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微量动态显色法用于细菌内毒素检测的可行性研究

陈素珍，陈琪，曾秋敏，吴燕虹
（广东省药品检验所，广州 ５１０１８０）

摘要　目的：建立微量动态显色法，并验证其用于细菌内毒素检查的可行性。方法：建立鲎试剂、样品分别为
２５、２５μＬ的加样体系，通过考察准确度和精密度、线性和范围、最低检测限、试剂耐用度进行方法学验证，并
采用动态显色法和微量动态显色法两种方法比较对３９个不同品种进行方法适用性研究。结果：００３、０３、
３０ＥＵ·ｍＬ－１３个浓度６次重复实验的回收率分别为（９６１９±１６６８）％、（９２５３±１０１７）％、（８９５４±
２５８４）％；６条标准曲线的相关系数（ｒ）的绝对值为（０９９７７±０００２３）；鲎试剂最低灵敏度浓度００１ＥＵ·
ｍＬ－１时，反应时间为（３８９６０±２７９６）ｓ，均小于阴性对照的反应时间；２个不同厂家鲎试剂的耐用度检查结
果符合规定；品种适应性研究结果显示，３９个品种的回收率在５０％ ～２００％之间，两种方法的有效性相同。
结论：微量动态显色法的准确度和精密度、线性和范围、最低检测限、试剂耐用度均符合方法验证要求，品种

适用性与传统的动态显色法相等，该方法可用于常规样品的细菌内毒素检测。

关键词：微量动态显色法；细菌内毒素；方法学验证；品种适应性研究；动态显色法
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　　细菌内毒素检查法是中国药典中收载的控制注
射剂热原污染的经典方法［１２］。由于细菌内毒素检

查法简便、快速、灵敏、特异性强、重现性好等优点，

它用于热原物质检测的重要性越来越突出［３５］。鲎

试剂作为细菌内毒素检查法必备的试剂，对其需求

量和使用量逐年增大，然而与之相对应的，由于过度

捕食、环境恶化等原因，我国的鲎资源迅速减少，甚

至到了急需拯救该物种的地步。２０１９年３月世界
自然保护联盟（ＩＵＣＮ）正式宣布中华鲎“濒危”，鲎
保护课题成为国际社会关注热点［６］。国家林业和

草原局、农业农村部于２０２１年２月５日发布公告，
将中国鲎和圆尾鲎列为国家二级野生保护动物［７］。

如何有效利用有限的鲎试剂资源，研究现有方法的

补充替代法已经成为亟待解决的问题［８９］。

目前，国内外发展了一些细菌内毒素的替代方

法，如重组Ｃ因子法、重组鲎试剂法。这两种方法
已不同程度地被欧洲药典通则、美国药典、日本药

典、中国药典指导原则收载，可以作为细菌内毒素检

查的替代方法，但必须经过充分的验证，并由相应的

监管机构批准。并且，试剂盒价格高、需特定的仪器

等原因造成的检验成本居高不下，该方法在国内推

广用于日常检验仍需时日。因此，国内研发了微量

鲎试剂法，用于应对迫在眉睫的鲎资源减少的难题，

目前已有微量凝胶法［９］和微量动态浊度法［８］的相

关报道，暂未见微量动态显色法系统性方法学验证

的报道。

本课题旨在鲎试剂资源濒危的前提背景下，建

立减少鲎试剂用量的微量动态显色法，验证其可行

性。在不改变现有鲎试剂检验法实验原理的基础

上，建立现有方法的补充替代法，尽快地运用到日常

检验中，更有效地利用有限的鲎试剂资源，达到可持

续发展的目的，为药品安全性质控保驾护航。

１　仪器与试剂
１１　仪器

细菌内毒素测定仪（酶标仪）（安度斯 Ｍｕｌｔｉ
ｓｋａｎＥＴ）。
１２　试剂与试药

细菌内毒素工作标准品（中国食品药品检定研

究院，批号：１５０６０１２０２０８９；规格：９０ＥＵ／支）；动态
显色法鲎试剂（湛江安度斯生物有限公司，批号：

２３０４０６０；规格：５０～０００５ＥＵ·ｍＬ－１，１２５ｍＬ／
支）；微量动态显色法鲎试剂（湛江安度斯生物有限

公司，批号：２３０５２４０；规格：１０～００１ＥＵ·ｍＬ－１，
０３５ｍＬ／支）；微量动态显色法鲎试剂（厦门鲎试剂
生物 科 技 有 限 公 司，批 号：２４０１０１１６；规 格：
１０～０００５ＥＵ·ｍＬ－１，０５ｍＬ／支）。细菌内毒素检
查用水（湛江安度斯生物有限公司，批号：２３０７２５０；
规格：５０ｍＬ／瓶）。

２　方法与结果
２１　方法的建立

根据《中国药典》２０２０年版细菌内毒素检查
法［１］，设置４个反应项目：供试品溶液 Ａ、供试品阳
性对照溶液Ｂ、标准内毒素溶液 Ｃ（建立标准曲线）
以及阴性对照溶液Ｄ。实验前开启细菌内毒素测定
仪预热至３７℃。精密移取２５μＬ的上述各溶液加
到微孔反应板，然后各孔加入２５μＬ的微量动态显
色法鲎试剂。从阴性对照孔开始，按照从低浓度内

毒素到高浓度内毒素的顺序加样。加样完毕后把反

应板放入细菌内毒素测定仪中。分别考察仪器波

长、预设ＯＤ值、反应时间对实验结果的影响。
２１１　反应时间的设置　用内毒素工作标准品制
备浓度为００１、０１、１０、１０ＥＵ·ｍＬ－１的标准曲线，
设置试验条件为仪器波长 ４０５ｎｍ，预设 ＯＤ值为
１０，分别考察反应时间６０ｍｉｎ和９０ｍｉｎ时的检测
结果，试验重复３次。结果显示，试验设置为６０ｍｉｎ
时，鲎试剂最低灵敏度浓度００１ＥＵ·ｍＬ－１的反应时
间分别为＞３６００ｓ、＞３６００ｓ、３４８６３ｓ；试验设置为
９０ｍｉｎ时，００１ＥＵ·ｍＬ－１的反应时间分别为
３７２５３、３５７３０、３９８８７ｓ。因此仪器反应时间为
６０ｍｉｎ时，鲎试剂最低灵敏度浓度００１ＥＵ·ｍＬ－１可
能还未到达限时间，将试验反应时间设置为９０ｍｉｎ。
２１２　预设ＯＤ值的设置　用内毒素工作标准品
制备浓度为００１、０１、１０、１０ＥＵ·ｍＬ－１的标准曲
线，设置试验条件为仪器波长４０５ｎｍ，反应时间９０
ｍｉｎ，分别考察预设 ＯＤ值为００２、０５、１０时的检
测结果。结果显示，预设 ＯＤ值为 ００２、０５、１０
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时，标准曲线的相关系数 ｒ的绝对值均≥０９８０，符
合规定；内毒素标准品系列浓度 ００１、０１、１０、
１０ＥＵ·ｍＬ－１的达限时间见表１。综合考虑鲎试剂
最低灵敏度浓度００１ＥＵ·ｍＬ－１的达限时间以及高
中低浓度达限时间的分布情况，选取预设ＯＤ值１０
作为微量动态显色法的反应条件。

表１　微量动态显色法不同实验条件对达限时间的影响
Ｔａｂ１　Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｎ
ｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｔｉｍｅｉｎｍｉｃｒｏｋｉｎｅｔｉｃｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃｍｅｔｈｏｄ

Ｒｅａｃｔｉｏｎ　　

ｔｉｍｅ／ｓ　　

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ＥＵ·ｍＬ－１）

００１ ０１ １０ １０
｜ｒ｜

ＰｒｅｓｅｔＯＤ ００２ ２２５５７ １１０３３ ５６８ ３２１３ ０９９８７

０５ ３１２０７ １５９０７ ７１１３ ３８４３ ０９９８８

１０ ３７３６３ １７０６０ ８５６７ ４５７０ ０９９９１

λ ４０５ｎｍ ３８８００ １８１７０ ９７１０ ６２５７ ０９９３２

４５０ｎｍ ＞５４００ ＞５４００ ２６４１７１２４８３ －

２１３　仪器波长的设置　用内毒素工作标准品制
备浓度为００１、０１、１０、１０ＥＵ·ｍＬ－１的标准曲线，
设置试验条件为预设 ＯＤ为１０，反应时间９０ｍｉｎ，
分别考察动态显色法常用波长４０５、４５０ｎｍ时的检
测结果，结果见表１。仪器波长为４５０ｎｍ时，０１、
００１ＥＵ·ｍＬ－１的达限时间均 ＞５４００ｓ，因此选取
波长４０５ｎｍ作为微量动态显色法的反应条件。
最后将方法的试验条件确定：仪器波长为４０５ｎｍ，
预设ＯＤ为０１，反应时间９０ｍｉｎ，根据微孔反应板
加样设置输入相关信息，混匀样品并开始自动进行

数据采集。

２２　方法的验证
２２１　准确度和精密度　制备３个已知确定浓度
的内毒素标准品溶液００３、０３、３０ＥＵ·ｍＬ－１，采
用微量动态显色法检测其内毒素浓度，不同日期重

复检测６次，计算回收率和标准差（ｓ）来分别考察准
确度和精密度，回收率应在 ５０％ ～２００％，标准差
应≤３０％。由结果可见，３个浓度点重复６次检测，
回收率均在５０％～２００％范围内，准确度符合要求；
标准差均≤３０％，精密度符合要求（见表２）。
２２２　线性和范围　用细菌内毒素工作标准品配
制一组浓度为００１、０１、１０、１０ＥＵ·ｍＬ－１的标准
内毒素溶液，使用微量鲎试剂法检测各浓度点的吸

光度，分析拟合内毒素浓度与吸光度之间的线性关

系（ｒ≥０９８０）并确定检测范围，不同日期重复检测
６次。结果显示，阴性对照的反应时间均大于标准

曲线最低点的反应时间，６条标准曲线的相关系数
（ｒ）的绝对值均 ＞０９８０。标准曲线的线性在
００１～１０ＥＵ·ｍＬ－１范围内，符合要求（见表２）。

表２　微量动态浊度法的准确度、精密度和线性（ｎ＝６）
Ｔａｂ２　Ａｃｃｕｒａｃｙ，ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ａｎｄｌｉｎｅａｒｉｔｙｏｆｍｉｃｒｏｋｉｎｅｔｉｃ
ｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃｍｅｔｈｏｄ（ｎ＝６）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／ＥＵ·ｍＬ－１ ００３ ０３ ３０

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ ９６１９±１６６８９２５３±１０１７８９５４±２５８４

｜ｒ｜ ０９９７７±０００２３

２２３　最低检测限　用细菌内毒素工作标准品配
制浓度为００１ＥＵ·ｍＬ－１的内毒素溶液，每次实验
设１０个复孔，不同日期重复检测３次，计算反应时
间的平均值和标准差。结果显示，该厂家微量动态

显色法鲎试剂最低灵敏度浓度００１ＥＵ·ｍＬ－１时，
反应时间为（３８９６０±２７９６）ｓ，均小于阴性对照的
反应时间，结果符合要求。

２２４　耐用性　采用２个不同厂家（Ａ、Ｂ）的微量
动态显色法鲎试剂进行准确度和精密度试验，评价

该方法对不同厂家鲎试剂的耐用性。每个厂家的鲎

试剂重复检测３次。结果显示，厂家Ａ和厂家 Ｂ的
微量 鲎 试 剂 在 ３个 浓 度 点 的 回 收 率 均 在
５０％～２００％范围内，两个厂家３次重复实验的标准
差≤３０％，结果符合要求。见表３。

表３　不同厂家的鲎试剂进行微量动态浊度法的耐用性
（ｎ＝３）
Ｔａｂ３　Ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓ′ｌｙｓａｔｅｒｅａｇｅｎｔｆｏｒ
ｍｉｃｒｏｋｉｎｅｔｉｃｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃｍｅｔｈｏｄ（ｎ＝３）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／ＥＵ·ｍＬ－１ ００３ ０３ ３０

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ（Ａ）％ ８４３５±１２７１ ８４１６±５５３ ７３３１±３９９

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ（Ｂ）％ ７０４６±１７８８６４９１±１１５０ ７４６４±６４４

２２５　专属性　与传统的动态显色法相比，微量
动态显色法不改变其原理和反应条件，最主要的不

同点在于鲎试剂的用量减少，加样量仅需２５μＬ，因
此专属性不受影响。

２３　方法的品种适用性
本研究收集了３９个不同品种的样品，包括化

学药品（硝酸异山梨酯注射液、丙泊酚乳状注射

液、黄体酮注射液、葡萄糖酸钙注射液等）、抗生素

（注射用头孢噻肟钠、注射用头孢曲松钠、注射用

美罗培南等）、生物制品（人血白蛋白、注射用重组
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人ＴＮＫ组织型纤溶酶原激活剂等），同时采用动态
显色法和微量动态显色法进行比较研究，进行微

量动态显色法的品种适用性研究。

根据以下公式将每个样品稀释至最大有效稀释

倍数（ＭＶＤ）：ＭＶＤ＝ｃＬ／λ（其中 Ｌ为样品的细菌内
毒素限值；ｃ为样品原液的浓度；λ为标准曲线上最
低的内毒素浓度）。例：已知盐酸罗哌卡因注射液的

Ｌ＝００５ＥＵ·ｍｇ－１，ｃ＝７５ｍｇ·ｍＬ－１，标曲 λｍｉｎ＝
００１ＥＵ·ｍｌ－１，则求得该样品 ＭＶＤ＝７５×００５／
００１＝３７５倍。将样品稀释至 ＭＶＤ作为待测样品
溶液。

结果显示，３９个品种采用微量动态显色法的回
收率在５０％ ～２００％，其中注射用双氯芬酸钠利多
卡因、注射用阿莫西林钠、注射用盐酸万古霉素、注

射用艾普拉唑钠可采用 Ｔｒｉｓ缓冲液调整样品溶液
ｐＨ约７０来消除干扰。

３　讨论
２０２０年版《中国药典》四部通则１１４３收录的

细菌内毒素检查法有凝胶法和光度法（包括浊度

法和显色法）［１］，本课题在现有的动态显色法基础

上，进行微量法的研究。与传统的动态显色法相

比，鲎试剂的加样量仅需２５μＬ，仅为传统鲎试剂
加样量的１／４，极大程度的节省鲎试剂。与重组 Ｃ
因子法等新的替代方法相比，微量动态显色法不

改变现有方法的原理，不需要复杂的验证和论证

过程，可以迅速地应用到日常检验工作中，是快速

且有效缓解目前鲎资源短缺难题的方法。

一般的方法学验证均参照《中国药典》“９１０１分
析方法验证指导原则”［１０］进行，该指导原则普遍适

用于理化检验。细菌内毒素检查法属于生物检定，

中国药典２０２０年版中尚未有针对生物检定法或生
物测定法的验证指导原则。因此，本研究的方法学

验证工作以《中国药典》９１０１指导原则为主要参考，
参照其项下“杂质测定”中“定量”的具体要求，对建

立的微量动态显色法的准确度和精密度、线性和范

围、最低检测限、试剂耐用度等指标进行方法验

证［１１］。但验证指标的可接受范围，则参照细菌内毒

素检查法［１］的具体规定，如可接受的回收率范围为

５０％～２００％、标准曲线相关系数（｜ｒ｜）的绝对值
均≥０９８０等。

品种适用性检查结果显示，３９个品种的内毒
素回收率均在５０％ ～２００％，包括注射用泮托拉唑
钠、盐酸罗哌卡因注射液、丙泊酚乳状注射液、盐

酸莫西沙星氯化钠注射液、碘克沙醇注射液、呋塞

米注射液、己酮可可碱注射液、注射用亚胺培南西

司他丁钠、注射用头孢噻肟钠、注射用盐酸头孢吡

肟、注射用头孢米诺钠、注射用伏立康唑、注射用

美罗培南、注射用哌拉西林钠他唑巴坦钠、注射用

头孢曲松钠、注射用硝普钠、注射用尤瑞克林、注

射用阿昔洛韦、葡萄糖酸钙注射液、注射用赖氨匹

林、注射用重组人绒促性素、苦参碱注射液、盐酸

奥普力农注射液、克林霉素磷酸酯注射液、黄体酮

注射液、氨甲环酸注射液、注射用水溶性维生素、

硝酸异山梨酯注射液、注射用重组人 ＴＮＫ组织型
纤溶酶原激活剂、注射用曲克芦丁、复合磷酸氢钾

注射液、二羌丙茶碱注射液、氯化钾注射液、人血

白蛋白、注射用双氯芬酸钠利多卡因、注射用阿莫

西林钠、盐酸利多可因注射液、注射用盐酸万古霉

素、注射用艾普拉唑钠。其中部分品种由于样品

本身偏酸或偏碱性，必要时可采用 Ｔｒｉｓ缓冲液调
节 ｐＨ约７０来消除干扰。微量显色法和传统动
态显色法在 ３９个品种检验有效性方面未表现出
差异。

微量法加样量少，甚至各厂家制作工艺中的微

小差别都会在微量法中被放大，因此对实验操作环

境和人员操作均提出了更高的要求。实验器具应严

格按照要求清洗灭菌，移液枪需确定其准确性，实验

人员应戴好口罩与手套，加样前保证鲎试剂混合均

匀，加样时尽量将液体加到微孔的底部，加样后将鲎

试剂和待测溶液混合均匀，但应避免出现气泡；每次

试验应适当地控制加样孔数，避免因为前后孔加样

时差过长造成的实验结果出现人为误差；微量法对

样品溶液的ｐＨ较为敏感，必要时可使用适宜的酸、
碱溶液或缓冲液调节ｐＨ以消除干扰；同时，显色法
的反应终点产生黄色的呈色团，若样品本身为黄色

溶液，会对终点吸收产生干扰，因此显色法不适用于

黄色样品的检验，可选用凝胶法或浊度法进行黄色

样品的细菌内毒素检查。

本研究建立的微量动态显色法，经验证其准确

度和精密度、线性和范围、最低检测限、试剂耐用度

均符合方法验证要求，品种适用性与传统的动态显

色法相等，该方法可用于实际检验工作中，为减少鲎

试剂使用量，缓解鲎试剂资源紧张的现状提供一种

有效的解决方法。
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