
工艺二：大规模内毒素去除

工业大规模样品的内毒素去除，通常采用层析的方法，这种方法条件温和，对于样品活性影响小；可放大性好，介
质可重复使用，便于进一步降低成本。

一、亲和层析法—Endotoxin Removal Beads
Endotoxin Removal Beads 对内毒素有非常高的特异性吸附，当样品中内毒素含量较高时，一次纯化能去除

95% 以上的内毒素，同时蛋白的回收率能达到 90% 以上。

1.1重组胶原蛋白内毒素去除
使用 Endotoxin Removal Beads 作为前处理步骤，预先去除胶原蛋白粗品中的内毒素，采用的是内毒素结合，

胶原蛋白流穿的模式，胶原蛋白主条带清晰明显，具体参见图 4、图 5。

图 4 胶原蛋白去除内毒素的色谱图

图 5 胶原蛋白去除内毒素的电泳图

Sample:                  Collagen
Medium:                 Endotoxin Removal Beads
Load:                       32 CV Collagen
Residence time:  2.5 min
Buffer:                     PBS,pH 7.4
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1 Sample：20 μl
2 Flow through 1：20 μl
3 Flow through 2：20 μl
4 Flow through 3：20 μl
5 Flow through 4：20 μl
6 Flow through 5：20 μl
7 Flow through 6：20 μl
8 Flow through 7：20 μl
9 Flow through 8：20 μl
10 Flow through 9：20 μl
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图 6 抗体三步法纯化工艺中内毒素的去除

二、离子交换层析法
内毒素在 pH4-8 范围都带负电荷，因此通常选用阴离子交换介质，采用流穿模式，让目的蛋白穿过层析介质，内毒

素吸附于离子交换介质上，达到去除的效果。使用高浓度氯化钠或者碱溶液对介质再生后，离子交换介质可以重复使
用。推荐阴离子交换填料 Q Beads 6FF、Smac Q、Smac Q 40 等。

离子交换色谱法成本低，吸附容量大，重复使用性好，耐碱清洗，因此生物制品生产工艺过程中，离子交换层析被广
泛用于内毒素的去除。

经典的抗体三步法纯化工艺：亲和捕获+阳离子交换+阴离子交换（见图 6），其中阴离子交换层析在第三步精纯中被
用于痕量内毒素的去除。
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图 1 内毒素结构示意图

内毒素 （ET），也称为脂多糖 （LPS） 或脂质 A，是存在于革兰氏阴性菌细胞壁中（少数阳性菌也能产生），在细菌生长
过程中和死亡裂解后释放到周围环境中的有毒物质。一个大肠杆菌细胞约含有 200 万个 LPS 分子。内毒素是一种相对
分子质量较高的化合物，其化学结构主要由多糖 （PS） 和脂质 A 组成。脂质 A 是内毒素的活性中心，主要由葡萄糖胺，磷
酸和 10-18 个碳的长链脂肪酸组成。多糖可分为 O 特异性多糖链 （O-Antigen） 和核心寡糖 （Core oligosaccharide） 两
部分。
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图 3 质粒 DNA 样品去除内毒素前后电泳图

工艺一：小规模内毒素去除

一、ENDOCLING® 内毒素去除试剂盒原理
ENDOCLING® 是一款高效内毒素去除试剂盒，以内毒素结合蛋白做为配体通过化学键固定在聚合物磁性微球上，

由于其带有磁性，进行特异性的内毒素清除后很容易进行分离和去除，经 ENDOCLING® 内毒素去除试剂盒纯化的样品，
最低内毒素含量可小于 2EU/ml。

二、ENDOCLING® 内毒素去除试剂盒去除效果
2.1 蛋白样品

使用试剂盒去除大肠杆菌裂解液样品中的内毒素，不论内毒素水平高和低，都能达到较好的去除效果。表2展示的
是不同初始含量样品，在去除之后的内毒素含量。

2.2 核酸样品
对于质粒样品中的内毒素，试剂盒同样可达到很好的效果，既保证了去除率，又有很高的回收率，具体结果请见表

3。同时通过去除前后的电泳结果（见图3）比较可以看出，样品反应前后条带均未发生变化，并经酶切验证表明，质粒的
性质不会随着内毒素去除发生改变。
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表 2 大肠杆菌裂解液样品的内毒素去除结果

表 3 质粒样品的内毒素去除效果和样品回收率
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1）菌毒种来源：对于生物制品，菌毒种来源的内毒素主要来自于革兰氏阴性菌（如：大肠杆菌等）。

2）生产环境来源：需要建立洁净（最好是符合 GMP 要求）的生产环境，按规定进行清洁消毒，并定期进行沉降菌和尘
埃粒子检测。

3）设备及器械来源：生产过程任何和样品直接接触的物品，都需要使用合适的方法预先去除内毒素。

4）原辅材料：对原辅料的生产过程进行要求，严格检验样品，确保内毒素含量符合要求。

5）不规范操作：操作者需要按照 SOP 操作。

02 内毒素的来源

图 2 生物制品中内毒素对人体的危害

内毒素本身具有极强的致热性，内毒素进入人体，作用于下丘脑体温调节中枢系统，进而引起体温调节中枢功能
紊乱，引发发热反应。当内毒素浓度阈值 ＞0.005ng/ml 时，能刺激白细胞释放热源物质，引起更严重的问题，例如：
内毒素血症， 38℃ 以上的高热，脑部缺氧，出现神经系统症状：躁动、神情淡漠、嗜睡，甚至出现昏迷。

内毒素对细胞也是有毒性的。现有的研究表明，内毒素可能会对细胞培养产生众多影响，如改变细胞外形、活化
细胞、产生讯息传递物质、影响蛋白表达调控、抑制酶活性、抑制人工受精的成功率等。内毒素含量过高，容易导致细
胞状态不良、老化、甚至死亡。
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内毒素在 pH>2 时带负电荷，与阴离子交换介质
Q 或 DEAE 基团有较强结合，目的蛋白通过流穿
的方式收集，使得样品中内毒素被去除

内毒素的脂肪 A 部份有很强的疏水性，在高盐下
会凝集，无法挂上疏水层析柱

内毒素多为多聚体，根据分子大小可以有效分离

不适合于溶液中存在其他带
负电荷物质的情况
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制药行业公认方法，操作简
单

用于塑料和其他高分子材
料等不耐高温的材质

适用于目标产物分子量小
的溶液

去除效果好，条件温和，对
生物活性成分影响小

适合于组分较为简单的小
分子的溶液中去除

简单快速，特异性好，分离
效率高，保留活性

去除方法

250℃ 的温度以上加热至少 30min，破坏内毒素
的生物活性

使用双氧水、重铬酸钾-硫酸、0.1M HCl、0.1M 
NaOH 等溶液，破坏内毒素生物活性

原液及保护剂的分子量与内毒素分子量差别较
大，选择合适的超滤膜

利用内毒素和生物活性成分在水相和去污剂中
的溶解性不同，使用曲拉通、脱氧胆酸钠等萃取
内毒素，然后将水相样品分离出来

热原在水溶液中可被活性炭、石棉、白陶土等吸
附而除去

将与内毒素有特异性结合的配体（如多粘菌素
B，PMB），固定于琼脂糖介质上，然后使用层析
手段，将内毒素从样品中去除

原理 优点
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试剂具有强氧化还原型，或
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性物质

活性损失大

不利于放大，去污剂容易有
残留

易吸附有效成分，残余活性
炭不易去除

成本较高
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表 1 内毒素的去除方法及其原理和优缺点

内毒素的去除有多种方法，其原理和优缺点见下表 1，各种去内毒素的方法不是孤立的，可以相互结合使用。
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