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Limulus Color KY Test Wako 

 
Инструкция 

 
[История и общая информация] 

Липополисахариды (ЛПС), известные также как эндотоксины, — это 

компоненты внешней мембраны Грамотрицательных бактерий. Так как 

эндотоксины вызывают в человеческом теле такие симптомы, как лихорадка и 

шок, важно тестировать на эндотоксины лекарственные препараты (особенно 

вводимые парентерально). 

В 1956 году Ф.Б. Банг описал явление свертывания гемолимфы 

мечехвоста в присутствии Грамотрицательных бактерий1). В 1964 году Д. Левин и 

Ф.Б. Банг обнаружили, что гелирование лизата амебоцитов мечехвоста Limulus 

(ЛАЛ) вызвано эндотоксинами2). Впоследствии определение бактериальных 

эндотоксинов с помощью ЛАЛ-реактива стало широко использоваться как 

чувствительный и удобный метод. Этот метод, известный как тест на 

бактериальные эндотоксины (БЭТ) был внесен в фармакопею США в 1980 году и 

в фармакопею Японии в 19883),4) году. В настоящее время существуют гель-тромб 

тест, турбидиметрический и хромогенный методы определения бактериальных 

эндотоксинов. Возможно проводить анализ одним из этих методов4). 

Kakinuma с соавторами показали, что лизат реагирует на только с 

эндотоксинами, но и с (1→3)-β-D-глюканами (β-глюканы)5). Iwanaga с соавторами 

обнаружили, что каскад в лизате, активированный β-глюканами, был отличным от 

каскада, активированного эндотоксинами6),7). Также было описано, что ЛАЛ-

реактивный материал выделяется из целлюлозных мембран8). Ложно-

положительные результаты могут представлять проблему при тестировании 

веществ, содержащих β-глюканы или другие субстанции, отличные от эндотоксинов. 

Данный набор содержит реактив Limulus Color KY Test и контрольный 

стандарт эндотоксина (КСЭ) и позволяет быстро и специфично определять и 

количественно измерять эндотоксины с высокой чувствительностью. Limulus 

Color KY Test – это лиофилизированный лизат, включающий искусственный 

хромогенный субстрат и буферный состав. Данный лизат растворяют водой БЭТ 



(водой для ЛАЛ-теста) перед анализом.  Limulus Color KY Test подходит для 

проведения кинетического анализа с использованием измерительной системы 

Toxinometer® или микропланшетного ридера. 

КСЭ – это лиофилизированный ЛПС, который был получен и очищен из 

штамма E. coli UKT-B фенольным методом9)10), включающим в качестве добавок 

маннитол и глицин. КСЭ содержит 500 нг эндотоксина и стандартизован по 

Референсному стандарту эндотоксина Фармакопеи Японии. Активность указана 

на этикетке флакона. 

 
[Характеристики] 

1. Лизат и хромогенный субстрат лиофилизированы вместе, образуя 

реактив Limulus Color KY Test. 

2. При растворении водой БЭТ реактив способен с высокой чувствительностью 

специфически определять эндотоксины, при этом не подвергаясь влиянию β-

глюканов, присутствующих в образце.  

3. Реактив стабилен после растворения, редко реагирует с водой БЭТ.  

4. Реактив реагирует с эндотоксинами в широком ряду концентраций, 

некоторые образцы возможно проверять без разведения.  

5. Ввиду высокой чувствительности реактива разведения препарата могут 

уменьшить влияние мешающих факторов в образце.  

6. Для количественного определения эндотоксинов хромогенным 

кинетическим методом могут быть использованы Toxinometer® и  

микропланшетный ридер.  

 
[Принципы] 

Механизм действия хромогенного реактива в присутствии эндотоксинов 

показан на Рисунке 1. Предшественники сериновых протеаз, содержащиеся в 

лизате, последовательно активируются, затем свертывающий фермент 

гидролизирует синтетический хромогенный субстрат. Как результат, в растворе 

развивается желтое окрашивание. β-глюканы также активируют большинство 

ЛАЛ-реактивов, однако, активация β-глюканами зависит от концентрации их в 

образце. В очень высокой концентрации β-глюканы не активируют лизат. В 

такой высокой концентрации β-глюканы не вмешиваются в активацию лизата 

эндотоксинами. Limulus Color KY Test содержит большое количество β-глюканов 

для предотвращения этой активации. Данный состав реактива позволяет 

полностью ингибировать β-глюканы и специфически определять 

эндотоксины11). 

Limulus Color KY Test может быть использован с ридером Toxinometer® 

или с микропланшетным ридером для того, чтобы показать активацию реакции 

в зависимости от развития окрашивания, в результате реакции уменьшается 

количество проходящего света или увеличивается абсорбция. В дополнение оба 



прибора измеряют время активации (Та) – реакционное время, необходимое для 

достижения заданного порогового значения оптической плотности. В 

результате концентрация эндотоксинов в образце вычисляется по соотношению 

между Та и концентрации эндотоксинов по калибровочной кривой. 

 
 
 

 

Рисунок 1: Каскадный механизм развития окрашивания реактива Limulus Color 

KY  Test.  X показывает, что активация β-глюканами предотвращается из-за 

большого количества производных β-глюканов в реактиве. 

 
[Состав набора] 

1. ЛАЛ-реактив Limulus Color KY, лиофилизированный экстракт амебоцитов 

Limulus ρolyρhemus, coдержащий искусственный хромогенный субстрат, 

буфер и производные (1→3)-β-D-глюканов. 3 флакона x 2 мл – 60 

определений. 

Хранениe: хранить при температуре от 2 до 10℃. Разведенный реактив 

Limulus Color KY хранится в течение 6 часов. Если необходимо, разведенный 

реактив может храниться при температуре ниже -80℃ не более 2 недель. 

Замороженный реактив можно размораживать только один раз. 

 
2. Контрольный стандарт эндотоксина (КСЭ), лиофилизированный –  

1 флакон (500 нг очищенного ЛПС). Содержит очищенный ЛПС из штамма 

E. coli UKT-B, включает маннитол и глицин в качестве добавок. 

Хранение: хранить при температуре от 2 до 10℃. Разведенный раствор КСЭ может 

храниться при температуре 2-10℃  в течение 1 месяца. Перед использованием 

раствор КСЭ должен быть интенсивно перемешан на вортексе в течение 

одной минуты.  

 
I. Реактивы и материалы, не входящие в поставку 

1. Дозаторы 

2. Пробирки* для разведений стандартов эндотоксина 

3. Алюминиевые колпачки Cap-S* (Каталожный номер 293-28251) 

× 



4. Вортекс 

5. Вода для БЭТ (вода для ЛАЛ-теста)* 

6. Наконечники для дозаторов* (Bio Clean Tip Wako® Extend S Ⅱ Каталожный 

номер: 294-35011, Bio Clean Tip Wako® 1000Ⅱ Каталожный номер: 298-

35031, Bio Clean Tip Wako® 200Ⅱ Каталожный номер: 291- 35021). 

 
Измерительная система Toxinometer®  (заказывается дополнительно) 

• Toxinometer® 

• Пробирки Limulus Test Tube-S* с алюминиевыми колпачками (Каталожный номер: 292-
32751). 

 

Микропланшетный ридер (заказывается дополнительно) 

• Микропланшетный ридер 

• 96-луночные планшеты* (Bio Clean Plate Wako™ Каталожный номер: 293-35221) 

*: Материалы должны быть свободными от эндотоксинов. 

При использовании пластиковых материалов, таких как 96-ти луночные планшеты 

и наконечники для дозаторов, убедитесь, что данные материалы свободны от 

эндотоксинов. Апирогенную стеклянную посуду и алюминиевые колпачки можно 

подготовить путем сухожаровой депирогенизации при температуре 250°C в 

течение более 30 минут. 

 
II. Подготовка реактивов 

1. Подготовка раствора реактива Limulus Color KY Test  

1) Соберите лиофилизат на дне флакона путем постукивания по твердой 

поверхности. Если на резиновой пробке осталось небольшое 

количество порошка, это не повлияет на анализ.  

2) Удалите алюминиевый колпачок с флакона.  

3) Используйте пинцет, чтобы медленно приподнять резиновую пробку. 

Внимание: внутри флакона создан вакуум, поэтому избегайте выброса 

порошка из флакона. Не касайтесь внутренней поверхности флакона или 

внутренней поверхности пробки, когда открываете пробку.  

4) Положите снятую резиновую пробку на поверхность стола 

внутренней поверхностью пробки вверх. Не касайтесь внутренней 

частью пробки никаких поверхностей.  

5) Внесите во флакон 2.0 мл воды для BET. Не допускайте смачивания 

водой края флакона.  

6) Поместите резиновую пробку обратно на флакон. Не допускайте 

касания раствором пробки.  

7) Перемешайте раствор плавным покачиванием флакона до полного 

растворения лиофилизата. Будьте осторожны, чтобы не 

образовывались пузыри, и не взбалтывайте флакон слишком 

сильно.   



2. Подготовка раствора контрольного стандарта эндотоксина (КСЭ) 
1) Удалите алюминиевый колпачок с флакона. Содержимое внутри флакона 

находится под вакуумом.  

2) Погасите вакуум, медленно поднимая резиновую пробку пинцетом, и 

удалите пробку с флакона.  

3) Добавьте во флакон соответствующий объем воды для BET, 

основываясь на значении активности эндотоксина в EЭ на флакон 

(EU/vial), указанном на этикетке флакона.  

4) Снова закройте флакон резиновой пробкой.  

5) Интенсивно перемешайте раствор на вортексе в течение 

приблизительно 2-х минут, чтобы растворить лиофилизат.  

 
3. Подготовка разведений КСЭ 

1) Используйте раствор КСЭ, приготовленный в п. 2 (Подготовка 

раствора контрольного стандарта эндотоксина (КСЭ) для 

приготовления серии разведений стандартов эндотоксина. 

2) Подготовьте серию разведений эндотоксина, каждое разведение в 

которой превышает предыдущее не более, чем в 10 раз.  

3) Каждое разведение должно быть перемешано на вортексе в течение 

одной минуты перед тем, как переходить к следующему разведению.  

4) Разведения стандарта эндотоксина следует использовать сразу после 

приготовления. 

 

4. Разведение образцов 

Часто испытуемые образцы требуют разведения. Разведения образца перед 

использованием в анализе должны быть перемешаны на вортексе в течение 

одной минуты.  

 
5. Доведение значения pH испытуемых образцов 

Если значение pH смеси образца + реактива Limulus Color KY Test выходит за 

рамки рекомендованного диапазона (от 6.0 до 8.0), доведите значение pH 

раствора до соответствующего диапазона. Для этого могут быть 

использованы разведенные растворы натрия гидроксида или соляной 

кислоты.  

 
Внимание: при использовании реактива с ридером Toxinometer® один 

флакон реактива приблизительно соответствует 20 определениям. При 

использовании с микропланшетным ридером одного флакона реактива 

приблизительно хватает на 40 определений.  

 



 
III-A. Определение эндотоксинов с использованием измерительной системы 
Тoxinometer ® 13),14),15),16) 

1. Подготовка реактивов 

Подготовьте реактивы как указано в разделе «Подготовка реактивов». 

 
2. Параметры для ридера Toxinometer® 

Установите параметры для ридера 

Toxinometer® как показано:      

Target temperature : 37°C 

Threshold value (Th) :               94.9% 

Count : 3 

Wait time : 5 minutes 

Measurement Time* : 60 minutes 

*Обратите внимание: чем выше чувствительность, тем больше времени может 

потребоваться для измерения эндотоксинов. 

 
3. Процедура анализа 

1) Поместите соответствующее количество пробирок Limulus Test 

Tube-S в штатив для пробирок. Не касайтесь ободка каждой 

пробирки.  

2) Плавно перемешайте разведенный реактив Limulus Color KY 

Test, чтобы убедиться в его однородности. 

3) Внесите по 0.1 мл реактива Limulus Color KY Test в каждую 

пробирку  Limulus Test Tube-S. 

4) Внесите по 0.1 мл воды для BET (отрицательный контроль), 

растворов стандарта эндотоксина и/или образцов в 

соответствующие пробирки. 

5) Поместите каждую пробирку в ридер Toxinometer® для измерения 

содержания эндотоксинов с помощью ПО  Toximaster®. 

 
4. Стандартная кривая и расчеты  

Для построения стандартной кривой используется логарифм значения 

концентрации эндотоксина по оси х и логарифм (log-log) или двойной 

логарифм (log-loglog) значения времени активации по оси y. 

Концентрация эндотоксинов в образце рассчитывается по 

сгенерированной стандартной кривой, основываясь на времени 

активации для образца.  



 
 

 
 

Endotoxin Concentration (EU/mL) 
 

Рисунок 2: Пример стандартной кривой, полученной с реактивом Limulus Color KY 

Test с использованием ридера Toxinometer®. Данный рисунок показывает, что 

может быть получена стандартная кривая с высокой степенью корреляции в 

широком ряду концентраций. 

 
III-B. Определение эндотоксинов с использованием микропланшетного ридера 

1. Подготовка реактивов 

Подготовьте реактивы как указано в разделе «Подготовка реактивов». 
 

Внимание: Каждая серия контрольного стандарта эндотоксина 

тестирована с помощью ридера Toxinometer® и микропланшетного 

ридера, но указанное на этикетке флакона значение активности 

эндотоксина (EU/vial) определено с помощью ридера Toxinometer®. 

Пожалуйста, запросите значение активности эндотоксина (EU/vial) для 

микропланшетного ридера перед использованием. 

 
1. Параметры для микропланшетного ридера 

Установите параметры для ридера как показано: 

Temperature 

Assay mode 

： 

： 

37°C 

Kinetic 

Onset OD ： 0.015 

Auto mix ： Once 

Wavelength ： 405nm (main) and 650nm (reference) 

 

2. Процедура анализа 

1) Внесите по 0.05 мл воды для BET (отрицательный контроль), 

растворов стандарта эндотоксина и/или образцов в 

соответствующие лунки планшета. 
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2) Плавно перемешайте разведенный реактив Limulus Color KY 

Test, чтобы убедиться в его однородности. 

Внесите по 0.05 мл реактива Limulus Color KY Test во все лунки 

планшета с растворами.  

3) Плавно покачайте планшет, чтобы достичь гомогенности 

растворов, и поместите планшет в микропланшетный ридер для 

измерения. 

 
3. Стандартная кривая и расчеты 

Для построения стандартной кривой используется логарифм значения 

концентрации эндотоксина по оси х и логарифм (log-log) или двойной 

логарифм (log-loglog) значения времени активации по оси y. 

Концентрация эндотоксинов в образце рассчитывается по 

сгенерированной стандартной кривой, основываясь на времени 

активации для образца.  

 
[Предупреждения и общие предосторожности] 

 Не используйте данный реактив для любых иных целей, кроме определения 

бактериальных эндотоксинов.

 Данный продукт предназначен только для научных исследований и не 

предназначен для использования в диагностических целях.

 При обращении с реактивом соблюдайте осторожность, так как токсичность ЛАЛ-

реактива не известна.

 Старайтесь избегать контаминации эндотоксинами и всегда используйте 

асептическую технику работы. 

 Не используйте продукт, если нарушен вакуум или если раствор мутный.

 Не используйте реактивы после истечения срока годности.

 Даже следовые количества реактива Limulus Color KY Test, который 

содержит большое количество производных β-глюканов, активируют 

обычный ЛАЛ-реактив. Избегайте контаминации обычного ЛАЛ-реактива 

реактивом Limulus Color KY Test.
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