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摘要：目的 对细菌内毒素检测试剂盒的不同血清处理方法进行探讨。方法 本文应用终点显

色基质法细菌内毒素检测试剂，分别用高氯酸法 、碱试剂法、新高氯酸法、高温稀释法对 10

名健康志愿者的血清中外加内毒素回收实验，计算回收率并进行统计分析。结果 新高氯酸法回

收率在 65 % - 82 %，比高氯酸法回收率（56 % - 72 %）回收率有所提高，高温稀释法回收率在

138 % - 162 %，碱试剂法回收率在 99 % - 103 %区间，碱试剂回收率最理想，其他三种方法回收

率稍差，但也均在一般鲎实验要求的范围内（50 % - 200 %）。四种血清处理方法在同一外加内

毒素浓度回收率具有极显著差异 （P < 0.01）。除了碱试剂法，其他三种方法在外加不同内毒素

回收率时具有显著差异 （P < 0.01)。结论 对于终点显色法细菌内毒素检测试剂盒，选用碱试剂

法处理血清对于细菌内毒素的回收率好，稳定性良好，检测结果的准确性高。我们首选碱试剂法

作为细菌内毒素检测试剂盒（终点显色基质法）的所用血清的处理方法。其它方法备参考。
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Abstract: Objective To evaluate four types of serum treatment methods for clinical bacterial

endotoxin test. Methods In this research, End-Point Chromogenic Bacterial Endotoxin Detection

kit was used in clinical endotoxin detection. Perchloric Acid method, Alkali method, Advanced

Perchloric Acid method and High-Temperature Dilution method was used in serum treatment

respectively. Serum samples from ten health people were spiked with endotoxin and percentage spike

recovery was determined. Spike recoveries were compared among four serum treatment methods.

Results The spike recovery of the Advanced Perchloric Acid method was 65 % - 82 %, higher than

the Perchloric Acid method (56 % - 72 %); the spike recovery of the High-Temperature dilution method

was 138 % - 162 %; the spike recovery of the Alkali method was the most ideal one, which was 99 % -

103 %, close to 100 %. Although the other three methods were not as ideal as the Alkali method, the

spike recovery between 50% and 200% is considered valid according to industry guidance. Spike

recoveries were significantly different among four serum treatment methods. Unlike Alkali method,



Perchloric Acid method, Advanced Perchloric Acid method and High-Temperature Dilution method

had significant difference in spike recoveries when different concentrations of spiked endotoxin were

added to the samples. Conclusions For clinical End-Point Chromogenic Bacterial Endotoxin

Detection Kit, using Alkali method as serum treatment results in greater accuracy and consistency.

Key words: bacterial endotoxin; End-Point chromogenic; TAL; Serum treatment method; spike

recovery.

细菌内毒素是革兰氏阴性细菌细胞壁上一种特殊的组成成分，是临床上革兰

氏阴性菌感染的重要监测指标。随着检测技术与研究方法的更新发展，细菌内毒

素检测方法向分子方向发展，如微波频谱测定、快速高通量环境电离质谱（MS）

方法、罗氏蛋白染色法、碘同位素标记法、内毒素生物传感器、重组 C因子法[1-4]

等。但是，由于临床上革兰氏阴性菌感染的监测具有多频性、连续性等特点，新

兴的细菌内毒素检测方法价格昂贵或仍处于实验室的研究阶段，还未能运用于临

床检测。而鲎试验自从 90 年代开始在临床上运用于细菌内毒素检测[4]，对于许

多临床科室革兰氏阴性菌感染的诊断有重要指导意义[5-9]。检测也从早期的定性

检测发展到定量检测，目前在定量鲎试剂的发展中又演变出终点显色法、动态浊

度法、动态显色法，同时，在定量鲎试剂反应中对干扰物质预处理方法的不同形

成碱试剂法、高氯酸法、新高氯酸法、高温稀释法[10,11]。对于不同方法学及血液

处理方法，国内外均有相关报道[11-13]。

终点显色基质法细菌内毒素检测试剂盒的原理是利用蛋白多肽显色基质能

被鲎试剂中凝固酶原水解，释放出 pNA 显色基团，利用偶氮化反应，在 545nm

波长处测定吸收峰，从而计算细菌内毒素含量[14]。临床上用细菌内毒素检测试剂

盒（终点显色基质法）检测人血清中细菌内毒素含量，以诊断革兰氏阴性细菌感

染疾病[15]。由于其灵敏度高，可定量，目前在临床得到广泛应用[16]。由于本试剂

盒的主试剂是鲎试剂，是用鲎血细胞溶体物而制备成的，主要成份是多种丝氨酸

蛋白酶的混合物。但是，人血清中存在许多蛋白酶、凝血因子、球蛋白等因子，

对鲎试剂与细菌内毒素的反应（即鲎试剂由于内毒素作用激活鲎试剂中丝氨酸蛋

白酶的逐级水解反应[17]）起到干扰作用。从而影响结果的准确性。因此，我们对

血清处理方法进行探讨选择最佳血清处理方法，利用终点显色基质法细菌内毒素

检测试剂盒对人血清预处理方法进行三组不同浓度的血清外加内毒素回收实验



的比较，以得到最理想的血清处理法，保证试剂盒检测临床样本的准确性、稳定

性。

1 材料和方法

1.1 血清材料 选用 10 名健康志愿者血清样本。样品采集过程要求无菌操作，

用不加任何抗凝剂真空采血管。

1.2 试剂与仪器 细菌内毒素检测试剂盒（终点显色基质法）（生产厂家：福州

新北生化工业有限公司，批号：16080132，该批试剂标准曲线为 y = 1.6137x +

0.0692，r = 0.99，其中 y为样品测定所读取的 OD值，x为样品中细菌内毒素含

量）、细菌内毒素国家标准品 （批号：200707，规格：10000 EU，中国药品生

物制品检定所）、0.74 mol/L 高氯酸、0.48 mol/L 氢氧化钠、碱试剂（NaOH 0.08

mol/L， NaCl 0.15 mol/L、双甘氨酸 0.03 mol/L、乙撑亚胺 0.03 mol/L、CaCl2

0.01 mol/L、MgCl2 0.05 mol/L、曲拉通 0.003 mol/L、聚戊二烯 0.3 mol/L）、

缓冲液（Tris-HCl/pH= 6.0、pH= 8.0)、细菌内毒素检查用水（生产厂家：福州

新北生化工业有限公司，批号：160525，规格 5 ml／支，细菌内毒素< 0.005 EU/mL）

主要仪器：SM800 型酶标仪（上海永创，含有 545 nm 滤光片）、加热恒温

混匀仪 (上海永创 I-MixHot 100) 、800 型离心机 （上海医疗器械厂）

所有与实验直接接触的器具均应无菌无热原处理。

2 方法与结果

2.1 血清样本准备 10 名健康志愿者用无热原无添加剂采血管采集静脉血，每

人采集 4管，每管约 4 mL。样本采集后应半小时内，离心半径 4 cm， 3000 r/min

离心 5 min，取上层血清。每管血清分装成 4管，每管 90 μL， 编为一组。样

本 4 h 内检测完。若当日不能及时检测样本应将离心后血浆转移至无热原采血管

内 2-8 ℃保存 72 h 内使用。-20 ℃以下冷冻保存，6个月内使用。

2.2 血清添加内毒素 每组血清样本（4管，每管 90 μL），其中一支加入 10

EU/mL 的细菌内毒素国家标准品溶液 10 μL， 最终浓度 1 EU/mL（血清①）；

一支加入 5 EU/mL 的细菌内毒素国家标准品溶液 10 μL， 最终浓度 0.5 EU/mL

（血清②）；一支加入 2.5 EU/mL 的细菌内毒素国家标准品溶液 10 μL， 最终

浓度 0.25 EU/mL（血清③）；一支加入 10 μL 细菌内毒素检测用水，作为空白



对照（为血清 0）；

2.3 血清的处理及结果计算

2.3.1 高氯酸法 取血清（未添加内毒素的空白对照血清 0）及以上添加细菌内

毒素血清①、血清②、血清③各 50 μL 于无热原空安瓿中，每管加入 0.32 mol/L

HClO4 200 μL，加热恒温混匀仪上 37 ℃孵育 20 min 后， 离心半径 4 cm， 3000

r/min 离心 10 min，再加入 0.18 mol/L NaOH 250 μL。取 50 μL 上清液至无

热原空安瓿中，加入 50 μL 主试剂，做两支平行管，加热恒温混匀仪上 37 ℃

孵育 30 min，偶氮化反应后，酶标仪 A545测定 OD 值，取平均值计算细菌内毒素

含量(注：被测样本为原液稀释 10 倍)及回收率。

2.3.2 新高氯酸法 取血清（未添加内毒素的空白对照血清 0）及以上添加细菌

内毒素血清①、血清②、血清③各 50 μL 于无热原空安瓿中，每管加入 0.18

mol/L NaOH 100 μL，加热恒温混匀仪上 37 ℃孵育 5 min，加入 0.32 mol/L HClO4

100 μL，加热恒温混匀仪上 37 ℃孵育 10 min，继而加入 0.18 mol/L NaOH 100

μL， 0.2 mol/L Tris-HCl（pH=8.0）150 μL ， 3000 rpm 离心 10 min 。取

50 μL 上清液至无热原空安瓿中，加入 50 μL 主试剂，做两支平行管，加热恒

温混匀仪上 37 ℃孵育 30 min，偶氮化反应后，酶标仪 A545测定 OD 值，取平均

值计算细菌内毒素含量(注：被测样本为原液稀释 10 倍)及回收率。

2.3.3 碱试剂法 取血清（未添加内毒素的空白对照血清 0）及以上添加细菌内

毒素血清①、血清②、血清③各 50 μL 于无热原空安瓿中，每管加入 200 μL

碱试剂，加热恒温混匀仪 37 ℃孵育 10 min，再加入 250 μL 缓冲液（0.2 mol/L，

pH = 6.0。取 50 μL 上清液至无热原空安瓿中，加入 50 μL 主试剂，做两支平

行管，加热恒温混匀仪上 37 ℃孵育 30 min，偶氮化反应后，酶标仪 A545测定

OD 值，取平均值计算细菌内毒素含量 (注：被测样本为原液稀释 10 倍)，及回

收率。

2.3.4 高温稀释法 取血清（未添加内毒素的空白对照血清 0）及以上添加细菌

内毒素血清①、血清②、血清③各 100 μL 于无热原空安瓿中，每管加入 900 μ

L 细菌内毒素检查用水，加热恒温混匀仪 75 ℃孵育 10 min。取 50 μL 上清液

至无热原空安瓿中，加入50 μL主试剂，做两支平行管，加热恒温混匀仪上37 ℃

孵育 30 min，偶氮化反应后，酶标仪 A545测定 OD 值，取平均值计算细菌内毒素



含量 (注：被测样本为原液稀释 10 倍)及回收率。

2.4 结果

外加不同浓度内毒素的同一志愿者血清样本及空白对照不同血清处理方法

处理后，记录测量结果。

2.4.1 四种血清处理方法回收率结果 根据 10 名志愿者的结果计算吸光值、细

菌内毒素及回收率的平均值及标准方差。结果见表 1：

表 1 四种血清预处理方法的检测结果

2.4.2 四种血清预处理方法回收率比较 根据单因素方差分析 Tukey 法统计结

果显示，对于每组外加内毒素浓度 1.0 Eu/mL、0.5 Eu/mL、0.25 Eu/mL 的样本，

四种血清处理方法的回收率具有极显著差异（P＜0.01)，结果见表 2:

表 2 同一外加内毒素浓度不同血清预处理方法回收率比较



同种血清处理方法中，比较血清外加内毒素浓度 1.0 Eu/mL、0.5 Eu/mL、

0.25 Eu/mL 的回收率时，除了碱试剂法没有显著差异外（P＞0.05），其余三种

方法均存在极显著差异（P＜0.01)，结果见表 3：

表 3 同一血清预处理方法在不同外加内毒素浓度回收率比较

由表 3可得，碱试剂法在终点显色基质法试剂盒上运用，回收率具有可靠的

稳定性能。而高氯酸法、新高氯酸法、高温稀释法作为终点显色基质法试剂盒血

液处理方法，在同种方法不同的三组外加内毒素浓度血清中回收率具有相当大的

差别，稳定性不如碱试剂法。

因此，碱试剂法与高氯酸法、新高氯酸法、高温稀释法对外加内毒素浓度的

回收率效果存在明显的差异，碱试剂法回收率在 100 % 略微波动，数值较为理

想，且碱试剂法在三组血清中外加不同浓度的内毒素回收率不具有显著性差异（P

＞0.05），稳定性能良好。可得碱试剂法更符合终点显色基质法的预处理方法需

求。

3. 讨论

感染性疾病是困扰人类健康的一大难题， 临床上感染种类主要有：革兰氏

阴性菌感染、真菌感染、阳性菌感染、病毒感染和寄生虫感染。全国每年感染患

者 2亿人次， 其中革兰氏阴性菌感染占了很大的比例。革兰氏阴性菌细胞壁主

要成分为脂多糖（细菌内毒素），大部分患者在革兰氏阴性细菌感染后，能从血

液中检出细菌内毒素[18]。

细菌内毒素除了引起发热外还有血管扩张、血管通透性增加、中粒性细胞增



多、补体激活、血压下降等现象，内毒素血症可以引起机体微循环障碍、急性肺

损伤、急性呼吸窘迫综合征（ARDS）、弥散性血管内凝血（DIC）、休克、全身

炎症反应综合征（SIRS）[19,20]等，其中全身炎症反应综合征可能诱发多脏器功能

障碍综合征（MODS）与多脏器功能衰竭（MOF），也易导致继发性感染情况的发

生形成恶性循环，加重感染者病情。若患者存在革兰氏阴性菌感染，血液中会存

在大量的细菌内毒素，因此根据血液中细菌内毒素的含量可间接判断患者是否受

到革兰氏阴性菌感染[19]。内毒素的检测利于初步区别病毒感染和细菌感染，尤其

在早期诊断革兰阴性菌感染。目前血培养和鉴定是菌血症病原诊断学的“金标

准”，但血培养通常需要 3d 时间才能得出结果且灵敏度低，少数病原菌甚至需

要更长时间，而内毒素水平监测具有更快捷、更易操作的优势，在标本送检数小

时后即可获得检测结果，指导临床对革兰氏阴性菌感染病人的早期诊断[21]与合理

用药提供理论依据。早期对革兰氏阴性菌诊断在临床上具有重要意义[22]。

内毒素的检测中会受限于人血清中存在许多蛋白酶、凝血因子、球蛋白等因

子，这些物质对试剂中的凝固因子的逐级反应具有干扰作用，影响了测定结果，

因此必须对血清样本进行预处理，而预处理的回收率效果将直接影响内毒素的检

出率。根据本试验结果得出，四种血清处理方法在同一外加内毒素浓度的回收率

均具有极显著差异（P＜0.01)。高氯酸处理外加内毒素血清的回收率（56 % -

72 %）与新高氯酸法处理外加内毒素血清的回收率（65 % - 82 %），两者虽均

符合一般鲎实验回收率标准（50 % - 200 %）[23]，但不够理想，且两者在各自方

法三个不同外加内毒素浓度的组内回收率均具有极显著差异（P < 0.01)。这是

由于两者处理血清样本过程中，由于强酸性不同程度上破坏了内毒素的化学结构

[24]，从而降低了细菌内毒素检出值，影响回收率。而且前者只测定血液中游离的

内毒素，而后者同时还测定了和蛋白结合的内毒素。

高温稀释法处理外加内毒素血清的回收率（138 % - 162 %）值偏高，由于

高温稀释法预处理血液后，会出现白浊现象对酶标仪光学测量产生干扰，影响测

量结果使回收率增高，在临床检测中假阳性几率增大。该方法在三种外加内毒素

浓度的回收率具有极显著差异（P＜0.01），可见其回收率的效果具有不稳定性。

碱试剂法处理外加内毒素血清的回收率（99 % - 103 %），符合鲎实验回收

率标准（50 % - 200 %），效果较理想。主要是由于碱试剂配方中的各种成分作



用，能有效的去除血清中存在许多蛋白酶、凝血因子、球蛋白，最大程度降低这

些蛋白酶干扰鲎试剂试验；同时采用的稳定剂及表明活性剂对鲎试剂也起到保护

作用，大力提高了鲎试剂抗干扰能力。且该方法在三组外加不同浓度内毒素的组

间回收率不具有极显著性（P＞0.05），可见其对回收率的效果具有稳定性。

因此，碱试剂法对内毒素的回收率最佳，其他三种方法回收率虽然不如碱试

剂法，但也均符合一般鲎实验回收率标准（50 % - 200 %）。若检验结果的回收

率与 100 %偏差过多或回收率不具有稳定性，既容易在检测过程中出现假阳性、

假阴性或重复性差的现象，造成误判、难判。根据以上实验，我们首选碱试剂法

作为细菌内毒素检测试剂盒（终点显色基质法）的所用血清的处理方法。
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