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热原检测方法介绍
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[摘 � 要 ] � 简单介绍了两种常用热原检测 � � � 家兔法和细菌内毒素法的特性。随着临床要求越来
越高,细胞法检测热原将随着技术的发展逐步应用到实践中。
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� � 热原 ( pyrogen)系指由微生物产生的能引起恒

温动物异常升高的致热性物质。目前,对于热原国

内外仍未有完全统一的认识, 但从国内外文献报道

中普遍认为:它是指细菌内毒素的脂多糖。欧洲药

典委员会副主席 J Van Noordw ijk提出: �严格地讲,

不是每一种热原都具有脂多糖的结构,但所有已知

的细菌内毒素脂多糖都有热原活性 �。在药品生产

质量管理规范 ( GM P)条件下,药品生产的质量控制

一般可以接受的观点是:不存在细菌内毒素意味着

不存在热原。

目前检测方法已经从动物试验、定性法发展到

定量法,常用的检测方法主要是家兔法和细菌内毒

素检测法 (鲎试剂 ) ,但随着生物技术的发展, 细胞

检测法将逐渐的被应用。

1� 家兔法
1. 1� 家兔法的建立 � 热原检测是保证药品安全的

重要检验项目之一。 1923年 Seibert第一次提出用

家兔检测热原方法, 1942年美国药典首先将家兔法

作为药品的热原检测,在保障药品质量和用药安全

中发挥了重要作用。热原检测是生物制品质量评

价中的一项重要内容,能客观反映各类药品和生物

制品中热原在生物体内引起发热情况的特点
[ 1]
, 并

能直观反映出药品中的热原导致实验兔升温情况。

家兔热原检测的优点是能够反映热原引起的

哺乳动物复杂的升温过程, 该方法不但能检测出细

菌内毒素的致热原,也能检查出非细菌内毒素的致

热原
[ 2]

,并且适用于检查较多种类的热原物质。

1. 2� 家兔法的发展和影响因素 � 影响家兔热原质
检测实验结果的因素很多,如饲养环境、试验环境

和家兔自身的因素,家兔的正常体温也是一个重要

的影响因素
[ 3]
。家兔热原检测法是以注射供试品

使家兔体温改变为基础
[ 4]
。因此, 家兔体温的稳定

性和均一性对试验结果非常重要, 如饲养合格兔应

具备温度比较恒定的动物室和试验室,试验操作要

求较严格,应有熟练的操作技巧,才能使试验结果可

靠;兔的正常体温随着季节的变化也有所差异,夏季
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的正常体温高于冬季的正常体温,并且存在着显著

差异;同时新兔和用过的兔也存在显著差异
[ 5 ]
。

家兔检测内毒素的灵敏度为 0. 001 �g /mL,试

验结果接近人体的真实情况, 但操作繁琐、费时,灵

敏度低, 结果重复性差, 不能定量反映热原物质的

含量, 只能给出阴性或阳性的结果, 其结果好坏依

赖于兔子品系的选择和实验条件的控制, 费用高,

应用范围有限和使用活体动物实验产生的伦理道

德问题等。加之我国中药品种较多, 无法排除细菌

内毒素法中的干扰, 必须使用家兔热原法进行检

查,是目前我国药品和生物制品质量评价中常用的

方法
[ 5]
。

如某些抗生素、血液制品、生物制品本身存在影

响家兔正常体温的问题,而这种方法本身就是一种

限度试验,不能定量,无法标准化, 人为影响很大, 因

此建立一种准确、规范的检查方法势在必行
[ 6 ]
。

2� 细菌内毒素检测法 (鲎试剂法 )

随着社会的进步、科技的发展, 制药工业飞速

前进, 新药品种不断增加, 临床用药要求越来越高,

家兔检测法的局限性日益突出。1968年,美国学者

Lev in和 Bang建立了细菌内毒素检测方法, 并广泛

应用于医药、卫生等领域中,该技术的成功和应用

可谓是药品质量监控的一场革命。近年来, 对细菌

内毒素的研究日趋深入,已从分子水平阐明细菌内

毒素的化学结构、活性机制,随着细菌内毒素检查

法系统工程的标准化和简便、快速、灵敏、重现性好

等优点,现在已成为药品检验中热原检测家兔法的

替代方法,药品越来越多的家兔热原检查法被细菌

内毒素检查法所取代
[ 7- 9 ]
。

2. 1� 细菌内毒素 ( Bacterial Endotox in Tes,t BET ) �

内毒素进人体血液循环中对人体健康的危害性很

大,常见的疾病如发热、感染性疾病、肠道性疾病、

肝炎和胰腺炎以及多器官功能衰竭等。研究表明,

这些疾病的发生、发展与血浆中的内毒素水平呈正

相关。因此,定量动态观察血液中内毒素水平, 有

利于疾病的早期诊断和治疗
[ 10- 11]

。

细菌内毒素是革兰氏阴性菌细胞壁上的一种

脂多糖 ( L ipoply Saccharide) LPS和微量蛋白 ( P ro�
tein)的复合物,它是细菌死亡或解体后才释放出来

的一种具有内毒素生物活性的物质
[ 12 ]
。

细菌内毒素检测法是根据鲎试剂与细菌内毒

素产生凝集反应的机制,以判断供试品中细菌内毒

素的限量是否符合规定的一种方法, 是控制药品质

量的一项重要检查测项目。细菌内毒素检测法主要

包括两种方法,即凝胶法和光度测定法 (浊度法和显

色基质法 ),其中广泛使用、权威的方法是凝胶法。

图 1� 内毒素的反应机理

2. 2� 细菌内毒素的影响因素 � 目前, 鲎试剂检测

法的影响因素甚多,包括时间、温度、pH值、实验器

具、操作程序、处理作用、多糖、蛋白等。随着实验

技术的进一步改进, 临床要求的进一步提高, 细菌

内毒素检测得到更加广泛的应用
[ 13]
。这种方法是

建立在标准化的基础之上,方法较简单经济, 可在

适当的浊度范围内进行半定量测定, 结果准确度

高、重复性好、具有可比性,其缺陷为特异性不强,

精密度和定量性较差
[ 14- 16]

。

鲎试剂检测法检测的灵敏 度为 0. 0001

�g /mL, 操作简单易行, 试验费用低, 结果迅速可

靠, 检查内毒素特异性强、灵敏度高, 因药物的 pH

值, 溶媒及药物中的附加剂 (如表面活性剂、抗氧剂

等 )等影响,适用于注射剂生产过程中的热原控制

和家兔法不能检查的某些细胞毒性药物制

剂
[ 17- 18]

,但其对革兰氏阴性菌以外的内毒素不灵

敏, 鲎试验法的假阳性反应较多, 所以目前尚不能

完全取代家兔法。

3� 细胞检测法
随着临床要求越来越精确和制药行业的快速发

展 (生物制品药物,细胞治疗制剂等 ),现有的热原检

测方法凸显出了它的不足。家兔法不易标准化和定

量、重复性和灵敏度差、受某些药品本身的药理活性

及理化性质的影响较大等缺点。细菌内毒素法只能

检测出细菌内毒素,对某些产品进行检测时会得出

假阴性结果,此外鲎资源也非常有限,因此研究新的

热原检测方法是一种趋势。为了改善现有检测方法

的不足,细胞检测法逐渐走入人们的视野。

细胞检测法主要以人源细胞在体外进行热原

检测为基础,其原理为热原物质能引起人源细胞释

放一些与发热反应有关的细胞因子,通过免疫化学

方法定量检测这些因子的含量变化就能定量反映
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出热原物质的存在与否。按细胞的来源不同可分

为三大类: 白细胞系法、人外周血单个核细胞法和

全血法。本方法与家兔热原检查法和鲎实验法进

行比较, 能检测出革兰氏阳性菌, 如金黄色葡萄球

菌的脂磷壁酸而鲎实验却不能, 相信在不久的将

来,该方法有可能作为法定的检测方法用于药品、

生物制品和医疗器械的热原检查之中
[ 19]
。

新方法具有 BET高灵敏度和家兔法宽检测谱

和重现性好等优点, 与家兔法相比, 新方法更加灵

敏、费用更低,并能直接反映人对多种热原的反应,

与细菌内毒素检测法相比,不仅仅局限于革兰氏阴

性菌产生的细菌内毒素的检测,对各种热原质均能

检测。在欧洲, 目前有 6种最突出的系统被确认,

试验表明他们是安全的、不使用动物的、更有效的

热原检测方法,可以作为热原检查替代方法
[ 20]
。

细胞检测法的优点: 1)不使用动物; 2)能真实

地模拟人体对热原的反应; 3)能检测出较多种类的

热原物质; 4)能定量或半定量; 5)能被广泛地应用;

6)操作简单可行
[ 21 ]
。

研究表明新的热原方法可以用于热原检测,但

是还有一定的局限性: 1)细胞不同时代不同批次之

间存在一定的差异; 2)没有标准品和权威试剂盒,

对人的致热阈值也不太清楚, 其限制不易确定; 3)

对细胞生长有干扰的不易用此法检测; 4)特别注意

生物安全问题。

总之,利用细胞在体外进行热原检测是目前国

际上研究新热原检测方法的趋势,与此同时也存在

着一些阻碍新方法发展的因素, 如试验中试剂、血

清的热原去除问题,非内毒素热原物质标准品研制

的缺乏与滞后,对各物质引起人体发热反应的机理

研究得不够透彻,如何对某些能干扰细胞法的样品

(如细胞毒性试剂 ) , 只有诸如此类问题得到解决,

才能有更好的应用前景。

4� 小 结

目前,家兔法和细菌内毒素检测方法也需要逐

步的改善, 细胞检测法还需要进一步的验证和论

证。热原检测之间存在着的差异,决定了他们检测

的应用范围和检测的侧重点以及检测的精确度不

一样, 但是随着分子生物学和其他学科的交叉发

展,热原的检测法会越来越完善,越来越准确。
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