
转谷氨酰胺酶 2C 多肽定量试剂盒说明书

试验原理：

ES试剂盒是固相夹心法酶联免疫吸附实验（ELISA）.已知 ES 浓度的标准品、未知浓度的样品加入微孔酶标板内进行检测。先将 ES 和生物素标记的

抗体同时温育。洗涤后，加入亲和素标记过的 HRP。再经过温育和洗涤，去除未结合的酶结合物，然后加入底物 A、B，和酶结合物同时作用。产生

颜色。颜色的深浅和样品中 ES 的浓度呈比例关系。

试剂盒性能：

1. 灵敏度：zui 小的检测浓度小于 1号标准品。稀释度的线性。样品线性回归与预期浓度相关系数 R 值为 0.990。

2. 特异性：不与其它细胞因子反应。

3. 重复性：板内、板间变异系数均小于 10%。

特点：

一、高效、灵敏、特异的抗体;

二、稳定的重复性和可靠性;

三、吸附性能好，空白值低，孔底透明度高的固相载体;

四、适用血清、血浆、组织匀浆液、细胞培养上清液、尿液等等多种标本类型;

操作步骤：

1． 使用前，将所有试剂充分混匀。不要使液体产生大量的泡沫，以免加样时加入大量的气泡，产生加样上的误差。

2． 根据待测样品数量加上标准品的数量决定所需的板条数。每个标准品和空白孔建议做复孔。每个样品根据自己的数量来定，能使用复孔的尽

量做复孔。标本用标本稀释液 1：1 稀释后加入 50ul 于反应孔内。

3． 加入稀释好后的标准品 50ul 于反应孔、加入待测样品 50ul 于反应孔内。立即加入 50ul 的生物素标记的抗体。盖上膜板，轻轻振荡混匀，37℃

温育 1小时。

4． 甩去孔内液体，每孔加满洗涤液，振荡 30秒，甩去洗涤液，用吸水纸拍干。重复此操作 3 次。如果用洗板机洗涤，洗涤次数增加一次。

5． 每孔加入 80ul 的亲和链酶素-HRP，轻轻振荡混匀，37℃温育 30 分钟。

6． 甩去孔内液体，每孔加满洗涤液，振荡 30秒，甩去洗涤液，用吸水纸拍干。重复此操作 3 次。如果用洗板机洗涤，洗涤次数增加一次。

7． 每孔加入底物 A、B 各 50ul，轻轻振荡混匀，37℃温育 10 分钟。避免光照。

8． 取出酶标板，迅速加入 50ul 终止液，加入终止液后应立即测定结果。

9． 在 450nm 波长处测定各孔的 OD 值。

4、敏感度： 0.1 pg/ml

结果判断与分析：

1、仪器值：于波长 450nm 的酶标仪上读取各孔的 OD 值

2、以吸光度 OD 值为纵坐标（Y），相应的 ES 标准品浓度为横坐标（X），做得相应的曲线，样品的 ES含量可根据其 OD 值由标准曲线换算出相应

的浓度。

3、检测值范围：0-240pg/ml

操作注意事项：

1． 试剂应按标签说明书储存，使用前恢复到室温。稀稀过后的标准品应丢弃，不可保存。

2． 实验中不用的板条应立即放回包装袋中，密封保存，以免变质。

3． 不用的其它试剂应包装好或盖好。不同批号的试剂不要混用。保质前使用。

4． 使用一次性的吸头以免交叉污染，吸取终止液和底物 A、B 液时，避免使用带金属部分的加样器。

5． 使用干净的塑料容器配置洗涤液。使用前充分混匀试剂盒里的各种成份及样品。

6． 洗涤酶标板时应充分拍干，不要将吸水纸直接放入酶标反应孔中吸水。

7． 底物 A 应挥发，避免长时间打开盖子。底物 B 对光敏感，避免长时间暴露于光下。避免用手接触，有毒。实验完成后应立即读取 OD 值。

8． 加入试剂的顺序应一致，以保证所有反应板孔温育的时间一样。

9． 按照说明书中标明的时间、加液的量及顺序进行温育操作。

ELISA 可用于测定抗原，也可用于测定抗体。ELISA 实验中有三种必要的试剂：



① 固相的抗原或抗体（用于结合到固相载体上）

② 标记的抗原或抗体（标记物）

③ 作用的底物（显色剂，用于显色）

四种常见 ELISA 方法

1.直接 ELISA

将抗原固定于 ELISA 板上，然后用酶标抗体直检测抗原。

相较于其它类型的 ELISA 实验，直接 ELISA 实验步骤少，检测速度快，不需要用到二抗，避免了交叉反应，测定结果不容易出错。但是由于直接 ELISA

的抗原不是特异性固定的，样本中的靶蛋白及其他杂质蛋白都会与 ELISA 板结合，实验背景会比较高。而且直接 ELISA 每种靶蛋白都需要准备能够

与其特异性结合的一抗，实验不太灵活。另外由于没有使用二抗，信号没有被放大，降低了测定的灵敏度。

2.间接 ELISA

先将抗原结合到 ELISA 板上，随后分两步进行检测：首先加入检测抗体与抗原特异性结合，随后加入酶标二抗检测并利用底物显色。

与直接 ELISA 相比，间接 ELISA 用到酶标二抗，具有更高的灵敏度，也需要更少的标记抗体，更经济。间接 ELISA 还提供了更大的灵活性，因为不

同的一抗能够与单一标记的二抗一同使用。间接 ELISA 实验的缺点是存在交叉反应的可能性（酶标二抗直接与抗原结合），可能会增加背景，同时

与直接 ELISA 相比，间接 ELISA 实验多了二抗孵育的步骤，实验周期延长。

3.夹心 ELISA

先将捕获抗体固定于 ELISA 板孔中，然后加入样品，接着加入检测抗体。如果检测抗体是酶标抗体，则可称为直接夹心 ELISA；如果检测抗体不带

有标记，则还需要使用酶标二抗与检测抗体结合，这种称为间接夹心 ELISA。

夹心 ELISA 的灵敏度高，它比直接或间接 ELISA 敏感 2-5 倍；同时夹心 ELISA 使用两种特异性抗体与抗原结合，拥有很高的特异性。另外夹心 ELISA

能够通过直接或间接的方式进行检测，灵活性较高。夹心 ELISA 的缺点是对配对抗体要求很高，如果没有标准化的试剂盒或者已经通过测试的配对

抗体，则需要进行配对抗体定制并进行优化，因为降低捕获抗体与检测抗体之间的交叉反应是非常重要的。

4.竞争 ELISA 法

预先将抗原包被在固相载体上，并加入酶标记的特异性抗体。实验时，加入待检抗原（或抗体），如果待检物是抗原，则待检抗原与预先包被在固

相载体上的抗原竞争结合酶标抗体；如果待检测物是抗体，则待检抗体就与系统中原有的酶标抗体竞争结合包被在固相载体上的抗原。通过洗涤洗

掉被竞争结合的酶标抗体，最后加底物显色。需要注意的是显色结果与待检抗原（或抗体）的量成反比。

竞争 ELISA 相对以上介绍的三种方法更复杂一些，但以上三种 ELISA 类型都适用于竞争 ELISA 的形式。其主要优点在于可检测不纯的样品，且数据

再现性高，但存在整体敏感性和专一性较差的问题。

ELISA 常见问题与解决方法

1. 阴性对照出现阳性结果

① 样品、试剂被污染，或加样时操作不当导致相邻孔之间溶液溅洒出现交叉污染——更换试剂，小心操作。

② 酶标板洗涤不彻底——洗板前先将抗体溶液倒干净，然后清洗液倒满板孔，确保能充分洗涤。

③ 抗体量过多导致非特异性结合——根据说明书的推荐量使用抗体，稀释抗体到适当浓度。

2．酶标板整体背景高

① 抗体非特异性结合——应确保板孔进行了封闭并且使用的是恰当的封闭液以防止非特异性结合。

② 底物结合浓度过高——对底物进行适当稀释。

③ 反应时间过长——当酶标板显色足够进行吸光度读数时立即使用终止液终止反应，适当缩短显色时间。

④ 底物溶液污染——正常底物溶液应是澄清透明的，若出现黄色或其他颜色表明受到污染，应更换新的底物溶液。

⑤ 底物孵育过程没有避光——底物孵育应在避光条件下进行。

3. 复孔之间重复性差

① 样品数量不整齐，加样时间有长有短——加重复孔时尽量保持加样时间与第一次接近。

② 加样量不一致——样品稀释前应充分混匀，并且使用同一移液枪。

③ 洗涤条件、操作人员不一致——重复测定样品时，操作条件、人员应尽可能与上次保持一致。

4. 吸光值偏高或偏低

① 样品中待测抗原含量太低会导致测定结果偏低——可尝试增加样品使用量。

② 加入抗体量不合适会造成结果偏低或偏高——使用建议抗体量或为了使结果更好尽可能调整抗体的最适用量。



③ 孵育时间太短导致检测结果偏低——适当延长抗体或抗原的孵育时间，确保待测样品与检测抗体能充分结合。

④ 孵育温度不适合——应保证抗体在最适宜条件下进行孵育（一般 37℃孵育 1h）。


