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一步法人乳铁传递蛋白(LTF)酶联免疫吸附检测试剂盒

货号：ELK065ES

（本试剂盒仅供体外研究使用，不用于临床诊断）

灵敏度：2.85 ng/mL

检测范围：3.13-200 ng/mL

特异性：可检测重组或天然的人 LTF，且不与其它相关蛋白交叉反应

试剂盒组成

中文名称 英文名称
规格

保存条件
48T 96T

酶标板（可拆） Pre-coated Microplate
6 条 x
8 孔

12 条 x
8 孔

4°C/-20°C

标准品酶标板 Standard Microplate 2 条 x
8 孔

2 条 x 8
孔

4°C/-20°C

标准品&样品稀释液 Standard/Sample Diluent Buffer 12 mL 2̀
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特别说明

1. 打开包装后请及时检查所有物品是否齐全完整。所有试剂的批号见标签。

2. *试剂盒拆封后，标准品酶标板放置在-20°C，其他试剂可 4°C 保存 1 周，如果 1 周内未用完，

请将剩余酶标板，标准品酶标板，浓缩 HRP 偶联抗体放置在-20°C 保存，其他试剂 4°C 保存，

并在 6 个月内用完。

*若试剂盒未拆封：4°C（短时间存放，6 个月内有效）；-20°C（长时间存放，1 年内有效）；

避免反复冻融，过期后请勿使用。

3. 如果试剂盒整盒保存在-20°C，请在实验前一天晚上将试剂盒放置在 4°C。

4. 浓缩洗涤液低温保存会有盐析出，稀释时可在水浴中加温助溶。

5. 刚开启的酶标板孔中可能会含有少许水样物质，此为正常现象，不会对实验结果造成任何影响。

6. 所有试剂盒组件都经过了配方和质量控制测试，以成功地作为一个试剂盒发挥作用。不要混合

或替代其他试剂盒的试剂或材料，如果单独使用或替换，性能无法保证。

实验所需自备物品

1. 标准规格酶标仪（含波长 450 nm）

2. 高速离心机

3. 电热恒温箱

4. 涡旋振荡器、微孔板振荡器

5. 高精度移液器，EP 管及一次性吸头（0.5-10 μL、2-20 μL、20-200 μL、200-1000 μL）

6. 双蒸水或去离子水，容量瓶，吸水纸等。

安全事项

1. 本试剂盒仅供实验室研究和开发使用，不用于人类或动物。

2. 试剂应按危险物质处理，应小心处理并妥善处置。

3. 应始终佩戴手套、实验服和防护眼镜，避免皮肤和眼睛接触终止液和 TMB。如不慎接触，请用

水彻底清洗。
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检测原理

本试剂盒采用夹心法原理。将特异性抗人 LTF 抗体包被于 96 孔微孔板中，并将配制好的人 LTF

标准品采用蛋白相关技术预先置于包被好的酶标板中，加入标准品&样品稀释液溶解酶标板中标准

品蛋白，样本孔中加入样本，使标准品中的人 LTF 蛋白或样本中的人 LTF 蛋白与固相于微孔板上

的抗人 LTF 抗体结合，然后加入 HRP 偶联的抗人 LTF 抗体，将未结合的蛋白及 HRP 偶联抗体彻底

洗净后，加入 TMB 底物显色。TMB 在过氧化物酶催化下转化成蓝色，并在酸的作用下转化成最终

的黄色。颜色的深浅和样本中的人 LTF 蛋白浓度呈正相关。用酶标仪在 450 nm 波长下测定吸光度

(OD 值)，通过绘制标准曲线计算出样品浓度。
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样本收集准备及保存

1. 血清：全血样品于室温放置 2 小时或 4°C 过夜后于 1000×g 离心 20 分钟，取上清即可检测。收

集血液的试管应为一次性的无热源，无内毒素试管。存放-20°C 或-80°C 保存，应避免反复冻融。

2. 血浆：样品在采集后的 30 分钟内于 2-8°C、1000×g 离心 15 分钟，取上清即可检测。抗凝剂推

荐使用 EDTA-Na2，避免使用溶血，高血脂样品。存放-20°C 或-80°C 保存，应避免反复冻融。

3. 组织匀浆：取适量组织块，于预冷的 PBS（0.01M，pH7.0-7.2）中清洗去除血液（匀浆中裂解

的红细胞会影响测量结果），称重后将组织剪碎，然后与对应体积的 PBS（一般按照 1:9 的质

量体积比，具体体积可根据实验需要适当调整，并做好记录，推荐在 PBS 中加入蛋白酶抑制剂）

加入玻璃匀浆器中，于冰上充分研磨；为了进一步裂解组织细胞，可对匀浆液进行超声破碎或

反复冻融处理（超声破碎过程中注意冰浴降温，反复冻融法可重复 2 次）。最后将制备好的匀

浆液于 5000×g 离心 5-10 分钟，取上清即可检测。

4. 细胞培养上清：取细胞上清于1000×g离心20分钟，除去杂质及细胞碎片。取上清即可检测，置

于-20°C或-80°C保存，但应避免反复冻融。

5. 尿液：请收集清晨第一次尿液（中段尿），或 24小时尿液，2000×g 离心 15 分钟后收集上清，

并将样本保存 于-20°C，且应避免反复冻融。

6. 唾液：用唾液样本采集管收集样本，然后于 2-8°C, 1000×g 离心 15 分钟，取上清即可检测，

或分装后于-20°C 保存。避免反复冻融。

7. 其它生物样品：请 1000×g 离心 20 分钟，取上清即可检测。

样本稀释建议

正常人血清、血浆样本推荐 1:5-1:40 测试。



Tel:027-59760950 http://www.elkbiotech.cn5

注意事项

1. 样品应清澈透明，悬浮物应离心去除，样品溶血会影响结果，故不宜使用溶血样本。

2. 样品收集后若在1周内进行检测可保存于4°C，若不能及时检测，请按一次使用量分装，冻存于

-20°C（1个月内检测），或-80°C（3-6月内检测），避免反复冻融。实验之前请将样本置于室温。

3. 如果您的样品中检测物浓度高于标准品最高值，请根据实际情况，做适当倍数稀释（建议先做

预实验，以确定稀释倍数）。
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操作概要

1. 1.试剂盒和样本室温平衡后，标准品孔每孔只需要加入标准品&

样品稀释液 50 μL，样品孔加入样品 50 μL, 立即加入 50 μL 稀

释好的 HRP 酶标抗体工作液，37℃振荡孵育 60 分钟。

2. 弃去酶标板中的液体，每孔加入 200 μL 洗涤缓冲液，洗涤 5 次。

拍干后，每孔加入 90 μL TMB，37℃孵育 15min。

3. 每孔加入 50 μL 终止液，450 nm 立即读数，计算结果。
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检测前准备工作

1. 请提前 30 分钟从冰箱中取出试剂盒，平衡至室温。

2. 用双蒸水将 25×浓缩洗涤液稀释成 1×工作液，未用完的放回 4°C。

3. 样本按照预实验或者样本稀释建议用标准品&样品稀释液进行稀释。

4. HRP偶联抗体工作液：实验前计算当次实验所需用量（按50 μL/孔计，实际配置时应多配置50-100

μL），用酶结合物稀释液稀释浓缩HRP偶联抗体（1:100）成工作浓度，半小时内使用。稀释原

则即取1 μL浓缩HRP偶联抗体加到99 μL酶结合物稀释液中，混匀。

5. TMB 底物——用移液器吸取所需剂量的溶液，不要将残留溶液再次倒回试剂瓶。
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注意事项

1. 试剂盒使用前请确定所有组分是溶解并混匀的状态。

2. 酶标板孔内含有白色固体物质为标准品板条，未用完的标准品板条重新封口，放置于-20℃，

尽快使用。标准品板条尽量正置，开盖时检查塞子上是否有固体，固体需要用移液器移入相应

的孔内。

3. 若加稀释液溶解后酶标板壁上有白色蛋白固体未溶解需用移液器取孔中的稀释液冲洗溶解完

全。

4. 蛋白和 HRP 偶联抗体孵育时需要振板，未振板会使读值整体下降，振幅以不超过孔的一半高度

为宜，振荡幅度太大会使背景升高。

5. 浓缩 HRP 偶联抗体，体积较小，运输过程中可能会分散在管子各部位，使用前请 1000×g 离心

1 分钟，以使管壁或瓶盖的液体沉积到管底。取用前用移液器小心吹打 4-5 次使溶液混匀。请

根据所需用量配置成工作液，并使用相应的稀释液配置，不能混淆。

6. 从冰箱中取出的浓缩洗涤液可能有结晶，此为正常现象，可水浴或者培养箱中使结晶完全溶解

后再配置洗涤液（加热温度不要超过 40°C）。使用时洗涤液应为室温。

7. 首先在所需要的标准品孔中加入标准品&样品稀释液溶解标准品，再加样，加样需迅速，每次

加样最好控制在 10 分钟以内，为了保证实验准确性，建议使用复孔。当移液试剂时，从一个

孔到另一个孔保持一致的添加顺序， 这将确保所有孔的孵化时间相同。

8. 洗涤过程中反应孔中残留的洗涤液应在吸水纸上拍干，勿将滤纸直接放入反应孔中吸水。在读

数前要注意清除底部残留的液体和手指印，以免影响酶标仪读数。

9. 显色剂 TMB 在储存和使用过程中应避免强光直接照射。加入底物后，注意观察反应孔中颜色

变化，如果梯度已经明显请提前终止反应，避免颜色过深影响酶标仪读数。

10. 实验过程中使用的试管及试剂均为一次性，严禁重复使用，否则将影响实验结果。

11. 实验过程中请穿着实验服并带乳胶手套做好防护工作，特别是检测血液或者其它体液样品时，

请按国家生物实验室安全防护条例执行。

12. 不同批号的试剂盒组分不能混用（洗涤液和反应终止液除外）。

13. 试剂盒内酶标条为可拆板，请根据实验需求分批使用。
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实验前准备

1. 使用前将所有材料和制备的试剂平衡至室温。 使用前，充分混合所有试剂，注意不要产生任

何泡沫。

2. 用户应计算整个试验中可能使用的样品数量。请提前预留足够的样品。

3. 测定前请预估浓度。如果这些值不在标准曲线范围内，用户必须确定其特定实验的最佳样品稀

释度。

操作步骤

1. 实验开始前，各试剂均应平衡至室温，提前配置好所有试剂。试剂或样品稀释时，均需混匀，

混匀时尽量避免起泡。如果样品浓度过高，用样品稀释液进行稀释，以使样品符合试剂盒的检

测范围。

2. 将标准品酶标板放置在酶标板框中，每孔加入 50 μL 标准品&样品稀释液，样品孔中加入待测样

品 50 μL（样品需要稀释的，稀释方法请参照样品稀释建议），注意不要有气泡，加样时将样

品加于酶标板孔底部，尽量不触及孔壁，然后每孔立即加入 HRP 偶联抗体工作液 50 μL，加检

抗时不接触已有液体，酶标板贴上覆膜，微孔板振荡器上 500 转/分钟振荡（其他水平振荡器

需要自行调整转速，保证每孔溶液不超过酶标板一半且能混匀即可），37°C 孵育 60 分钟。

3. 弃去孔内液体，洗板 5 次。每孔用 200μL 的洗涤液洗涤，浸泡 1-2 分钟，甩掉酶标板内的液体

（或用洗板机进行洗板）。最后一次洗涤完成后，在吸水纸上将酶标板拍干。

4. 每孔加入 TMB 显色底物溶液 90 μL，37°C 避光孵育 15 分钟（可根据实际显色情况酌情缩短或

延长，但不可超过 30 分钟）。

5. 每孔加入终止液 50 μL，终止反应（此时蓝色立转黄色）。终止液的加入顺序应尽量与显色剂

的加入顺序相同。为了保证实验结果的准确性，底物反应时间到后应尽快加入终止液。

6. 立即用酶标仪在 450 nm 波长的情况下测量各孔的光密度值（OD 值）。仪器使用前应预热，并

设置好检测程序。
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结果计算

1. 每个标准品和样品的 OD 值应减去空白孔的 OD 值。如设置复孔，则应取平均值计算。

2. 为了便于计算，尽管浓度为自变量而 OD 值为因变量，我们绘图时仍采用标准品的 OD 值作为

横坐标（X 轴），标准品的浓度为纵坐标（Y 轴）。同时为了试验结果的直观性，图中提供的

是原始数据而非对数值。由于实验操作条件的不同（如操作者、移液技术、洗板技术和温度条

件等），标准曲线的 OD 值会有所差异。所提供的标准曲线仅供参考，实验者需要根据自已的

实验建立标准曲线。用过样品的 OD 值可在标准曲线上计算出样品浓度，再乘以稀释倍数，即

为样品的实际浓度。推荐使用专业的曲线绘制软件，如 curve expert。

Concentration (ng/mL) OD Corrected OD
200 2.126 2.042
100 1.641 1.557
50 1.235 1.151
25 0.883 0.799
12.5 0.596 0.512
6.25 0.342 0.258
3.13 0.252 0.168
0 0.084 0.000

注:此图仅供参考
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 精密度

板内精密度(测定内的精密度):CV%<8%

三个已知浓度的样品分别在 1 个酶标板上测试 20 次，以评估分析板内精密度。

板间精密度(测定板间间精密度):CV%<10%

三个已知浓度的样品分别在 3 个不同的酶标板上测试 40 次，以评估分析板件的精密度。

 回收率

分别往不同样本中添加已知浓度的人 LTF，做回收率实验，得出回收率范围和平均回收率

样本类型 回收率范围 平均回收率

血清(n=5) 83-98% 90%

EDTA 血浆(n=5) 81-95% 88%

heparin 血浆(n=5) 88-102% 95%

 线性

将添加有人 LTF 的样本分别稀释 2 倍，4 倍，8 倍，16 倍做回收实验，得出回收率范围

样本类型 1:2 1:4 1:8 1:16

血清(n=5) 95-106% 89-102% 87-98% 85-92%

EDTA 血浆(n=5) 83-96% 86-95% 90-102% 87-98%

heparin 血浆(n=5) 95-104% 93-102% 79-94% 87-98%

 样本值

应用本试剂盒，检测 8 份健康人的 Serum 样本。

样本类型 检测样本数量 浓度范围 可测样本平均浓

度

可测百分率

Serum 8 171-2850 ng/mL 1405.4 ng/mL 100%

注意: 此样本值范围非生理值范围。样本的浓度范围因种属、样本制备以及检测人员、设备的不同

而有所不同。以上数据仅供参考。
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ELISA 实验室常见问题及原因分析

高背景/非特异性染色

结果描述 可能的原因 建议及预防措施

终止后,整板结果显现

均一的黄色或淡色;或

标曲有线性但背景过高

整版发黄现象可能由于

错加其他试剂造成

实验前检查试剂的组分及批号,确

认所有组分均属于对应的试剂盒.

不同试剂盒或不同批号

未充分清洗酶标板

确保清洗过程中每个微孔所加入洗

涤液量一致.清洗完成后,将酶标板

用力按压在吸水纸上,以除去残余

的缓冲液.

孵育时间过长 请严格按照说明书步骤操作

酶标记物污染了吸头及

盛放显色剂容器或阳性

对照污染了微孔

吸取不同的试剂时应更换吸头,配

置不同的试剂组分时,应使用不同

的储存器皿,操作时请使用移液器

HRP 酶标抗体浓度过高
检查浓度计算是否正确或进一步稀

释后再使用

底物在使用前曝光或污

染
加入底物前,应始终避光保存

振荡幅度太大或酶标板

未放平

尽可能使用微孔板振荡器及推荐的

转速。若必须用其他振荡器则降低

酶标板振幅以不超过孔的一半为

宜。确保平放酶标板。

显色时间过长 请严格按照说明书步骤操作

读取了吸光值时使用了

错误的滤光片

TMB 为底物时应在 450nm 波长读取

吸光值,并以 650nm 作为校正波长

白板

结果描述 可能的原因 建议及预防措施

显色步骤结束后,酶标板

所有孔均无颜色;阳性对

照不明显

组分试剂混淆使用 配制或使用时应看清楚标签

洗版及加样过程中,酶标

物受污染失活失去催化

显色剂显色的能力

确认盛酶标的容器不含酶抑制剂

(如 NaN3 等),确认配制洗液的容器

已洗干净.

遗漏了某种试剂或某个

步骤

详细审阅说明书,并严格遵循操作

步骤
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标准曲线不佳/重复性不好

结果描述 可能的原因 建议及预防措施

重复性差

标准品孔蛋白未完全溶

解

检查是否有白色固体蛋白黏附在孔

壁未溶解，用移液器吸取该孔稀释

液冲洗溶解完全。

试剂盒储存方法不当或

储存环境太差

请在说明书推荐的条件下保存,不

要将重悬后的组分在室温放置时间

过长

过早稀释各工作组分
各工作组分请在使用前 10 分钟配

置,并立即加入到微孔中

样本加入后未混匀

针对同时加入多种试剂组分,加样

后在混匀器上充分混匀,注意稳拿

稳放,防止外溅

酶标仪测定重复性差 校准酶标仪

孵育时间、洗涤条件、显

色条件、操作人员不一致

重复测定样本,反应条件、人员等尽

可能与上次保持一致

洗涤不正确

移液器准确加入 200µl/孔洗涤液或

注满各孔,但不要溢出.洗板机洗板

时不应有堵孔,洗涤应充分

孵育温度恒温效果不好
保持温度恒定,避免局部温度过高

过低

加液时,过多残留于孔壁

上

加液时,吸头在不碰到孔底的前提

下尽量沿着孔壁下方加液

耗材重复使用

吸取不同的试剂时应更换吸头,配

置不同的试剂组分时,应使用不同

的储液器皿

微孔底部被划伤或者存

在污垢

操作时细心,注意不要触碰底部擦

拭酶标板底部,以去除污垢或者指

纹

阈值附近时阴时阳
同一样品做 3 个复孔,以 2 个(含 2

个以上相同结果为准)

加样时交叉污染 加样本时尽量避免交叉污染
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结果描述 可能的原因 建议及预防措施

出现随机性的花板、跳孔

现象

手工洗板造成的交叉污

染

手工洗板时前 3 次注洗液后应立即

弃去,后几次再设定浸泡时间,可以

减少交叉污染

拍板时交叉污染

拍板时用合适的吸水纸巾,不要把

无关物质拍进板孔,并尽量不要在

同一位置拍,以免交叉污染

洗板机加液头堵塞导致

加液不满或吸液残留量

较大,造成花板、跳孔

疏通加液头,使洗板时每孔均注满

洗液,吸液时残留量要小

样本离心处理不全,致使

反应孔内发生凝血现象

或存在沉淀物或残留细

胞成分干扰

血清血浆应充分离心,3000rpm 6min

以上

样品放置时间过长,污染
样品应保持新鲜,或低温保存,防止

污染

洗涤液配制有误或直接

误用浓缩洗涤液
请按说明书配置
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声明

1. 该试剂盒可能不适用于一些实验本身有效性不确定的特殊实验样品的检测,例如,基因敲除实验

等.某些天然蛋白或者重组蛋白,包括原核及真核重组蛋白,可能因为与本产品所使用的检测抗

体及捕获抗体不匹配,而不被检测出。

2. 本试剂盒未与其他厂家同类试剂盒或不同方法检测同一目的物的产品做对比,所以不排除检测

结果不一致的情况

3. 限于现有条件及科学技术水平，尚不能对所有原料进行全面的鉴定分析，本产品可能存在一定

的质量技术风险。

4. 最终的实验结果与试剂的有效性、实验者的相关操作以及当时的实验环境密切相关，请务必准

备充足的待测样品。

5. 为保证实验结果的准确性，请严格按照 ELK Biotechnology 的说明书操作，勿与其他公司试剂混

用。

6. 有效期：6 个月。

使用前请仔细阅读说明书并检查试剂组分！

如有任何问题，请通过以下方式联系我们：

技术部电话 027-59760950

电子邮箱 elkbio@elkbiotech.cn

QQ 客服 3424639572

网址 www.elkbiotech.cn


