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注射用单磷酸阿糖腺苷为抗脱氧核糖核酸（DNA）病毒

药，主要用于肝炎、口腔炎、皮炎、脑炎及巨细胞病毒性视网膜

炎方面疾病的治疗，在临床上有着广泛的应用，是继干扰素之

后治疗乙肝病毒销量最大的药物[1]。目前在国家药品标准中

该品种只有热原检查项[2]，细菌内毒素检查方面的研究尚未见

相关文献发表。细菌内毒素检查相比热原检查法更方便、快

捷且便于标准化。为了加强该品种的质量控制，提高国家药

品标准，笔者对注射用单磷酸阿糖腺苷的细菌内毒素检查法

的可行性进行了研究。

1 材料
1.1 仪器

DC-3A型干式恒温器（南京三爱斯技术开发有限公司）；

ZH-2漩涡混合器（天津大学无线电厂）。

1.2 药品与试剂

注射用单磷酸阿糖腺苷（国内A公司，批号：20130304，规

格：每支0.1 g；国内B公司，批号：1209035，规格：每支0.1 g；国

内 C 公司，批号：1308263B，规格：每支 0.1 g；国内 D 公司，批

号：20110301，规格：每支0.2 g；国内E公司，批号：130902-1，规

格：每支 0.2 g）；鲎试剂（湛江安度斯生物有限公司，批号：

1202101，规格：每支0.5 ml，灵敏度：0.25 EU/ml；湛江博康海洋

生物有限公司，批号：1203190，规格：每支0.5 ml，灵敏度：0.25

EU/ml）；细菌内毒素工作标准品（以下简称 WSE，批号：

150601-201069，效价：每支120 EU）、细菌内毒素检查用水（以

下简称BET水，批号：2010-1，规格：每支10 ml）均来源于中国

食品药品检定研究院。

2 方法与结果
2.1 鲎试剂标示灵敏度（λ）的复核

根据鲎试剂灵敏度的标示值（0.25 EU/ml），将 WSE 用

BET水溶解，制成 0.5、0.25、0.125、0.06 EU/ml 4个浓度的内毒

素标准溶液。取分装有 0.1 ml鲎试剂的试管 18支，其中 16管

分别加入0.1 ml不同浓度内毒素标准溶液，每个浓度平行做4

管，另取2管加0.1 ml BET水作为阴性对照，37 ℃保温60 min，

取出后轻轻旋转180°，以凝胶从管壁不脱落为阳性、脱落为阴

性判断结果。根据鲎试剂灵敏度测试值（λc）公式：λc＝antilg

（∑X/4），计算其为 0.25 EU/ml[X 为反应终点浓度的对数值

（lg），反应终点浓度指系列递减的内毒素浓度中最后一个呈阳

性结果的浓度]，结果表明λc在0.5 λ～2 λ（0.125～0.5 EU/ml）之

间，符合试验要求。

2.2 样品内毒素限值（L）的确定

按照《中国药典》相关方法[3]，L的计算公式：L＝K/M，注射

剂的K为5 EU/（kg·h），M为人用每千克体质量每小时的最大

供试品剂量。人均体质量按 60 kg计算。参照该药品使用说

明书[4]，本品成人一次最大给药剂量为 10 mg/kg，给药时间按

照每小时来计算，则 M＝10 mg/（kg·h），L＝0.5 EU/mg。因此，

本品采用0.5 EU/mg的限值来进行细菌内毒素研究。

2.3 样品预干扰试验

分别取样品 1瓶，加BET水 1 ml，制成 100 mg/ml的溶液，

目前市售的鲎试剂灵敏度在0.5 EU/ml（λmax）～0.03 EU/ml（λmin）

之间，可以计算样品的最大有效稀释倍数MVD0.5～0.03＝cL/λ＝

1～16倍，然后分别制成100、50、25、12.5、6.25 mg/ml的供试品

溶液作为阴性供试品（NPC）系列溶液。根据采用的鲎试剂的

灵敏度分别添加 0.5 EU/ml 的细菌内毒素，制成供试品阳性
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（PPC）系列溶液，用λ为 0.25 EU/ml的鲎试剂，分别与 5个系列

溶液反应，各重复2管。同时用BET水加0.25 EU/ml鲎试剂制

成阴性对照（NC）各 2管和用 0.5 EU/ml 的细菌内毒素加 0.25

EU/ml 鲎试剂制成阳性对照（PC）各 2管，进行样品预干扰试

验[4-6]，结果见表 1（表中“+”表示阳性，“-”表示阴性，“/”表示

未做；1203190批鲎试剂结果同 1202101批，故结果略，其余

表同）。

表1 预干扰试验结果

Tab 1 Results of preliminary interference test
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从上述结果可知，样品稀释至50 mg/ml时，不再对试验产

生干扰。

2.4 供试品正式干扰试验

使用鲎试剂，对质量浓度为 50 mg/ml的供试品溶液进行

正式干扰试验：用供试品溶液及BET水分别稀释WSE，制备成

内毒素浓度分别为0.5、0.25、0.125、0.06 EU/ml的系列溶液，分

别取0.1 ml加入到已复溶的2个厂家鲎试剂管内，每个浓度平

行4管。另取供试品溶液制备4支NC管，结果见表2。

表2 干扰试验结果

Tab 2 Results of interference test

批号
鲎试剂

1202101

样品
BET水

20130304

1209035

1308263B

20110301

130902-1
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/
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/
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0.5

0.5

0.5

0.5

Et/Es

/

1
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结果

符合规定
无干扰
无干扰
无干扰
无干扰
无干扰

表中Es为BET水制成的内毒素溶液的反应终点浓度的几

何平均值，Es＝antilg（∑Xs/4），Xs为阳性对照（PC）系列溶液的

反应终点浓度的对数值（lg）；Et为供试品溶液制成的内毒素溶

液的反应终点浓度几何平均值，Et＝antilg（∑Xt/4），Xt为供试品

阳性对照（PPC）系列溶液的反应终点浓度的对数值（lg）。

由表 2结果可见，5个厂家 5个批号供试品溶液在质量浓

度为 50 mg/ml 时对 2个厂家的鲎试剂干扰试验结果为：Es在

0.5 λ～2.0 λ（包括0.5 λ和2.0 λ），Et在0.5 Es～2.0 Es（包括0.5 Es

和 2.0 Es），表明该供试品溶液在≤50 mg/ml 质量浓度的情况

下，对细菌内毒素的凝集反应无干扰。

2.5 样品细菌内毒素检查

取 5 个批号样品，用鲎试剂λ为 0.25 EU/ml，以 L 为 0.5

EU/mg，按照细菌内毒素检查法[4]进行操作和结果判断，结果

供试品管、PPC管、PC管和NC管的试验结果见表3。

表3 样品细菌内毒素检查结果

Tab 3 Results of endotoxin detection test of sample
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由表 3结果可见，5个批号样品采用 2个厂家鲎试剂进行

细菌内毒素检查，结果均小于限值（0.5 EU/mg），表明可采用此

限值进行注射用单磷酸阿糖腺苷的细菌内毒素检查。

3 讨论
细菌内毒素检查法系利用鲎试剂来检测或量化由革兰阴

性菌产生的细菌内毒素，以判断供试品中的细菌内毒素限量

是否符合规定的一种方法。鲎试剂与样品中的细菌内毒素产

生凝聚反应时，受到多种因素的影响，如供试品的浓度、离子

强度、反应温度、辅料等，因此在进行鲎试剂检查供试品内毒

素时，需要进行干扰试验。

干扰试验的预试验是筛选供试品不干扰鲎试剂与细菌内

毒素凝聚反应的最大浓度，正式试验是对此浓度进行确证。

在本次预试验中，发现样品质量浓度为100 mg/ml时有部分鲎

试剂与细菌内毒素的凝聚反应出现阴性结果，在 50 mg/ml时

所有的反应均为阳性，因此正式试验中选用供试品的质量浓

度为50 mg/ml。

注射用单磷酸阿糖腺苷一般由单磷酸阿糖腺苷、甘露醇

和氢氧化钠组成，但不同厂家的原辅料来源和生产工艺不同，

可能会对试验造成影响，因此在试验中选用2个厂家的鲎试剂

和5个厂家的供试品，基本排除了这种因素的干扰。

本次试验结果表明，注射用单磷酸阿糖腺苷的供试品溶

液稀释至50 mg/ml质量浓度时对鲎试剂和细菌内毒素的凝聚

反应没有干扰作用。因此，注射用单磷酸阿糖腺苷采用 L为

0.5 EU/mg进行细菌内毒素检查是可行的。本试验结论对于

提高国家药品标准，即将其中的家兔热原法修订为细菌内毒

素检查法提供了科学依据。
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