
产品货号: PA00074
规格: 5/10�plates
⽤途: 此试剂盒⽤于开发定量检测天然样本和重组样本中⼈、⼩⿏、⼤⿏�PIP5K1A浓度的双抗夹⼼试剂盒
说明: 此试剂盒包含⾜够的材料，在满⾜按说明书叙述⽅法稀释试剂、按说明书要求操作分析、

使⽤说明书推荐的耗材及试剂的条件下，可以在⾄少5个或10个96孔板上完成ELISA实验
技术提⽰: 采⽤⾼品质的⽜⾎清⽩蛋⽩是保证实验质量的关键

可添加适量动物⾎清来对样本稀释液进⾏优化

⼈、⼩⿏、⼤⿏�PIP5K1A双抗夹⼼ELISA抗体对试剂盒
请在实验前仔细阅读本说明书

本产品仅⽤于科学研究，不适⽤于临床诊断.
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96孔板: ⾦灿华或赛普
封板膜
PBS�:  137�mM�NaCl,�2.7�mM�KCl,�8�mM�Na2HPO4,�2�mM�KH2PO4,�pH�7.2-7.4,�0.2�μm�filtered
CBS�:  15�mM�Na2CO3,�34�mM�NaHCO3,�pH�9.6,�0.2�μm�filtered�（货号：PR10006）
洗涤液�: 0.05%�Tween®�20�in�PBS,�pH�7.2-7.4（货号：PR10007）
通⽤稀释液�: 0.05%�Tween®�20,�1%�BSA�in�PBS,�pH�7.2-7.4,�0.2�μm�filtered�（货号：PR10008）

终⽌液: 2�M�H2SO4�（货号：PR10009）

其他所需实验器材

显⾊底物TMB�（货号：PK10004）

以上材料推荐辅助试剂盒（货号：PK10029）包含：包被液、洗涤液、通⽤稀释液、双组分TMB显⾊底物、终⽌液、板
贴、96孔板。也可根据货号单独购买。
试剂盒组分及储存
将未开封试剂盒储存在-20℃，请勿使⽤已过期试剂盒
中⽂名称 规格(5�plates) 规格(10�plates) 配制及储存
PIP5K1A捕获抗体浓缩液(500×)�** 130�μL/⽀ 250�μL/⽀ 具体配制及储存⽅法

请参照C�of�APIP5K1A检测抗体浓缩液(500×)�** 130�μL/⽀ 250�μL/⽀
PIP5K1A标准品�-�冻⼲粉状�* 200�ng/瓶 200�ng/瓶�x�2
HRP标记⼆抗浓缩液(500×)�** 130�μL/⽀ 250�μL/⽀
*�使⽤通⽤稀释液对标准品进⾏复溶，复溶过程避免产⽣⽓泡；复溶后分装成数管冻存于-80℃⾄-20℃，避免反复冻融
**�开盖前请离⼼

实验注意事项
避免⽪肤接触终⽌液以及TMB�显⾊液；
在实验过程中，注意穿戴个⼈防护装备，如实验服，⼿套，⼝罩和护⽬镜；
请勿将不同批次的试剂进⾏混⽤，过期产品请勿使⽤；
在使⽤⾃动洗板机时，板孔加⼊洗涤液之后，设置30秒的浸泡程序，以提⾼分析的精确度。
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试剂准备
兔抗⼈PIP5K1A捕获抗体(1×):
开盖前瞬时离⼼，按1:500⽐例进⾏稀释，稀释前根据预先计算实验所需的总量配制(100�μL/孔)，实际配制时应多配制1-2�mL。如
24�μL捕获抗体浓缩液(500×)加12�mLCBS稀释液进⾏配制，轻轻混匀。
⼩⿏抗⼈PIP5K1A检测抗体(1×):
开盖前瞬时离⼼，按1:500⽐例进⾏稀释，稀释前根据预先计算实验所需的总量配制(100�μL/孔)，实际配制时应多配制1-2�mL。如
24�μL检测抗体浓缩液(500×)加12�mL通⽤稀释液进⾏配制，轻轻混匀。
HRP标记⼆抗(1×):
开盖前瞬时离⼼，按1:500⽐例进⾏稀释，稀释前根据预先计算实验所需的总量配制(100�μL/孔)，实际配制时应多配制1-2�mL。如
24�μLHRP标记⼆抗浓缩液(500×)加12�mL通⽤稀释液进⾏配制，轻轻混匀。
PIP5K1A标准品:
使⽤1�mL通⽤稀释液复溶标准品并稀释⾄2000�pg/mL，⽤通⽤稀释液2倍梯度稀释，具体操作如下：

实验步骤
实验前，需要将所需试剂在室温平衡20-30�min(抗体浓缩液、HRP标记⼆抗浓缩液不需要平衡室温，即⽤即取)；在进⾏
标准品、样本以及不同试剂加样时，更换枪头，避免接触微孔板的内表⾯，不同的试剂，使⽤不同的加样槽。
1�包被：每孔加100�µL捕获抗体(1×)(参照试剂准备部分)⾄96孔板中，盖上覆膜，4℃孵育过夜。
2�封闭：
1）揭开封板膜(动作轻柔，避免动作过⼤导致液体溢出串孔)，弃液体，拍⼲；
2）每孔加⼊200�uL通⽤稀释液，盖上覆膜，37℃孵育2�h；
3�洗涤：
1）揭开封板膜(动作轻柔，避免动作过⼤导致液体溢出串孔)，弃液体，拍⼲；
2）洗涤液洗涤板条，每孔350-400�µL，洗涤后，甩掉液体拍⼲板条，重复此步骤4次，避免异物进⼊板孔以及板条⼲燥；
4�加样：分别设零孔、标准孔、待测样本孔。零孔加样本稀释液100�µL，余孔分别加梯度稀释的标准品或待测样本100�µL/孔，注意
不要产⽣⽓泡(建议标准品和样本都做复孔，尽量避免实验误差，确保上样不间断，5-10�min完成加样)，酶标板盖上覆膜，37℃孵
育2�h；
5�重复步骤3；
6�每孔加100�µL�检测抗体(1×)(参照试剂准备部分)，盖上封板膜，37℃孵育1�h；
7�重复步骤3；
8�每孔加100�µL�HRP标记⼆抗(1×)(参照试剂准备部分)，盖上封板膜，37℃孵育40�min；
9�重复步骤3；
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参考标曲图 特异性
本试剂盒特异性识别天然和重组⼈、⼩⿏、⼤⿏PIP5K1A

标准曲线不佳
⽤于配制稀释液的BSA纯度不佳
标准品储存不当或配制不准确
洗板不完全或加样量不准确
孵育时间或温度不准确

重复性不好
洗板不完全或加样量不准确
试剂混合不均匀

显⾊低或不显⾊
⽤于配制稀释液的BSA纯度不佳
孵育时间或温度不准确
底物加⼊量不⾜

10�显⾊：每孔加TMB显⾊液100�µL，37℃避光显⾊�15-20�min(如果颜⾊偏浅，可适当延⻓显⾊时间，不超过30�min；保持显⾊底
物始终处于避光状态，显⾊底物在加样前应是⽆⾊透明，如有变⾊，请勿使⽤)；
11�终⽌：每孔加终⽌液100�µL，蓝⾊变⻩⾊。终⽌液与TMB显⾊液的加样顺序⼀致；(注意：眼睛和⽪肤避免接触终⽌液)
12�读数：以630�nm为校正波⻓，⽤酶标仪在450�nm波⻓测量各孔的光密度(OD值)。加⼊终⽌液后5�min内进⾏读数，若⽆630�nm
波⻓，也可直接使⽤450�nm波⻓读数；
13�数据分析：每个标准品和样本的OD值需减去零孔的OD值，设置复孔，取其平均值。以标准品的浓度为横坐标，OD值为纵坐标，
使⽤专业软件(如Origin、ELISACalc等)进⾏四参数拟合(4-PL)，根据样本的OD值由标准曲线推算出拟合浓度，乘以稀释倍数得到样
本的实测浓度。

实验参数

常⻅问题分析
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