
技术技术报告：中国药典（ChP）与欧洲药典（EP）肉毒毒素检测标准及体外替代方法对比

� 1. 概述与核心检测目的

肉毒毒素（Botulinum Neurotoxin, BoNT，主要包括 A 型、B 型等多血清型）因其极高的生物

活性，在临床医学、神经科学以及美容领域的应用日益广泛。作为一种高致病性病原体衍生

物，各国家与地区药典对其**效价测定（Potency Assay）**和**安全性评价**均制定了极为

严苛的法定标准。

近年来，随着国际“3R 原则”（减少 Reduce、替代 Replace、优化 Refine）的推进，减少

活体动物消耗、转向高重复性的体外分子/细胞学检测已成为全球生物制品质量控制（QC）
的必然趋势。本报告针对中国药典（ChP）**与**欧洲药典（EP）在肉毒毒素检测标准、法

规演进及主流体外替代技术的应用进行深度对比分析。

2. 中国药典（ChP）与欧洲药典（EP）核心检测标准对比表

对比维度 中国药典 (ChP 现行版) 欧洲药典 (EP 现行版)

法定终审金标准

小鼠体内生物学测定法

(Mouse Bioassay, MBA)• 通

过测定半数致死量（LD50 ​ ）

或进行平行线生物检定。

小鼠体内生物学测定法 (Mouse

Bioassay, MBA)• 长期作为官方质

量控制与放行的常规裁决方法。

替代方法法规态度

逐步引入并鼓励替代• 允许

并鼓励企业开发和验证与传

统 MBA 具有良好相关性的体

外替代方法。

明确写入通则并大力推进• 明确

鼓励和推动企业在常规批签发和

日常放行质控中使用已验证的体

外替代方法。

主流体外替代技术

• 细胞生物学活性法

(Cell-based Assay)• 酶联

免疫吸附试验 (ELISA)

• 细胞基质功能测定法

(Cell-based Potency Assay)• 内

肽酶活性测定法 (Endopeptidase

Assay)

方法学验证要求

企业需证明替代方法与传统

小鼠生物学测定法（MBA）之

间具有高度的相关性与等效

性。

替代方法必须通过严格验证，证明

其在特异性、灵敏度及准确度上不

低于传统 MBA。

3. 核心检测技术深度解析

A. 传统小鼠生物学测定法 (MBA)

测定原理：** 通过向实验小鼠腹腔注射不同稀释度的毒素样本，观察特定时间（通常为 48
至 72 小时）内小鼠的致死率，从而计算出毒素的 $LD_{50}$ 或单位效价。

方法局限：** 动物消耗量极大，实验周期长，且由于活体动物的个体差异（如同批次小鼠

的体重、体质及注射操作误差），实验数据的变异系数（CV%）通常较高，重复性受限。



B. 体外内肽酶活性测定法 (Endopeptidase Assay) —— *中欧药典推荐转型方向*

测定原理：** 肉毒毒素本质上是一种高度特异性的金属蛋白酶。以 A 型肉毒毒素（BoNT/A）
为例，其在体内通过特异性剪切宿主神经元内的 SNAP-25 蛋白来阻断神经递质释放。体外

内肽酶法（如 **BioSentinel 的 BoTest® 或 BoLISA® 技术平台**）通过利用独特的荧光共振

能量转移（FRET）人工底物或高特异性捕获抗体，完美模拟这一剪切过程。当底物被毒素特

异性剪切时，荧光信号改变，从而实现对毒素催化活性的绝对定量。

技术优势：

1. 机制拟真：区别于普通 ELISA 仅检测抗原总量，内肽酶法检测的是“具有生物催化活性

的毒素”，其本质与药典 MBA 对活性的要求一致。

2. 高精密度与低 CV%：** 摆脱了动物个体差异，基于标准微孔板的酶促反应可将批内与批

间变异系数控制在极低水平（通常 $\le 10\%$）。

3. 高通量与高灵敏度： 可在数小时内批量完成数十个中控或成品批次的平行检测，灵敏度

可达皮克级（pg/mL），完全媲美甚至超越传统小鼠致死实验。

C. 细胞基质活性测定法 (Cell-based Assay)

* **测定原理：** 利用对肉毒毒素敏感的神经源性细胞株，检测毒素结合受体、内吞、转

运跨膜以及在细胞内剪切靶蛋白的完整生物学毒性过程。其检测机制最接近体内真实的生理

毒性路径，是中欧药典均认可的高级替代技术。

---

� 4. 工业质控（QC）应用与药典合规验证路径

为了使体外检测试剂盒（如 **BioSentinel 试剂盒**）的检测数据完全满足中国药典和欧洲

药典的监管要求，企业在将该方法引入常规生产中控（In-process Control）或放行质控时，

必须遵循严格的方法学验证（Method Validation）路径：

1. **线性与相关性研究 (Correlation Study)：**
使用相同批次的肉毒毒素制品或标准品，分别平行进行传统小鼠 MBA 测定与体外试剂盒检

测，构建稀释度-效应曲线。验证数据必须证明体外替代方法与传统法定 MBA 方法之间具

备完美的线性相关性（通常要求 相关系数 $R^2 \ge 0.95$）。

2. **基质干扰评估 (Matrix Interference)：**
肉毒毒素制剂中通常含有高浓度的赋形剂（如人血白蛋白、明胶或高浓度氯化钠）。企业必

须验证这些基质成分是否会干扰体外检测系统的荧光信号或抗体结合，并借此确立最佳的样

本稀释倍数。

3. **方法学精密度与特异性验证：**
确立方法的重复性与中间精密度（RSD%）；同时针对不同血清型（如 A 型、B 型、E型等）

毒素进行特异性交叉反应验证，确保复杂样本检测的准确性。

� 5. 总结



无论是中国药典还是欧洲药典，“逐步减少活体动物实验、向体外分子与细胞学检测转型”

已成为不可逆转的国际合规共识。在实际的生物制品研发与生产质控中，积极引入如

BioSentinel 这类国际主流的体外高敏内肽酶检测技术，不仅能完美契合药典对 3R 原则的

法规演进趋势，更能显著提升企业的高通量质控效率，降低实验室生物安全风险。


