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高灵敏度的生物学实验，需要无热源的超纯水。Pyrogard TM D 纯化柱就是为此目的设

计的，它是嵌在一个 ABS 套中的聚碸（polysulfone）中空纤维超滤器。本文涉及的研究是

对这种超滤设备的验证和认证。使用 ICP-MS 和离子色谱法检测，没有检测到 Pyrogard D 柱

中有显著数量的溶出物。 TOC 分析也显示它对有机物的去除有很好的效果。空气扩散测试

证明，在一个相当宽的热源浓度范围内它可以有效地去除热源。 Pyrogard D 超滤器在五个

星期内具有完好的工作效率的，可持续获得热源浓度低于检测限( 0.001EU/mL )的水。 
 
引言 
 

用活性碳，连续电流去离子，紫外线光

氧化作用和微滤的方法连续处理得到的纯

水可满足很多应用需要。但是对于某些特殊

的应用，仍须更进一步的纯化步骤。为了满

足生物测试的最佳条件，需要用特殊方法除

去水污染物中的热源，。内毒素主要也是最

重要的组成部分是革兰氏阴性细菌细胞壁

中的脂多糖 ( LPS ).1  LPS 可划分成为三

个部分： 一是由脂类 A 构成的亲水高稳定

结构(非极性的)，一是中间的寡聚核糖稳定

部分，一是不稳定的杂多糖的表面结构，O
抗原(图 1).2，3，两个含糖苷的部分，其结构

和大小会由于菌系和种类的不同而变化。 
这导致热源分子量的范围很大，从 3,000 到

25,000 Da (平均值 10~12 kDa )，而且生物活

性各异。LPS 进入血液或者脊柱的流体会引

发中毒反应并引起发热(即所谓的“热源”

效应)。 内毒素或热源在很大程度上已特指

活性的 LPS 分子。由于 LPS 分子结构特别

地稳定，经受得了用高压蒸煮过程(121°C，
3h)。在 180°C 下加热四个小时可以减少热

源 1,000 倍(对数减少值，LRV=3 )。 由于

分支糖苷类物质上的负电荷磷酸盐，LPS 容

易吸取二价的阳离子( Ca+2，Mg+2 )。 这导

致 LPS 的聚集和形成囊和泡，产生分子量为

100,000 到 1,000,000 Da 的大分子结构。用

一套完整的过滤设备去除这些大分子结构

可以使热源含量小于 0.02 个内毒素单元

(EU/mL)。但是这类内置过滤器，需要经常

和精心的维护。因此，设计一个超滤柱使其

能容易地与水纯化系统的取水点相连并且

具有高效去热源的能力，是挑战所在。事实

上，内毒素的存在，即使是很低含量，对大

部分生物实验如细胞培养，试管婴儿等都有

决定性的影响。因此将热源的含量降至

0.001EU/ml 以下非常重要。由于在蛋白制备

中去除热源非常困难，因此要尽量避免由于

使用不纯净的水而引入更多的热源。这里将

先着重介绍超滤柱 pyrogard D, 一种新型的

便于使用的终端纯化柱。接着介绍超滤器对

离子和有机物的去除率,以及超滤设备对被

检测热源指标的影响。 
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内毒素：化学和生物特性 

 图 1：内毒素的化学结构的示意图。摘自 E. coli O111:B4 Ohno 和 Morrison ( 1989 )。 Hep，
L-甘油（glycero）-D 甘露庚糖（manno heptose）； Gal，半乳糖； Glc，葡萄糖； KDO，

2 酮（keto） -3 脱氧核糖核（deoxyoctonic）酸；  NGa，N-乙酰 -半乳糖胺（  acetyl 
galactosamine；）NGc，N-乙酰-葡萄糖胺（acetyl glucosamine）。 

 
 
 
 
Pyrogard D 的化学条件 
 

技术特点 

柱子的核心部分是 13,000 Da 切割聚碸中空

纤维超级净化膜（图 2，3 )。超滤模块用

polyurethane 树脂固定在 ABS (丙烯腈丁二

烯苯乙烯聚合物)套中。纯水进水的理论流

速极限可达 120 ml/分钟·公斤·cm2，这使

得它在大多数水纯化系统上可以做到产水

量 300 mL/分钟。 柱子存放在 1.5 %H2O2

的水溶液中，以防止微生物污染。 
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图 2-3：显微镜下的 Pyrogard D 柱的聚砜中空纤维 

 

超滤器的析出 

在水纯化系统上增加一个终端过滤器

后，对检测通过它的水质非常重要。有几个

参数可作为评价标准，包括阴离子和阳离子

含量，总有机的碳( TOC )，和电阻率。我们

综合考虑了对这些参数的要求，选择最合适

的一款 Milli-Q 系统。5 

材料和方法 

超滤设备被连接到 Milli-Q Element 5系

统的终端取水点，每次采样时取水 3 升。采

水样 100ml，用干净的塑胶瓶盛装，然后分

别定容至 0 (stagnated portion), 0.1, 0.2,0.5, 
1.0 和 3.0L。高密度 PE (聚乙烯)瓶子用于阴

离子检测，而 PFA (perfluoroacrylate)瓶子则

用于阳离子和金属分析。阴离子浓度测量使

用离子色谱法( IC7000，Yokogawa 分析系

统)，阳离子和金属含量测量使用的 ICP-MS 
( HP4500，Agilent )。两次采样之间间隔 24 
h，其间过滤器留在原位不动，共耗时 4 天。

离子色谱法分析检出限为 0.01μg/L，为检

测电阻率和 TOC，超滤设备安装在 Milli-Q 

Gradient 5 系统的取水点上，以经过反渗透

处理后储存在水箱中的水为进水。流速被调

节为 600 mL/min。在实验前，整个系统用

3L 的 1.5 %过氧化氢保护液迅速冲洗。 

 

图 4A 和 4B：四天内从超滤器提取的主要的阳离子

浓度(图 4A )和阴离子浓度(图 4B ) 

四天内，主要的无机阳离子(钠，钾，

钙和镁)的浓度测量值见图 4A，阴离子(氯化

物和硫酸盐)见图 4B。每一曲线代表一天( 1
到 4 天)，三升水分五份样品。 

可以预料到，产水在第一部分重复表现

出较高浓度的溶出，这是由于这部分水在柱

子中停滞 24h。然而，在 1 天和 4 天之间，

浓度减少了接近 10 个阶乘。同时，一次短

时间的冲洗(从 100 mL 到 500 mL )大大减少

阳离子和阴离子浓度。在用三升水冲洗之后

获得一个较低离子含量的水。除了钙( 0.1μ
/L )，最后的量化极限在 0.01μ/L 含量。推

荐在水取样前，先弃去一升水以获得适合的

水质量。 
其它离子的浓度十分低，也没有发现特

殊的元素。第 1 天在一升冲洗之后获得的几

个元素和离子的浓度的数据归纳在表 1。在

ICP-MS 分析中的分析值或者检测限包括由

于分子离子干扰引起背景的影响。对于从超

滤器出来的水，大多数元素影响非常弱，在
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分析的测定极限之下。主要的 TOC 释放在

第一个 10 升冲洗后，可达到 10 ppb (图 5).7，
当进水的 TOC 为 20 ppb 时，进一步的冲洗

可提供 TOC 为 2.2 ppb 的水。 

 

 
 

 
 
 
微生物污染的影响 
材料和方法 

在一个由连接到 Elix 系统的 60L 水箱

供水的 Milli-Q Academic 系统的取水点上

安装一个超滤柱 Pyrogard D。 
初始的三升冲洗水被弃去。 为了便于

比较，在另一台 Milli-Q Academic 系统上安

装 Millipak 0.22μm 过滤器。两个系统在同

一条件下面操作。连续取样 ( 100 mL )于体

积为 0L，0.1L, 0.2L，0.5L，1L 和 3 L 容器

内，检验在五星期内冲洗的效果。利用

MilliflexTM确定细菌的存在与否。 
充足的水样(有必要时用消毒水稀释，)

用HAWG 0.45μm过滤漏斗过滤后，在30°C
下，用 R2A 琼脂孵化一个星期。 

在显微镜下面计算菌落数。 

结果 

在超滤柱的滤液中没有找到细菌，虽然

过滤器并非无菌的等级。 用过氧化氢水溶

液存储来防止在安装前的微生物污染。然而

在一个星期之后，在第一个 100 mL 样品中

观察到样品被轻微污染。 
类似的污染也出现在使用 Millipak（无

菌等级膜，孔径为 0.22μm）过滤器的系统

的产水中。 
这种污染可能与过滤器效率无关，很可

能来自环境和空气中。 

Pyrogard D 完整性和热源去除率 

确定了超滤设备的化学可靠性后，开始

测试其热源去除率。通过空气扩散测试，可

容易、系统地检测超滤器表面的改变，因为

当一个过滤器有缺陷时，压力会有显著改

变。 这种压力变化是与超滤器的热源去除

能力相关的。 (对数减少值，LRV )。 

表 1 1 升冲洗后，Pyrogard D 过滤器产水的离子浓

在内毒素穿刺和恢复控制测试之后，空

气扩散测试首先被用于检查超滤器的质量，

然后，检查热源（LRV）。用热源浓度的高

低来检测超滤器的效率。 
发 色 的 Limulus Amebocyte Lysate 

( LAL ) 用来检测热源的浓度 8。LAL 测试

依赖于对热源诱发 horseshoe 螃蟹血液凝结

的观察 9。更具体地说，变形细胞的消散导

致血的凝结。变形细胞是鲎中唯一的血液细

胞类型 10。作为凝结酶的自然胞内物质

（endosubstrate）称凝结剂（coagulogen）。 在
发 色 试 验 中 ,11 使 用 了 一 种 与 凝 结 剂

（coagulogen）同源序列的，带有一个终端

发色团的短合成肽。 活化凝结酶催化 ( Ac 
Ile Glu Ala Arg pNA)的一种降解的反应，然

后，释放出一个肽和联硝基苯胺(pNA)，pNA
是一种黄色的化学品(图 6 )。pNA 的浓度用

405 nm 的 UV 检测。该方法非常灵敏

( 0.0005EU/mL )，并且热源浓度在 0.001 到

1.0EU/mL 范围内和 pNA 释放之间呈一种线

性的相互关系。 

图 5 超滤器里产水的总有机碳含量 
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材料和方法 

对于穿刺和恢复性测试，在 10L 水冲洗过

后，浓度为 0.00625EU/mL)的热源被掺入到

过滤器的透过水中。测量在掺入内毒素的和

未掺入的抽样中热源含量，和潜在地可影响

LAL 测试的透过水的热源含量。不含内毒素

水用做标准对照测试。在所有柱子上空气扩

散穿过潮湿的膜的流量均为 2.0 公斤/ cm。 
从 E. Coli O111:B4 ( Sigma，2.2EM/ ng 活性)
分离并且纯化的 LPS 用于这些实验。LPS
溶液在一个大气压的压力下挑战超滤器，挑

战浓度变化从 0.01 mg / L 到 10 mg / L (四
个抽样)。200mL 挑战溶液通过 Pyrogard D 
超滤柱，滤液做热源分析。热源浓度用有色

的 LAL 试剂 QCL-1000( Biowhittaker )来分

析。所有用于收集水样品，稀释标准和样品

溶液，和化验的容器均为一次性的不含内毒

素玻璃管 ( Biowhittaker ) 。  为了增加

QCL-1000 试剂成套用具的灵敏性，LAL 化

验时间被延长到 45 分钟，检测极限达到

0.0005EU/mL。标准热源溶液被稀释成为

0.025，0.0125，0.00625,和 0.003125EU/mL
以绘制标准曲线。100 mL 的样品，空白，

或者标准的稀释溶液收集于不含热源的化

验管中。 校准曲线范围之外的样品用无热

源水稀释( Biowhittaker )。金属加热器的温

度调整到 37°C 以用于 LAL 化验。用微量型

透明小容器进行分光光度计法 ( 500μL )。 

结果 

穿刺和恢复试验用不含热源的水和装

配有超滤柱的 Milli-Q Academic 系统的产水

同时进行。 
穿刺和未穿刺样品的浓度和恢复的百

分比见表 2。超滤设备没有析出的热源，因

此也没有原来预测的产生由过滤器引起的

内毒素导致阻止或者加速LAL测试的因素。 
内毒素恢复是很好的。 初步的实验确

认这种条件下纯化的水适合于内毒素分析，

并且早 LAL 化验前不需要预处理。 

 

图 6： Limulus Amebocyte Lysate 热源测试的

生物化学图 

 
用一大批共 230 个柱子（cartridge) 检

查空气扩散分布，扩散值分布见图 7. 频率

最高的值分布在 0.06 到 0.1 mL / min/2kg / 
cm2 的范围中，最大扩散值为 0.40 mL / 
min/2kg / cm2。测试有良好的再现性： 压力

扩散低于 0.15 的样品占 95%，低于 0.18 mL 
/ min/2kg / cm2 的样品占 98%。 

表 2 ：穿刺和恢复性测试数据 

再用一批 16 个柱子用来进行对热源浓

度减少和空气扩散间关联的测试。(表 3)。
如果用高热源浓度( 22 x 103EU/mL )做挑战

性测定，其热源浓度 LRV 始终为 ca.6. 在检

查范围中，LRV 不依赖于压力扩散价值。 

 
 

有最高压力扩散值的三个柱子，(0.27, 
0.28，和 0.40 mL / min/2kg / cm2 )仍然显示

好 LRV ( > 5.7 )。  

图 7：230 个纯化柱的空气扩射值 

为了评价超滤设备的对由高到低浓度

热源的功效，要测试一个大的范围热源浓

度。五个柱子挑战四个热源浓度( 22-22 x 
103EU/mL )。 
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表 3 空气散射值 

 
   表 4 从 Progard 柱出来的热源浓度 

平均的压力扩散值是 0.09 mL/min/2kg / 
cm2 (表 4)。LRV 值在高浓度下大于 5.5，低

浓度下接近 5。在十分宽阔的热源浓度范围

内，超滤器都显示较好的热源去除率。值得

注意的是，在实验中被测试的最低热源浓度

( 22EU/mL )仍然比通常在反渗透或者反渗

透和连续电离去离子作用（EDI）后储存于

水箱中的水浓度 ( < 10EU/mL )高。

 
取水点的内毒素浓度 
 

在实际应用的条件下测量热源浓度。 
热源含量的测量在一个比较长的时间

段完成，同时比较超滤设备和微生物过滤膜

( Millipak )的效果。 
进水的热源浓度也经过测定与在超滤

后获得的数据相比较。 

材料和方法 

任 选 一 个 超 滤 柱 ( 聚 碸 化 合 物

（polysulfone） 中空纤维，13,000 Da cat-off)
或微滤设备( Millipak，PVDF 膜，0.22μm )，
分别安装在两个 Milli Q 超纯水系统上。 
Milli-Q 系统连接到 60 L 水箱上，该水箱的

储水是由 Elix 系统(结合反渗透与 EDI)处理

过的。 
两个 Milli-Q 糸统在同样的条件下操

作：相同的进水和水的分配。取几个连续的

水样（100mL）来监控冲洗的效果。在五个

星期内，每星期 7 天抽样，每天抽取水样的

体积分别 0，0.1, 0.2 ,0.5, 1,3 L。热源的含量

用前述的 LAL 方法检测。 

结果 

记录五星期内来自两个有代表性的抽样，0.5 
L 和 3 L 的数据（图 8）。选择这两个量是因

为他们代表了短和长的冲刷时间。 

 
图 8  LAL 内毒素测试的生物化学图 

通过两个 Milli-Q 系统的水中的热源浓

度比进水低。 来自装备 UF 套筒（cartridge)
的 Milli-Q 系统的水明显含更低的含量热

源。 
配备了微滤设备的水纯化系统，约三升

水 的 冲 洗 使 热 源 浓 度 减 少 到 大 约

0.01EU/mL。即使冲刷量很小，热源含量也

总在 0.06EU/mL 之下。另一方面，超滤柱能

提供几乎无热源的水 ( < 0.0005EU/mL )。正
常的使用条件下，可持续五个星期获得这样

低热源含量的水。
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结论 
   

在开发把纯水净化到无热源水平的新

超滤设备 Pyrogard D 的过程中，我们特别注

意了超滤设备的制作材料。 
    本文选用了聚砜的中空纤维（截流分子

量为 13，000Da）。有效性检验显示在正常

状态下没有大量的阴离子，阳离子及有机物

质释放出。 
空气扩散综合实验也被系统地运用在

每一个超滤器上，超滤器的有效性在大范围

的热源浓度下得到体现。 
典型的热源 LRV 为 6，远大于经过 4

小时 180℃处理后的 LRV（为 3）。在 5 个星

期内超纯水的热源浓度持续低于检测极限

以下（<0.0005EU/ml）。 
象这样的超滤装置可以为在一定的适

宜条件下进行比较精密的实验提供安全和

保障。 
本研究还强调了在取样前先进行一个

短暂的冲洗的重要性。 
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