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清开灵注射液、复方半边莲注射液、茵栀黄注射液、

双黄连注射液这 4种中药注射液均具有清热解毒功效，

临床疗效显著[1-8]。但随着其在临床应用的日益广泛，不

良反应报道也明显增加[9-11] 。目前，仅清开灵注射液收

载在2015年版《中国药典》（一部）中，其余3种分别收载

在《国家中成药标准汇编：中成药地方标准上升国家标

准部分：眼科 耳鼻喉科 皮肤科 分册》（复方半边莲注

射液）、国家食品药品监督管理局国家药品标准

WS3-B-2104-96-2010（双黄连注射液）和WS3-B-2736-97

（茵栀黄注射液）中。这4种中药注射液的热原检查方法

均为家兔热原法，该方法为限量方法，灵敏度较低，重现

性不好。同时这4种均有清热作用，有内毒素污染时家

兔升温可能会受药品本身药理作用的影响，即其升温作

用可能被一定程度地抑制，从而影响热原物质的检查。

细菌内毒素检查法具有高灵敏度、稳定性好、可定量检

测等优点，可以更科学地反映该类药物内毒素的污染

情况。

细菌内毒素是革兰氏阴性细菌细胞壁的脂多糖成

分，极微量（1～5 ng/kg）的内毒素进入人体即可引起发

热反应[12]；大剂量的细菌内毒素可引起机体发生内毒素

休克、弥散性血管内凝血、多器官衰竭等反应甚至死
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摘 要 目的：建立定量检测 4种清热解毒类中药注射液中细菌内毒素的试验方法。方法：采用动态显色法，测定温度为（37±

0.5）℃，检测波长为405 nm，预设吸光度（A）值为0.1，反应时间为3 600 s。依据2015年版《中国药典》（四部）通则细菌内毒素检查

法中的光度测定法及其指导原则，进行标准曲线可靠性试验和干扰试验，确定4个品种（清开灵注射液、复方半边莲注射液、茵栀

黄注射液、双黄连注射液）的最大不干扰浓度并进行细菌内毒素定量检测。结果：可靠性试验中标准曲线的相关系数 r为0.999；清

开灵注射液、复方半边莲注射液、茵栀黄注射液、双黄连注射液分别在原液200、125、75、12.5倍及以下稀释倍数时对鲎试剂检测无

干扰作用；干扰试验中回收率均在50％～200％；样品中细菌内毒素含量分别小于1.66、1.04、0.62、0.104 EU/mL，均低于各样品规

定的限值。结论：采用动态显色法可检测这4种中药注射液的细菌内毒素，且方法简单快捷，结果稳定可靠。
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Zhengzhou 450001，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To set up the method for quantitative determination of bacterial endotoxin in 4 kinds of heat-clearing

and detoxifying TCM injections. METHODS：The kinetic chromogenic assay （KCA） method was used. The determination

conditions included detection temperature（37±0.5）℃，detection wavelength 405 nm，preset absorbance（A）0.1，and reaction

time 3 600 s. According to photometry method and guidance principle general rule of bacterial endotoxin test in 2015 edition of

Chinese Pharmacopoeia（part Ⅳ），reliability test and interference test of standard curve were conducted. The non-interference

concentration of 4 type （Qingkailing injection，Compound Banbianlian injection，Yinzhihuang injection and Shuanghuanglian

injection）was determined and quantitative determination of bacterial endotoxin was also conducted. RESULTS：The correlation

coefficient r of standard curve was 0.999. Qingkailing injection，Compound Banbianlian injection，Yinzhihuang injection and

Shuanghuanglian injection didn’t interfere with the detection of tachypleus amebocyte lysate in 200，125，75 and 12.5 times and

below dilution times respectively. The recoveries were 50％-200％，and the contents of bacterial endotoxin in samples were 1.66，

1.04，0.62，0.104 EU/mL，which were all lower than the limits of samples. CONCLUSIONS：KCA is suitable for the detection of

bacterial endotoxin in 4 kinds of TCM injections. The method is simple，convenient，stable and reliable.

KEYWORDS Kinetic chromogenic assay；Heat-clearing and detoxifying；TCM injection；Bacterial endotoxin；Interference test
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亡 [13-15]。故注射液中应严格控制细菌内毒素含量，以保

证注射液的安全性。中药材由于生长、储存、运输、生产

过程的特殊性，易受到微生物污染，加之细菌内毒素本

身具有水溶性、耐热性、吸附性及不挥发性等性质[16]，使

中药注射液中的细菌内毒素去除有一定难度，故对中药

注射液内毒素检测方法的灵敏性和可靠性要求更高。

动态显色法（Kinetic chromogenic assay，KCA）是光度测

定法中显色基质法中的一种方法，是根据游离的对硝基

苯胺的吸光度变化率与细菌内毒素浓度成正比关系，或

反应混合物的吸光度到达事先设定的反应液吸光度变

化值所需要时间的对数值与细菌内毒素浓度的对数值

成反比关系而进行测定的一种方法。该方法灵敏度高、

适用性强、操作简便，可批量检测故能节约时间和成

本。本研究采用KCA对上述 4种清热解毒类中药注射

液的细菌内毒素含量进行检测，以建立4种中药注射液

中细菌内毒素的定量检测方法。

1 材料

1.1 仪器

Multiskan FC型内毒素仪（赛默飞世尔科技公司）；

BioProde 生物探针5.2（湛江安度斯生物有限公司）；2H-2

BLENDER涡旋振荡混合器（天津药典标准仪器厂）。

1.2 药品与试剂

清开灵注射液（河南省神农药业有限公司，批号：

1608041、16071102、16040401，规格：10 mL/支）；复方半

边莲注射液（河南同源制药有限公司，批号：161201、

170401、170701，规格：2 mL/支）；茵栀黄注射液（神威药

业集团有限公司，批号：170611D1、170612D2、170613D3，

规格：10 mL/支）；双黄连注射液（河南福森药业集团有

限公司，批号：1602021、1604363、1604413，规格：20

mL/支）；细菌内毒素工作标准品（CSE，批号：150601-

201783，规格：80 EU/支）、细菌内毒素检查用水（BET

水，批号：160001-201704，规格：5 mL/支）均来源于中国

食品药品检定研究院；KCA 鲎试剂（批号：1604220，规

格：0.35 mL/支，定量范围：20～0.01 EU/mL）、细菌内毒

素检查反应板（批号：1510080）均来源于湛江安度斯生

物有限公司。

2 方法

2.1 供试品细菌内毒素限值的确定

细菌内毒素限值（L）＝K/M，K 为人每千克体质量

每小时可接受的最大细菌内毒素剂量，注射剂 K＝5

EU/（kg·h）。首先去除稀释液的最大允许细菌内毒素含

量（K0），供试品的Ks＝K－K0；M为人每千克体质量每小

时可接受的最大供试品剂量，以mL/（kg·h）表示。按供

试品说明书规定，取每日人用最大体积V进行计算，人

均体质量按60 kg计算，假设供试品用250 mL葡萄糖注

射液或氯化钠注射液稀释，则给药时间按1 h计算，M＝

V/（60×1）。根据2015年版《中国药典》（四部）规定[17]，由

于药物使用途径不同，为保证安全用药，药品的L确定为

计算值的 1/2～1/3，故本文一律取计算值的 1/3作为各

供试品的L。通过各品种的药品说明书计算得清开灵注

射液、复方半边莲注射液、茵栀黄注射液、双黄连注射液

的L分别为2.0、5.0、3.0、1.0 EU/mL。

2.2 标准曲线可靠性试验

参照KCA鲎试剂说明书，按 2015年版《中国药典》

（四部）方法操作[17]。取 CSE 1支，加 BET 水 800 μL，涡

旋振荡 15 min；取适量，用 BET 水稀释成 1.0、0.1、0.01

EU/mL 3个浓度，同时设阴性对照管。另取 KCA 鲎试

剂，加 0.35 mL BET 水，充分溶解。取上述 CSE 系列浓

度溶液及鲎试剂溶液各25 μL，加至反应板上，每个浓度

均平行设立3孔，阴性对照平行设立2孔。采用KCA，吸

光度（A）测定条件：温度（37±0.5）℃；检测波长405 nm；

预设A值0.1，反应时间（T）3 600 s，仪器自动以T的对数

值（lgT）为横坐标，以质量浓度（c）的对数值（lgc）为纵坐

标，绘制标准曲线，计算相关系数（r）。

2.3 供试品干扰试验

2.3.1 细菌内毒素系列溶液（C溶液） 标准曲线可靠性

试验中的 1.0、0.1、0.01 EU/mL 3个浓度的CSE溶液，分

别记为E1.0、E0.1、E0.01。

2.3.2 供试品溶液（A 溶液）的稀释 在不超过最大稀

释倍数（MVD）下用BET水对供试品进行稀释，制成2倍

稀释的4个系列浓度的溶液，记为S1、S2、S3、S4。

2.3.3 供试品阳性对照溶液（B 溶液）的制备 将 0.1

EU/mL浓度的细菌内毒素设为λm。取 S1倍稀释的供试

品与等量的 0.2 EU/mL CSE溶液混合，即得到S2倍供试

品稀释液中含有浓度为 0.1 EU/mL的细菌内毒素，记为

S2T0.1。同样制备S1T0.1、S3T0.1、S4T0.1一系列的供试品阳性

溶液。

2.3.4 与KCA鲎试剂反应 取A、B、C溶液与KCA鲎

试剂各25 μL，加至反应板上，每个浓度均平行设立2孔，

BET水作为阴性对照（即D溶液），平行设立2孔。依照

“2.2”项下条件测定。按照标准曲线所得回归方程计算

各供试品溶液和含标准细菌内毒素溶液的细菌内毒素

含量 ct和 cS，按下式计算该试验条件下的回收率（R）。

R＝（cS － ct）/λ m × 100％，无干扰浓度下回收率应在

50％～200％之间。

2.4 供试品细菌内毒素含量测定

依据干扰试验所得供试品无干扰浓度，对供试品进

行检测，计算供试品细菌内毒素含量，以EU/mL表示，并

进行样品细菌内毒素回收率测定。

3 结果

3.1 标准曲线的可靠性

根据 2015年版《中国药典》（四部）[17]及鲎试剂使用
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说明书对光度测定法的规定：标准曲线的 r的绝对值≥

0.980，阴性对照的T大于标准曲线最低浓度（c）的T，反

应重复管的变异系数（CV）≤10％。将标准曲线进行线

性回归，得到回归方程为 lgT＝2.842 4－0.351lgc，│r│＝

0.999，阴性对照的T＞3 600 s（标准曲线最低点反应的T

为 3 397.5 s），反应重复管的CV 均≤10％。可见，标准

曲线试验成立，表明试验有效。KCA标准曲线的可靠性

试验结果见表1。

表1 KCA标准曲线的可靠性试验结果（n＝3）

Tab 1 Results of reliability test of standard curve by

KCA（n＝3）

细菌内毒素浓度，EU/mL

0（阴性对照）

0.01

0.1

1.0

T，s

＞3 600

3 397.5

1 477.5

672.5

细菌内毒素实测值，EU/mL

＜0.008 3

0.009 79

0.104 41

0.978 63

CV，％
0

1.98

0.34

0.95

3.2 供试品干扰试验结果

清开灵注射液、复方半边莲注射液、茵栀黄注射液、

双黄连注射液分别在200、125、75、12.5倍及以下浓度时

回收率在 50％～200％，表明在该稀释倍数下不存在增

强或抑制的干扰作用。因此，可以确定 4种注射液的最

大无干扰浓度分别为200、125、75、12.5倍。12批供试品

干扰试验结果见表2。

3.3 供试品中细菌内毒素的测定

使用系列浓度溶液生成的标准曲线（曲线方程

lgT＝2.842 4－0.351lgc，r＝0.999）分别计算 4个品种 A

溶液最大无干扰浓度下的细菌内毒素含量。结果，各组

平行管细菌内毒素含量的 CV 均＜10％；供试品管的 T

均＞3 600 s；在最大无干扰浓度下各样品细菌内毒素含

量实测值均＜0.008 3 EU/mL，表明清开灵注射液、复方

半边莲注射液、茵栀黄注射液、双黄连注射液原液细菌

内毒素含量分别＜1.66、1.04、0.62、0.104 EU/mL，均不超

过各品种规定的细菌内毒素限值。

4 讨论

清开灵注射液是在传统古方安宫牛黄丸基础上研

制而成的中药复方制剂，为临床常用的中药注射剂之一，

用于治疗上呼吸道感染[1]、肺炎、高烧，具有解热作用[2]，

能有效抑制细菌内毒素等致热原引起的家兔发热反

应。复方半边莲注射液由半边莲、半枝莲、白花蛇舌草

组成，所含化学成分主要为山梗菜碱、山梗菜酮碱、黄酮

苷和皂苷等，具有清热、利水、消肿、解毒等作用[3]。茵栀

黄注射液是由茵陈提取物、栀子提取物、黄芩苷、金银花

提取物等提取物制成的中药注射剂，具有清热、解毒、利

湿、退黄的功效[4]，临床用于肝胆湿热、面目悉黄、胸胁

胀痛、恶心呕吐、小便黄赤，急性、迁延性、慢性肝炎等属

上述证候者。双黄连注射液由金银花、黄芩、连翘等药

材组成，具有抑菌、抗炎、抗病毒、增强肌体免疫功能等

清开灵注射液

复方半边莲注射液

茵栀黄注射液
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500

300

16080401
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0.1
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0.1
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0.1
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250
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37.5
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150
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＞3 600

1 913

＞3 600

1 838

＞3 600

1 731

＞3 600

1 552

＞3 600

1 846

＞3 600
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＞3 600
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＞3 600

1 473
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1 832

＞3 600

2 037
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0.43

0

0.29

0

0.88

0

0.78

0

0.83

0

5.62

0

6.72

0

3.92

0

2.19

0

1.2

0

5.64

0

0.1

0

5.97

0

0.15

0

8.1

0

1.91

0

2.68

0

1.6

0

1.92

0

3.63

0

3.8

0

8.42

供试品名称
MVD（以λ=0.01

EU/mL计）
供试品
批号

标准细菌内毒
素浓度，EU/mL

稀释
倍数

平均T，s
回收
率，％

CV，
％

表2 12批供试品干扰试验结果（n＝2）

Tab 2 Results of interference tests of 12 batches of

samples（n＝2）
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药理作用，同时对流感病毒、呼吸道合胞病毒等感染有

拮抗作用，用于外感风热所致发热、咳嗽、咽痛、上呼吸

道感染、轻型肺炎、急性腭扁桃体炎等[5-6]。近年来双黄

连注射液已成为中医医院治疗上呼吸道感染性疾病的

首选药物之一[7-8]。

自二十世纪八九十年代起，中药抗细菌内毒素的作

用开始引起广大学者的重视。有研究[18]报道，大青叶提

取物具有体外破坏细菌内毒素的作用，细菌内毒素与大

青叶提取物接触后，注入家兔体内未引起发热效果。另

有研究 [19]报道，大黄能显著抑制家兔细菌内毒素性发

热。故热原法有可能不能检出有清热解毒作用的中药

注射液中所含细菌内毒素。本研究中选择的4种中药注

射液均属于清热解毒类，故需建立体外的方法检测这 4

种中药注射液是否被细菌内毒素污染以及其中的细菌

内毒素含量。结果，样品中添加细菌内毒素后回收率均

在 50％～200％，表明方法准确。经体外检测各样品中

细菌内毒素含量均远远低于规定的限值，与前期试验中

4种制剂采用家兔法检测无热原反应的结果相吻合。但

本试验未对家兔法进行深入研究，比如样品受细菌内毒

素污染后对家兔发热的抑制作用有待进一步深入探讨。

中药注射液成分复杂，颜色较深，已有文献报道的

体外检测方法，或不适用于某些中药注射液品种[20]，或

检测方法较复杂，需多种试剂进行试验[21]。而本试验所

采用的检测方法，所用试剂简单，大大简化了试验操作，

且检测浓度范围广，可检测20～0.01 EU/mL浓度的细菌

内毒素。由本试验结果可知，由于检测手段具有较高的

灵敏度，故供试品有更大的MVD，在小于MVD的稀释

倍数下，供试品不存在干扰作用。且在添加不同浓度的

CSE时，回收率均符合规定，结果较为稳定。
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EU/mL计）
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标准细菌内毒
素浓度，EU/mL
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率，％
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％

续表2

Continued tab 2

注：“/”表示未添加细菌内毒素；“-”表示无数据；“CV”项下“0”表

示无变异

Note：“/”indicated no bacterial endotoxin was added；“-”indicated

no data；the number of“0”in“CV”item indicated no variation
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摘 要 目的：评价磷酸奥司他韦颗粒剂联合蒲地蓝消炎口服液治疗儿童流感疑似病例的有效性和经济性。方法：采用实际临床

试验（PCT）设计方法，将180例儿童流感疑似病例随机分为对照组和试验组，每组90例。对照组口服磷酸奥司他韦颗粒剂，试验

组在此基础上加服蒲地蓝消炎口服液。收集患儿的临床效果和成本数据，从患者角度进行成本-效果分析，运用多元线性回归和

二元Logistic回归分别对成本和效果进行敏感度分析。结果：实际纳入对照组80例、试验组82例。两组患儿的临床有效率分别是
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韦颗粒剂单用，但是磷酸奥司他韦颗粒剂单用更具有经济性。
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