
纳入中国药典的
体外热原检测方法学（报告基因法）
什么是热原？
热原（Pyrogen）是指能引起人体或其他恒温动物发热反应的物质，主要包括细菌内毒素（LPS）和非内毒素热原（如脂磷壁酸、细菌脂蛋白、

真菌成分以及病毒成分等）。热原污染是注射剂、疫苗、生物制品等药品生产中的重大安全隐患，可导致发热、休克甚至死亡等严重不良反应。

为什么要做热原检测？
各国药典均要求对注射剂、生物制品、疫苗、医疗器械等进行热原检测，以确保产品安全性。热原检测是药品质量控制的关键环节，贯

穿于原料、生产过程和成品检验全流程。

常规检测方法及局限性

报告基因法 —— 纳入中国药典的新方法

• 家兔法（RPT）：需要大量实验动物，操作复杂，灵敏度较低，不符合 3R 原则

• 鲎试剂法（LAL/BET）：只能检测内毒素，无法检测非内毒素热原（如脂磷壁酸、真菌成分等）

• 单核细胞活化试验（MAT）：可检测内毒素和非内毒素热原，但依赖 ELISA 检测，流程复杂、耗时长

报告基因法是基于单核细胞活化试验（MAT）原理的新一代热原检测方法，已被纳入《中国药典》2025 版。该方法利用萤光素酶报告基

因标记的单核细胞，当热原激活 NF-κB 信号通路时，萤光素酶表达量增加，通过检测发光信号即可定量热原水平。

Promega——提供完整的报告基因法热原检测解决方案
Promega 作为萤光素酶报告基因领域的全球领导者，拥有超过 30 年技术积累，提供业界最全面的萤光素酶产品组合。针对热原检测，

Promega 提供两大解决方案：

• 可同时检测内毒素和非内毒素热原

• 均质法操作，流程简单

• 光信号更强，灵敏度更高

• 仅需普通的发光检测仪即可

• 无需实验动物

• 适用于高通量筛查

优  势

1 2即用型解决方案 自构建解决方案

可直接购买 Promega 已构建好的、经过预验证的

Bioassay 细胞系。

• TLR Reporter Bioassay 细胞系

• Bio-Glo-NL™ 检测试剂

特点：结果可靠，流程简单，快速开展热原检测

提供全套工具，支持客户灵活构建自己的检测体系。

• 萤光素酶报告基因载体

• 高效低毒转染试剂

• 单 / 双报告基因检测试剂

特点：灵活选择萤光素酶种类，最大化满足自身需求



• TLR Reporter Bioassay ( GA1322, GA6010 )

• Bio-Glo-NL™ Luciferase Assay System 
( J3081 )

加入待测热原样品（客户自备）

检测 NanoLuc® 萤光素酶活性

选择即用型细胞系
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1. 即用型解决方案
即用型解决方案专为希望快速开展热原检测、无需自行构建细胞系的实验室而设计。Promega 提供经过预验证的 TLR Bioassay 成品细胞系，操

作流程简单，批间一致性好、结果可靠，大幅缩短实验时间，同时降低方法开发与验证的风险。

• 什么是 TLR ？

• 识别机制：免疫系统通过模式识别受体（PRRs）识别 DAMPs 和

PAMPs。

• TLR 家族：作为关键 PRRs，人类共有 10 种功能性 TLR，分为质膜型

和内体型。

• 信号通路：MyD88 途径（除 TLR3 外）激活 NF-κB 和 MAPK/AP-1，

产生促炎细胞因子；TRIF 途径（TLR3/TLR4）激活 IRF3 并参与

NF-κB 转录反应，诱导 I 型干扰素。

• 检测意义：NF-κB 位于多条炎症通路下游，是热原诱导免疫激活的重要

功能性读出指标，已有基于 NF-κB 报告基因的热原检测方法。

• TLR Reporter Bioassay 工作原理

一款基于生物发光报告基因细胞的检测试剂盒，克服了现有方法的局限性。

该生物测定简单易用、可定量，用于衡量 TLR 激动剂或抑制剂效力。该检

测系统使用一种基因工程细胞系 TLR Bioassay Cells：内源性表达 TLR1、

TLR2、TLR4、TLR5、TLR6、TLR7 和 TLR8 的单核细胞，具有由 TLR 通

路依赖性反应元件驱动的稳定整合的 NanoLuc® (NL) 萤光素酶报告基因。

• TLR Reporter Bioassay 数据展示

上图 .TLR Bioassay 检测图示。TLR 激动剂处理过程会产生启动
子驱动的发光信号，可用 Bio-Glo-NL™ Reagent 定量检测。TLR 

Bioassay 检测使用单一基因工程细胞系：TLR Bioassay Cells。若
无激动剂，TLR 不会被激活，发光信号较低。

上图 .TLR Bioassay 具有稳定性指示特性。将 TLR1/2 激动剂 Pam3CSK4 的样品保
持在 -80℃ ( 对照组 ) 或储存于 4℃长达一年时间，随后使用 TLR Bioassay 进行分
析。Bio-Glo-NL™ 试剂被加入其中，并通过 GloMax® Discover 系统对发光进行定
量。利用 GraphPad Prism 软件对四参数 logistic 曲线进行数据拟合。本次数据采用了
“thaw-and-use”细胞生成。

上图 . TLR Bioassay 具有极佳的灵敏度。该剂量 - 响应曲线以 E. coli O111:B4 USP 

LPS 标准品为检测对象，展示了 TLR Bioassay 的检测性能。EC50 = 2.030 × 10-9，反
映了该方法对 LPS 的高效响应能力。LoD = 1 pg/mL = 0.01 EU（平均背景信号 + 3 × 

背景信号标准差），检测下限极低，可满足药典对注射剂等产品的严格热原限度要求。

• 基于 TLR Bioassay 的热原检测工作流程

多功能检测仪
读取发光信号
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1. Description (continued)

Figure 1. Representation of the TLR Bioassay. Treatment with a TLR agonist results in promoter-driven luminescence that 
can be detected and quantified using Bio-Glo-NL™ Reagent. The TLR Bioassay consists of a single genetically engineered 
cell line, TLR Bioassay Cells. In the absence of agonist, TLRs are not activated and the luminescence signal is low. 
Treatment with a TLR agonist results in promoter-driven luminescence that can be detected upon addition of Bio-Glo-NL™ 
Reagent and quantified with a luminometer. 

Figure 2. The TLR Bioassay reflects the MOA and specificity for TLR agonists. Panel A. TLR Bioassay Cells were treated 
with a serial titration of TLR1/2 agonist Pam3CSK4. Panel B. TLR Bioassay Cells were treated with 6ng/ml of Pam3CSK4 
in the presence of serial titrations of blocking antibodies as indicated. After a 4-hour induction, Bio-Glo-NL™ Reagent was 
added and luminescence quantified using the GloMax® Discover System. Data were fitted to four-parameter logistic 
curves using GraphPad Prism® software. Data were generated using thaw-and-use cells.
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• LPS from E. coli O111:B4 (USP standard)

• Invivogen Cat.# tlrl-eblps

• LoD = 1 pg/ml =0.01 EU
• Calculated 3 SDs above background



选择萤光素酶基因标记种类

预构建或自行构建载体

转染细胞，建立稳定细胞系

检测萤光素酶报告基因活性

加入待测热原样品（客户自备）

• NanoLuc® Luciferase（New）
• Firefly Luciferase
• Renilla Luciferase

预构建载体如：
• pNL 3.2.NF-κB-RE [NlucP/NF-κB-RE/Hygro] 

vector (N1111)
• pGL4.32[luc2P/NF-κB-RE/Hygro] vector (E8491)

自行构建载体可选择：
• pNL 系列 (NanoLuc® Luciferase)
• pGL4 系列 (Firefly Luciferase)
• pRL 系列 (Renilla Luciferase)

高效低毒转染试剂，根据需求灵活选择
• ViaFect™ Transfect reagent (E4981)
• FuGENE® 6 Transfection Reagent (E2693)
• FuGENE® HD Transfection Reagent (E2311)

单报告基因检测
• Nano-Glo® Luciferase Assay System (N1110)
• One-Glo™ Luciferase Assay System (E6110)
• Bright-Glo® Luciferase Assay System (E2610)
• Steady-Glo® Luciferase Assay System (E2510)
• Renilla-Glo® Luciferase Assay System (E2710)

双报告基因检测
• Dual-Luciferase® Reporter Assay System (E1910)
• Dual-Glo® Reporter Assay System (E2920)
• Nano-Glo® Dual-Luciferase® Reporter Assay 

System (N1610)
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2. 自构建解决方案

对于已有细胞生物学平台、需要针对特定 TLR 靶点或特殊细

胞系进行定制化开发的实验室，自构建方案提供了最大的灵活

性——用户可自主选择萤光素酶报告基因种类、目标细胞系和检

测条件，打造最契合自身需求的热原检测体系。

Promega 提供从报告基因载体、高效转染试剂到单 / 双报告基

因检测试剂的全套工具组合，助力用户高效完成检测体系的构

建与优化。

• 常规的萤光素酶报告基因法热原检测工作流程

3.  补充方案
• 细胞因子检测与热原检测
热原激活单核细胞后，除通过 NF-κB 通路驱动报告基因表达外，还会

触发细胞释放多种促炎细胞因子，如 IL-1β、IL-6、TNF-α 等。细胞因

子的释放量与热原的种类和浓度密切相关，因此除了上述报告基因检测

解决方案，细胞因子检测也可作为热原检测的重要补充和验证手段。

• 细胞因子检测在热原检测中的应用

细胞因子检测法（MAT）是《中国药典》收载的体外热原检测方法，同

样反映单核细胞对热原的活化响应。因此：

√	 在方法开发和验证阶段，细胞因子检测可用于与报告基因法进行平

行对比，验证新方法的准确性和可靠性；

√	 对于复杂基质样品，联合检测细胞因子和报告基因信号，可提高结

果的可信度和全面性。

• Promega 的细胞因子检测解决方案
Promega 一直专注于基于生物发光的萤光素酶报告基因技术的开发，

并于 2020 年推出了颠覆传统 ELISA 检测方法的 Lumit® 免疫检测系统

（基于 NanoBiT® 蛋白互补技术），具备无需洗涤、操作简单快速 (~70

分钟完成 ) 以及良好的高通量适配性等优势，广受客户认可。

Lumit® 系统不仅适用于细胞因子等分析物的快速定量检测，还可用于蛋

白 - 蛋白及蛋白 - 配体相互作用的检测与表征，为药物筛选和机制研究

提供高效、灵敏的解决方案。

扫码查看完整的细胞
因子检测列表及前沿
应用文献

资源下载
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1. Introduction 

1.1 Lumit™ Technology

Detection and quantification of analytes is often performed using time-consuming multi-step methods 
such as Western blotting and ELISA. The Lumit™ technology is a simple and fast alternative to run  
homogeneous immunoassays in multi-well plate formats. Its high specificity and amenability to 
high-throughput screening (HTS) make it a powerful tool for scientists doing basic research to drug  
discovery.

The underlying principle of Lumit™ is the NanoLuc® Binary Technology (NanoBiT®). In Lumit™ immuno-
assays, two antibodies are chemically labeled with the small and large subunits of NanoLuc® luciferase, 
i. e. SmBiT and LgBiT, respectively. Direct or indirect binding to the analyte yields spatial proximity of 
the labeled antibodies and enables SmBiT and LgBiT to reconstitute the NanoBiT® luciferase. In pres-
ence of its substrate furimazine, a bright luminescence can be detected that is directly proportional to 
the amount of analyte present in the sample.

Assay Principle

Assay Workflow

Analyte

Epitope 1 Epitope 2

LgBiT SmBiT NanoBiT®

luciferase

Lumit antibodiesTM

Protein, peptide, chemical substance, etc.

Analyte

Lumit
TM

detection reagent
+ Detection

70 min

Lumit
TM

antibodies
+

Features & Benefits

•  Simple homogenous workflow
 ✓ No washing 
 ✓ No blocking

•  Detection of analytes in 
 ✓ Buffer
 ✓ Cell culture supernatants
 ✓ Cell lysate

•  Signal detection on a conventional 
plate-reading luminometer

Lumit® 抗体
分析物
蛋白、多肽、化学物质等

抗原表位 1 抗原表位 2

ELISA
样本制备

封闭孔板

洗涤（3 次）

加入样本

洗涤（3 次）

加入一抗检测抗体

洗涤（3 次）

加入二抗检测抗体

洗涤（3 次）

加入检测试剂

检测信号

3 – 5 h

Western blot
样本制备

SDS-PAGE

转膜

膜封闭

洗涤（3 次）

加入一抗抗体

洗涤（3 次）

加入二抗抗体

洗涤（3 次）

加入检测试剂

检测信号

1 – 2 d

Lumit®

0.5 – 2 h

加入裂解 buffer

细胞处理

加入 Lumit® 抗体

孵育

加入检测试剂

检测信号

可检测的细胞因子包括
IL-1β

IL-2

IL-4

IL-6

IL-8

IL-10

IL-12

IL-17A

Active IL-18

IFN-β

IFN-γ

TNF-α

VEGF-A

HMGB1

······
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 说明：来自中国食品药品检定研究院的贺庆等作者建立了基于 THP-1/NF-κB-luciferase 的热原检测方法。
 实验试剂：Bright-Glo™ luciferase assay
 产品特点：均质法，灵敏度高
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 说明：来自中国食品药品检定研究院的贺庆等作者建立了基于 THP-1/NF-κB-luciferase 的热原检测方法。
 实验试剂：Bright-Glo™ luciferase assay
 产品特点：均质法，灵敏度高
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 说明：来自上海市食品药品检验研究院的王灿等作者建立了基于 HL60/NF-κB-luciferase 的热原检测方法。
 实验试剂：Nano-Glo® Lucifurase Assay System，pNL 3.2.NF-κB-RE[NlucP/NF-κB-RE/Hygro] plasmid 
 产品特点：均质法，信号更明亮，灵敏度更高，操作更简单，背景更低

4. Can Wang, Mingren Wang, Lizhen Liu, et al.  Development and validation of a novel luciferase reporter gene assay to 
detect pyrogen. Biologicals , Volume 77,2022, Pages 16-23,ISSN 1045-1056. 

 https://doi.org/10.1016/j.biologicals.2022.05.003.
 说明：来自上海市食品药品检验研究院的王灿等作者建立了基于 HL60/NF-κB-luciferase 的热原检测方法。
 实验试剂：Nano-Glo® Lucifurase Assay System，pNL 3.2.NF-κB-RE[NlucP/NF-κB-RE/Hygro] plasmid
 特点：均质法，信号更明亮，灵敏度更高，操作更简单，背景更低    

5. Yi S, Xu J, Song L, et al.  Advancing Pyrogen Testing for Vaccines with Inherent Pyrogenicity: Development of a Novel 
Reporter Cell-Based Monocyte Activation Test (MAT). Vaccines . 2025; 13(10):1009.

 https://doi.org/10.3390/vaccines13101009.
 说明：来自默克公司的几位作者共同开发了针对 OMPC 疫苗的报告细胞 MAT 方法。
 实验试剂：TLR Reporter Bioassay( 即用型细胞系 ), Bio-Glo-NL™ Luciferase assay( 用于检测 ), Nano-Glo® Luciferase Assay

6. Nanao T, Marutani Y, Sato K, et al.  (2025) NOMO-1 cells expressing an NF-κB luciferase reporter gene facilitate a simple, 
rapid monocyte activation test that can detect a wide range of pyrogens. PLOS ONE  20(6): e0326408. 

 https://doi.org/10.1371/journal.pone.0326408.
 说明：来自富士胶片 (FUJIFILM) 几位作者共同开发了基于 NOMO-1 细胞的快速 MAT 方法（仅 3 小时）。
 实验试剂：Nano-Glo® Luciferase Assay ，Microplate reader（发光检测仪）


