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Введение 

Использование методов генетической инже-
нерии позволило экспрессировать гены мно-
жества белков (интерфероны, интерлейкины, 

инсулин, гормон роста человека и др.) в раз-
личных клетках, в том числе и бактериальных, 
что в свою очередь дало возможность создавать 

медицинские препараты и применять их для 
лечения различных заболеваний. Получение 

генно-инженерных белков с помощью бакте-
риальных систем, таких как Escherichia coli, 
сопряжено с загрязнением конечного продукта 

токсичными для человека примесями: эндо-
токсинами − липополисахаридами клеточной 
стенки. Основная проблема заключается в том, 

что эндотоксины способны образовывать ком-
плексы со многими белками, что значительно 
затрудняет процесс очистки. 

В области контроля качества биофармацевти-
ческих препаратов практическое значение имеет оп-

ределение и уровень содержания бактериальных эн-
дотоксинов [1, 2], которые являются частью 
внешней клеточной мембраны всех грамотри-

цательных бактерий [3]. Бактериальные эндо-
токсины, или липополисахариды [4], являются 
одними из основных примесей готовых лекарст-

венных инъекционных форм (ГЛФ) и активных 
фармацевтических субстанций (АФС). Присутст-

вие их в ГЛФ и АФС оказывает существенное 
воздействие на организм человека, вызывая ал-
лергические и воспалительные реакции, по-

вреждение тканей и даже может приводить к 
серьезным нарушениям биохимических процес-
сов, вплоть до летального исхода в случае 

высоких концентраций. Поэтому очень важно, 
чтобы фармацевтические продукты не содер-
жали в своем составе эндотоксинов. 

Максимальный уровень эндотоксинов для 
инъекционных лекарственных форм и биологи-

ческих продуктов установлен европейской фар-
макопеей в 5 единиц эндотоксина (EU, Endotoxin 
Unit) на 1 кг веса тела за 1 ч [5]. Одна единица 

приблизительно равна 100 пкг эндотоксина [5, 6]. 
В фармацевтической промышленности за-

грязнение препарата возможно во время про-

цесса производства или при приготовлении ко-

нечного продукта. Хотя в бактерии эндоток-
сины связаны c бактериальной клеточной стен-

кой, они постоянно выделяются в окружающую 
среду. Высвобождение происходит не только в 
момент разрушения клетки, но также во время 

ее роста и деления. Так как бактерии могут 
расти даже в обедненных средах, таких как 

вода, щелочные и буферные растворы, эндоток-
сины присутствуют практически повсеместно. 
Одна молекула E. coli содержит приблизи-

тельно 2 млн. молекул ЛПС [7]. 
Очистка конечного продукта от примесей 

такой природы является одной из приоритетных 

задач при производстве генно-инженерных пре-
паратов. Однако при выделении белков из кле-
точной биомассы образуются прочные эндоток-

син-белковые комплексы, что значительно ус-
ложняет задачу получения фармацевтически 

чистого лекарственного препарата. Кроме этого, 
эндотоксины по сравнению с белками являются 
очень стабильными молекулами, устойчивыми 

к нагреванию и изменению рН [6, 8, 9]. 
Цель этой работы состоит в том, чтобы рас-

смотреть химические и биологические свойства эн-

дотоксинов, способы их взаимодействия с белками, 
а также наиболее удобные и эффективные методы 

их удаления из биофармацевтических препаратов. 
 

Химическое строение и биологические 

свойства бактериальных эндотоксинов 
Как уже было сказано выше, бактериальные 

эндотоксины являются компонентами наружной 

мембраны грамотрицательных бактерий (рис. 
1). Молекулы эндотоксина обеспечивают струк-
турную целостность, отвечают за многие физио-

логические функции, в том числе определяют 
патогенные и антигенные свойства бактерий. 
ЛПС состоят из гидрофильного полисахарид-

ного участка, который связан с гидрофобным 
липидным участком (липид А) [4, 10–12]. 

Структурно ЛПС включает в себя 3 ковалентно 
связанных компонента: О-антиген, центральный 
(кор) олигосахарид и липид А (рис. 2). 

Липид А в значительной степени определяет 
биологическую активность эндотоксина, то есть его 
токсичность, и имеет относительно консервативное 

строение, схожее во многих бактериях [4, 7]. 

В 
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Рис. 1. Поверхностные структуры грамотрицательных бактерий [10]. 

 

 
Рис. 2. Химическая структура эндотоксина E.coli O111:B4. [Hep] – L-глицеро-D-манногептоза, [Gal] – 

галактоза, [Glc] – глюкоза, [KDO] – 2-кето-3-дезоксиоктоновая кислота, [NGa] – N-ацетил-галактозамин, 

[NGc] – N-ацетил-глюкозамин [13].
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Липид А содержит остов из двух молекул 

глюкозамина, соединенных β-1,6-гликозидной 
связью. Гидроксильные группы при восстанав-

ливающем 1'-атоме углерода одной молекулы 
глюкозамина и при 4'-атоме углерода другой 
молекулы глюкозамина фосфорилированы, а 

другие гидроксильные группы и аминогруппы 
этерифицированы обычно гидроксимиристино-
вой жирной кислотой [10]. Она и «заякоривает» 

молекулу ЛПС в бактериальной мембране. Эта 
гидрофобная часть эндотоксина является более 

жесткой, чем остальная часть молекулы [13,  
14]. 

Центральный олигосахарид (кор, полисаха-

ридное ядро) формально подразделяется на 
внешнюю и внутреннюю части. В состав внут-
ренней части кора обычно входят остатки L-

глицеро-О-манногептозы и 2-кето-3-дезокси-
октоновой кислоты (КДО). КДО содержит 8 

атомов углерода и в природе практически нигде 
больше не встречается. Она служит молеку-
лярным мостиком и соединяет липид А с О-

антигеном. Следует отметить, что участок цент-
рального олигосахарида, расположенный около 
липида А, и сам по себе липид А частично фос-

фолирированы (рК1 = 1.3, рК2 = 8.2 фосфатных 
групп липида А), поэтому в растворе с нейт-
ральным или основным pH молекулы эндоток-

сина имеют отрицательный заряд [13, 15]. 
О-Антиген представляет собой полисаха-

ридные цепи, которые соединены с цент-
ральным олигосахаридом. В молекуле эта часть 
ЛПС направлена в окружающую среду, она 

является наиболее иммуногенной, поэтому 
легко распознается иммунной системой хозяи-
на, с чем и связано ее название [4, 13]. Состав 

О-антигена варьирует в зависимости от штамма 
бактерии. Наиболее распространенными моно-

сахаридами, входящими в состав О-антигена, 
являются глюкоза, галактоза, гептоза. Этот 
участок молекулы придает ей гидрофильные 

свойства, благодаря чему ЛПС хорошо раст-
воримы в воде. 

О-Антиген определяет молекулярную массу 

эндотоксина. Молекулярная масса мономера эн-
дотоксина обычно составляет от 10 до 20 кДа. 

Но встречаются и отдельные исключения: 2.5 кДа 
для ЛПС с коротким О-антигеном и до 70 кДа для 
ЛПС с очень длинным О-антигеном [10]. 

Важно отметить, что в присутствии двух-
валентных катионов металлов молекулы эндо-
токсинов образуют довольно крупные струк-

туры [13]. Эти структуры были изучены раз-
ными методами, такими как электронная мик-
роскопия, дифракция рентгеновских лучей, ИК-

Фурье-спектроскопия и ЯМР [10]. Результаты 
проведенных исследований свидетельствуют о 

том, что эндотоксины в водных растворах само-
стоятельно могут образовывать агрегаты 
пластинчатой, кубической и гексагональной 

формы, которая зависит от значения рН, 

концентрации соли и детергентов [7, 15]. 
 

Механизм активации бактериальных 

эндотоксинов 

При попадании в организм бактериальные 
эндотоксины вызывают различные патофизио-
логические эффекты (эндотоксиновый шок, раз-

рушение тканей и т. д.) [7, 10]. При этом 
эндотоксины не действуют непосредственно на 

клетки или органы, а активизируют иммунную 
систему, через моноциты и макрофаги, тем са-
мым вызывая иммунный ответ. Эти клетки 

высвобождают медиаторы, такие как фактор 
некроза опухоли, фактор активации тромбо-
цитов, колониестимулирующий фактор, проста-

гландины и свободные радикалы [16, 17]. 
Медиаторы обладают сильной биологической 

активностью и ответственны за побочное 
действие эндотоксина. Они изменяют метабо-
лизм, структуру и функции органов и клеток, 

увеличивают температуру тела, активируют 
коагуляционный каскад, изменяют гемодина-
мику и вызывают шок. Было предпринято мно-

го попыток, чтобы предотвратить или умень-
шить эффекты воздействия эндотоксинов на 
клетки иммунной системы, а именно исполь-

зовать антитела против эндотоксинов для того, 
чтобы заблокировать антагонистов эндотокси-

новых рецепторов. Однако взаимодействие эн-
дотоксинов с клетками иммунной системы 
происходит не только посредством связывания 

с определенными рецепторами, а также с по-
мощью неспецифического встраивания молекул 
эндотоксина в мембраны клеток-мишеней [18]. 

Следует отметить, что эндотоксины не раз-
рушаются в условиях стерилизации. Разруше-

ние эндотоксина происходит только при вы-
держивании его при температуре 250ºC более 
30 мин или при 180ºC более 3 ч [19, 20]. 

Использование в лабораторных условиях кис-
лотных и щелочных растворов в концентрации 
не менее 0.1 М также может привести к разру-

шению молекулы эндотоксина [7, 20]. 
Таким образом, рассмотренные выше свой-

ства приводят к острой необходимости очистки 
белков, составляющих АФС, от токсичных при-
месных бактериальных эндотоксинов. Логично 

предположить, что имея представление о хими-
ческом строении и свойствах ЛПС, можно 
предложить ряд способов их удаления. 

 

Методы удаления бактериальных 

эндотоксинов 
Наиболее общими методами очистки от бак-

териальных эндотоксинов является ультра-
фильтрация и гель-фильтрация. Важно помнить, 
что молекулы ЛПС могут образовывать раз-

личные агрегаты и структуры, природа которых 
зависит от свойств раствора, в котором они 
находятся. Например, в присутствии ионов би-
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валентных металлов, а именно Ca
2+ 

 или Mg
2+

, 

ЛПС образуют довольно крупные агрегаты диа-
метром более 0.1 мкм и молекулярной массой 

выше 1000 кДа [4]. Такие крупные агрегаты, 
хотя и проходят через фильтр с размером пор 
0.22 мкм, но эффективно задерживаются на 

фильтре с размером пор 0.025 мкм [7, 21]. 
Для очистки от эндотоксиновых агрегатов 

небольших белков, таких как миоглобин (18000 Да), 

успешно применяют ультрафильтрацию [10]. Мож-
но отметить, что такой способ очистки не при-

меним, если происходит взаимодействие между 
мономером эндотоксина и мономером белка, 
так как при таком взаимодействии эндоток-

сины проходят через мембрану вместе с белком. 
Очевидно, что при удалении двухвалентных 
ионов из раствора каким-либо комплексооб-

разующим агентом, например, ЭДТА, агрегаты 
разрушаются, и в таком растворе ЛПС присут-

ствуют в виде мономерных форм. Хотя ультра-
фильтрация является эффективным методом де-
пирогенизации воды, она не всегда эффективна 

для белковых растворов, так как может при-
водить к разрушению белковой молекулы [21, 22]. 

Альтернативным методом удаления ЛПС 

является гель-фильтрация. Такой способ очист-
ки исключает денатурацию биологически ак-
тивных белков. Метод основан на различии мо-

лекулярных масс разделяемых компонентов, та-
ким образом, более крупные агрегаты эндо-

токсинов будут элюироваться с колонки быст-
рее, чем молекулы белка. Однако белки, у кото-
рых pI > 7, могут вступать в электростатические 

взаимодействия с ЛПС [23], что значительно 
снижает эффективность процесса очистки. 

Способность эндотоксинов нести на себе 

отрицательный заряд играет важную роль при 
использовании ионообменной хроматографии 

[24]. При таком способе очистки особое вни-
мание уделяется выбору подвижной фазы. Изо-
электрическая точка очищаемого белка должна 

быть выше pH элюирующего раствора, а pKa 
эндотоксинов ниже [23]. Кроме этого, большое 
значение имеет и заряд белковой молекулы. 

Например, анионообменная хроматография эф-
фективно очищает от эндотоксинов положи-

тельно заряженные белки, такие как урокиназа 
[10, 25]. Однако очистка отрицательно заря-
женных белков на анионообменной смоле мо-

жет сопровождаться серьезными потерями це-
левого компонента в результате его необра-
тимой адсорбции на сорбенте. 

Как уже было сказано выше, эндотоксины 
способны образовывать прочные эндотоксин-
белковые комплексы, разрушение которых яв-

ляется достаточно сложной задачей, поэтому 
использование ионообменной хроматографии 

не всегда позволяет добиться необходимой 
степени чистоты препарата [26, 27]. Основной 
движущей силой в образовании комплекса 

выступают, вероятно, электростатические взаи-

модействия. Эндотоксины, связанные с белками 
в комплекс, могут проходить через колонку, не 

задерживаясь на ней, тем самым ухудшая 
эффективность разделения. 

Известно, что гликоли, такие как этилен-

гликоль и пропиленгликоль, являются эффек-
тивными агентами в процессе отделения эндо-
токсинов от эндотоксин-белкового комплекса 

во время ионообменной хроматографии. На 
эффективность разрушения таких комплексов 

оказывают влияние такие факторы, как длина 
углеродной цепи, изомерная форма молекулы, 
длительность промывки гликолями и их кон-

центрация, а также вид используемой ионо-
обменной хроматографии (анионообменная или 
катионообменная). Более эффективно удаление 

эндотоксинов происходит на катионообменных, 
чем на анионообменных сорбентах [28, 29]. 

Самым эффективным методом удаления эн-
дотоксинов из раствора является аффинная хро-
матография [30]. Очевидно, что эффективность 

процесса очистки зависит от наличия изби-
рательного взаимодействия между иммобили-
зованным на матрице сорбента лигандом (на-

пример, гистамин, гистидин, полилизин и др.) и 
молекулой эндотоксина [31]. На сегодняшний 
день самым популярным сорбентом является 

Сефароза 4B с привитым полимиксином B − 
пептидом-антибиотиком, обладающим высоким 

сродством к липиду А [32, 33]. Благодаря спе-
цифическому взаимодействию полимиксин В 
способен нейтрализовать биологическую актив-

ность липидной части молекулы ЛПС [34]. 
Следует отметить, что данный аффинный сор-
бент имеет высокую стоимость, и его нельзя 

подвергать жесткой депирогенизации с исполь-
зованием щелочи и этанола, а конечный про-

дукт необходимо контролировать на содержа-
ние в нем полимиксина B [10]. 

Ряд проведенных исследований показал, что 

аффинные сорбенты с иммобилизованными 
аминокислотными (АК) лигандами могут ус-
пешно применяться для удаления ЛПС. Было 

установлено, что заряд и полярность АК играет 
важную роль в процессе адсорбции эндоток-

сина. Водородные связи, образующиеся между 
полярной группой АК лиганда и молекулой 
эндотоксина, значительно увеличивают адсорб-

цию ЛПС. Такие лиганды как аргинин и серин 
являются наиболее эффективными агентами, 
благодаря сорбенту с этими лигандами удалось 

очистить белки сыворотки крови кроликов от 
ЛПС на 78% [35]. 

Анализ литературных данных показал, что 

обращено-фазовая ВЭЖХ является отличным 
методом для удаления эндотоксинов. Гидро-

фобные липидные группы обеспечивают эффек-
тивное связывание с неподвижной фазой ВЭЖХ 
сорбентов, поэтому время удерживания эндо-
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токсинов значительно выше времени удержи-

вания большинства белков. Более того, десорб-
ция эндотоксинов наступает только при су-

щественных концентрациях органического мо-
дификатора в подвижной фазе (до 70-90% 
ацетонитрила) [23]. 

Недостатком данного метода является спо-
собность ЛПС со временем накапливаться на 
сорбенте и элюироваться с колонки вместе с 

целевым компонентом, что приведет к загряз-
нению последнего. Такое возможно из-за вы-

теснения целевым компонентом ЛПС с занятых 
ими активных центров сорбента, таким образом, 
возникает необходимость периодической депи-

рогенизации сорбента. Для этих целей обычно 
используют концентрированные щелочные или 
кислотные растворы (например, 1 М гидроксид 

натрия или 1-2 М уксусную кислоту соот-
ветственно) [23]. 

Удаление ЛПС с помощью ОФ ВЭЖХ не 
одинаково подходит для всех белков, в част-
ности, возникают проблемы в случае гидро-

фобных белков. Кроме того, такой способ 
очистки требует очень больших затрат времени. 

На сегодняшний день экстракция выступает 

одним из наиболее часто используемых и эф-
фективных методов разделения и концентри-
рования субстратов различной природы [36, 37]. 

Среди разнообразных жидкостных экстрак-
ционных методов интенсивное развитие полу-

чила мицеллярная экстракция фазами неионных 
ПАВ (НПАВ). 

Преимуществами метода выступают высо-

кие коэффициенты концентрирования микро-

компонентов при использовании малых объ-

емов проб; возможность выделения и разде-

ления веществ различной природы, в том числе 

заряженных форм; удобство сочетания с раз-

ными физико-химическими методами анализа. 

Мицеллярно-экстракционное концентрирование 

основывается на фазовом расслоении водных 

растворов НПАВ при температуре помутнения 

(Тп) [38, 39]. В результате образуется мицелл-

лярная фаза-коллектор и водная фаза с кон-

центрацией неионного ПАВ, близкой к крити-

ческой концентрации мицеллообразования. 

Широкое распространение в практическом 

применении мицеллярной экстракции для раз-

ных объектов по очистке их от эндотоксинов 

получил тритон Х-114 (ТХ-114). Это связано с 

тем, что точка помутнения данного НПАВ 

равна 22°C [23], а это очень удобно при работе с 

белками [13, 39]. Кроме этого, детергенты 

тритонового ряда обладают средней смеши-

ваемостью с водными растворами, а при дости-

жении значения температуры, выше крити-

ческой, и концентрации детергента, больше ККМ, 

мицеллы агрегируют в капли с очень низким 

содержанием воды, тем самым формируя новую 

фазу [40, 41]. Разделение фаз осуществляли с 

помощью центрифугирования и нагревания. В 

результате неполярных взаимодействий алкиль-

ных цепей липида А и детергента эндотоксины 

остаются в обогащенной мицеллярной фазе и, 

следовательно, отделены от водной. 

Подводя итоги, следует подчеркнуть, что 

методы очистки являются эффективными толь-

ко тогда, когда возможно удалить эндотоксины 

из раствора белка и при этом сохранить 

нативную структуру последнего. 

В заключение также следует отметить, что 

способ очистки определяется масштабами про-

изводства и экономической целесообразностью. 

Даже несмотря на существование множества 

методов очистки биофармацевтических препа-

ратов от бактериальных эндотоксинов, универ-

сального метода очистки от указанных при-

месей до сих пор не существует. Поэтому 

процедура их удаления для каждого опреде-

ленного препарата разрабатывается отдельно. 

Во многих случаях возникновение такой проб-

лемы может послужить поводом для пере-

стройки всего процесса производства. 
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The production of biopharmaceutical proteins by means of Escherichia coli cultivation leads to contamination with 
bacterial endotoxins which are very toxic and pyrogenic impurities. The final product purification from these 
impurities is one of the most important tasks in the production of biopharmaceutical drugs. However, isolation of 
proteins from cellular biomass results in the formation of strong endotoxin-protein complexes that considerably 
complicate the task of obtaining pharmaceutical safely drugs. The goal of the present mini-review consisted in 
considering and discussing effective methods of removing bacterial endotoxins from protein solutions on the basis 
of their chemical and biological properties. 
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