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除 ，以减少手术损伤 。手术强调整块椎板或分段椎板掀起 ，尽 

量不用“蚕蚀”法咬除椎板 ，这样会对脊髓反复刺激 、压迫，导致 

症状加重 】。除手术技巧外，病程长短与术后恢复有密切关 

系 ，病程越长 ，恢复越慢 ，效果越差。 
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细菌内毒素检查法(简称鲎试验)是利用鲎血变形细胞制 

成的鲎试剂与微量内毒素产生凝集反应的现象，作为判断样品 

中细菌内毒素含量是否符合规定的一种方法。其基本原理是 

利用微量内毒素激活 、活化鲎试剂 中的 C因子和 B因子，使凝 

固酶原转化为凝固酶 ，成为凝胶样的凝 固蛋 白⋯，具有简便、迅 

速、特异性高及灵敏度高等优点。中国药典 1995年版已收载， 

并对鲎试剂、内毒素标准、试验程序、判断标准等作了规定。 

我科引进 的 EDS-99细菌内毒素检测系统可进行动态 比浊 

法和显色基质法检测内毒素 ，分别利用细菌 内毒素 与鲎试剂形 

成凝胶过程 中的浊度变化以及反应过程中产生 的凝固酶使 特 

殊底物显色 ，从而定量测定 细菌 内毒素 ，并实现对反应的全过 

程监控。但细菌内毒素检查法还受到许多因素的影响，为提高 

细菌内毒素检查的质量 ，在进行 细菌 内毒素测定时 ，还应注意 

下列问题 。 

1 实验室应具备的条件 

实验室必须具备以下条件；足够的清洁空间，稳固的实验 

台，内毒素检测系统，室内灭菌设施(紫外灯)，百级净化工作台， 

离心机，恒温水浴箱，旋涡式混合器，冰箱，可调微量移液器等。 

2 试剂质量 

2．1 鲎试 剂灵敏 度 

为了保证检查结果的准确性，用于试验的鲎试剂应首先核 

对灵敏度。在实际工作中，发现鲎试剂在符合药典规定标准的 

前提下，由于生产批号不同，部分鲎试剂的实测灵敏度与标示 

值有差异，导致检测同一检品时用相同标示值的鲎试剂出现不 
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同结果 。因此 ，实验前应复核鲎试剂 产品的灵敏度和 自身凝集 

时间，必要时须对鲎试剂进行标化 。 

2．2 细菌内毒素标准品 

细菌内毒素标准 品是用于鲎试验时 的对 照品。它是用世 

界卫生组织所提供的内毒素国际标准品来标定的，其单位用 

EU／ml表示 。细菌内毒素标准品效价误差或效价不稳定均可影 

响实验结果。因此，应对细菌内毒素标准品的效价进行标定。 

2．3 检 测 用水 

中国药典规定稀释用的细菌内毒素检查用水应达到在 (37 

±1)℃的条件下与 0．03 EU／ml鲎试剂混匀 24 h内不产生凝集 

反应的标准。 

3 试验器具 

用于鲎试剂的器具必须满足以下条件：便于除热原，计量 

准确，使用、操作方便，对内毒素无吸附作用。试剂厂家提供的 

专用微量移液器是一种较理想的计量器具 ，与之配套的除热原 

的毛细玻管加样头，加样时可直接伸到试管底部，使分装。加样 

更加准确、方便 ，是一种理想 的试验器具。它和除热 源的塑料 

加样头联用，较好地解决 了实验过程 中试剂溶解 、混合、分 装、 

加样等操作的计量误差。但塑料加样头去除外源性热原较复 

杂，在实验中我科采用∞c0照射 2 h去除热源取得良好的效果。 

但此法一次性使用成本较高。另外，稀释配制内毒素标准时， 

必须选用对内毒素无吸附作用的容器，最好采用经硅烷化处理 

的无热原玻璃器皿。反应管也必须经清洗．泡酸．蒸馏水清洗一 

250℃烘烤 l h以上以彻底除热源。 

4 受检样品中可能存在的干扰因素 

4．1 多糖 

l-3-pD葡聚糖(10 pg，Tn1)能激活鲎试剂旁路(G途径)，使 
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常规的内毒素实验呈阳性 2 J。 

4．2 蛋 白质 

阳离子蛋白如溶菌酶、核糖核酸酶 A及人免疫球蛋 白 G均 

能与内毒素形成细菌内毒素一蛋白复合体，对细菌内毒素有显 

著的屏蔽作用而影响鲎法测定细菌 内毒素的结果 J。此外 ，血 

红蛋 白与 LPS结合可改变 LPS的一些物理特 性，从而增加 LPS 

的生物学活性及 LPS与 LAL的作用 J。人血 白蛋 白、球蛋 白、 

抗凝血酶 Ⅲ均可以激活 G因子 ，造成假阳性结果 。 

4．3 离子 

离子对细菌内毒素测定结果影 响较大 。一方面，高浓度 

的离子会引起 内毒素的聚集 ，使 内毒素不易解聚 ；另一方面，鲎 

试剂中的 C因子必须在二价 阳离子的参与下才能被激 活形成 

活化 C因子 ，当溶液 中存在维生素、添加剂 、右旋糖酐一4o、抗凝 

血剂如柠檬酸 、肝素时，可能干扰鲎试剂形成凝胶 。 

5 实验操作 

5．1 操作 熟练程度 

实验操作的正确与否和熟练程度 ，实验 中无菌观念 和无菌 

技术是否运用得 当等 ，均可 对实验 结果 产生 很大 的影 响。因 

此，在实验中严格按照操作规则和无菌要求进行，减少误差的 

形成 。 

5．1．1 鲎试剂的取用 取鲎试剂时，轻弹安瓿 ，使试剂粉末 

尽量落于安瓿底部 ，先用砂 轮划痕，拭 去玻璃粉末后用酒精灯 

消毒瓶颈，再将颈部折断，使瓶颈有一个整齐的断 口。这一操 

作应避免异物掉入安瓿造成 鲎试剂的污染 。 

5．1．2 鲎试剂的配制 用微 量移液器配除热原枪 头，按说 

明精确吸取所需量鲎试验检查用水 ，沿瓶壁并缓缓转动安瓿使 

试剂粉末尽量冲至底部 ，轻轻旋摇使 鲎试剂 溶解后 ，用专用微 

量移液器配除热原的毛细玻管加样头各取 100 分装于每支 

试验管备用。 

5．1．3 内毒素 标准品的配制 操作 时必须 准确稀 释，且充 

分振荡使 内毒素多聚体裂解 ，使与鲎试剂 反应的疏水基团充分 

暴露 。 

5．1．4 操作注意事项 双手避免在安瓿或试管上方来回移 

动 ，加样后立 即放入反应器中，整个操作过程中应迅速 ，防止微 

生物的污染，否则易致假阳性的出现。因气泡会使检测光发生 

折射 ，导致检测数据及反应曲线失常 ，因此，操作过程 中应避免 

气泡的产生。 

5．2 混合 液的 pH值 

样品液与鲎试剂混合液的 pH值对鲎试验的影响较大，根 

据国内外资料的报道，最适 pH为6．0～8．0⋯。pH值过大或过 

小均可影响鲎试剂与细菌内毒素 的反应 ，必要时可用无内毒素 
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的 HC1或 NaOH调节 pH值。 

5．3 反应 温度 

温度对鲎试剂的灵敏度影响很大。有实验证明 ，温度在 25 

～ 41℃内，随着温度的升高，鲎试剂的灵敏度也随着升高；在 

41～46℃之间，温度对灵敏度无明显影 响；≥48 oC会破坏鲎试 

剂_8]。按照药典的要求，温度控制在(37±1)oC之间，才可获得 

理想的结果。遵照此要求，本检测系统 自动将温度控制在(37 

±1)oC。 

5．4 保 温反应 时间 

反应时间是动态浊度法进行定量测定的重要参数，反应时 

间标志着鲎试剂反应 的快 慢和样 品细菌 内毒素的含量多 少。 

实验时应遵守我国药典的保温 (6O±2)rain的时间。延长保温 

时间，会导致鲎试剂的灵敏度的升高 ，增加假阳性。 

5．5 试验检测过程 中应防止试管受到振动 

鲎试剂与细菌内毒素形成的凝胶受到振动后易变形而被 

误判为阴性 。因此在检测过程 中，反应器要放置在 固定不易受 

到振动的地方 ，检测过程中不可取出观察。 

5．6 阴、阳性对照 

我国药典规定鲎试验必须做阴、阳对照 ，阴性对照的 目的 

是检测 内毒素检测用水的质量及实验过程 中是否有污染，阳性 

对照的目的是证实实验条件下鲎试剂的活性，所以在实验过程 

中，阳性对照如阴性 ，则试验无效 ，须重做 。 
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