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摘   要：随着合成生物技术的发展，重组蛋白将在医疗领域发挥重要作用。重组蛋白规模化生产

是其在各领域普及、发展的基础。规模化生产过程中需要对内毒素进行去除与检测，将其在终产

品中的含量降到安全水平。针对不同重组蛋白产品制定严格的内毒素限值要求是安全性评价的重

要一环。本文综述了内毒素的致病性，讨论了重组蛋白生产过程中内毒素的去除及测定方法，介

绍了生物制品、医疗器械、人用重组 DNA 制品等行业对内毒素检测限值的要求，重点介绍了重组

蛋白注射产品的内毒素限值要求，明确无论重组蛋白表达宿主是否为细菌，均需对注射用重组蛋

白的终产品进行内毒素检测，并需符合相关行业标准要求。本文将为重组蛋白规模化生产过程中

内毒素的相关研究提供参考。 
关键词：重组蛋白；内毒素致病性；内毒素去除；内毒素检测；内毒素限值 

Removal, detection, and limits of endotoxin in the industry of 
recombinant proteins 

LIU Shuyan1, TIAN Wenhua1, LI Ling1, ZHANG Hong1, WANG Jian1, YU Yufeng2* 

1 Shanxi Key Laboratory of Functional Proteins, Shanxi Jinbo Biopharmaceutical Co., Ltd., Taiyuan 030032, 
Shanxi, China 

2 School of Basic Medical Sciences, Shanxi Medical University, Taiyuan 030001, Shanxi, China 
 
Abstract: With the advancement of synthetic biology, recombinant proteins are poised to play a 
significant role in medical applications. The scaled manufacturing is a pillar for the extensive 
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application and development of recombinant proteins across various fields. In the large-scale 
production process of recombinant proteins, the removal and detection of endotoxins are essential to 
reduce their levels to safe thresholds in the final products. Currently, establishing stringent 
endotoxin limits for different recombinant protein products is a crucial aspect of safety assessment. 
This review begins by shedding light on the pathogenicity of endotoxins and discusses the methods 
for the removal and determination of endotoxins during the production processes of recombinant 
proteins. Subsequently, this review summarizes the endotoxin limits in industries such as biologics, 
medical devices, and human recombinant DNA products, particularly those in recombinant protein 
injection products. It is highlighted that regardless of whether the hosts for recombinant protein 
expression are bacteria or not, endotoxin testing is required for the final products of injectable 
recombinant proteins, and compliance with relevant industry standards is necessary. This review 
aims to provide a reference for the research on endotoxins in the large-scale production process of 
recombinant proteins. 
Keywords: recombinant protein; endotoxin pathogenicity; endotoxin removal; endotoxin detection; 
endotoxin limits 

 
 

重组蛋白可用于疾病的预防和治疗。重组

蛋白的制备是利用 DNA 重组技术将目标基因

通过载体导入宿主细胞，表达并翻译成蛋白质

实现的。为了得到具有生物活性的蛋白质产品，

需要进行一系列的处理，包括蛋白的提取和纯

化。规模化生产过程中，无论宿主细胞是否为

细菌，都有引入细菌污染的可能。伴随革兰氏

阴性菌的死亡或分解，细胞外膜中的内毒素，

也称为脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)被释放

到裂解物中。内毒素具有较强的致病性，其物

理化学性质非常稳定且种类多样。因此，在以

注射为主要用途的重组蛋白产品生产过程中，

细菌内毒素的综合评价成为非常重要的一环。

内毒素控制的目标是在降低产品损耗的同时，

利用合理的内毒素去除技术以及内毒素检测技

术，将产品的内毒素水平降低至内毒素限值以

下，以提高产品安全性。 

1  内毒素毒性 
1.1  内毒素结构 

内毒素是革兰氏阴性细菌细胞壁的主要成

分，在细胞壁结构和功能完整性方面发挥着至

关重要的作用。1935 年，Boivin 和 Messrobeanu
首次从革兰氏阴性菌中分离出内毒素，将其描

述为脂质和多糖的外膜复合物，并命名为“脂多

糖”[1]。内毒素具有细菌毒性，在细胞分裂、

外膜小泡脱落或细菌细胞死亡等过程中，内毒

素可被释放到周围介质中。单体形式的单个内

毒素分子的分子量为 10–30 kDa，其具有稳定的

物理化学性质，独立的内毒素分子可凭借两亲性

自发形成分子量超过 1 000 kDa、直径达 0.1 μm
的超分子内毒素聚集体[2]。所有革兰氏阴性菌

菌株的内毒素结构均由基本的 3 个单元组成，

即 O-抗原、核心多糖和脂质 A，并且这些结构

高度有序 [3]。核心多糖是内毒素的核心成分，

位于 O-抗原和脂质 A之间，由一系列保守的低

聚糖组成。核心多糖区域可分为 2 个亚基，即

内核和外核。脂质 A 由疏水性脂肪酸组成，与

核心多糖共价连接并嵌入革兰氏阴性菌外壁，

主要决定内毒素毒性。O-抗原与亲水性核心多

糖共价连接，位于细胞外侧。O-抗原为细菌产

生的抵抗性物质，使细菌能够逃逸宿主免疫系
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统，且在不同菌株之间差异较大[4-6]。 

1.2  内毒素的致病性 
研究表明，内毒素具有诱导促炎反应和引

发严重生理反应的能力[7]。内毒素与宿主细胞

(如巨噬细胞)的相互作用诱导产生有效的生物

活性介质[8-10]。当大量生物活性介质在体内循环

时会导致身体内部稳态失衡，通常表现为高烧、

低血压和感染性休克[11]。毒素血症和脓毒症是

医学上两种常见的综合征，通常由革兰氏阴性

菌引起。 
1.2.1  内毒素的致热性 

内毒素致热性涉及先天免疫系统的激活，

引起急性时相反应中的发热反应。内毒素作用

于机体后，可以刺激机体多形核白细胞产生“内
源性热原”。在该过程中，肿瘤坏死因子-α 是在

循环中出现的第一种细胞因子，其次是微量白

细胞介素-1β、大量白细胞介素-6、白细胞介

素-8 以及其他细胞因子，如机体在感染或损伤

时释放的巨噬细胞炎症蛋白-1[12-17]。内源性致

热原作为基本信息分子通过体液途径、迷走神

经途径中的一种或两种将发热信号传入体温调

节中枢[18]，对下丘脑的体温调定点起作用，导

致温度阈值上移。在这种情况下，体温调节中

枢释放的神经冲动能够重新调整体温，使机体

产热大于散热，进而出现体温上升现象[19]。 
1.2.2  内毒素血症与内毒素休克 

脓毒症是一种危险的感染反应，通常会引

起患者机体紊乱，严重时可导致死亡[20]。脓毒

症主要由内毒素等细菌毒性产物引起。内毒素

血症是脓毒症的重要症状之一，通常由大量内

毒素进入血液循环引起[21]，随后内毒素主要作

用于巨噬细胞、血小板、内皮细胞、中性粒细

胞等，引发机体产生肿瘤坏死因子、5-羟色胺、

前列腺素、组胺、激肽等活性物质。在内毒素

血症的临床进展过程中可观察到几种严重的病

理功能障碍，包括血压改变、温度控制能力丧

失和凝血障碍等，这些障碍通常会导致弥散性

血管内凝血[22-23]。环境中内毒素促进血小板和

中性粒细胞的活化以及血小板和中性粒细胞

的聚集，这种聚集是弥散性血管内凝血的关键

触发因素[24-25]。白细胞及血小板的黏附引发血

液高凝，形成大量微血栓，血小板和凝血因子

的减少又进一步促进了血液消耗性低凝；而活

化和受损的内皮细胞成为促凝剂，向血液循环

释放更多的抗凝血剂和促纤维蛋白溶解分子，

进而导致消耗性低凝和高纤溶，之后肿瘤坏死

因子会诱导溶酶原激活 [26]。弥散性血管内凝

血还可促发小血管内广泛纤维蛋白沉着，此现

象与脓毒症患者的不良预后和血管血栓形成

直接相关，也与器官衰竭甚至器官衰竭引起个

体死亡有关 [27-29]。  
内毒素性休克的出现往往伴随内毒素血症

的发生。在炎症细胞、血小板和血管内皮与内

毒素相互作用后，释放的细胞因子以及脂质介

质协同作用于全身，进而引发多种次级介质释

放以响应初级介质。内毒素性休克的发生是机

体与内毒素反应后多种因素互相作用、互为因

果的综合表现[30]。同时，凝血途径和纤溶途径

的激活可消耗大量的凝血因子，微循环障碍促

进了内毒素休克的发生。在这个过程中出现了

细胞组织损伤引起的血流动力学改变和微循环

障碍，进而导致病人的休克甚至死亡。深入探

究内毒素休克的形成机制可为处理感染性休克

提供全新的研究思路和技术。 

2  内毒素的去除 
内毒素是一种物理化学结构稳定的分子，

破坏内毒素分子结构需要通过加热或酸碱处

理，如分别用 180–250 ℃和超过 0.1 mol/L 的酸

或碱处理以破坏玻璃器皿和其他实验室设备上

的内毒素[31-32]。内毒素分子形成胶束聚集体表明
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可能有多种蛋白质与内毒素分子相互作用[33-34]。

由于蛋白质-内毒素相互作用，从蛋白质溶液中

去除内毒素需要能够与内毒素产生强相互作用

的技术，例如亲和色谱法。同时，加强蛋白质-
内毒素复合物的特异性解离也可以提高内毒素

分子的去除效率。鉴于生物制品种类繁多，开

发一种从所有产品中去除内毒素的通用方法非

常困难。目前内毒素去除工艺主要用于减少蛋

白质制剂的内毒素污染，基于原理的不同可分

为离子交换色谱法、亲和层析法、凝胶过滤色

谱、超滤和 Triton X-114 液相分离法等(表 1)。
这些技术从蛋白质中分离内毒素的成功与否很

大程度上取决于目标蛋白的特性，如分子大小、

静电和疏水特性等。 

2.1  阴离子交换色谱法 
去除内毒素可以利用内毒素分子带有负电

荷、等电点约为 2 的特征进行工艺设计[35]。阴

离子交换基质可以阻止带有净正电荷的碱性蛋

白质的吸附，因此可以使用阴离子交换色谱法

处理带有内毒素的液体。在这种情况下，柱中

的阴离子交换树脂有效地结合内毒素而不结合

蛋白质，最终使内毒素结合在阴离子交换树脂

上而蛋白质流过柱。该方法的优点是成本较低

且样品处理量较大，但在使用该方法时需要考

虑样品与树脂之间或内毒素与蛋白质之间是否

存在显著的离子相互作用，如溶液中有其他带

负电荷成分或内毒素与蛋白质紧密结合情况下

会导致蛋白质回收率较低或内毒素去除效率降

低问题[36-37]。 
目前常用的阴离子交换色谱法中，可供选

择的材料包括 Q-XL 树脂和 Q-HP 树脂等，对去

除蛋白质溶液中的内毒素具有良好的效果。但

该方法需要根据目的蛋白质特性对溶解蛋白质

工作液的 pH、电导率、与柱材接触时间及柱材

体积进行调整，以获得更好的内毒素去除效果

和更高的蛋白质收率。 
 

表 1  重组蛋白产业化内毒素去除方法原理及优缺点比较 
Table 1  Comparison of principles, advantages and disadvantages of endotoxin removal methods for 
recombinant protein industrialization 
Methods Principles Advantages Disadvantages 
Anion exchange 
chromatography 

Negatively charged endotoxins are 
removed by binding to anion 
exchange media 

Lower cost, higher 
capacity 

It is required that there are no other 
negatively charged components in 
the solution. Tight binding of 
endotoxin to proteins can result in 
lower protein recovery or less 
efficient endotoxin removal. 

Affinity 
chromatography 

Use of specific ligands solidified on 
a substrate to make an affinity 
medium that specifically binds 
endotoxin 

Higher efficiency and 
selectivity 

Higher cost 

Ultrafiltration Removal of macromolecular 
endotoxins by membrane surface 
mechanical sieving, membrane pore 
blocking and membrane surface and 
pore adsorption 

Simple operation, large 
processing capacity, fast 
separation speed, low 
energy consumption 

Low yield, not suitable for large 
molecules 

Triton X-114 
liquid phase 
separation 

Binding of detergent to the lipid 
fraction of endotoxin and removal of 
endotoxin by liquid-phase separation 

Easy to operate, low cost Residue of detergent in the product 
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2.2  亲和层析法 
内毒素的 O-抗原和核心多糖具有多样性，

因此在设计具有生物识别能力的配体时应针对

内毒素结构中最保守的部分，即脂质 A。另外，

配体的结构应具有柔性，柔性结构可保证配体

和内毒素分子形成具有高度稳定性的阴离子-
阳离子复合物[38]，从而使内毒素分子被结合在

体系中的亲和吸附剂上。针对不同的相互作用，

亲和层析法还可选择免疫亲和配体、具有阳离

子官能团的聚合物基质、多阳离子配体、脱氧

胆酸等作为亲和吸附剂，因此该方法效能及选

择性较高。工业生产过程中有时可通过设计合

理的生产工艺在收获产物的同时有效去除内毒

素。重组蛋白常由微生物或细胞发酵产生，针

对注射用重组蛋白产品则有着更加严格的生产

工艺及环境要求，同时成本也相对较高。在纯

化工艺中，通过选择合理的柱材及工作液，可

有效将产品中的内毒素水平降到合理的范围

内。如针对带有组氨酸标签的注射用重组蛋白

的纯化，使用 Ni2+亲和柱可在获得高纯度重组

蛋白的同时有效去除溶液中的内毒素。 

2.3  超滤法 
超滤法分离细菌内毒素常以筛滤为主，其

主要功能包括膜表面机械筛分、膜孔阻滞和膜

表面及膜孔吸附。超滤膜上的筛孔可截留体积

大于微孔的微粒，而体积小于微孔的微粒可通

过超滤膜。利用内毒素分子常常聚集形成聚集

体这一特点，可通过使用微孔体积大于目的蛋

白且小于内毒素分子聚集体的超滤膜进行内毒

素的去除。当内毒素聚集体与目的蛋白质大小

相似时，则可在工作液中添加一些金属离子促

进内毒素分子的聚合，从而提高内毒素的去除效

率。例如，在超滤去除血红蛋白溶液中的内毒素

时，通过在工作液中加入 Ca2+可促进内毒素分子

聚集，从而将内毒素终含量控制在 6 pg/mL[39]。 

超滤法去除蛋白质溶液中内毒素具有操作

简单、处理量大、分离速度快、能耗低等优点。

超滤系统的占用面积也较小，超滤膜可重复使

用。但该方法操作过程中会使用较高的压力，

因此不适合相对分子质量较大的样品，且通常

产品收率较低。 

2.4  Triton X-114 液相分离法 
Triton X-114 是一种不含离子的化合物，可

用作表面活性剂，在适当的溶液条件下自发分

离成两种不混溶的液相，其中一个液相具有比

另一个液相更高的胶束浓度，即富胶束相和贫

胶束相。富胶束相和贫胶束相中物理化学环境

之间的差异构成了有效分离的基础。在液相分

离系统中，富胶束相与其中的生物分子之间具

有更强的排外体积，根据相互作用大小优先驱

动生物分子进入贫胶束相。 因此，内毒素保留

在富胶束相中，目的蛋白进入贫胶束相，之后

还可通过离心或进一步提高两相分离体系温度

加速内毒素去除速度[40-41]。通过不断重复此过

程至剩余内毒素浓度低于限值。该方法的优点

是操作简单且成本较低，但并不能将体系中的

表面活性剂去除干净，需要通过额外的吸附或

凝胶过滤工艺去除，因此可能导致产品损失。 

3  内毒素检测方式 
内毒素分子具有多种致热原效力，因此检

测产品中内毒素水平极其重要。内毒素的检测

方法根据检测时是否使用鲎相关试剂，分为鲎

试剂检测法与非鲎试剂检测法。非鲎试剂检测

法又可分为直接检测法与间接检测法，直接检

测法是直接检测内毒素的活性或浓度，而间接

检测法通常检测在内毒素影响下的不同免疫细

胞和细胞系产生促炎细胞因子的生物活性以判

断内毒素水平。随着精确度要求的不断提高与

鲎资源短缺问题的加重，更多种类的内毒素检
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测方法被不断开发出来，并已在某些领域投入

使用。但这些新的试验方法在被广泛接受之前，

需要进行测试以确保其等效性、安全性，并对

其操作规程进行管理和控制。 

3.1  鲎试剂(limulus amebocyte lysate, LAL)
测定 

1964 年，Levin 和 Bang 发现大西洋鲎(Limulus 
polyphemus)的裂解物在接触细菌内毒素时会凝

结[42-43]，他们的研究成果拉开了鲎试剂测定的

序幕。 
3.1.1  传统鲎试剂(LAL)测定 

目前的试验方法可以通过将待测液体样品

与鲎试剂混合，观察混合物的外观、浑浊度、

颜色等指标或使用其他经过验证的检验方法来

进行细菌内毒素的测定，并得出相应结果。目

前常采用基于鲎试剂的内毒素测定方法为国家

行业标准规定的凝胶法、显色法和浊度法。 
鲎试剂测定中使用的蛋白酶级联反应是由

内毒素和酶原因子 C 的组合启动的。活化的因

子 C 刺激因子 B，后者将凝固酶原转化为凝固

酶。之后，凝结蛋白中的 2 个肽键被催化裂解，

基质形成凝结蛋白凝胶[44-45]。值得注意的是，

在检测内毒素的各种物理化学、免疫学和生物

学技术中，鲎试剂测定法是最灵敏、特异性高、

可定量的方法。凝胶法通过将等量的提取物和

样品混合进行一段时间孵育，如果混合物在试

管底部保持完整即凝胶已经形成，则测试结果

显示为样品至少有足够的内毒素引发阳性反

应，该方法的检测限为 0.03–0.06 EU/mL。而对

于光度测试的显色法和浊度法，通常需要光学

读取器辅助分析。 
鲎试剂中含有许多其他蛋白质(其中至少

10 种参与抗菌反应)，这些蛋白质可能会导致检

测结果出现假阴性与假阳性，例如通过检测葡

聚糖和纤维素残基激活鲎试剂级联反应的因子

G 蛋白使试验结果受到干扰[46-47]。(1,3)-β-D-葡
聚糖为细胞膜热原的主要成分，其通过触发的

蛋白酶因子 G 途径可形成与鲎试剂反应中相同

的凝血蛋白终产物，从而引起假阳性反应。此

外，鲎试剂测定所依赖的蛋白质级联可被样品

中与内毒素活性位点相结合的游离金属离子、

蛋白质、肽和聚合物破坏而失去生物活性，使

内毒素水平测量结果偏低。 
随着鲎试剂测定法在全球的广泛应用，鲎

资源短缺成为不可忽视的问题，同时在动物伦

理学和动物资源保护等方面的要求下，鲎试剂

面临停产的情况，因此亟需寻求鲎试剂测定法

的替代方案。 
3.1.2  基于鲎试剂的测定 

因子 C 是鲎试剂级联反应中的第一个内毒

素结合因子。因此，由因子 C 编码基因表达的

重组因子 C (recombinant factor C, rFC)被认为

是一种对内毒素敏感的合成蛋白质，可以用作

体外鲎试剂测定的替代品。在该测定方法中，

rFC 分子被内毒素激活，该分子可切割荧光素

底物，从而产生荧光化合物。根据底物的荧光

差异与样品中的内毒素浓度成比例的特性，可

测量出样品中的内毒素浓度。该方法对内毒素

的敏感范围为 0.05–500 EU/mL[48]。因 rFC 测定

法不包含因子 G 蛋白，所以避免了葡聚糖污染

和其他鲎试剂反应物质导致的假阳性或结果增

强问题。rFC 是一种高纯度、低批次间变异性

的蛋白质，因此内毒素检测批次间的可重复性

较高[49]。尽管在实验室条件下检测限值较低，

rFC 测定是鲎试剂测定的有效替代，也可以用

于检测各种药品中的细菌内毒素[50-51]。但目前缺

乏使用 rFC 测定未知成分和污染物样本中内毒

素的长期研究。 
其他技术(改良的鲎试剂)包括内毒素散射

光度法及使用突变萤光素酶的生物发光测定法
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等。内毒素散射光度法是基于与浊度测定相同

原理的方法，该方法可以检测流体反应中极小

的颗粒[52]，使用新开发的生物发光技术将突变

萤火虫萤光素酶与显色鲎试剂测定法相结合，

提高了内毒素检测范围[53]。 

3.2  非鲎试剂测定 
3.2.1  直接测定法 

气相色谱质谱联用仪(gas chromatography 
mass spectrometry, GC-MS)测定法旨在通过靶

向脂质 A 及其 3-羟基脂肪酸分子测定内毒素

水平 [54]。酶联免疫吸附试验 (enzyme linked 
immunosorbent assay, ELISA)是一种简单且特

异性强的方法，该方法的发展方向是通过使用

不同的抗体或探针不断提高其检测灵敏度和

通用性，如使用大肠杆菌 0111:B4 J5 突变体的

抗体识别内毒素的脂质 A、使用多黏菌素探针

捕获内毒素等，该方法有成为标准诊断方法的

潜力[55]。 
3.2.2  间接测定法 

家兔热原试验是最古老、最简单的内毒素

检测技术。这种方法的原理是基于兔子和人类

在内毒素的影响下有相似的发热机制。《美国药

典》与《欧洲药典》家兔热原试验要求对检测

产品进行稀释，使用 mg/kg 的计量单位给药，

以此匹配适用于人体的最大剂量[56]。家兔注射

热源物质后可在 180 min内出现体温升高 0.5 ℃
的发热现象，研究人员可以直观检测到家兔发

热症状。该技术操作方法简单，检测限为

0.5EU/mL，测试结果灵敏[57]。目前，兔热原试

验被认为是行业中最好的方法，被广泛应用。

但随着时代的进步，实验动物伦理的不断健全，

科学界正在尽可能地避免使用活体，因此亟需

研发可替代兔热原试验的试验方法。 
通过使用不同的免疫细胞和细胞系，如人

中性粒细胞、单核细胞和人胚胎肾 293 细胞，

开发基于细胞的内毒素测定法。单核细胞活化

试验是家兔热原试验的体外替代品，可以检测

所有热原，包括内毒素和非内毒素热原[57]。表

达 TLR4-MD2-CD14 通路的人胚胎肾 293 细胞

株用于检测内毒素触发核转录因子 κB (nuclear 
factor kappa-B, NF-κB)以测定内毒素水平[58]。 

3.3  内毒素的掩蔽效应 
低内毒素回收率，也称为掩蔽效应，其定

义为在内毒素测定结果中内毒素值低于预期

50%的现象。内毒素的超分子结构可在表面活

性剂和螯合剂存在下解离，导致待测溶液中内

毒素含量降低[59]。在应用较为成熟的鲎试剂测

定法时，除了活性物质本身之外，制剂成分也

可能影响鲎试剂对内毒素的检测。同时，温度、

时间、pH、内毒素菌株、盐浓度、蛋白质、两

亲性分子和血液成分都在一定程度上影响着内

毒素的检测结果[60-62]。 
由多学科技术融合开发新方法将会是内毒

素检测现代化发展的重要方向，这些新方法将

会逐步代替以鲎试剂为基础的现有检测方法。

电化学与光学检测具有比生物指示剂更高的灵

敏度，其检测结果也可通过计算机处理后通过

数据直观地表现出来。目前已有诸如电化学阻

抗谱、表面等离子体共振、基于电化学的纳米

通道生物传感器等检测技术用于内毒素检测，

但因其成本较高，同时还需要操作者有较深厚

的专业知识储备，因此并不能直接代替目前操

作简便且成本低廉的鲎试剂检测方法。相信通

过将人工智能与上述新方法结合，能出现智能

化、一体化、简单化程度更高的内毒素检测方

法与设备。 

4  内毒素限值 
内毒素限值是指产品浸出溶液中内毒素的

最大允许浓度，这与产品自身的内毒素限值相

关 [63]。内毒素测量的标准单位是内毒素单位
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(endotoxin unit, EU)。在此基础上涉及内毒素检

测灵敏度 λ (lambda)的问题，它代表了鲎试剂凝

胶法的规定灵敏度，或者是基于标准曲线的最

低点(即内毒素浓度)，在显色法和浊度法中应用

时通常用 EU/mL 表示[64-65]。 

4.1  生物制品行业标准及概况 
生物制品是由微生物、寄生虫、动物毒素

和生物组织等制备而成的生物活性制剂，制备

过程采用生物学工艺或分离纯化技术，中间产

物和成品质量受到生物技术和分析技术的控

制。其中包括用于预防疾病的疫苗、治疗疾病

的免疫球蛋白、调节免疫和细胞功能的细胞因

子、调节生理功能的激素、催化生化反应的酶、

发酵产生的各种产品以及利用 DNA 重组技术

制备的产品等[66]。 
无论生物制品的生产方式是否为细菌发

酵，都应该对制品的内毒素水平进行检测。为

了满足生物制品的要求，生产过程必须在设计

合理、洁净程度高的专用厂房内进行，如细胞

培养、半成品配制及分装、纯化等操作需要在

规定级别的洁净区进行；规范操作人员更衣、

洗手、消毒及无菌操作；在生产过程中，设备、

容器、管道、滤膜、介质等应该按照规定的

程序进行去热源处理；在生产过程中，所使

用的水、化学物质、增加剂以及保护剂等必

须符合内毒素水平的标准 [67]。若以上任何一

点未达到要求，都可能在制品中直接引入内毒

素污染。 
4.2  生物制品内毒素行业标准 

按照《中华人民共和国药典》(2020 年版)
中的“细菌内毒素检查法应用指导原则”，可得

到一个用于确定药品和生物制品细菌内毒素限

值的公式(1)： 
KL
M

             (1) 

式中：L 为试验物品的细菌内毒素限值，

常以 EU/mg、EU/mL 或 EU/U 为单位进行表示。

K 为按照规定的给药途径，针对人体，每 kg 体

重每 h 可接受的最大细菌内毒素剂量以

EU/(kg·h)的方式表示。一般情况下，注射剂

的限制值为 5 EU/(kg·h)，放射性注射剂的限

制值为 2.5 EU/(kg·h)，而鞘内注射剂的限制值

为 0.2 EU/(kg·h)。M 为人体最大剂量，通常以

mL/(kg·h)、mg/(kg·h)或 U/(kg·h)为单位进行表

示。根据中国的标准人均体重为 60 kg 计算，当

注射时间不足 1 h 时，以 1 h 为基准进行计算[68]。 
上述细菌内毒素限值的确定公式与多个国

家的药典中的指导原则基本相符。 
4.3  医疗器械行业内毒素限值鉴定 

查询国家相关规定性文件后可确定内毒素

限值，依据《医疗器械细菌内毒素试验方法常

规监控与跳批检验》(YY/T 0618—2017)与《重

组人源化胶原蛋白》 (YY/T 1888—2023)的要

求，在进行试验时可使用公式(2)进行计算： 

医疗器械试验内毒素限值(EU/mL)= KN
V

(2) 

式中：K 为每一器械内毒素可接受量(产品

的内毒素限值)；N 为供试器械数量；V 为样品

组合中的提取溶液总量(mL)。 
在进行内毒素限值的鉴定时，不同的产品

可能对细菌内毒素试验产生干扰，表现为抑制

或增强。为了减轻这种干扰，通常使用内毒素

检查用水或其他适当的稀释剂来稀释产品提取

液[63]。由于稀释操作会对试验结果产生影响，

因此必须确立一个允许的稀释限度，即最大有

效稀释倍数。在进行试验时可使用公式(3)进行

计算： 

λ

试验内毒素限值

最大有效稀释倍数   (3) 

式中：λ 为经过认证的鲎试剂校验灵敏度

(适用于凝胶法)，或者提供绘制参照标准曲线

(显色法和浊度法)的最低内毒素浓度。 
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根据上述公式可知，最大有效稀释倍数值

代表了基于试剂灵敏度的克服抑制或增强效应

的稀释倍数。例如，当最大有效稀释倍数值为

4 时，按照不超过 4 倍的比例稀释样品浸出液，

可以保证对产品内毒素限值的检测有效性。如

果可行，建议在低于最大有效稀释倍数的情况

下对产品进行确认[63]。 
在进行最大有效稀释倍数为基础的试验

后，内毒素试验是一种定性试验，如果结果为

阳性，意味着产品的内毒素含量超出了规定的

内毒素限制，阴性结果反之，试验得出的结论

应为产品通过/不通过内毒素实验。 

4.4  人用重组 DNA 制品行业标准 
重组蛋白产品在《中华人民共和国药典》

(2020 年版 )中被归为生物制品中的人用重组

DNA 制品。主要利用基因重组技术，通过对所

需蛋白质的基因进行遗传修饰。采用质粒或病

毒载体将目标基因导入合适的宿主细胞中，并进

行表达和转录翻译，从而产生所需的蛋白质[69]。

一般情况下，宿主细胞的种类包括常见的大肠

杆菌、酵母菌以及哺乳动物细胞，但无论宿主

细胞是否为革兰氏阴性菌，都应对产品的半成

品及成品进行内毒素检测，并控制在官方要求

的内毒素限值以下。其原因是通过培养基、血

清、水和未彻底无菌处理的环境等都可能引入

细菌污染，从而引起产品内残留一定量的内毒

素。规定内毒素限值极为重要，科学地确定内

毒素限值才能够保证最终产品的质量。但除了

考虑内毒素限值的安全性以外，还应根据其生

产工艺及相关药品管理法规综合考虑其合理

性。内毒素限值要求高虽然对临床应用安全和

产品质量有利，但却提高了产品生产工艺要求，

可能会使在安全内毒素水平内却未达到内毒素

限值的产品不能通过检查，从而引起质量控制

难和产品浪费。 
对于内毒素限值的安全性问题，参考美国

对标准内毒素(Ec-5)临床试验，即以静脉注射后 
5 h 内显示体温升高>1 ℉ (0.55 ℃)为指标，以

50%反应作为热原阈剂量，得到了热原阈剂量

为(4.10±0.55) EU/kg 的结果，与我国药典中对

注射剂的要求基本上一致，即人体最大可承受

的内毒素剂量为 5 EU/(kg·h)。根据我国药典对

不同人用重组 DNA 制品的内毒素限值的要求，

通常将内毒素限值单位设置为 EU/支 (瓶 )、
EU/mg、EU/mL 和 EU/IU 等，如表 2 所示。这

主要是因为制剂的最终形态及规格不同，如注

射用重组人生长激素使用时以 mg 为单位计算

用量，则内毒素限值应以 EU/mg 要求；注射用 

 
表 2  不同重组蛋白注射产品的来源及内毒素限值计算 
Table 2  Source and endotoxin limit calculation of different recombinant protein injection products 
Name Source Maximum dose Calculated value Prescribed limits 
Arginine recombinant human insulin 
injection 

Escherichia coli/Yeast 300.0 IU 1.00 EU/IU 0.800 EU/IU 

Recombinant human growth hormone 
for injection 

Escherichia coli 2.4 mg 2.08 EU/mg 0.500 EU/mg 

Recombinant human interferon α1b 
injection 

Escherichia coli/Yeast 50.0 μg 6.00 EU/μg 0.333 EU/μg 

Recombinant human granulocyte 
macrophage stimulating factor for 
injection 

Escherichia coli 600.0 μg 50.00 EU/pc 10.000 EU/pc 

The maximum dose in the table is calculated by taking the average weight of China people as 60 kg. 
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重组人白介素-2 虽然以 IU 为活性单位，但因其

最终产品为装有不同单位的西林瓶形式且整支

使用，因此内毒素限值以 EU/支要求。但无论

内毒素限值单位如何，都在设定前考虑了产品

适应症与用药人群的不同，因此通常以最大用

药量为前提计算内毒素限值。对于一些特殊药

品，如心血管药、儿童老人用药、抗肿瘤药等，

有时将内毒素计算值的 1/3−1/2 甚至更严格的

标准作为内毒素限值。因此，在官方规定的安

全阈值内，产品的应用安全性可以得到保障。 

5  结语 
作为生物制品的重要组成部分，重组蛋白

产业在过去几年中经历了快速而持续的发展，

未来更多的重组蛋白种类将被开发出来，重组

蛋白产品为疾病的诊断防治提供了新的方案。

考虑到内毒素水平不达标的产品对人体具有危

害性，中国药典的内毒素限值标准提供了不同

重组蛋白产品的内毒素限值建议，各生产单位

还应尽力降低其产品的内毒素水平。内毒素的

检测方法与去除方法的不断更新旨在快速精确

地检测内毒素水平，并低成本、高收率地去除 
产品中内毒素。通过学科交叉促进各领域技术

的联合使用将为内毒素检测的不断发展注入新

鲜血液，如表面等离子体共振和基于质量的测

定技术等，技术融合将提高内毒素检测的速度

和灵敏度。在检测技术革新的同时，还应对内

毒素的去除工艺进行更深入的研究，如研究更

具有特异性的内毒素配体，使得亲和色谱法能

够以更高的效率吸附样品中的内毒素，还可通

过基因改造开发无细菌内毒素的大肠杆菌菌

株，以此降低下游工艺成本。 
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