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动态显色法检测谷氨酸中细菌内毒素含量
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摘要：目的　建立定量检测谷氨酸中细菌内毒素的方法，并验证其可行性。方法　依据《中国药典》２０２０年版通则１１４３细菌
内毒素检查法中动态显色法的标准，采用两个厂家的鲎试剂，通过细菌内毒素标准曲线的可靠性验证实验、供试品前处理中

所用试剂钙离子缓冲液及磷酸氢铵钠的干扰实验、供试品的干扰实验及外加内毒素回收实验，成功建立了谷氨酸中细菌内毒

素的检测方法，并对３批供试品进行了定量检测。结果　将供试品与磷酸氢铵钠一起溶解，配制成质量浓度为２０ｍｇ·ｍＬ－１

的谷氨酸溶液，以钙离子缓冲液稀释至５ｍｇ·ｍＬ－１以下，对细菌内毒素检查无干扰作用。３批供试品的内毒素含量均小于限
值１２ＥＵ·ｇ－１，相对标准偏差（ＲＳＤ）均＜１０％，阳性回收率在５０％～２００％，符合规定。结论　本研究所建立的细菌内毒素检
查方法可用于谷氨酸的细菌内毒素检查，控制其产品质量。
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　　谷氨酸（ｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄ），又称麸氨酸、左旋谷氨
酸，是氨基酸类药物，可通过肝细胞结合血液中过多

的氨，起到降低及解除血中氨毒性的作用，从而改善

脑病患者的症状。谷氨酸还参与脑蛋白质代谢及糖

代谢，促进氧化过程，改善神经系统的功能［１］。谷

氨酸剂型为片剂、注射剂，依《中国药典》２０２０年版
相关规定，注射剂用原料一般应设置热原或细菌内

毒素检查项目［２］。《中国药典》２０２０年版中谷氨酸
（供注射用）收载的方法为热原检查法［３］，具体内容

为“取本品，加氯化钠注射液稀释制成每１ｍＬ中含
有２０ｍｇ的溶液，加热使溶解，放冷至３７℃，依法检
查（通则 １１４２），剂量按家兔体质量每 １ｋｇ注射
１０ｍＬ，应符合规定。”热原检查过程中发现，质量浓
度为２０ｍｇ·ｍＬ－１的谷氨酸溶液ｐＨ值约为３２，在
耳缘静脉注射过程中家兔出现剧烈躁动及嘶叫，注

射部位红肿充血，后血管呈黑色，刺激症状明显，

１周后才基本消失。从动物伦理、家兔使用效率、检
测稳定性方面考虑，现行热原检查方法存在一定问
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题。细菌内毒素检查法为热原检查法的替代方法，

动态显色法为常见的内毒素检测方法之一，可定量

检测供试品中细菌内毒素含量［４５］。另一方面，谷氨

酸为难溶性原料药，需采取适当前处理方法进行溶

解并对处理方法进行验证，而目前也未见相关的文

献报道。本研究采用动态显色法检测谷氨酸的细菌

内毒素，为谷氨酸细菌内毒素检测提供实验依据。

１　仪器与试药
１１　仪器

电子天平、电动移液器、ｐＨ计（梅特勒托利多
集团）；细菌内毒素测定仪（天大天发科技有限公

司）；离心机（英国Ｄｙｎａｍｉｃａ公司）。
１２　试剂

谷氨酸（批号：２４０３０１１、２４０３０１２、２４０３０１３，
天津普诺生物医药有限公司）；动态显色法鲎试

剂（批号：Ｐ１０４２Ｅ，规格：３２ｍＬ，检测范围：
５０～０００５ＥＵ·ｍＬ－１，ＣｈａｒｌｅｓＲｉｖｅｒＥｎｄｏｓａｆｅ公
司）；动态显色法鲎试剂（批号：２２０２２３０，规格：
１２５ｍＬ，检测范围：５０～０００５ＥＵ·ｍＬ－１）、细
菌内毒素检查用水（批号：２３０２２２０，规格：５０ｍＬ）、
钙离子缓冲液（批号：２３０２０８０，规格：２１ｍＬ×１０
支）（湛江安度斯生物有限公司）；细菌内毒素工作

标准品（批号：１５０６０１２０２１９１，效价：９０ＥＵ，中国食
品药品检定研究院）；磷酸氢铵钠（批号：２０２３１１
２６，规格：５００ｇ，天津市华东试剂厂）。

２　方法与结果
２１　供试品细菌内毒素限值的确定

细菌内毒素限值通过公式１计算得到。其中，
Ｋ为人每千克体质量每小时最大可接受的内毒素剂
量，对于注射剂Ｋ值为５ＥＵ·ｋｇ－１·ｈ－１，Ｍ为人用
每千克体质量每小时的最大供试品剂量，以 ｍｇ·
ｋｇ－１·ｈ－１表示，供试品说明书“临床上１次最大用
量为 １１５ｇ，用质量分数 ５％ 葡萄糖注射液
７５０～１０００ｍＬ（或１０％葡萄糖注射液２５０～５００ｍＬ）
稀释后缓缓滴注于１～４ｈ内输完［１］。”人体质量按

６０ｋｇ计算，则Ｍ为０１９１６ｇ·ｋｇ－１·ｈ－１，计算得
到Ｌ为２６ＥＵ·ｇ－１。按照最高剂量计算供试品细
菌内毒素限值为１２ＥＵ·ｇ－１。

Ｌ＝Ｋ×Ｍ－１ 公式（１）
２２　供试品的前处理

供试品在热水中溶解，在水中微溶，溶解后呈酸

性［３］。根据前期实验摸索，在供试品中加入２倍质量

的磷酸氢铵钠，再加入细菌内毒素检查用水（ＢＥＴ
水）至供试品浓度为２０ｍｇ·ｍＬ－１，室温条件下涡旋
可完全溶解。由于在体系中添加了磷酸根离子，其可

与鲎试剂中金属离子发生反应而产生干扰，因此需采

用钙离子缓冲液进行供试品溶液的稀释，以补充鲎试

剂中的二价金属阳离子并消除干扰作用，同时采用

３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ的方式去除不溶性的钙盐。
２３　细菌内毒素标准曲线可靠性实验

取细菌内毒素工作标准品１支（每支９０ＥＵ），
加０４５ｍＬＢＥＴ水溶解，得２００ＥＵ·ｍＬ－１的细菌内
毒素标准品溶液，继续以 ＢＥＴ水稀释为 １０、１、０１
及００１ＥＵ·ｍＬ－１的细菌内毒素标准品溶液。本实
验中使用００１ＥＵ·ｍＬ－１作为标准曲线的最低浓度
点，即λ＝００１ＥＵ·ｍＬ－１。按《中国药典》２０２０年
版四部通则１１４３中的要求，分别采用两个厂家的动
态显色法鲎试剂进行标准曲线可靠性实验［６］。按

说明书中规定方法，加ＢＥＴ水复溶动态显色法鲎试
剂，与上述细菌内毒素标准品溶液等体积混匀。每

个标准品浓度设置３个管，同时设置２个阴性对照
管。检测温度为（３７±１）℃，检测波长为４０５ｎｍ。
以反应时间的对数（ｌｇＴ）纵坐标，以细菌内毒素标准
品的浓度为对数（ｌｇＣ）为横坐标绘制标准曲线，得
到线性回归方程及相关参数并计算各浓度的回收率

（公式２）。阴性对照内毒素浓度小于检测限时以
０ＥＵ·ｍＬ－１计。判定标准：标准曲线的相关系数
（ｒ）的绝对值应大于或等于０９８０，各浓度回收率应
在５０％ ～２００％之间，相对标准偏差（ＲＳＤ）应小于
１０％，阴性对照反应时间大于标准曲线最低点的反
应时间。结果见表１，两个鲎试剂的标准曲线的回
归方程分别为 ｌｇＴ＝２５９１＋（－０２３４ｌｇＣ）、
ｌｇＴ＝２６４４＋（－０２３７ｌｇＣ），相关系数、各浓度回收
率、ＲＳＤ、阴性对照反应时间均符合规定，标准曲线
可靠性成立，可进行后续实验。

回收率％＝（各浓度测定的内毒素浓度 －阴性
对照测定的内毒素浓度）／各浓度理论内毒素
浓度×１００％ 公式（２）
２４　钙离子缓冲液的干扰作用

实验中使用了钙离子缓冲液，应验证其对内毒

素与鲎试剂的反应是否存在干扰，并确定不干扰浓

度，同时验证钙离子缓冲液是否含有细菌内毒素。

按照“２３”项中方法配制并产生细菌内毒素标准曲
线，应满足可靠性要求。取钙离子缓冲液，用 ＢＥＴ
水分别稀释为２、４、８及１６倍稀释液，即为供试品溶
液（ＮＰＣ）；取钙离子缓冲液、２倍、４倍及 ８倍稀释
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　　　表１　两个厂家的动态显色法鲎试剂标准曲线的可靠性实验结果。ｎ＝３
Ｔａｂ１　Ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｆｒｏｍｔｗｏｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓｂｙｋｉｎｅｔｉｃｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃａｓｓａｙ．ｎ＝３

Ｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ

ｏｆＬＡＬ

Ｓｔａｎｄａｒｄｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／

ＥＵ·ｍＬ－１
Ｍｅａｎｒｅａｃｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ／ｓ

Ｍｅａｓｕｒｅｄｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／

ＥＵ·ｍＬ－１
ＲＳＤ／

％

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／

％
｜ｒ｜

２２０２２３０ Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ＞１５００ ＜００１ － － ０９９９

００１ １１２６ ００１０９ ５７６ １０９

０１ ６９５ ００８５４ ４２３ ８５

１ ３８６ １０５０４ １１９ １０５

１０ ２２６ １０２０１３ ０４２ １０２

Ｐ１０４２Ｅ Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ＞１５００ ＜００１ － － ０９９９

００１ １３４０ ０００９２ １８２ ９２

０１ ７５４ ０１０３８ １２２ １２２

１ ４２３ １１８８３ ２９５ １１９

１０ ２６３ ８８０３３ ２３７ ８８

注：－－不适用。

Ｎｏｔｅ：－－Ｉｎａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ．

液分别与体积的１ＥＵ·ｍＬ－１的细菌内毒素工作
标准品混匀，即为供试品阳性溶液（ＰＰＣ），ＰＰＣ
中细菌内毒素浓度为 ０５ＥＵ·ｍＬ－１。测定各组
细菌内毒素浓度并计算回收率（公式 ３），应在
５０％ ～２００％之间。ＮＰＣ内毒素浓度小于检测限

时以０ＥＵ·ｍＬ－１计。实验结果见表２，钙离子缓
冲液中内毒素含量小于检测限，稀释 ２倍以上对
内毒素与鲎试剂的反应无干扰。

回收率（％）＝（ＰＰＣ中内毒素浓度 －ＮＰＣ中内
毒素浓度）／０５ＥＵ·ｍＬ－１×１００％ 公式（３）

表２　钙离子缓冲液的干扰实验结果。ｎ＝３
Ｔａｂ２　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃａｌｃｉｕｍｉｏｎｂｕｆｆｅｒｎ＝３

Ｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ

ｏｆＬＡＬ

Ｄｉｌｕｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒ

Ｓｐｉｋｅｄｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／

ＥＵ·ｍＬ－１
Ａｖｅｒａｇｅｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／

ＥＵ·ｍＬ－１
ＲＳＤ／

％

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／

％
２２０２２３０ ２ ０ ＜００１ － －

０５ ０４９８７ １１８ １００
４ ０ ＜００１ － －

０５ ０４７９６ １５５ ９６
８ ０ ＜００１ － －

０５ ０５１２４ ５４３ １０２
１６ ０ ＜００１ － －

０５ ０５１１ ０８９ １０２
Ｐ１０４２Ｅ ２ ０ ＜００１ － －

０５ ０５５３２ １８５ １１１
４ ０ ＜００１ － －

０５ ０５８４１ ２３４ １１７
８ ０ ＜００１ － －

０５ ０６５９９ ２０３ １３２
１６ ０ ＜００１ － －

０５ ０６３６６ １６４ １２７

注：－－不适用。

Ｎｏｔｅ：－－Ｉｎａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ．

２５　磷酸氢铵钠的干扰作用
实验中磷酸氢铵钠与谷氨酸反应时的浓度为

４０ｍｇ·ｍＬ－１，应验证磷酸氢铵钠与钙离子缓冲液
对内毒素与鲎试剂的反应是否存在干扰，确定磷酸

氢铵钠的不干扰浓度，同时验证磷酸氢铵钠是否含

有细菌内毒素。

按照“２３”项中方法配制细菌内毒素标准曲
线，应满足可靠性要求。称量磷酸氢铵钠８０ｍｇ，加
入ＢＥＴ水２ｍＬ涡旋３０ｓ溶解为４０ｍｇ·ｍＬ－１溶

液，取０３ｍＬ分别与０６、０９、１３５及１５ｍＬ钙离
子缓冲液混匀，３０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心 ５ｍｉｎ，取
０４ｍＬ上清液与０４ｍＬＢＥＴ水混合，即为 ＮＰＣ，此
时磷 酸 氢 铵 钠 浓 度 分 别 为 ６６７、５、４４４及
４ｍｇ·ｍＬ－１，稀释倍数分别为 ６、８、９及 １０倍；取
０４ｍＬ上清液与１ＥＵ·ｍＬ－１细菌内毒素标准品溶
液混合，即为 ＰＰＣ。测定各组细菌内毒素浓度并按
公式３计算回收率，应在５０％ ～２００％之间。结果
见表３，４０ｍｇ·ｍＬ－１磷酸氢铵钠溶液中内毒素含量
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小于检测限，以钙离子缓冲液稀释４倍以上并依法 检查对内毒素与鲎试剂的反应无干扰。

表３　磷酸氢铵钠的干扰实验结果。ｎ＝３
Ｔａｂ３　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｉｃｒｏｃｏｓｍｉｃｓａｌｔｔｅｔｒａｈｙｄｒａｔｅｎ＝３

Ｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ

ｏｆＬＡＬ

ρ

／ｍｇ·ｍＬ－１
Ｄｉｌｕｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒ

Ｓｐｉｋｅｄｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／

ＥＵ·ｍＬ－１
Ａｖｅｒａｇｅｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／

ＥＵ·ｍＬ－１
ＲＳＤ／

％

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／

％

２２０２２３０ ６６７ ６ ０ ＜００１ － －

０５ ０２３４８ １２１ ４７

５ ８ ０ ＜００１ － －

０５ ０３８４５ ２３３ ７７

４４４ ９ ０ ＜００１ － －

０５ ０５３８８ ０６９ １０８

４ １０ ０ ＜００１ － －

０５ ０５５６９ ３４５ １１１

Ｐ１０４２Ｅ ６６７ ６ ０ ＜００１ － －

０５ ０２７４４ ５２３ ５５

５ ８ ０ ＜００１ － －

０５ ０４７２ ２５４ ９４

４４４ ９ ０ ＜００１ － －

０５ ０５５１２ １１２ １１０
４ １０ ０ ＜００１ － －

０５ ０５５４３ ２３４ １１０

注：－－不适用。

Ｎｏｔｅ：－－Ｉｎａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ．

２６　供试品干扰实验
供试品细菌内毒素限值 Ｌ＝１２ＥＵ·ｇ－１，

λ＝００１ＥＵ·ｍＬ－１，供试品最小有效稀释浓度为
ρ＝λ／Ｌ＝００１÷１２＝０８ｍｇ·ｍＬ－１，最大有效稀释
倍数 ＭＶＤ＝ρ·Ｌ·λ－１＝２４（ρ＝２０ｍｇ·ｍＬ－１）。
按照“２３”项中方法配制细菌内毒素标准曲线，应
满足可靠性要求。称量谷氨酸４０ｍｇ，加入磷酸氢
铵钠８０ｍｇ，加入ＢＥＴ水２ｍＬ涡旋３０ｓ溶解为浓度
为２０ｍｇ·ｍＬ－１的谷氨酸溶液，取 ０３ｍＬ分别与
０９、１３５及 １５ ｍＬ 钙 离 子 缓 冲 液 混 匀，

３０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心 ５ｍｉｎ，取上清液 ０４ｍＬ与
ＢＥＴ水０４ｍＬ混合，即为 ＮＰＣ，此时谷氨酸浓度分
别为２５、２２２及２ｍｇ·ｍＬ－１，稀释倍数分别为８、９
及１０倍；取上清液０４ｍＬ与１ＥＵ·ｍＬ－１细菌内毒
素标准品溶液混合，即为ＰＰＣ，ＰＰＣ中细菌内毒素浓
度为０５ＥＵ·ｍＬ－１。测定各组细菌内毒素浓度并
按公式３计算回收率，应在５０％ ～２００％之间。结
果见表４，２０ｍｇ·ｍＬ－１谷氨酸溶液以钙离子缓冲液
稀释４倍以上，即质量浓度为５ｍｇ·ｍＬ－１以下，依
法检查对内毒素与鲎试剂的反应无干扰。

表４　谷氨酸的干扰实验结果。ｎ＝３
Ｔａｂ４　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄｎ＝３

Ｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ

ｏｆＬＡＬ

ρ

／ｍｇ·ｍＬ－１
Ｄｉｌｕｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒ

Ｓｐｉｋｅｄｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／

ＥＵ·ｍＬ－１
Ａｖｅｒａｇｅｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／

ＥＵ·ｍＬ－１
ＲＳＤ／

％

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／

％

２２０２２３０ ２５ ８ ０ ＜００１ － －

０５ ０３９４４ １１２ ７９

２２２ ９ ０ ＜００１ － －

０５ ０５３４５ ２６４ １０７

２ １０ ０ ＜００１ － －

０５ ０５３２ ４２５ １０６

Ｐ１０４２Ｅ ２５ ８ ０ ＜００１ － －

０５ ０４８７１ １６０ ９７

２２２ ９ ０ ＜００１ － －

０５ ０６２２１ ３３２ １２４

２ １０ ０ ＜００１ － －

０５ ０４９６７ １８５ ９９

注：－－不适用。

Ｎｏｔｅ：－－Ｉｎａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ．
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２７　外加内毒素干扰实验
研究中使用了磷酸氢铵钠，钙离子缓冲液、离心

的方法对供试品进行了前处理，并采用外添加细菌

内毒素的方式证明前处理条件对供试品中细菌内毒

素无影响［２］。

按照“２３”项中方法配制细菌内毒素标准曲
线，应满足可靠性要求。称量谷氨酸４０ｍｇ，加入
磷酸氢铵钠８０ｍｇ后，加入ＢＥＴ水２ｍＬ涡旋３０ｓ
溶解为 ２０ｍｇ·ｍＬ－１谷氨酸溶液，取 ０３ｍＬ与
０９ｍＬ钙离子缓冲液混匀，３０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心

５ｍｉｎ，取上清液０４ｍＬ与ＢＥＴ水０４ｍＬ混合，即
为ＮＰＣ，此时谷氨酸质量浓度为２５ｍｇ·ｍＬ－１，稀
释倍数为 ８倍；同上法，另称量谷氨酸 ４０ｍｇ，用
４ＥＵ·ｍＬ－１细菌内毒素标准品溶液 ２ｍＬ替代
ＢＥＴ水２ｍＬ，制备 ＰＰＣ，ＰＰＣ中细菌内毒素浓度
为０５ＥＵ·ｍＬ－１。测定各组细菌内毒素浓度并
按公式 ３计算回收率，应在 ５０％ ～２００％之间。
结果见表 ５，外加内毒素回收率在 ５０％ ～２００％
之间，供试品的前处理方法对供试品中细菌内毒

素无影响。

表５　外加内毒素干扰实验结果。ｎ＝３
Ｔａｂ５　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｐｉｋｅｄｅｎｄｏｔｏｘｉｎｎ＝３

Ｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ

ｏｆＬＡＬ

ρ

／ｍｇ·ｍＬ－１
Ｄｉｌｕｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒ

Ｓｐｉｋｅｄｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／

ＥＵ·ｍＬ－１
Ａｖｅｒａｇｅｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／

ＥＵ·ｍＬ－１
ＲＳＤ／

％

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／

％

２２０２２３０ ２５ ８ ０ ＜００１ － －

０５ ０４２２５ １４７ ８５

Ｐ１０４２Ｅ ２５ ８ ０ ＜００１ － －

０５ ０５１２７ １８３ １０３

注：－－不适用。

Ｎｏｔｅ：－－Ｉｎａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ．

２８　供试品的检测
按照“２３”项中方法配制细菌内毒素标准曲

线，应满足可靠性要求。称量谷氨酸４０ｍｇ，加入
磷酸氢铵钠８０ｍｇ及 ＢＥＴ水２ｍＬ，涡旋３０ｓ溶解
为２０ｍｇ·ｍＬ－１的谷氨酸溶液，取 ０３与 ０９ｍＬ
钙离子缓冲液混匀，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取
上清液０４ｍＬ与ＢＥＴ水０４ｍＬ混合，即为ＮＰＣ，
此时谷氨酸浓度为２５ｍｇ·ｍＬ－１，稀释倍数为 ８

倍；另取上清液 ０４ｍＬ与 １ＥＵ·ｍＬ－１细菌内毒
素标准品溶液混合，即为 ＰＰＣ，ＰＰＣ中细菌内毒素
浓度为０５ＥＵ·ｍＬ－１。测定各组细菌内毒素浓
度并按公式３计算回收率。选取３个批号供试品
进行检测。结果见表６，３批供试品与２个厂家的
动态显色法鲎试剂反应，内毒素回收率均在

５０％ ～２００％之间，供试品的细菌内毒素检测值均
小于检测限，符合规定。

表６　３批供试品细菌内毒素含量检测结果。ｎ＝３
Ｔａｂ６　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｔｅｎｔｆｏｒｔｈｒｅｅｂａｔｃｈｅｓｏｆｔｅｓｔｐｒｏｄｕｃｔｓ．ｎ＝３

Ｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒ

ｏｆＬＡＬ

Ｌｏｔｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅ

ｔｅｓｔｐｒｏｄｕｃｔ

ρ

／ｍｇ·ｍＬ－１
Ｄｉｌｕｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒ

Ｓｐｉｋｅｄｅｎｄｏｔｏｘｉｎ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／ＥＵ·ｍＬ－１
Ａｖｅｒａｇｅｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／

ＥＵ·ｍＬ－１
ＲＳＤ／

％

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／

％

２２０２２３０ ２４０３０１１ ２５ ８ ０ ＜００１ － －

０５ ０５０５１ ０８８ １０１

２４０３０１２ ２５ ８ ０ ＜００１ － －

０５ ０５２５６ ０５５ １０５

２４０３０１３ ２５ ８ ０ ＜００１ － －

０５ ０５１４２ １４７ １０３

Ｐ１０４２Ｅ ２４０３０１１ ２５ ８ ０ ＜００１ － －

０５ ０６６３５ １３６ １３３

２４０３０１２ ２５ ８ ０ ＜００１ － －

０５ ０６３５７ ２１７ １２７

２４０３０１３ ２５ ８ ０ ＜００１ － －

０５ ０６１ １６７ １２２

注：－－不适用。

Ｎｏｔｅ：－－Ｉｎａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ．

·６０３· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２５Ｆｅｂｒｕａｒｙ，Ｖｏｌ６０Ｎｏ３　　　　　　 　 　 　 　　 中国药学杂志２０２５年２月第６０卷第３期



３　讨　论
按照《中国药典》２０２０年版进行谷氨酸热原检

测存在两个疑点，一是２０ｍｇ·ｍＬ－１的供试品的酸
性较强，家兔耐受性较差，缓慢注射也不能消除其刺

激作用，明显的局部刺激作用会影响检测的稳定性

和可靠性；二是供试品需在热水中进行溶解，热水系

指７０～８０℃的水，溶解过程约１０ｍｉｎ，７０～８０℃水
可能会对供试品中的热原物质产生破坏而造成检测

结果的假阴性［７］，因此考虑使用细菌内毒素检查法

代替现行检测方法。新方法重要的问题是如何溶解

供试品［８］。供试品在水中微溶，属于难溶性样品，

使用ＢＥＴ水直接溶解不满足要求。另一方面，供试
品在乙醇、二甲基亚砜、丙酮和乙醚等常规有机溶媒

中也不溶解，使用强酸或强碱（如盐酸及氢氧化钠）

进行溶解，细菌内毒素的回收率也会存在影响。综

上，前处理既需要溶解供试品又需要中和其酸性。

经多次尝试后发现了磷酸氢铵钠，其４０ｍｇ·ｍＬ－１

溶液ｐＨ值约为８，呈弱碱性，且当谷氨酸与磷酸氢
铵钠的质量比为１∶２时，在水中与谷氨酸发生中和
反应，使得谷氨酸能完全溶解，溶解后的溶液 ｐＨ值
约为７。磷酸氢铵钠在与谷氨酸的反应中释放出大
量的磷酸根离子，可与鲎试剂中的钙、镁离子发生反

应，对鲎试剂反应发生干扰，因此需采用钙离子缓冲

液对磷酸根离子进行中和，以消除磷酸根离子的干

扰作用。钙离子、镁离子缓冲液均为比较常用的辅

助溶剂，用于补充鲎试剂中的二价阳离子［９１０］。经

过筛选发现钙离子缓冲液比镁离子缓冲液的补偿效

果更加明显，因此最终实验中选用钙离子缓冲液。

钙离子与磷酸根离子形成不溶性的钙盐沉淀，沉淀

的存在使得ＰＰＣ的ＲＳＤ一般会超过１０％，离心后，
沉淀对 ＲＳＤ的影响会消除，因此正式实验中加入
３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ这一步骤。实验中采用
化学中和、物理分类的手段对供试品进行了前处

理，需按照《中国药典》２０２０年版要求进行外加内
毒素 的 干 扰 实 验，干 扰 实 验 的 回 收 率 在

５０％ ～２００％之间，证明前处理过程对细菌内毒素

无明显影响。使用新方法对３个不同批号供试品
进行检测，检测结果均符合规定，与热原方法结果

一致，表明新方法具有可行性。综上所述，本研究

建立了可行的谷氨酸的细菌内毒素检测法，方法

表述为：取本品，加入磷酸氢铵钠，两者质量比为

１∶２，加入细菌内毒素检查用水涡旋 ３０ｓ溶解为
２０ｍｇ·ｍＬ－１的谷氨酸溶液，以钙离子缓冲液稀释
至５ｍｇ·ｍＬ－１以下，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ后
取上清液，依法检查（《中国药典》２０２０年版四部
通则１１４３动态显色法），每１ｇ谷氨酸中含内毒素
的量应小于１２ＥＵ（供注射用）。
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