
·

消毒
·

防腐
·

灭菌
·

内 毒 素 的 检 测 与 尝 试 验 �一�

第二军医大学微生物学教研室内毒素研究组 余 庆 焦炳 华

内毒素为革兰氏阴性细菌及其它一些微

生物如衣原体
、

立克次氏体
、

螺旋体
、

单核

细胞增多李斯特菌等胞壁 中 的 类 脂 多 搪

�� �� � � � �� � � � � � � � �� �
,

� �  � 成分
。

内

毒素对机体有极为广泛的作用
,

可影响到机

体几乎每一个器官
、

系统及生物功能
。

内毒

素对机体有多种毒害作用
,

如热原性
,

致死

作用
,

白细胞减少及增多
,

斯氏反应
,

弥漫

性血管内凝血 �� �� �
,

骨髓坏死
,

胚胎骨质

耗损
,

血压下降
,

血小板凝聚
,

补体激活
,

� � � “� �� 因子激活
,

诱导血浆原激活 剂
,

促进前列腺素的合或
,

抑制糖原异生的关键

酶
,

骨骼肌加速释放氨基酸等等
。

因此
,

临

床上革兰氏阴性菌感染或脓毒症时
,

如并发

毒血症和内毒素休克
,

可有许多病理现象出

现
。

最终可因心
、

肾
、

肺
、

肝等功能的衰竭

而发生死亡
。

由于很小剂量钓内毒素即能引起极广泛

的生物作用及病理作用
,

因此
,

加强对内毒

素检测的研究
,

便成为临床
、

公共卫生
、 一

药

检系统等领域的重要课题之一
。

在临床上茹

加强对革兰氏阴性菌感染或革兰氏阴性菌菌

血症
、

脓毒症时血清中内毒素检测
,

有利于

及时发现内毒素休克的发生
,

以迅速采取果

断的治疗
。

在公共卫生及药检系统等方面
,
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等几方面作一介绍
,
与同志们互相交流和探

讨‘一
�

�

、 �

一
、

内毒素的检浏
、

内毒素的检测有传统的家兔 热 原 试 验

�� � � � �� � � � � � � � �� � � ,
� � �

,

堂试验

法 �� �� �� �� �� � � ,
� � � 以及其它的一些

特殊方法
。

�一� 家兔热原试验法
�
此方法即将一

定量的被检标本静脉注入家兔体内
,

观察其

注射后的发热情况
,

以决定所检标本中有无

热原存在
。

� � 法为一种定性检测内毒 素 的

方法
,
应用历史较久

。

此方法本身有许多的

限制
,

如家兔对内毒素在反应上 有 个 体 差

异, 敏感度不高
,

不能定 量 测 出 内 毒 素

等
。

“

�二� 爱试验法
� � � 法又称聋变 形 细

胞海解 物 试验 �� �� � �
�

� �  � 。 � � � � �� �

行‘‘无‘ �人� � ,
是目前检测内毒素最敏感

的方法
力
它比 � � 法敏感 ��  � �� 倍以上

,

可

测出微量的内毒素 ��
�

��一 � � � � � � � 妥

用微量光电祛及其它的改进方法可测到微微

克 �� � � 血 �� 的水孔 而在只� 法中梦
‘

墩感

性高的家兔需注射 �
�

�� � � � � 才能 引 起发
一
森

� 而敏感性低白灯却需住射伍 �一 �� 卜� � � �

才能引起参热
, 一

、 、

�
、

��法可广
‘
趁地母牟革兰氏阴性菌感 染

的快速诊断奋对患者的血液
、

尿液及脑脊液

品
、

含量

饮料
、

各种药物
、

生物制品中的丙灌术
�

又 可滩行宣娜
检查

。

此法亦可用于检查 各种
,

以将其控制在可接受的法 定 水
一

苹以
叹
� 准射剂内是否有内毒素污染

。

对水源
、

食品
、

饮料
、

各种药物及生物制品

进行内毒素检 测
,

可严格控制水 源飞
、

食

下
,

有利于保证人民的身体健康
。

本文结合我们的实际工作
,

就内毒案的

检侧
,

其方法及评价
,

以及存在的有关问题

近十多年来
,

随着各种先进的手段 �如

同位素标记技术
、

新频光电技术
、

免疫电泳技
�

术等�应用于 �� 领域
,

使� �法得到了许多改

一 � � 一



进
,

敏感性又 日益提高
。

此在下面还将详细

述及
。

�三� 其它检浏 内毒素的方 法
� 由于 � �

法的影响因素甚多
,
� � 法的标化问题 �包括

内毒素及鳖试剂的标化
,

以及操作程序的标

化等� 至今仍未解决
,

因此有些人试图另辟

途径
。

化学方法 �如用气相色谱仪检查 内毒

素中类脂体� 上的羚基豆落酸 �
,

其特异 性

较好
,

影响因素少
,

因此可以较准确地测知

标本中的内毒素
,

但此法敏感度不高
,

且设

备
、

仪器及操作较为复杂
,

所以不能广泛应

用
。

由于生物测定法有生物放大作用
,

因此

敏感性高于化学测定法
。

另有一点需指 出的

是
,

用化学方法测定内毒素
,

不能证明标品

中所测得的内毒素是否仍有生物作用
,

因此

其实际应用意义相应的亦就小了
。

其它检测内毒素的特殊方法还有家兔肾

上腺皮肤试验
,

半数局部斯氏现象皮肤反应

预备剂量 �� ��
。 。

� 测定
,

鸡胚半数致死量

�� � � �
。。� 测定等

,

均可用于实验性内毒

素的检测
,

但敏感性较低
,

方法复杂
,

差异

性亦较大
。

总之
,

从目前来看
,
� � 法为检测 内毒

素的最好方法
。

其主要优点就是敏感性高
,

假阳性少
,

耗费的试剂量少
,

且设备简单
,

实验时间短
,

适用于临床
、

卫生事业及药检

系统大规模地进行
。

几

如能解决好蛋试剂
、

内

毒素及操作程序的标化问题
,

则工�法 将 是

检测内毒素的最好方法
。

二
、

内毒案与盆试荆的反应原理

赏系海产动物
,

生物学分类上 属 节 肢

动物门肢 口纲剑尾目
。

在其血液中含有一种

特殊的变形细胞 �� � �� � �� � �
。�

。

这种变

形细胞中含有能被内毒素激活的 �因子
、

�

因子
、

前凝固蛋白
,

因此
,

内毒素检 测 � �

法的机理即是内毒素通过激活 �因子
、

� 因

孔 前凝固酶
,

而使可凝固蛋白变成凝固蛋

白 �肉眼可见的凝胶�
,

从而可以半定量及

定量地测知内毒素的含量 �图 � �
。

�解丫
内赫
活化�因子

�添
斤璐子

图 � 内毒素与省试剂的反应原理

日本学者在对可凝固蛋白氨基酸顺序研

究的基础上
,

发现内毒素激活的凝固酶的作

用点为可凝固蛋白的第 � � ��
� � �和� � �� � � �

间的肤键
,

以及第� � ��
� � � 和 � � �� �� �

间的肤键
,

而裂解为� 链
、

�链及 �肤
。

且

在切断部位的梭基端氨基酸的结 构 均 为 一

� ��一�
� � ,

提出此酶的作用有特异性 �图

� �
。

产 色基质内毒素检测法即是据此原理

而设计的
。 ‘ �

�, ‘ ��

� �
�
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一
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么 ,几
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马 拢

图 � 凝圃阵作用部位 �箭头示�



一般地讲
,

内毒素与赏试剂的反应是非

常特异的
,

因此
,
� � 法的假阳性极少

。

从革

兰氏阳性菌分离出的欣聚糖虽亦能凝固赏试

剂
,

但其活性比内毒素低 � , � � � � � � �
, � � �

倍
。

近来发现一种新的合成抗癌剂 狡 甲 基

� � � � � 升日二� 二葡聚糖亦能与鳖试剂起反

应
。

其反应原理即是
�
鳖试剂中含有一种称

为 � 因子的物质
�

,

此抗癌剂能激活誉试剂中

的 � 因子
,

而活化的 � 因子又依次 激活前凝

固酶
、

可凝固蛋白
,

从而形成凝胶 �图 � �
。

此外
,

凝血酶
、

凝 血 激 酶
,

��� � � �
,

��� �� � �
、

核糖核酸 酶
、

胰 蛋 白酶 等
,

亦可凝固鳖试剂而引起假阳性反应
。

但用氯

仿处理此等物 质 �浸 取 � � � 小 时� 可 以

除去这些物质
,

从而可避免发生假 阳 性 反

应
。

哺乳类动物血浆中含一种醋酶
,

它对内

毒素有降解及脱毒的作用
,

故用 � �法 检 测

血浆中的内毒素易受此种 物质的影响
,

而造

成假阴性结果
。

为了避免此等因素的影响
,

在试验前血浆需经过特殊处理
。

目前共有下

述四种方法处理血浆
,

即稀释加热法
、

酸化

液
、

氯仿浸取法及凝胶过滤法
。

我们及其它

的一些工作者认为稀释加热法简便易行
,

效

果较好
。

在鳖血液中
,

还有一种称之为抗� � 因

子 �� � � � 一 � �� 一 �� � � � �
,

� � �� 的蛋 白

物质
,

其分子量约为�� � �
� ,

为一种 鳖 血

抗凝剂
,

对� ��介导的� � 反应有直接的 抑

制作用
。

� � 可抑制 � ��对 � � 反应的初始

阶段
。

因此在制备鳖试荆时
,

应将此物质清
除

。

氯仿浸取法可有效地去� � �
。

除去脱�

及加入 �
� � �

��
�

��� � 可改善鳖试 剂的 质

量
,

提高敏感性约� �� 倍
。

三
、

各国法定检洲内毒豪的方法

美国首先将� �法作为检测内毒素的 法

定方法
。

在美国药典第�� 版 �� � �。� 的细菌

内毒素一项中对� �法亦进行了详细的介绍
。

继美国以后
,

许多国家 �特别是欧洲国家�

纷纷仿效
,

亦 已将� �法作为检测内毒 素 的

法定方法
。

现以美国为例
,

来说明这种法定

的 � � 法
。

美国食品药品管理局 �� � � � 对 厂 家

提出了一条准则
。

� � �认为对于应 用 于 人

类的药物
、

生物制剂
、

兽用药物及医疗器械

必须将� � 法作为法定的终产品 �� � � � � 。三

� � �� � 内毒素检测方法
,

厂家只有遵循这个

原则并按介绍的方法操作后
,

其产品才能得

到� � � 的承认
。

� �法作为法定的内毒素检测方法
,

在进

行测定时必需作� 测定鳖试剂 的 敏 感性 ,

� 抑制与增强试验
。

�
。

堂试剂的教感性

在置试验的操作过程中
,

各个实验室之

间必定有差异
。

检测人员必须应用同一批堂

试剂及同一批内毒素作 � � 仑个稀释度的试

验
,

以 � 倍倍比稀释以便取得适宜的终点范

围作� �
。

终点内毒素量应以
� � � � �表示

,

然后换算成�
� �值

,

计算标准差 � � � �
。

如果 �

个稀释度的 �� 值小于或等于 � � 值的” �限

嚼
‘

则此方法是可用的
。

如 � � 超过比 值
,

则应采用 � 个稀释度的试验
,

计算新 的 � �

值丫此时
,

如 � � 值仍超过 � 个稀释度 � � 的

”�上限值
,

则此方法 由于变异太大不能采

角
。

在重新试验前应找出 原 因 并 迸 行 纠

正
。 ’

卜 ·
「 气

裹 � � � 值的� � �上限值

咫瑞母终稀释次数 � � � �
一

� � � �。

峪 通

吮
‘

人 �

� 。

���

�
。

� ��

� 。

�� �

� ‘名� �

代
’

一

如实验羞通挂了上述变异试验
,

如应以

工系列浓度的参馨标准内毒素
二� � � � 或

对照标准内毒素 �亡血 � 检查蛮试剂 的 敏

感性
,

如果聋试剂的敏感性差异不超过标定

值的 � 倍稀释
,

则认为是满意的
。

�
。

抑制与增强试验

一种药物含不同浓度的标准内毒素 �敏

一 �� 一



憾隆已以省试剂标定�
,

然后与水中的一系

郭向种内毒素浓度进行比较
。

标准系列的的

内毒素检测结果与药物中的内毒素检测含量
几

进行比较
,

其差异不应超过两倍稀释浓度
。

原则说明此种药物有抑制或增强现象
。

由不同浓度不同活性要素组成
,

而其它

成分相对恒定的药物
,

只需测最高和最低浓

度即可
,

如果每种浓度均表明有抑制或增强
,

则每种浓度均需进行抑制 � 增强试验
。

所有法定的药物检测均需在未稀释或在

适当稀释后测定
。

稀释倍数不能超过最大有

效稀释 �� � � �� � � � ��� � ��� ��� �
,

� � � �
,

否则其中的内毒素经稀释后浓度过

低而不被� � 法检出
。

� � � 的计算公式为
�

第一步
�

先 计 算 最 小 有 效 浓 度

�� � �  

! 二 一次应用或在 1小时内应用的兔

或人剂量 (以每公斤体重计算)
。

M 在这里是

最关键的要素
。

K
= 5

.

O E U
/

k g

第二步
:
再计算最大有效稀释

M V D = 药物
的药效
M V C

M V C =

入= 以标准内毒素

久M

K

(E U / m l) 测 定

对于以重量/ k g为单位应用的药物
,

药

效的表示为m g/ 砰1 或单位/ m l, 对于以体

积/ k g应用的药物
,

药效为1
.om l/ m l

。

如果药物表朋有抑制或增强现象
,

则应

服从R T 法
。

此时
,

R T 法仍将是检测药物内

毒素含量的适宜方法
。

至少应检测 3 个生产

批次终产品的抑制及增强试验
。

如果药物的

加工制造过程改变
,

或药物的配方或药物中

某种特殊要素的来源改变
,

则每种药物至少

要对 3 种单位重复测定抑制/ 增 强试验
。

如

堂试剂的生产或鳖试剂批号更变时
,

至少每

种药品要对 1种单位进行重复测定
。

的堂试剂敏感性

垂‘ 之d匕
刀, . ,口 尔 灭

阅秀文
. 综述 薛广波审校

子量 二
38 4

.
4 6

,

其结构式如下
:

B r-

、

|
|
|/了

.2H么C

.

一
亡

新洁尔灭 (B ro m o 一 g e r a m i
n u

m ) 是

一种季按盐类消毒剂
。

自从1935年 问 世 以

来
,

广泛应用于体温表
、
便器

、

痰孟罐
、

食

具丁用具
、

住室
、

运输工具及医护人员洗手

等方面的消毒
。

因其杀灭繁殖型细菌作用强

大
,
低浓度下对皮肤粘膜毒性轻微

,

故常以

涂沫和浸泡的方式对皮肤粘膜进行消毒
,

是

一种阳离子表面活性杀菌剂
。

我国 自 产 的

” % 新洁尔不水溶液
, 性质登定

、

无毒
,

无

味
、

使用方便
,

深受欢迎
。

一
、

理化性质
-

新洁尔灭化学 名称为
:
十二烷基二甲基

苯甲基澳化按
,

分子式为C
: :H :

.N B r ,

分

⋯
、叠

一C H
’

-
C H

s

}

{

C H
s

原液是一种谈黄色的胶状物
,

具有芳香

气味
、

极苦、易溶于水和乙醇
、

微溶于丙酮
、

不溶于乙醚
。

、

无臭味
、

配成溶液后
,

无色透 明
、

无

无挥发性
、

汇腐蚀性
、

性质稳
、

耐光
、

耐愁、 可长期贮存
。

毒定

二
、 _

杀菌作用
.
新洁尔灭在水中水解时产生阳性电荷吸

附于微生物的表面形成离子微团
,

并渗入到

.第二军医大学流行病教研室进修生
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