
抗酒石酸酸性磷酸酶 5b（TRACP 5b） 
定量测定小鼠血清 

简介 
只供研究使用，不用于诊断程序。 
MouseTRAPTM测试是定量检测小鼠血清样本中抗酒石酸酸性磷酸酶5b含量的固相酶联免疫活

性测定。 
 
概述和解释 
TRAP是破骨细胞骨重吸收中表达并被释放进入血循环。因此，血清TRAP被认为是一个骨吸收

速率的有用标志物。然而，有一些问题阻止特异性TRAP分析的发展，包括在血循环中出现另

外一些酸性磷酸酶的干扰。 
MouseTRAP™分析方法是一个特异性检测小鼠破骨细胞分泌到循环中的TRACP 5b。并且，

MouseTRAP™只检测刚进入循环之内有活性的TRACP分子。这分析方法不会检测到循环中没

有活性的TRACP分子或碎片。因此，MouseTRAP™分析方法能准确评估在样本采集时的骨吸

收速率的数量。 
 
方法描述 
MouseTRAP™分析使用准备的多克隆抗体，是使用重组老鼠TRACP(2)作为抗原产生的。在测

试中，抗体在包被有抗兔IgG的微量孔中孵育。经过在洗涤之后，标准，质控和血清样本在微量

孔中孵育，并且测定TRACP 5b活性是检测显色底物酶生成的颜色。反应被终止，反应混合物

的吸光度在微量板读数仪上读取，颜色的强度与样本中TRACP 5b活性的数量成正比关系。 
 
警告和预防 
MouseTRAP™的分析方法仅用于研究使用，不能在人类或其它动物内使用。这产品必须严格

按照试剂盒内附的说明书内所述的操作一致。如果不遵从使用说明的用法而产生废物导致出现

任何的损失或损害(除法令所需要)，IDS公司将不负任何负责。 
注意：试剂包含有动物成份物质。处理试剂时应将试剂作为有传染性的物质处理。 

适当的预防和好的实验室操作习惯必须在试剂盒的保存，使用和处理时使用。处理试剂

时应按当地的规定程序处理。 
 
叠氮化钠 
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

的金属叠氮化物。在处理时，用大量的水冲以防止生成金属的叠氮化物。 
 
0.32M氢氧化钠 
终止液NaOH包含0.32M的氢氧化钠； 
R36/38  刺激眼睛和皮肤； 
S26  如果接触到眼睛，马上用大量的水冲洗并且寻求医生建议；  
S37/39 穿戴适当的手套和眼睛/面部的防护罩。 
 
试剂预处理 
标准 CAL 和质控 CTRL：标准 CAL 和质控 CTRL 提供的是干粉形式。用 0.5mL 的蒸馏水或

者去离子复溶，将盖子重新盖上在室温下静置 10-15 分钟，反复颠倒几次确保复溶完全。 
如果标准和质控不止使用一次，要将他们冰冻保存（建议超过一个星期的保存要放在-70°C下保

存）。 



抗鼠 TRAP 抗体：抗鼠 TRAP 抗体 Ab 提供的是干粉形式。用 10.5mL 的蒸馏水或去离子水重

溶，将盖子重新盖上在室温下静置 15 分钟，反复颠倒几次确保复溶完全。 
底物溶液：在使用之前准备。二片底物 SUBS┃pNPP 用 10mL 底物缓冲液溶解（一片用半瓶

5mL 溶解）。底物溶液如果要多次使用，要避光冰冻保存。 
洗液缓冲液：每瓶洗液浓缩缓冲液 WASHBUF┃25x 加入到 960mL 的蒸馏水或去离子水溶解

并混匀。 
其它试剂可直接使用。所有试剂在使用之前静置到室温。试剂在使用前反复颠倒数次确保混匀。 
 
效期和试剂保存 
试剂盒如果保存正确则可稳定至有效期。所有试剂在2-8°C下保存。 
 
样本收集和保存 
这个分析要使用血清样本。样本在收集后马上进行离心分离。长期保存，保存在-80°C。避免反

复冻溶样本。 
 
操作程序 
提供的物质 
1．CAL┃0-4 – 标准（REF SB-TR103 01A - SB-TR103 01E）: 

干粉Tris-缓冲液盐包含重组MouseTRAP和蛋白有0.09%的叠氮化钠。在瓶子的标签上已有

打印好的每瓶准确的标准值，每瓶0.5 mL，每盒5瓶。 
2．Ab – 抗-鼠TRAP 抗体 ( REF SB-TR103 02): 

干粉Tris-缓冲液盐包含抗-鼠TRAP抗体，蛋白，稳定剂和0.05%叠氮化钠。每瓶10 mL。 
3．MICROPLAT – 抗体包被板 ( REF SB-TR103 02W) : 

微量板被抗兔IgG多克隆抗体连接到聚苯乙烯微量孔的内部表面，8X12板条孔带干燥剂。 
4．CTRL – 质控 ( REF SB-TR103 05) : 

干粉Tris-缓冲液盐包含重组MouseTRAP和蛋白有0.09%的叠氮化钠。在瓶子的标签上已有

打印好的每瓶准确的标准值，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-TR103 07): 

从结合蛋白中分离TRAP特有的试剂。每瓶4 mL。 
7．SUBS┃pNPP – 底物块 ( 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-缓冲液包含吐温20，每瓶40 mL。 
10. 塑料胶板纸 
 
需要的但没有提供的物品 
1．0.9% NaCl。 
2．精确可调整的加样器 20 μL, 25 μL, 50 μL ,100 μL, 500 μL, 5 mL。 
3．精确可调的多道加样器 25 μL, 50 μL and 100 μL。 
4．全自动洗板机 (可选配)。 
5．微量板读数仪和数据处理系统。 



 
操作程序 
将所有的试剂恢复到室温。按准备试剂里所描述的那样准备试剂。 
将所需的微量板条装到板条架上。推荐双份检测。将剩下的板条放回原装口袋中并重新封好。

不要取更多的板条，这样就能在30分钟内处理好。注意！确保在包装内的板条在密封保存期间

干燥。 
1．加100 μL的抗-MouseTRAP抗体Ab到入到已有抗体包被的微量板孔MICROPLAT中。 
2．在室温(20-24°C)下孵育60分钟并振荡(大约950rpm)。 
3．用冲洗液清洗所有微量孔： 

a) 全自动洗板机：设定洗板机每个孔至少300 μL的冲洗量，四次加满和吸干。 
b) 手工冲洗：轻轻的颠倒板架使孔内的液体倒出，加入250 μL的冲洗缓冲液到所有的孔

中，倒出并重复三次。  
在进行下一步操作时，将微量板翻转在滤纸上轻打，以确保吸干微量孔内多余的冲洗液。 

4．加100 μL的标准CAL或质控CTRL到相应的抗体包被的孔中MICROPLAT中，双份检测 。 
5．加75 μL的0.9% NaCl和25 μL 样本到相应的有抗体包被的微量孔MICROPLAT中，双份检

测。 
6．使用多通道的加样枪，加25 μL的释放剂RELEASREAG到所有孔中。 
7．在室温下(20-24°C)孵育60分钟并振荡(大约950rpm)。 
8．重复第三个冲洗步骤。 
9．用多通道加样枪加入100 μL的新鲜配置的底物溶液到所有的孔中。 
10．用塑料胶纸板将板条盖上，在37°C下孵育2小时。 
11．用多通道加样枪加25 μL的终止液NaOH到所有的孔中，并确保与孔内溶液混匀。 
12．加入终止液后的30分钟内，使用微孔板读数仪在405 nm下测量所有孔的吸光度。 
 
质量控制 
质控规则使用的质控样本要求几种水平的分析物，以确保每天的结果在可接受的范围内。提供

一盒试剂足够的质控。质控应作为未知物进行检测。质量控制图应按照测试的结果进行绘画。 
 
结果计算 
绘制每个标准的吸光度均值在纵座标与浓度值在横座标的对数相关图。从标准曲线图中读出质

控与未知样本的U/L结果。样本的结果乘以稀释倍数。 
要得到每个样本的MouseTRAP结果，从曲线上得到的结果乘以稀释倍数(1:4)。 
 
样本数据分析 
这些数据仅用于作为例子介绍，不能用于任何样本结果的计算。每个标准的准确浓度已打印在

瓶子的标签上。 
孔 描绘 吸光度 平均吸光度 结果U/L 

A1, A2  
 

标准 0 
0 U/L  

0.180 
0.174 

 
0.177 

 

A3, A4 标准1 
0.3 U/L 

0.240 
0.234 0.237 

 

A5, A6 
 

标准2 
1.0 U/L 

0.351 
0.351 0.351 

 

A7, A8 标准3 
3.0 U/L 

0.649 
0.640 0.645 

 

A9, A10 标准4 
10.0 U/L 

1.032 
1.021 1.026 

 

A11, A12 样本 0.424 0.430 1.5 



0.436 
   
典型的标准曲线：  

 
 
 
 
检测性能数据 
 
灵敏度 
灵敏度是0.1 U/L。 
 
精密度 
分析的批内变异为<6.5%，批间的变异为<8%。 
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操作简介 
 

加100 μL抗-MouseTRAP抗体Ab到抗体包被的微量板中MICROPLAT . 
↓ 

孵育：60分钟@ 20-24°C 并振荡 
↓ 
洗板 
↓ 

加100 μL 标准 CAL或质控 CTRL 到抗体包被的微量板上 MICROPLAT . 
加75 μL 0.9% NaCl和25 μL样本到抗体包被的微量板上 MICROPLAT . 

加25 μL释放剂 RELEASREAG 
↓ 

60分钟 @ 20-24°C 并振荡 



↓ 
洗板 
↓ 

加100 μL 底物溶液 
↓ 

孵育：2 hours @ 37°C. 
↓ 

 加25 μL终止液NaOH  
↓ 

读板 @ 405nm. 
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