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难溶性肾上腺素原料药细菌内毒素检查方法学研究
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摘要：目的　建立难溶性肾上腺素原料药细菌内毒素检查方法。方法　依照２０２０年版《中国药典》四部通则１１４３细菌内毒素检查
法，用盐酸溶解肾上腺素，再用细菌内毒素检查用水（ＢＥＴ水）稀释，用凝胶法和动态浊度法进行干扰试验和内毒素回收干扰试验。
结果　肾上腺素原料药用０１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶解制成质量浓度１０ｍｇ·ｍＬ－１的溶液，再用ＢＥＴ水稀释２００倍及以上作为供试品对细
菌内毒素检查法无干扰作用。结论　建立的细菌内毒素检查方法可用于肾上腺素原料药的细菌内毒素检查，控制其产品质量。
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　　肾上腺素是一种肾上腺素受体激动剂，可以直接
作用于肾上腺素α、β受体［１］，具有重要的生理及药

理功能，临床上常作为急救用药物，用于支气管哮喘、

过敏性休克或心脏骤停的抢救，也可用于荨麻疹、花

粉症等过敏性疾病的治疗［２４］。目前临床应用的肾上

腺素剂型主要是注射剂，细菌内毒素检查为注射剂安

全性检查的重要项目，建立肾上腺素原料药的细菌内

毒素检查方法，从源头上减少内毒素污染风险，也是

控制药品质量的重要一环，对于肾上腺素注射剂成品

的质量控制及临床用药安全具有重要意义。《中华人

民共和国药典》（以下简称《中国药典》）２０２０年版［５］、

《欧洲药典》（ＥＰ１１０）［６］《美国药典》（ＵＳＰ４３
ＮＦ３８）［７］及《日本药局方》（ＪＰ１８）［８］中均收录了肾上
腺素及肾上腺素注射液（含盐酸肾上腺素注射液），但

没有对肾上腺素的细菌内毒素含量进行控制，目前笔

者亦未见肾上腺素原料药细菌内毒素检查方法学研

究的相关文献报道。肾上腺素原料药为白色或类白

色结晶性粉末，且在水中不溶，建立细菌内毒素检查

方法的前提是样品应溶于水或合适的溶剂中，使其溶

解至澄清溶液后再进行细菌内毒素检验［９］，否则不溶

性微粒中可能包裹细菌内毒素导致假阴性结果［１０］，

故选择合适的溶剂并进行方法适用性考察是本研究

的重点。本研究采用凝胶法和动态浊度法对溶剂盐

酸和肾上腺素进行干扰试验及内毒素回收试验，排除

盐酸对细菌内毒素检查法的干扰，建立了肾上腺素的

细菌内毒素质量控制方法，将为肾上腺素原料药质量

标准中制定细菌内毒素检查项提供依据。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＰＫＦ９６细菌内毒素定量检测仪（美国科德角公
司）；ＴＡＬ９６Ｇ试管恒温仪（湛江安度斯生物有限公
司）；ＸＰ２０５电子天平（瑞士梅特勒托利多公司）。
１２　试药

肾上腺素原料药（湖北美林药业有限公司，批号

２０２０１１０１、２０２０１１０２、２０２０１１０３）；细菌内毒素国家标准
品（中国食品药品检定研究院，批号１５０８００２０１６０１，
规格每支９０００ＥＵ）；动态浊度法鲎试剂（湛江安度斯
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生物有限公司，批号 ２１１１３０２，检测范围 ０００５～
１０ＥＵ·ｍＬ－１）；凝胶法鲎试剂（湛江安度斯生物有限
公司，批号 ２１０２１９３，规格每支 ０１ｍＬ，灵敏度
０５ＥＵ·ｍＬ－１）；凝胶法鲎试剂（湛江博康海洋生物制
品有限公司，批号２１０３０５１，规格每支０１ｍＬ，灵敏度
０５ＥＵ·ｍＬ－１）；细菌内毒素检查（ＢＥＴ）用水（湛江安
度斯生物有限公司，批号２２０１１１０，规格每瓶１００ｍＬ），
盐酸（湖南汇虹有限试剂有限公司，批号２０２２０３１１）。

２　方法和结果
２１　内毒素限值（Ｌ）的确定

根据企业提供数据设定本品细菌内毒素的限值

为：每 １ｍｇ肾上腺素中含细菌内毒素的量应
小于１０ＥＵ。
２２　凝胶法
２２１　鲎试剂灵敏度复核　取细菌内毒素国家
标准品，加 ＢＥＴ水分别制成 ２λ、λ、０５λ、０２５λ
（１０、０５、０２５、０１２５ＥＵ·ｍＬ－１）的溶液，以
ＢＥＴ水为阴性对照（ＮＣ），按照《中国药典》２０２０
年版四部［１１］通则 １１４３细菌内毒素检查法中“鲎
试剂灵敏度复核试验”项下进行操作。结果表明，

两个厂家的鲎试剂灵敏度测定值 λｃ均在０５λ～
２０λ，灵敏度检查均符合规定，可用于细菌内毒素
检查。结果见表１。

表１　细菌内毒素检查试验鲎试剂灵敏度复核结果
Ｔａｂ１　Ｒｅｃｈｅｃｋｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｍｕｌｕｓａｍｏｅｂｏｃｙｔｅｌｙｓａｔｅ（ＬＡＬ）ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｉｎｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｔｅｓｔ

ＬＡＬｌｏｔ

ｎｕｍｂｅｒ

Ｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／ＥＵ·ｍＬ－１

１０ ０５ ０２５ ０１２５
ＮＣ

λ

／ＥＵ·ｍＬ－１
λｃ

／ＥＵ·ｍＬ－１

２１０２１９３ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－ ０５ ０５
２１０３０５１ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－ ０５ ０５

注：ＮＣ－阴性对照管；λ－鲎试剂标示灵敏度；λｃ－鲎试剂灵敏度的测定值。

Ｎｏｔｅ：ＮＣ－ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｔｕｂｅ；λ－ＬＡＬｌａｂｅｌｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔ；λｃ－ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅｏｆＬＡＬｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ．

２２２　盐酸溶液的干扰试验　将盐酸用ＢＥＴ水配
制成１ｍｏｌ·Ｌ－１储备液。

盐酸干扰预试验：将１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸储备液用
ＢＥＴ水制成摩尔浓度 ００２、００１、０００５、０００２、
０００１ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸系列溶液；取 ００１、０００５、
０００１ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸系列溶液作为Ａ液；取００２、
００１、０００２ｍｏｌ· Ｌ－１的盐酸溶液与 ４λ浓度
（２０ＥＵ·ｍＬ－１）的细菌内毒素标准品溶液等体积
混合，使成为含有２λ浓度内毒素（１０ＥＵ·ｍＬ－１）
的００１、０００５、０００１ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸系列 ＰＰＣ溶
液，作为 Ｂ液。各取０１ｍＬ加入到已复溶的两个
厂家的鲎试剂（λ为０５ＥＵ·ｍＬ－１）反应管内，每个
浓度平行２管；另取２管加入 ＢＥＴ水作为阴性对照
（ＮＣ），２管加入２λ浓度的内毒素标准品溶液作为
阳性对照（ＰＣ）。用λ为０５ＥＵ·ｍＬ－１的两个厂家
的鲎试剂与上述系列溶液进行反应，结果见表 ２。
预试验结果表明，０００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸对鲎试剂与
内毒素的凝集反应无干扰。

盐酸正式干扰试验：将１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸储备液
用ＢＥＴ水制成０００２、０００１ｍｏｌ·Ｌ－１溶液，细菌内
毒素标准品用 ＢＥＴ水制成 ４λ、２λ、λ、０５λ、０２５λ
浓度（２０、１０、０５、０２５、０１２５ＥＵ·ｍＬ－１）的溶
液。取 ０００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液作为 Ａ液；取

０００２ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液与４λ、２λ、λ、０５λ浓度的
内毒素标准品溶液等体积混合，使成为含有２λ、λ、
０５λ、０２５λ浓度内毒素的０００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶
液，作为Ｂ液；取２λ、λ、０５λ、０２５λ浓度的内毒素标
准品溶液作为Ｃ液。各取０１ｍＬ加入到已复溶的两
个不同厂家生产的鲎试剂（λ为０５ＥＵ·ｍＬ－１）反应
管内，Ａ液平行做２管，Ｂ液、Ｃ液每个浓度平行做４
管；另取细菌内毒素检查用水做 ２支阴性对照管
（ＮＣ）。计算Ｂ液和Ｃ液实测鲎试剂灵敏度，结果见
表３。结果表明，０００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸对鲎试剂与内
毒素的凝集反应无干扰。

２２３　０１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液对内毒素的影响　
盐酸回收干扰试验：将 １ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸储备液用
ＢＥＴ水制成０２ｍｏｌ·Ｌ－１溶液，细菌内毒素标准品
用ＢＥＴ水制成２００、１００、５０、２５ＥＵ·ｍＬ－１的溶液，
分别与０２ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸等体积混匀，得含有１００、
５０、２５、１２５ＥＵ·ｍＬ－１的０１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液，
再用ＢＥＴ水稀释１００倍，得含有２λ、λ、０５λ、０２５λ浓
度内毒素的０００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液。细菌内毒素标
准品用ＢＥＴ水制成２λ、λ、０５λ、０２５λ浓度的内毒素标
准品溶液，作为鲎试剂标示灵敏度的对照系列。取上

述系列溶液参照“２２２”进行干扰试验。因干扰试验
系列溶液的盐酸终浓度为０００１ｍｏｌ·Ｌ－１，在“２２２”

·７５１１·
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中已验证其无干扰作用，未设０００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸对
照组。结果见表４。盐酸回收干扰试验结果表明，将

内毒素加入０１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸中，反应终点浓度的几
何平均值均在０５λ～２０λ，无干扰作用。

表２　０００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液对细菌内毒素检查的干扰预试验结果
Ｔａｂ２　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｐｒｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆ０００１ｍｏｌ·Ｌ－１ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎｏｎｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ＬＡＬｌｏｔ

ｎｕｍｂｅｒ
Ｓｅｒｉｅｓ

ｃ（Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄ）／ｍｏｌ·Ｌ－１

００１ ０００５ ０００１
ＮＣ ＰＣ

２１０２１９３ Ａｌｉｑｕｉｄ －－ －－ －－ －－ ＋＋
Ｂｌｉｑｕｉｄ －－ －－ ＋＋

２１０３０５１ Ａｌｉｑｕｉｄ －－ －－ －－ －－ ＋＋
Ｂｌｉｑｕｉｄ －－ －－ ＋＋

注：Ａ－盐酸系列溶液；Ｂ－含２λ的盐酸系列溶液；ＮＣ－阴性对照管；ＰＣ－阳性对照管。

Ｎｏｔｅ：Ａ－ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄｓｅｒｉｅｓｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｂ－ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄｓｅｒｉｅｓｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ２λ；ＮＣ－ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｔｕｂｅ；ＰＣ－ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｔｕｂｅ

表３　０００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液对细菌内毒素检查的干扰试验结果
Ｔａｂ３　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆ０００１ｍｏｌ·Ｌ－１ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎｏｎｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ＬＡＬｌｏｔ

ｎｕｍｂｅｒ
Ｓｅｒｉｅｓ

Ｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／ＥＵ·ｍＬ－１

１０ ０５ ０２５ ０１２５
ＮＣ

Ａ

Ｌｉｑｕｉｄ

Ｍｅａｓｕｒｅｄｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

／ＥＵ·ｍＬ－１

２１０２１９３ Ｂｌｉｑｕｉｄ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－ ０５

Ｃｌｉｑｕｉｄ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－ ０５

２１０３０５１ Ｂｌｉｑｕｉｄ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－ ０５

Ｃｌｉｑｕｉｄ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－ ０５

注：Ａ－０００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸；Ｂ－干扰试验系列；Ｃ－鲎试剂标示灵敏度的对照系列；ＮＣ－阴性对照管。

Ｎｏｔｅ：Ａ－０００１ｍｏｌ·Ｌ－１ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄ；Ｂ－ｆｏｒｔｈｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｓｅｒｉｅｓ；Ｃ－ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｓｅｒｉｅｓｆｏｒＬＡＬｌａｂｅｌｉｎｇｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ；ＮＣ－ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｔｕｂｅ

表４　０１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液对内毒素的影响
Ｔａｂ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ０１ｍｏｌ·Ｌ－１ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎｏｎｅｎｄｏｔｏｘｉｎ

ＬＡＬｌｏｔ

ｎｕｍｂｅｒ
Ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｃｉｅｓ

Ｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／ＥＵ·ｍＬ－１

１０ ０５ ０２５ ０１２５
ＮＣ

Ｍｅａｓｕｒｅｄｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

／ＥＵ·ｍＬ－１

２１０２１９３ ０１ｍｏｌ·Ｌ－１ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－－－ －－ １０

ＢＥＴｗａｔｅｒ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ ０５

２１０３０５１ ０１ｍｏｌ·Ｌ－１ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－ ０５

ＢＥＴｗａｔｅｒ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ ０５

注：ＮＣ－阴性对照管。

Ｎｏｔｅ：ＮＣ－ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｔｕｂｅ

２２４　００５ｍｇ·ｍＬ－１肾上腺素的干扰试验　细
菌内毒素标准品用 ＢＥＴ水制成 ２００、１００、５０、
２５ＥＵ·ｍＬ－１的 溶 液，与 ３ 批 次 肾 上 腺 素
１０ｍｇ·ｍＬ－１的供试品溶液等体积混匀，得含有
１００、５０、２５、１２５ＥＵ·ｍＬ－１内毒素的５ｍｇ·ｍＬ－１

供试品溶液（盐酸的浓度为００５ｍｏｌ·Ｌ－１），再用
ＢＥＴ水稀释１００倍，得含有２λ、λ、０５λ、０２５λ浓度
内毒素的００５ｍｇ·ｍＬ－１供试品阳性对照溶液（盐
酸的浓度为００００５ｍｏｌ·Ｌ－１）。结果见表５。肾上
腺素原料药回收干扰确证试验结果表明，反应终点

浓度的几何平均值均在０５λ～２０λ，认为盐酸溶解
肾上腺素的过程对细菌内毒素检查无干扰作用。

２３　动态浊度法
２３１　标准曲线的可靠性试验　动态浊度法鲎

试剂灵敏度为 ０００５～１０ＥＵ·ｍＬ－１，细菌内毒
素标准品用 ＢＥＴ水制成 ３１２５、０６２５、０１２５、
００２５、０００５ＥＵ·ｍＬ－１的溶液。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，插入细菌内毒素检测仪内进行检测，

每浓度平行３管；同时用 ＢＥＴ水与鲎试剂反应作
为阴性对照，平行 ３管，反应温度为（３７±１）℃，
工作波长为 ６６０ｎｍ，预设吸光度为 ００２。结果
见 表 ６，计 算 得 标 准 曲 线 回 归 方 程 为

ＬｇＴ＝２８０３ＬｇＣ（Ｔ为反应时间，Ｃ为溶液中
细菌内毒素浓度），其相关系数 ｒ的绝对值为
０９９９，反应时间在４４７～３０７０ｓ，而阴性对照管
反应时间 ＞３５７０ｓ，因此标准曲线成立，可用于
细菌内毒素定量检查。
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表５　００５ｍｇ·ｍＬ－１肾上腺素溶液对细胞内毒素的干扰试验结果
Ｔａｂ５　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆ００５ｍｇ·ｍＬ－１ｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｎｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｔｅｓｔ
ＬＡＬｌｏｔ
ｎｕｍｂｅｒ

Ｌｏｔｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅ
ｔｅｓｔｐｒｏｄｕｃｔ

Ｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／ＥＵ·ｍＬ－１

１０ ０５ ０２５ ０１２５
Ｔｅｓｔ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ

ＮＣ
Ｍｅａｓｕｒｅｄｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
／ＥＵ·ｍＬ－１

２１０２１９３ ２０２０１１０１ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－－－ －－－－ －－ １０
２０２０１１０２ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－－－ －－－－ １０
２０２０１１０３ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－－－ －－－－ １０
ＢＥＴｗａｔｅｒ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ ／ ０５

２１０３０５１ ２０２０１１０１ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ －－－－ －－ ０５
２０２０１１０２ ＋＋＋＋ ＋＋＋ －－－－ －－－－ －－－－ ０５９
２０２０１１０３ ＋＋＋＋ ＋＋＋ －－－－ －－－－ －－－－ ０５９
ＢＥＴｗａｔｅｒ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ －－－－ －－－－ ／ ０５

注：ＮＣ－阴性对照管。

Ｎｏｔｅ：ＮＣ－ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｔｕｂｅ

表６　细菌内毒素动态浊度法标准曲线的可靠性试验结果。
ｎ＝３
Ｔａｂ６　Ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎ
ｄｏｔｏｘｉｎｄｙｎａｍｉｃｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｒｙ．ｎ＝３

Ａｄｐｌｕｓｅｎｄｏｔｏｘｉｎ

／ＥＵ·ｍＬ－１
Ｍｅａｎｒｅａｃｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ／ｓ

Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ／％

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ＞３５７０ －

０００５ ３０７０ ３２４

００２５ １７３９ １０７

０１２５ １０９６ ６１２

０６２５ ６８２ ６４７

３１２５ ４４７ ３１０

２３２　溶剂盐酸的干扰试验　将 １ｍｏｌ·Ｌ－１盐
酸储 备 液 用 ＢＥＴ水 制 成 ００２、００１、０００５、
０００２、０００１ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸系列溶液；取００１、
０００５、０００１ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸系列溶液作为Ａ液；
取００２、００１、０００２ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸溶液与２λｍ

浓度（０２５ＥＵ·ｍＬ－１）的细菌内毒素标准品溶液
等体积混合，使成为含有 λｍ浓度内毒素（０１２５
ＥＵ·ｍＬ－１）的 ００１、０００５、０００１ｍｏｌ·Ｌ－１的盐
酸系列 ＰＰＣ溶液，作为 Ｂ液。进行干扰试验：分别
取上述各液０１ｍＬ加到预先加有０１ｍＬ鲎试剂
的反应管内，混合均匀，采用细菌内毒素定量检测

仪检测，每浓度重复２管，检测条件同“２３１”项
下。测定结束后，按标准曲线回归方程分别计算

出盐酸溶液和含标准细菌内毒素 λｍ的盐酸溶液中
的细菌内毒素含量，计算回收率（Ｂ－Ａ）／０１２５×
１００％。结果见表 ７。干扰试验结果表明，００１、
０００５ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸加入内毒素后未测出，
０００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸加入内毒素后回收率为
５１％，因此认为００１、０００５ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸对鲎试
剂与内毒素的凝集反应有干扰，０００１ｍｏｌ·Ｌ－１盐
酸对鲎试剂与内毒素的凝集反应无干扰。

表７　不同浓度的盐酸对细菌内毒素干扰试验结果。ｎ＝２
Ｔａｂ７　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎｏｎｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎ．ｎ＝２

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｄｉｌｕｔｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄ／ｍｏｌ·Ｌ－１ Ｄｉｌｕｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ／ｔｉｍｅｓ Ｐｌｕｓｅｎｄｏｔｏｘｉｎ／ＥＵ·ｍＬ－１ Ｍｅａｓｕｒｅｄｅｎｄｏｔｏｘｉｎ／ＥＵ·ｍＬ－１ Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ／％ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％

００１ １００ ０ ＜０００５ －
０１２５ ＜０００５ － －

０００５ ２００ ０ ＜０００５ －
０１２５ ＜０００５ － －

０００１ １０００ ０ ＜０００５ －
０１２５ ００６３ ０４５ ５１

２３３　肾上腺素原料药回收干扰试验 最大有效稀
释浓度（ＭＶＣ）是指在试验中供试品溶液被允许达
到稀释的最大浓度，在不超过此稀释浓度下进行内

毒素限值的检测，用公式１确定ＭＶＣ。
ＭＶＣ＝λ１／Ｌ 公式（１）
式中，Ｌ为供试品的细菌内毒素限值，λ１为凝胶

法中鲎试剂标示灵敏度（ＥＵ·ｍＬ－１），或是在光度测
定法中所使用的标准曲线上最低的内毒素浓度。本

品细菌内毒素的限值为每１ｍｇ肾上腺素中含细菌内

毒素的量应小于 １０ＥＵ，鲎试剂灵敏度 λ１为
０．００５ＥＵ·ｍＬ－１，计算可得ＭＶＣ＝００００５ｍｇ·ｍＬ－１。
３批次肾上腺素原料药用０１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶解配
制为１０ｍｇ·ｍＬ－１溶液，用 ＢＥＴ水稀释 ２００倍得
００５ｍｇ·ｍＬ－１供试品溶液；细菌内毒素标准品用
ＢＥＴ水稀释至２５ＥＵ·ｍＬ－１，与１０ｍｇ·ｍＬ－１肾上
腺素溶液等体积混匀，得含有１２５ＥＵ·ｍＬ－１内毒
素的 ５ｍｇ·ｍＬ－１供试品溶液（盐酸的浓度为
００５ｍｏｌ·Ｌ－１），再用ＢＥＴ水稀释１００倍，得含有λｍ

·９５１１·
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浓度内毒素（０１２５ＥＵ·ｍＬ－１）的００５ｍｇ·ｍＬ－１供试
品阳性对照溶液（盐酸的浓度为００００５ｍｏｌ·Ｌ－１），
进行回收干扰试验。供试品溶液终浓度大于 ＭＶＣ，
盐酸终浓度小于最大无干扰浓度０００１ｍｏｌ·Ｌ－１。

结果 见 表 ８。回 收 干 扰 试 验 结 果 表 明，用
０１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸为溶剂，测定内毒素的回收率为
７４％～８０％，进一步确证供试品溶液用０１ｍｏｌ·Ｌ－１

盐酸溶解肾上腺素后，可进行细菌内毒素检查。

表８　肾上腺素原料药中细菌内毒素回收干扰试验结果。ｎ＝２
Ｔａｂ８　ＲｅｃｏｖｅｒｙｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌｅｎｄｏｔｏｘｉｎｉｎｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅＡＰＩ．ｎ＝２

Ｌｏｔｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅｔｅｓｔｐｒｏｄｕｃｔ Ｄｉｌｕｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ／ｔｉｍｅｓ Ｐｌｕｓｅｎｄｏｔｏｘｉｎ／ＥＵ·ｍＬ－１ Ｍｅａｓｕｒｅｄｅｎｄｏｔｏｘｉｎ／ＥＵ·ｍＬ－１ Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ／％ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％

２０２０１１０１ ２００ ０ ＜０００５ －
０１２５ ００９５ ０２９ ７６

２０２０１１０２ ２００ ０ ＜０００５ －
０１２５ ００１０ ４９９ ８０

２０２０１１０３ ２００ ０ ＜０００５ －
０１２５ ００９３ ０４４ ７４

３　讨　论
鲎试剂与内毒素的反应需在水溶液环境中进

行，难溶于水的原料药品则需要完全溶解才能确保

内毒素不被样品包裹，从而在稀释过程释放到 ＢＥＴ
水中，否则会产生假阴性的结果。肾上腺素原料药

不溶于水，因此寻找合适的溶剂是本研究的关键。

据溶解性考察结果，采用盐酸作为溶剂溶解肾上腺

素，再用ＢＥＴ水稀释后得到均一的供试品溶液。为
排除溶剂对细菌内毒素活性的影响，本研究通过凝

胶法和动态浊度法考察了盐酸的最大无干扰浓度，

并进行回收干扰试验。凝胶法和动态浊度法结果表

明盐酸最大无干扰浓度为０００１ｍｏｌ·Ｌ－１，盐酸溶
液浓度为０１ｍｏｌ·Ｌ－１时，细菌内毒素检查试验（凝
胶法）无干扰。

目前用于细菌内毒素检查凝胶法的市售鲎试剂

灵敏度范围多在０５～００３ＥＵ·ｍＬ－１，本研究选择
０５ＥＵ·ｍＬ－１灵敏度的鲎试剂，肾上腺素用 ０１
ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸配制成浓度的１０ｍｇ·ｍＬ－１再用ＢＥＴ
水进一步稀释至ＭＶＣ进行细菌内毒素干扰试验，能
覆盖目前市售鲎试剂灵敏度范围。结果表明肾上腺

素用０１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶解后制备成供试品溶液，
对细菌内毒素检查无干扰作用。为确保盐酸溶解样

品的方法能有效地排除干扰且不会使内毒素失去活

性，本研究将内毒素预先添加至含０１ｍｏｌ·Ｌ－１盐
酸的供试品溶液中再用ＢＥＴ水稀释至ＭＶＣ进行细
菌内毒素回收干扰试验，结果表明肾上腺素用０１
ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸制备成供试品溶液的过程对细菌内毒
素检查无干扰作用，回收率为７４％ ～８０％。因此，
拟定其细菌内毒素检查方法为：取供试品适量，加入

适量０１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸，旋混至完全溶解，制成浓度
为１０ｍｇ·ｍＬ－１的溶液，再用细菌内毒素检查用水
至少稀释２００倍，依法检查（２０２０年版《中国药典》

四部通则１１４３），每 １ｍｇ肾上腺素中含细菌内毒素
的量应小于１０ＥＵ。因不同实验室对盐酸浓度对内
毒素检测的影响结论不同，在使用该方法前应在各

自的实验室进行方法转移验证。

综上所述，本实验对肾上腺素原料药细菌内毒

素检查进行了方法学研究，建立了细菌内毒素检查

方法，可选择市售任意灵敏度的鲎试剂对本品进行

细菌内毒素检查。本研究探索了将不溶于水的肾上

腺素原料药用不同浓度盐酸溶解，再用 ＢＥＴ水稀释
建立了细菌内毒素检查法。同时考察了用溶剂盐酸

对细菌内毒素检查的影响，为该产品采用凝胶法进

行细菌内毒素检查提供了更多科学依据，并为难溶

性药物建立细菌内毒素检查法提供更多的参考。
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