｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｌｉｍｉｔｆｏｒ
ｔｅｒｂｕｔａｌｉｎｅｓｕｌｆａｔｅＡＰＩｔｈａｔｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｔｅｓｔｗａｓｓｅｔａｓ“ｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｔａｉｎｅｄｉｎ
ｔｅｒｂｕｔａｌｉｎｅｓｕｌｆａｔｅｓｈｏｕｌｄｂｅｌｅｓｓｔｈａｎ０５０ＥＵｐｅｒ１ｍｇ”Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｌｉｍｕｌｕｓｇｅｌｍｅｔｈｏｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ
ｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｏｆｔｅｒｂｕｔａｌｉｎｅｓｕｌｆａｔｅＡＰＩ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｔｅｒｂｕｔａｌｉｎｅｓｕｌｆａｔｅ；ａｃｔｉｖｅｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ；ｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｓｔｅｓｔ；ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔ；ｇｅｌ
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　　硫酸特布他林为 β２肾上腺素受体激动药，临
床上主要用于治疗支气管哮喘和其他伴有支气管

痉挛的肺部疾病等［１］。由于它的上市剂型包括注

射液、颗粒剂、片剂和吸入气雾剂等，因此，严格控

制细菌内毒素含量可有效降低临床不良反应风

险［２］，为减低硫酸特布他林在生产过程中细菌内

毒素污染的风险，确保临床用药安全。有必要严

格控制其原料的细菌内毒素含量。《中国药典》

２０２０年版虽收录了硫酸特布他林原料药，但对细
菌内毒素检查项未做控制。根据本版药典二部凡

例要求，需要根据临床用药要求制定相应的质量

控制项目［３］。为此，本文建立了硫酸特布他林原

料药细菌内毒素检查项，保证药品的安全、有效和

质量可控，为完善硫酸特布他林原料药检查项提



中 国 药 品 标 准 ＤｒｕｇＳｔａｎｄａｒｄｓｏｆＣｈｉｎａ２０２４，２５（４）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ·３７７　　 ·
供了一定的参考依据［４］。

１　仪器与材料
１１　仪器

ＥＴ９６内毒素凝胶法测定仪（天津市天大天发
科技有限公司），ＤＧ８００旋涡混合器（北京鼎国昌
盛生物技术有限责任公司）。

１２　试药
硫酸特布他林（批号：０１０１６４２２０７００１／０１０１６４

２２０８００２／０１０１６４２２０９００３）。
１３　试剂

湛 江 安 度 斯 生 物 有 限 公 司，２２１２０５３，
０２５ＥＵ·ｍＬ－１；湛江博康海洋生物有限公司，
２３１２０６２，０２５ＥＵ·ｍＬ－１；细菌内毒素工作标准品
来源：中国食品药品检定研究院，１５０６０１２０２１９３，
８０ＥＵ·支 －１；细菌内毒素检查用水（ＢＥＴ水），湛江
安度斯生物有限公司，２３０５２４０，５ｍＬ·支 －１。

２　方法与结果
２１　限值确定

根据《中国药典》吸入制剂通则及９３０１《注射剂
安全性检查法应用指导原则》细菌内毒素检查项设

置的原则，查阅临床用法用量，根据２０２０年版 《中
国药典》四部通则１１４３计算，Ｌ限值：Ｌ＝Ｋ／Ｍ，注射
剂Ｋ值５ＥＵ／（ｋｇ·ｈ），Ｍ为人用每千克体重每小
时的最大供试品剂量［５］：

Ｍ＝１０ｍｇ／ｈ÷２５ｋｇ＝４ｍｇ／（ｋｇ· ｈ），
Ｌ＝５ＥＵ／（ｋｇ·ｈ）÷４ｍｇ／（ｋｇ·ｈ）＝１２５ＥＵ·
ｍｇ－１，为更严格控制本品细菌内毒素限值，建议将
细菌内毒素限值定为每１ｍｇ硫酸特布他林中含内
毒素的量应小于０５０ＥＵ。

２２　鲎试剂灵敏度的复核
按药典细菌内毒素检查法规定，进行鲎试剂的

标示灵敏度复核，结果见表１，湛江安度斯生物有限
公司（批号２２１２０５３）和湛江博康海洋生物有限公司
（批号２３１２０６２）的鲎试剂灵敏度复核结果合格，复
核后的灵敏度值为０２５ＥＵ·ｍＬ－１，λＣ与鲎试剂灵
敏度的标示值（λ）均一致，鲎试剂的灵敏度均为
０２５ＥＵ·ｍＬ－１。

表１　鲎试剂灵敏度复核
Ｔａｂ１　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｒｅｖｉｅｗｏｆＴＡＬ

鲎试剂批号

（ＴＡＬｂａｔｃｈ

ｎｕｍｂｅｒ）

内毒素浓度（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆｅｎｄｏｔｏｘｉｎ）／（ＥＵ·ｍＬ－１）

０５ ０２５ ０１２５ ００６

阴性

对照

（ＮＣ）

２２１２０５３ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－

２３１２０６２ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－

２３　硫酸特布他林的预干扰试验
２３１　有效稀释浓度（ＭＶＣ）的计算　ＭＶＣ＝λ／Ｌ

公式里Ｌ表示硫酸特布他林的细菌内毒素限
值０５０ＥＵ·ｍｇ－１；λ表示鲎试剂的灵敏度，硫酸特
布他林所对应有效稀释浓度为：

Ｃ０２５＝０２５／０５０＝０５ｍｇ·ｍＬ
－１

２３２　预干扰试验方法与结果　取三批硫酸特布他
林原料药，用 ＢＥＴ水溶解并稀释成２０、１０、５、１、０５、
０２５、０１２５、００６ｍｇ·ｍＬ－１的溶液，用ＮＰＣ表示。取
上述配制好的溶液与细菌内毒素标准溶液混合，制成

均含有２λ细菌内毒素的溶液，用ＰＰＣ表示。
用灵敏度复核合格的两个厂家鲎试剂进行实

验，１ｍｇ·ｍＬ－１的硫酸特布他林溶液对细菌内毒素
试验无干扰作用，结果见表２～５。

表２　０１０１６４２２０７００１硫酸特布他林细菌内毒素干扰预试验
Ｔａｂ２　Ｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｐｒｅｔｅｓｔｏｆｔｅｒｂｕｔａｌｉｎｅｓｕｌｆａｔｅ０１０１６４２２０７００１

鲎试剂批号

（ＴＡＬｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ）

０１０１６４２２０７００１样品浓度（ｓａｍｐｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）（ｍｇ·ｍＬ－１）

２０ １０ ５ １ ０５ ０２５ ０１２５ ００６
ＮＣ

２２１２０５３ ＮＰＣ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－

ＰＰＣ －－ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

２３１２０６２ ＮＰＣ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－

ＰＰＣ －－ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

注（ｎｏｔｅ）：“－”为阴性结果（ｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ）；“＋”为阳性结果（ｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ）

２４　干扰试验
硫酸特布他林用细菌内毒素检查用水配制成

１ｍｇ·ｍＬ－１浓溶液，通过使用两个不同厂家鲎试剂对
硫 酸 特 布 他 林 （０１０１６４２２０７００１／０１０１６４２２０８００２／
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０１０１６４２２０９００３）３个批次，进行细菌内毒素正式干扰试
验。结果显示硫酸特布他林在０５ｍｇ·ｍＬ－１浓度时无

干扰作用，确定了０５ｍｇ·ｍＬ－１的硫酸特布他林溶液
浓度可用于细菌内毒素检查。结果见表４。

表３　０１０１６４２２０８００２硫酸特布他林细菌内毒素干扰预试验
Ｔａｂ３　Ｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｐｒｅｔｅｓｔｏｆｔｅｒｂｕｔａｌｉｎｅｓｕｌｆａｔｅ０１０１６４２２０８００２

鲎试剂批号

（ＴＡＬｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ）

０１０１６４２２０８００２样品浓度（ｓａｍｐｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）（ｍｇ·ｍＬ－１）

２０ １０ ５ １ ０５ ０２５ ０１２５ ００６
ＮＣ

２２１２０５３ ＮＰＣ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－

ＰＰＣ －－ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

２３１２０６２ ＮＰＣ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－

ＰＰＣ －－ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

注（ｎｏｔｅ）：“－”为阴性结果（ｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ）；“＋”为阳性结果（ｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ）

表４　０１０１６４２２０９００３硫酸特布他林细菌内毒素干扰预试验
Ｔａｂ４　Ｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｐｒｅｔｅｓｔｏｆｔｅｒｂｕｔａｌｉｎｅｓｕｌｆａｔｅ０１０１６４２２０９００３

鲎试剂批号

（ＴＡＬｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ）

０１０１６４２２０９００３样品浓度（ｓａｍｐｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）（ｍｇ·ｍＬ－１）

２０ １０ ５ １ ０５ ０２５ ０１２５ ００６
ＮＣ

２２１２０５３ ＮＰＣ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－

ＰＰＣ －－ ＋－ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

２３１２０６２ ＮＰＣ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－ －－

ＰＰＣ －－ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋

注（ｎｏｔｅ）：“－”为阴性结果（ｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ）；“＋”为阳性结果（ｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ）

表５　硫酸特布他林细菌内毒素干扰试验
Ｔａｂ５　Ｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｏｆｔｅｒｂｕｔａｌｉｎｅｓｕｌｆａｔｅ

鲎试剂批号　　

（ＴＡＬｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ）　　

供试品批号

（ｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ）

内毒素浓度（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｔｏｘｉｎ）（ＥＵ·ｍＬ－１）

０５ ０２５ ０１２５ ００６２５ ＮＣ

２３１２０６２λ＝０２５ＥＵ·ｍＬ－１ 检查用水（ＢＥＴ） ＋＋ ＋＋ －－ －－ －－

０１０１６４２２０７００１ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－

０１０１６４２２０８００２ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－

０１０１６４２２０９００３ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－

２２１２０５３λ＝０２５ＥＵ·ｍＬ－１ 检查用水（ＢＥＴ） ＋＋ ＋＋ －－ －－ －－

０１０１６４２２０７００１ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－

０１０１６４２２０８００２ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－

０１０１６４２２０９００３ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－

注（ｎｏｔｅ）：“－”为阴性结果（ｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ）；“＋”为阳性结果（ｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ）

２５　细菌内毒素检查
硫酸特布他林细菌内毒素限值拟定为“每１ｍｇ

硫酸特布他林中含内毒素的量应小于０５０ＥＵ”，对
３个批次硫酸特布他林原料药进行细菌内毒素检查
方法的确认，结果（表６）均符合规定。

３　讨论
根据《中国药典》２０２０年版吸入制剂通则及

９３０１《注射剂安全性检查法应用指导原则》细菌内

毒素检查项设置的原则，为保证安全用药，可适当严

格设定内毒素限值［６］。建议将硫酸特布他林原料

药的细菌内毒素限值拟定为“每１ｍｇ硫酸特布他林
中含内毒素的量应小于０５０ＥＵ”。通过严格控制
硫酸特布他林原料药的内毒素含量，可以从源头上

有效降低硫酸特布他林制剂生产过程中的质量风

险，确保药品质量和安全性［７］。

细菌内毒素广泛存在于环境中，原料药生产过

程可能引入细菌内毒素，内毒素在原料药中的含量
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　　　　表６　细菌内毒素检查
Ｔａｂ６　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｓｔｅｓｔ

鲎试剂批号

（ＴＡＬｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ）

供试品批号

（ｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ）

供试品

（ｓａｍｐｌｅ）

供试品阳性

（ＰＰＣ）

阳性对照

（ＰＣ）

阴性

（ＮＣ）

２３１２０６２λ＝０２５ＥＵ·ｍＬ－１ ０１０１６４２２０７００１ －－ ＋＋ ＋＋ －－

０１０１６４２２０８００２ －－ ＋＋ ＋＋ －－

０１０１６４２２０９００３ －－ ＋＋ ＋＋ －－

注（ｎｏｔｅ）：“－”为阴性结果（ｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ）；“＋”为阳性结果（ｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔ）

会直接影响到最终产品中内毒素的含量，从而影响

到产品的安全、有效和质量可控。为减低硫酸特布

他林在生产过程中细菌内毒素污染的风险，确保临

床用药安全。有必要控制其原料的细菌内毒素

含量。
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