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重要须知：请在检测前阅读本手册。

既定用途
本产品用于人用和动物用注射药物、生物制品及医

疗器械的体外最终产物内毒素检测。本产品不可用

于临床样品的内毒素检测，也不可用于辅助诊断

人体疾病。本方法采用一种鲎试剂 (LAL)制剂和一

种合成显色底物对内毒素进行显色法内毒素检测。 

药典概述了进行以下活动的必要 
1.�	� 设定药品和医疗器械的 

2.    验证LAL在最终产品内毒素检测中的作用 

3.    制定常规检测方案8

本文所述程序均依照药典指导规则进行制定。

警告
仅用于体外诊断。QCL-1000™ 试验不可用于检测人体的内毒

素血症。按照药典中有关人用和动物用注射药物、生物制

品和医疗器械的最终产品检测指导规则进行使用时，可采

用USP家兔热原检测法取代LAL检测法8。
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检测说明
终点显色LAL检测是一种用于检测革兰阴性细菌内毒素的定

量试验。将一份样品与检测试剂盒中提供的LAL混合，并在

37°C ±1°C温度下孵育10分钟。然后将底物溶液和LAL样品混

合，在37°C ±1°C温度下再孵育6分钟。游离pNA。若样品中

存在内毒素，则会显示黄色。可采用分光光度法，在405-
410nm处测定样品的吸光度。由于该吸光度与存在的内毒

素含量成正比，因此可根据标准曲线计算出内毒素浓度。

Bang1观察到，使用LAL检测内毒素，鲎（马蹄蟹）的革兰

氏阴性感染导致致命性血管内凝血。Levin和Bang2,3之后证

明，这种凝血反应是由于内毒素和一种可凝固蛋白质在鲎

血液的循环变形细胞中发生反应造成的。开发出适合于鲎

血液的抗凝剂后，Levin和Bang4用清洗过的变形细胞制备了

一种溶解物，它是一种对内毒素极为敏感的指示剂。Solum5,6 

和Young、Levin和Prendergast7纯化并表征了LAL的可凝固蛋白

质，并证明了与内毒素的反应将是酶促反应。

现有的LAL方法利用LAL内毒素反应的初始部分激活酶，激活

后的酶又从合成底物释放出对硝基苯胺(pNA)，产生黄色。

1
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原理
酶原	 内毒素	 酶

底物 + H2O	 酶	 肽 + pNA

革兰氏阴性细菌内毒素催化了LAL中酶原的活化7。初始活

化速率由内毒素的浓度决定。活化后的酶催化了无色底物

Ac-lle-Glu-Ala-Arg-pNA释放出pNA。用终止试剂停止反应后，

用光度法测量405-410nm处的游离pNA。在0.1–1.0 EU/ml范围

内，吸光度与内毒素浓度呈线性相关。利用含有已知数量内

毒素标准品的溶液的吸光度值计算样品中的内毒素浓度。
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所供试剂和储存条件
鲎试剂 (50-641W, 50-642E)  贴黄色标签的试剂瓶

LAL试剂含有从马蹄蟹（鲎）循环变形细胞中制备的冻干溶

解物。

使用前，应立即用LAL试剂检查用水进行复溶：

LAL 部件号 LAL 试剂检查用水

50-641W 1.4 ml/瓶 溶解物

50-642E 3.0 ml/瓶 溶解物

如果需使用超过1瓶的内容物，应在使用前至少储备两瓶。

轻轻摇动，避免起泡。将冻干的LAL储存在2-8°C温度下。防

止长时间受到光照。

复溶后的LAL试剂应立即使用。如果复溶后立即冷冻，溶解

物可在-10°C或更低的温度下储存长达一周时间。仅解冻和

使用一次。

2
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大肠杆菌 O111:B4 内毒素(E50-640)  贴红色标签的试剂瓶

每瓶含有约15–40 EU的冻干内毒素。添加1.0ml的LAL试剂

检查用水（温度上升到室温）进行复溶。根据检验证明书

(CoA)中所述数值，确定瓶中的实际浓度。例如，如果瓶的

数值是24EU，当使用1.0ml的水进行复溶时，得到的浓度为

24 EU/ml。在旋涡混合器上以漩涡混合至少15分钟。可登

陆www.lonza.com/coa获取该检验证明书。

冻干的内毒素应储存在2-8°C温度下。复溶后的内毒素原料

在2-8°C的温度下可保持稳定长达四周时间。在使用前，必

须使溶液的温度上升到室温，并漩涡混合15分钟。这一点

非常重要，因为内毒素容易附着在玻璃上。

提供内毒素是为了方便用户。可以使用其它内毒素制剂来

制备标准品；但必须确定它们在显色测定法中的性能能够

达到参考标准内毒素(RSE)的水平。

警告：含有人体材料
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显色底物 (S50-640)  贴黄色标签的试剂瓶

每瓶含有约7mg冻干底物。添加6.5ml的LAL试剂检查用水进

行复溶，得到的浓度为~2mM。使用前，应将等分的底物溶

液加热到37°C ± 1°C。 

冻干的显色底物应储存在2-8°C温度下。复溶后，底物溶液

可在2-8°C的温度下保持稳定长达四周时间。

防止底物长时间受到光照。

LAL试剂检查用水(W50-640)  贴黄色标签的试剂瓶

每瓶含有30ml，可用于所有试剂的复溶，作为阴性对照

（空白）。LAL 试剂检查用水与细菌内毒素检测(BET)用水等

效。LAL试剂检查用水应储存在2-8°C温度下。 
注：所有试剂盒配置中均不包括LAL试剂检查用水。

2
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未提供的材料和设备
1. 	� 对于不包括检查用水的试剂盒，应使用LAL试剂检查用

水#W50-640(30 ml)、#W50-100(100 ml)、#W50-500(500 
ml)或等效物。

2. 	� 终止试剂（如乙酸，水中浓度为25% v/v冰醋酸；或十二

烷基硫酸钠(SDS)溶液，水中浓度为10g/100 ml）。

3. 	� 氢氧化钠0.1N，溶解在LAL试剂检查用水中，用于进行pH
值调节。

4.	� 盐酸0.1N，溶解在LAL试剂检查用水中，用于进行pH值调

节。

5. 	� 一次性无内毒素玻璃稀释管（13 × 100 mm、#N207或等

效物）。

6. 	 独立包装的无热源吸管。

7. 	� 自动手持式移液管，配备无菌、独立包装或预装的移液

管吸头（#25-415、#25-416、#25-417或等效物）。

8. 	� 管法：一次性无内毒素玻璃测试管  
(10 × 75 mm，#N201、#N205或等效物）。

9. 	� 微孔板法：一次性无菌微孔板。  
注：常规使用前，应对微孔板进行预先鉴定8。 
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10. 	�  八通道多移液器。

11. 	�  试剂槽（#00190035或等效物）。

12. 	�  7°C ± 1.0°C的干浴/Multi-Blok加热器。

13. 	�  计时器。

14. 	�  旋涡混合器。

15. 	�   用户需使用配有405–410nm过滤器或酶标仪的分光光  	

 度计或过滤光度计。  
  �如果使用非孵育酶标仪： 
用于加热器的管块，每个加热器1个。 
用于加热器的微孔板适配器(#25-038)。

3
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样品采集和制备
必须注意避免发生微生物或内毒素污染。与样品或检测试剂

接触的所有材料必须无内毒素。将干净的玻璃器皿和材料在

250°C温度下加热30分钟，使其无内毒素。应适当注意，防

止无热原材料受到后续的环境污染。

根据经验，大多数经过消毒、独立包装的塑料移液管和移

液管吸头都是没有内毒素的。但在常规使用前，应对这些

材料进行检测。

可能需要使用无内毒素的氢氧化钠和盐酸，将样品的pH值
调节到6.0-8.0之间。务必测定等分样品的pH值，以免被pH
电极污染。请勿调节无缓冲的溶液。

待测样品必须储存在所有细菌活动受到抑制或内毒素水平

不能随时间逐渐增加的条件下。例如，将样品在2-8°C的温

度下储存不超过24小时，并冷冻超过24小时。最终用户有

责任验证容器和储存条件是否适合其样品。

如果用于为试剂补水的稀释剂的容器之前已经打开，或者

该容器并非由龙沙提供，则必须对稀释剂进行单独检测，

以确定其是否受到内毒素污染。
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试剂制备
使用前，使试剂温度自然上升到室温。

在每一轮测定中，应使用四种标准内毒素溶液。下表所示

为用试剂盒中提供的内毒素构建这些标准的稀释方案。可

使用替代稀释方案以及该试剂盒中未提供的其它内毒素。

内毒素原料的初始稀释为1/X，其中X等于内毒素瓶的浓度。

从而得到了含有1.0 EU/ml的内毒素溶液。例如，如果效力是 
23 EU/ml，则初始稀释时在2.2ml的LAL稀释检查用水中添加

1/23或0.1ml的内毒素储备液。

注：不建议使用塑料管稀释内毒素。

内毒素 
浓度  
(EU/ml)

内毒素
储备液

内毒素 
标准溶液 
1.0 EU/ml

LAL 试剂检查 
用水

1.0 0.1 ml — (X-1)/10 ml

0.5 — 0.5 ml 0.5 ml

0.25 — 0.5 ml 1.5 ml

0.1 — 0.1 ml 0.9 ml

X =小瓶的内毒素浓度

4
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1.	� 在适当容器中，将0.1 ml的内毒素储备液加入到(X-1)/10 
ml LAL试剂检查用水中，制备含有1.0EU/ml内毒素的溶

液，其中X等于小瓶的内毒素浓度。将该容器标记为1.0 
EU/ml。继续下一步骤之前，应先将该溶液剧烈涡旋至

少1分钟。例如，如果X = 23 EU/ml，则用2.2ml(23-1)/10
，LAL试剂检查用水稀释0.1ml的内毒素储备液。

2.	� 在适当容器中，将0.5 ml的1.0 EU/ml内毒素溶液转移到0.5 
ml的LAL试剂检查用水中，并标记0.5 EU/ml。使用前，应

先将该溶液剧烈涡旋至少1分钟。

3.	� 在适当容器中，将0.5 ml的1.0 EU/ml内毒素溶液转移到1.5 
ml的LAL试剂检查用水中，并标记0.25 EU/ml。使用前，应

先将该溶液剧烈涡旋至少1分钟。

4.	� 在适当容器中，将0.1 ml的1.0 EU/ml内毒素溶液转移到0.9 
ml的LAL试剂检查用水中，并标记0.1 EU/ml。使用前，应

先将该溶液剧烈涡旋至少1分钟。
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测试程序
LAL试验中所有试剂的添加都必须一致。所有管或微孔板的

孔必须用同样方式处理，以便确定正确的内毒素浓度。建议

在一系列测试中，以相同的顺序从管到管，或从孔到孔吸

取试剂，并且以相同的速度进行。测试程序如下表所示：

 样品 空白

20–25°C的试样或标准品 50 µl —

LAL 试剂检查用水 — 50 µl

LAL 50 µl 50 µl

混合并在37°C ± 1°C温度下孵育 10 分钟 10 分钟

37°C ± 1°C的底物溶液 100 µl 100 µl

混合并在37°C ± 1°C下孵育 6 分钟 6 分钟

终止试剂 100 µl 100 µl

立即混合 — —

5
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试管法

1.	� 小心将50 μl的样品或标准品分配到适当的无内毒素反应

管中，放入37°C ± 1°C加热块或水浴中。每一轮测定必须

包括一个阴性对照加四个内毒素标准品，重复测试两

管。阴性对照管含有50 μl的LAL试剂检查用水，而不是

样品。所有试剂的添加和孵育时间是相同的。

2.	� 在T = 0时，向反应容器中添加50 μl的LAL。将LAL添加到第

一个反应容器中时，开始计时。从容器到容器的试剂添

加和吸取速度必须一致。必须充分混合两种溶液，但不

要进行涡旋。

3.	� 在T = 10分钟时，添加100 μl 的底物溶液（预热至 37°C ± 
1°C）。按照与第2步相同的顺序，吸取底物。保持一致

的吸取速度。确保对溶液进行充分混合。

4.	� 当T = 16分钟时，添加100 μl的终止试剂。保持与第2步、

第3步相同的吸取顺序和速度。均匀混合。

5.	� 使用蒸馏水将光度计调节到零吸光度，读取405-410nm
处的各个反应管的吸光度。
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微孔板法

1.	� 将微孔板放在加热块适配器中,在37°C ± 1°C温度下进行

预先均匀化处理。  
注：请勿使用箱体式保温箱进行该试验。

2.	 将微孔板置于37°C ± 1°C温度下，小心地将50 μl的样品或  	

   标准品分配到相应的微孔板孔内。每一轮测定必须包 	  	

	 括一个阴性对照加四个内毒素标准品，重复测试两管。

	 阴性对照孔含有50 μl的LAL试剂检查用水，而不是样本。

	 所有试剂的添加和孵育时间是相同的。

3.	� 当时间T = 0时，在微孔板的第一个孔中添加50 μl的LAL，
或当使用多通道移液器和试剂槽时，在微孔板的第一列

孔中添加50 μl的LAL。添加LAL时开始计时。从孔到孔，或

从排到排的试剂添加顺序和吸取速度必须一致。将LAL
添加到所有含有样本或标准的孔内之后，将微孔板快速

从加热块适配器中取出，并重复敲击板的侧面，促进混

合。将板放回加热块适配器，并更换盖。

5
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4.	� 在T = 10分钟时，添加100 μl 的底物溶液（预热至 37°C ± 
1°C）。按照与第3步相同的方式，吸取底物溶液。保持

一致的吸取速度。将底物溶液添加到所有孔内之后，将

微孔板快速从加热块适配器中取出，并重复敲击板的侧

面，促进混合。将板放回加热块适配器，并更换盖。

5.	� 当T = 16分钟时，添加100 μl的终止试剂。保持与第3步、

第4步相同的吸取顺序。在所有孔中放入终止试剂之后，

取下板，并重复敲击板的侧面。

6.	�� 读取各个微孔板在405–410nm处的吸光度（必要时，使

用蒸馏水将光度计调节为零吸光度）。 
	 �注：有些酶标仪的性能特点在样品量低于300 μl时达到最

佳。仅添加50 μl的上述建议的终止试剂，可以减少每个

孔的最终反应体积，但不会对测试结果造成不利影响。
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性能特点
线性

应采用新批次的试剂，对浓度范围内用于测定内毒素值的

标准曲线的线性进行验证（称为“初始鉴定”）。应对处于所

需浓度范围的至少3个内毒素标准品和一个阴性对照进行试

验，至少重复测试三次。在标准试验条件下，可按照“试剂

制备”中的说明制备范围从0.1到1.0 EU/ml的内毒素标准品。

标准品的各个平均Δ 吸光度和其各自的内毒素浓度（见“计
算内毒素浓度，计算图表法”）的相关系数r应≥0.980。

重现性

应采用重复样品，以便达到良好的技术水平和较低的变异系

数。变异系数(C.V.)等于一组数值的标准偏差除以平均数，

再乘以100，通常以百分比表示。C.V.%吸光度应低于10%。
根据经验，鉴定试验期间，测量1.0 EU标准的未修正吸光度

应为3-4%。
6
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计算内毒素浓度
在标准条件下，405–410 nm处的吸光度在0.1 to 1.0 EU/ml内
毒素的浓度范围中呈线性（见“性能特点”）。有几种方法可

以确定样本的内毒素浓度。将标准和样本的平均吸光度值减

去阴性对照的平均吸光度，计算出平均Δ 吸光度。

A. 	 图解法

	� 在y轴上画出四种标准的平均Δ吸光度，在x轴上画出相应

的内毒素浓度。在这些点之间画一条最佳拟合直线，并

以图表方式测定样本的内毒素浓度。

B. 	 计算图表法或电子表格法

	� 可使用配备线性回归功能的计算图表或电子表格。输

入平均Δ 吸光度和四个标准品的相应浓度 。通过线性

回归，用样品的吸光度测定相应的内毒素浓度。
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示例数据

试管 
微孔

 
样品

405nm处的 
吸光度

平均 
吸光度

平均  
∆吸光度

1 
2

LAL 试剂 
检查用水（空白）

0.080 
0.084

 
0.082

 
—

3 
4

0.1 EU/ml 
标准品

0.160 
0.180

 
0.170

 
0.088

5 
6

0.25 EU/ml 
标准品

0.309 
0.325

 
0.317

 
0.235

7 
8

0.5 EU/ml 
标准品

0.570 
0.557

 
0.564

 
0.482

9 
10

1.0 EU/ml 
标准品

1.052 
1.012

 
1.032

 
0.950

11 
12

产物 
#1

0.372 
0.392

 
0.382

 
0.300

13 
14

产物 
#2

0.916 
0.912

 
0.914

 
0.832
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A. 图解法

B.	 计算图表法

斜率 = (	Sy )r 
	 Sx

Y-截距 = ∑y /N – (∑x / N × 斜率)

r =  N∑xy – (∑x)(∑y) 
	 N(N–1)SxSy

内毒素浓度 =  ∆吸光度– (y-截距） 
                                              斜率

x = 内毒素浓度（单位EU/ml）。

y = 平均∆吸光度值。

1.0
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0.7
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0.5
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0.3
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0.1

0

∆
 A

bs
or

ba
nc

e

Endotoxin Concentration (EU/ml)

#1 = 0.32 EU/ml
#2 = 0.87 EU/ml

#1

#2

 0.2 0.4     0.6 0.8 1.0
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N = 所用的标准品数量。

∑x = 所用标准品的浓度（单位EU/ml）的总和。

∑y = ∆平均吸光度值的总和。

∑xy=标准浓度乘以平均∆ 吸光度值的总和。

Sx = x的标准偏差 = √N∑x2 –(∑x)2

                                                       N(N-1)

Sy = y的标准偏差 = √N∑y2 – (∑y)2
 

                                                      N(N-1)

使用示例数据计算：（第19页）

N = 4

∑x = 1.85 = (0.100 + 0.250 + 0.500 + 1.00)

∑y = 1.76 = (0.088 + 0.235 + 0.482 + 0.950)

∑xy = �1.26 = (0.100 × 0.088) + (0.250 × 0.235) + (0.500 × 0.482) + (1.00 × 0.950)

Sx = 0.394

Sy = 0.378

r =   4(1.26) – (1.85)(1.76)   = 1.00 
	 4(4 – 1)(0.394)(0.378)

斜率 = 0.378 × 1.00 = 0.959 
	 0.394

Y-截距 = 1.76 – [1.85 × 0.959] 
                        4              4

Y-截距 = 0.440 – (0.463 x 0.959) = -0.004

6
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产物#1
内毒素浓度EU/ml       = 0.300 – (-0.004) 
	 0.959

	 = 0.304  
		  0.959
	 = 0.317 EU/ml

产物#2
内毒素浓度EU/ml       = 0.832 – (-0.004) 
	 0.959

	 = 0.836  
		  0.959
	 = 0.872 EU/ml

注：如果测试样本中的内毒素浓度超过1.0 EU/ml，将样品在LAL试剂检查

用水中稀释5倍，并重复测试。计算稀释后样本的浓度，再乘以5，确定

原始的内毒素浓度。
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样品抑制
试样中的物质影响LAL反应时，会发生样品抑制。在显色法

中，该抑制导致最终的Δ吸光度较低，表明内毒素水平低于

试样中可能存在的内毒素。应确定各个具体样品（未稀释或

进行适当稀释）的样品抑制缺失情况。

为了对样品抑制作用的缺失进行验证，在已知数量的内毒

素（如：0.4 EU/ml）中加入等分的试样（或试样的稀释液）。

将加标溶液和未加标的溶液一起进行试验，并测定其各自

的内毒素浓度。计算出的两个内毒素数值的差应等于已知

加标浓度的± 25%。

可按如下方式制备加标的等分试样（或稀释液）：

1.	� 稀释内毒素储备液1/X，在测试样本中制备1.0 EU/ml的
内毒素溶液，其中X是内毒素储备液的浓度，单位为EU/
ml。使用试样（或稀释液）作为稀释剂。继续下一步骤

之前，应先将该溶液剧烈涡旋1分钟。例如，如果内毒

素储备液的浓度是24 EU/ml，初始稀释是将1/24或0.1 ml
的内毒素储备液放入2.3ml的试样（或稀释液）中。

7
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2.	 要在试样（或稀释液）中制备0.4 EU/ml的内毒素溶液，	

	 使用试样（或稀释液）作为稀释剂，将1.0 EU/ml溶液稀		

	 释为1/2.5。这可通过将试样（或稀释液）中1.0 ml的1.0  	
	 EU/ml溶液和1.5ml的试样（或稀释液）结合来实现。		

	 使用前，应对该溶液剧烈涡旋一分钟。

若发现试样（或稀释液）会抑制LAL反应，则可能需要进一

步稀释样品，直到克服抑制。

示例：非抑制稀释的测定

计算出的内毒素浓度(EU/ml)
样品稀释 未加标 加标 差

1/10 0.18 0.28 0.10

1/20 0.11 0.36 0.25

1/40 <0.1 0.44 0.44 非抑制

开始时，有人可能想通过测试试样的10倍稀释液，筛查产

物抑制。测定近似的非抑制稀释液之后，可通过对该稀释

液的2倍稀释液进行测试，找到准确的稀释液。
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抑制和增强
抑制或增强的程度将取决于样品的浓度。如果将对同样样品

的几个浓度进行检测，必须单独确定每个浓度的性能特点。

可能发现抑制或增强形式与传统的LAL凝胶法测试不同。

可能需要使用无内毒素的氢氧化钠和盐酸，将样品的pH值
调节到6.0~8.0之间，从而克服抑制。

有色样品
在显色法试验中，可能需要特别注意本身就具有明显颜色的

样品。此外，如果使用25%的乙酸作为终止试剂，必须注意

在酸性环境中变黄的样品，如：某些组织培养基。

构建一个模拟反应管可快速地测定一种产物的固有颜色是

否足以引起关注。添加50 μl的样本、150 μl的LAL试剂检查

用水和100 μl适当的终止试剂，不进行孵育。读取该溶液在

405-410nm处的吸光度。如果该吸光度显著大于LAL试剂检查

用水的吸光度，则必须考虑样品的颜色。
7
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进行试验时，将50 μl样本、150 μl的LAL试剂检查用水和100 μl
适当的终止试剂相结合，不进行孵育，制备一个样品空白。

此外，对样品和相应的标准以及LAL阴性对照进行试验。要

计算样本的Δ吸光度，减去样本空白的吸光度以及LAL试剂检

查用水的平均吸光度。但是，仅使用LAL阴性对照来计算内

毒素标准和非有色产物的Δ 吸光度。

如果背景色很明显（>0.5吸光度单位），应对样品进行稀

释并重新进行试验。然后在最终计算中使用稀释倍数，确

定内毒素的浓度。

与其它方法的相关性
FDA管理LAL测试在美国的正式使用。不同的内毒素制剂在

传统的凝胶试验和显色法中均有所不同。已经使用显色法

将本试剂盒中提供的内毒素标准和RSE进行比较，具体批

次的检验证明书中对效力进行了说明。从本标准稀释的校

准曲线将产生相对于RSE的0.1到1.0内毒素单位/ml。但应注

意，是通过2倍稀释液对传统的凝胶试验进行标准化，因

此与标准化连续、变化最小的浊度LAL测试中的相比，会出

现很大的变化。
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国际用户须知
如果其它监管机构采用了其它性能标准，应满足这些标准，

以便在其管辖范围内实现合规。

8
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注释
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