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人肿瘤坏死因子α ELISPOT试剂盒

【产品名称】

人肿瘤坏死因子α ELISPOT试剂盒

【规格】

96 Tests

【货号】

RAS-SP003

【预期用途】

本试剂盒用于定量测定细胞释放人肿瘤坏死因子α的频率。

【检测原理】

本试剂盒采用ELISA夹心法。PVDF膜微孔板预包被了Anti-TNF-α Antibody，细胞分泌的

TNF-α与微孔板上固定的Anti-TNF-α Antibody结合，然后加入Biotin-Anti-TNF-α Antibody，形成

抗体-抗原-生物素标记抗体复合物，最后加入Streptavidin-HRP，用底物显色，终止后板孔底部会

形成红褐色斑点。每一个斑点代表一个对特异抗原有反应的特异性T淋巴细胞。斑点可以用

ELISPOT分析仪进行自动计数或者用显微镜进行手动计数。

【产品组份】

表1.产品组份

ID 组份名称 规格 (96 T) 物理状态

存储条件

未开启 已开启

RSP003-C01 Pre-coated Anti-TNF-α Antibody Microplate 1 plate 固体 2-8℃ 2-8℃

RSP003-C02 Positive Stimulus 20 μg 冻干粉 2-8℃ -70℃

RSP003-C03 Biotin-Anti-TNF-α Antibody 20 μg 冻干粉 2-8℃ -70℃
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RSP003-C04 Streptavidin-HRP 50 μL 液体 2-8℃ 2-8℃

RSP003-C05 Washing Buffer (10×) 50 mL 液体 2-8℃ 2-8℃

RSP003-C06 Dilution Buffer (1×) 50 mL 液体 2-8℃ 2-8℃

RSP003-C07 AEC Dilution 25 mL 液体 2-8℃ 2-8℃

RSP003-C08 AEC Solution A (20×) 0.8 mL 液体 2-8℃，避光 2-8℃，避光

RSP003-C09 AEC Solution B (20×) 0.8 mL 液体 2-8℃ 2-8℃

RSP003-C10 AEC Solution C (20×) 0.8 mL 液体 2-8℃，避光 2-8℃，避光

【储存条件及有效期】

1. 未开封：试剂盒保存于2-8℃，有效期见外包装盒标签。

2. 已开封：试剂盒开封后尽量一次使用完，使用开封后的试剂盒获得的结果无法保证准确。

注：不要使用过期试剂。

【需要但未提供的实验仪器与耗材】

1. 超净工作台

2. CO2细胞培养箱

3. 斑点分析仪或显微镜

4. 单道、多道移液器及配套Tip头

5. 无菌RPMI-1640基础培养基

【试剂准备】

使用前将试剂盒恢复至室温 (20℃-25℃)。如溶液中有晶体形成，需平衡溶液至晶体完全溶解。

【检测流程】

1. 试剂配制

1.1 阳性刺激物：
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按照表2建议，用无菌水将所提供的冻干品进行重构，溶解15至30分钟后轻轻吹吸混匀，此

步骤需在无菌环境下操作。

表2. 配制方法

1.2 无菌培养基：

可使用10%胎牛血清的RPMI-1640培养基，建议添加双抗。

1.3 配制1×Washing Buffer：

取50 mL Washing Buffer (10×)，用超纯水/去离子水稀释并定容至500 mL。

1.4 配制Biotin-Anti-TNF-α Antibody工作液：

用Dilution Buffer (1×)将Biotin-Anti-TNF-α Antibody稀释至0.1 μg/mL，该工作液现用现配。

1.5 配制Streptavidin-HRP工作液：

用Dilution Buffer (1×)将Streptavidin-HRP稀释4000倍，该工作液现用现配，避光保存。

1.6 配制1×AEC显色液：该工作液需现用现配，配制比例见表3。

表3. 配制方法

2. 预包板处理（无菌操作）

每孔加入200 μL无菌的RPMI-1640基础培养基，室温孵育约10分钟，弃掉孔内液体。

3. 加刺激物和细胞悬液（无菌操作）

ID 组份名称 规格 (96T) 重构体积Vol. 存储液浓度.

RSP003-C02 Positive Stimulus 20 μg 100 μL 无菌水 200 μg/mL

RSP003-C03 Biotin-Anti-TNF-α Antibody 20 μg 100 μL 无菌水 200 μg/mL

配制体积 AEC Dilution AEC Solution A (20×) AEC Solution B (20×) AEC Solution C (20×)

1 mL 0.85 mL 50 μL 50 μL 50 μL

5 mL 4.25 mL 250 μL 250 μL 250 μL

10 mL 8.5 mL 500 μL 500 μL 500 μL
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每孔先加入50 μL的刺激物，然后加入50 μL的细胞悬液，其中：

a. 阳性对照孔：细胞浓度可采用 5×103 cells/well，阳性刺激物的孔内终浓度 0.1 μg/mL（用基础

培养基将 200 μg/mL的阳性刺激物稀释至 0.2 μg/mL）。

b. 阴性对照孔：细胞浓度可采用 5×103 cells/well，不加阳性刺激物。

c. 背景对照孔：不加细胞，不加阳性刺激物，加入培养基。

d. 实验孔：实验样本细胞数和实验者的刺激物使用浓度需根据实际情况自行调整。

注：建议实验做3复孔。

4. 孵育（无菌操作）

加样完成后，盖好板盖。放入37℃，5% CO2培养箱中，平放静置培养18-22 h。

注：盖好的板子建议用铝箔纸平铺包裹，培养时间实验者可根据实际情况进行调整。

5. 洗板

弃掉孔内液体，每孔加入250 μL 的1×Washing Buffer，浸泡60s，弃掉孔内液体，重复6次，

每次弃液后，需在吸水纸上拍干。

注：此步骤洗板前，可弃掉孔内液体，每孔加入200 μL冰冷的去离子水，2-8℃放置5-10分钟低渗裂解细胞，有助

于洗板效果。

6. 加 Biotin-Anti-TNF-α Antibody

在对应板孔内加入100 μL稀释的Biotin-Anti-TNF-α Antibody（稀释至0.1 μg/mL），该工作液

现用现配，37℃孵育1 h。

7. 洗板

弃掉孔内液体，每孔加入250 μL 的1×Washing Buffer，浸泡60 s，弃掉孔内液体，重复6次，

每次弃液后，需在吸水纸上拍干。

8. 加 Streptavidin-HRP

在对应板孔内加入100 μL稀释的Streptavidin-HRP（1:4000稀释），该工作液现用现配，避光

保存，37℃孵育1 h。

9. 洗板
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弃掉孔内液体，每孔加入250 μL 的1×Washing Buffer，浸泡60 s，弃掉孔内液体，重复6次，

每次弃液后，需在吸水纸上拍干。

注：洗涤第五次后，可揭掉底板，用纯化水洗涤膜底面及底板，用吸水纸小心吸干水迹，避免划破底膜，合上底板，

然后在洗板第六次，保证实验本底干净。

10.显色

每孔加入100 μL的先配制的AEC显色液，室温避光孵育5-15分钟，根据产成斑点情况选择终

止显色时间。

注：显色时间过长会导致实验孔内背景颜色变深。

11. 终止

弃掉孔内液体，揭开板底座，用纯化水洗涤正反面及底座3-5遍，终止显色。将板子放置在

室温阴凉处，自然晾干后，合上底座。

12.计数

可使用斑点分析仪或是显微镜进行斑点计数以及分析。

【精密度】

用 0.1μg/mL的 LPS刺激 5×103 cells/well PBMC，在 37℃，5% CO2培养箱刺激 20 h，重复 6

孔，以此评价批间/批内精密度。

孔
斑点计数

批次-1 批次-2 批次-3

1 328 272 282

2 283 258 291

3 276 339 290

4 323 304 312

5 312 327 322

6 296 357 313

批内-Mean 303 310 302

批内-SD 21.373 38.785 16.033

批内-CV% 7.1% 12.5% 5.3%

批间-Mean 305
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批间-SD 24.077

批间-CV% 7.9%

【注意事项】

1. 本产品仅供科研使用，不能用于治疗和诊断。

2. 请严格按使用说明进行操作，个别实验步骤为无菌操作。板底部附有 PVDF膜，加液时枪头

切勿碰底，以免划损 PVDF膜。

3. 不可与其他厂家试剂混用。本试剂盒不同批号的试剂不能混用。

4. 使用前各组份需平衡至室温，保证溶液晶体全部溶解。

5. 试剂盒请在 2-8℃保存，请勿使用过有效期的试剂盒，开封后的试剂盒尽量一次性使用完。

【常见问题及解决】

现象 原因分析 改进措施

膜背景颜色较深
1.洗板不彻底；

2.PVDF膜没有干透。

1.提高洗板次数，保证浸泡时长；

2.PVDF膜干透后再读板。

斑点形状不规则，成团严重。
1.细胞破碎；

2.细胞成团。

1.优化细胞分离工艺，确保细胞活性；

2.细胞悬液充分混匀，确保呈单细胞状态。

阳性对照斑点颜色浅，较模糊。

1.酶活力下降；

2.显色试剂温度低，出现氧化现象；

3.刺激物效价低。

1.提高酶浓度；

2.显色试剂使用前平衡至室温，勿使用已

出现氧化沉淀的试剂；

3.提高刺激物浓度。

斑点大小不一，颜色深浅差异大。

阳性对照出现此现象时，细胞状态参差不齐，

存活率低。

1.优化细胞分离工艺，确保细胞活性；

2.加强细胞洗涤，去除死细胞。

阳性对照正常时，刺激物特异性程度低。 更换刺激物

斑点数较少

阳性对照正常时，刺激物特异性问题，正常细

胞应答水平低。

1.改变刺激物浓度；

2.提高试验孔的细胞数量。

阳性对照斑点少时，加入的存活细胞数太少。
1.增加细胞总量；

2.进行活性计数，提高细胞活性。

斑点数太多 细胞数过量。 降低细胞使用量。


