
艾狄斯™大鼠抗酒石酸酸性磷酸酶5b检测试剂盒（酶联免疫法）使用说明书 

货号：SB-TR102 

【产品名称】 
通用名称：艾狄斯™大鼠抗酒石酸酸性磷酸酶 5b 检

测试剂盒（酶联免疫法） 
英文名称：RatTRAP™ Assay kit（ELISA） 

【包装规格】 
    96 人份/盒 
【预期用途】 

本试剂盒采用酶联免疫分析方法，用于大鼠血清中

抗酒石酸性磷酸酶5b（TRAP5b）的定量测定。仅适用于

科研，不用于体外诊断。 

【概要说明】 

大量的抗酒石酸酸性磷酸酶（TRACP）是由骨吸收

的破骨细胞和有活力的巨噬细胞所释放的（1）。在血液

循环中的 TRACP 有 TRACP 5b 和 TRACP 5a 二种形式

（2），TRACP 5b 来源于破骨细胞，而 TRACP 5a 来源

于巨噬细胞（3，4）。由破骨细胞刚分泌到血液中的

TRACP 5b 是有活性的酶，但当 TRACP 5b 在血液循环中

被清除之前已无活性，并被降解为碎片。这样 TRACP 5b

不会因肝、肾功能受损而在血液中积蓄（5，6）。血清中

TRACP 5b 在昼夜间的活性水平变化不明显，且不受进食

的影响，故一天的任何时候都可以采集样本进行检验

（6）。近来的研究表明，TRACP 5b 更能够反映破骨细胞

的数量而不是其活性（7-10）。 

RatTRAP™分析方法是检测大鼠血清样本中TRACP 

5b活性的特异性方法（8）。鉴于所使用动物的种属，性

别和年龄均会影响到检测结果，每个实验室应确立自己

的参考值范围。大鼠卵巢切除（OVX）模型和睾丸切除

（ORX）模型为常用的骨质疏松实验动物模型。在这两

个模型中，分别于实验前和实验中的第7，14和28天对

TRACP 5b水平进行检测。在长期实验中则每月检测一

次。大鼠切除卵巢或睾丸后造成骨质流失，骨组织

（N.Oc/T.Ar）中的破骨细胞总数经组织形态学检查是下

降的，反映破骨细胞数量的血清TRACP 5b值也应该是降

低的（8，11）。 

RatTRAP™分析方法也可用于检测大鼠破骨细胞体

外培养的细胞溶解液或培养基中TRACP 5b活性。由于

TRACP 5b的分泌量反映了破骨细胞的数量，通过检测破

骨细胞培养基中的TRACP 5b值可以代替显微镜计数

（7），血清TRACP 5b值可以代替组织学检测对大鼠骨组

织中破骨细胞数量进行评估（8，11）。 

【检验原理】 

RatTRAP™使用一个高特异性的单克隆抗体，该抗

体以杆状病毒激发的重组大鼠 TRACP 作为抗原产生的。

在检测中，该单克隆抗体在抗-鼠 IgG包被的微孔内孵育。

洗涤之后，标准品，质控品和血清样本在微孔内孵育，

通过底物显色判定结合的 TRACP 5b 活性。加入终止液

终止反应后，在酶标仪上读取吸光度，颜色的亮度与样

本中 TRACP 5b 的活性成正比。 

【主要组成成份】 

1．MICROPLAT-抗体包被的微孔板（REF SB-TR102 

02W）: 

多克隆抗-小鼠IgG包被的聚苯乙烯微孔板（8条12

孔），置于带有干燥剂的包装袋中。 

2．CAL┃1-4-标准品（REF SB-TR102 01A - SB-TR102 

01D）： 

Tris-缓冲盐冻干粉，包含重组RatTRAP，蛋白质和

0.09%叠氮化钠。标准品的准确值标于瓶子标签上。每瓶

0.5 mL，每盒4瓶。 

3．Ab – 抗-大鼠TRAP抗体 ( REF SB-TR102 02): 

Tris-缓冲盐冻干粉，包含抗-大鼠TRAP抗体，蛋白

质，稳定剂和0.05%叠氮化钠。 

4．CTRL – 质控 ( REF SB-TR102 05) : 

Tris-缓冲盐冻干粉，包含重组RatTRAP，蛋白质和

0.09%叠氮化钠。质控品的准确值标于瓶子标签上，每瓶

0.5 mL。 

5．NaOH – 终止液 ( REF SB-TR000 06): 

0.32M氢氧化钠，每瓶6 mL。 

6. RELEASREAG – 释放剂 ( REF SB-TR102 07): 

从结合蛋白中分离TRAP的特定试剂。每瓶6 mL。 

7. SUBS┃pNPP – 底物片 ( REF SB-TR000 08): 

pNPP 2片。 

8. SUBSBUF – 底物缓冲液 ( REF SB-TR000 08B): 

醋酸钠缓冲液，每瓶10 mL。  

9. WASHBUF┃25x – 浓缩冲洗缓冲液 ( REF 

SB-TR000 09): 

Tris-缓冲盐，包含吐温-20，每瓶40 mL。 

10. 封板膜 

【储存条件及有效期】 

收到试剂盒后应在 2-8℃下保存。试剂在此条件下稳

定至包装盒上所标有效日期。 

复溶后的标准品和质控品应冰冻保存（-70°C下保存

超过一周）。 

【适用仪器】 

    适用于具有 405nm 波长的所有全自动、半自动酶标

仪。 

【样本要求】 

    使用血清样本。采样后立即分离血清。–80°C下长期

保存。避免反复冻融。 

【检验方法】 

打开试剂盒前，请阅读注意事项。本试剂盒提供的试剂

足够96个样本的检测。将冷冻干燥的试剂溶解在适量蒸

馏水中，混合前放置 10 分钟，避免出现泡沫。 

1．自备材料 

1）0.9%NaCl 

2）移液器（20μL，25μL，50μL，100μL，500μL，



5mL） 

3）多道移液器（25μL，50μL，100μL） 

4）自动洗板机（可选择） 

5）酶标仪 

2．试剂准备 

1）标准品CAL 1-4和质控品CTRL ：用0.5ml的蒸馏水

或者去离子水复溶，盖上盖子，在室温下静置10-15分钟，

反复颠倒几次确保复溶完全。 

2）抗-鼠TRAP抗体：用10.5mL的蒸馏水或去离子水复溶，

盖上盖子，在室温下静置15分钟，反复颠倒几次确保复

溶完全。 

3）底物溶液：使用之前准备。二片底物 SUBS┃pNPP

用 10ml 底物缓冲液溶解（一片用半瓶 5ml 溶解）。如果

多次使用底物溶液，应避光冰冻保存。 

4）冲洗缓冲液：每瓶浓缩洗液WASHBUF┃25x加入到

960ml的蒸馏水或去离子水溶解并混匀。 

所有其他试剂可直接使用。 

3．实验步骤 

使用前将所有试剂平衡至室温，遵照“试剂准备”

所述准备好试剂。 

打开微孔板包装袋（保留包装袋上的说明书），取出

所需板条放在板框中。未用完的板条放回包装袋，和干

燥剂一起密封保存并重新标记。为确保能在30分钟内处

理完，不要一次性取出太多的板条。注意：确保保存时

包装袋是密封状态！ 

1）取100 μL抗-RatTRAP抗体Ab加入到微孔板

MICROPLAT的相应微孔内。 

2）室温(20-24°C)下振荡(大约950rpm)孵育60分钟。 

3）用冲洗液清洗所有微孔4次： 

a) 自动洗板：设定每个孔至少300 μL的冲洗量，

注入冲洗液后吸干，重复3次。 

b) 手工洗板：快速颠倒板架倒出孔内液体，加入

250 μL冲洗液后倒出，重复三次。 

在进行下一步操作前，将微孔板颠倒在滤纸上轻轻

敲打，以确保除去孔内多余的冲洗液。 

4）每个标准品CAL和质控品CTRL各取100 μL加入到相

应微孔中，双份检测。以0.9%的NaCl溶液作为空白对照。 

5）取75 μL 0.9% NaCl和25 μL 样本加入到相应微孔中，

双份检测。 

6）用多道移液器取50 μL释放剂RELEASREAG加入到

所有微孔中。 

7）室温下(20-24°C)振荡(大约950rpm)孵育60分钟。 

8）重复步骤3）。 

9）用多道移液器取100 μL新鲜配置的底物溶液加入到所

有微孔中。 

10）用封板膜覆盖板，在37°C下孵育60分钟。 

11）用多道移液器取25 μL终止液NaOH 加入到所有微

孔中，确保孔内溶液混匀。 

12）加入终止液后的30分钟内，使用酶标仪在405 nm处

测量每个孔的吸光度。 

质量控制 

良好实验室管理规范(GLP)要求在每轮实验中使用

质控品以检测实验操作质量。质控品应以待测样本对待，

遵照检测说明书得出正确的质控结果。 

【参考值（参考范围）】 

建议实验室建立自己的参考值范围。 

【检验结果的解释】 

在半对数图纸上构建标准品（1-4）的吸光度平均值

（纵坐标）对相应RatTRAP浓度（横坐标）的标准曲线，

依据标准曲线和稀释倍数确定质控品和待测样本中

RatTRAP浓度值。 

为获得每个样本的RatTRAP浓度，将标准曲线上的读

取值乘以稀释倍数4（1：4）。如果加入的样本量为20μL

而0.9%NaCl为80μL，则稀释倍数为5。 

数据举例： 

孔号 描述 吸光度 平均

吸光

度 

平均吸

光度-空

白 

结果

U/L

A1, 

A2  

空白 

 

0.190 

0.189 

0.190 -  

A3, 

A4 

标准品1 

0.5 U/L 

0.326 

0.327 

0.326 0.137  

A5, 

A6 

标准品2 

1.5 U/L 

0.602 

0.606 

0.604 0.414  

A7, 

A8 

标准品3 

3.0 U/L 

0.928 

0.935 

0.931 0.742  

A9, 

A10 

标准品4 

9.0 U/L 

1.515 

1.572 

1.543 1.354  

A11, 

A12 

样本 0.703 

0.692 

0.697 0.508 1.9

注意：以上数据仅为举例，不可用于计算其它实验

的结果。 

典型标准曲线举例： 

 

【检验方法的局限性】 



如果待测样本的吸光度高于标准品4，应调整稀释

倍数并重新分析。 

【产品性能指标】 

1． 精确度  

 样本 检测份数 平均值

U/L 

CV% 

 

 

批内分析 

1 

2 

3 

4 

5 

10 

10 

10 

10 

10 

1.19 

2.42 

2.72 

6.15 

10.32 

5.8 

3.5 

4.1 

5.2 

3.9 

 

批间分析 

1 

2 

3 

4 

8 

8 

8 

8 

1.24 

2.42 

2.70 

5.99 

5.2 

3.2 

3.0 

3.9 

2．回收率 

向已知RatTRAP浓度的大鼠血清样本中加入不同浓

度的RatTRAP，再用本试剂盒检测，得出平均回收率为

99%（范围92-105%）。 

3．灵敏度 

16份空白对照的平均光密度值加上2个标准差所对

应的浓度即为灵敏度。灵敏度为0.1 U/L。 

【注意事项】 
1. 本试剂盒仅用于科研，不能在人或动物体内使用。

必须严格按照包装盒里的产品说明书进行操作。对

于任何不按照说明书操作而造成的损失和伤害（当

地法规规定的除外），IDS 公司概不负责。 
2. 试剂应避免阳光直射。  
3. 本试剂盒含有动物源材料，须按有潜在传染能力的

材料进行处理。适当的防范措施和良好的实验室习

惯应该贯穿于整个储存、操作和试剂处理过程。试

剂的处理应符合当地法规要求。 
4. 不要使用已经过期的试剂，不同批号的试剂不能混

用。 
5. 试剂盒内的一些试剂包含作为防腐剂的叠氮化钠，

它可与铝、铜或者黄铜铝制品形成高爆炸性的金属

叠氮物。在处理时，应用大量的水冲洗以防止生成

金属叠氮物。 
6. 终止液包含 0.32M 的氢氧化钠； 

R36/38  剌激眼睛和皮肤； 
S26  如果接触到眼睛，立即用大量水冲洗并咨

询医生；  
S37/39 穿戴适当的手套和眼睛/面部的防护罩 
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【生产企业】 

生 产 者 名 称 ： 英 国 Immunodiagnostic Systems 

Linited(IDS Ltd) 

生产者 /生产场所地址： 10 Didcot Way,Boldon  

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

联系方式：+44 (0) 191 519 0660 

传真：+44 (0) 191 519 0760  

网址：www.idsltd.com 

 

售后服务机构：北京荣志海达生物科技有限公司 

地址：北京市海淀区永定路 88 号长银大厦 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 

【医疗器械注册证书编号】 

 

【产品标准编号】 

【说明书批准及修改日期】 

仅供参考，请以原版英文说明书为准！ 

 

 


