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重组胰蛋白酶检测试剂盒使用说明书  

使用前请仔细阅读说明书和提示部分。若有任何问题，请联系我们。 

目的：本试剂盒用于测定重组蛋白药物或融合表达工艺中使用胰蛋白酶酶切，以及蛋白组学研究中使用胰蛋

白酶的样本中重组胰蛋白酶或猪源胰蛋白酶的微量残留量检测。 

实验原理： 

本试剂盒应用双抗体夹心酶联免疫吸附检测技术测定样品中胰蛋白酶的微量残留。原理：用捕获抗体包被96

孔酶标板，制成固相抗体，往酶标板中加入标准品和检测样品，与检测抗体桥联结合，再加入辣根过氧化物酶标

记物，经过洗涤后加底物TMB显色。TMB在HRP的催化下转化成蓝色，并在酸的作用下转化成最终的黄色。在

450nm波长下测定吸光度（OD值），通过标准曲线计算待测样品中胰蛋白酶的残留量。 

试剂盒组成： 

试剂盒组成 96孔板配置 保存 

说明书 1份 常温 

酶标板 1×96孔 常温 

标准品 10μg/支×1支 -15℃以下保存 

捕获抗体 25μg/支×1支 -15℃以下保存 

检测抗体 15μl/支×1支 -15℃以下保存 

酶联标记物 5μl/支×1支 -15℃以下保存 

BSA 1.0g×1瓶 2-8℃保存 

显色剂A液 6ml×1瓶 2-8℃避光保存 

显色剂B液 6ml×1瓶 2-8℃避光保存 

终止液 6ml×1瓶 常温保存 

备注：打开试剂盒后，按试剂盒说明书将试剂保存在相应条件，使用前请详细阅读说明书。 

溶液的配制 

1. 10×PBS 缓冲液配制：称取 NaCl 80g、KCl 2g、KH2PO4 2.4g、Na2HPO4 14.4g，加纯化水约 900ml 溶解，用纯化水

定容到 1.0L，作为贮备液；使用前根据实际所需量，用纯化水稀释 10 倍即为 1×PBS 溶解。 

2. 洗涤液（PBST）的配制：移取 10×PBS 缓冲溶液 100ml，加纯化水定容至 1L，再加入 0.5ml 吐温-20 混合均匀即

得，或根据实际所需量配制。 

3. 封闭液（2%BSA）的配制：称取 0.2g BSA 用 10ml 1×PBS 溶解混合均匀即得，或根据实际使用量配制。 

4. 样品稀释液（1%BSA）的配制：称取 0.1g BSA 用 10ml 1×PBS 溶解，或根据实际使用量配制。 

5.包被液：准确称取碳酸钠 0.32g、碳酸氢钠 0.586g，加水溶解并稀释至 200ml。保存于 2-8℃冰箱，保质期 2 周。

实验所用试剂的配制 

1、取出试剂盒中的捕获抗体，加入 250μl 纯化水复溶为 100μg/ml 溶液；然后用包被液稀释至 2 μg/ml。 

2、标准品配制：取出试剂盒中的标准品，加入 100 μl 纯化水复溶为 100μg/ml 溶液，再用样品稀释液梯度稀释至 250 

ng/ml、125 ng/ml、62.5 ng/ml、31.2 ng/ml、15.6 ng/ml、7.8 ng/ml、3.9 ng/ml、0。 
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3、待测样品：待测样品用相应溶剂稀释一定倍数，再用样品稀释液稀释至适合浓度。 

4、检测抗体：根据使用量吸取检测抗体，用样品稀释液按 1:500 倍稀释。 

5、酶联标记物：根据使用量吸取酶联标记物，用样品稀释液按 1:8000 倍稀释。 

操作步骤: 

1.包被：用包被液将稀释至 2 μg/ml 的捕获抗体，按 100 μl/孔加至酶标板中，2～8℃孵育过夜。 

2.洗板：洗涤液 300 μl/孔洗板，60s/次，重复 3 次，拍干酶标板； 

3.封闭：加入 2%BSA 封闭液，250 μl/孔，37℃恒温孵育 2h； 

4.洗板：洗涤液 300 μl/孔洗板，60s/次，重复 3 次，拍干酶标板； 

5.加样：按加样表 100 μl/孔加入标准品与待测样品（均需做复孔），尽量不触及孔壁，轻轻晃动混匀，37℃恒温

孵育 1 h。 

6.洗板：洗涤液 300 μl/孔洗板，60s/次，重复 5 次，拍干酶标板； 

7.加入检测抗体:将检测抗体按 50μl/孔加入，37℃恒温孵育 1 h。 

8.洗板：洗涤液 300 μl/孔洗板，60s/次，重复 5 次，拍干酶标板； 

9.加入酶联标记物：按 100μl/孔.加入酶联标记物，37℃恒温孵育 1h； 

10.洗板：洗涤液 300 μl/孔洗板，60s/次，重复 5 次，拍干酶标板； 

11.显色：每孔先加入显色剂 A 液 50μl，再加入显色剂 B 液 50μl，轻轻震荡使显色液混匀，室温避光显色 10 分

钟； 

12.终止：每孔加终止液 50μl，终止反应（此时蓝色立转黄色）； 

13.测定：用酶标仪在 450nm/630nm 双波长下读取各孔的吸光值（OD 值），然后再扣除 630nm 背景值。测定应在

加终止液后 15 分钟以内进行。 

注意事项： 

1．将试剂盒从冷藏环境中取出并在室温下平衡20分钟后方可使用。 

2．标准品：复溶后100μg/ml标准品，建议按每次使用量分装保存，避免反复冻融。 

3. 捕获抗体：复溶后100μg/ml捕获抗体，建议按每次使用量分装保存，避免反复冻融。 

4．加样：加样和加同一试剂时，第一孔与最后孔之间加样时间间隔过大将导致不同的“预温育”时间，从而明显的影

响到测量值的准确性及重复性，每次的加样时间最好控制在5分钟以内，推荐设置复孔。如样品数量多，推荐使用排

枪加样。 

5．请每次测定同时做标准曲线（复孔）。如果样本值高于标准曲线最高浓度，请用样品稀释液稀释样本（n倍）后

再测定，计算时乘以总稀释倍数（×n）。 

6．温育：为防止样品蒸发，实验时必须给酶标板覆膜，膜可以是透明胶带或者锡箔纸等，洗板后应尽快进行下步操

作，避免酶标板处于干燥状态。严格遵守给定的温育时间和温度。 

7．洗板：洗涤过程中反应孔中残留的洗涤液应在吸水纸或无尘干布上拍干，勿将滤纸直接放入反应孔中吸水。读数

前要清除酶标板底部残留的液体和手指印，以免影响酶标仪读数。显色液请避光保存。 

8．试剂配制：试剂盒在运输过程中会使液体沾到管壁或瓶盖，因此使用1000转/分离心一分钟，以使附着管壁或瓶

盖的液体沉积到管底。取用前请用移液器小心吹打4～5次使溶液混匀。所有试剂请按说明书指示请精确配制。 

9．显色：样本数量较多，建议排枪加入显色A液和B液。请定时观察反应孔的颜色变化（比如每隔五分钟），如梯

度已经很明显，也可提前加终止液终止反应，以避免颜色过深，影响酶标仪读数。 

提示：试剂盒的试剂不能与其他批次的试剂或其他来源的试剂混合使用。 

问题分析： 

若实验结果有问题，请及时对显色结果拍照，并妥善保存未使用板条及试剂，然后联系技术支持。也可参考以下

信息以找出原因。 

问题 可能原因 相应对策 

显色很弱 

或者无色 

温育时间太短 保证充足的温育时间 

包被不正确 检查包被液和捕获抗体是否使用正确 
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标准品稀释不正确 溶解标准品时，注意使粉末完全溶解 

捕获抗体稀释不正确 双人检查稀释过程，确保稀释浓度正确 

标准曲线 

梯度差 

吸液或者加液不准 检查移液枪和吸头 

标准品稀释不正确 溶解标准品时，注意使粉末完全溶解 

酶标板洗涤不完全 保证洗涤时间和洗涤次数及每孔的加液量 

背景值高 

检测抗体或者酶联标

记物的浓度过高 

使用推荐的稀释倍数 

酶标板洗涤不完全 按照说明书，保证每步清洗完全；若用洗板机，请检查所有出口是否有堵塞 

洗液被污染了 重新配置新鲜的洗涤液 

计算： 

以 OD 值为横坐标（X)，标准物的浓度为纵坐标(Y)，分别带入对数函数，通过使用能够生成四参数逻辑（4-

PL）的计算机软件制作标准曲线，根据样品的 OD 值由标准曲线查出相应的浓度；再乘以稀释倍数；或用标准物

的浓度与 OD 值计算出标准曲线的直线回归方程式，将样品的 OD 值代入方程式，计算出样品浓度，再乘以稀释

倍数，即为样品的实际浓度。实例：(仅供参考) 

 

试剂盒性能：1.样品线性回归与预期浓度相关系数R值为0.99以上。 

2.批内变异系数与批间变异系数应分别小于20%和25%。 

检测范围： 3.9ng /ml～250ng /ml 

试剂盒效期：有效期：12个月。  

浓度(ng/mL) 250 125 62.5 31.2 15.6 7.8 3.9 0 

OD 均值 2.048 1.910 1.623 1.209 0.713 0.437 0.308 0.140 
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试剂盒操作流程图 
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                                                  室温避光显色 10 分钟 

 

 

 

 

用包被液配制捕

获抗体至 2μg/ml 
在酶标板微孔里包被捕获抗体，100 μl/孔 

用 PBS 配制

2%BSA 封闭液 

洗板，300 μl/孔，3 次 

用 PBS 配制

1%BSA 样品稀

释液，再稀释样

品及标准品 

用 1%BSA 样品

稀释液，配制检

测抗体 

用 1%BSA 样品

稀释液，配制酶

联标记物 

 

洗板，300 μl/孔，3 次 

洗板，300 μl/孔，5 次 

 

洗板，300 μl/孔，5 次 

 

洗板，300 μl/孔，5 次 

 

加 2%BSA 封闭液，250 μl/孔 

加标准品和样品，100μl/孔 

加检测抗体，50μl/孔 

 

加酶联标记物，100μl/孔 

 

加显色剂 A 50μl、显色剂 B 50μl 

加终止液 50μl，在 450nm/630nm 处双波长下测量吸光值 

 


