
实 验 室 检 测
Laboratory Test ing

第 3 卷 第 5 期 2025 年 3 月（半月刊）

18

注射用阿奇霉素中细菌内毒素检验方法的优化

宗序玲 1，施炎炎 2，苏 健 2*

（1. 如皋市人民医院药学部，南通 226500；2. 南通市食品药品监督检验中心，南通 226000）

摘 要：目的 排除细菌内毒素检查中部分厂家生产的注射用阿奇霉素对鲎试剂凝集的干扰，使细菌内毒素检

验方法切实可行。方法 采用《中华人民共和国药典》2020 年版四部 1143 细菌内毒素检查一法凝胶法，系列

干扰实验证明，采用一般方法细菌内毒素检查法时，使用细菌内毒素检查用水溶解注射用阿奇霉素，溶液干扰

鲎试剂凝集，而用细菌内毒素检查用水稀释样品的过程中使用适量 Tris 缓冲溶液，通过干扰试验可见，溶液对

灵敏度为 0.06 EU/mL 鲎试剂无干扰。结果 实验表明，按一般方法细菌内毒素检查法，注射用阿奇霉素对鲎试

剂凝集有干扰，用细菌内毒素检查用水稀释注射用阿奇霉素的过程中使用适量 Tris 缓冲溶液可去除注射用阿奇

霉素对鲎试剂凝集的实验干扰。结论 用细菌内毒素检查用水稀释注射用阿奇霉素的过程中使用适量 Tris 缓冲

溶液和鲎试剂灵敏度 0.06 EU/mL，方法准确可靠。
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0  引  言

注射用阿奇霉素属于抗生素，可杀灭多种细菌，用于

治疗敏感病原菌株及沙眼衣原体等引起的感染，如支气管

炎、肺炎、盆腔炎 [1]。《中华人民共和国药典》 [2]2020 年

版二部标准规定细菌内毒素检查的限度为每 1 mg 阿奇霉

素中含内毒素的量应小于 0.30 EU，药检工作中总结：部

分药企的注射用阿奇霉素采用一般方法检验细菌内毒素，

实验过程中发现，含供试品的阳性对照管未凝集，而阳

性对照管凝集，不符合药典规定，给产品出厂销售造成

影响。笔者通过查阅资料，对可能造成干扰的因素进行

分析，成功优化了注射用阿奇霉素的细菌内毒素检查方 

法 [3]，使该检查法可靠准确，对于确保药品安全性和有效

性至关重要，保障了注射剂的品质。

1  材料与方法

1.1  材料

et- 九六内毒素凝胶检测仪，天津大学天发科技公司。

DHG-9240A 电热鼓风干燥箱，上海一恒科学仪器有限公

司。CubicD-Ml0101002D 涡旋混合仪，广州国睿科学仪

器有限公司。经 250℃ 30 min 干燥处理的试管。定量移

液器。注射用阿奇霉素，规格 250 mg，批号 C2204222、

C2205112、C2207193，浙江亚太药业股份有限公司。鲎试

剂：①灵敏度 0.25 EU/mL，规格 0.1 mL，批号 2406034，

湛江市博康海洋生物有限公司；②灵敏度 0.125 EU/mL，规

格：0.65 mL，批号 2205250，湛江市安度斯生物有限公司；

③灵敏度 0.06 EU/mL，规格 0.1 mL，批号 2311132，湛

江市博康海洋生物有限公司；④灵敏度 0.03 EU/mL，规格

0.65 mL，批号 2304202，湛江市安度斯生物有限公司；⑤灵

敏度 0.06 EU/mL，规格 0.1 mL，批号 2407012，湛江市安

度斯生物有限公司。细菌内毒素工作标准品：批号 150601-

202190，每支装 70 EU，中华人民共和国食品药品检定研

究院。细菌内毒素检查用水（WBET），批号 2302210，每瓶

装 50 mL，湛江市安度斯生物有限公司。Tris 缓冲溶液：湛

江市安度斯生物有限公司，批号 2403120，规格 4 mL。

1.2  方法

1.2.1 复检鲎试剂灵敏度试验

按《中华人民共和国药典》2020 年版四部 1143 细菌

内毒素检查方法，将细菌内毒素工作标准品用细菌内毒素

检查用水溶解为灵敏度的 2.0λ、1.0λ、0.5λ、0.25λ四个浓

度后与对应鲎试剂混合，试验实验可见，所有进行复核的

各批次鲎试剂其复核值（λc）全部在 0.5λ~2.0λ（包括 0.5λ和

2.0λ）的对应范围内，该鲎试剂灵敏度复核试验均符合药典

规定 [4]。
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1.2.2 一般方法的干扰实验

采用灵敏度为灵敏度为 0.25、0.125、0.06、0.03 EU/mL 的

鲎试剂，用细菌内毒素检查用水将注射用阿奇霉素溶解，

按 c = λ/L，即对应的最小有效稀释浓度分别为 0.833，

0.417，0.208，0.104 mg/mL，取这些稀释液将细菌内毒

素工作标准品制备 2λ、1λ、0.5λ、0.25λ 浓度的梯度溶液

（共 64 份，平行做四管），进行干扰试验，并做梯度溶液

和检查用水的阴性对照 [5]。

1.2.3 优化方法样品稀释液干扰预试验

细菌内毒素检查用水溶解注射用阿奇霉素过程中添加

适量的 Tris（三羟甲基氨基甲烷）缓冲溶液 [6-7]，采用鲎试

剂灵敏度为 0.06 EU/mL，依据公式 MVC = λL-1，最低有

效溶解浓度为 0.06/0.3 = 0.2 mg/mL，同时制备组别梯度

溶液 0.8、0.4、0.2、0.1、0.05 mg/mL 后，进行干扰实验

（NPC），同时配制该组别梯度溶液的细菌内毒素 2λ样品溶

液（PPC），使用两个生产企业的灵敏度为 0.06 EU/mL 的

鲎试剂，加入细菌内毒素检查用水将其溶解，再与各组别

梯度的 NPC 和 PPC 溶液反应，并进行阴性对照（NC）和阳

性对照（PC），37℃ 60 min 后查看结果 [8]

1.2.4 正式干扰试验

使用灵敏度为 0.06 mg/mL 的鲎试剂（两个不同企业

生产），用细菌内毒素检查用水溶解注射用阿奇霉素过程

中添加适量的 Tris 缓冲溶液，将注射用阿奇霉素稀释成 

0.2 mg/mL 的溶液，同时做样品溶液的阴性对照和阴性对

照 , 进行干扰试验，结果表明，各批号反应终点的几何平

均值均在 0.5~2.0 λ范围内，判定供试品在该浓度时符合

药典规定的干扰试验操作要求 [9]。

将三个不同批号的注射用阿奇霉素用添加适量 Tris

缓冲溶液的细菌内毒素检查用水稀释为 0.2 mg/mL 的

溶液，用此浓度溶液将细菌内毒素稀释为 0.06、0.03、

0.015、0.0075 mg/mL 四个浓度的溶液，并且与灵敏度为 

0.06 mg/mL 的鲎试剂（两个不同企业生产）进行反应，

同时做样品溶液的阴性对照和阴性对照 , 进行多批次供

试品和多批号鲎试剂的多次干扰试验，结果表现为：三

个不同批号的样品溶液的反应终点的几何平均值都在

0.5~2.0λ 范围内，供试品阴性对照组和阴性组对照全部

阴性 [10]。

1.2.5 供试品检查

按《中华人民共和国药典》2020 年版四部 1143 细菌

内毒素检查法，随机取 3 批注射用阿奇霉素，将注射用阿

奇霉素用添加适量 Tris 缓冲溶液的细菌内毒素检查用水稀

释为 0.2 mg/mL 的溶液，用灵敏度为 0.06 mg/mL 的鲎试

剂，实验结果表明，供试品阳性管正常凝聚，其他各管均

正常反应，均为合格供试品，结果满意。

2  结果与分析

正式干扰试验的结果表明，两个不同厂家鲎试剂的 Et

值均在 0.5~2.0 Es 范围内，判定供试品在该浓度时符合药

典的干扰试验规定。三个不同批号的样品溶液的 Et 值都

在 0.5~2.0 Es 范围内，符合鲎试剂的试验要求，供试品阴

性对照组和阴性组对照全部阴性，判定为此浓度下的溶液

无干扰现象，该方法切实可行。供试品检查显示对实验均

无干扰，重复性良好，实验结果满意。灵敏度复核试验结

果见表 1。

一般方法的干扰实验的细菌内毒素梯度浓度干扰实验

结果可见：供试品阴性对照和阴性对照为阴性，细菌内毒

素梯度溶液管中鲎试剂与对应内毒素溶液全未凝集，与鲎

试剂灵敏度的复核实验规定不符合，判定为样品梯度稀释

溶液均对实验有干扰，有必要通过其他有效方法进行干

预，才能使实验顺利进行；从表 2 结果可见，细菌内毒素

检查用水稀释注射用阿奇霉素过程中添加适量的 Tris 缓

冲溶液，将注射用阿奇霉素稀释成 0.2 mg/mL 以下浓度

时，无干扰鲎试剂凝集现象，确定正式干扰试验用浓度为

0.2 mg/mL 的溶液进行试验，见表 2。

表 1 复核鲎试剂灵敏度试验结果

鲎试剂灵敏度

标示值 EU/mL
批号

细菌内毒素浓度 /（EU/mL）
NC

λc/
（EU/mL）0.5 0.25 0.125 0.06 0.03 0.015 0.0075

0.25 2406034 + + + + + + + + －－－－ －－－－ －－ 0.25

0.125 2205250 + + + + + + + + －－－－ －－－－ －－ 0.125

0.06 2311132 + + + + + + + + －－－－ －－－－ －－ 0.06

0.06 2407012 + + + + + + + + －－－－ －－－－ －－ 0.06

0.03 2304202 + + + + + + + + －－－－ －－－－ －－ 0.03
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表 2 干扰预试验结果

鲎试剂批号 供试品批号 项目
供试品各稀释液浓度 /（mg/mL）

NC/PC
0.8 0.4 0.2 0.1 0.05

2311132 C2204222
NPC －－ －－ －－ －－ －－ －－

PPC －－ －－ + + + + + + + +

2311132 C2205112
NPC －－ －－ －－ －－ －－ －－

PPC －－ －－ + + + + + + + +

2311132 C2207193
NPC －－ －－ －－ －－ －－ －－

PPC －－ －－ + + + + + + + +

2407012 C2204222
NPC －－ －－ －－ －－ －－ －－

PPC －－ －－ + + + + + + + +

2407012 C2205112
NPC －－ －－ －－ －－ －－ －－

PPC －－ －－ + + + + + + + +

2407012 C2207193
NPC －－ －－ －－ －－ －－ －－

PPC －－ －－ + + + + + + + +

3  讨论与结论

本文通过对注射用阿奇霉素细菌内毒素检查方法的改

进，发现了该注射剂的细菌内毒素检查按常规方法存在干

扰，必须进行方法学的优化，才能使方法准确，以确保注

射剂的安全性，减少药品上市的安全性风险，排除人民群

众的用药安全隐患，从源头上严控药品质量，保证人民用

药安全，建议新版的该检查项目的药品标准应进行改进，

以优化的药品标准中欠缺之处。

Tris 缓冲溶液作为一种广泛使用的生物化学试剂，在

实验室内发挥着重要作用 [11]。它是一种两性离子，具有良

好的缓冲范围，在 pH 7~9 之间表现出稳定的缓冲性能，

这使得 Tris 缓冲溶液在多种实验条件下都能维持溶液的稳

定 pH 值，可以正常保持鲎试剂凝集时的 pH 6.0~8.0，以

维持鲎试剂的有效凝集反应 [12]。采用一般方法实验，注射

用阿奇霉素影响细菌内毒素与多种标示灵敏度的鲎试剂的

凝聚反应，由正式干扰试验表明，采用在稀释注射用阿奇

霉素的过程中添加 Tris 缓冲溶液为稀释剂，供试品稀释为

0.2 mg/mL 时对两生产企业的鲎试剂都没有影响作用，实

验表明了此方法的可靠性，对于生产注射用阿奇霉素的企

业要加强这方面的管控，以提升注射剂的生物安全性。
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