
                                                  
 

 

 

 

 

 

ClinMaxTM 人可溶性NT5E/CD73 ELISA试剂盒 
 

货号：CEA-B048 

规格: 96 tests 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

本试剂盒仅用于科研使用，不可用于诊断或治疗应用。 
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重要提示：在进行实验前，请仔细阅读本用户指南。 

产品信息 

 

本试剂盒用于定量检测生物样本（细胞上清、血清、血浆）中人可溶性 NT5E/CD73 的浓度。 

 

本试剂盒的测定原理采用定量夹心酶联免疫分析法。首先在微孔板上包被捕获抗体，然后将待测样本加

入孔中，样品中的待测抗原与捕获抗体结合。随后，加入另一个生物素标记的检测抗体，这个特异抗体

与待测抗原的另一表位结合，从而形成“夹心”结构。最后，通过加入 Streptavidin-HRP 与生物素标记的检

测抗体结合，使得酶标记物与夹心结构关联起来。添加适当的底物后，酶催化底物反应产生可测量的信

号，从而定量检测待测抗原的含量。 

 

注意事项： 

本试剂盒仅供科研使用，不用于诊断或治疗应用。 

请勿在试剂盒标签上指示的到期日期之后使用本试剂盒。 

请勿将试剂与其他批次或来源的试剂混合或替换。 

 

 

 

生产企业：百斯医学诊断科技（北京）有限公司 

生产地址：北京经济技术开发区永昌北路 3 号永昌工业园 3 号楼 8106-8107 

电话：010-67855298-8147 

邮箱：IVD.AcroDiagnostics@acrobiosystems.com 

 

销售企业：北京百普赛斯生物科技股份有限公司 

地址：北京经济技术开发区宏达北路 8 号 5 号楼 4 层 

电话：400-682-2521（全国）  010-53681107（北京） 

邮箱：order.cn@acrobiosystems.com 
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试剂盒组分 

 该试剂盒包含足够的试剂用于96孔。 

Catalog Contents Amount 

CEA048-C01 Pre-coated Anti-Soluble NT5E/CD73 Antibody Microplate 1 plate 

CEA048-C02 Human Soluble NT5E/CD73 Standard 123 μg×2 

CEA048-C03 Biotin-Anti-Soluble NT5E/CD73 Antibody Con. Solution 200 μL 

CEA048-C04 Biotin-Antibody Dilution Buffer 15 mL 

CEA048-C05 Streptavidin-HRP Con. Solution 500 μL 

CEA048-C06 Streptavidin-HRP Dilution Buffer 15 mL 

CEA048-C07 20× Washing Buffer 50 mL 

CEA048-C08 Sample Dilution Buffer 15 mL×2 

CEA048-C09 Substrate Solution 12 mL 

CEA048-C10 Stop Solution 6 mL 

存储条件 

 将未开封的试剂盒存储在 2-8 °C 温度下。请避免在试剂盒的过期日期之后使用。对于已开封的试剂盒，除了微孔板和重构

的标准品按照下表进行特殊存储，其余组分可在 2-8°C 温度下保存 30 天。 

 

Contents Storage conditions 

Pre-coated Anti-Soluble NT5E/CD73 

Antibody Microplate 

Return unused wells to the foil pouch, 

reseal along entire edge. May be stored 

for up to 1 month at 2-8°C. 

Human Soluble NT5E/CD73 Standard 

Aliquot and store for up to 1 month 

at -70°C in a freezer.  

Avoid repeated freeze-thaw cycles. 

 

注意：Streptavidin-HRP Con. Solution 和 Substrate Solution 需避光保存。 
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需要但未提供的试剂/设备 

设备 酶标仪 

试剂 超纯水/去离子水/蒸馏水 

耗材 

50 mL 和 500 mL 量筒 

移液器和枪头 

用于稀释标准品的 EP 管 

 

工作流程 
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工作液和梯度标准品的制备 

注意事项：使用前将所有试剂置于室温（18℃~25℃）。如果在缓冲溶液中形成晶体，请将试剂置于 

37℃培养箱中，直至晶体完全溶解，然后在使用前将溶液恢复至室温。  

 

工作液的制备 

1. 1×Washing Buffer：用超纯水/去离子水/蒸馏水将 50 mL 20×Washing Buffer 稀释至 1000 mL。 

2. Biotin-Anti-Soluble NT5E/CD73 Antibody Solution ： 取 120 μL Biotin-Anti-Soluble NT5E/CD73 

Antibody Con. Solution 加入 12 mL Biotin-Antibody Dilution Buffer，轻轻摇匀，现用现配。 

3. Soluble NT5E/CD73 Streptavidin-HRP Solution：取 300 μL Streptavidin-HRP Con. Solution 加入 12 

mL Streptavidin-HRP Dilution Buffer，轻轻摇匀，该工作液需避光保存，现用现配。 

 

标准品的重构 

用 1mL 超纯水将所提供的标准品（CEA048-C02）配制成储存液，在室温下溶解 15 至 30 分钟，轻轻

吹吸混匀。重构后的 Soluble NT5E/CD73 标准品储存液浓度为 123 μg/mL。 

备注：避免剧烈摇动或涡旋，分装后存储在 -70℃。分装规格不低于 60 μg。避免反复冻融。 

 

梯度标准品的制备 

1. 将一个试管标记为“Cm”，取 10 μL 标准品储存液（123 μg/mL）和 990 μL 样本稀释液（Sample 

Dilution Buffer）加入 Cm 的管中，轻轻振荡混匀； 

2. 准备 6 个 EP 管，分别标记为 Std.-1，Std.-2，Std.-3，Std.-4，Std.-5，Std.-6； 

3. 标准曲线配置如下：在 Std.-1 管中加入 36.6 μL Cm 溶液和 1463.4 μL 样本稀释液，作为标曲的最

高点 Std.-1（30000 pg/mL），轻轻振荡混匀； 

4. 在 Std-2 管中加入 500 μL Std.-1 溶液和 1000 μL 样本稀释液，作为标曲的 Std.-2（10000 

pg/mL）； 

5. 后续按照此方法继续依次 1：2 稀释至（3333 pg/mL，1111 pg/mL，370 pg/mL，123 pg/mL），

共配 6 个标准曲线浓度点; 

6. 以样本稀释液作为标准曲线的零浓度。 

待测样本前处理 

将待测样本前处理（建议稀释比例）：血清、血浆和细胞上清进行 8 倍稀释。取 10 μL 样本加入

70 μL Sample Dilution Buffer，轻轻混匀。 



CEA-B048-CN02 

Human Soluble NT5E/CD73 ELISA Kit  User Guide  

实验流程： 

1. 向微孔板中加入 100 μL Soluble NT5E/CD73 Standards 或样品。用密封膜密封微孔板，在室温

（18℃~25℃）下孵育 1.0 小时。 

2. 吸出剩余溶液，向每孔中加入 300 μL 1×Washing Buffer，轻轻敲击板 1 分钟，去除任何剩余的 

1×Washing Buffer：通过吸出或倾倒，倒置板并用纸巾吸干。重复上述洗涤步骤, 总共五次。 

3. 向微孔板中加入 100 μL Biotin-Anti-NT5E/CD73 Antibody Solution。用密封膜密封微孔板，在室温

（18℃~25℃）下孵育 1.0 小时。 

4. 重复步骤 2。 

5. 向微孔板中加入 100 μL Streptavidin-HRP Solution。用密封膜密封微孔板，在室温（18℃~25℃）下

孵育 30 分钟，避光。 

6. 重复步骤 2。 

7. 向微孔板中加入 100 μL Substrate Solution，用密封膜密封微孔板并在室温（18℃~25℃）下孵育 15

分钟，避光。 

8. 向微孔板中中加入 50 μL Stop Solution，轻轻敲击板以充分混合。终止反应后，十分钟内上机读数。 

注意: 孔中的颜色应从蓝色变为黄色。 

9. 使用酶标仪测定读取 450nm 和 630nm 处的吸光度。  

注意: 为了减少背景噪音，用 450nm 读取的值减去 630nm 读取的值。  
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结果解读 

1. 标准曲线的范围: R2 ≥ 0.9900。 

2. 如果待测样品的 OD 值高于最高标准，应将样品用稀释缓冲液稀释后重复测定。 

3. 校准标准曲线得到的吸光度值，以标准浓度为 x 轴，校准吸光度值为 y 轴绘制标准曲线。四参数

拟合用于绘制标准曲线并计算样品浓度。 

典型数据 

注意: For each experiment, a standard curve needs to be set for each microplate, and the specific OD value 

may vary depending on different laboratories, testers, or equipment. The following example data is for 

reference only. The sample concentration was calculated based on the results of the standard curve.。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

灵敏度 

 检测零浓度校准品 20 次，得到 20 次测定结果的 OD 值，计算其平均值 M 和标准差 SD，将 M+2SD

所对应的 OD 值，带入标准曲线中，计算得出对应的浓度，即最低检测浓度(Minimum Detectable 

Concentration， MDC)。 Soluble NT5E/CD73 最低可检测限浓度小于 100 pg/mL。 

Soluble NT5E/CD73 

Standard(pg/mL) 
OD450nm-630nm 

 

30000 3.008 

10000 1.271 

3333 0.509 

1111 0.235 

370 0.145 

123 0.111 

Blank 0.094 
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稀释线性 

将三份高值 Soluble NT5E/CD73 样本加入到血清中，按 1:2、1:4、1:8 进行稀释，测定在线性范围内

样品的值。从血清样本中平均可检测到 111.69%的 Soluble NT5E/CD73 蛋白。 

 

板内精密度 

同一板试剂中测试含有 3 个不同浓度的 Soluble NT5E/CD73 样品，每个样本检测十次，板内精密性

CV＜10%。 

Sample 

Concentration 

(pg/mL) 

Mean (pg /mL) SD Numbers CV 

30000 

 

28597.2 2697.7 10 9.4% 

 
3333 3131.1 281.2 10 9.0% 

1111 1135.0 87.1 10 7.7% 

板间精密度 

对 3 个不同浓度的 Soluble NT5E/CD73 样品进行 3 个酶标板测试，每板 3 个样本浓度、每个浓度检

测 3 次，批间精密性 CV＜15%。 

Sample 

Concentration 

(pg/mL) 

Mean (pg/mL) SD Numbers CV 

30000 30016.6 1999.3 9 6.7% 

10000 10017.2 1373.3 9 13.7% 

3333 3333.8 405.9 9 12.2% 
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回收率 

将 Soluble NT5E/CD73 蛋白按照 1：9 的稀释比例加标到 3 份人血清样品中，然后进行分析，回收率

的计算公式=（加标样本值-Blank 样本值*0.9）/理论值×100%。从血清样本中平均回收了 93.0%的 EPO 蛋

白。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sample 

ID 

Conc 

Measured 

(pg/mL) 

Conc 

Added (pg/mL) 

Conc  

Recovered (pg/mL) 
Recovery 

1 

12058.7 10000 11059.3 110.6% 

4365.4 3333 3366.0 101.0% 

2013.4 1111 1014.0 91.3% 

1110.5 -   

 

2 

12810.7 10000 10928.2 109.3% 

5253.7 3333 3371.1 101.1% 

2747.0 1111 864.5 77.8% 

2091.7 -   

 

3 

8971.1 10000 8385.7 83.9% 

3378.3 3333 2792.9 83.8% 

1459.3 111、1 873.9 78.7% 

650.4 -   
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Hook 效应 

Soluble NT5E/CD73 浓度高于 120000pg/ml 不影响检测结果。 

 

 

 

 

 

 

真实样本值 

在该测定中，进行了 32 例健康人血清样本（样本 8 倍稀释）中 Soluble NT5E/CD73 浓度检测，测量

值见下图。 
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常见问题指南 

问题 原因 解决方法 

标准曲线差 * 移液不准确 * 检查移液器 

CV 值偏高 * 移液不准确 

* 孔中有气泡 

* 检查移液器 

* 去除孔中的气泡 

背景高 * 板子清洗不充分 

* 洗涤缓冲液被污染 

* 按操作步骤正确清洗 

* 制备新的洗涤缓冲液 

整板读数偏低 * 波长选择错误 

* 孵育时间不足 

* 检查波长参数 

* 增加孵育时间 

标准曲线正常，样品

读值高 

* 样本中的细胞因子水平高于检测

范围 

* 稀释样本再次进行检测 

曲线漂移 * 加样时间过长 

* 试剂不在室温下 

* 在检测开始之前准备好所有的标准品和

样品，尽量控制加样时间 

* 除非抗体等物质有特殊说明，否则在加

样前所有试剂都处于室温状态 

 


