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本试剂盒仅供体外研究使用，不用于临床诊断！

FineTest®

人鞘氨醇 1 磷酸(S1P)ELISA 试剂盒

Human S1P(Sphingosine 1 Phosphate) ELISA Kit

产品货号：EH2564

版本号: V4.0

包装规格：48T/96T

请勿将不同货号、不同批次号的试剂混用，否则试剂盒将无法正常工作

使用前请仔细阅读说明书。如果有任何问题，可通过以下方式联系我们：

销售部电话 027-86697005

技术部电话 18064071591（ELISA 售后）

技术部电话 18107218793（ELISA 售前）

电 子 邮 箱 sales2@fn-test.com

网 址 https://www.fn-test.cn/

复购时请提供产品批号(见试剂盒标签)，以便我们更高效地为您服务。

具体保质期请见试剂盒外包装标签。请在保质期内使用试剂盒。

如有更大包装需求可定制。

武汉菲恩生物科技有限公司.

湖北省武汉市东湖新技术开发区高新二路 388 号武汉光谷国际生物医药企业加速器 1.2 期 C22 栋一层、二层(430206)
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技术支持相关文件

文件

名称
样品制备指南 ELISA 实验操作流程 ELISA 实验手工洗板

TMB 显色精准控

制

标曲和浓度计算软

件

CurveExpert1.4(含
使用教程)

网址

https://www.fn-
test.cn/protocols/special-
sample-processing-in-

elisa-kits/

https://www.fn-
test.cn/videos/video-
of-competitive-elisa-

kit-operation/

https://www.fn-
test.cn/videos/elisa-
experiment-how-to-
hand-wash-plate-
operation-video/

http://www.fn-
test.cn/knowledge-
share/tmb-color-
rendering-precise-

control/

https://www.fn-
test.cn/knowledge-

share/elisa-
standard-curve-

draw/

二维

码

性能介绍

用途 用于体外定量检测血清，血浆，细胞培养上清或其它生物样品中的 S1P。

适用种属 Human 实验方法 竞争法

检测范围 3.125-200ng/ml 灵敏度 1.875ng/ml

检测时长 2 小时(不含平衡和样品准备时间)

单孔样品最大用量
血清：25ul；血浆：25ul；细胞培养上清：50ul；细胞裂解液或组织裂解液: 50ul；其它液体样品：

50ul

特异性 特异性和 S1P 结合，与其它类似物无明显交叉反应

储存条件 未启封试剂盒 2-8°C(严禁冻存)，有效期见盒面标签

背景简介

S1P

鞘氨醇-1-磷酸 (S1P)，一种源自鞘氨醇的磷酸化脂质信号分子。S1P 结合可以触发各种下游信号通路的激活和/或抑制，具

体因情况而定。S1P 下游确定的通路包括 PI3K/Akt、PLC、Ras/MAPK 和 PKA。S1P 信号转导通路在正常发育过程中的许多

基本细胞功能中发挥重要作用，包括趋化性、血管完整性和免疫细胞外移，但也可能导致多种病理状况，包括动脉粥样硬

化、多发性硬化和肿瘤发生。
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检测原理

本试剂盒采用竞争 ELISA 检测法，实验时长 2 小时。试剂盒中提供的微孔板已预先包被 S1P。样品或标准品中的待测

S1P 会与预先包被于酶标板的 S1P，竞争结合固定量的生物素标记的抗 S1P 的抗体。游离的成分被洗去。加入 HRP-链霉亲

和素(SABC)，生物素与链霉亲和素特异性结合，形成免疫复合物。洗去未结合的偶联物，加入 TMB 显色底物，TMB 在辣

根过氧化物酶(HRP)的催化下呈现蓝色，加反应终止液后变成黄色。用酶标仪在 450 nm 波长测 OD 值。使用曲线方程软件，

将样品的 OD450 值与标准曲线进行比对，确定样品中 S1P 的浓度。目的物质的浓度与 OD450 值之间呈反比。

各组件及开启后保存条件

未启封的试剂盒，请保存在 2-8°C。开启后，保存条件见如下表格所示：

组件 名称 规格(48T) 规格(96T) 开启后保存条件

E001
Elisa 酶标板(可拆卸)

ELISA Microplate(Dismountable)
8 孔×6 条 8 孔×12 条

将未使用的孔放入拉链铝箔袋中，并加

入干燥剂，密封保存。可在 2-8°C 保存 1
个月；在-20°C 保存 6 个月。

E002
冻干标准品

Lyophilized Standard
1 支 2 支

将未使用的标准品和浓缩生物素-抗体

(冻干品)放入干燥剂包中。可在 2-8°C 保存

1 个月；在-20°C 保存 6 个月。
E003

浓缩生物素-抗体（冻干品）

Biotin-labeled Antibody
1 支 1 支

E034
浓缩 HRP-链霉亲和素 100X

HRP-Streptavidin Conjugate(SABC)
1 支 60ul 1 支 120ul

2-8°C (避光)

E024
TMB 显色底物

TMB Substrate
1 瓶 5ml 1 瓶 10ml

E005
纯化水

Purified water
200ul 200ul

2-8°C

E039
样品稀释液

Sample Dilution Buffer
1 瓶 10ml 1 瓶 20ml

E040
抗体稀释液

Antibody Dilution Buffer
1 瓶 5ml 1 瓶 10ml

E049
SABC 稀释液

SABC Dilution Buffer
1 瓶 5ml 1 瓶 10ml

E026
反应终止液

Stop Solution
1 瓶 5ml 1 瓶 10ml

E038
浓缩洗涤液 25X

Wash Buffer 25X
1 瓶 15ml 1 瓶 30ml

E006 覆膜 3 张 5 张

E007 说明书 1 份 1 份

注意：试剂瓶内提供的液体试剂体积比标签标明的稍多。请使用移液器精确量取并做相应比例稀释。
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所需器材和试剂

1、 酶标仪(波长 450nm 滤光片)

2、 37°C 恒温箱(不推荐使用细胞用 CO2 培养箱)

3、 自动洗板机或多道移液器/5ml 滴管(手工洗板用)

4、 精密的单道(0.5-10μL, 5-50μL, 20-200μL, 200-1000μL)和多通道移液器(移液器使用前需校准)。

5、 无菌的 EP 管及一次性吸头

6、 吸水纸及加样槽

7、 去离子水或蒸馏水

样品采集及保存

以下样品处理步骤为精简操作，详细内容请查看第二页样品制备指南网址或二维码。

1、血清

全血样本室温放置 2 小时或 2-8°C 过夜。1000×g 离心 20 分钟，取上清。可立即检测，或按一次使用量分装冻存于-
20°C 或-80°C。

2、血浆

抗凝剂推荐使用 EDTA-Na2/K2，样品采集后 30 分钟内于 2-8°C，1000×g 离心 15 分钟，取上清。可立即检测，或按一

次使用量分装冻存于-20°C 或-80°C。其他抗凝剂的使用及选择请查看样品制备指南。

3、组织样本

组织样本一般制成组织匀浆，处理方法如下：

3.1、将目标组织置于冰上，用预冷的 PBS 缓冲液(0.01M，pH=7.4)洗涤去除残留的血液，称重后备用。

3.2、在冰上用裂解液研磨组织匀浆。加入裂解液的体积取决于组织的重量，一般情况每 1g 组织碎片使用 9ml 裂解液。

另外建议在裂解液中加入蛋白酶抑制剂，如 1mM PMSF。

3.3、可再利用超声破碎或反复冻融进一步处理(超声破碎过程中，需冰浴降温；反复冻融法可重复 2 次)。

3.4、将制备好的匀浆液于 5000×g 离心 5 分钟，留取上清即可检测。或按一次使用量分装冻存于-20°C 或-80°C。

3.5、根据实验需要，组织匀浆样本可先测定总蛋白浓度,以便于数据分析，推荐 BCA 法。一般调整总蛋白浓度至 1-
3mg/ml 用于 ELISA 检测。某些组织样本，如肝脏，肾脏，胰腺因含有较高浓度的内源性过氧物酶, 在样品浓度较高的

情况下会和显色底物反应，出现假阳性。可尝试使用 1%H2O2 灭活 15min 再检测。

注意：裂解液常用 PBS 缓冲液，或使用中等强度 RIPA 裂解液。使用 RIPA 裂解液时，PH 值需调整为

PH7.3，避免使用含 NP-40，Triton X-100 和 DTT 的组分，会严重抑制试剂盒工作。推荐使用

50mM Tris+0.9%NaCL+0.1% SDS,PH 7.3，可自行配制或联系我们购买。

4、细胞培养上清

收集上清液，2-8°C，2500rpm 离心 5min，收集澄清的细胞培养上清。立即用于检测，或按一次使用量分装于-80°C 冻

存备用。
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5、细胞裂解液

5.1、悬浮细胞的收集及裂解：2-8°C，2500rpm 离心 5min，收集细胞。再加入预冷的 PBS 轻轻混匀清洗，2-8°C，
2500rpm 离心 5min，收集细胞。加入 0.5-1ml 细胞裂解液及适量蛋白酶抑制剂(如 PMSF，工作浓度 1mmol/L)，置于冰

上，裂解 30min-1h , 或者配合超声波破碎。

5.2、贴壁细胞的收集及裂解：吸走上清液，加入预冷的 PBS 洗三次。加入 0.5-1ml 细胞裂解液及适量蛋白酶抑制剂(如
PMSF，工作浓度 1mmol/L)，用细胞刮轻轻刮下贴壁细胞。细胞悬液转入离心管中，置于冰上，裂解 30min-1h，或者

配合超声波破碎。

5.3、细胞裂解过程中可用枪头吹打或间断摇动离心管，使蛋白充分裂解, 出现黏糊状是 DNA，可以使用超声波破碎

DNA。(或用超声波 3-5mm 探头，功率 150-300W, 冰上超声处理样品，工作 1-2 秒，停止 30 秒， 3~5 个循环。)

5.4、裂解或超声破碎完成，2-8°C，10000rpm 离心 10min，上清移入 EP 管中，立即用于检测，或按一次使用量分装

于-80°C 冻存备用。

注意：注意事项同组织样本。

6、其他生物样本

2-8°C，1000×g 离心样品 20 分钟。收集上清液立即用于检测，或按 一次使用量分装于-80°C 冻存备用。

样本处理相关试剂推荐：100mM PMSF 蛋白酶抑制剂，货号 E051。FineTest Lysis Buffer(for ELISA)，货号：E050。

样品其它注意事项

1、 收集血液的试管应为一次性无内毒素试管。避免使用溶血，高血脂样品。

2、 样品最佳保存条件：2-8°C 保存应小于 5 天，-20°C 不应超过 6 个月，-80°C 不应超过 2 年，超过以上时间应保存在液

氮中。冻存的标本融化时，为了减少冰晶(0°C)对样品的破坏，应采用 15-25°C 水浴快速融化，融化后离心除去沉淀物，

混匀后用于检测。

3、 试剂盒检测范围不等同于样本中待测物的浓度范围。如果样品中待测物浓度过高或过低，请对样本做适当的稀释或浓

缩。

4、 若所检样本特殊，无参考数据，建议做预实验验证其有效性。

试剂盒使用注意事项

1、 使用不同的试剂盒时，需先做好标记，防止组分混用，导致实验失败。

2、 试剂盒开启后，酶标板和标准品的保存条件请参考组件保存条件表格(受潮后活性会下降)。如发生使用或保存不当

导致组件缺损，可申请购买配套组件(如 E002 冻干标准品)。

3、 请使用无菌一次性吸头吸取试剂，使用后，须旋紧试剂瓶盖，以防止微生物污染和蒸发。

4、 手工洗板时，加洗液的吸头或滴管，切勿接触酶标板孔。不充分的洗涤或污染容易造成假阳性和高背景。

5、 检测过程中，请提前准备好下一步实验所需试剂，洗板后及时将试剂加入板孔，防止板孔干燥，导致检测失效。

6、 在未经确认的情况下，请勿将其他批次试剂盒的试剂或其他来源的试剂用于本试剂盒。

7、 请勿重复使用一次性吸头，以免造成交叉污染。

8、 加样完成，贴覆膜以防孵育过程样品的蒸发，在推荐温度下完成孵育过程。

9、 试验中请穿实验服、戴口罩、手套等，做好防护工作。特别是检测血液或者其他体液样品时，请按国家生物试验室

安全防护条例执行。

https://www.fn-test.cn/product/e050/
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样品稀释方案推荐

以下表格为本试剂盒针对有限样本推荐的稀释比例，仅供参考。(ND 为未检出)

样本类型 推荐稀释比例 参考含量

Human serum(Healthy) 1/2-1/10 33-325ng/ml

Human plasma(Healthy) 1/2-1/10 28-284ng/ml

如果您的模型组样本需要其他稀释比例，请参考如下通用稀释方案(此方案为检测不设置复孔的稀释方案。需要设置复孔

时，请将样品及稀释液体积 x 复孔数)：

稀释 2 倍(1/2)：一步稀释。取 60ul 样品加入 60ul 样品稀释液中，轻轻混匀。

稀释 5 倍(1/5)：一步稀释。取 24ul 样品加入 96ul 样品稀释液中，轻轻混匀。

稀释 10 倍(1/10)：一步稀释。取 12ul 样品加入 108ul 样品稀释液中，轻轻混匀。

稀释 20 倍(1/20)：一步稀释。取 6ul 样品加入 114ul 样品稀释液中，轻轻混匀。

稀释 50 倍(1/50)：一步稀释。取 3ul 样品及 47ul 生理盐水(即 0.9%氯化钠)加入 100ul 样品稀释液中，轻轻混匀。

稀释 100 倍(1/100)：一步稀释。取 3ul 样品及 177ul 生理盐水加入 120ul 样品稀释液中，轻轻混匀。

稀释 1000 倍(1/1000)：两步稀释，可先稀释 50 倍(此步骤全使用生理盐水稀释)，再稀释 20 倍。轻轻混匀。

稀释 10000 倍(1/10000)：两步稀释，可先稀释 100 倍(此步骤全使用生理盐水稀释)，再稀释 100 倍。轻轻混匀。

稀释 100000 倍(1/100000)：三步稀释，可先稀释 50 倍，再稀释 20 倍(前两步全使用生理盐水稀释)，最后稀释 100 倍。

轻轻混匀。

注意：每步稀释时取液量不少于 3ul，稀释倍数不超过 100 倍。每步稀释都需混合均匀，避免起泡。
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检测前试剂准备

提前 20 分钟从冰箱中取出试剂盒，平衡到室温(18-25°C)。如果试剂盒需分多次使用，请仅取出本次实验所需的酶标板

条及标准品，剩余酶标板条和标准品需按指定条件保存。

1、洗液:

用去离子水或蒸馏水(推荐电阻率为 18MΩ的超纯水)将 30ml 浓缩洗涤液(48T 为 15ml)稀释至 750ml(48T 为 375ml)并混

匀。或依实验所需，取适量浓缩洗涤液稀释至 25 倍体积并混匀，将未使用的溶液放回 2-8°C。

如果浓缩的洗涤液中形成了晶体，可以在 40°C 水浴中加热(加热温度不应超过 50°C)，直至晶体完全溶解，混匀后使用。

配制好的洗液，最好当天使用完，用不完的，可以保存在 2-8°C，不超过 48 小时。

2、标准品:

2.1、将冻干标准品管于 10000×g 离心 1 分钟。标记为 Zero tube.

2.2、取 1ml 样品稀释液加入冻干标准品管中，旋紧管盖，室温静置 2 分钟，上下颠倒数次轻轻混匀(或加入 1mL 样品

稀释液，静置 1-2 分钟后，用低速涡旋仪混匀 3-5 秒)。1000×g 低速离心 1 分钟，将液体收集至管底。

2.3、梯度稀释：另取 7 个 EP 管，分别标记为 1/2、1/4、1/8、1/16、1/32、1/64 和 blank。先在每个 EP 管中分别加入

0.3ml 的样品稀释液。再取 0.3ml Zero tube 标准品溶液加入到 1/2 管中，充分混合。再取 0.3ml 1/2 管标准品溶液到

1/4 管中，充分混合。再取 0.3ml 1/4 管标准品溶液到 1/8 管中，充分混合，依此类推。注意 Blank EP 管中仅有样品稀

释液。此时，从 Zero tube 管到 blank 管这 8 个 EP 管中标准品的浓度分别为 200ng/ml, 100ng/ml, 50ng/ml, 25ng/ml,
12.5ng/ml, 6.25ng/ml, 3.125ng/ml, 0ng/ml。

注: 已溶解的零号管标准品，请保存于 2-8°C，并在 12 小时内使用。已稀释过的其他梯度标准品工作液请于 2 小时内使用。

3、生物素-抗体工作液：

工作液实验前 30 分钟内准备好，现用现配，不适合长期存放。

3.1、复溶：2000×g 离心 1 分钟，将浓缩生物素-抗体收集至管底。取纯化水 70ul，加入生物素标记抗体管中，完全溶

解并混匀后，1000×g 低速离心 1 分钟，置于 2-8°C 保存。

3.2、计算所需工作液的总体积：50ul/孔×孔数。(最好准备比总体积多 100ul-200ul 的量)

3.3、用抗体稀释液按 1/100 的比例稀释浓缩生物素-抗体，充分混匀。(如将 10ul 浓缩生物素-抗体加入 990ul 抗体稀释

液中)

4、HRP-链霉亲和素(SABC)工作液：

实验前 30 分钟内准备好，现用现配，不适合长期存放。

4.1、计算所需工作液的总体积：100ul/孔×孔数。(最好准备比总体积多 100ul-200ul 的量。)

4.2、1000×g 低速离心 1 分钟，将浓缩 SABC 收集至管底。

4.3、用 SABC 稀释液按 1/100 的比例稀释浓缩 SABC，充分混匀。(如将 10ul 的浓缩 SABC 加入 990ul SABC 稀释液中)
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操作步骤概要

步骤 1： 添加标准品和样品之前，洗板 2 次。

步骤 2：向相应孔中加入 50ul 标准品或待测样品，然后立即加入 50ul 生物素标记的抗体工作液（此步骤吸头触及液面后，

不可重复使用），轻轻震荡酶标板混匀 1 分钟，贴上覆膜，37°C 静置孵育 45 分钟。

洗板：洗板 3 次。每次浸泡 1 分钟。

步骤 3：向每个孔中加入 100ul HRP-链霉亲和素(SABC)工作液，贴上覆膜，37°C 静置孵育 30 分钟。

洗板：洗板 5 次。每次浸泡 1 分钟。

步骤 4： 添加 90ul TMB 显色底物。贴上覆膜，37°C 避光静置孵育 10-20 分钟(请使用 TMB 显色精准控制方法)。

步骤 5：添加 50ul 反应终止液。立即在 450nm 处读取 OD450 值并计算。

详细操作步骤

稀释样品和试剂时，需将它们完全混合。建议每次测试都绘制标准曲线。

1、 设定标准品孔、待测样品孔，并记录其位置。为减小实验误差，建议将标准品和样品设置复孔。加样前，请先用洗

涤缓冲液洗板 2 次！

2、 加样：向相应孔中加入 50ul 标准品或待测样品，然后立即向每个孔中加入 50ul 准备好的生物素标记的检测抗体工

作液，轻轻震荡酶标板混匀 1 分钟，贴上覆膜，并在 37°C 静置孵育 45 分钟。（将溶液添加到微孔板的底部，并尽

可能避免接触管壁和起泡。）

3、 洗板 3 次：取下覆膜，吸去或甩掉酶标板内的液体，在洁净的吸水纸上拍 2-3 次。每孔加入洗涤缓冲液 350ul，浸

泡 1 分钟，弃掉孔内液体，在吸水纸上拍 2-3 次。重复此洗板步骤 3 次。

4、 加 HRP-链霉亲和素(SABC)：向每孔加入 100ul SABC 工作液。贴上覆膜，37°C 静置孵育 30 分钟。(同时将整瓶 TMB
放入 37°C 温箱中平衡)

5、 洗板 5 次：取下覆膜，用洗涤缓冲液洗板 5 次，方法参考步骤 3。

6、 加 TMB 显色底物：向每孔加入 90ul TMB 显色底物，贴上覆膜，在 37°C 避光静置孵育 10-20 分钟。打开酶标仪预热

15min。(注意：不可使用配制 HRP 偶联物的加样槽。显色根据颜色的实际变化，反应时间可以缩短或延长，但不能

超过 30 分钟。当标准孔中出现较好的蓝色梯度时，可以终止反应。显色强度不易太弱或过强，精准控制显色方法

请查阅说明书第二页相关文件及二维码)

7、 加反应终止液：显色后，孔内液体不可弃掉，向每孔加入 50ul 反应终止液。颜色将由蓝色立即变为黄色。添加终止

液的顺序与添加 TMB 底物的顺序相同。

8、 OD 值的测量：立即用酶标仪在 450nm 处读取 OD450 数值。（如果您的酶标仪有可以选择的校正波长，则设置为

570nm 或 630nm。校正读数值为 OD450 的值减去 OD570 或 OD630 的值。这种方式可以校正并去除非显色物质的 OD 值，

从而获得更准确的检测结果。如果酶标仪没有 570nm 或 630nm 波长，则可使用原始 OD450 值。）
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结果计算

（操作视频：https://www.fn-test.cn/videos/standard-curve-drawing-video-in-elisa-kit/）

1、 取标准品和样品复孔的平均 OD450 值（使用原始 OD450 值或校正读数值）。

2、 以浓度为横坐标，平均 OD450 值为纵坐标，可使用四参数方程 4PL 绘制标准曲线。也可使用酶标仪自带的作图软件

(如 Thermo FC 型号酶标仪 SkanIt RE 软件)，或 Curve Expert 1.3 or 1.4 专业软件(本公司网站可以免费下载使用)绘制标

准曲线。

3、 将样本的 OD450 值代入标准曲线，即可计算得到样品的浓度值。 如果样品被稀释过，则需乘以相应的稀释倍数。

不同方法绘制标准曲线的说明

1、 线性图：一个坐标轴表示抗原的浓度，另一个表示读数 OD450 值。R2 值在此通常用于确定拟合，数值大于 0.99 表示

拟合非常好。然而，线性图往往会压缩曲线下端上的数据点，导致计算结果不准确。

2、 半对数图：帮助抵消线性图引起的下端压缩。半对数图使用浓度的对数与读数的关系。这种方法通常会得到数据点分

布更均匀的 s 形曲线。

3、 对数/双对数图：为低到中浓度范围提供良好的线性。但范围的高端则容易失去线性。

4、 四或五参数方程(4PL 或 5PL)曲线：方法更复杂，考虑了其他参数，比如最大值和最小值，因此需要更复杂的计算。

4PL 假设拐点周围对称，而 5PL 考虑了不对称的情况，通常更适合免疫分析。如果您的软件允许，则 4-PL 和 5-PL 将
适用于大部分 ELISA 校正标准曲线。
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实验数据及标准曲线

本产品经品管部检测，符合使用手册的性能要求。(实验室湿度为 20%-60%，温度为 18°C -25°C。显色前将 TMB 平衡至

37°C，加入酶标板孔后，37°C 避光孵育 15 分钟。)

因具体实验环境及操作存在差异，以下实验数据和标准曲线仅供参考，实验人员需根据自己的实验建立标准曲线。

STD.(ng/ml) OD-1 OD-2 Average

0 2.177 2.288 2.221

3.125 1.774 1.864 1.810

6.25 1.579 1.659 1.611

12.5 1.389 1.460 1.418

25 1.018 1.070 1.039

50 0.729 0.766 0.744

100 0.451 0.474 0.461

200 0.311 0.327 0.318
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精密度

板内精密度：低、中、高浓度样本分别在同 1 块酶标板上检测 20 次。

板间精密度：低、中、高浓度样本分别在 3 块酶标板上检测 20 次。

类别 板内变异系数 板间变异系数

样本 1 2 3 1 2 3

数量 20 20 20 20 20 20

平均值(ng/ml) 6.1 24.1 97.92 6.28 24.49 101.2

标准差 0.33 1.31 6.19 0.31 1.28 6.76

变异系数(%) 5.43 5.43 6.32 4.98 5.23 6.68

回收率

将一定含量的 S1P 加入样本中，并通过将测量值与样品中 S1P 的预期量进行比较来计算回收率。

样品类型 回收率范围 (%) 平均回收率 (%)

血清(n=10) 93-104 98

EDTA 血浆(n=10) 89-103 95

肝素血浆(n=10) 91-104 97

线性

将添加有适当浓度 S1P 的样品分别稀释 2 倍、4 倍、8 倍来检测，得出回收率范围。

样品类型 1:2 1:4 1:8

血清( (n=10) 89-105% 85-103% 87-102%

EDTA 血浆(n=10) 84-94% 84-100% 88-100%

肝素血浆(n=10) 80-96% 86-97% 80-100%

稳定性

未拆封的试剂盒在 37°C 和 2-8°C 进行稳定性实验，得出稳定性数据。

试剂盒(n=5) 37°C 一个月 2-8°C 六个月

平均值 (%) 80 95-100
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ELISA 疑难解答提示

若实验结果不理想，请及时将显色结果拍照并保存实验数据，保留所用板条及未使用试剂。凭试剂盒盒面货号及批次

号，联系我公司销售人员为您解决问题。同时您也可以参考以下表格自查原因：

问题描述 可能原因 相应对策

标准曲线无信号

检测试剂加样顺序不对 确认各步骤所加试剂正确，可重做一次并确认

混淆了不同试剂盒的组件 使用试剂盒本身的各组件，可重做一次并确认

漏加试剂 确认试剂是否添加

标准曲线显色过强
混淆了不同试剂盒的组件，或配置工作液

浓度过高
使用试剂盒本身的各组件，可重做一次并确认

标准曲线图形不好 曲线选择不恰当 尝试使用不同方法绘制曲线

样品无信号

待测样品含量低于测定的检测限 减小稀释倍数或浓缩样品

目的物和缓冲液的相容性不好 确保样品储存缓冲液与待测样品相容性

样品制备不正确 参考样品制备指南并规范保存

样品保存时间过久或反复冻融 按一次使用量分装并规范保存

变异系数 (CV) 较大

显色时在孔中形成沉淀 增大样品的稀释倍数

酶标板不干净 实验时勿碰触酶标板底部

孔中有气泡 确保酶标板读数时孔中无气泡

板孔洗涤不均 检查洗板机的管口是否畅通

试剂未混匀 所有试剂已充分混合

移液量不一致 使用校准好的移液器和正确的移液方法

标准曲线信号弱

标准品复溶不当 开盖前短暂离心冻干标准品管；检查是否溶解完全

标准品已降解 按推荐方式保存标准品

移液体积出错或不准 使用校准好的移液器和正确的移液方法

试剂盒过期 不使用过期产品

试剂盒保存不当 按说明书要求保存各组分

板孔过分干燥
检测及加样过程不可中断。尤其洗板之后，需及时加

入试剂。孵育时，贴覆膜。

酶反应显色慢
每次使用前将整瓶 TMB 显色底物在 37°C 平衡

30min。延长孵育时间

酶标仪波长不正确 核实波长并重新读取 OD450 值
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板孔清洗过度 按说明书描述的洗板次数

背景高

未彻底洗涤 按说明书描述的洗板次数

洗涤缓冲液受污染 洗涤液现用现配，手工洗板悬空加洗液，不触及板孔

检测试剂过多，或配置浓度过高 使用校准好的移液器和正确的移液方法

终止后读数不及时 加入终止液后立即读数

TMB 底物孵育在强光下进行 显色时避光孵育

声明

1、 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。

2、 本试剂盒在研发过程中去除/降低了生物学样本中的一些内源性干扰因素，并非所有可能影响的因素均已去除。

3、 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等因素密切相关，本公司只对试剂盒本身

负责，不对因使用试剂盒所造成的样本消耗负责，请使用者使用前充分考虑到样本可能的使用量，预留充足的样本。

4、 为了达到好的实验结果，请只使用本公司试剂盒内提供的试剂，不要混用其他制造商的产品，严格按照说明书操作。

5、 由于操作过程中试剂制备以及酶标仪参数设置不正确，可能导致结果异常，实验前请仔细阅读说明书并调整好仪器。

6、 即使是相同人员操作也可能在两次独立实验中得到不同的结果，为保证结果的重现性，需要控制实验过程中每一步

的操作。

7、 试剂盒发货前会经过严格的质检，然而，因为运输条件、实验设备差异等等因素影响，用户检测结果可能跟出厂数

据不一致。不同批次间试剂盒间的差异也可能来自上述原因。

8、 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进行对比，所以不排除检测结果不一致的情况。

9、 试剂盒仅供研究使用，如将其用于临床诊断或任何其他用途，我公司将不对因此产生的问题负责，亦不承担任何法

律责任。


