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2R 48 Tests i s

1. P B R % (Microwell Plate) 8x12 8x6 o~
2. Fr#ES: (Standard) 2 32 GEP) 1 3% GHE) 0.8°C
3. w4 EA s 100x (Biotin-Conjugate) | 2 32 (60ul/%) | 1 % (60ul/32) 0.8°C
4. IRAETELE AW 100x (Streptavidin-HRP 2 32 (B0l |1 32 (60pl/30)

i (Strep ) g g 2.8°C ClEI)
5. RAIFFSR (Assay Diluent) 2 ¥ (25mIfD | 1 HE (25ml) p.6°C
6. WYETEI 20x (Wash Buffer Concentrate) | 1 Jif (30ml/fif) | 1 i (30mI/i) ».8°C
7. ZF) (Substrate Solution) 1 fcemifdi O | 1R (emiffD o—

2-8°C GEE%)

8. &1Ly (Stop Solution) 1 ca2mliE) | 1 3 C12misiED ».8°C
9. EHMALL 3 9k 2 gk
10. 1IN HCL 137 (1.5ml) 1% (1.5ml)
11. 1IN NaOH 137 (1.5ml) 137 (1.5ml)
12. il 1t 1t
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AT B BRI
1. FEbRAY(450nm KK 8 A, 570nm B 630nm 2 IE R IEE ).

2. EREEEINES B — Ik 3k: 0.5-10ul, 2-20pl, 20-200ul, 200-1000ul.
3. 37°ClHEA . ZAM/KEEE TR, Abrgl.

1
2
3

]
¥

ST

—. IRAUER
1. R MR E N — IR TR TER, T BRI
2. MIEPUESHHERE M EDTA. BRI, miffabsas.

3. PRANITEROEY, EEFEYIN RO ER.

4. bR AR A E AN LR, F% IR R, RAFT-20°C, -7O°CHIUKAR M, it S e B -

5. AIARIEARA I SEPR RO, 0SS A EOR R GRS, DL E MR A5 20«

E: EWAMFESRMAES T6F— 81 SEBER, BRI 1:5071:100 MRERN. HAits
AFTMIALY:, DAFERREE. HHERASENNRURREEL.

IR A R

S bR A FIRIE 2 /N 4 FEd 5T 2-8 i 1000x g BS540 15min, B EiE R AT S BRI . Bl f
17 1°-20 J£/-80 FEvKAH . ik S SRl

I A A R -

IMAPUEGTGE (IRAEA R ZGUAE » ARAREE S 30min N+ 2-8 J& 1000x g &0 15min, B EiERIAT
SERURT, BUARAE T-20 FE/-80 BEVKAR . B R SRR

Y EiEE:

AR 7R T 2-8 & 1000 x g 5.0 15 70 B b o LIS SZE A T-525, BfRArT--20 J/-80 EUKAf
SRS RV
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1. AN A AR EEKEL PBS(0.15M. pH7.2)M00, RBRIMA, FEAUEAIAT, SIBRHTE A 45404l
g1, WRE

2. HIERIFARBRBTIEH 2, i PBS(0.15M. pH7.2)58 0.9% AR /K, WEHEIN 19 (HLEE)

/ml,
3. MK HRAEZHM

a) FLAK: KOUREAGURATA MR, FERTRE, (L5094, D7 (ERTEE, thrlKeny
NIV ERAE R P RS, A AT .

b) HlLEeAIdz. HALZHANL 10000~15000r/min b REFEEHI R ZHLA 510, tnl Y4125
HL4e (A132IkA] 10 F0Ivk, AR 30 #b, L 3~5 W) , Rk, LA SR GE K AT 32 A

c) AL Wit . NIRRT DU AR R R R AL S0 . B R SR s R, DL L
BAE R ZAE UK 3R A

4. B B UFIHA S KB, 4°C, 10000rpm, 2.0y 10min, FF R EUTEE, HECEE.

5. KMk g de, HRAF, &H. @UUK-20°CEE-70°C N ORAF; {3 F I 7840 VR TR 50 -

6. MPESEI T E, BOGE LISWETAM ELISA J5E. KllREARRES SR EETRR, TiREAR
T RCGHEAT PSS o PR VRUER VUASE P R 3 RO A A R o

& RMFRATALE
ML B ML AR A B0 v -
L fE225ul iFIF R, IINBul LGB bR A .
2. fmioul 1 N HCI, %%, L FiRA. 2—8CHE60+25 %1
3. hn1oul 1 N NaOH, #5%5, B RNEA. (SAFA250ul RIS0fEHRE)
4. BRI, BUE-20/-T0°CH{RAEI K. THELLE RN R LIRS A
IS BB AR BE T
1. fE105ul iR R, I 125ul bR,
2. hn1oul IN HCL, #'%, L FIEAI. 2—8CIE60+25r4).
3. Jp10ul 1IN NaOH, %, L TFEA. (BAAFI250ul RI2REHRE) o
4. BUH, BUE-20/-70°Cl{RAF3R. THE LSS NI IR RE AT

(E=: ARERIRA 16F-B1 BAKFRIBEERAER, BIRELINMER R EZEREE)
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1. TR AT2070 Bl MUK R A &, DT R = .

2. RHRATHIRBI KRR (1:20) « RHIZERTSEI4°C,

3. b IIAGRARERR 2R T AR A, [ H K 4000pg/mL, ERE 155040, RSB RE, B
BIRE] RGBT AR, CEEUUhRAE 248 H DU 4000, 2000. 1000. 500. 250. 125,
62.5. 0 pg/mb .

T REARERER (4000 pg/mb) 35 AR HIETE 73035 IN-20°CUL R KA W ORAE, IRAFPIDNH . CFf
B HIBRAE S PR FT o

A ERMGUETARM: 2 0Gl i & &, G RRROR FEIR 4 2E V)3 A HT 4 (1:100) e & A=
WIEACHUE TAR . M RT304 Btk #% . AL HAER .

5. MRS TARM: AU K T Z R, A R R 4 B 45 1) (1: 100) e B Ui 45
TAFR. (ERIAT30 0 Bl o LAt FAEH

=. KEBiE

1. HBWBERAL: BESRIEARIGEEBCN350u, JEN 50 H ] [%20 —30F5.

2. FLUeM: BALINBESE350ul, HE 3080 5 RFL N, 1E/FIERKAR 4+

E

. FESR

1. AP 2 50 A 3 AR T BRI BT Aok, R T BB SR AN T IG5TE T Rl 40 $E A8 P B A7 14°C.

2. WEEAS GEERXBHKEER, FEATBABD

3. AR R EA FR R S (Opg/mIFLANSFIRRE D AN RFLH (100ul/4L), FIEMARRARE
AL, 37 CHEARIE H 907

4. T30 B AR AL TR TAH

5. it FHAC B 4 B DR S IR .
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bR B ALAE, IMNEVIERACHUIAR AR (100pl/9L) . FHEBRURARE T S N AL, 37°CHsa i 56074 .

7. PRRET307> P EELS Y AR EIREDCHE.

8. 1 HIMC B 4F I PR E X -
9. B EALAL, MMABEEE SV TAEB(100ul/4L) . HIERIRAREHME SN AL, 37°CHEAE, LI A 30704

10. i TG EAT AR DR B UK o

11. A BOEY (A4E2EFL) 100ul/fl, 37°CHEsE, ®OLM F 15708,

12, NS CRAEAEL) 100pl/50, TR 2515 BIZII E ODasofH (107381 ) -
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h. #ERER

INANBRA A [ b - (100p1/9L) 5 37°C, 90min
[ ]
Pt 5K
[ ]
NN ZALPUA TAER (aoou/4L) » 37°C, 60min
[}
BHehRSIR
[ ]
INANEFEE S TARR (100pl/4L) 5 37°C, 30min

3
T sk
[ ]
JIATMB (100ul/4L) , 37°C, 15min

! 2
IONZ bW c1ooul/fL) » iR
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1. REABRHESARRA ) OD MK 2 F LK OD .  CEXBEKER, AT EREFIME .

2. ZrIbRAER 2. DABRIE S IR LR AR DR, OD AEAENAR R, DL 2RI 5 AR dh A AR o AL AE
A [) OD fE AT FE b ih 2 Fih 5 IR

3. #hrA OD T hndEMi 2 BRI, NI Rk e Fll, TR L e AR B A4

Standard oD
Human TGF-E1
4000 2.434
2000 1.847 . g
1000 1.252 -
500 0.743 g 1 f
250 0.427 0.5
125 0.248 o
] 2000 4000 E0an
62.5 0.158 Concentration [pefml)
0 0.051

W REUEZZE, AR GRS AR i T e b e i 2t SAn A &5 & .
=l .
F e

1 GRS S RAAAE 2-8°C BREW R HObRHE . HAB o AN TR 4S .

2. IRAEEMFACTUA, AR SRRV, 85 USRI BE R (RIS (R A B B O
PR sk A FH i1 A FBJL R B 1000rpm 250 1 438, DU B3 87 B B a5 (AR DTAR 218

3. MUKAHICH IR ARVEER AT BEA 450, R IR IR, BN 40°CAESS i 58 ¥ it m FH PG ek L

4. o UAE bR S, AR RV R NAZ AR 04, R HLE-20 B-70°CIA7, i O e SRR f o

5. AR S HIRA @AM A BRI (PelRiBN S N 2B RERS) o

6. FE MRS RN A RSO E B, EARUEINN AL A RV AA A 2 — BB

7. TG R bR AR AR U E R AL
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Q1: #xifEa OD (B

A: TRERA:

1. RS HE S DAL B AV E AR IC PR IRAEBELE SN 75 2R R & N BRI R, R
MR A PR AR

2. FEARER R AR, FOIMARRERZ JG B 1k % /b 15min Z 54 GEfE A -

3+ RS ARAE U P AR HEAT SRR, SRR P R IR A B D R AU
4 TEREAL RG] S BB A AR

5. Yotk ALK
Q2: I “EiR"

A: WREIRA:

1. &R KA & Ah=2 I 55 B DOR G AR SR . BRATHGR G A B R RS A B, )
AR DX A R ) i e o

2. IR A KIPUA TR g 45 & LA

Q3: IEX¥AY TMB RiiZ2(tAE&?

A: IEW M TMB NAZRETE T, A8 TMB AZRiE ¢, 1EF M.

Q4: WTREFEFRIFEFEER?

A: KRBT IR AR RS B SRR BEEIR BB B, HEAARIEE MR, T 8RINA R
P DAL B AR S 560 XS R P58 A AL AT S 6 R A AR AS O R 7 2

Q5: HECVEERK

A: WREIRA:
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1. FFEAT ERBAT A LR K, Flan 1:100, W %6 1:10 i 1:10 #ikk. V)2 EEEAE 1yl
FIREA I Z] 99l FIFRIFR BRI -

2. BRI B AL P B 3 THE 2 — 2

Web: www.excellbio.com Tel: 400 820 5021 Email: marketing@excellbio.com Mall: gmall.genetimes.com.cn

11



http://www.excellbio.com/
mailto:marketing@excellbio.com

	产品概述
	转化生长因子（TGF）是能够促进培养的成纤维细胞转化为具有肿瘤表型的细胞的一种蛋白因子，后来人们发现与其肿瘤转化作用相比，它更起着肿瘤抑制剂的作用，而且它是TGF-α和TGF-β两种蛋白质的混合物。这两个蛋白质属于一个超家族成员，包括TGF-β1到TGF-β5骨形成蛋白质、激活素和抑制素。人类的TGF-β1是一个 25KDa 通过二硫键连接在一起的没有糖基化修饰的同源二聚体。在所有哺乳动物中几乎有100%的序列保守性。TGF-β1生物学活性的发挥需要TGF-β1从潜态复合物中释放出来。在体外下，可...
	产品原理
	本实验采用双抗体夹心ELISA法。抗人TGF-β1单抗包被于酶标板上，标本和标准品中的TGF-β1会与单抗结合形成免疫复合物，游离的成分被洗去；加入生物素化的抗人TGF-β1抗体，生物素化抗人TGF-β1抗体与酶标板上结合的标准品或样本中的TGF-β1结合而形成免疫复合物，游离的成分被洗去；加入辣根过氧化物酶标记的亲合素，亲合素与生物素特异性结合，游离的成分被洗去。加入显色底物（显色剂），若反应孔中有TGF-β1，辣根过氧化物酶会使无色的显色剂变蓝，加终止液变黄。在450nm处测OD值，TGF-β...
	产品性能
	1. 灵敏度：最小可测人TGF-β1达15pg/ml 。
	2. 重复性：板内、板间变异系数均<10%。
	产品应用
	本产品适用于体外定量检测人血清、血浆、组织或细胞培养上清液中天然和重组的TGF-β1浓度。
	产品规格
	产品组分及储存条件
	试验所需自备仪器和试剂:
	1. 酶标仪(450nm检测波长滤光片，570nm或630nm校正波长滤光片)。
	2. 高精度加液器及一次性吸头：0.5-10μl，2-20μl，20-200μl，200-1000μl。
	3. 37℃恒温箱、蒸馏水或去离子水、坐标纸。
	实验流程
	一．标本收集
	1. 收集血液的试管应为一次性的无热原，无内毒素试管。
	2. 血浆抗凝剂推荐使用EDTA。避免使用溶血，高血脂标本。
	3. 标本应清澈透明，悬浮物应离心去除。
	4. 标本收集后若不及时检测，需按一次使用量分装，冻存于-20℃，-70℃电冰箱内，避免反复冻融。
	5. 可根据标本的实际情况，做适当倍数稀释(建议做预实验，以确定稀释倍数)。
	注：正常人血清或血浆中TGF－β1含量较高，建议用试剂稀释液做 1:50~1:100 稀释后检测。其他标本需做预实验，以确定稀释倍数。计算样本含量时应乘以稀释倍数。
	血清样本收集：
	全血标本室温放置2小时或是4度过夜后于2-8度 1000x g离心15min，取上清即可立即检测。或保存于-20度/-80度冰箱。避免反复冻融。
	血浆样本收集：
	加入抗凝剂后（血浆样本需要抗凝），标本采集后30min内于2-8度1000x g离心15min，取上清即可立即检测，或保存于-20度/-80度冰箱。避免反复冻融。
	细胞上清收集：
	将细胞培养液于2-8度 1000 x g离心15分钟取上清。上清立即用于实验，或保存于-20度/-80度冰箱。避免反复冻融。
	组织样本处理：
	1. 组织用预冷的生理盐水或 PBS(0.15M、pH7.2)漂洗，去除血液，并用滤纸拭干，剔除附属的结缔组织，称重。
	2. 用眼科手术剪尽快剪碎组织块，加 PBS(0.15M、pH7.2)或 0.9％生理盐水，浓度建议1g（组织湿重）/ml。
	3. 匀浆：方式有多种
	a) 手工匀浆：将剪碎的组织放入预冷的研钵中，充分研碎，使组织匀浆化；为方便研磨，也可将剪成小块的组织直接在液氮中放置后，再放到研钵中研磨。
	b) 机器匀浆：用组织捣碎机 10000～15000r/min 上下研磨制成组织匀浆，也可用内切式组织匀浆机制备（匀浆时间 10 秒/次，间隙 30 秒，连续3～5 次），皮肤、肌肉组织等可延长匀浆时间。
	c) 有些组织：如肝、肾、脑组织液可以用超声粉碎的方法制备组织匀浆。为防止蛋白质降解，以上操作均需要在冰上操作。
	4. 将制备好的组织匀浆离心，4℃，10000rpm，离心 10min，弃下面沉淀，留取上清。
	5. 将组织匀浆上清分装，冻存，备用。建议放-20℃或者-70℃下保存；使用时充分解冻并混匀。
	6. 根据实验需要，取适量上清液进行各种 ELISA 测定。检测样本稀释倍数需要进行摸索，可设置不同倍数进行预实验。稀释液建议使用试剂盒中的样品稀释液。
	(注意：不同的标本TGF-β1的水平可能有较大差异，请根据实际情况灵活掌握稀释度)
	二．检测前准备工作
	三．洗涤方法
	四．操作步骤
	五．操作流程图
	结果分析
	1．每个标准品和标本的OD值应减去零孔的OD值。（若双波长读板，可不需要减去零孔值）。
	2．绘制标准曲线。以标准品浓度作横坐标，OD值作纵坐标，以平滑线连接各标准品的坐标点。通过样本的OD值可在标准曲线上计算出其浓度。
	3．若标本OD值高于标准曲线上限，应适当稀释后重测，计算浓度时应乘以稀释倍数。
	备注
	1. 试剂盒使用前请保存在2-8℃。除复溶后的标准品，其他成分不可冻结。
	2. 浓缩生物素化抗体，浓缩酶结合物体积小，运输中颠簸和可能的倒置，会使液体沾到管壁或瓶盖。因此使用前请用手甩几下或1000rpm离心1分钟，以使附着管壁或瓶盖的液体沉积到管底。
	3. 从冰箱取出的浓缩洗涤液可能有结晶，属正常现象，微加热至40℃使结晶完全溶解后再配制洗涤液。
	4. 若需分次使用标准品，在其复溶后应按每次用量分装，将其放在-20或-70℃贮存，避免反复冻融。
	5. 不同批号的试剂盒组份不能混用（洗涤液和反应终止液除外）。
	6. 充分轻微混匀对反应结果尤为重要，要保证加入到孔内的液体是均一的液体。
	7. 酶免试验中标准品和样本检测时建议作复孔。
	常见问题及解答
	Q1：标准品OD值低
	Q2：出现“白板”
	Q3：正常的TMB应该是什么颜色？
	Q4：如何决定样本的稀释倍数？
	Q5：样本CV值差异大

