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深圳容金科技有限公司

REAGEN™地克珠利 ELISA 检测试剂盒

 RND99102
简介

    地克珠利 ELISA 检测试剂盒是采用竞争性酶联免疫方法测定不同基质中地克珠利的含量。该ELISA 试剂盒可进行 96 次检测。若样品和标准品均进行双平行实验，一共可以检测40个样品。该ELISA试剂盒包含实验所需的所有试剂。样品预处理所需的试剂不包含在该试剂盒中。

1.  产品说明

抗球虫药被广泛应用于预防和治疗球虫病。球虫病是一种感染性变形虫疾病，很容易感染养殖在温暖潮湿环境中的家畜尤其是家禽。该疾病是由孢子虫纲艾美球虫属的单细胞生物引起的，是家禽中最严重的寄生虫疾病。地克珠利[2,6-二氯-α-（4-氯苯基）-4-（4,5-二氢-3,5-二氧-1,2,4-三嗪-2（3H）-yl）苯乙腈]是一种应用于家禽类的抗球虫药，例如肉鸡、小母鸡、火鸡，也应用于兔子、羔羊及未成年可食用鸟类。尽管地克珠利的作用模式还没有完全了解，但它会对球虫的有性繁殖或无性繁殖产生影响，阻止卵囊的排放，干扰寄生虫的生命周期。2014年2月3日，欧盟标准1235/2013开始实施，规定了兔子和家禽中地克珠利最大残留限量（MRLs）。对于反刍动物和猪没有规定最大残留限量。

2.  检测原理

地克珠利 ELISA 检测试剂盒以微孔板为基础，包含一个预包被的微孔板（12 条，每条 8 孔）。抗体、标记地克珠利的辣根过氧化物酶（-HRP）和标准品溶液或样品均加入到微孔中。样品或标准品中游离的地克珠利和地克珠利酶链接物同时竞争特异性抗体结合位点（竞争性酶联免疫）。经过 1 小时 孵育步骤后，未结合的试剂通过洗板步骤除去。结合的地克珠利酶链接物通过加入发色剂（H 2 O 2 /TMB）后显色。结合的地克珠利酶链接物将无色的显色剂转化为有色产物。反应通过加入硫酸终止。之后于450 nm处测定吸光度。样品中地克珠利浓度和吸光度成反比。

3.  特异性和灵敏度

地克珠利 ELISA 检测试剂盒使用的是来自兔子的抗蛋白结合地克珠利抗体。

该抗体的交叉反应如下：

地克珠利 100%

其他抗球虫药<0.01 %

	检测物质
	检测下限（ppb）

	肌肉组织
	25

	组织
	2

	蛋
	1


4.  处理和保存

- 试剂盒于 2-8℃ 避光保存。对于重复使用的试剂盒按照第 9 条的说明保存。

- 试剂盒超过效期（见试剂盒标签）之后，对其质量不做任何保障。

- 在打开密封的微孔板之前，微孔板应处于室温状态，避免出现冷凝水。

- 每次使用之前稀释试剂盒中的试剂，并保证试剂在稀释之前处于室温状态。

- 显色剂在试剂盒效期之前可保存在 2-8℃ 的冰箱里。

- 显色剂应该避免任何光线直射。

如果发生了下述现象，则说明试剂性质可能改变：

- 底物在加入微孔之前变为蓝色

- 零标准品显色反应很浅或无色（Bmax; E450 nm < 0.8）

5.  试剂盒组成

	内容物
	规格
	保存条件

	地克珠利包被板
	96孔板（12×8 孔）
	2-8℃

	地克珠利标准品：

0 ng/ml (阴性质控)

0.25ng/mL

0.5ng/mL

0.75ng/mL

1ng/mL

1.5ng/mL

2.0ng/mL

高标：

       100ng/ml
	2.0mL

1.0mL

1.0mL

1.0mL

1.0mL

1.0mL

1.0mL
	2-8℃

	100x抗体
	100(L
	2-8℃

	100x酶链接物
	100(L
	

	10×稀释缓冲液
	40mL
	

	20×浓缩洗液
	30mL
	

	终止液
	15mL
	

	TMB底物
	12mL
	


6.  试剂盒未提供的实验设备和材料

- 天平和称量容器

- 手套

- 通风橱

- 均质机（涡旋，混合）

- 超声波清洗器

- 离心机（2000 g）

- 自动微孔板清洗机或 8 道移液器(100-300 μl)

- 微孔板振荡器

- 450 nm 酶标仪

- 移液器 100-1000 μl

- 2.5 ml 分液器

- 螺旋帽聚丙烯离心管（15 ml）

- 蒸发装置

- 乙腈

- 正己烷

- 100%甲醇

- 蒸馏水

7.  注意事项

- 地克珠利是有毒物质，避免直接接触口和皮肤。地克珠利不具有吸入性。

- 终止液为 0.5 M 硫酸，避免试剂直接接触皮肤。

- 所有生物材料均避免直接接触皮肤和粘膜。

- 请勿用口吸取溶液。

- 请勿在进行实验的区域内饮食、抽烟、制作食物或化妆。

- TMB 具有吸入毒性，避免接触皮肤和吞入，在使用底物时应特别小心。

- 请勿使用超过效期的试剂，也不要混合使用不同批次的试剂。

- 每一个微孔都是一个光学容器，因此请勿触摸微孔底部，避免受到污损。

- 全部组分在使用前应充分溶解。应特别注意底物，该试剂会在 4℃结晶。

- 需严格遵守上述注意事项才能获得最佳的结果。为保证实验良好的准确性和精确度，实验过程中小心的移液和洗板是十分重要的。

8 ．样品处理

鸡肉组织

- 称取 1 g 均质后鸡肉样品，装入 15 ml 离心管中

- 加入 4 ml 乙腈，涡旋混合 1 分钟

- 将离心管放入超声波清洗器超声 5 分钟

- 离心 5 分钟，2000 g

使用稀释缓冲液以 1:20 的比例稀释上清液（最终稀释倍数 1:100）。为了能够检测更大范围，1:100 稀释的上清液可以进一步稀释 1:4,1:8,1:16 得到最终稀释倍数为 1:400,1:800 和 1:600。

- 使用 50 μl 进行 ELISA 检测

 组织和蛋
- 称取 1 g 均质后的全蛋或切碎的瘦肉样品，装入 15 ml 离心管中

- 加入 4 ml 乙腈，涡旋混合 1 分钟

- 将离心管放入超声波清洗器超声 5 分钟

- 离心 5 分钟，2000 g

- 吸取 2 ml 上清液至玻璃试管中，50℃下氮吹干

- 加入 1 ml 正己烷，混合均匀

- 加入 1 ml 甲醇/水（3/1），涡旋混合 10 秒

- 40℃水浴孵育 5 分钟

- 离心 5 分钟，2000 g

- 去除上层液体（正己烷）

- 加入 1 ml 正己烷，混合均匀

- 40℃水浴孵育 5 分钟

- 离心 5 分钟，2000 g

- 去除上层液体（正己烷）

- 50℃下氮吹干

- 使用 50 μl 甲醇（100%）复溶

- 加入 950 μl 稀释缓冲液，混合均匀

- 使用 50 μl 进行 ELISA 检测

9.  试剂准备

所有试剂在实验开始之前都需回温至室温。不用的试剂应立刻放回 2-8℃保存。试剂在使用前进行准备即可。

微孔板

将不用的孔条放回到带有干燥剂的可密封袋中，并在 2-8℃保存，为下次实验使用。同时保留微孔板架。

稀释缓冲液

该缓冲液用于酶链接物、抗体、样品的稀释。该缓冲液为 10 倍浓缩。在使用之前以 1:10 的比例稀释该缓冲液（10 ml 缓冲液+90 ml 蒸馏水），高浓度缓冲液应回温至室温（20-25℃）并且混合均匀。高浓度缓冲液可能会产生沉淀，稀释之前应混合均匀。稀释后的缓冲液应保存在 2-8℃。

酶链接物

酶链接物为 100 倍浓缩。通过短时间离心（1 分钟，1000 g）使酶链接物溶液混合均匀。取 5 μl 浓缩酶链接物溶液加入 495 μl 稀释缓冲液。每 2×8 个微孔需要 400 μl 酶链接物溶液。未使用的浓缩酶链接物保存在 2-8℃。

抗体

抗体为 100 倍浓缩。通过短时间离心（1 分钟，1000 g）使抗体溶液混合均匀。取 5 μl 浓缩抗体溶液加入 495 μl 稀释缓冲液。每 2×8 个微孔需要 400 μl 抗体溶液。未使用的浓缩抗体保存在 2-8℃。

洗涤缓冲液

洗涤缓冲液为 20 倍浓缩液。使用之前进行稀释。每条使用 40 ml 稀释的洗涤缓冲液（2 ml 浓缩洗涤缓冲液+38 ml 蒸馏水）

底物/发色剂

底物/发色剂溶液（即用型）在 4℃ 容易产生沉淀。注意使用时处于室温状态（避光）并在加入微孔之前混合均匀。

10.  实验步骤
洗板过程

在 ELISA 实验中，每次免疫学孵育步骤之间，未结合的成分必须被彻底清除。这就需要适当的洗板过程。应当注意的是每次洗板过程都必须认真完成，以保证获得良好的实验结果。人工洗板或使用自动洗板机洗板主要有以下几步：

人工洗板

1. 倒出孔中的液体，将微孔板架倒置在吸水纸上拍打以保证完全除去孔中的液体。

2. 向每个孔中加入 300 μl 洗涤缓冲液。

3. 上述洗板过程重复 3 次。

4. 将微孔板架倒置，快速垂直方向振动以去除孔中液体。

5. 将倒置的微孔板架放在吸水纸上，轻拍板架以除去孔中残留的洗涤缓冲液。

6. 注意在加入下一个试剂之前每个微孔都不能变干。

自动洗板机洗板

当使用自动洗板机进行洗板的时候，确保每个洗板周期中孔中液体都被完全除去并且清洗液完全加入到每个微孔中。洗板机应设定为进行三次清洗过程。

实验步骤

1. 按照第 8 条说明（样品预处理）准备样品，按照第 9 条说明（试剂准备）准备试剂。

2. 平行添加 100 μl 零标准品（H1、H2 孔，空白）

3. 平行添加 50 μl 零标准品（Bmax，A1、A2 孔）

4. 平行添加 50 μl 每个标准品（B1, B2 至 G1, G2 孔）

5. 平行添加 50 μl 样品溶液至剩余微孔中。

6. 添加 25 μl 酶链接物（地克珠利-HRP）溶液至所有微孔中，除了 H1、H2孔。

7. 添加 25 μl 抗体溶液至所有微孔中，除了 H1、H2 孔。

8. 密封微孔板，使用微孔板振荡器振荡微孔板几秒钟。

9. 室温条件下暗处孵育 1 小时（20ºC-25ºC）。

10. 去除微孔板中液体，使用洗涤缓冲液洗板 3 次。

11. 添加 100 μl 底物至每个微孔中。

12. 室温条件下暗处孵育 30 分钟（20ºC-25ºC）。

13. 添加 100 μl 终止液至每个微孔中。

14. 立即于 450 nm 处读取吸光度值。

11.  实验结果计算

用样品和标准品的 OD 平均值减去 H1、H2 孔（空白）的 OD 平均值。将六个标准品的OD平均值和样品的OD平均值除以零标准品的OD平均值（Bmax，A1、A2 孔），然后再乘以 100。零标准品计算之后为 100%（最大吸光度），其他 OD 值为最大吸光度的百分比。

标准品或样品的 O.D.值

---------------------------------------x 100% = % 最大吸光度

零标准品 O.D.值/ Bmax

校正曲线

以标准品 OD 值经上述公式计算之后的值（%最大吸光度）为 Y 轴，标准品浓度(ng/ml)取对数后为 X-轴，绘制标准曲线。

第二种校正曲线

以标准品吸光度值取对数之后为 Y 轴，标准品浓度(ng/ml)取对数后为 X-轴，绘制标准曲线。

样品中地克珠利浓度表示为地克珠利当量浓度，提取物中地克珠利浓度（ng/ml）与%最大吸光度相关，可直接从曲线上读取。
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样品中的含量计算时从曲线上读数的值应该乘以稀释倍数

鸡肉组织

计算鸡肉组织中地克珠利含量，需将计算得到的地克珠利浓度乘以 100（1:100稀释），乘以 400（1:400 稀释），乘以 800（1:800 稀释），乘以 1600（1:1600稀释）。

组织和蛋……………………………………2.5
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