
1995-04-08收稿。

* 本文 “鲎试验” 一词 , 被作者译为 “ Limulus Assay” 或 “ Limulus

tes t” , 实际上并非用美洲鲎 ( Limulus polyphemus ) 的鲎试剂 (商

品名缩写为 LAL, 全称 Limulu s Amoebocyte Lysate)做的试验 , 而

是用中国鲎 ( Tach ypleus t rideu talu ) 的鲎试剂 ( TAL, Tach ypleus

Amoeb ocyte Lysate)。 为了便于交流 , 未将 Lim ulus改为 Tachy-

pleus, 特此注明。 (编者 )
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摘要　应用新型显色基质法鲎试验 ( NCLA) 测定 41例肺部革兰氏阴性 ( G- ) 细菌感染患者 ( G-组 ) ; 32例肺部非

革兰氏阴性细菌感染患者 (非 G-组 ) ; 42例无细菌感染的肺病患者 (无感染组 ) 的血桨内毒素浓度、 并与 100例健

康者 (对照 ) 比较 , G-组血浆内毒素水平明显高于对照组 , 非 G-组及无感染组 ( P均 < 0. 01)。提示新型显色基质

法鲎试验有助于对肺部 G-细菌感染作出快速、 灵敏的诊断。

关键词　鲎试验　内毒素　肺炎　革兰氏阴性细菌

Abstract　 The concentration o f plasma endo toxin in 41 patients wi th pulmonary g ram-nega tive

( G
-
) bacterial infection ( G

-
g roup) , 32 pa tients wi th pulmonary non-G

-
bacterial infection ( non

G
-

g roup) , 42 pa tients wi thout pulmona ry bacterial infection ( non infection g roup) w ere measured

by the New Chromogenic Limulus Assay ( NCLA) , and compa red wi th a contro l g roup of 100 nor-

mal cases. The concentra tion of plasma endotoxin in G
-

g roup was signi ficant ly higher than those

o f the control g roup. non G- g roup and non infection g roup ( all P < 0. 01) . The resul ts show ed

that NCLA was a quick, sensi tiv e and useful method for the diagno sis o f pulmonary G
-
bacterial in-

fection.
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壁所含的脂多糖 ,测定病人血桨中内毒素水平有助于

G
-菌感染的诊断 [1 ]。自从 1956年发现鲎血变形细胞

裂解物与内毒素接触可形成凝胶后 ,虽然已建立了一

系列检测内毒素的鲎试验 ( Limulus Test ) ,但均因主

观误差大和灵敏度低而限制了鲎试验在临床上的应

用。例如 , 一般检验科使用的凝胶法只能定性、 美国

常用的 M A Bioproducts Kits
[2 ]
和国内一些单位用的

偶氮显色法鲎试剂盒测定内毒素的灵敏度也只在

115 Eu /L左右 ,随着科学的进步 ,这已不能满足临床

需要。广西医科大学蛇毒研究所利用国家自然科学基

金的资助 ,合成了一种由三肽与 N, N-二乙氨基苯胺

结合形成的新基质 ,应用该基质建立的新型显色基质

鲎 试 验 法 ( N ew Chromogenic Limulus Assay ,

N CLA)除具有快速 (数小时内可出结果 ) ,不受血浆

色泽干扰的特点外 ,能准确定量检测低达 2～ 6 Eu /L

的微量内毒素。为了探讨 N CLA在临床上对肺部 G
-
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菌感染的诊断意义 ,我们用该法检测了 115例肺病病

人 , 结果报告如下。

1　材料与方法

1. 1　研究对象

1. 1. 1　无感染组: 包括肺癌 21例 , 支气管哮喘 11

例 , 支气管扩张 7例 ,老年性肺气肿 3例。合计男 28

例 , 女 14例 , 年龄 52. 1± 12. 9岁 , 均经临床确诊 ,

且经细菌学及其它检查证实无细菌感染征象者。

1. 1. 2　非 G
-细菌性肺炎组: 包括金黄色葡萄球菌 6

例 , 表皮葡萄球菌 3例 , 草黄色链球菌 5例 , 抗酸杆

菌 18例 , 均经痰细菌学检查证实。合计男 19例 , 女

13例 , 年龄 50. 9± 17. 6岁。

1. 1. 3　 G
-细菌性肺炎组: 包括绿脓杆菌 14例 ,肺炎

克雷白杆菌 13例 , 大肠艾希氏菌 7例 , 醋酸杆菌 4

例 , 变形杆菌 2例 , 黄杆菌 2例 , 合计男 27例 , 女

14例 ,年龄 51. 9± 16. 6岁。均经痰细菌学培养证实。

1. 1. 4　对照组: 100名健康献血员的血桨内毒素测

定结果为正常对照组 , 其中男 56例 , 女 44例。

1. 2　研究方法

1. 2. 1　血桨样品准备: 住院病人于清晨用一次性

无热原注射器抽取外周静脉血 2～ 3 mL, 置于含

0. 1 mL肝素溶液的经处理无内毒素污染的试管内并

封口送检。血标本经离心 1000 rpm ( 200 g ) 10 min,

得富含血小板血桨 , 取该血桨 0. 1 mL加蒸馏

水 0. 9 mL混匀置 75℃水浴 10 min, 冷至室温备用

( 24 h内检测 )。

1. 2. 2　标本测定:采用新型显色基质鲎试验法测定:

分取鲎试剂 (广西医科大学蛇毒研究所制备、 简称

T AL) 0. 1 mL加入各无热原试管中 , 再加入前述血

桨样品 0. 2 mL混匀 ,置 37℃水浴中保温 60 min,然

后分别加入 0. 4 mL的 Tris-HCl缓冲液 ( pH值 8. 5)

0. 1 mL和 3 mmo l的显色基质液 ( Boc-Lue-Gly-

Arg -DEAA· H2 SO4 ) 0. 1 mL , 混匀后准确保温

15 min。然后顺序加入 0. 6 mL的 1-萘 -2-磺酸钠 (用

0. 05 mmo l的硼酸缓冲液配制、 pH值 8. 9) 0. 5 mL

和 0. 2%高碘酸钠 1 mL, 混匀 , 室温放置 20 min后

用分光光度计 (国产 721-3型 ) 测定 675 nm波长处

的吸收度 (简称 A 675, 采用 0. 5 cm厚度比色杯 ,用

蒸馏水调零 )。在血桨样品吸光度座标曲线上或用直

线回归方程找出经过预处理的样品中内毒素含量 ,将

该值乘以稀释倍数即为原血桨样品的内毒素含量。

1. 2. 3　细菌培养: 病人于晨间采血后漱口三次咯痰

做细菌培养及药物敏感试验。

1. 2. 4　数据统计方法: 数据以 x-± S表示 , 实验结

果进行 q检验 ( Newman-Keuls法 )。

2　结果

　　四组血桨内毒素浓度结果见附表: G
-
组血桨内

毒素浓度明显高于对照组 , 非 G
-组和无感染组 ( P

均 < 0. 01) ; 对照组、非 G
-
组和无感染组各组间的血

桨内毒素浓度虽然也有差异 ,但差异无显著性 ( P均

> 0. 05)。
附表　四个组的血桨内毒素浓度

Table　 The concentration of plasma endotoxin of 4 groups

组　别

Group

病例数

No. cases

血桨内毒素浓度

The concentra tion o f plasma
endo to xin x-± S ( Eu / L)

　对照组

　 Contr ol g roup
100 11. 0± 7

　非 G-组

　 Non G- g roup
32 14. 18± 13. 5*

　无感染组 Non

　 infection g roup
42 14. 5± 13*

　 G-组

　 G- g roup
41 72. 4± 38. 1+

G- = Gram-negativ e; + : 与对照组相比 Compared with con-

tro l, P < 0. 01; * : 与 G-组相比 Compa red w ith G- g roup,

P < 0. 01.

3　讨论

　　肺炎是临床上最常见的疾病之一。 在肺炎病例

中 , G
-菌感染所占的比例已逐渐超过 G

+菌和其它病

原体 , 成为最主要的引起肺炎的病原体
[13 ]
。 G

-
菌和

G
+ 菌及其它病原体对抗生素的敏感性各不相同 , 使

得对各病原体的鉴别显得非常重要 ; 近 10年来各种

病原体所引起的肺炎 ,尤其是医院内获得性肺炎、在

临床表现上往往不具有特征性 ,又使得对这些病原体

的鉴别 ,尤其是用药前的鉴别变得不易。传统采用的

痰培养 , 显然可以帮助准确地认定细菌 , 但因需要 4

～ 7 d才能得出结果 , 并且约有半数的病例培养结果

呈阴性
[4 ]
, 这就不利于及时 , 正确的指导用药。在痰

培养未果前用药 ,显然有可能导致滥用抗生素 , 容易

产生耐药菌株和引起二重感染 ;若待培养结果出来后

才用药 , 又有可能延误治疗时机。为此 , 尽早对病原

做出判断 , 对指导治疗有着十分显著的意义。我们利

用 N CLA鲎试验检测了不同病人的血桨内毒素浓

(下转第 70页 Continue on page 70) 　　
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度 , 仅需 3～ 4 h即可得出结果 , 结果显示 G
-菌组的

血桨内毒素浓度不但明显高于正常对照组和无细菌

感染组 , 也明显高于非 G
-
菌感染组 ( P均 < 0. 01) ,

这提示用 N CLA测定血桨内毒素浓度的改变 , 确实

可以帮助诊断有无 G-菌的感染 , 从而为临床选用抗

生素提供了线索。近年来发现 , 引起肺炎 , 尤其是医

院内获得性肺炎的 G
-菌是一些毒力相对低的菌

群 [5 ] ,机体受感染后常见的反应如发热、白细胞升高

等往往表现不出来或表现不明显 ,血桨内毒素也存在

同样情况。我们观察的 41例 G-菌肺炎患者 ,血桨内

毒素浓度为 72. 4± 36. 1 Eu / L , 其中大于 115

Eu /L 8例 , 占 19. 5% ; 小于 115 Eu /L 33例 , 占

80. 5% 。这意味着若使用凝胶法 ,偶氮显色法等鲎试

验 ,将有约 80%病例得不到阳性结果。N CLA可检测

出 2～ 6 Eu /L的内毒素水平、 意味着毒力低的 G
-
菌

感染也可以得到发现。 这显示 N CLA不失为一种快

速、 灵敏 , 有效的诊断方法。

参考文献　

1　 Jo rg enson JH. Clinical applica tion o f the Limulus amoe-

bocy te lysate test. In: Proc ter R A ed. Handbook o f en-

doto xins. Vol 4. Elsev ier science publishers Br. 1986.

127.

2　 Pio trwicz BI, Mcca rt ney AC. Ch romogenic Limulus

amoebocyte ly sa te assay fo r endoto xin: compa rison o f

thr ee commercial pr oducts. M ed Lab Sci. 1987, 44: 89.

3　邓伟吾 . 加强医院内获得性肺炎的防治研究 . 中华结核和

呼吸杂志 , 1994, 17 ( 2): 4.

4　 Bates J H, Campbell GD, Ba rr on AL et a l. M icrobia l Eti-

o lo g y of Acute Pnenmonia in Hospitali zed Patients.

Chest. 1992, 101 ( 4): 1005.

5　王爱霞 , 贺联印 . 重视免疫功能低下所致感染的诊断和治

疗 . 中华医学杂志 , 1991, 71 ( 12): 663.

(责任编辑　蒋汉明 ) 　　

70 Guangx i Sciences, 　 Vol. 3 No. 1, Februar y 1996


