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［摘　 要］ 　 通过梳理细菌内毒素检查法建立的关键步骤，对细菌内毒素限值制定、ＭＶＤ 或 ＭＶＣ 的

计算、实验材料、实验过程和质量标准等涉及的评审要点进行了归纳总结，对评审过程中发现的常

见问题进行了分析，以期为新兽药生产企业制定相应产品的细菌内毒素检查方法提供参考。
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　 　 细菌内毒素是兽药注射剂中最主要和最易导

致热原反应的污染物，其为革兰氏阴性菌细胞壁上

的脂多糖（ＬＰＳ）成分，在细菌死亡或自溶后释放。
细菌内毒素由三部分构成：Ｏ －特异性侧链、核心多

糖和类脂 Ａ，其中类脂 Ａ 是 ＬＰＳ 的主要毒性［１］。 内

毒素可能会在革兰氏阴性菌死亡后在细胞壁片段

中保持活性，因此，供试品可能是无菌的，但仍可能

检测出内毒素。 注射剂中存在细菌内毒素时，表明

在产品生产过程中的某一个或几个节点存在革兰

氏阴性菌的污染［２］。 为保证兽药注射剂的安全可

控，《中国兽药典》附录 ０１０２ 规定，静脉用注射剂必

须进行细菌内毒素的检查［３］。
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新兽药细菌内毒素检查方法建立的过程，涉及

到内毒素限值的制定、最大稀释倍数（ＭＶＤ）或最

小稀释浓度（ＭＶＣ）的计算、药物前处理、干扰试验

的设计与验证等多个关键步骤。 产品申报方应按

照《中国兽药典》附录 １１４３ 细菌内毒素检查法的相

关要求［４］，结合自身产品特点和国内外相关研究现

状，制定适宜的内毒素检查方法。 与此同时，申报

方亦应关注该方法的技术评审要点，避免方法建立

过程中的常见问题，保证方法的准确可靠。
１　 细菌内毒素限值制定的相关评审要点与常见

问题

细菌内毒素的限值是指动物对兽药中细菌内

毒素所能耐受的不致引起热原反应的临界值（Ｌ）。
其计算公式为：Ｌ ＝ Ｋ ／ Ｍ。

式中，Ｌ 根据供试品给药方式的不同，一般以

ＥＵ ／ ｍＬ、ＥＵ ／ ｍｇ 或 ＥＵ ／ Ｕ 表示。
Ｋ 为每千克体重每小时最大可接受的内毒素

剂量。 目前，《中国兽药典》中的 Ｋ 值借鉴了人用

药［５］的相关指标，即注射剂 Ｋ ＝ ５ ＥＵ ／ （ｋｇ·ｈ），放
射性注射剂 Ｋ ＝ ２． ５ ＥＵ ／ （ ｋｇ·ｈ），鞘内用注射剂

Ｋ ＝ ０． ２ ＥＵ ／ （ｋｇ·ｈ）。 需要注意的是，由于动物与

人体对内毒素耐受程度存在差异，不同动物品种之

间对内毒素耐受程度亦存在差异，采用同一 Ｋ 值用

于不同动物的内毒素限值计算存在一定的偏差。
Ｍ 为每千克体重每小时的最大供试品单次剂

量。 当供试品的用法用量为频繁间隔注射或连续

输注时，Ｍ 为每小时给药的最大总剂量。 Ｍ 的单位

应与供试品给药方式相适应，例如，当供试品按体

积给药时，Ｍ 以 ｍＬ ／ ｋｇ 表示；当供试品按重量给药

时，Ｍ 以 ｍｇ ／ ｋｇ 表示；当供试品以生物活性单位给

药时，Ｍ 以 Ｕ ／ ｋｇ 表示；当供试品可用于多个动物品

种时，应使用最小动物品种使用的最大供试品剂

量；当幼年动物的每千克体重剂量高于成年动物

时，应使用幼年动物的每千克体重剂量。
新兽药产品，可以根据上述公式结合产品给药

方式进行计算以制定内毒素限值。 另外，对于仿制

药品种，可以参考原研产品的限值；当国际药典等

法定标准收载相应产品时，亦可参考法定标准的

限值。
评审过程中最常见问题是注册资料中缺少限

值的制定依据或计算过程，仅提供了干扰试验的验

证过程和产品的检测结果。 而限值的制定是评价

该检查项是否可良好反映产品安全性的重要依据，
更是后续稀释倍数计算和干扰试验设计的前提。
因此，申报方应充分阐述相应产品内毒素限值的制

定过程。
第二个常见问题是混淆了原料限值与制剂限

值的推导逻辑关系。 内毒素限值是根据注射剂的

给药方式和动物耐受程度计算出的结果。 当制剂

限值确定时，可根据产品含量规格，推导出原料的

限值［６］。 例如，某注射液限值是 １０ ＥＵ ／ ｍＬ，规格是

２ ｍｇ ／ ｍＬ，则对应原料限值是 １０ ÷ ２ ＝ ５ ＥＵ ／ ｍｇ。 但

是，根据原料限值推导制剂限值则是不合逻辑的推

导过程。
第三个常见问题是，当同时申报无菌原料与制

剂时，二者的内毒素限值存在较大差异又缺乏合理

解释。 例如，某企业申报注册的布舍瑞林注射液限

值为 ５０ ＥＵ ／ ｍＬ；同时申报的布舍瑞林原料内毒素

限值参考了 ＥＰ 标准，为 ５５． ５ ＥＵ ／ ｍｇ。 该注射液规

格为 ４． ２ μｇ ／ ｍＬ，推算原料限值应为 ５０ ÷ ０． ００４２ ＝
１１９０５ ＥＵ ／ ｍｇ，与 ５５． ５ ＥＵ ／ ｍｇ 差异巨大。 申报方

并未提供注射液除主药外其他成分的内毒素测定

情况，无法合理解释制剂中内毒素来源，评审员则

有理由质疑注射液限值计算过程的合理性。
２　 ＭＶＤ 或 ＭＶＣ 计算的相关评审要点与常见

问题

ＭＶＤ 指供试品溶液被允许稀释的最大倍数，
在不超过此稀释倍数的浓度下进行内毒素的检测。
其计算公式为 ＭＶＤ ＝ ｃＬ ／ λ，其中 Ｌ 为供试品的内

毒素限值；ｃ 为供试品溶液的浓度；λ 在凝胶法中为

鲎试剂的标示灵敏度（ＥＵ ／ ｍＬ），在光度测定法中

为所使用的标准曲线上最低的内毒素浓度。 如供

试品为注射用无菌粉末或原料药，ＭＶＤ ＝ １，计算

ＭＶＣ ＝ λ ／ Ｌ。 以下三个实例演示 ＭＶＤ 或 ＭＶＣ 的计

算过程：
某注射液规格为 ２０ ｍｌ：５ ｇ，内毒素限值 Ｌ ＝
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０􀆰 ５０ ＥＵ ／ ｍＬ，鲎试剂 λ ＝ ０． １２５ＥＵ ／ ｍＬ，则 ＭＶＤ ＝
ｃＬ ／ λ ＝ １ × ０． ５０ ／ ０． １２５ ＝ ４。

某注射液规格为 ２０ ｍｌ：５ ｇ（２５０ ｍｇ ／ ｍＬ），内毒

素限值 Ｌ ＝ ０． ５０ ＥＵ ／ ｍｇ，鲎试剂 λ ＝ ０． １２５ ＥＵ ／ ｍＬ，
则 ＭＶＤ ＝ ｃＬ ／ λ ＝ ２５０ × ０． ５０ ／ ０． １２５ ＝ １０００。

某注射用粉针内毒素限值 Ｌ ＝ ０． ５０ ＥＵ ／ ｍｇ，鲎
试 剂 λ ＝ ０． １２５ ＥＵ ／ ｍＬ， 则 ＭＶＣ ＝ λ ／ Ｌ ＝
０． １２５ ／ ０􀆰 ５０ ＝ ０． ２５ ｍｇ ／ ｍＬ。

评审过程中最常见问题是 ＭＶＤ 与 ＭＶＣ 混淆。
例如，某企业申报注册泰拉霉素原料，材料中说明

了 ＭＶＤ 的计算过程，并根据 ＭＶＤ 进行了稀释。 但

无论稀释过程正确与否，原料均应计算 ＭＶＣ 而

非 ＭＶＤ。
第二个常见问题是未根据限值 Ｌ 的单位进行

合理的 ＭＶＤ 计算。 例如，某企业申报某注射液规

格为 ２０ ｍＬ：５ ｇ（２５０ ｍｇ ／ ｍｌ），内毒素限值为 Ｌ ＝
０􀆰 ５０ ＥＵ ／ ｍＬ，鲎试剂 λ ＝ ０． １２５ ＥＵ ／ ｍＬ。 申报材料

将 Ｌ 的单位 ＥＵ ／ ｍＬ 转化为了 ＥＵ ／ ｍｇ， 即 Ｌ ＝
０． ５０ ／ ２５０ ＝ ０． ００２ ＥＵ ／ ｍｇ，又进而计算 ＭＶＣ ＝ λ ／ Ｌ ＝
０􀆰 １２５ ／ ０． ００２ ＝ ６２． ５ ｍｇ ／ ｍＬ，再反过来推算 ＭＶＤ ＝
２５０ ／ ６２． ５ ＝ ４。 但如前所述，仅供试品为注射用无

菌粉末或原料药时才进行 ＭＶＣ 的计算。 当 Ｌ 以

ＥＵ ／ ｍＬ 表示时，ｃ 取 １ ｍｇ ／ ｍｌ，可直接计算 ＭＶＤ ＝
１ × ０． ５０ ／ ０． １２５ ＝ ４。 虽然两种计算方法的稀释倍

数结果是一致的，但前者反映了申报方对 ＭＶＤ、
ＭＶＣ 存在概念的理解差异和应用错误。
３　 细菌内毒素检查实验材料的相关评审要点与常

见问题

细菌内毒素检查法涉及的实验材料包括细菌

内毒素标准品、细菌内毒素检查用水、鲎试剂、溶
剂、缓冲液或酸碱调节剂等。 其中，细菌内毒素标

准品又分为国家标准品 （ ＲＳＥ） 和工作标准品

（ＣＳＥ）。 我国法定的国家标准品和工作标准品均

由中国食品药品检定研究院生产和组织协作标定

赋值［７］。 需要注意的是，我国与其他国家对内毒素

工作标准品的管理和使用有较大差别。 例如，美国

ＲＳＥ 由 美 国 食 品 药 品 监 督 管 理 局 （ ＵＳ Ｆｏｏｄ
ａｎｄ Ｄｒｕｇ

Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ， ＦＤＡ） 生产并组织协作标定赋值，
ＣＳＥ 由鲎试剂生产厂家生产并根据 ＲＳＥ 来标

定［８］。 在进行细菌内毒素检查时，如果使用的是我

国的鲎试剂，则应选择使用中国的标准物质。 如果

使用的是进口鲎试剂，则应按其要求使用对应的内

毒素标准物质，不宜交叉使用。
评审中最常见的问题是使用了非法定来源的

工作标准品，例如我国国内某些鲎试剂生产厂家亦

可提供工作标准品，但申报材料中未对该工作标准

品的赋值进行相应标定或确认。
第二个常见问题是选择的鲎试剂灵敏度与内

毒素限值不匹配。 例如，某注射液内毒素限值 Ｌ 为

０． ２ ＥＵ ／ ｍＬ，则相应鲎试剂灵敏度应至少不低于对

应限值，可选择 λ ＝ ０． １２５ ＥＵ ／ ｍＬ 甚至更高灵敏度

的鲎试剂。 但需要注意的是，鲎试剂的灵敏度并非

越高越好，因为灵敏度越高意味着稀释倍数的增

加，也就意味着操作步骤和实验用品消耗的增加，
除了增加实验成本外，还使得引入外源性内毒素的

风险加大。
４　 细菌内毒素检查实验过程的相关评审要点与常

见问题

新兽药细菌内毒素检查方法的建立，应包括细

菌内毒素限值的确定、适宜灵敏度鲎试剂的选择、
ＭＶＤ 或 ＭＶＣ 的计算、鲎试剂的灵敏度复核、供试

品干扰试验、产品的细菌内毒素检查等关键步骤。
当没有相关研究资料可参考时，在进行干扰试验之

前，还需要设计干扰试验预实验，以预测供试品不

产生干扰的浓度范围［９］。 按照《中国兽药典》的相

关要求，应选择至少两个厂家的鲎试剂对至少三批

产品进行干扰试验。 另外，需要注意的是，若无法

排除供试品对细菌内毒素检查的干扰作用或只能

使用最高灵敏度鲎试剂（凝胶法 ０． ０３ ＥＵ ／ ｍＬ，光度

法 ０． ００１ ＥＵ ／ ｍＬ），则表明该产品不适宜采用常规

方法进行细菌内毒素检查［１０］。
评审中最常见的问题是缺少鲎试剂灵敏度复

核资料，或干扰试验的鲎试剂厂家数或产品批数不

符合法规最低要求。
第二个常见问题是仅使用了最高灵敏度的鲎
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试剂，而未加以其他灵敏度鲎试剂实验数据来佐

证，尤其是在产品中存在 β － 葡聚糖等辅料干

扰［１１］，或产品因 ｐＨ 值偏酸或偏碱等因素可能引起

干扰时，评审员则有理由质疑产品采用常规方法是

否可充分排除干扰。
５　 细菌内毒素检查质量标准的相关评审要点与常

见问题

当采用常规试剂和常规配制方法即可完成细

菌内毒素检查时，相应质量标准按照《中国兽药典》
格式表述，即“取本品，依法检查（附录 １１４３），每 １
ｍＬ（ｍｇ）∗∗中含内毒素的量不得过∗∗”。 但如

果使用了特殊的溶剂、缓冲液或酸碱调节剂，或采

用了特殊的供试品前处理方法，如萃取、离心等，则
应在质量标准中注明。

评审中最常见的问题是方法验证中所用试剂

或前处理方法与质量标准不一致。 例如，某企业申

报泰拉霉素注射液，方法验证资料表明采用了特定

配方的碱性调节剂方可消除干扰，但最终的质量标

准仅按《中国兽药典》常规格式表述。 这种情况极

易导致产品的注册检验无法复现申报企业的检验

结果，进而导致产品的退审。
第二个常见问题是在标准中仅注明所用试剂

的厂家来源，但未注明试剂配制方法。 这种情况在

进口兽药产品中最为常见。 产品首次申报时，由申

报企业提供相应试剂，并不影响注册检验。 但在后

续的监督检验中，限制了试剂的采购来源，尤其是

有些进口试剂难以采购，又没有相应配制方法，不
利于对产品的质量控制和监督。
６　 小 结

新兽药细菌内毒素检查方法的建立，应从限值

制定、试验设计、试验过程、质量标准制订等多个环

节进行规范。 注册资料中，限值制定应详细阐述计

算过程或参考的标准； ＭＶＤ 或 ＭＶＣ 的计算，应注

意根据品种及限值的单位选择适宜的计算公式；干
扰试验应注意选择法定的工作标准品和适宜灵敏

度的鲎试剂，并排除样品本身对测定的干扰；质量

标准的制订应与验证试验内容一致，涉及特殊试剂

或处理方法应在标准中加以说明。 细菌内毒素检

查全过程的规范与控制，为兽药注射剂的安全可控

奠定了基础。
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