
艾狄ᯟ™大鼠中段骨钙素检测试剂盒˄酶联免疫法˅ 
使用说明书(䍗ਧ˖AC-12F1) 

 
Ǐ产品〠ǐ 

通用〠˖艾狄ᯟ™大鼠中段骨钙素检测试剂盒

˄酶联免疫法˅ 

英文〠˖Rat-MID™ Osteocalcin EIA kit 

Ǐ包装规格ǐ 

    96 人份/盒 

Ǐ预期用途ǐ 

本试剂盒采用酶联免疫࠶析方法用于大鼠血清和

血浆中骨钙素的定䟿检测Ǆ仅适用于科研Ǆ 

Ǐ概要说明ǐ 

骨钙素，或骨年-羧基谷≘酸蛋白˄BGP ，˅是骨基

䍘中ѫ要的非胶原蛋白䍘Ǆަ࠶子䟿大㓖6000道尔顿，

大多数含ᴹ49个≘基酸，包括й个年-羧基谷≘酸残基Ǆ

而大鼠骨钙素⭡50个≘基酸组成˄1-4 Ǆ˅骨钙素通过ަ

17，21和24սк的2,3-年-羧基谷≘酸残基о钙元素特异

性结合˄ 5 Ǆ˅骨钙素中段特别是20-30ս的≘基酸序列，

表⧠出很高的种内保守性˄4 Ǆ˅ 

骨钙素⭡成骨细胞在骨中合成Ǆ合成ਾ部࠶进入骨

基䍘中，部࠶流入循⧟系统Ǆ骨钙素的明确生理作用仍

н清楚Ǆ大䟿研究显示，骨钙素在循⧟系统中的水ᒣ可

৽映骨形成䙏率˄4 Ǆ˅ 

作Ѫ骨转换标志物，大鼠骨钙素ᐢᓄ用于临床前研

究中Ǆ据报道，血清水ᒣ在卵巢࠷除ਾк升Ǆ可以通过

雌激素ǃ选择性雌激素ਇ体调节˄SERMs˅或ৼ膦酸盐

处理来预防雌激素缺乏性症状˄6-10 Ǆ˅ 

Ǐ检验原理ǐ 

艾狄ᯟ™大鼠中段骨钙素检测试剂盒采用竞争性

酶联免疫方法，即多克隆抗体о溶液中的骨钙素或固相

к的骨钙素竞争性结合Ǆ简言之，人骨钙素多克隆抗体

用以识别并结合骨钙素࠶子的中段部21-29˄࠶ ս≘基

酸˅˄ 11 Ǆ˅Ѫ了使 Rat-MID™ Osteocalcin EIA 标准ॆ，

使用合成人类骨钙素Ǆ用纯ॆ的大鼠骨钙素和大鼠血清

进行ᒣ行㿲察Ǆ 

在预孵育↕骤中，生物素标记的骨钙素о包被于微

孔内表面的链霉亲和素结合而被固定Ǆ洗涤ਾ，标准品，

䍘᧗品和待测样本࣐入到相ᓄ微孔内，࣐入多克隆抗

体溶液Ǆ一㓗孵育ਾ洗涤Ǆ然ਾ࣐入过≗ॆ物酶标记的

抗鼠免疫球蛋白进行Ҽ㓗孵育，ަо多克隆抗体结合Ǆ

第й次洗涤ਾ，࣐入显色ᓅ物˄TMB˅显色并用硫酸终

止৽ᓄǄ最ਾ于450nm处测䟿吸光度Ǆ吸光度值о样本

中待测骨钙素浓度成৽比Ǆ 

Ǐѫ要组成成份ǐ 

1．链霉亲和素包被的微孔板MICROPLAT 

链霉亲和素蛋白预包被的条形微孔板˄ 12条×8孔 ，˅

置于一塑料框架中Ǆ 

2．骨钙素标准品CAL 0 

含ᴹ蛋白䍘稳定剂和防腐剂的PBS缓冲的冷冻ᒢ

燥品Ǆ将标准品溶于5.0mL蒸馏水中Ǆ复溶ਾ的标准品

必须存放于-18 °C以лǄ1瓶Ǆ 

3．骨钙素标准品1-5 CAL 1-5 

含ᴹ合成人骨钙素ǃ蛋白䍘稳定剂和防腐剂的PBS

缓冲的冷冻ᒢ燥品Ǆ将各标准品溶于0.5mL蒸馏水中Ǆ

复溶ਾ的标准品必须存放于-18°C以л，且只能冻融є

次Ǆ准确浓度标在各瓶кǄ5瓶Ǆ 

4．䍘᧗品CTRL 

含ᴹ合成人骨钙素ǃ蛋白䍘稳定剂和防腐剂的PBS

缓冲的冷冻ᒢ燥品Ǆ将䍘᧗样本溶于0.5mL蒸馏水中Ǆ

复溶ਾ的䍘᧗品必须存放于-18°C以л，且只能冻融є

次Ǆ请参考所附数据表中䍘᧗品的浓度范围Ǆ1瓶Ǆ 

5．生物素标记骨钙素 Ag BIOTIN 

可直接使用的含ᴹ生物素标记的合成人类骨钙素

的溶液˄溶于含蛋白䍘稳定剂和防腐剂的PBS缓冲液 Ǆ˅

1瓶，至少12.0mLǄ 

6．第一抗体 Ab 

中段骨钙素˄21-29 ս≘基酸˅特异性多克隆抗体

浓缩溶液˄溶于含蛋白䍘稳定剂和防腐剂的缓冲液 Ǆ˅

使用之前按 1˖100 的比例о一㓗孵育缓冲液混合Ǆ1

瓶，至少 0.5mLǄ 

7．一㓗孵育缓冲液BUF 

可直接使用的含蛋白䍘稳定剂，去污剂和防腐剂的

PBS缓冲液，用于稀释第一抗体Ǆ1瓶，至少20.0mlǄ 

8．过≗ॆ物酶偶联抗体ENZYMCONJ 

可直接使用的过≗ॆ物酶偶联的抗鼠IgG抗体Ǆ溶

液˄溶于含蛋白䍘稳定剂和防腐剂的缓冲液 Ǆ˅1瓶，至

少12.0mlǄ 

9．ᓅ物溶液 (瓶TMB) 

可直接使用的四⭢基联苯胺˄TMB˅ᓅ物˄溶于酸

性缓冲液 Ǆ˅1瓶，至少12.0mLǄ 

10．终止液H2SO4 

可直接使用的0.18mol/L硫酸溶液Ǆ1瓶，至少12.0 

mLǄ 

11．冲洗液 WASHBUF 50× 

含ᴹ去污剂和防腐剂的浓缩清洗缓冲液，用前以1

体〟浓缩清洗缓冲溶液+50体〟蒸馏水的比例稀释Ǆ1

瓶，至少20.0mLǄ 

12．封口膜 

孵育时密封微孔板的粘性薄膜Ǆ 

Ǐ储存条件৺ᴹ效期ǐ 

收到试剂盒ਾᓄ在于 2-8℃保存Ǆ试剂在↔条件л

稳定至包装盒к所标ᴹ效日期Ǆ 

复溶ਾ标准品和䍘᧗品ᓄ在–18℃以л存放，且只

能冻融є次Ǆ当第一抗体和一㓗孵育缓冲液混合ਾ，剩

余混合液在 2-8℃л存放最多 30 天，或在-18℃ 以л冻

结Ǆަ它剩余试剂以৺微孔板ᓄ在 2-8℃保存Ǆ 



Ǐ适用仪器ǐ 

    适用于ާᴹ 450nmǃ650nm ⌒长的所ᴹ全自动ǃ半

自动酶标仪Ǆ 

Ǐ样本要求ǐ 

    静脉ਆ血样，避免溶血Ǆ采样ਾ 3 小时内࠶离血

清Ǆ建议立即冷冻样本 (<–18°C )Ǆ 

Ǐ检验方法ǐ 

打开试剂盒前，请阅读注意һ项Ǆ本试剂盒提供的试剂

足够96个样本的检测Ǆ将冷冻ᒢ燥的试剂溶解在适䟿蒸

馏水中，混合前放置 10 ࠶钟，避免出⧠⌑沫Ǆ 

1．自备材料 

1˅用以稀释第一抗体溶液和冲洗缓冲液的容器Ǆ 

2˅准确移ਆ20µL的微䟿移液器 

3˅蒸馏水 

4 准˅确移ਆ100和150µL的8通道或12通道微䟿移液

器 

5˅微孔板混合器˄300rpm˅ 

6˅450nm和650nm酶标仪 

2．实验↕骤 

使用前，将所ᴹ溶液ᒣ衡至室温Ǆ在18-22°Cл进

行实验Ǆ 

确定实验所需微孔板数䟿Ǆ建议⇿一样本设є个ᒣ

行孔Ǆ另外，⇿轮实验共需要14孔用于标准品和䍘᧗品Ǆ 

将适当数䟿的微孔板置于塑料框架кǄ将未使用的

微孔板оᒢ燥剂一起密封于锡箔袋中Ǆ 

1˅预孵育 

⇿孔内࣐入 100µl 生物素标记的骨钙素 Ag 

BIOTIN，用封口膜密封微孔板，于微孔板混合器к

˄300rpm˅室温˄18-22 °C˅孵育 30+5  钟Ǆ࠶

2˅洗板 

手工洗板˖5 次，⇿次⇿孔࠶配 300µl 洗液˗ 

自动洗板 参̟照使用说明书或实验室规则进行操作Ǆ

通常洗板 5 次ᐢ㓿足够Ǆ 

确保⇿次洗板ਾ孔内无液体残留Ǆ 

3˅一㓗孵育 

A 使̟用前将第一抗体 Ab 和一㓗孵育缓冲液 BUF

按体〟比 1˖100 小心混合，防止起⌑Ǆ 

B˖相ᓄ孔中࠶别࣐入 20µL 标准品 CAL 0-5，䍘

᧗品 CTRL 和待测样本，于⇿孔内࣐入 150µL 第一

抗体和一㓗孵育缓冲液的混合液，用封口膜密封微孔板，

于微孔板混合器к˄ 300rpm 室˅温˄ 18-22 °C 孵˅育 60+5

 钟Ǆ࠶

4˅洗板 

㿱↕骤 2 Ǆ˅ 

5˅Ҽ㓗孵育 

所ᴹ微孔内࣐入 100µl 第Ҽ抗体 ENZYMCONJ 用

封口膜密封微孔板，于微孔板混合器к˄300rpm˅室

温˄18-22 °C˅孵育 60+5  钟Ǆ࠶

6˅洗板 

㿱↕骤 2 Ǆ˅ 

 入显色ᓅ物孵育࣐˅7

⇿孔内࣐入 100µl ᓅ物溶液 SUBS TMBǄ用封口

膜密封微孔板，于微孔板混合器к˄300rpm˅室温

˄18-22 °C˅避光孵育 15+2  钟Ǆ࠶

8˅终止显色৽ᓄ 

⇿孔内࣐入 100µl 终止液 H2SO4Ǆ 

9˅测䟿吸光度 

入终止液ਾ的2小时内于450nm⌒长处读ਆ吸光࣐

度Ǆ建议以650nmѪ参考⌒长Ǆ 

䍘䟿᧗制 

良好实验室管理规范(GLP)要求在⇿轮实验中使用

䍘᧗品以检测实验操作䍘䟿Ǆ䍘᧗品ᓄ以待测样本对待，

并用适当的统计方法࠶析结果Ǆ 

Ǐ参考值˄参考范围 ǐ˅ 

建议实验室建立自ᐡ的预期值范围Ǆ3个ᴸ大的

SPRD雌性大鼠的ᒣ均值和标准偏差举例如лǄ 

大鼠

种类 

ᒤ龄

˄ᴸ˅ 

ਇ检

个体

数 

ᒣ均

值

ng/mL 

标准

差(SD) 

ng/mL 

标准

误差

(SEM) 

ng/mL 

SPRD 3 30 417.8 83.5 15.3 

Ǐ检验结果的解释ǐ 

可使用四参数对数曲线拟合，ҏ可以计算样本ᒣ行

孔吸光度的ᒣ均值，构建ޝ个标准品˄标准品0-5˅的

吸光度ᒣ均值˄纵坐标˅对相ᓄ骨钙素浓度˄横坐标˅

的标准曲线，依↔用内᧘法确定䍘᧗品和待测样本中骨

钙素的浓度Ǆ 

结果举例˖ 

项目 骨钙素浓

度 

( ng/ml ) 

A450-650 

(nm) 

A450-650 

(nm) 

ᒣ均值 

内᧘骨钙

素浓度 

( ng/ml ) 

标准0 0 1.997/1.991 1.994  

标准1 45.9 1.725/1.756 1.741  

标准2 169.9 1.063/1.030 1.147  

标准3 401.0 0.528/0.502 0.515  

标准4 801.0 0.329/0.320 0.325  

标准5 1510.0 0.191/0.178 0.185  

䍘᧗  1.322/1.243 1.262 118.5 

样本1  0.263/0.267 0.265 940.2 

样本2  0.869/0.922 0.896 211.6 

样本 3  1.676/1.654 1.665 56.9 

注意˖以к数据仅Ѫ举例，н可用于计算ަ它实验的结

果Ǆ 

Ǐ检验方法的局限性ǐ 

如果待测样本的吸光度վ于标准品5，建议用含վ

浓度骨钙素的大鼠血清稀释样本并䟽ᯠ࠶析Ǆ 

Ǐ产品性能指标ǐ 

1．大鼠骨钙素的交৹৽ᓄ性˖99+4%˄ᒣ均值+SD˅ 

用标准品缓冲液将纯ॆ的大鼠骨钙素稀释2倍ਾ用

本试剂盒检测骨钙素浓度Ǆ㿲测到的浓度范围Ѫ

48.1-1660ng/mLǄ按л式计算回收率˖㿲测值/期望值

*100%Ǆ 

2．检测极限˖50 ng/mL 



↔值Ѫվ于21个空白˄骨钙素标准品0˅ᒣ均值є

个标准偏差所对ᓄ的浓度Ǆ 

3．精确度 

大鼠中段骨钙素酶联免疫试剂盒的精确度用й个

血清样本进行了评估Ǆ按照NCCLS EP5-A方案对⇿个样

本进行连续10轮检验˄11˅Ǆ 

结果总结如л˖ 

骨钙素ᒣ均值

˄ng/mL˅ 

批内CV 

˄%˅ 

批间CV 

˄%˅ 

948 

215 

152 

7.7 

5.5 

6.6 

3.4 

5.0 

3.6 

4．线性 

用大鼠中段骨钙素酶联免疫试剂盒检测大鼠血清

样本˄ᐢ用含较վ骨钙素浓度的大鼠血清稀释 Ǆ˅ 

结果如л表所示˖ 

稀释流程 期望值 

ng/mL 

㿲测值 

ng/mL 

回收率

˄%˅ 高血清

845ng/mL 

վ血清 

292ng/mL 

1 

1 

1 

1 

3 

7 

569 

430 

305 

470 

376 

323 

82.6 

87.4 

105.9 

高血清

593ng/mL 

վ血清

292ng/m 

   

1 

1 

1 

1 

3 

7 

443 

367 

330 

410 

341 

291 

92.6 

92.9 

88.2 

Ǐ注意һ项ǐ 

1. 本试剂盒仅用于科研，н能在人或动物体内使用Ǆ

必须ѕ格按照包装盒䟼的产品说明书进行操作Ǆ对

于任何н按照说明书操作而䙐成的损失和伤害˄ 当

地法规规定的除外 ，˅IDS   ਨ概н负责Ǆޜ

2. 本试剂盒含ᴹ动物源材料，须按ᴹ潜在传染能力的

材料进行处理Ǆ适当的防范措施和良好的实验室Ґ

惯ᓄ该贯穿于整个储存ǃ操作和试剂处理过程Ǆ试

剂的处理ᓄ符合当地法规要求Ǆн要使用ᐢ㓿过期

的试剂，н਼批ਧ的试剂н能混用Ǆ 

3． 四⭢基联苯胺 

TMB ᓅ物包含 3,3’,5,5’-四⭢基联苯胺Ǆ 

R21/22 接触皮肤和吞食均ᴹ害Ǆ 

S36/37 穿戴合适的衣服和手套Ǆ 
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Ǐ生产企业ǐ 

生产者〠˖英国 Immunodiagnostic Systems Linited 

生产者/生产场所地址 1̟0 Didcot Way,Boldon  Business 

Park,Boldon,Tyne&amp;Wear,NE35 9PD,UK 

电话˖+44 (0) 191 519 0660  

传真˖+44 (0) 191 519 0760  

网址˖www.idsltd.com 

售ਾ服࣑机构˖े京荣志海达生物科技ᴹ限ޜਨ 

地址˖े京市海淀४永定路 88 ਧ长银大厦 12 层 B12

室 

电话˖010-58895646   020-32293178 

传真˖010-58895611   020-32293177 

电子邮箱˖info@rz-biotech.com  

网址˖www.rz-biotech.com 

Ǐ५疗器械注证书编ਧǐ 

Ǐ产品标准编ਧǐ 

Ǐ说明书批准৺修改日期ǐ 

仅供参考，请以原版英文说明书Ѫ准！ 

 

 


