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Catalog #  CA015 

小鼠六项细胞因子检测试剂盒（流式荧光发光法）说

明书 

 
【产品名称】 

小鼠六项细胞因子检测试剂盒（流式荧光发光法） 

【包装规格】 
48/96 测试 

【预期用途】 

检测小鼠生物标本中 TNF-α/IFN-γ/IL-6/IL-10/IL-12/MCP-1 的表达水平。 

【检验原理】 

本 试 剂 盒 采 用  CBA 多因子流式检测技术，  微球荧光编码不同，  不同微球群上包被  mouse TNF- α/IFN- γ 

/IL-6/IL-10/IL-12/MCP-1 特 异 性 抗 体 ， 与 待 测 样 本 孵 育 ， 可 与 样 本 中 mouse TNF- α /IFN- γ 

/IL-6/IL-10/IL-12/MCP-1 特异性结合，之后加入生物素标记的检测抗体，形成抗体包被微球-细胞因子-检测抗体

的免疫复合物；最后加入藻红蛋白标记的链霉亲和素，与生物素结合，通过流式细胞仪检测，获得待测物的荧光强度，

荧光强度与样本中 mouse TNF-α、IFN-γ、IL-6、IL-10、IL-12、MCP-1 的含量成正比，最后结合这六种细胞因

子标准品的标准曲线，从而实现对同一份样本中 mouse TNF-α/IFN-γ/IL-6/IL-10/IL-12/MCP-1 的定量检测。从而辅

助判断机体的免疫功能状态。 

【试剂盒组分】 
 

序号 试剂盒组成 组分 48 测试 96 测试 

 

A 

 

捕获微球混合液 
偶联 mouse TNF-α、IFN-γ、IL-6、 
IL-10、IL-12、MCP-1 各抗体的微 

球 

 

2.5 mL 

 

5 mL 

 

B 

 

检测抗体混合液 
生物素化 mouse TNF-α、IFN-γ、 
IL-6、IL-10、IL-12、MCP-1 检测 

抗体 

 

5 mL 

 

10 mL 

 

C 

 

标准品 
mouse TNF-α、IFN-γ、IL-6、 
IL-10、IL-12、MCP-1 细胞因子重 

组蛋白冻干粉 

 

各 1 支 

 

各 2 支 

D 
藻红蛋白标记的链霉亲 

和素 
SAV-PE 5 mL 10 mL 

E 标准品/样品稀释液 - 16 mL/瓶×1 瓶 16 mL/瓶×2 瓶 

F 20×洗液 - 25 mL/瓶×1 瓶 25 mL/瓶×1 瓶 

G 微孔板 - 96 孔/块×1 块 96 孔/块×1 块 

H 封板膜 - 4 张 4 张 

注：试剂盒中不包括，但试验需要的材料：流式管，15 mL 离心管，1.5 mL EP 管，锡箔纸，磁力板。 
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【储存条件及有效期】 

2～8℃，避光保存，有效期 12 个月。开瓶后避光 2～8℃保存，可保存不超过 30 天。 

【适用机型】 

本品适用于 BD 公司的 BD FACSCanto II、Beckman Navios 6/2 和艾森公司的 ACEA NovoCyte 等有 PE、APC 通道的

流式细胞仪。 

【样本要求】 

血清：建议 4-6 小时内检测，如无法及时检测请-20℃冻存，忌反复冻融。 

【检验方法】 

1 洗液（1×）的准备 

颠倒混合标有 20×洗液的瓶子。在 475 mL 蒸馏水中加入 20×洗液 25 mL，并轻轻混合以免起泡沫。储存于 2～8℃待用。 

2 标准品制备（准备 7 个 1.5 mL EP 管分别编号 2.3.4.5.6.7.8） 

2.2 取出标准品冻干粉，每个因子用 20 μL 标准品/样品稀释液溶解，充分混匀，室温放置 10 分钟，将溶解后的六个

因子转移至 1 号管，并补 80ul 标准品/样品稀释液，作为标准品最高浓度 5000 pg/mL。 

2.3 其他 7 个（2～8 号）EP 管中分别加入 150 μL 标准品/样品稀释液，准备梯度稀释标准品。 

2.4 在 1 号管中转移 50 μL 标准品到 2 号管充分混匀，再在 2 号管转移 50 μL 到 3 号管充分混匀。以同样方式依次连

续稀释到 7 号管。 

管号 上管标准品(μL) 标准品/样品稀释液（μL) 
稀释比例 

（对比 1 号） 
浓度 pg/mL 

1 —— —— —— 5000 

2 50 150 1：4 1250 

3 50 150 1：16 312.5 

4 50 150 1：64 78.13 

5 50 150 1：256 19.53 

6 50 150 1：1024 4.88 

7 50 150 1：4096 1.22 

8 —— 150 —— 0 

3 捕获微球混合液处理 

确定实验孔数（包括标准品和样本），计算所需捕获微球混合液的用量。例如：待测样本 88 个，标准品 8 个，共 

计 96 孔。每个孔需要捕获微球混合液 50 μL。我们可以按 100 孔的量进行微球混合，需取 5000 μL 捕获微球混 

合液。（注意：需将捕获微球涡旋 20 s，充分混匀后再取） 

4 样本处理 

建议对于血清或血浆样本需使用标准品/样品稀释液进行 2 倍稀释。 
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样本 稀释比例 1:1 稀释倍数 

血清或血浆样本 25 μL 样本+25 μL 标准品/样品稀释液 2 

5 操作步骤 

*实验前将所有试剂取出平衡至室温； 

*96 孔板需要卡进磁力板并和磁力板贴合好； 

*孵育过程中，板子应注意避光。 

①　从梯度稀释好的标准品 1-8 号管中分别取出 50 μL 移入对应的 96 孔板孔中。 

②　其余样本孔每孔加入稀释好的血清或血浆样本 50 μL。 

③　涡旋微球 30 s，每孔加入 50 μL 微球，现每孔体积应为 100 μL/孔。（加微球过程中应随时涡旋微球管，避免微球沉

降，建议每加 1-8 个孔，涡旋混匀一次微球）。 
④　将 96 孔板放到摇床上 450 rpm/min 摇  2min 后，放入 37℃温箱，避光孵育 30min。 

⑤　将 96 孔板卡在磁力板上 5 min，去除上清。（注意 去除上清时，需要先甩去孔中的上清，然后在吸水纸上倒扣，直至吸水纸

无水渍为止。请勿用移液器。） 
⑥　将 96 孔板从磁力板上取下，每孔加入 200 μL 洗液。 

⑦　重复步骤 5.5。 

⑧　将 96 孔板从磁力板上取下，每孔加入 100 μL 检测抗体。 

⑨　将 96 孔板放到摇床上 450 rpm/min 摇  2min 后，放入 37℃温箱，避光孵育 30min。 

⑩　5.10 重复步骤 5.5-5.7。 

⑪　将 96 孔板从磁力板上取下，每孔加入 100 μL 藻红蛋白标记的链霉亲和素。 

⑫　将 96 孔板放到摇床上 450 rpm/min 摇  2min 后，放入 37℃温箱，避光孵育 15min。 

⑬　5.13 重复步骤 5.5-5.7。 

⑭　5.14 每孔加入 200 μL 洗液重悬样本，上流式细胞仪检测。（请注意 建议实验前先调节好电压找到微球，保证微球

群的个数与说明书一致，上机前也需要调节电压，保证微球群在 PE 通道的检测范围内。） 

6 流式细胞仪检测 

6.1 微球群分布： 

表 2 

特异性 微球位置 微球所属区域 

m IL-12P70 L1 R1 

m TNF-α L2 R2 

m IFN-γ L3 R2 

m MCP-1 L4 R2 

m IL-10 L5 R2 

m IL-6 L6 R2 

注：微球内部用不同强度的荧光染料染色。 

 
6.2 模板建立： 

建 立 X 轴为 FSC、Y 轴为 SSC 的线性散点图模板，设定混合微球位置，如下图 1； 
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建议两个 PE（X 轴）和 APC 的对数散点图模板，分别显示 R1 门或 R2 门内微球，使得所有的微球群能够清楚和明显的分布

于散点图上，显示各因子 PE 荧光强度。如图 2，图 3。 
 

图 1 图 2 图  3

调节 PE PMT 电压，使所有微球群右侧不压线，左侧位于 PE 轴检测范围内（图 2,3）。 

6.3 样品的检测结果分析 

各标准品及样本依次上机检测，对于每种微球群，应最少获取 100 个微球。利用标准品梯度作标曲，计算样本检测结果。 

【检测结果的解释】 

4 待检测样本细胞因子的测定在表 3 检测范围内，测定结果有效，可直接报告测定结果；若检测结果超出检测范围，应用标准品

/样品/微球稀释液将样本稀释适当的倍数重新检测；若待测样本的检测结果低于检测下限或未检测到，则直接报告为≤最低检测

值。 

表 3 

特异性 检测范围 

m IL-12P70 1.22pg/mL-5000pg/mL 

m TNF-α 1.22pg/mL-5000pg/mL 

m IFN-γ 19.53pg/mL-5000pg/mL 

m MCP-1 4.88pg/mL-5000pg/mL 

m IL-10 1.22pg/mL-5000pg/mL 

m IL-6 1.22pg/mL-5000pg/mL 
5 建议：负责数据揭示和出具报告的实验人员需经过正规的技术培训。 

【检验方法的局限性】 

1. 不合理的样本采集、转运、储存、处理以及仪器的设置不当均有可能导致错误的检测结果。 

【产品性能指标】 

1 外观和性状 

试剂盒各组份应齐全、完整，液体无渗漏；外包装应完整、无破损，标签应清晰、易识别。 

2 装量 

应符合要求，不低于标示值。 

3 准确度 

使用本试剂盒检测已知浓度的样本，其检测结果相对偏差在±15%以内。
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4 重复性 

本试剂盒检测 TNF-α/IFN-γ/IL-6/IL-10/IL-12/MCP-1 变异系数（CV）应≤15%。 

【注意事项】 

1. 实验样本、质控/标准品、实验废弃物等材料应当作为潜在传染物进行处理，并且采用符合法规的预防措施对其处理。 
2. 流式细胞仪未经正确校准、荧光渗漏未进行合理补偿以及检测区域（设门）未精确定位，则可能产生错误的检测结

果。请参考该仪器操作规程进行校准，确保仪器在使用前处于最佳检测状态。 
3. 本品含荧光素，切勿直接接触皮肤或沾染食物，操作时务必戴手套操作。 

4. 标准品在配成溶液后，请在 10 小时内使用。 

5. 在使用之前，捕获微球混合液必须充分的振动混合。 

6. 为确保荧光检测质量，凡涉及检测抗体的相关步骤都需避光操作。 

7. 不同批号的试剂请勿混用，并请在有效期范围内使用。
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