
            硬骨素试剂盒（酶联免疫法） 

1介绍 

        标准的Wnt信号在通过提高成骨细胞调节骨的

稳定状态起着重要作用。Wnt 通路的负调节因子对

增强骨重吸收的疾病治疗是重要的新的治疗目标。

其中一种就是硬骨素，分子量是 22.5 kD 的分泌糖蛋

白，通过与 Wnt‐共受体  LRP5 的结合而防止与 Wnt 

分子的结合。硬骨素几乎都是在骨细胞中产生的。

因此认为是提供骨特异性最高的临床标记物。 

 

应用范围： 

骨质疏松症 

肿瘤诱导的骨疾病 

风湿性关节炎 

慢性炎症 

肾病 

合成代谢治疗监测 

 

2  试剂盒组分 

目录  试剂盒组分  数量 

微孔板  多克隆羊抗人硬骨素抗体，预包

被在微孔板条孔内， 

装在附有干燥剂的铝袋 

12×8

条 

冲洗缓

冲液 

冲洗缓冲液，自然色，20 倍浓缩 1 ×

50ml 

ASYBUF  实验缓冲液，红盖，直接使用  1 ×

20ml 

AB  单克隆鼠抗人硬骨素抗体‐生物

素标记，绿盖，直接使用 

1 ×

7ml 

STD  标 准 品 1‐6

（0;15;30;60;120;240pmol/l）， 

白盖，冻干品 

6 瓶

冻 干

品 

CTRL  质控品，黄盖，冻干品（标签上

有准确浓度） 

1 瓶

冻 干

品 

CONJ  结合物（链霉亲和素‐HRPO），琥

珀色瓶， 

琥珀色盖，直接使用 

1 ×

22ml 

SUB  底物溶液（TMB溶液），琥珀色瓶，

蓝盖，直接使用 

1 ×

22ml 

STOP  终止液，白盖，直接使用  1 ×

7ml 

 

3  试剂盒附带的材料 

3.1    2 个封板膜                             

3.2    质控报告单                                     

3.3    使用说明书 

 

4自备材料 

4.1高精度加样器（可移取 20µl，50µl，150µl，200µl，

400µl）和一次性枪头 

4.2 蒸馏水或去离子水 

4.3 洗板机，多道加样器或多功能分液器 

4.4 酶标仪有 450nm(修正波长 630nm) 

4.5 计算结果的软件 

 

5试剂和样本准备 

5.1 所有试剂在 4℃（2‐8℃）下保存可稳定至有效期。 

5.2 用标准的血清或血浆收集管收集静脉血样本。建

议尽快离心分离血清或血浆（如：  2000×g 分

离 20 分钟，最好在 4℃（2‐8℃）下）。离心前如

果温度不能保存在 4℃（2‐8℃）的（在一天内），

所需的血清或血浆样本应该尽快检测。样本更长

时间储存需‐20℃，长期储存需‐70℃。所有样本

只能反复冻融 4 次。脂质和溶血样本可能会出现

错误结果。样本实验前要充分摇匀。建议复孔检

测。 

5.3 用实验稀释液稀释样本或减少样本量（线性结果

超出 4 倍范围）。硬骨素浓度超出 240pmol/l 时

是不一定要稀释样本的，样本量可以用 10 µl。 

5.4 样 本 稳 定 性 的 更 多 信 息 请 登 录 网 站

www.bmgrp.com/products/assaycharacterist

ics/sample stability 者 联 系 客 服 电 话或

400-889-1566 

5.5冲洗缓冲液（WASHBUF）：1:20 稀释：如用 50ml

的浓缩冲洗液+950ml的蒸馏水稀释。浓缩冲洗液

的结晶会在室温溶解。稀释的缓冲液在 2‐8℃下

保存可稳定至有效期。实验过程中仅能用稀释的

缓冲液。 

5.6标准品（STD）和质控品(CTRL):用 400µl去离子水

或蒸馏水复溶，室温放置 15 分钟。期间摇匀使

其充分溶解。复溶的标准品和质控品在‐20℃下

保存可稳定至有效期。避免反复冻融。 

 

 

 

 

http://www.bmgrp.com/products/assaycharacteristics/sample
http://www.bmgrp.com/products/assaycharacteristics/sample


6.基本原理 

 

 

 

7实验步骤 

所有试剂和样本在实验前要平衡到室温（18‐26℃）。

计划草案上做好空白 /标准品 /样本 /质控品

（BLANK/STD/SAMPLE/CTRL）标记。从铝袋中拿出

微孔板条，空白孔最少做一个孔。未使用完的微孔

板条放回有干燥剂的铝袋中在 4℃（2‐8℃）下保存，

板条可稳定保存到有效期。 

7.1 每孔加入 150µl 实验缓冲液 ASYBUF（红盖）。 

7.2 于相应的微孔内加入 20µl 标准品/样本/质控品

STD/SAMPLE/CTRL，复孔检测，空白孔不加。 

7.3 每孔加入 50  µl 的AB(生物素标记抗硬骨素抗

体，绿盖），缓和的混匀，空白孔不加。 

7.4 用盖板盖紧，避光室温（18-24℃）孵育 18-24

小时。注意：孵育温度高于室温会降低最高 OD 值。 

7.5 用冲洗缓冲液（WASHBUF）每孔300µl洗板5次。

最后一次洗板后，于吸水纸上用力拍打倒置的板以去

除多余的冲洗液。 

7.6每孔加入200µl的CONJ（结合物，琥珀色/黄色

盖）。 

7.7用盖板盖紧，避光室温（18-24℃）孵育1小时。 

7.8用冲洗缓冲液（WASHBUF）每孔300µl洗板5次。

最后一次洗板后，于吸水纸上用力拍打倒置的板以去

除多余的冲洗液。 

7.9每孔加入200µl的SUB（底物，蓝盖）。 

7.10避光室温（18-24℃）孵育30分钟。 

7.11每孔加入50µl的STOP（终止液，白盖）。 

7.12立即在450nm（参考630nm）波长处读取吸光率。 

 

8计算结果 

8.1 所有孔扣除本底空白孔 OD 值。用标准品的 OD

值建立标准曲线，用商用有效的软件计算。从标

准曲线获得样本浓度。实验用 4PL曲线评定。操

作者需用不同的拟合曲线方法评定。如果样本量

是 10µl，其浓度应该乘以 2。 

典型标准曲线： 

8.2 控报告单上提供有每个试剂盒生产日期的最后

放行质控结果。每个客户获得的 OD 值会因不同

的影响或由于在有效期内信号强度的正常降低

而不同。然而，这不会影响到有效结果，只要最

高浓度的标准品获得的 OD 值为 1.00 或更高，

质控品在质控范围（目标范围见表） 

 

9  实验描述 
明 显 健 康 人 群 的 值

（pmol/l）： 

中值=26.1 pmol/l（n=40） 

95% perzentile…47.9 pmol/l 

5% perzentile…11.9 pmol/l 

建议每个实验室建立正常的范围

标准品范围： 0-240 pmol/l 

转换因数 pg/ml 转换

到 pmol/l： 

1 pg/ml =0.044 pmol/l

（MW:22.5kD) 

交叉反应：  

样本用量： 20µl 人 EDTA 血浆，血浆肝素，

血清，细胞培养上清 

检测限： （0pmol/l+3SD）：8.9 pmol/l 

孵育时间： 18-24 小时/1 小时/30 分钟 

更 多 的 实 验 描 述 信 息 请 登 录 网 址

www.bmgrp.com/products/assaycharacteristics 或

系客服电话 400-889-1566 

 

10 精密度 
10.1 批内精密度：2 个已知浓度的样本重复检测 16

次，通过批内精密度检测 

10.2 批间精密度：2 个已知浓度的样本进行 3 批实

验检测，通过批间精密度检测 

批内实验

（n=16）

样

本

1 

样

本

2 

 
批间实验

（n=3） 

样

本

1 

样

本

2 

1. 预包被的抗体 

2. 质控品/样本/标准品 

3. 抗体 

4. 结合物 

5. 底物液 

6. 终止液 

7. 酶催化颜色改变

硬骨素 pmol/l 

http://www.bmgrp.com/products/assaycharacteristic


均值

（pmol/l） 
100  183   

均值

（pmol/l） 
85 174

CV%  4%  6%    CV%  7% 5%

 

11技术提示 

11.1 不能用其他批号或来源的试剂混合或者代替使

用。 

11.2 不能和不同的试剂或不同批号的试剂塞子和盖

子混合使用。 

11.3 不能使用过期试剂。 

11.4 避免暴露在阳光下。 

11.5 底物溶液直到加入板孔前应保持无色。 

11.6 为确保精确的结果，孵育过程中板薄膜的适当

粘合是必需的。 

11.7 混合试剂时避免产生气泡。 

 

12注意事项 

12.1所有人源性试剂组分由第三方检测是HIV抗体，

HBsAg 阴性结果。但是也要当做是可 12.2 传染性物

质处理和丢弃。 

12.3所有液体试剂包含 0.01%的Proclin300作为防腐

剂。避免皮肤和黏膜的接触。 

12.4  Proclin300 在本试剂盒中的使用浓度不至于有

毒。会产生皮肤过敏反应——避免接触皮肤和

眼睛。 

12.5 不要用嘴吸。 

12.6 所用试剂不能吃，喝，吸取或者用于化妆美容

方面。 

12.7 避免接触试剂，应穿戴适当的手套。 

12.8 硫酸对眼和皮肤有刺激。避免皮肤和黏膜的接

触。如果不慎受到刺激——用大量的水清洗。 
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