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B®5 GBS
EM007-48 MOUSE IFN-y ELISAKIT 48T
EM007-96 MOUSE IFN-y ELISAKIT 96T

[E =rasmbutesn

HZHR 96 Tests 48 Tests

1. PiikBER% (Microwell Plate) 8x12 8x6 2.8°C

2. bpifESh (Standard) 2 % GE 1% EP 2.8°C

3. W4aEEAL PR 100x (Biotin-Conjugate) | 2 37 (30ul/32) | 1 32 (30ul/372) 2.8°C

4. W4YEHEL5-E&Y) 100 (Streptavidin-HRP) 2 3¢ (B0l | 1 32 (BOMISD) | o_gec (iare)
5. W{FfI#BW (Assay Diluent) 2 ¥ (25mlfE) | 1 3 (25mIfE) 2.8°C

6. ARV 20x (Wash Buffer Concentrate) | 1 Jfi (30mlAfi) | 1 ¥ (30mlISf) 2.8°C

7. 7] (Substrate Solution) 1 JmC12minf O | 1 BmIND | »_gec ()
8. 1L (Stop Solution) 19 C12miff) | 1 9 C12mliD 2.8°C

9. BB 2 5k 2 5k

10. HHIH 11 14
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1. FEFRMX(A50nm K K6 F . 570nm B 630nm &L IEP K I ).

2. kS BE IR A K — R 2k 0.5-10ul, 2-20pl, 20-200pl, 200-1000pl.
3. 37°CIHIRAR . ZRIBM/KEL B TR ALFRAR.

1
2
3

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

3. PRANITEROEY, EEFEYIN RO ER.

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

5. AIARIEARA I SEPR RO, oS S A EOR R GRS, DL E MR A5 50«

E: MIFERMRAFEARGFERENEBRERTURKRA, SN EGRRRRCR ILE UL A 1:2
(Fs 50pl, FHiAFTUARER S0pDD MR fEAI. THELREA S B MR IR S (x2) .

IR A R

S MAR A BIRBCE 2 /P EGE 4 B RS T 2-8 £ 1000x g 250 15min, HY FifE B AT SZ BRI . Bl AR
171-20 F5/-80 FEUKFE . kG RN

I R A R -

IMAPUEGT G (IRAEA TR Z 505, AR )S 30min A+ 2-8 J& 1000x g &0 15min, B EiERIAT
SERURTI, BUORAE T-20 FE/-80 BEVKAR . b R SRR

Y EiEE:

A 7R T 2-8 & 1000 x g 5.0 15 70 B b o LG SZEH]T-525, BfRAET-20 J/-80 EUKAf -
SRS RV

AV S s
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1. AGUHTA KA KL PBS(0.15M. pH7.2)500%, LBRILE, JFHIEARET, SIRM R 454041
21, PrE.

2. IR AR B RBTEH 2, i PBS(0.15M. pH7.2)88 0.9% AR /K, WEHEIN 1g (LR HE)

/ml,
3. Bk HXEZFH

a) FILAIH: KB A SN TR Rt e, A5 NI RS, ke By
NG BRI R TR E S, FREIF R it

b) MLEEAIHK: HAZHSHENL 10000~15000r/min  FRHFEEHI R ZHZA5I 9%, W] N DI85
Pl & (SJHRISTR) 10 APk, [RIRE 30 #b, #4E 3~5 &) , k. ULAHLASE T SE KSR A

c) HULHZ: fF. B MEALLIR AT AR PR R T iR S A S R . N E AR, LLE
(SO R Et ek I (N

4. HH A IH LI E L, 4 5C10000rpm, S0 10min, FF NEVLE, BHEETE.
5. WML Lt ads, HAE, &H. BUUK-20 ME-70 CLRAE; R TGRS

6. MRIGLITH L, BOGE LIEBOEAT M ELISA E. MIMFEARMBERER EHTER, TiREAH
P RCHAT TSI . AR LA FH B & O R R RV

—. KWErHEE TR
1. TR AT2070 Bl MUK R A &, DO R =0 .
2. FHRATHIRBI KRR (1:20) « RHIZERTSEI4°C,

3. BN IIRFIF R 20 TherE S, IR E N1000pg/mL, #E 155040, fFHAR BTG,
BIRIRA] . AR AR R BT RRE . (B UUhRvHE 2R B DA Rk : 1000+ 500. 250, 125, 62.5. 31.25.
15.625. 0 pg/mbD .

T REARERE (1000 pg/mb) 35 AR M ZE1E 7335 TN -20°CUL N UKA N ORAE, TRAFPIDN . B
B HIRRAE A PRI o

AW RMYUA TARRG: 22900 s &, ARSI RO PR 4 A 0 3R AL D4 (1: 100) Bl B Y
AAPUA TR . R RT300 il #e . AUHE Y HAE .
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5.ML5 G AR iR T H 2 &, TR O R IR 4 b 45 510 (1:100) Bd B Ui 45 54 1
YEWR . A FHRT30 70 se . AAE HAEH .

= BB
1. HBEEMRHL: FRENPDEEBR M350, ENSWH AEE20—30F)
2. FLUM: SALINPEER350ul, 5 B30 5 FHRFLAWK, 78 E%EmuKat BT

V. #IEDR

1. AEP7 2 SR A B B A R AU I T/ ok, R AR AN TR i ml AR f AR 3t 7 T 4°C

2. WE AL GRS, AL UABD .
3. RAERIFEA . AriEdh MY DA TR

4. 73 AR A AR AR HE A (Opg/ml FLAMFIRR RO IAARRLFLH (100pl/5L), BRI,
AN G ACRVERN,  BIARTE S, 40pl/Well, #£7 40ul/Well,

BE e EREA AR AE fh AL I S0l AEZRALTUA TAEM, B AREE N AL .

5. =i (20~25°C) W% E 120 704, fFHMERG 25(HZE, 300rpm).

6. $EAT 30 7B B A TARR . FiREHOLIE
7. bR 5 K.

8. BREEILAL, AL &Y TARB(100p/AL). FIEARRAREE N AL

9. =& (20~25°C) , %7 60 7%h. HHMEIRGZEIZE, 300rpm).

10. ¥k 5 K.

11. IABGEY (A E5L) 100ul/4l, =ik (20~25°C) , EOLEE 15 5%,

12, IIANZAEW (BB EAL) 100pl/4L, RIS EIZIHIE ODaso {H(10 7341 A).
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I HERER

IINFRAS B AN [R)3R FEARUE M CLoopl/fLEGAon/4L) , Ik
FALHUA TAEW(50u/4L), 20-25°C, 300rpm, 120min

L 4
BEARSIK
L 4

IONBEEE &9 TAE (ao0pl/4L) . 20-25°C, 300rpm, 60min

1
VAR5
1 3

JIATMB (100ul/4L) , 20-25°C, 15min CEEYE)

4

BINZ b Crooul/4L) ,
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1. REABRHESARRA ) OD MK 2 F S OD .  CEXBEAK IR, IARFEEREFIME .

2. ZrlbRiEmh 2. DABRIE S IR AR AAER, OD AEAENARSR, DL 2 5 A dh A AR o AL AE
A [) OD fE AT FE b ih 2 Fih 5 IR

3. #hrA OD fHm T hndEM 2 BRY, N SRR o Fll, TSI L 3 3fe AR B A4

RBE:
100ul/Well Mouze IFH-r
Standard oD 5
1000 | 2.641 2.5
500 | 2.164 _
= 1.5
250 | 1.515 )
125 | 1.029 0.5
62.5 | 0.597 v
o 500 1000 1500
3125 0.341 Concentration [pz/ml)
15.625 | 0.191
0| 0.038
PR T
A0ul/Well Mouze IFH-r
Standard oD 5
1000 | 2.671 2.5
500 | 2.063 - E
250 | 1.376 ' )
125 | 0.837 0.5
62.5| 0.474 0
o 500 1000 1500
31.25 0.268 Concentration (pgfml)
15.625 | 0.162
0| 0.048

T AENMESE, NP GGRIG bR AE G T2 br e h Aot b A& &
el -
[ 4

1. G RS (R A7 1E 2-8°C BRE WA MARiES, HALS A AFTERSS
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2. WALV ZACHUR, IRGiMESS SRRV, I8 U AT T BE (B B, 2 SRS 215 BE SO A5 -
DRl SE A FH TS A2 AL LT B 1000rpm 50 1 0, DU PR 7 B B i (KD AR DT AR 23 i

3. MUKAFHUH IR A Wb il e 46 b, TR IR W BLR, BN 40°CHESE 58 A i il e AR BC R BE B

4. EHR o UAE I, R E AR R R, R HTRAE-20 B-70°CIA, 8 S R R

5. AFE S HRAI G H R ARIRM (BREBA S N2 1EBERSN .
6. FE IR ST RN A RICNEEL, BRI S FL Y (A R 2 — A
7. BRI SRR I RO AR S E AL

@) wrREREE

Q1: FRUEf OD fE1%
A: TREREA:

1. VEMRARAE S DAL B AR bR IC U . IRAABEZE S I 7 R FGR & Y B MR, R
AT AT 3 BUE H K .

2. HARHERE AR, FINARRERZ )5 B 1R 2D 16min 2Z J5 4 R .

3. RS ARAE UL AU R HEAT SRR, SRR P S E R IR e 1D R AU A
A, PR IR S R B BEAR

5. VeI RIAE K,
Q2: I B

A: TRERE:

1. E=F 7 LMl & i 22 I 75 2R, . BTG & A B AR R A U, 7 AT
ARAE L DX AN R ) i e o

2. IINEYEACKIGUA A b 45 & AR

Q3: IE¥R TMB NMiZRA 4Bt ?
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A: IEHER TMB ROZE T, KM TMB ZRifiE e, E5H.
Q4: WAl P B A B R4 ?

A: SRE T IERAMAR T SO0 E B R U BIORFRe, EAIRIEE MARAR, 8T8 RIMA R
P DAL B ST 60 XS P8 A AL AT S 6 R A FEAS RO R (o

Q5: HA CVEZERK
A: FIREEKA:

1. FFEAR T ERMBAMM LLEIR K, Flin 1:100, %56 1:10 B 1:10 #ikt. Y127 HEAE 1ul
FIREA N E 99l (IR Bt o

2. RHBEAR I BIAL AP I R R38R THE 2 — 2
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	产品概述
	干扰素γ（IFN-r，也称为II型干扰素）原本被认定为是一种抗病毒活性所产生的促有丝分裂原激活T淋巴细胞。蛋白质的组成与干扰素β或各种干扰素α家族蛋白没有显著的同源性。干扰素γ主要通过T淋巴细胞和自然杀伤细胞产生。干扰素γ的生产是由抗原的刺激和细胞因子引起，如IL-12（白细胞介素12）。小鼠的干扰素γ编码155个氨基酸残基的前体蛋白与疏水信号肽，后者是裂解出的133氨基酸残基的成熟蛋白。在溶液中，干扰素γ显示存在一个非共价连接的同型二聚体与IL-10（白细胞介素10）极为相似。鼠的干扰素γ显示，...
	产品原理
	本实验采用双抗体夹心ELISA法。抗小鼠IFN-γ单抗包被于酶标板上，同时加入标本、标准品和生物素化的抗小鼠IFN-γ抗体，标本、标准品中的IFN-γ会与加入于孔中的生物素化的抗小鼠IFN-γ抗体及包被于酶标板上的单抗结合，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IFN-γ，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，IFN-γ浓度与OD450值之间呈正相关，可通...
	产品性能
	1. 灵敏度：最小可测小鼠IFN-γ达4 pg/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小鼠血清、血浆、组织或细胞培养上清液中天然和重组的 IFN-γ 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：血清或血浆样本冻存后聚合的蛋白会遮盖抗原的表位，建议用试剂稀释液将血清或血浆样本做1:2（样本50μl，加试剂稀释液50μl）稀释后检测。计算样本含量时应乘以稀释倍数（×2）。
	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。
	二．检测前准备工作
	三．洗涤方法
	四．操作步骤
	1．从已平衡至室温的密封袋中取出试验所需板条，未用的板条和干燥剂请放回铝箔袋内封存于4℃。
	2．留空白孔（若使用双波长读板，空白孔可以不设）。
	3．提前准备好样本、标准品和生物素化抗体工作液。
	4．分别将标本或不同浓度标准品（0pg/ml孔加试剂稀释液）加入相应孔中(100μl/孔)，若样本体积较少，这个试剂盒可做微量法检测，即标准品40μl/Well，样本40μl/Well。
	随后在样本和标准品孔中加入50μl生物素化抗体工作液，用封板胶纸封住反应孔。
	5．室温（20~25℃）孵育120分钟。使用微量振荡器(频率，300rpm)。
	6．提前30分钟制备酶结合物工作液。室温避光放置。
	7．洗板5次。
	8．除空白孔外，加入酶结合物工作液(100μl/孔)。用封板胶纸封住反应孔。
	9．室温（20~25℃），孵育60分钟。使用微量振荡器(频率，300rpm)。
	10．洗板5次。
	11．加入显色底物（包括空白孔）100μl/孔，室温（20~25℃），避光孵育15分钟。
	12．加入终止液（包括空白孔）100μl/孔，混匀后即刻测量OD450值(10分钟内)。
	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。
	注意：本图仅供参考，应以同次试验标准品所绘标准曲线计算标本含量。
	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

