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Rat IL-1 beta 检测试剂盒 
（酶联免疫吸附法） 

 

 

 

 

产品货号：PCDBR0061 

规格：96T／盒 

检测范围：31.2pg/ml→2000pg/ml 

工作原理 

Interleukin-1β，IL-1β，白介素 1β。在免疫调节和炎症反应过程中起中心作用。

类风湿、结肠 炎等病症也和 IL-1β的产生过多有关。 

IL-1α和 IL-1β有 25%的同源性。合成 IL-1β的细胞很广泛，包括单核细胞、巨噬细

胞、星形细胞、NK 细胞、角化细胞、内皮细胞等。两者合成时都是 31KDa 的前体，

经剪切后成为 17.5KDa 的成熟蛋白质。IL-1β前体在细胞内合成，并无生物学活性。

被 IL-1β转化酶（ICE）剪切为成熟形态后排出到细胞外 

本试剂盒采用的是双抗夹心法，预包被板为大鼠 Rat IL-1β单克隆抗体，检测相为

生物素标记的多克隆抗体，反应体系中加入生物素放大系统，以在增加反应的强度和

灵敏度。结果判读模式利用 TMB 显色底物与 HRP 酶反应，形成蓝色，并在 TMB 终止

液（H2SO4）的反应下转变成黄色，利用酶标仪判读波长，获得分光光度 OD 值，通过

对 OD 值与浓度值的正相关关系，换算出样本中的 Rat IL-1β蛋白的浓度。 

 

试剂盒组份列表 

内容 规格 数量 

Rat IL-1β抗体预包被板 96T／板 1 板 

Rat IL-1β重组抗原标准品 10ng／支 2 支 

抗 Rat IL-1β生物素抗体（100X） 130ul／支 1 支 

SA-HRP（100X） 130ul／支 1 支 

样品稀释液 20ml／瓶 1 瓶 

抗体稀释液 12ml／瓶 1 瓶 

SA-HRP 稀释液 12ml／瓶 1 瓶 

TMB 显色液 10ml／瓶 1 瓶 

TMB 终止液 10ml／瓶 1 瓶 

洗涤液（25X） 20ml／瓶 1 瓶 

封板膜  4 张 

使用前请先检查试剂盒中的试剂组份和数量是否与本表格内容一致 

 

 

 

 

实验涉及设备 

1. 96 孔板酶标分析仪 

2. 37℃恒温培养箱 

3. 可调节移液器／多通道移液器及吸头 

4. 去离子水（用于稀释洗涤液 25X，稀释至 1X 使用） 

 

注意事项 

1. TMB 显色液为无色透明液体，若发现颜色异常或出现浑浊，请及时与我司联系； 

2. 严格避免操作过程中反应孔干燥，预防导致板孔的蛋白活性丢失或引起假阳性； 

3. 为避免交叉污染，请勿重复使用吸头或试管； 

4. 禁止使用不同批次的试剂盒内试剂组份； 

5. 使用前计算好需要的酶标板条数量，剩余数量请及时放置 2～8℃干燥保存； 

6. 封板膜因粘性较强，以便更好的封闭板孔，在粘贴和揭开时，请勿过力，防止孔

内液体因急剧震荡而溅出； 

7. 试剂盒中的浓缩液在使用前需提前（1 小时以内）配制成工作液，为避免检测效

价下跌，建议按照每次使用量稀释； 

8. 试剂盒中的各组分应在使用前恒温至室温。 

 

样品的准备和保存 

样本在保存时请勿反复冻融； 

血清/血浆样本：按照常规样本收集方法收集后，短期保存，应立即分装后放置 2-8℃

冷藏保存；长期保存，应立即分装后放置-20℃冷冻保存； 

细胞上清液/组织匀浆：离心去除沉淀后，立即分析检测或分装后-20℃冷冻保存； 

尿液：用无菌管收集，离心 20min 左右（2000-3000rpm/min），收集上清，如有沉

淀形成，应再次离心。 

 

试剂的准备和保存 

一、 Rat IL-1β重组抗原标准品的稀释和使用： 

1.1 配制10ng/m l标准品：取1ml样品稀释液加入标准品管内，盖好盖后静置10min

以上，然后反复颠倒/搓揉以助其溶解； 

1.2 配制 2000pg/ml 标准品：取 0.8ml 样品稀释液加入 EP 管，取 0.2ml 完全复融

的 10ng/ml 标准品液，充分混合，获取 2000pg/ml 的标准品液； 

1.3 配制 31.2pg/ml～1000pg/ml 标准品：准备 6 只 EP 管，每管加入 0.3ml 样品稀

释液，分别标记为：1000pg/ml、500pg/ml、250pg/ml、125pg/ml、62.5pg/ml、

31.2pg/ml，取 0.3ml 2000pg/ml 的标准品溶液，加入 1000pg/ml EP 管中，混

匀后梯度取出 0.3ml，加入下一只 EP 管中，混匀，以此类推； 

注意：已稀释 Rat IL-1β标准品溶液（10ng/ml），需要在 12h 以内使用完，若时间较

长（2 天以内），则放置-20℃保存，但不得反复冻融。 

 

 

 

 

二、 抗 Rat IL-1β生物素抗体工作液的准备： 

2.1 根据每孔需要 100ul 计算总的用量（实际配制时应多配制 100-200ul）。 

2.2 按抗 Rat IL-1β生物素抗体（100X）1ul 加抗体稀释液 99ul 配制工作液混匀。 

三、 SA-HRP 工作液的准备： 

3.1 根据每孔需要 100ul 计算总的用量（实际配制时应多配制 100-200ul）。 

3.2 按 SA-HRP（100X）1ul 加 SA-HRP 稀释液 99ul 配制工作液，混匀。 

 

实验步骤 

1. 根据待检测样品数量，计算好所需使用的板孔数量，增加 1 孔为 TMB 显色空白

对照孔。总数=样本数+7（标准品）+1（空白孔）。做复孔检测的数量 X2.其余

板条及时包装好放回 2-8℃干燥保存； 

2. Rat IL-1β重组抗原标准品，利用样品稀释液稀释出浓度梯度为：2000pg/ml、

1000pg/ml、500pg/ml、250pg/ml、125pg/ml、62.5pg/ml、31.2pg/ml； 

3. 在第一排中依次加入标准品浓度梯度，第一孔为空白孔（样品稀释液），100ul

／孔；依次加入待检测样品，100ul／孔（若样本浓度过高可利用样品稀释液稀

释，计算时检测结果乘以稀释倍数）； 

4. 利用封板膜封好，37℃反应 90min； 

5. 甩去酶标板中的液体，并利用吸水纸拍干（不洗涤）， 

6. 加入准备好的抗 Rat IL-1β生物素抗体工作液（空白孔不加）。100ul／孔，贴

好封板膜，37℃反应 60min； 

7. 利用 1X 洗涤液 250ul／孔洗板 3 次； 

8. 将 SA-HRP 工作液按照 100ul／孔加入板孔（空白孔不加），贴好封板膜，37℃

反应 30min； 

9. 利用 1X 洗涤液 250ul／孔洗板 5 次； 

10. 按 90ul／孔加入 TMB 显色液，37℃避光反应 15～20min （根据实验室具体环

境确认最佳显色时间，可初步根据标准品梯度颜色（蓝色）呈现显现来判断） 

11. 按照 100ul／孔加入 TMB 终止液，孔内液体颜色由蓝色变为黄色； 

12. 用酶标仪在 450nm 光波处检测 OD 值； 

13. 计算时，以标准品浓度梯度作为 X 轴，OD 值（减去空白孔值）作为 Y 轴，制作

标准曲线，计算出样品值（减去空白孔值）对应的浓度值。 

注意：在样本加入前处理时，涉及的样本稀释比例，在此基础上需要按照对应倍数换

算回来。 


