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前 言

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。

本文件等同采用ISO/TR 21582:2021《致热性 医疗器械热原试验的原理和方法》。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别这些专利的责任。

本文件由国家药品监督管理局提出。

本文件由全国医疗器械生物学评价标准化技术委员会（SAC/TC 248）归口。

本文件起草单位：

本文件主要起草人：

本文件所废止文件的历次版本发布情况为：

本文件为首次制定。
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引 言

目前，医疗器械的安全性评估以 GB/T 16886 系列标准中推荐的毒理学和其他研究为指导。

材料介导的热致性包含在 GB/T 16886.11-2021 附录 G 中的全身反应中，但本文件对致热性进行了

总体描述。

热原反应是指化学物质或其他物质的不良反应，如微生物成分产生发热反应。为了评价直接或间接

接触血液循环和淋巴系统、脑脊液（CSF）并系统地与人体相互作用的产品的安全性，需要对热原反应

进行试验。

目前，家兔体内致热性试验和体外细菌内毒素试验已作为评价医疗器械及其材料致热性的公认方

法。已经建立包括试验样品的样品制备在内的基本程序在国际中协调一致，并在相关指南和药典中提到。

最近，一种利用人免疫细胞进行的体外热原试验，即基于人体细胞的热原试验(HCPT)，已经被开发

出来并应用于非肠道药物的热原试验。由于直接或间接接触人类血细胞(HCPT)，目前正在考虑将其应用

于医疗器械热原试验。
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致热性 医疗器械热原试验的原理和方法

1 范围

本文件规定了医疗器械及其材料的热原试验的原理和方法。

本文件适用于医疗器械及其材料的热原试验。

2 规范性引用文件

本文件没有规范性引用文件。

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

ISO和 IEC维护的用于标准化的术语数据库，地址如下：

——IEC 电子百科：http://www.electropedia.org/；

——ISO 在线浏览平台：http://www.iso.org/obp。

3.1

医疗器械 medical device

制造商的预期用途是为下列一个或多个特定医疗目的用于人类的，不论单独使用或组合使用的仪

器、设备、器具、机器、用具、植入物、体外应用试剂、软件、材料（3.12）或者其他相似或相关物品。

这些目的是：

——疾病的诊断、预防、监护、治疗或者缓解；

——损伤的诊断、监护、治疗、缓解或者补偿；

——解剖或生理过程的研究、替代、调节或者支持；

——支持或维持生命；

——妊娠控制；

——医疗器械的消毒；

——通过对取自人体的样本进行体外检查来提供医疗信息；

其作用于人体体表或体内的主要设计作用不是用药理学、免疫学或代谢的手段获得，但可能有这些

手段参与并起一定的辅助作用。医疗器械包括齿科器械。
注：在某些监管机构认为是医疗器械，但在其他监管机构则不被认为是医疗器械的产品是：

——消毒物质；

——残疾人员的辅助用品；

——含有动物和/或人类组织的器械；

——体外受精或辅助生殖技术的器械。

[来源：GHTF/SG1/N071：2012，5.1，有修改]

3.2

热原 pyrogen

引起发热的物质。

3.3

致热性 pyrogenicity

化学物质或其他物质产生发热反应的能力。

3.4
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发热反应 febrile response

由于调定点温度的升高，温度高于正常范围。
注：也称为发热或热病。

3.5

氧化磷酸化 oxidative phosphorylation

大多数有氧生物的代谢途径，它利用酶氧化营养物质并释放能量。

4 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

COX：环氧化酶

CpG：DNA序列中靠近鸟嘌呤（G）和胞嘧啶（C），p表示C和G由磷酸二酯键连接。甲基基团位于胞

嘧啶环的5位

ELISA：酶连接免疫吸附试验HCPT，如单核细胞活化试验(MAT)

IKK：IkB激酶，一种参与细胞对炎症反应的增殖的酶复合体

IRAK：人白介素受体相关激酶

LAL：鲎变形细胞溶解产物

LPS：脂多糖

MD-2：结合于TLR4的胞外结构域的分子分泌糖蛋白，

MCP：巨噬细胞趋化蛋白

MIP：巨噬细胞炎性蛋白

NOD：核苷酸结合寡聚化结构域蛋白

PGE2：前列腺素E2

PANTES：受激活调节，正常T表达和分泌

RNA：核糖核酸

SEA：葡萄球菌肠毒素A

Spe C：链球菌致热性外毒素C

Spe F：链球菌致热性外毒素F

TBK：TANK绑定激酶

TLR：Toll样受体

TNF：肿瘤坏死因子

TSST：中毒性休克综合征毒素

5 热原表征

5.1 概述

根据热原的来源，发热反应分为以下三种类型：

a) 由化学物质引起的材料介导的致热性；

b) 内毒素介导的致热性；

c) 由微生物成分而不是内毒性介导的致热性。

非内毒素介导的致热性是对应于源自上述a)和c)的发热反应的通用说法。然而，后者可以清楚地区

别于材料介导的致热性，因为发热反应起源于微生物污染。

TLRs是构成免疫系统抵御微生物感染重要组成部分的蛋白质，与微生物成分引起的致热性密切相

关。迄今为止，13种TLR1和TLR13之间的人类TLR以及其中一些受体激动剂已被确定。可以在医疗器械领

域评估的大多数热原可能是源自微生物的生物活性物质，这些微生物作为器械制造过程的污染物存在或
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存在于材料中。由于这些成分是 TLR 激动剂，对人体起到致热原的作用，因此 TLR 的知识对于理解热

原非常重要。

5.2 细菌内毒素

细菌内毒素是革兰氏阴性菌外膜的重要成分，是可被TLR4识别的最强的热原。内毒素是宿主免疫反

应的调节剂，表现出多种生物活性，如巨噬细胞的活化、有丝分裂性和佐剂性，除致热性外，还引起施

瓦茨曼反应（Schwartzman reactions）。从临床角度看，内毒素引起脓毒症、脓毒性休克和多器官衰

竭，是死亡率较高的全身性疾病。

内毒素通常由一种可分为o型-特异性链的杂多糖部分、一种核心低聚糖和一种被称为脂质A的脂质

成分组成，它是内毒素的生物活性中心。内毒素的效力受酰化和磷酸化模式以及脂质A分子中与磷酸残

基结合的极头基的影响。此外，内毒素对其生物活性的表达具有物种特异性。

在自然界中，革兰氏阴性菌广泛分布于水（河流和海洋）、空气、土壤和人体中。因此，由天然物

质制成的生物材料很可能被细菌及其成分所污染。制造过程中的高压灭菌、辐照和气体灭菌能够杀死细

菌。然而，微生物成分，特别是内毒素不能用这种普通的灭菌方法灭活，一旦被污染，在制造过程中就

很难去除内毒素。在制造过程中，内毒素污染可以通过除热原来减少或消除内毒素污染（例如：250℃，

30min，使用化学物质如多粘菌素-B
[50][66]

灭活内毒素，或在清洗和制造过程中使用无内毒素水）。

5.3 除内毒素以外的微生物成分

微生物能产生除内毒素以外的各种生物活性物质。脂磷壁酸是革兰氏阳性细菌外膜的重要组成部

分，是内毒素的对应物，作为被TLR2识别的热原，与TLR1或TLR6相互作用并形成异二聚体。脂蛋白、脂

肽和脂阿拉伯甘露聚糖是各种微生物的细胞成分，也被称为TLR2激动剂。虽然构建革兰氏阳性和革兰氏

阴性菌细胞壁的肽聚糖被认为是TLR2激动剂，但最近有研究表明，NOD1和NOD2蛋白可以发挥介导其生物

活性表达的作用，而不是TLR2。此外，病毒双链RNA、细菌鞭毛、细菌和病毒CpG DNA分别被鉴定为TLR3、

TLR5和TLR9的激动剂，它们对人类都是致热原。虽然还没有任何一种（1,3）-β-D-葡聚糖制备的致热

性的报道，但可以注意到，某些种类的（1,3）-β-D-葡聚糖能增强内毒素毒性。

据报道，各种致病微生物产生的外毒素和肠毒素，如TSST-1、SEA、SpeF和SpeC，通过与TLR信号转

导不同的毒素特异性方式引起人体发热反应。由于透析期间溶液被肽聚糖污染，一些患者出现炎症、发

热和腹膜炎[52][76]。

5.4 促炎细胞因子

由于TLR激动剂诱导的发热反应是由人类免疫细胞产生的促炎细胞因子如TNFα、IL-1β、IL-6和

INF-γ介导的，因此内源性介质本身自然起到热原的作用。每个细胞因子都通过细胞因子网络进一步激

活免疫细胞，因为除了TLRs外，细胞因子的特异性受体还位于单核细胞和巨噬细胞的表面。

5.5 化学物质和其他热原

除微生物成分外，化学物质或天然物质的致热性尚不清楚。此外，全世界每年都发现或合成了超过

1000多种新的化合物，但每种化合物的生物学特性还不太清楚。目前用作医疗器械的生物材料的大多数

化学物质都是安全的，而且对人类不具有致热性。然而，一些新的生物材料和化学物质可能会引起人体

发热反应。

这种可能性也适用于非自体细胞产物，这些产物可能引起免疫活性细胞的免疫识别和激活。

例如，下面列出了已知的会引起人类发热反应的化学物质。根据诱发发热反应的原理，这些化学物

质主要可分为三组：

a) 直接刺激大脑和神经系统的体温调节中心的物质，

b) 氧化磷酸化解偶联剂，和

c) 机制尚不清楚的热原。

下面列出的化学物质已知会引起人体的发热反应：
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——前列腺素；

——感应器(例如：聚腺苷酸、聚尿苷酸、聚生物腺苷酸和聚核糖苷酸)；

——破坏温度调节中心功能的物质(例如：麦角酸二乙胺、可卡因、吗啡)；

——神经递质(例如：去甲肾上腺素、血清素)；

——氧化磷酸化解偶联剂（例如：4,6-二硝基邻甲酚、二硝基苯酚、苦味酸）；

——N-苯基-β-萘胺和 aldo-α-萘胺（其发热机制尚不清楚）；

——在某些情况下的金属，如镍盐。

除了这些化学物质，还有一种可能是微球
[23]

和纳米颗粒，
[61]
包括植入物衍生的磨损碎片

[7]
可能为热

原。由特定尺寸组成的微球、颗粒[23]和纳米颗粒[61]可被巨噬细胞吞噬，并激活巨噬细胞释放的促炎

细胞因子如TNFα。TNFα是内源性热原之一。

5.6 发热反应的原理

TLRs是一类单跨膜非催化受体，一旦微生物突破皮肤或肠道黏膜等物理屏障并激活免疫细胞，它们

就会识别源自微生物的结构保守分子。它们被认为在先天免疫系统中起关键作用，并且已知以二聚体的

形式发挥作用。虽然大多数TLRs似乎是同型二聚体，但TLR2与TLR1或TLR6形成异型二聚体，每个二聚体

具有不同的配体特异性。TLR还可能依赖其他共受体来获得完全的配体敏感性，例如在TLR4识别内毒素

的情况下，这需要 MD-2分子。已知 CD14 和 LPS 结合蛋白有助于将内毒素呈递给 MD-2。当被激活时，

TLRs在细胞的细胞质内招募适配器分子以传播信号。已知有四种适配器分子参与了信号传递。这些蛋白

质被称为MyD88、Tirap(也称为Mal)、Trif和Tram。这些适配器激活细胞内的其他分子，包括某些蛋白

激酶(IRAK1、IRAK4、TBK1和IKKi)，这些蛋白激酶可以放大信号，并最终导致协调炎症反应的基因(NF-

κB、AP-1和IRP3)的诱导或抑制。

在被微生物来源的配体激活后，可能会发生几种反应。免疫细胞能产生引发炎症的细胞因子。特别

是，IL-1β与诱导发热反应密切相关。IL-6和TNFα后来被分离出来，发现在较高剂量时
[28]，[29]

也是热原

细胞因子。目前对哺乳动物发热机制的理解是，这些促炎细胞因子导致了介导PGE2合成的COX-2的表达。
[30]

缺乏COX-2的小鼠在应对LPS、IL-1或IL-6
[47]

时不会出现发热,同时
[48]
PGE2触发细胞内信号级联，改变

体温的调定点。因此，IL-1β、IL-6和TNFα是免疫细胞与致热原接触时释放的介质，负责触发大脑中

的发热反应。已知P物质通过产生TNF-α、IL-6和PGE2来诱发发热[17]。

TLRs似乎参与了细胞因子的产生和细胞活化，以及微生物和其他潜在热原的黏附和吞噬。

在不依赖于TLR信号通路和随后的细胞因子的产生的情况下，通过直接刺激体温调节中心的物质来

提高体温。此外，氧化磷酸化解偶联剂能通过激活线粒体中的电子传递链而提高体温。

6 致热性评估

6.1 概述

有三种用于致热性试验的方法，如下所述。根据热原的定义，家兔体内热原试验是唯一一种直接测

定体内发热反应作为终点的试验，而其他两种方法都没有。相反，体外方法使用不同的终点检测热原，

如细胞因子的产生和蛋白质凝固。

6.2 细菌内毒素试验(BET)

6.2.1 概述

细菌内毒素试验在几部药典中协调一致。本试验是用鲎（美洲鲎和中华鲎）循环变形细胞水提取物

中的溶菌产物试剂来检测或量化革兰氏阴性细菌来源的细菌内毒素。细菌内毒素试验分为两种技术方

法；一种是溶菌液与内毒素反应形成凝胶的凝胶技术，另一种是内毒素诱导的溶菌液光学变化的光度测

定技术。后者进一步细分为两种方法：一种是根据伴随凝胶形成的浊度变化来测定样品溶液的内毒素浓

度，另一种是显色技术，通过测量合成显色底物释放的发色团颜色的光密度来估计内毒素浓度，该底物

是下文所述酶促级联反应最后步骤的取代基。每种光度测定技术均可分为终点法和动态法。
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细菌内毒素试验可能从常规质量控制的角度监测医疗器械生产过程和最终产品的内毒素污染情况。

在开始使用从中华鲎中提取的溶菌液试剂之前，该试验在过去被称为鲎试剂(LAL)检测。
注：也有其他方法可用于检测细菌内毒素，例如，使用重组C因子荧光法的方法，见参考文献[6]。

6.2.2 LAL 反应的工作原理

BET是一种酶级联反应，具有检测和定量革兰阴性细菌内毒素的最高敏感性。首先，内毒素激活因

子C，即存在于溶菌液试剂中的内毒素敏感丝氨酸蛋白酶酶原。活化因子C将因子B从非活性形式转化为

活性形式，进一步将凝固酶原转化为凝血酶。最后，凝血酶将凝胶原转化为凝血蛋白，形成凝胶。除因

子C外，原溶菌液试剂还含有G因子，可被（1,3）-β-D-葡聚糖激活，随后将凝固酶原转化为凝血酶。

已通过去除G因子或使其功能饱和而开发出内毒素特异性鲎试剂。

因为BET是基于酶反应，会受样品溶液的温度和pH的影响，也会被各种化合物（如适当浓度的蛋白

酶、蛋白酶抑制剂、金属离子、表面活性剂、螯合物、盐和糖）增强或抑制。因此，能通过进行干扰因

子的检测，以检查样品溶液中反应的抑制剂和增强剂的存在。通过对样品溶液的稀释，能避免干扰因素

的影响。

6.2.3 BET 的一般程序

内毒素检测和定量的一般方法已经在一些国家的药典和AAMI ST 72 中进行了讨论。这些文件中提

到了一些细节内容。

需要注意的是，除非另有说明，无热原的水能作为制备样品溶液的浸提介质。医疗器械及其材料中

存在的内毒素通常是在环境温度下提取的。

6.2.4 BET 的特性

LAL检测是一种简单快速的检测内毒素的方法，具有高灵敏度，表明医疗器械上存在革兰氏阴性细

菌污染。内毒素具有特异性的毒性表达取决于脂质A部分的化学结构。与内毒素的其他生物学特性（如

炎症细胞释放细胞因子）相比，内毒素对LAL活性的结构要求并不严格，因此BET比HCPT[16]具有更广泛的

内毒素检测谱。

医疗器械上的内毒素污染能表明更广泛的微生物污染。然而，器械上的内毒素含量与器械上的其他

微生物数量没有相关性。BET只对革兰氏阴性菌或内毒素污染非常具有特异性。从历史上看，在医疗器

械制造中可控制的主要和最强的热原污染物是细菌内毒素。细菌内毒素污染很难预防，因为它在自然界

中无处不在、稳定，而且足够小，可以通过传统的灭菌过滤器。

然而，可以认为上述BET的特性不仅有优点，也有缺点。最重要的缺点是BET不能检测除内毒素以外

的热原。此外，由于毒性表达的高度结构要求，人们对人体活性内毒素种类的认识有限，因此BET并不

总是反映人体的热原反应。

器械制造商从医疗器械中提取内毒素，从而得到器械中内毒素的回收提取效率低于100%。但在某些

情况下，吸附在某些塑料、陶瓷或金属和某些天然产物上的内毒素不能通过一般的水提取方法有效地回

收。然而，根据经过多年使用证明的监管证据，被美国食品和药品监管局以及其他国家药典所推荐的提

取参数，已经足以确保医疗器械在器械预期使用的规定限度下的无致热性
[20]
。

6.3 家兔热原试验

6.3.1 概述

家兔热原试验是唯一已知的检测材料和微生物介导的热原的试验。

本试验中高温浸提物的阳性致热性表明产品中存在非内毒素致热原。家兔试验不包括作为常规质量

控制试验的最终产品内毒素定量方法。

如ISO 10993-11所述，含有以前曾引起热原反应反应的新物质的医疗器械，和/或具有热原反应潜

力未知的新化学实体，能对材料介导的致热性进行评价。

6.3.2 家兔试验的原理
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在静脉注射医疗器械或其材料的生理盐水浸提液后，动态测量核心体温，以评价哺乳动物对热原的

体内发热反应。

6.3.3 家兔试验的步骤

检测方案在相关指南和药典中具有详细阐述。尽管不同国家的指南/药典在对家兔体重的限制、基

线温度的测定、样品溶液的注射剂量和家兔的重复使用方面存在差异，但试验方案的大部分非常相似。

ISO10993-12中也定义适用于从医疗器械和材料中制备浸提液的样品/浸提介质比和浸提条件。

值得注意的是，只有无热原的生理盐水可以作为制备样品溶液的浸提介质。在ISO10993-12的条件

中，不会导致材料显著变化的最高温度可用于提取。

6.3.4 家兔试验的特点

基本上，家兔试验可以检测出各种热原，以及发热反应的真正效力。这种由每种热原引起的反应是

随着家兔体内核心体温的升高而估计的。为此，尽管人类和家兔对热原的种属特异性是不同的，但家兔

体内试验似乎对HCPT有优势。然而，家兔试验存在灵敏度低、使用动物、需要大量试验样品等缺点。

家兔试验是唯一已知和经过确认的方法，用于检测材料介导的热原，即可引起患者发热（发烧）反

应的材料中提取的化学浸出物。新的血液接触或植入材料/器械介导的热原能被筛选出来。

然而，在大多数情况下，家兔试验并不能代替BET。

6.4 人细胞热原试验(HCPT)

6.4.1 概述

HCPT基于细胞水平的免疫反应，是一种通过激活人免疫细胞如单核细胞和巨噬细胞[13]来检测和定量

热原诱导发热反应的体外方法。本试验旨在评价内毒素介导的致热性和由TLR激动剂诱导的热反应对应

的其他微生物成分介导的致热性。除了TLR激动剂外，HCPT还能量化由微球和磨损颗粒的吞噬作用引发

的炎症反应级联反应的效力。

单核细胞和巨噬细胞是体内内毒素的主要靶点，迄今已有大量研究利用巨噬细胞来阐明内毒素的化

学结构和生物活性之间的关系。HCPT的基本技术本身是基于内毒素研究的传统方法。由于该试验与内毒

素试验相比范围更广，如果经适当的确认，它能作为一种有效的方法来弥补内毒素试验与家兔试验之间

差距。

6.4.2 HCPT 的原理

巨噬细胞是组织内的细胞，来源于被称为单核细胞的特定白细胞。单核细胞和巨噬细胞具有吞噬作

用，在非特异性防御（或先天免疫）中发挥作用，并帮助启动脊椎动物的特定防御机制（或细胞介导免

疫）。它们的作用是吞噬固定细胞或移动细胞的细胞碎片和病原体，并通过位于细胞表面的TLR识别可

溶性病原体，并刺激淋巴细胞和其他免疫细胞对病原体作出反应。单核细胞和巨噬细胞作为分泌细胞，

对免疫反应的调节和炎症的发展至关重要。这些细胞被吞噬作用或TLR激动剂激活(见4.2和4.3)，产生

包括细胞因子在内的强大化学物质。根据4.6中描述的机制，细胞因子如TNFα、IL-1β和IL-6作为调节

因子诱导发热反应。在HCPT中，通过ELISA方法检测和定量这些细胞释放的细胞因子，作为评价发热反

应效力的一种措施。

型号为ACC 124的MM6是适合的市售产品的实例。给出这一信息是为了方便本文本使用者，并不表示

对这一产品的认可。CTL-MAT有限责任公司的人单核细胞是适合的市售产品的实例。给出这一信息是为

了方便本文本使用者，并不表示对这一产品的认可。

6.4.3 人类细胞的选择

除了人类全血外，人髓单核细胞细胞系(如MM6)和人单核细胞
[72]

也可作为HCPT的指示细胞。从实验

室使用的角度来看（供应系统和安全性），这些细胞系似乎比全血细胞更有用。然而，全血也有以下优

点：
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——所有的血液成分都是按生理比例存在的，这是热原与白细胞相互作用所需要的；

——浸入全血中是可能的，而这对其他细胞系统来说是不可能的。

另一方面，这些细胞系也有以下缺点：

——从冷冻样本开始建立细胞系所花费的时间（通常为数周）。在试验中需要使用足够数量的具

有高灵敏度（对热原）的细胞；

——不同传代数之间的细胞敏感性不一致；

——需要与佛波酯或骨化三醇等药物共刺激；

——验证对热原反应的转导所必需的各种受体元件在细胞系上的持续存在。

据报道，不同细胞系对内毒素的敏感性不同，在细胞系中，只有MM6细胞在骨化三醇启动后，对相

对少量的内毒素产生大量的TNFα。与这些细胞系相比，全血细胞对内毒素具有更高的敏感性，但MM6-CA8

细胞)（MM6细胞的亚克隆）
[58]
对检测内毒素和肽聚糖的敏感性与全血细胞几乎相同。

6.4.4 细胞因子标志物的选择

虽然TLR激动剂和微球刺激人全血细胞产生的细胞因子和趋化因子的数量因刺激剂种类的不同而不

同，但在所有情况下，细胞除诱导产生传统的细胞因子标志物（IL-1β，IL-6和TNFα），还会产生大

量的MCP-1，IL-1βra，IL-8，MIP-1α和/或MIP-1β。

在这些细胞因子和趋化因子中，IL-1β或IL-6因信噪比（S/N）最高而成为较好的标志物。此外，

MIP-1α和MCP-1的S/N比值相对较高，但MCP-1检测TLR3激动剂、颗粒和微球的比值相对较低。见参考文

献[35]和[36]。

MM6-CA8细胞表现出与全血细胞不同的细胞因子和趋化因子产生模式。除传统的细胞因子标志物外，

还诱导了大量的IL-8、RANTES、IL-1βra、MCP-1、MIP-1α和MIP-1β。在这些细胞因子和趋化因子中，

IL-6检测所有TLR激动剂和微球的S/N比值最高。MIP-1α、MIP-1β和IL-1β的S/N比值也高于TNFα。

考虑到这些因素，根据HCPT中使用的细胞选择合适的细胞因子标志物或趋化因子。

6.4.5 HCPT 的步骤

从健康献血者抽取的新鲜肝素化人全血或从一批捐赠者中获取的冷冻保存的人全血，用生理、无热

原临床级生理盐水或RMPI1640培养基稀释，用直接法取一块器械样品
[63]

或用间接法取适量试验液。根据

试验方法的要求，在合适的培养基中，37℃孵育8 h至24 h后，用ELISA法测定相应样品中反应热原量的

细胞因子标志物如IL-1β的量。

对于人类骨髓单核细胞系，细胞保存在RPMI1640培养基中，该培养基中含有10%热灭活胎牛血清和

适当的补充剂，如2-巯基乙醇、HEPES、谷氨酰胺、非必需氨基酸、丙酮酸钠、牛胰岛素和抗生素。细

胞由肉豆蔻酸二酚酯或骨化三醇（1a，25-二羟基维生素D3）启动。用引物试剂孵育72 h后，将细胞以1

×10
6
个细胞/ml/孔接种于24孔板上，并置入一块器械样品（直接法）或取器械浸提出的适量试验液（间

接法）。根据试验方法的要求，在适合培养基的中，37℃孵育8 h至24 h后，用ELISA法定量细胞释放到

培养基中的细胞因子。

ELISA是一种高灵敏和特异性的标准免疫学检测方法。细胞因子标志物，如供试品样品中的IL-1β，

被夹在单克隆包膜抗体和标记的多克隆检测抗体之间。通过洗涤步骤去除未结合的物质。结合检测抗体

直接或间接地与辣根过氧化物酶相连，该酶代谢底物TMB（四甲基苯并胺），诱导颜色从无色变为蓝色。

加入酸后反应停止，使颜色从蓝色变成黄色。这是在450 nm的光度测量，参考波长为690 nm。

每次试验都要形成从大肠杆菌O113：B4或其他合适的标准（如根据来自 E.coli O113:H10 的国际

WHO 参考标准校准的 E.coli UKT-B 内毒素）产生的细胞因子标志物和内毒素的剂量反应曲线。
[64]
该剂

量-反应曲线需要包含0.5 EU/ml的浓度，相当于WHO参照标准的50pg/mL。该值被认为是引起家兔发热的

内毒素浓度的阈值。2005年用171只家兔做的研究证实了这一阈值[40]。

在HCPT中，细胞因子标志物是通过刺激试验样本中存在的所有热原来测量免疫细胞释放的总量。然

而，HCPT的结果是通过将产生的细胞因子标志物的数量转化为内毒素的数量来评价的，因为内毒素是最

强的热原，而除内毒素外的TLR激动剂的诱导发热反应的临界量目前尚未得到批准。因此，检测样品致
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热性的概念与细菌内毒素试验相同。HCPT具有检测靶向细胞因子释放热原的能力，这是细菌内毒素试验

所不可能做到的。

需要注意的是，除非用医疗器械浸提液进行验证，否则HCPT检测不能代替细菌内毒素试验(LAL)用

于大型成批成品/器械存在细菌内毒素污染的常规质量控制检验。一般来说，体外HCPT方法需要将一个

小块扁平样本放在一个小容器中，直接与全血进行试验。这些方法只检测非常小面积的材料(如果在24

孔板中，则为2cm
2[35]

），或在1.5 ml聚丙烯管中进行致热性。
[53]

这基于可行的提取方法。如果许多器械

含有生物来源的成分/组分、含有非注射或吸入的水、器械的生产用水(例如水浸或浸泡、挤压操作)或

用水处理(例如高压蒸汽、清洗)，则可能发生细菌内毒素污染。对于大批量的最终产品、灭菌产品的常

规质量控制，建议进行浸提研究，以确保所有潜在的细菌内毒素来源都通过基于内毒素的致热性试验得

到充分检验。实际的最终器械可能非常大，包含非常大的表面积，这可能会导致患者产生材料介导的发

热反应(例如：添加剂)。

人体血液制品存在特殊危险性，因此所有技术人员都需要接受必要的安全预防措施方面的充分培

训。

6.4.6 HCPT 的特点

与家兔试验和细菌内毒素试验相比，HCPT具有以下优点。

——HCPT 不使用动物。这些细胞来源于人体组织，因此避免了需要跨物种推断。

——与细菌内毒素试验
[75]

相比，HCPT 具有更广泛的热原检测谱。

——HCPT 可用于检测某些产品中的热原污染物，家兔试验或细菌内毒素试验无法进行评价（例如：

LAL 反应的抑制剂和增强剂、影响体温调节的中枢或外周机制并引起家兔免疫反应的药物）。

——HCPT 能够将固体材料直接作为试验样品进行试验，而无需任何浸提，因为免疫细胞可以识别

从试验样品中洗脱到培养基中并结合到表面的热原
[75]

。无需对吸附内毒素的材料进行任何预

处理即可有效检测到热原
[75]
。

HCPT有以下缺点。

——材料介导的热原是一种化学物质，通常不通过细胞因子通路来诱导发热反应，HCPT 很可能检

测不到。

——与单核细胞或巨噬细胞相互作用的药物（如细胞因子受体拮抗剂、非生理溶液、细胞毒性物

质、具有细胞因子活性的重组蛋白）或检测系统(例如风湿病因素)，可能不用 HCPT 检测。

——HCPT 可能不适用于含有释放细胞因子和趋化因子的活细胞的组织工程产品。

——检测时对热原的反应取决于献血者的血液样本或细胞状况。特别是，由于献血者的年龄、性

别、遗传背景(例如，toll 样受体细胞因子受体编码基因的遗传多态性)、受感染献血者的安

全问题、昼夜变化、饮食的影响和其他因素的不同，人的血液能有所不同，这可能会影响全

血体外试验的敏感性和特异性。

——整个血液供应系统也是个问题。

——直接使用固体样品的 HCPT 无法用于检测大批量最终产品、灭菌产品/器械的常规质量控制试

验中是否存在热原污染。

——使用人骨髓单核细胞细胞系进行 HCPT 预培养和启动细胞具有时间、成本和技术复杂性等缺点。

6.4.7 确认研究

进一步的确认研究将能够确定HCPT是否可以检测其他热原，这些热原通过TLR信号通路和吞噬作用

以外的不同机制诱导发热反应，包括材料介导的热原。

7 结论
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在某些情况下，HCPT能作为传统致热性试验方法(家兔法和LAL)的有用替代试验；然而，仍需要家

兔试验来检测HCPT未检测到的热原，包括材料介导的热原。因此，根据医疗器械及其材料的热原检测的

目的，选择合适的方法是非常重要的。
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