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Rhinogen® 重组 C因子内毒素检测试剂盒 
Rhinogen® Recombinant Factor C Endpoint Fluorescent Assay 

测定范围：0.005-5EU/ml，适用于人用和动物用注射药物（如化学药品、放

射性药物、抗生素类、生物制品等）及医疗器械（如透析液、植入式器械等）

的原辅材料、中间产品、放行产品的内毒素检测 

产品货号: RAF-01 
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产品信息 

试剂包装 本试剂盒含有足够进行 96 tests（96 孔板：100μl/孔/test）的试剂： 

名称 货号 规格 

Rhinogen®重组 C 因子内毒素检测试剂盒 RAF-01 96 tests 

试剂盒组分： 

• 内毒素工作标准品 
冻干粉，效价及重

悬体积见标签 

• 荧光底物溶液 6ml/瓶×1 

• 测定缓冲液 5ml/瓶×1 

• rFC 酶溶液 0.6ml/瓶×2 

• 无热原水 30ml/瓶×1 
 

保藏条件 采用冰袋运输。收到试剂盒后，请立即置于 2~8℃储存。未开启的产品有效期为 12 个月。 

内毒素工作标准品溶解以后 2~8℃储存，有效期为两周。 
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产品综述 

背景 临床输液反应以热原反应危害最大，发生率最高。内毒素（即革兰氏阴性菌细胞壁的脂多糖分子，

lipopolysaccharide，LPS）是研究最透彻也是最常见的生物热原，注射即使是 pg 级别的痕量 LPS

也会导致病人严重的热原反应，引起人体发热、休克甚至死亡。内毒素普遍存在且不易灭活，对

制药和医疗器械行业是一个挑战。因此，灵敏可靠的内毒素分析技术是非常必须的。 

海鲎的阿米巴样细胞（amoebocytes）对 LPS 具有超强敏感性，利用海鲎血液阿米巴样细胞溶解

物制成鲎试剂的内毒素检测方法自上世纪 70 年代中期开始应用于医药领域，很快被世界各国广

泛采用并将其定为法定的细菌内毒素检查法。经过几十年的发展和改良，鲎试剂内毒素检测法已

应用于制药、医疗器械、水质、食品检测以及科研等各大领域。 
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图 1. 鲎试剂检测方法的发展和改良历史 

 

采用成分复杂的海鲎血液细胞裂解物作为反应原料具有无法克服的缺陷。比如，非特异性干扰问

题：鲎试剂除了能与内毒素反应外，还会与(1-3)-β-D-葡聚糖反应，造成假阳性结果。再比如，

批次稳定性问题：鲎试剂采用海鲎血液作为生产原料，由于季节、地域等差异，使得鲎试剂的批

次差异成为常见现象。最后，环境污染等原因造成海洋中鲎数量种群的减少导致原材料越来越难

以获得。随着人用和动物用注射药物（如化学药品、放射性药物、抗生素类、生物制品等）及医

疗器械（如透析液、植入式器械等）需求迅速增长，开发快捷而可靠的定量检测内毒素的替代方

法变得越来越重要。 
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概述 鲎 C 因子是鲎血细胞中一种对细菌内毒素敏感的丝氨酸蛋白酶原，在细菌内毒素介导的鲎血凝

集系统中，鲎 C 因子第一个被内毒素激活而启动整个鲎血细胞中的血凝级联反应。Rhinogen®重

组C因子是以基因重组的方式表达的东方鲎(Tachypleus tridentatus) C因子重组蛋白（Recombinant 

Factor C, rFC），通过内毒素结合并激活的重组 C 因子能够切割底物获得游离的荧光基团，荧光

基团的释放与内毒素的浓度呈正比，从而使得内毒素被定量检测。与经典的鲎试剂内毒素检查方

法相比，重组 C 因子内毒素检测法具有更高的特异性，更好的专属性、精密度、准确度、线性

范围及定量限，是目前鲎试剂内毒素检测方法的改良方法。 

特性 Rhinogen®重组 C 因子内毒素检测试剂盒是一种不依赖于动物源性成分，灵敏度高、特异性高、

可稳定且持续提供的替代鲎试剂的内毒素测定产品，具有如下特性： 

 终点荧光测定，与其他定量 LAL 方法相当 

 液体试剂易于使用 

 灵敏度范围从 0.005 到 5EU/ml 

 内毒素特异性，无 G 因子旁路干扰 

 消除了对动物源试剂的依赖，符合 3R 的替代原则 

 重组表达生产，产品批间一致性良好 

 不依赖于动物源性成分，提供更高的供应安全性 

本试剂盒可替代传统鲎试剂用于人用和动物用注射药物（如化学药品、放射性药物、抗生素类、

生物制品等）及医疗器械（如透析液、植入式器械等）的原辅材料、中间产品、放行产品的内毒

素检测。 



 

Rhinogen® 重组 C 因子内毒素检测试剂盒                                                                                                                    6 

RA-STP-QC-06025 01 

操作方法 

操作简介 该测定在 96 孔板中进行，加样后分别在零小时和在 37℃±1℃孵育一小时后使用

380/440nm 的激发/发射波长测量荧光值。用阴性对照的荧光差值（ΔRFU）对工作标准

品和样品的荧光读数差值（ΔRFU）进行校准得到净荧光差值。净荧光差值的对数与内

毒素浓度的对数呈比例，且在 0.005 至 5.0EU/ml 范围内呈线性。根据标准曲线可以计算

样品中的内毒素浓度。试剂盒使用操作流程如图 2 所示： 

 

 

图 2. Rhinogen®重组 C 因子内毒素检测试剂盒的操作原理图 

需要的耗材及

设备（需自备） 

1） 一次性无热原安瓿瓶（用于内毒素工作标准品稀释）； 

2） 单通道、八通道移液器； 

3） 无热原、低吸附移液器吸头（推荐使用：QSP #Cat.TF112-1000-Q；TF140-200-Q）； 

4） 一次性无菌无热原 96 孔白板（推荐使用：Nunc#Cat.136101）； 

5） 无菌无热原试剂槽（可用一次性细胞培养皿代替）； 

6） 漩涡振荡器； 

7） 计时器； 

8） 可进行荧光检测（波长设置为 380/440nm）的酶标仪。 



 

Rhinogen® 重组 C 因子内毒素检测试剂盒                                                                                                                    7 

RA-STP-QC-06025 01 

样品准备 1、 待测样品应小心处理以避免微生物或内毒素污染。所有与样品或测试试剂直接接触

的材料均应无热原；样品稀释要在无热原安瓿瓶中用无热原水进行；若不及时检测，

建议冷藏或冷冻保存。 

2、 由于 rFC 内毒素测定试剂用于内毒素浓度测定是酶促反应，需要维持样品的 pH 值

在 6-8 之间。若样品的 pH 值不在此范围内，则需要使用无内毒素的氢氧化钠、盐

酸或其它缓冲溶液进行调节。 

注意：待测样品不能直接进行 pH 调节，以免被 pH 电极污染内毒素导致假阳性，务

必预实验考察适宜的 pH 调节方法。 

3、 对内毒素检测无干扰（增强或者抑制）的样品不稀释直接用于检测；对内毒素检测

有干扰的样品需稀释至不干扰检测的浓度，稀释过程应充分漩涡震荡≥2min；通常

内毒素检测干扰是由于样品中组分的浓度过高，因此大多数情况下，通过适度的稀

释能够克服对内毒素检测的干扰； 

4、 使用试剂盒检测样品前需进行适用性研究。通过考察样品内毒素检测的加标回收率

来确定样品是否对检测有干扰，若发现样品对检测具有干扰，则需要对该样品进一

步进行预处理（调解 pH 值、稀释等），直到克服干扰问题。加标回收率在 50-200%

之间，即认为对检测没有干扰，干扰与否判断例举如下； 

样品稀释

倍数 

内毒素浓度（EU/ml） 加标回收

率% 

样品干扰

与否 

样品内毒素

实际浓度

（EU/ml） 未加标 加标 差值 

10 0.083 0.106 0.023 4.6 严重干扰 未知 

20 0.048 0.284 0.236 47.2 干扰 未知 

40 0.027 0.497 0.47 94 无干扰 1.08EU/ml 

注意：1）加标内毒素浓度为 0.5EU/ml； 

            2）加标回收率% =（内毒素浓度加标-内毒素浓度未加标）/加标内毒素浓度×100%。            

5、 样品的稀释倍数应小于样品的最大有效稀释倍数，样品最大有效稀释倍数（MVD）

使用下面的公式计算，其中内毒素限度是未稀释样品中可接受的内毒素浓度最大

值，测定灵敏度是测定试剂的最低检测限度（本试剂盒的最低检测限度为

0.005EU/ml），样品的最大稀释倍数计算如下： 

MVD    = 
内毒素限度（EU/ml） 

测定灵敏度（0.005EU/ml） 
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荧光酶标仪的

灵敏度设置 

荧光信号通常记录为相对荧光单位(RFU)。由于真实的荧光信号被转换为电子信号，该

电子信号可使用增益设置或灵敏度设置进行调整，因此 RFU 是一种任意单位。根据检

测到的信号强度，可以将仪器调整到更高的增益/灵敏度设置，以增强微弱信号，或者

在信号太强时将仪器调低到较低的增益/灵敏度设置。 

在 rFC 法进行内毒素检测的试验中，log(ΔRFU)与 log(内毒素浓度 EU/ml)相对应，如

果灵敏度调得过低，将很难检测到最低标准的荧光；如果灵敏度调得过高，最高标准

的荧光将超出检测范围。因此进行试验前，必须确定合适的检测灵敏度。例如，FLx800TM

酶标仪的荧光范围是 0-99999。为了所有点的荧光都落在检测范围内，0.5EU/ml 的 RFU

范围应为 1000-10000，对应 RFU 的对数范围为 3-4，对数中点是 3.5。因此，0.5 EU/ml

的目标绝对净 RFU 大约为 3000 RFU。为了让日常检测试验中的阴性对照与最低标准之

间保持足够大的间隔，可将 3000 RFU 视为 0.5EU/ml 内毒素浓度的最小值。 

说明：由于不同品牌酶标仪搭载的软件差异，建议用户参阅酶标仪用户手册中的使用

说明。 

下面以 FLx800TM荧光酶标仪为例，进行灵敏度确认： 

1） 准备一份 0.5EU/ml 的内毒素溶液（见“准备内毒素标准品”）。混合前，使试剂温

度自然上升到环境温度。 

2） 酶标仪检测参数设置如下： 

关键参数 设置 

激发波长 380nm 

发射波长 440nm 

光学位置 Top 

每个孔的扫描次数 4 

扫描前的延迟（毫秒） 150 

两次扫描之间的延迟（毫秒） 1 

震荡 读数之前震荡 15 秒 

验证时酶标板加样孔 C6,7; D6,7; E6,7 

待考察灵敏度参数范围 30,35,40,45,50,55 

3） 向 C6,7; D6,7; E6,7;孔中添加 100μl 的 0.5EU/ml 溶液。 

4） 加样后的 96 孔板在 37°C ± 1°C 的培养箱中，预热 10-20 分钟。 

5） 配制荧光底物试剂：将提前已平衡至室温的荧光底物溶液、测定缓冲液和 rFC 酶溶

液按照 500μl:400μl:100μl 的比例加入至无热原空安瓿瓶中后轻轻混匀，底物试剂按

顺序进行移液，现配现用，切勿一次配制过多。 

6） 向含有内毒素样品的所有孔中添加 100μl 荧光底物试剂。按照屏幕提示开始测试。 

7） 测试完成后，将不同灵敏度参数范围的数据进行汇总并计算相应的 log(ΔRFU)，

选取与 log ΔRFU =3.5 相近的灵敏度值四舍五入到整数，即为合适的灵敏度值。 

注意：1）灵敏度确认实验应在主要设备维护（比如更换灯泡）后，或对酶标仪性能有

疑问时，或验证新批次试剂性能时进行； 

2）如果合适的灵敏度结果不在测试的参数范围内（30、35、40、45、50 和 55），则需

根据第一次实验结果，调整待摸索的灵敏度测试范围后重新进行灵敏度确认试验。 
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溶解内毒素工

作标准品 

在内毒素工作标准品（以下简称 CSE）冻干粉中按照产品标签加入对应体积的无热原

水，得到浓度为 20EU/ml 的溶液，漩涡震荡≥15min； 

注意：1）每次移液步骤都要使用新的移液器吸头，以避免污染剩余试剂； 

            2）配制后未使用的内毒素工作标准品可于2~8℃储存两周； 

3）配制后冷藏的内毒素工标准品，取出使用前需漩涡震荡≥15min，平衡至室

温后方可用于检测。 

制备内毒素工

作标准品溶液 

取用 4 支一次性无热原安瓿瓶，在瓶身标明内毒素工作标准品溶液浓度（分别 0.005、

0.05、0.5 及 5EU/ml），用溶解至 20EU/ml 的内毒素工作标准品溶液制备系列内毒素标

准品溶液，稀释方法建议如下： 

内毒素标准品浓度

（EU/ml） 

无热原水加量 

（ml） 
内毒素工作标准品加量（ml） 

5.0 0.75 0.25ml 20EU/ml 溶液 

0.5 0.9 0.1ml 5EU/ml 溶液 

0.05 0.9 0.1ml 0.5EU/ml 溶液 

0.005 0.9 0.1ml 0.05EU/ml 溶液 

注意：1）由于内毒素会吸附于塑料管壁，请勿使用塑料管稀释内毒素； 

2）进行稀释之前应将用于稀释的上一浓度内毒素工作标准品溶液充分漩涡震荡

（1400rpm）≥2min，如在准备制备 5EU/ml 内毒素标准品时，先将 20EU/ml 内毒素工

作标准品溶液充分漩涡震荡≥2min；在准备制备 0.05EU/ml 内毒素标准品时，先将

0.5EU/ml 内毒素工作标准品溶液充分漩涡震荡≥2min； 

3）稀释后的内毒素标准品溶液在 2-8℃能稳定 8 小时，8 小时后请弃用。 

加样至测定板 1、 将 100μl 阴性对照（无热原水）、内毒素工作标准品溶液、样品（两组）分别加入

到 96 孔无菌无热原白板相应孔中，通常需要两复孔或三复孔。在两组样品孔其中

一组中加入 10μl 5EU/ml 的内毒素工作标准品溶液作为加标样品组。 

2、 加样后的 96 孔板在 37°C ± 1°C 的培养箱中，预热 10-20 分钟。 

注意：1）每次样品检测需同时进行内毒素工作标准溶液检测，绘制新的标准曲线； 

            2）建议每个样品均加标。 

配制底物试剂 96 孔板预热期间配制底物试剂： 

1、 底物试剂制备前，提前 30min 取出荧光底物溶液、测定缓冲液和 rFC 酶溶液，使

各试剂温度平衡至室温； 

2、 配制底物试剂，按照 5:4:1 的比例混合荧光底物溶液、测定缓冲液和 rFC 酶溶液，

轻轻地充分混合，切勿漩涡混合。测定孔数及对应配制体积如下表： 

测定孔数 
荧光底物溶液 

μl 

测定缓冲液 

μl 

rFC 酶溶液 

μl 

配制总体积 

μl 

12 800 640 160 1600 

24 1400 1120 280 2800 

36 2000 1600 400 4000 

42 2300 1840 460 4600 

48 2600 2080 520 5200 
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54 2900 2320 580 5800 

60 3200 2560 640 6400 

66 3500 2800 700 7000 

72 3800 3040 760 7600 

78 4100 3280 820 8200 

84 4400 3520 880 8800 

90 4700 3760 940 9400 

96 5000 4000 1000 10000 

注意：1）按照依次吸取荧光底物溶液、测定缓冲液和 rFC 酶溶液的顺序加入底物试剂

至配制容器中，确保 rFC 酶溶液最后加入； 

2）底物试剂请现配现用，切勿一次配制过多。 

加入底物试剂

及荧光检测 

1、 设置酶标仪检测参数如下： 

关键参数 设置 

激发波长 380nm 

发射波长 440nm 

光学位置 Top 

每个孔的扫描次数 4 

扫描前的延迟（毫秒） 150 

两次扫描之间的延迟（毫秒） 1 

震荡 读数之前震荡 15 秒 

2、 取出预热的 96 孔板，使用八通道移液器向所有样品孔中加入底物试剂，100μl/孔； 

3、 底物试剂加入后，立即读取时间点零小时的荧光值； 

4、 将微孔板放在 37°C ± 1°C 的培养箱中，孵育一小时后进行时间点一小时的荧光值

读数。 

数据分析 1、 将酶标仪读取的荧光值（时间点零小时和时间点一小时）导出到电子表格中； 

2、 所有孔从时间点一小时荧光值中减去时间点零小时荧光值（ΔRFU）； 

3、 从标准品和样品 ΔRFU 数据中减去阴性对照孔的 ΔRFU，得到标准品和样品的净

ΔRFU 值； 

4、 计算内毒素工作标准品平均净 ΔRFU 和浓度（EU/mL）的对数； 

5、 以内毒素工作标准品溶液浓度的对数为横坐标，净 ΔRFU 的对数为纵坐标绘图并

进行线性拟合，log(ΔRFU) = A*log(内毒素浓度 EU/ml)+B，标准曲线的相关系数

R2的值应≥0.980，示例如下所示： 
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6、 
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计算样品及加标样品的内毒素

浓度，计算加标回收率（加标回收率%=（内毒素浓度加标-内毒素浓度未加标）/加标内

毒素浓度 0.5EU/ml×100%），若加标回收率在 50%-200%之间则认为样品对检测

无干扰，检测结果可靠； 

7、 对加标回收率合格的样品，根据样品的稀释倍数计算未稀释样品的内毒素浓度。 

注意：对于标准曲线线性拟合及未知样品内毒素浓度计算，可以人工计算也可以充分利

用酶标仪自身软件，通过设置新的检测模板对每次的检测进行自动计算。 

操作说明  Rhinogen® 重组 C 因子内毒素检测试剂盒仅用作样品的体外内毒素检测，不能用于

临床诊断和治疗； 

 内毒素检测过程中与测定试剂接触的耗材务必使用明确无菌无热原产品，避免污

染测定试剂； 

 使用前，让所有试剂自然平衡至室温（20-25℃）； 

 采用低吸附移液吸头； 

 采用合适的校准移液器，尽可能保证所有小体积液体的精确转移； 

 不同批次的试剂不得混合后使用。 
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常见问题 

样品检测没有

信号 

样品检测没有信号的可能原因及相应的解决措施如下： 

移液错误 ： 重新检测 

干扰成分 ： 
加标预实验或者每次实验的加标回收率不合格，显

示干扰，对样品进行稀释或排除干扰 

不适当的 pH 值 ： 检测样品pH值，调节至6-8的中性范围 
 

信号强度低 检测信号低的可能原因及相应的解决措施如下： 

仪器灵敏度（增益）太低 ： 提高敏感度，需要更高的增益 

酶标仪检测参数设置错

误（例如光学） 
： 检查运行仪器设置参数 

孵育温度太高/太低 ： 检查及校准温度 

试剂失效（运输或储存）

或过期 
： 

检查储存条件和包装材料；联系技术服务，使用新试

剂盒或新试剂 

标准品孔和阴

性对照孔中的

高背景信号 

检测背景值高的可能原因及相应的解决措施如下： 
 

LPS 污染测定组分 

（底物试剂、测定缓冲液

或 rFC 酶溶液） 

： 用新开封试剂、务必采用无菌无热原吸头  

标准曲线的线

性 R2＜0.98 

标准曲线线性不好的可能原因及相应的解决措施如下： 
 

内毒素工作标准品溶液

稀释误差 
： 重新精确稀释 

酶标仪荧光检测灵敏度

低导致 5EU/ml 时的荧光

值超出仪器检测范围 

： 换用荧光检测灵敏度高的酶标仪 
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产品文档及支持 

产品文档 我们的网站 http://www.rhinobio.com/ 可为您提供最新的服务及支持，包括： 

• 常见问题查询 

• 购买指南 

• 说明书下载 

• 质检报告（COA）下载 

 

联系我们 如果您需要帮助，我们的客户支持专家可以通过电话和 email 为您提供帮助： 

• 电        话：0512-87663137 

• 技术支持：techserv@rhinobio.com 

• 客户服务：sales@rhinobio.com 
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上海泰坦科技股份有限公司 
产品订购，请访问 www.tansoole.com 或致电 400-111-6333 

 

 

生产商 

苏州瑞安生物科技有限公司 
寻求技术支持，请访问 www.rhinobio.com 或电邮 techserv@rhinobio.com. 


