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样品与鲎试剂的 1:1 比例：其重要性以及在 Sievers 
Eclipse* 月食细菌内毒素检测仪上的确认过程 

目的 
细 菌 内 毒 素 测 试 （ BET ， Bacterial Endotoxins     
Testing）的创新技术问世后，证明平台间测试的等效性

就变得至关重要。“Sievers* Eclipse 比例确认测试” 旨

在确认使用 96 孔微孔板时的样品与鲎试剂的 1:1 比例

始终对使用 Eclipse 微孔板也同样有效。只要保持 1:1
比 例 ， 就 能 使 样 品 和 鲎 试 剂 （ LAL ， Limulus 
Amoebocyte Lysate，鲎变形细胞溶解物）之间的生物

化学反应保持不变。 即使在使用 Sievers Eclipse 平台

时减少光学孔的总容积，每个孔中的 1:1 比例也能保持

不变，用户可以确信样品和标准品的内毒素测量值是准

确有效的。 

 

背景和重要性 
使用 96 孔微孔板的动态显色法细菌内毒素检测技术，

要求在每个孔中加注标准品或样品与鲎试剂的混合液，

然后观察液体的颜色变化。测试成功的关键在于精确控

制样品和鲎试剂的用量。USP <85> 规定，对于某些测

试参数（例如体积比、反应起效时间、pH 值等），应

遵循鲎试剂生产商提供的使用说明（IFU，Instructions 
for Use）。  

使用说明通常以下两种方式之一来表明如何达到正确

的样品和鲎试剂的体积比： 

（1）直接表明样品和鲎试剂的比例应为 1:1； 

（2）指示用户加入 100 µL 的空白鲎试剂水、内毒素

标准品、产品样品、阳性产品对照，然后向所有使用

的孔中加入 100 µL 的鲎试剂。 

有的使用说明指示用户准备 1:1 样品与鲎试剂混合液

时，建议使用 100 µL（而非典型的 200 µL）作为孔的

总容积，并指出 100 µL 有助于达到最佳的测试灵敏

度。该使用说明表明，1:1 的比例关系（而非孔的总

容积）才是测试成功的关键。只要每个孔中的样品和

鲎试剂的比例是 1:1，反应就能准确进行，产生的结

果就是等效的。 

如果比例不是 1:1，那么样品与鲎试剂的用量就不对，

就会对反应动力学过程和整体测试结果产生显著影响。

除了孔的总容积之外，还需考虑反应速度。如果反应

较快，那么起始反应时间就较短，内毒素浓度就较高。

如果反应较慢，则情况相反——起始反应时间较长，

内毒素浓度较低。 

错误的比例还会影响鲎试剂在与样品混合时的自然缓

冲能力。如果达不到 1:1 的精确比例，则反应混合液

的 pH 值就不在建议的 6 - 8 范围之内，就会影响测试

的整体反应动力学过程。 

1:1 比例确认测试 
1:1 比例确认测试旨在证明在 Sievers Eclipse 微孔板

的 104 个孔中都达到了鲎试剂和样品的 1:1 精确比例。

进行测试时，用户需要一个新的 Sievers Eclipse 微孔

板和 Sievers Eclipse 1:1 比例确认套件（部件号是

STD 85000-01），该套件包括一个水瓶和一个染色剂

瓶。开始分析之前，Eclipse 软件会指导用户在对应

的位置和鲎试剂 LAL 端口，完成水和染色剂的准备和
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注射。然后，Eclipse 微孔板按照正常分析时的步骤运

行。1:1 比例确认测试不依赖于动力学酶促反应，因此

测试所需的总时间较短。 

1:1 比例确认测试的报告内容 
分析完毕后，Eclipse 软件的 “1:1 比例结果（1:1 Ratio 
Results）” 选项卡中会显示报告。报告内容除了包括在

运行测试之前输入的常规信息（例如分析仪序列号、

Eclipse 微孔板信息、1:1 比例确认样品信息），还包括

104 个光学孔的各自的平均光密度。 

在报告的 “结果” 部分下面，分别显示微孔板的 “染色剂” 
部分和 “水” 部分的总体平均光密度。染色剂分别同微

孔板另一半上的染色剂和水混合，产生上述两个平均值。

下面的方程 1 用于计算总体平均光密度值，该值显示溶

液的混合是否成功。这可以用来表示在正常分析时样品

和 LAL 是如何混合的。 

方程式 1： 

染色剂平均值
水平均值

= 比例 

在染色剂与染色剂混合的孔中，理想的比例为 1（即染

色剂平均值）。在染色剂与水混合的孔中，染色剂被稀

释到原来浓度的一半，理想的比例为 0.5（即水平均

值）。将这两个平均值相除，得出的理想比例为 2，表

示到达光学孔的染色剂和水的量完全相同。对于本次测

试来说，1.90 至 2.10 之间的比例都是有效的，不影响

整体反应动力学曲线和内毒素回收率。  

结论 
Sievers Eclipse 微孔板是精密设计的微流控液体处理

设备。此款微孔板利用计量分配腔，以恒定的通道几

何形状和运动方式，将精确等量的样品和鲎试剂同时

送到光学孔中。正是 Eclipse 微孔板的精密的液体控

制能力，确保了每次测试的所有 104 个光学孔中都达

到样品与鲎试剂的 1:1 关键性比例。 

鲎试剂生产商提供的使用说明可能会直接表明 1:1 比

例，也可能会指导用户混合一定量的样品和鲎试剂，

但液体总体积未必一定是 200 µL。如果光路径较长，

或者为了进行精确移液，生产商会建议设置较大容积，

以提高测试精度。对于标准的 96 孔微孔板来说，建

议设置的孔的总容积在 75 - 200 µL 范围内。“为了进

行有效测量，建议设置的微孔板的最小孔容积通常大

于最大孔容积的 1/3。” 1 所以，每次测试的每个孔中

的样品与鲎试剂的比例达到 1:1，非常重要，而没有

必要使用整个孔的容积。 

在 Sievers Eclipse 平台上进行 1:1 比例确认测试的结

果证明，即使孔的总容积显著减小，每次测试的每个

光学孔中都能达到至关重要的 1:1 比例。始终保持 1:1
的精确比例，用户就能确认在转换平台时，生物化学

过程是等效的。建议每年由 SUEZ 公司认证的现场服

务工程师或代表来完成此项确认测试任务。 
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