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小鼠骨诱导因子(OGN)ELISA 试剂盒 

货 号： PY0636Mu-T 检测范围： 0.3125ng/mL-10ng/mL 

种 属： 小鼠 保存温度：  2-8℃ 

规 格： 96T/48T 有 效 期： 6个月 

用 途： 用于体外定量检测细胞、血清、血浆以及其他样本中的小鼠OGN。 

 

※ 实验原理 

本试剂盒采用双抗体夹心法 ELISA 技术：将捕获抗体包被于酶标板上，捕获样品及标准

品中的待测物 OGN，洗涤后，再加入生物素标记的检测抗体进行孵育后清洗，形成“捕获

抗体-抗原-检测抗体”免疫复合物，随后加入链霉亲和素偶联的辣根过氧化物酶进行孵育，

待孵育结束后清洗，过程中游离的成分均被洗去，接着加入 TMB 显色后，若样本中有待

测物则显蓝色，加入终止液停止反应。用酶标仪在 450nm 处测 OD 值，颜色的深浅和样

品中的待测物的含量呈正比，通过绘制标准曲线计算出样本中 OGN 的浓度。 

 

※ 试剂盒组成 

中文名称 96T 配置 48T 配置 保存条件 

预包被酶标板 96 孔 48 孔 

2-8℃ 

标准品(冻干粉) 2 支 1 支 

标准品复溶液 2 支 1 支 

标准品&样本稀释液 25mL × 1 瓶 25mL × 1 瓶 

生物素抗体 10mL × 1 瓶 10mL × 1 瓶 

HRP 标记亲和素 10mL × 1 瓶 10mL × 1 瓶 

TMB 显色液 10mL × 1 瓶 10mL × 1 瓶 

终止液 6mL × 1 瓶 6mL × 1 瓶 

20×浓缩洗涤液 25mL × 1 瓶 25mL × 1 瓶 

封板膜 4 张 4 张 
RT 

产品说明书 1 份 1 份 
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需要而未提供的物品： 

仪器设备 其它 

含 450nm 检测波长的酶标仪 

各种量程移液器 

可提供 37°C 环境的恒温箱或培养箱 

吸水纸或者抽纸 

蒸馏水或去离子水 

各种规格吸头和 EP 管 

 

 

 

※ 注意事项 

1. 本试剂盒仅供教研使用，不可作为体外诊断依据； 

2. 预包被酶标板拆封后，未使用的板条请装入自封袋密封。为降低不同时间检测板内变

异系数，间隔 48 小时内检测可 2- 8℃保存，如果间隔时间较长，请-20℃保存，并在

下次检测时重新绘制标准曲线； 

3. 试剂盒提供的底物显色液使用前应保持无色或很浅颜色，直到添加到板中。如果收到

的显色液显示很深蓝色，请联系售后技术支持； 

4. 此试剂盒提供的终止液为稀硫酸溶液，具有一定腐蚀性，应谨慎操作。如果不小心沾

到皮肤上，请立即擦去，并用清水冲洗； 

5. 请严格按照说明书进行操作；如有疑问，请一定与技术工程师确认后再进行操作，避

免样本和时间上的浪费； 

6. 不同批号试剂不建议混用，请勿使用其他品牌来源的试剂； 

7. 封板膜、吸水纸、加样过程中所用的 EP 管和吸头为一次性使用，严禁混用。 

 

 

 

※ 样本处理及要求： 

1、血清：将收集于血清分离管的全血标本在室温静置 30min 以上，不超过 2 小时，然后

2-8℃，2500-3500×g 离心 20min，仔细收集上清； 

2、血浆：应根据标本的要求选择 EDTA 或柠檬酸钠作为抗凝剂，样品采集后 30min 内在

2-8℃，3000×g 离心 15min，仔细收集上清。保存过程中如有沉淀形成，应再次离心； 

3、尿液：用无菌管收集，2-8℃，2500-3500×g 离心 10min，仔细收集上清。保存过程中

如有沉淀形成，应再次离心。胸腹水、脑脊液参照实行； 

4、细胞培养上清：收集液体后于 2-8℃，2500-3500×g 离心 20min，除去杂质及细胞碎片，

取上清检测。 
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5、细胞裂解液：贴壁细胞用预冷的 PBS(0.01M,pH=7.4)轻轻清洗，然后用胰蛋白酶消化，

2-8℃，1000×g 离心 5min 后收集细胞；悬浮细胞可直接离心收集。收集的细胞用冷的

PBS 洗涤 3 次。每 1×106个细胞中加入 150-200μL PBS 重悬，并通过反复冻融或超声

使细胞破碎(推荐在 PBS 中加入蛋白酶抑制剂；若含量很低可减少 PBS 的体积)。将提

取液于 2-8℃，10000×g 离心 10min，取上清检测； 

6、组织样本：用预冷的 PBS(0.01M,pH=7.4)冲洗组织，去除残留血液，称重后将组织剪

碎。将剪碎的组织与对应体积的 PBS(一般按 1:9 的重量体积比，比如 1 g 的组织样品

对应 9 mL 的 PBS，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)加入匀浆器中，在冰上充分研磨。为了进一步裂解组织细胞，可以

对匀浆液进行反复冻融或超声破碎。最后将匀浆液于 2- 8℃，10000×g 离心 5-10min，

取上清检测； 

7、其它生物标本：2- 8℃，2500-3500×g 离心 20min，仔细收集上清。 

 

样品外观：样品应清澈透明，悬浮物应离心去除。 

样品保存：样品收集后尽快检测。若不能及时检测，请按一次使用量分装，冻存于-20℃(1

个月内检测)，或-80℃(6 个月内检测），避免反复冻融。 
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※ 试剂准备 

使用前将所有试剂置于室温或 37℃温箱平衡 30 分钟左右。 

洗涤液配制：如果洗涤液（20×）有晶体析出，需在 37℃下加热⾄晶体全部溶解。用蒸馏

水 1:20 稀释（例如：1mL 浓缩洗涤液加入 19mL 的蒸馏水）。 

标准品重溶：用标准品复溶液重溶标准品，将一瓶标准品复溶液全部加入到一瓶标准品

冻干粉中，上下颠倒数次混匀（不可剧烈震荡产生大量气泡），然后静止 10 分钟左右，

重溶后得到品母液 STD，浓度为 20ng/mL。 

标准品倍比稀释：准备 6 个试管，随后在 6 个试管中分别加入 500μL 的 1×标准品稀释

液，在这 6 个单独的试管中将重溶后标准品母液 STD1 依次 2 倍倍比稀释，共得到 6 个

浓度的标准品，依次为：10ng/mL、5ng/mL、2.5ng/mL、1.25ng/mL、0.625ng/mL、0.3125ng/mL。

具体稀释方法如图所示。以样本稀释液作为空白对照孔(0ng/mL)。 

 

 
 

稀释后各管中标准品浓度如下(单位：ng/mL) 

STD STD1 STD2 STD3 STD4 STD5 STD6 

20 10 5 2.5 1.25 0.625 0.313 

备注：如待测样本中 OGN 浓度高于标准品最高值，请根据实际情况对样品进行适当稀

释。 
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※ 实验步骤 

所有标准品、样品建议复孔检测 

1. 酶标板准备：确定实验所需要的孔数，取下其它不使用的板条放入密封袋； 

2. 样本孵育：首先在所有孔加入 50μL 样本稀释液，然后在标准孔分别加入 50μL 不同

浓度的标准品，空白孔再加 50μL 样本稀释液，样本孔加入 50μL 待测样品，盖上封

板膜，37℃反应 1 h。孵育结束后，每孔加入 200μL 1×洗涤缓冲液，轻轻晃动 30 秒，

甩干，以这种方式清洗 3 次后拍干； 

3. 抗体孵育：每孔加入 100μL 生物素化抗体，盖上封板膜，37℃反应 1h。孵育结束后，

重复步骤 2 中的清洗方式清洗 3 次后拍干； 

4. 酶标试剂孵育：每孔加入 100μL HRP 标记亲和素，盖上封板膜，37℃避光反应 30min，

重复步骤 2 中的清洗方式清洗 4 次，在新的吸水纸上拍干； 

5. 底物显色：每孔加入 100μL 底物显色液 TMB，盖上封板膜，37℃避光反应 15 分钟。

注意观察显色过程，如果加入显色液后 STD1 孔颜色较深，待 STD6 孔出现轻微蓝色

时即可提前终止显色； 

6. 终止反应：待显色反应结束后，每孔加入 50μL 终止液，轻轻晃动酶标板混匀，10 分

钟内用酶标仪在 450nm 处测吸光值。 

 

※ 结果的计算 

计算标准品和样本复孔的平均 OD 值并减去空白孔的 OD 值作为校正值。以浓度为横坐

标，OD 值为纵坐标，在坐标纸上绘出四参数逻辑函数的标准曲线(作图时去掉空白组的

值)。或者使用能够生成四参数逻辑（4-P）曲线拟合的计算机软件来创建标准曲线。 

若样品 OD 值高于标准曲线上限，应适当稀释后重测并在计算样本浓度时乘以相应的稀

释倍数。 
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※ 示例数据 

以下数据和曲线仅供参考，实验者需根据自己的实验数据建立标准曲线。 

标准品浓度

(ng/mL) 
10 5 2.5 1.25 0.625 0.313 0 

OD 值 2.705 1.535 0.791 0.423 0.226 0.135 0.04 

校正 OD 值 2.665  1.495 0.751 0.383 0.186 0.095 0 

 

本图所示标准曲线仅供示例，结果计算应以同次试验标准品所绘标准曲线为准计算样本结果。 

 

精密度 

板内，板间变异系数均<10%。 

板内精密度：在同一块板上重复检测三个已知浓度的样品 20 次，计算浓度的变异系数

（CV）。 

板间精密度：在三块板子上对三个已知浓度的样品分别进行 20 次重复检测，计算浓度的

变异系数（CV）。 
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 板内精密度 板间精密度 

样本 1 2 3 1 2 3 

数量 20 20 20 20 20 20 

平均值

（ng/mL） 
0.63 1.32 2.43 0.71 1.23 2.53 

标准差 0.01 0.03 0.07 0.02 0.04 0.08 

变异系数

（%） 
1.5 2.38 2.93 2.25 3.49 3.14 

 

回收率 

分别往不同样本中添加已知浓度的小鼠 OGN，做回收实验，得出回收率范围和平均回收

率。 

样本类型 范围（%） 平均回收率（%） 

血清(n=8) 89-99 96 

血浆(n=8) 94-101 96 

细胞培养物(n=8) 96-118 104 

 

灵敏度  

经样本测试，本试剂盒的检测灵敏度为 0.07ng/mL。 
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线性关系 

将高浓度小鼠OGN加入样本中，在标准曲线范围内分别稀释2倍，4倍，8倍，16倍做回收

实验，得出回收率及平均回收率。 

   血清（n=4） 细胞培养物(n=4) 

1：2 
回收率范围（％） 94-110 95-108 

平均回收率（％） 98 97 

1：4 
回收率范围（％） 98-117 96-111 

平均回收率（％） 101 108 

1：8 
回收率范围（％） 104-117 99-115 

平均回收率（％） 109 109 

1：16 
回收率范围（％） 109-120 104-120 

平均回收率（％） 112 119 

 

特异性 

该试剂盒测定可识别重组小鼠 OGN。 

其他相关蛋白在稀释缓冲液中制备为 50ng/mL，并测定交叉反应性。没有观察到明显的

交叉反应。 
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