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摘要：为分析内毒素标准品菌种来源的纯度，建立了采用气相色谱 ,质谱联用法、以 !，",双三甲基硅三氟乙酰胺作
为硅烷化试剂对待测物进行衍生、对内毒素标准品所含的 ’ ,羟基脂肪酸种类进行检测的方法。色谱柱为 67,(（#"
. - " * !( .. /* 3*）；载气为氦气，恒压，柱前压 !"# 89"；进样器温度 !(" :；柱箱初始温度为 ." :，保持 ( ./#，以
( : ; ./# 的升温速率升至 !)" :，保持 ( ./#。进样量为 $ !<，不分流进样。质谱离子源为电子轰击离子源（-=），
离子源温度为 !(" :，接口温度为 !)" :。通过对内毒素标准品和大肠杆菌、绿脓杆菌、去离子水中 ’ ,羟基脂肪酸
种类的比较，探讨了通过 ’ ,羟基脂肪酸种类来辅助判断内毒素标准品菌种来源的问题。结果显示，来源为大肠杆
菌的 . """ -> ;支内毒素国家标准品中只含有 ’ ,羟基十四烷酸；!" -> ;支的内毒素工作标准品中除含有 ’ ,羟基十
四烷酸外，还含有 ’ ,羟基十二烷酸，说明其含有非大肠杆菌的细菌。
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, , 细菌内毒素是革兰氏阴性菌细胞壁外膜的脂多
糖成分。在化学结构上，主要由多糖和类脂 @ 组

成，后者是脂多糖的毒性及生物活性中心。内毒素

可引起人体发热甚至休克，因此，各国药典［$，!］对注
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射类药品中的细菌内毒素限量有严格的规定。内毒

素标准品是细菌内毒素的标准物质，用于内毒素检

测试剂的灵敏度复核和各种阳性对照［"］，通常它是

从大肠杆菌中分离提取制备而来的，例如美国内毒

素标准品的大肠杆菌种类为 """"，日本从大肠杆菌

#$%& 中提取内毒素作为日本的标准参考内毒素。
不同菌种来源的内毒素的活力相差很大，菌种的来

源直接决定标准品的各种生物学活性［#］、稳定性等

指标，因此，监控菌种纯度和杂菌的污染对内毒素标

准品的生产和应用都具有十分重要的意义。

! ! 类脂 ’ 的长链脂肪酸部分经水解形成相应的
# !羟基脂肪酸，经衍生化后可通过气相色谱!质谱法
（() * +,）进行检测［$］。应用这种方法可检测特定

场所中的空气、尘埃等环境样品中的内毒素［%，&］。

不同菌种来源的类脂 ’ 所含的 # !羟基脂肪酸的碳
链长度或种类各有特点：肠道菌（主要为大肠杆菌

等）脂多糖的类脂 ’ 的共同特征是含有 $ 个分子的
# !"-!)"$’ (，它们对称地分布于两个 .!氨基葡萄糖
分子上，即两个 .!氨基葡萄糖的 ) !位和 # !位的氨基
和羟基上［#］，经水解后可生成 $ 个分子的 # !羟基十
四烷酸［*］；与肠道菌类脂 ’ 不同，非肠道菌类脂 ’
脂肪酸组成中以 )"(’ ( + )",’ (为多见，且含有奇数碳

原子的脂肪酸；特殊类型的类脂 ’ 与酰胺键相连的
不是常见的 # !羟基脂肪酸，而是非常罕见的 # !（或
$ !）!酮!脂肪酸；另有其他细菌的类脂 ’，仅含有以酰
胺键相连的 # !脂酰基脂肪酸。本工作根据这一特
点，利用气相色谱!质谱联用仪，检测两种内毒素标
准品和 # 种实际样品中不同碳数的 # !羟基脂肪酸组
成，探讨其菌种纯度情况，以便对内毒素标准品使用

中的异常情况做出辅助判断和解释。

!" 实验部分

! ! !" 仪器和试剂
! ! /0110231 %4356 () * %4356 +, 气相色谱!质谱
联用仪（美国 /0110231 公司）。# !羟基十三烷酸标
样，# !羟基十四烷酸标样（ 7348931，瑞典，纯度 -
.,:），!，"!双三甲基硅三氟乙酰胺（’;85398，英
国）。内毒素国家标准品 . ((( <# *支（中国药品生
物制品检定所，批号 .,"），内毒素工作标准品 )(
<# *支 （ 中 国 湛 江 海 洋 生 物 制 品 厂，批 号
)((#(&"(），大肠杆菌（大连农产品检测中心微生物
室提供，依照《生活饮用水标准检查法》(&%*%( !,%
中细菌学指标菌落总数和总大肠菌群的检测方法培

养而得），绿脓杆菌（大连医科大学附属第一医院检

验科提供，按照非肠道革兰氏阴性杆菌培养方法培

养，采用梅里埃 ’=> )(?< 系统软件鉴定），其他试

剂均为分析纯。所有的实验用玻璃仪器（试管，吸

头）都用重镉酸钾洗液浸泡过夜，用去离子水冲洗

干净，放入马弗炉中于 )%( @加热 " A 去除内毒素。
! ! #" 分析条件
! ! 色谱条件：色谱柱为 .&!%（&( B / (0 )% BB
00 90 ）；载气为氦气，恒压，柱前压 )(& C=3；进样口
温度 )%( @；柱温：初始温度 .( @，在此温度下保持
% B01，然后以 % @ * B01 的升温速率升至 ),( @，在
此温度下保持 % B01；进样量为 " !7，不分流进样。
! ! 质谱条件：电子轰击离子源（<>）；离子源温度
为 )%( @；接口温度为 ),( @；质谱扫描范围：# $ %
"# + $$.。溶剂延迟时间为 "( B01。
! ! $" 标样处理
! ! 在 # !羟基十三烷酸标样（约 ( D % B2）、# !羟基十
四烷酸标样（约 (0 % B2）中加入 (0 . B7 甲醇和 (0 "
B7 乙酰氯，密封后于 "(( @反应 " A，依次用 " B7
细菌内毒素检查用水、"0 % B7 正己烷萃取后，再用
" B7 正己烷萃取，合并两次的正己烷层，真空干燥，
加入 !，"!双三甲基硅三氟乙酰胺 %( !7、吡啶 %
!7，于 ,( @反应 "% B01，真空干燥后溶于 ) B7 正
己烷中备用。

! ! %" 样品处理
! ! 将大肠杆菌和绿脓杆菌各约 (0 % 2 用甲醇清
洗，离心，弃去上清液，于 #( @下真空干燥。取 %
B7 去离子水样品，直接经 #( @真空干燥。在干燥
后的大肠杆菌、绿脓杆菌、去离子水及. ((( <# *支
内毒素国家标准品（" 支）、)( <# *支内毒素工作标
准品（" 支）中分别加入 (0 *% B7 甲醇和 (0 # B7 乙
酰氯，于 "(( @下反应 ", A，用 " B7 细菌内毒素检
查用水、"0 % B7 正己烷萃取后，再用" B7正己烷萃
取，合并两次的正己烷层，真空干燥，加入 !，"!双三
甲基硅三氟乙酰胺 %( !7、吡啶 % !7，于 ,( @下反
应 "% B01，真空干燥后溶于 )( !7 正己烷备用。

#" 结果

# ! !" $"羟基脂肪酸标准品的选择离子流色谱图
! ! 图 " 为 # !羟基十三烷酸、# !羟基十四烷酸标样
衍生物的选择离子流色谱图（# $ % "*%），其中 # !羟
基十四烷酸标样的保留时间（ &E）为 ##0 #* B01。
# ! #" 内毒素标准品、大肠杆菌、绿脓杆菌及水中的
$"羟基脂肪酸
! ! 内毒素标准品、大肠杆菌、绿脓杆菌和去离子水
经样品处理衍生化后，皆形成 # !甲氧基三甲基硅衍
生物。

! ! 在上述实验条件下，对. ((( <# *支内毒素国家
标准品、)( <# *支内毒素工作标准品进行了分析。

·""·
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图 !" #!羟基十三烷酸、# !羟基十四烷酸
标样衍生物的选择离子流图

"#$% !" &’(’)*’+ #,- ).//’-* )0/,12*,$/21 ,3 # !04+/,54!
*/#+’)2-,#) 2)#+ 2-+ # !04+/,54*’*/2+’)2-,#) 2)#+ 1’*04(

’6*’/ */#1’*04(6#(4(（78&）+’/#92*#9’6（! "# !$%）
#$ ! !% "#$：# %&’()*+’,)#(-./$*#. /.#(；

## ! #% "#$：# %&’()*+’,-,)/(-./$*#. /.#(!

图 &" （2）’ (((:; <支内毒素国家标准品、（=）&( :; <支内毒素
工作标准品、（ )）大肠杆菌、（+）绿脓杆菌和（’）去离子水中

# !羟基脂肪酸衍生物的选择离子流色谱图（! "# !$%）
"#$% &" &’(’)*’+ #,- ).//’-* )0/,12*,$/216 ,3 # !04+/,54

32**4 2)#+ 1’*04( ’6*’/ 78& +’/#92*#9’6 #-
（2）’ ((( :; < *.=’ -2*#,-2( 6*2-+2/+ ’-+,*,5#-，
（=）&( :; < *.=’ >,/?#-$ 6*2-+2/+ ’-+,*,5#-，
（ )）$%&’$()&’)* &+,)，（+）-%$./+!+0*% *$(.1)0+%*

2-+（’）+’#,-#@’+ >2*’/（! "# !$%）

图 #" （2）# !羟基十烷酸、（=）# !羟基十二烷酸、（ )）# !羟基十四烷酸、（+）# !羟基十八烷酸衍生物的质谱图
"#$% #" 8266 6A’)*/2 ,3 # !1’*0,54 78& +’/#92*#9’6 ,3（2）# !04+/,54+’)2-,#) 2)#+，（=）# !04+/,54+,+’)2-,#) 2)#+，

（ )）# !04+/,54*’*/2+’)2-,#) 2)#+ 2-+（+）# !04+/,54,)*2+’)2-,#) 2)#+

利用 01 2 34 定性，同时利用已有的 # %羟基十四烷
酸标样的保留时间进行对照。分析结果见图 ! %
/，5。其中& ’’’ 67 2支内毒素国家标准品（图 ! %/）
中只含有 # %羟基十四烷酸（ !8 ( ##) #" "#$），而 !’
67 2支内毒素工作标准品（图 ! %5）中除含有 # %羟基
十四烷酸（ !8 ( ##) #* "#$）外，还含有 # %羟基十二烷
酸（ !8 ( !&) ’% "#$，质谱定性，其质谱图见图 # %5）。
大肠杆菌、绿脓杆菌、去离子水中的 # %羟基脂肪酸
的分析结果依次见图 ! %.，(，-。其中大肠杆菌中只
含有 # %羟基十四烷酸（图 ! %.，!8 ( ##) #& "#$），绿脓

·!$·
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杆菌中含有 # !羟基十烷酸（图 $ !"，!# % $&’ &( $%&，
质谱定性，其质谱图见图 # !’）和 # !羟基十二烷酸
（图 $ !"，!# % $)’ $& $%&，质谱定性，其质谱图见图 # !
(），去离子水中含有 # !羟基十四烷酸（图 $ !)，!# %
##’ $* $%&）和 # !羟基十八烷酸（图 $ !)，!# % &"’ +&
$%&，质谱定性，其质谱图见图 # !"）。
! ! "# ""羟基脂肪酸的质谱分析
! ! 图 # 为不同碳数的 # !羟基脂肪酸衍生物的质谱
图。其中 # !羟基十四烷酸为标样，其余为样品中的
脂肪酸的质谱图。# !羟基十四烷酸质谱图（图 # !*）
中 " # $ (# 是（+,#）#-%

, 碎片离子峰，" # $ "#" 和
"(+ 是 +$ - +#、+# - +& 键断裂产生的碎片离子峰。

" # $ #"+ 是［. . "+］的离子峰。对于其他 # !羟基脂
肪酸，其［. . "+］的离子峰分别为 " # $ $+)（# !羟
基十烷酸，图 # !’）、" # $ $/(（# !羟基十二烷酸，图 # !
(）、" # $ #("（# !羟基十八烷酸，图 # !"），其余特征
峰 " # $ (#，"#"，"(+ 与 # !羟基十四烷酸相同。

"# 讨论

! ! 内毒素中的 # !羟基脂肪酸种类同其菌株来源
有着直接的关系。应用气相色谱 /质谱联用检测得
到大肠杆菌中只含有 # !羟基十四烷酸，这同文献
［#］报道的结论相同。非肠道菌绿脓杆菌和去离子
水中检测到除 # !羟基十四烷酸以外的其他碳数的
# !羟基脂肪酸，这是由于样品中所含细菌种类不同
引起的。

! ! 不同细菌的内毒素，其生物活性不同［/，)］。与

其他菌种来源的内毒素相比，由大肠杆菌制备的内

毒素同内毒素检测试剂的反应活性处于中值的位

置，并且稳定、可溶，因此被选为参考标准品［#］。我

国药典规定内毒素国家标准品系自大肠杆菌提取精

制而成。而大肠杆菌型别对 # !羟基脂肪酸种类无
影响，即只要出现 # !羟基十四烷酸以外的# !羟基脂
肪酸就可以断定此种内毒素标准品含有大肠杆菌以

外的菌种。) 000 01 /支内毒素国家标准品是由大
肠杆菌制得的，2+ / .- 检测结果表明其中只含有
# !羟基十四烷酸。在 $0 01 /支内毒素工作标准品

中，除了检测到# !羟基十四烷酸外，还检测到 # !羟基
十二烷酸，这说明该内毒素工作标准品中含有非肠

道菌的细菌。标准品中引入其他菌种的内毒素，则

其稳定性以及在使用时溶解、稀释过程中的凝聚和

吸附等各种性质都会受到影响，这无疑会在检测结

果中引入额外的误差。

! ! 此外，内毒素标准品中所含 # !羟基脂肪酸为偶
数碳，应用以上方法，利用奇数碳的 # !羟基十三烷
酸标样作内标（图 "，!# % #"’ $( $%&），可以对内毒
素标准品做进一步的定量分析，从而对其含量、活性

及溶解、稀释等过程中出现的各种现象做出更精确

的解释。

$# 小结

! ! 气相色谱!质谱联用法检测细菌内毒素标准品
中的 # !羟基脂肪酸系单纯的化学方法，不受内毒素
标准品及细菌的生物活性的限制，可用于细菌内毒

素标准品菌株来源的辅助监控及应用中的异常情况

的研究分析。
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