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摘要   目的： 建立磷酸左奥硝唑酯二钠细菌内毒素的常规检测方法。方法：按《中华人民共和国药典》

2015年版通则1143细菌内毒素检查法进行。结果：在验证条件下，样品原液稀释至6.25 mg·mL-1时，对

细菌内毒素检查法无干扰作用。结论：建立的方法用于检查磷酸左奥硝唑酯二钠的细菌内毒素可行。
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Abstract   Objective:  To establish a conventional bacterial endotoxin testing method for levoornidazole 
phosphate disodium. Methods: The test method was carried out according to the bacterial endotoxin testing 
method of general rule 1143 in the Chinese Pharmacopoeia of 2015 edition. Results: Under the validation 
condition, the sample stock solution diluted to 6.25 mg·mL-1 did not interfere with the bacterial endotoxin 
testing. Conclusion: The established method can be used for bacterial endotoxin testing of levoornidazole 
phosphate disodium. 
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磷酸左奥硝唑酯二钠细菌内毒素检测方法验证

杨晨，谢益晖*，王贺，顾德周，王林（扬子江药业集团，泰州 225321）

奥硝唑为目前常用的抗厌氧菌药物，作为继

甲硝唑和替硝唑后的第三代抗厌氧菌感染药物，

疗效稳定，副作用小[1-2]。左奥硝唑作为奥硝唑的

单一对映体，与现有的奥硝唑相比，其副反应更

小[3]。但临床上使用的奥硝唑、左奥硝唑水溶性极

差，做成输液制剂时pH值在3.5左右（人体耐受pH

为4.0～9.0），患者用药时易产生静脉炎[4-5]，且

输液高温灭菌时会产生较高的毒性降解产物2-甲

基-5硝基咪唑[6]，临床用药安全性较差。磷酸左奥

硝唑酯二钠是对左奥硝唑进行化学结构修饰形成

的新的化合物[7-8]，药代动力学研究表明磷酸左奥

硝唑酯二钠在体内可以迅速分解为左奥硝唑[9]。磷

酸左奥硝唑酯二钠制备成静脉给药制剂时提高了

药物的水溶性，pH值为5.5左右，动物实验表明不

会产生静脉炎[10-11]，且杂质研究发现不会产生毒性

降解产物2-甲基-5硝基咪唑[12]。磷酸左奥硝唑酯二

钠为注射用磷酸左奥硝唑酯二钠的原料药，现根

据《中华人民共和国药典》（以下简称《中国药

典》）2015年版通则1143[13]对磷酸左奥硝唑酯二钠

进行细菌内毒素检查法的研究，为建立该品种的
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细菌内毒素检查法提供科学依据。

1   材料
1.1   仪器

TAL-40D型干式恒温器（湛江安度斯生物有限

公司）；IKA MS3型自动漩涡混合器（广州仪科实

验室技术有限公司）；FED400型干燥箱（德国宾

德公司）；XSE205DU型电子天平（梅特勒-托利

多公司）；其他器皿包括试管、微量移液器及微量

移液器配套的枪头（无热原）等。

1.2   药品与试剂

磷 酸 左 奥 硝 唑 酯 二 钠 （ 扬 子 江 药 业 集 团

江苏海慈生物药业有限公司，批号18011001、

18011101、18011201）；鲎试剂（湛江安度斯生

物有限公司，0.25 EU·mL-1，批号1901161；0.125 

EU·mL-1，批号1901212。福州新北生化工业有

限公司，0.25 EU·mL-1，批号18040712；0.125 

EU·mL-1，批号18090512；规格0.1 mL/支）；细

菌内毒素工作标准品（中国食品药品检定研究院，

批号150601-201885，规格80 EU/支）；细菌内毒

素检查用水（BET水，湛江安度斯生物有限公司，

批号1812210，规格50 mL/瓶）。

2   方法与结果
2.1   鲎试剂灵敏度复核试验

根据4批鲎试剂灵敏度的标示值（λ），将细

菌内毒素工作标准品用BET水溶解，置漩涡混合

器上混匀15 min，然后制成浓度为2 λ、1λ、0.5 λ和
0.25 λ 4个浓度的内毒素标准溶液，每稀释一步均

应在漩涡混合器上混合30 s，按《中国药典》2015

年版通则1143细菌内毒素检查法[5]复核本试验所用

鲎试剂的灵敏度，结果4批鲎试剂灵敏度的测定值

（λc）均在0.5 ~ 2.0 λ范围内，符合《中国药典》规

定，可用于细菌内毒素检查，详见表1和表2。

表 1   鲎试剂灵敏度复核结果（0.25 EU·mL-1）

批号
内毒素浓度

NC λc/（EU·mL-1）
0.5 EU·mL-1 0.25 EU·mL-1 0.125 EU·mL-1 0.0625 EU·mL-1

1901161 ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢ ﹣﹣﹣﹣ ﹣﹣﹣﹣ ﹣﹣ 0.25

18040712 ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢ ﹣﹣﹣﹣ ﹣﹣﹣﹣ ﹣﹣ 0.25

表 2   鲎试剂灵敏度复核结果（0.125 EU·mL-1）

批号
内毒素浓度

NC λc/（EU·mL-1）
0.25 EU·mL-1 0.125 EU·mL-1 0.0625 EU·mL-1 0.0312 EU·mL-1

1901212 ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢ ﹣﹣﹣﹣ ﹣﹣ 0.0625

18090512 ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢ ﹣﹣﹣﹣ ﹣﹣﹣﹣ ﹣﹣ 0.125

2.2   供试品最大有效稀释倍数（MVD）的确定

根据细菌内毒素检查法（《中国药典》2015

年版二部附录Ⅺ E），L=K/M，K为人每千克体重

每小时最大可接受的内毒素剂量，M为人用每千克

体重每小时的最大供试品剂量。本品制成注射剂

规格为0.2 g/支，临床用药量为每日8支，使用方式

为静脉滴注，给药时间为1~2 h，故拟使用日剂量

为1600 mg·h-1。则K=5 EU/（kg·h），供试品每

平方米体表面积剂量乘以0.027即可转换为每千克

体质量（M），人体表面积按1.62 m2计算，L=0.19 

EU·mg-1。为保证用药安全，本企业对细菌内毒

素限值严格控制，至计算值的1/5，确定磷酸左奥

硝唑酯二钠的细菌内毒素限值为每1 mg中含有内毒

素的量应小于0.04 EU。

称取供试品适量，加BET水溶解，配成初始浓

度c=50 mg·mL-1的供试品溶液，按《中国药典》
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2015年版通则1143细菌内毒素检查法[5]的规定，

MVD=cL/λ，计算各灵敏度鲎试剂对应的样品最

大有效稀释倍数：MVD0.25=8（6.25 mg·mL-1）、

MVD0.125=16（3.125 mg·mL-1）、MVD0.06=32

（1.562 mg·mL-1）、MVD0.03=64（0.781 mg·mL-1）；

在不超过对应MVD的稀释倍数下进行细菌内毒素

检查。

2.3   预干扰试验

用灵敏度为 0.25 EU·mL-1的鲎试剂，对不超

过64倍稀释（即不低0.781 mg·mL-1）的不同浓度

的供试品溶液进行干扰预试验，以确定样品的不

干扰浓度。称取磷酸左奥硝唑酯二钠242.30 mg，

批号：18011001，加4.85 mL BET水溶解，配成初

始浓度c=50 mg·mL-1的供试品溶液，再将供试品

溶液稀释至不超过MVD的一系列稀释倍数，分别

为8倍、16倍、32倍、64倍，得一系列稀释浓度：

c1=6.25 mg·mL-1，c2=3.125 mg·mL-1，c3=1.562 

mg· mL-1，c4=0.781 mg·mL-1。对这些浓度的供

试品溶液进行细菌内毒素检测预干扰试验，将供试

品溶液记作NPC，供试品阳性对照溶液记作PPC，

同时做2支阳性对照管PC及2支阴性对照管NC，结

果见表3。

由表3结果可知，供试品溶液（原液）的稀释

浓度在0.781~6.25 mg·mL-1时，对鲎试剂与细菌内

毒素反应无干扰作用，且试验结果有效。则可选用

灵敏度不低于0.25 EU·mL-1的鲎试剂进行正式干

扰试验。

2.4   干扰试验

根据预干扰试验结果，选用灵敏度为0.125 

EU·mL-1的鲎试剂进行正式干扰试验。称取3个

批号的磷酸左奥硝唑酯二钠，加BET水溶解得初

始浓度c=50 mg·mL-1的供试品溶液，再用BET

水稀释至对内毒素检测无干扰浓度的供试品溶液

c=6.25 mg·mL-1。将细菌内毒素标准品用 BET

水逐步配制成5个浓度的标准品溶液，即4 λ（0.5 

EU·mL-1）、2 λ（0.25 EU·mL-1）、λ（0.125 

EU·mL-1）、0.5 λ（0.0625 EU·mL-1）、0.25λ
（0.0312 EU·mL-1）。按细菌内毒素检查法进行

干扰试验，结果见表4。

由表4结果可知，平行3批次干扰试验中，阴

性对照溶液NC、供试品溶液NPC的所有平行管均

为阴性；两个厂家鲎试剂标示灵敏度对照系列的结

果λc在0.5 λ~2 λ之间（包括0.5 λ和2 λ），符合鲎试

剂灵敏度复核实验要求，试验有效。两个厂家鲎试

剂干扰试验系列的结果Et在0.5 λ~2 λ之间（包括0.5 

λ和2 λ），符合规定。说明供试品溶液稀释至6.25 

mg·mL-1时，采用灵敏度λ为0.125 EU·mL-1的鲎

试剂进行试验无干扰，可用于细菌内毒素检查。

表 3   样品预干扰试验结果

厂家 鲎试剂批号
供试液

名称

供试品浓度

PC NC6.25 mg·

mL-1

3.125 mg·

mL-1

1.562 mg·

mL-1

0.781 mg·

mL-1

湛江安度斯生

物有限公司
1901161

NPC ﹣﹣ ﹣﹣ ﹣﹣ ﹣﹣
﹢﹢ ﹣﹣

PPC ﹢﹢ ﹢﹢ ﹢﹢ ﹢﹢

福州新北生化

工业有限公司
18040712

NPC ﹣﹣ ﹣﹣ ﹣﹣ ﹣﹣
﹢﹢ ﹣﹣

PPC ﹢﹢ ﹢﹢ ﹢﹢ ﹢﹢
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表 4   样品干扰试验结果

鲎试剂

批号
供试品批号

内毒素浓度

NPC NC
λc，Et /

（EU·mL-1）
0.25 EU·

mL-1

0.125 EU·

mL-1

0.0625 EU·

mL-1

0.0312 EU·

mL-1

1901212

BET 水 ﹢﹢ ﹢﹢ ﹢﹣ ﹣﹣
﹣﹣ ﹣﹣

λc=0.0884

18011001 ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢ ﹣﹣﹣﹣ ﹣﹣﹣﹣ Et=0.125

BET 水 ﹢﹢ ﹢﹢ ﹢﹢ ﹣﹣
﹣﹣ ﹣﹣

λc=0.0625

18011101 ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢ ﹣﹣﹣﹣ ﹣﹣﹣﹣ Et=0.125

BET 水 ﹢﹢ ﹢﹢ ﹢﹢ ﹣﹣
﹣﹣ ﹣﹣

λc=0.0625

18011201 ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢ ﹣﹣﹣﹣ ﹣﹣﹣﹣ Et=0.125

18090512

BET 水 ﹢﹢ ﹢﹢ ﹣﹣ ﹣﹣
﹣﹣ ﹣﹣

λc=0.125

18011001 ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢ ﹣﹣﹣﹣ ﹣﹣﹣﹣ Et=0.125

BET 水 ﹢﹢ ﹢﹢ ﹣﹣ ﹣﹣
﹣﹣ ﹣﹣

λc=0.125

18011101 ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢ ﹣﹣﹣﹣ ﹣﹣﹣﹣ Et=0.125

BET 水 ﹢﹢ ﹢﹢ ﹣﹣ ﹣﹣
﹣﹣ ﹣﹣

λc=0.125

18011201 ﹢﹢﹢﹢ ﹢﹢﹢﹢ ﹣﹣﹣﹣ ﹣﹣﹣﹣ Et=0.125

表 5   样品细菌内毒素检查结果

鲎试剂批号 供试品批号 供试品浓度 /（mg·mL-1） NPC PPC PC NC

1901212

18011001 6.25 ﹣﹣ ﹢﹢ ﹢﹢ ﹣﹣

18011101 6.25 ﹣﹣ ﹢﹢ ﹢﹢ ﹣﹣

18011201 6.25 ﹣﹣ ﹢﹢ ﹢﹢ ﹣﹣

18090512

18011001 6.25 ﹣﹣ ﹢﹢ ﹢﹢ ﹣﹣

18011101 6.25 ﹣﹣ ﹢﹢ ﹢﹢ ﹣﹣

18011201 6.25 ﹣﹣ ﹢﹢ ﹢﹢ ﹣﹣

λc=log-1（∑Xs/2）、Et=log-1（∑Xt/4）。

其中：Xs，Xt分别为鲎试剂标示灵敏度对照溶

液和干扰试验溶液的反应终点浓度的对数值。

2.5   样品细菌内毒素检查

称取3个批号的供试品，加BET水溶解，配成

50 mg·mL-1的供试品溶液。分别再用BET水稀释8

倍，使用λ为0.125 EU·mL-1的鲎试剂（湛江安度

斯生物有限公司），按所建立方法进行细菌内毒素

检查，结果见表5。



中国药事  2019 年 8 月  第 33 卷  第 8 期948

CHINESE PHARMACEUTICAL AFFAIRS zhgysh

由表5结果可知，阴性对照溶液NC的平行管

都为阴性，阳性对照溶液PC的平行管都为阳性，

供试品阳性溶液PPC的平行管都为阳性时，试验有

效。供试品溶液NPC的平行管都为阴性，供试品符

合规定。 

3   讨论
细菌内毒素检查法作为替代热原检查法的一

种检测方法，具有简便、灵敏、快速、准确等优

点[14-15]。通过预干扰试验可以分析不同样品质量浓

度对鲎试剂与细菌内毒素凝集反应的干扰程度，初

步筛选出对内毒素反应无干扰作用的浓度范围[16]。

而后通过干扰试验，对筛选出的无干扰质量浓度

进行进一步确认[17-18]。为了证实该浓度下，不同

厂家的鲎试剂均能对本样品进行检测，本试验采

用两个不同厂家的鲎试剂（λ=0.125 EU·mL-1）

对3 个批次的样品进行试验[19-20]。本次试验结果表

明，磷酸左奥硝唑酯二钠制备成供试品溶液并稀释

至6.25 mg·mL-1及以下浓度后，用灵敏度为0.125 

EU·mL-1的鲎试剂进行检查，无干扰作用。因

此，磷酸左奥硝唑酯二钠用凝胶法进行细菌内毒素

检查，方法可行。
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