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蛋白检测ELISA通用试剂盒
（ALP）
产品编号：2022-1, 2022-2, 2022-3
蛋白检测ELISA通用试剂盒是一种通用的酶联免疫（ELISA）检测抗原或抗体的试剂盒，含有ELISA实验所必须的通用试剂组份，对反应条件、操作步骤、各试剂的浓度进行了优化，保证了检测结果的灵敏度和重复性。
蛋白检测酶标试剂盒可用于检测小鼠、兔或人的抗体。适用于初次接触ELISA技术的实验者，或者为节省时间并保证检测结果具有高灵敏和可重复性的科研工作者。
1.试剂盒组分
1.1. 包被缓冲液(10×浓缩) 25ml  ×1瓶
1.2. BSA稀释液/封闭液（10×浓缩） 100ml ×1瓶
1.3. 洗涤缓冲液（（20×浓缩）100ml  ×1瓶
1.4. PNPP显色液 100ml ×2瓶
1.5. 终止液100ml  ×2瓶
1.6. ALP标记抗体：1ml
1.6.1 ALP 标记抗人 IgG (H+L) 0.1 mg
1.6.2 ALP 标记抗鼠 IgG (H+L) 0.1 mg
1.6.3 ALP 标记抗兔 IgG (H+L) 0.1 mg

储存在2～8℃，有效期2年，可以完成20块96孔酶标板检测。
2.试剂盒不提供的试剂或耗材
2.1. 人、兔或小鼠的一抗
2.2. 亲和层析纯化的未标记捕获抗体
2.3. 酶标板（不建议用组织培养板）
2.4. 吸水纸、毛巾或棉布
2.5. 蒸馏水或纯化水
2.5. 移液器试剂瓶等
2.6. 多通道排枪和加液槽
2.7. 手套
2.8. 枪头
3.检测原理
3.1杂交瘤筛选
可以检测杂交瘤培养液中的特异性抗体，使用适当标记二抗，可以检测抗原特异性的人、鼠和兔抗体。
3.2检测抗原或抗体
3.2.1直接ELISA：是检测抗原的最简单方法，包被抗原，加标记的检测抗体。
3.2.2间接抗体ELISA: 可以检测抗原或抗体，取决于哪种是未知的。包被抗原，加一抗或含抗体的血清或腹水，最常用于检测动物特异性抗体的水平，也可用于检测杂交瘤培养上清中的单克隆抗体。
3.2.3双抗体夹心法：是检测抗原的一种高度敏感性的方法。用高度纯化的抗体分别作为包被抗体和检测抗体，检测抗体可直接标记酶，如果包被抗体和检测抗体不是来源同种动物，检测抗体也可不标记，而加针对检测抗体动物种属的酶标二抗，此法适用于抗原浓度过低，不能直接包被到酶标板上或者含有未知成分干扰的抗原检测。
4.确定反应条件
4.1杂交瘤筛选
用间接ELISA方法筛选抗体
4.2检测抗原或抗体
按照推荐的方法和步骤可以满足大多数实验的要求，反应时间、温度和试剂浓度等可以根据实验需要进行调整
每一步都应该进行系统性评价以便获得最佳的实验条件。试剂通过倍比稀释以确定最佳浓度。选择合适的对照，以确定实验中存在的问题，发现引起错误结果和高本底的原因。
确定实验方案和样品数量后，可以准备所需要的各种材料和试剂。实验前，建议所有的试剂恢复到室温并混匀。
4.3检测条件概述
4.3.1包被酶标板
多种包被条件：抗原或抗体浓度、pH、离子强度、温度和孵育时间都影响包被效率。此外，结合蛋白的数量与分子量成反比。试剂盒中包被液为优化的磷酸盐缓冲液，适用于大多数抗原和抗体的包被。微孔板应选择专用于ELISA的酶标板，不建议使用组织培养板。包被时，抗原或抗体在包被缓冲液中稀释后加入到酶标板中室温孵育，尽可能使用最纯的抗原或抗体。一般来说1～10μg/ml室温1小时能够包被饱和。为方便，2～8℃过夜可以到满意的包被效果。
包被后，酶标板用BSA稀释/封闭液封闭5分钟，稀释/封闭液中含1%BSA，能够通过封闭未反应部位减少非特异性结合并保护包被上的蛋白质活性。如果暂时不继续实验，可以用塑料膜覆盖酶标板后冷藏保存，需要时再恢复室温继续实验。
4.3.2洗板
加标本和酶标抗体后需要洗涤，通过洗涤可以去掉未反应试剂帮助降低本底。满意的洗涤方法是孔与孔之见均匀一致并且没有液体的相互污染。洗涤时将板子翻转并将液体甩掉拍净。洗涤液中含有0.05%吐温-20以抑制非特异性结合。如果实验过程中断，应该将酶标板中加入洗涤液以避免酶标板干燥。
4.3.3 ALP标记抗体
ALP标记的抗体作为检测抗体，与底物反应后，使底物显色。实验过程中避免使用磷酸缓冲液，磷酸盐抑制碱性磷酸酶活性。
4.3.4底物
使用PNPP底物，产生的颜色与待测物呈正比。
4.3.5对照和标本
每次实验都要包含适当的对照以用于分析检测体系的效能。定量ELISA要以标准品进行比较。每次实验要设以下对照：
4.3.6本底对照：不加标本，其它试剂都加，可以帮助分析非特异性本底的原因。将实验结果减去本底以保证实验之间的可比性。
4.3.7阴性对照：加已知的阴性参考品。
4.3.8阈值对照：加弱阳性参考品用于确定阳性的临界值。
4.3.9阳性对照：加强阳性参考品以确定最大线性信号。
对照和标本都用BSA稀释/封闭液进行稀释以保证最低本底，所有实验最好做双份。
5.试剂配制
所有试剂当日配制
5.1  1X包被液：用蒸馏水稀释浓缩洗涤液（1ml浓缩包被液+9ml蒸馏水）
注意：如果在10X中出现结晶，加热到室温或37℃混匀并再溶解。
5.2  1X BSA 稀释/封闭液:

杂交瘤筛选：稀释浓缩BSA稀释/封闭液（2ml浓缩BSA稀释/封闭液+8ml蒸馏水） 

其它检测：稀释浓缩BSA稀释/封闭液（5ml浓缩BSA稀释/封闭液+45ml蒸馏水）
注意：如果在10X中出现结晶，加热到室温或37℃混匀并再溶解。
5.3  1X 洗涤液：
浓缩洗涤液20倍稀释（15ml浓缩洗涤液+285ml蒸馏水）。稀释的洗涤液室温稳定至少6个月。
5.4  二抗工作液：
二抗浓缩液浓度为0.1mg/ml，2～8℃稳定至少1年，使用前用1X BSA 稀释/封闭液稀释，对大多数实验而言，0.1～2.0μg/ml工作浓度。
5.5  ALP显色液：直接使用。
5.6  终止液：直接使用
5.7  标本：
5.8  对照
6.实验优化
通过3个变量来优化ELISA条件: 试剂浓度、温度、孵育时间。一般情况下，室温反应对大多数实验能够得到很好的结果。
优化不同试剂浓度和不同孵育时间，选择最佳的实验条件。在优化最佳浓度时，第一个试剂倍比稀释，然后第二个试剂倍比稀释，每一孔都对应于第一个试剂和第二个试剂的某一个稀释度的组合。
棋盘滴定确定试剂的最佳浓度
1.加100μl稀释液到2～12列的每孔。
2.加200μl稀释的试剂到第一列的每孔中。
3.从第1列的孔中取100μl 转移到第二孔中，混匀用枪吹吸3～5次。
4. 重复步骤3向后稀释，一直到第11列，吸取第11列100μl 弃去， 第12列作为对照。
重复以上的操作，从A排至G排, 稀释第二个试剂，H排作为对照。
7.操作步骤
7.1杂交瘤筛选
包被液：在1×包被液中稀释抗原至合适的浓度（一般1～10μg/ml）。
一抗工作液：含有单克隆抗体的培养液。
二抗工作液：取25μl的酶标二抗稀释到5.0 ml 1X BSA的稀释/封闭液中
7.1.1包被抗原
1. 加抗原到酶标板中。
2. 室温孵育1小时。
3. 甩掉板中液体并拍净残液。
7.1.2封闭酶标板
1.加150 uL 1X BSA 稀释/封闭液到每孔中。
2. 孵育5-15分钟, 甩掉板中液体并拍净残液。
7.1.3与含单克隆抗体的培养液反应
1.每孔中加 50 uL含单克隆抗体的培养液。
2. 室温反应1小时.
3. 甩掉板中液体并拍净残液。
7.1.4洗板
1. 加入1X 洗涤液。
2. 甩掉板中液体并拍净残液。
3. 重复3～5次。
7.1.5加二抗
1. 每孔加50 uL二抗。
2. 室温反应1小时。e.

3. 甩掉板中液体并拍净残液，洗板。
4. 最后一次浸在洗涤液中5分钟，甩掉板中液体并拍净残液。
7.1.6显色反应
1. 每孔加50 uL 底物，室温反应15分钟。
2. 每孔加50ul终止液。
3. 测OD值，检测波长405nm。
7.2直接ELISA
抗原包被液：将抗原稀释在1X包被液中，浓度1～10μg/ml。
酶标抗体：稀释到1X BSA稀释/封闭液中，稀释度参考条件优化方法。
7.2.1加抗原
1. 在酶标板中每孔加入100μ抗原包被液。
2.室温孵育1小时。
3. 甩掉板中液体并拍净残液。
7.2.2封闭
1. 每孔加300μ1X BSA稀释/封闭液。
2. 反应5分钟，甩掉板中液体并拍净残液。
7.2.3加酶标抗体
1. 每孔加入100 μl酶标抗体。
2. 室温孵育1小时。
3. 甩掉板中液体并拍净残液。
7.2.4洗板
1. 加入1X 洗涤液。
2. 甩掉板中液体并拍净残液。
3. 重复3～5次。
4. 最后一次浸在洗涤液中5分钟，甩掉板中液体并拍净残液。
7.2.5显色反应
1. 每孔加50 uL 底物，室温反应15分钟。
2. 每孔加50ul终止液。
3. 测OD值，检测波长405nm。
7.3间接抗体ELISA
抗原包被液：将抗原稀释在1X包被液中，浓度1～10μg/ml。
一抗/二抗工作液：将抗体稀释到1X BSA稀释/封闭液中，稀释度参考条件优化方法。
7.3.1加抗原
1. 在酶标板中每孔加入100μ抗原包被液。
2.室温孵育1小时。
3. 甩掉板中液体并拍净残液。
7.3.2封闭
1. 每孔加300μl 1X BSA稀释/封闭液。
2. 反应5～15分钟，甩掉板中液体并拍净残液。
7.3.3加一抗
1. 每孔中加入100μl一抗
2. 室温反应1小时
3. 甩掉板中液体并拍净残液。
7.3.4洗板
1. 加入1X 洗涤液。
2. 甩掉板中液体并拍净残液。
3. 重复3～5次。
7.3.5加二抗
1. 每孔加入100μl 酶标二抗。
2. 室温孵育1小时。
3. 重复3～5次。
4. 最后一次浸在洗涤液中5分钟，甩掉板中液体并拍净残液。
7.3.6显色反应
1. 每孔加100 uL 底物，室温反应15分钟。
2. 每孔加100ul终止液。
3. 测OD值，检测波长450nm。
7.4双抗体夹心ELISA
包被液：将抗原稀释在1X包被液中，浓度1～10μg/ml。
抗原标本：将抗原标本稀释到1X BSA稀释/封闭液中。
二抗工作液：将抗体稀释到1X BSA稀释/封闭液中，稀释度参考条件优化方法。
7.4.1加捕获抗体
1. 在酶标板中每孔加入100μ抗体包被液。
2.室温孵育1小时。
3. 甩掉板中液体并拍净残液。
7.4.2封闭
1. 每孔加300μl 1X BSA稀释/封闭液。
2. 反应5～15分钟，甩掉板中液体并拍净残液。
7.4.3加抗原
1. 每孔中加入100μl标本液
2. 室温反应1小时直至过夜。
3. 甩掉板中液体并拍净残液。
7.4.4洗板
1. 加入1X 洗涤液。
2. 甩掉板中液体并拍净残液。
3. 重复3～5次。
7.4.5加标记抗体
1. 每孔加入100μl 标记。
2. 室温孵育1小时。
3. 甩掉板中液体并拍净残液。
4. 重复3～5次。
5. 最后一次浸在洗涤液中5分钟，甩掉板中液体并拍净残液。
7.4.6显色反应
1. 每孔加100 uL 底物，室温反应15分钟。
2. 每孔加100ul终止液。
3. 测OD值，检测波长405nm。
8.可能出现的问题和解决办法
8.1以下结果表示实验有效：
阴性对照：无色
背景对照：OD值低于0.2
阈值对照：中度显色
强阳性对照：深度显色，OD≥1.0
8.2希望增加特异性信号
1. 增加酶标抗体的浓度或延长孵育时间或提高孵育温度。
2. 延长底物的孵育时间。
3. 增加包被抗原浓度或延长孵育时间。
4.用纯化的抗原。
5. 封闭时间缩短或增加BSA稀释/封闭液的稀释度。
6. 减少洗板次数或操作更轻柔。
8.3减少非特异性信号
1.减少包被抗原浓度或缩短孵育时间。
2.减少酶标抗体的浓度或缩短孵育时间或降低孵育温度。
3.缩短底物的孵育时间。
4.增加洗板次数或延长洗涤液浸泡时间。
5.通过加低浓度包被抗原或捕获抗体到稀释的酶标物中以减少结合物的交叉反应。
8.4. 背景忽高忽低，检查洗板机功能是否正常。
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