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【摘要】目的  建立双价人乳头瘤病毒疫苗（毕赤酵母）的细菌内毒素检查方

法。方法  按《中国药典》2020 年版三部通则 1143 细菌内毒素检查法及四部指导原则

9251“细菌内毒素检查法应用指导原则”中的相关规定进行凝胶法、光度法（动态浊度

法和动态显色法）测定细菌内毒素方法学研究。结果  双价人乳头瘤病毒疫苗（毕赤酵母）

经 40 倍及以上稀释，对凝胶法反应无干扰，同时动态浊度法及动态显色法回收率也可

达到要求。结论  建立双价人乳头瘤病毒疫苗（毕赤酵母）的凝胶法、动态浊度法及动

态显色法进行细菌内毒素检查可行。

【关键词】双价人乳头瘤病毒疫苗（毕赤酵母）；细菌内毒素检查；凝胶法；光

度法；动态浊度法；动态显色法
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【Abstract】Objective  Establish the method of bacterial endotoxins test for human 
papillomavirus bivalent (types 16,18) vaccine (pichia pastoris). Methods  The method of 
gel-clot technique and photometric technique (kinetic-turbidimetric assay and kinetic-
chromogenic assay) for the determination of bacterial endotoxins was carried out according 
to the Appendix of China Pharmacopoeia in 2020 Vol Ⅲ 1143 “bacterial endotoxins test” 
and Vol Ⅳ 9251 “guidelines for bacterial endotoxin test”. Results  There is no interference 
after more than forty times dilution for gel-clot technique, the recovery rates of kinetic-
turbidimetric assay and kinetic-chromogenic assay can also meet the requirements. 
Conclusion  It is feasible to establish gel-clot technique, kinetic-turbidimetric assay and 
kinetic-chromogenic assay for bacterial endotoxin test of human papillomavirus bivalent 
(types 16,18) vaccine (pichia pastoris).
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热原物质是一类可引起哺乳动物体温升高的

物质，细菌内毒素是革兰阴性杆菌细胞壁的脂多

糖成分，是《药品生产质量管理规范》要求的生

产条件下污染注射剂的最主要的热原物质之一 [1]，

微量即可引起体温升高，严重者可导致内毒素休

克，因此细菌内毒素检查是注射剂安全性检查的

重要指标 [2]。细菌内毒素检查法包括凝胶法和光

度法，光度法又分为动态浊度法、终点浊度法、

动态显色法和终点显色法 [3]。

在女性恶性肿瘤中，宫颈癌的发病率仅次于

乳腺癌，大多数宫颈癌是由人乳头瘤病毒（human 

papillomavitus，HPV）感染所致；现已分离出的

HPV 达 200 多型，被分为 3 组：高危型、中危型

和低危型，高危组中至少有 14 型可导致宫颈癌

或其他恶性肿瘤；在这些类型中，70% 的宫颈癌

由 16 型和 18 型感染引起 [4]。目前全球获得上市

许可的 HPV 疫苗根据价型不同，分为二价、四

价和九价 HPV 疫苗，我国目前获得上市许可的

有二价和四价两种。双价人乳头瘤病毒疫苗（毕

赤酵母）是毕赤酵母表达系统表达 16 和 18 两

个型别病毒样颗粒（virus-like particles，VLP）

的重组蛋白疫苗。《中国药典》2020 年版目前

尚未收载该品种，为配合企业合理制定该疫苗

质量标准，本研究按《中国药典》2020 年版三

部 1143“细菌内毒素检查法”[5] 及《中国药典》

2020 年四部 9251“细菌内毒素检查法应用指导

原则”[6] 中的相关规定，对建立该品种细菌内毒

素检查方法进行全面研究，对不同方法和限值设

定进行了全面探讨，验证了 3 种目前使用最多的

细菌内毒素检查方法，并对 3 种方法的优缺点进

行了深入的比较分析，为该品种上市提供相关检

验研究资料。

1  材料与仪器

1.1  试药
1.1.1  鲎试剂（tachypleus amebocyte lysate，
TAL）

批 号：22091034，λ=0.25 EU·mL-1， 规 格：

0.1  mL·Amp-1，厦门鲎试剂生物科技股份公司；批

号：2209131，λ=0.5 EU·mL-1，规格：0.1  mL·Amp-1，

湛江博康海洋生物有限公司 ；批号 ：2208053，

λ=0.25 EU·mL-1， 规 格：0.1  mL·Amp-1， 湛

江博康海洋生物有限公司；动态浊度鲎试剂批

号：2206290， 检 测 范 围：10~0.01 EU·mL-1，

规格：1.25 mL·Amp-1，湛江安度斯生物有限公

司；动态显色鲎试剂批号：2207200，检测范围：

10~0.01  EU·mL-1，规格：0.35 mL·Amp-1，湛

江安度斯生物有限公司。

1.1.2  细菌内毒素检查用水
批号：20086108，规格：每瓶 50 mL，厦门

鲎试剂生物科技股份公司；批号：2106290，规格：

每瓶 50 mL，湛江博康海洋生物有限公司；批号：

2103260，规格：每瓶 50 mL，湛江安度斯生物有

限公司。

1.1.3  细菌内毒素工作标准品
批号：150601-202088，规格：60 EU·Amp-1，

中国食品药品检定研究院。

1.1.4  双价人乳头瘤病毒疫苗（毕赤酵母）
批号：2P202207014、2P202207015、

2P202207016、2P202207017、2P202207018、

2P202207019、2P202207022、2P202207023，

规格：每剂 0.5 mL，均为玉溪泽润生物技术有

限公司生产。

1.2  仪器  
FD115 电 热 鼓 风 干 燥 箱（ 德 国 Binder）；

ZH-2 BLENDER 旋涡混合器（天津药典标准仪

器厂）；SUB28 恒温水浴 ,（Grant Instrument Ltd. 

England）；单道移液器（10~100 µL，艾本德）；

BET-72 细菌内毒素测定仪（动态浊度法，天大

天发科技有限公司）；Multiskan FC/ET 全自动细

菌内毒素检测系统（动态显色法，湛江安度斯生

物有限公司）。

2  方法与结果

2.1  鲎试剂灵敏度复核及标准曲线可靠性
试验

按《中国药典》2020 年版三部 1143 细菌内

毒素检查法“鲎试剂灵敏度复核试验”及“标准

曲线可靠性试验”要求 [5] 进行，结果见表 1、表 2，

表明所用凝胶法鲎试剂灵敏度符合规定，按标示

Bacterial endotoxins test; Gel-clot technique; Photometric technique; Kinetic-turbidimetric 
assay; Kinetic-chromogenic assay
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表1  鲎试剂灵敏度复核结果

Table  1. Test for confirmation of TAL sensitivity

批号
λ

（EU·mL-1）

内毒素浓度（EU·mL-1） λ c

（EU·mL-1）2 λ λ 0.5 λ 0.25 λ 阴性

22091034 0.25 + + + + + + + + - - - - - - - - - - 0.25

2209131 0.50 + + + + + + + + - - - - - - - - - - 0.50

2208053 0.25 + + + + + + + + + - - - - - - - - - 0.21
注：+. 反应呈阳性；-. 反应呈阴性。

表2  鲎试剂标准曲线可靠性试验结果（n=3）
Table 2. Reliability test results of standard curve (n=3)

鲎试剂

批号
数据名称

内毒素浓度（EU·mL-1）
阴性 标准曲线 r

10 1 0.1 0.01

2206290 变异系数（%） 0.74 4.95 3.11 0.92 / LgT=2.823 3+(-0.245 15 LgC) 0.992 0

内毒素浓度实测值

（EU·mL-1）

7.059 8 1.494 4 0.127 2 0.007 4 ＜检测限

2207200 变异系数（%） 4.34 3.31 1.56 1.37 / LgT=3.004 0+(-0.255 9 LgC) 0.996 1

内毒素浓度实测值

（EU·mL-1） 

7.915 0 1.596 2 0.203 9 0.015 0 ＜检测限

灵敏度使用；光度法鲎试剂通过标准曲线可靠性

试验，可用于试验。

2.2  细菌内毒素限值L的确立
生物制品的细菌内毒素限值确定有两种方

式，一是按《中国药典》相关规定计算 [7-9]；二

是参考人用药品注册技术国际协调会、美国食品

药品管理局研究文献等设定限值 [10]。

按《 中 国 药 典》2020 年 版 三 部 通 则 1143 内

毒素限值的确定中规定，计算公式为：L=K/ M，

注射剂 K=5 EU/(kg·h)；M 为人用每千克体重每

小时的最大供试品剂量，本品为 9~30 岁女性使

用，9 岁女童标准体重为 24~35 kg（即 M=0.5 mL· 

24 kg-1·h-1=0.021 mL·kg-1·h-1）， 按 公 式 计 算

L=5/0.021=238 EU·mL-1（即每剂 119  EU），按《中

国药典》2020 年版四部 9301 注射剂安全性检查法

应用指导原则对细菌内毒素限值设定的规定：儿童

用药可适当严格至计算值的 1/3~1/2，即限值可收

严至每剂 40~60 EU。经查阅文献 [11]，对疫苗类样

品细菌内毒素限值的设定 [12- 13]，将细菌内毒素的限

值定为应小于 10  EU·mL-1（即每剂 5  EU）。

2.3  最大有效稀释倍数的计算
按公式最大有效稀释倍数 =CL/λ 计算，L= 每

剂 5 EU，即为 L=10 EU·mL-1，λ 为鲎试剂标示

灵敏度，以 EU·mL-1 表示，目前市售高灵敏度

鲎试剂（凝胶法）为 0.031 25 EU·mL-1，则试验

时双价人乳头瘤病毒疫苗（毕赤酵母）的最大有

效稀释倍数为 320 倍。 

2.4  预干扰试验
用细菌内毒素检查用水对双价人乳头瘤病毒

疫苗（毕赤酵母）进行稀释，使稀释倍数分别为

10、20、40、80、160、320 倍，将此系列溶液记

为样品供试液，取样品的 5、10、20、40、80、

160 倍稀释液与含细菌内毒素 4 λ 和 0.5 λ 的细菌

内毒素溶液等体积混合，制成含细菌内毒素 2 λ
和 0.25 λ 的样品供试液，溶解鲎试剂与上述系列

溶液进行反应，每一浓度重复 2 管，结果见表 3。

2.5  正式干扰试验 
2.5.1  凝胶法

按《中国药典》2020 年版三部 1 143 细菌内

毒素检查法“供试品干扰试验”项下规定进行，

将三批双价人乳头瘤病毒疫苗（毕赤酵母）用细

菌内毒素检查用水分别制成 20 倍稀释液及 40 倍

稀释液（A 溶液）。分别用含细菌内毒素 1.0、0.5、

0.25、0.125 EU·mL-1 的溶液与样品 20 倍稀释液

等体积混合，配成含细菌内毒素 0.5、0.25、0.125、

0.062  5  EU·mL-1 的 40 倍稀释液（B 溶液），用

两批不同厂家 λ 为 0.25 EU·mL-1 的鲎试剂进行

正式干扰试验，结果见表 4、表 5。
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表4  正式干扰试验结果（批号：22091034）

Table 4. Test for interfering factors (NO. 22091034)

溶液
内毒素浓度 样品批号 Es

（EU·mL-1）

Et

（EU·mL-1）（EU·mL-1） 2P202207017 2P202207018 2P202207019

A / -       - -       - -       - / /

B 0.5 + + + + + + + + + + + + / 0.25

0.25 + + + + + + + + + + + +

0.125 - - - - - - - - - - - - 

0.062 5 - - - - - - - - - - - - 

C 0.5 +       + 0.25 /

0.25 +       +

0.125 -       -

0.062 5 -       -

D / -       - / /

注：鲎试剂批号为22091034，λ为0.25 EU·mL-1，规格为0.1 mL·Amp-1，厦门鲎试剂生物科技股份公司；C溶液. 鲎试剂标示灵敏度对照系列；
D 溶液. 阴性对照；+. 反应呈阳性；-. 反应呈阴性。

表5  正式干扰试验结果（批号：2208053）

Table 5. Test for interfering factors (NO. 2208053)

编号
内毒素浓度

（EU·mL-1）

样品批号 Es

（EU·mL-1）

Et

（EU·mL-1）2P202207017 2P202207018 2P202207019

A / -       - -       - -       - / /

B 0.50 + + + + + + + + + + + + / 0.25

0.25 + + + + + + + + + + + +

0.125 - - - - - - - - - - - -

0.062 5 - - - - - - - - - - - -

C 0.50 +       + 0.25 /

0.25 +       +

0.125 -       -

0.062 5 -       -

D / -       - / /

注：鲎试剂批号为2208053，λ为0.25 EU·mL-1，规格为0.1 mL·Amp-1，湛江博康海洋生物有限公司。C溶液. 鲎试剂标示灵敏度对照系列；D溶
液. 阴性对照；+. 反应呈阳性；-. 反应呈阴性。

表3  预干扰试验测定结果

Table 3. Results of the preparatory testing 

批号 系列
双价人乳头瘤病毒疫苗（毕赤酵母） 稀释倍数

10倍 20倍 40倍 80倍 160倍 320倍

2P202207019 样品供试液（2 λ） - - + + + + + + + + + +

样品供试液 - - - - - - - - - - - -

样品供试液（0.25 λ） - - - - - - - - - - - -

注：鲎试剂批号为2209131，λ为0.5 EU·mL-1，规格为0.1 mL·Amp-1，湛江博康海洋生物有限公司；+. 反应呈阳性；-. 反应呈阴性。
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表6  动态浊度法的回收率试验结果（n=3，%）

Table 6. Recovery of kinetic-turbidimetric assay (n=3, %)

批号
不同稀释倍数结果

10倍CV R 20倍CV R 40倍CV R 80倍CV R 160倍CV R

2P202207017 2.53 48 1.52 65 1.43 107 0.71 97 0.80 104

2P202207018 1.98 51 2.01 62 0.22 102 0.60 101 0.97 99

2P202207019 1.62 37 4.61 56 0.08 105 2.51 107 1.06 94

标准曲线范围

（EU·mL-1）

0.01~1.0 

外加内毒素浓度

（EU·mL-1）

0.1

 

阴性对照 ＜检测限

注：标准曲线：LgT=2.773 91+(-0.245 15 LgC)，r=0.999 2；鲎试剂批号为2206290，规格为1.25 mL·Amp-1，湛江安度斯生物有限公司。

表7  动态显色法的回收率试验结果（n=3，%）

Table 7. Recovery of kinetic-chromogenic assay (n=3, %)

批号
不同稀释倍数结果

10倍CV R 20倍CV R 40倍CV R 80倍CV R 160倍CV R

2P202207017 1.29 49.1 2.74 56.2 1.31 118.4 2.34 117.3 1.61 127.2

2P202207018 2.38 58.3 4.31 61.7 4.69 150.3 4.18 138.9 0.71 120.3

2P202207019 1.09 46.5 3.68 50.9 1.29 110.6 6.89 134.0 1.55 138.1

标准曲线范围

（EU·mL-1）

0.01~1.0  

外加内毒素浓度

（EU·mL-1）

0.1 

阴性对照 ＜3 600 min（有效）

注：标准曲线：LgT=2.978 5-0.231 8 LgC；r=0.994 2；鲎试剂批号为2207200，规格为0.35 mL·Amp-1，湛江安度斯生物有限公司。

预干扰试验结果表明，双价人乳头瘤病毒疫

苗（毕赤酵母）经 20 倍及以上稀释对鲎试剂与

细菌内毒素的反应无干扰。为进一步确证有无干

扰因素，用两个厂家的凝胶法鲎试剂对 3 批样品

40 倍稀释液进行正式干扰试验，结果 Et 符合鲎

试剂灵敏度复核要求，说明双价人乳头瘤病毒疫

苗（毕赤酵母）经 40 倍以上稀释对细菌内毒素

检查法（凝胶法）无干扰，凝胶法可用于该样品

的细菌内毒素检查。

2.5.2  光度法
以含 0.01、0.1、1 EU·mL-1 的细菌内毒素

液制备标准曲线，选择将样品制成 5、10、20、

40、80、160 倍稀释液，并用样品 5、10、20、

40、80 倍稀释液与 0.2 EU·mL-1 细菌内毒素液

等体积混合，制成含细菌内毒素 0.1 EU·mL-1

的 10、20、40、80、160 倍的样品回收液，按《中

国药典》2020 年版三部 1143 细菌内毒素检查法

“光度测定法”—动态浊度法 [14-15] 及动态显色

法 [16- 18] 对 3 批样品进行外加内毒素回收率试验

究，每个浓度平行 3 管，结果见表 6、表 7，回

收率均在药典规定的 50%~200% 之间，且线性

良好，表明该品种可建立细菌内毒素光度法（动

态浊度法、动态显色法）测定样品中细菌内毒

素的含量。

2.6  双价人乳头瘤病毒疫苗（毕赤酵母）
细菌内毒素检查

按《中国药典》2020 年版三部 1143 细菌内

毒素检查法分别使用 3 种方法对 8 批样品进行细

菌内毒素检查。光度法检测对样品进行 40 倍稀释，

结果见表 8。



Chin J Pharmacoepidemiol, Nov. 2024, Vol. 33, No.111244

https://ywlxbx.whuznhmedj.com/

3  讨论

本研究对该品种细菌内毒素检查不同方法进

行了全面的方 法学验证，结果表明凝胶法、动态

浊度法、动态显色法用于人乳头瘤病毒疫苗（毕

赤酵母）细菌内毒素检查均可行 , 在检验工作中

可根据实验室条件选择任意方法进行检验。

凝胶法为限度检查，不能检测出样品中细

菌内毒素的具体含量，试验使用仪器设备较普

及，试剂、耗材等成本都较低；但试验需人工

完成，结果的判断为目测观察判断，检验人员

操作的规范性和结果判断主观性对试验结果存

在一定的影响；试验的反应时间固定，为 37 ℃

孵育 1 h；同时当检查出现异议时，凝胶法也

是我国药典规定的仲裁方法；方法建立后，对

8 批次样品进行检验，结果表明样品中细菌内毒

素的量均小于限值每剂 5 EU，样品合格。已有

企业研制并生产出用于凝胶法试验结果判断的

仪器设备，可自动完成凝胶法孵育、结果的影

像记录及判断，实现凝胶法结果的审计追踪，

大大提高了凝胶法结果判断的客观性和自动化

程度，希望可以尽快普及。凝胶法更适用于最

终产品的批量检验。

光度法为细菌内毒素的定量测定方法，可检

测样品中细菌内毒素的具体含量，但试验方法相

对复杂，需要使用专用仪器设备，试验成本较凝

胶法高，试验数据由仪器检测、计算得出，结果

的判断较凝胶法更客观。光度法具有精密度高、

重复性、稳定性好等优点，但光度法一次的检验

数量受仪器设备和样品平行管数多少的限制。动

态浊度法只要浊度达到预设终点、吸光度值即可

终止试验，从而缩短试验时间，达到快速检验的

目的；使用全自动细菌内毒素检测系统（Multiskan 

FC/ET 动态显色法）进行试验自动化程度较动态

浊度法更高，可有效解放试验人员，试剂使用量

最少，试验结果受人为因素影响最小。光度法更

适用于需要测定样品中细菌内毒素具体含量的工

作及研究。

由于大多数生物制品的给药剂量都较小，使

用药典规定的计算公式计算生物制品细菌内毒素

检查限值，可能不尽合理，但由于一些生物制品

在生产制备中使用到菌株，所以其中含有细菌内

毒素也是不可避免的，因此，不同品种的生物

制品其细菌内毒素限值设定有一定的差异。用

光度法检验 8 批样品结果不但表明样品中细菌内

毒素的量小于每剂 5 EU，而且低于标准曲线最

低检测限，即 8 批样品中细菌内毒素的量均小于

0.4  EU·mL-1（即小于每剂 0.2 EU），8 批样品

细菌内毒素含量远低于制定的标准限值，表明样

品在生产过程中细菌内毒素控制良好，这给提高

该品种质量标准，降低样品细菌内毒素检查的限

值提供了一定的参考依据，在后续工作中可对该

品种细菌内毒素含量持续考察研究，以达到不断

优化检验标准，进而制定更为科学合理的质控标

准；同时也为其他品种的生物制品建立细菌内毒

素检查项目的合理性提供参考。
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