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[bookmark: _GoBack]217 位磷酸化 tau 蛋白
（Tau-217）
ELISA检测试剂盒
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	货号：nrbe035
	检测范围:10-1000 ng/mL

	规格：96T/48T
	保存温度：2-8℃

	种属反应：人
	有效期：6个月



本试剂盒仅供体外研究使用，不用于临床诊断


[bookmark: _Toc21047]217 位磷酸化 tau 蛋白（Tau-217）简介：
[bookmark: _Toc29361]tau-217 是微管相关蛋白 tau 在 217 位苏氨酸（Thr217）发生磷酸化修饰的亚型，主要定位于神经元轴突，其磷酸化水平异常升高是神经退行性疾病的典型分子特征。在科研模型中，通过体外表达 tau 蛋白后经 GSK 家族激酶（如 GSK3β）定向磷酸化处理，可富集获得 217 位点磷酸化丰度最高的活性形式，用于解析 tau 病理修饰的分子机制。tau 蛋白含 N 端 projection 域、微管结合域（含 4 个重复序列）及 C 端结构域，217 位苏氨酸位于微管结合域附近。经 GSK 家族蛋白磷酸化后，该位点引入负电荷，破坏 tau 与微管蛋白的相互作用，同时促进 tau 分子间聚集，其磷酸化丰度与缠结形成能力呈正相关，是 tau 病理活性的关键调控位点。
实验原理：
本试剂盒采用双抗夹心法酶联免疫吸附实验（Elisa）。往包被有217 位磷酸化 tau 蛋白（Tau-217）捕获抗体的酶标板中，依次加入待检样品、标准品、HRP标记的检测抗体，然后经过温育和洗涤，TMB显色，并在酸的作用下转化成最终的黄色。颜色的深浅和样品中的217 位磷酸化 tau 蛋白（Tau-217）呈正相关。用酶标仪在450nm波长下测定吸光度（OD值），计算样品浓度。
灵敏度：100-1000 pg/mL
特异性：可检测样本中人的Tau-217，与其类似物无明显的交叉反应。
[bookmark: _Toc25235]注意事项：
1． 严格按照规定的时间和温度进行孵育。所有试剂都必须在使用前达到室温20-25℃。使用后放回4℃保存。
2． 在加入底物前确保尽量吸干孔内液体。整个过程中不要让酶标板干燥时间过长。
3． 酶标仪读数时清洁掉板底残留的液体和手指印，否则会影响读数。
4． 在储存和温育时避免强光直接照射。
5． 底物显色液应呈无色的颜色，已经变蓝的底物液不能使用。
6． 避免试剂和样本的交叉污染。
7． 不能接触漂白溶剂或漂白溶剂所散发的强烈气体。任何漂白成分都会破坏试剂盒中试剂的生物活性。
8． 不能使用过期产品，不同货号和批号组分不得混用。
9． 不建议使用试剂盒以外的重组蛋白。
10． 如果可能传播疾病，所有的样品都应管理好，按照规定的程序处理样品和检测装置。
[bookmark: _Toc10928]试剂盒组成：
	名称
	96孔配置
	48孔配置
	开封后保存条件

	预包被酶标板
	8孔×12
	8孔×6
	-20℃

	标准品
	2支
	1支
	-20℃，复溶后当天使用

	通用稀释液
	2×20ml
	1×20ml
	2-8℃

	浓缩酶标记检测抗体（100×）
	120μl
	60μl
	-20℃，避光

	洗涤液（20×）
	2×10ml
	1×10ml
	2-8℃

	底物（TMB）
	10ml
	5ml
	-20℃，避光

	终止液
	6ml
	3ml
	2-8℃

	封板膜
	4张
	4张
	无

	说明书
	1份
	1份
	无


[bookmark: _Toc10240]样本处理及要求：
1． 试剂盒检测范围不等同于样本中待测物的浓度范围，建议实验前通过相关文献预估样本中待测物的浓度并通过预实验确定样本的实际浓度。如果样品中待测物浓度过高或过低，请对样本做适当的稀释或浓缩。
2． 若所检样本不在说明说所列样本类型之中，建议做预实验验证其检测有效性。
3． 血清：将收集于血清分离管的全血样本在室温放置2小时或2-8℃过夜，然后1000×g离心20分钟，取上清即可，或将上清置于-20℃或-80℃保存，但应避免反复冻融。
4． 血浆：用EDTA或肝素作为抗凝剂采集样本，并将样本在采集后的30分钟内于2-8℃1000×g离心15分钟，取上清检测，或将上清置于-20℃或-80℃保存，但应避免反复冻融。
5． 组织匀浆：用预冷的PBS（0.01M，ph=7.4）冲洗组织，去除残留血液（匀浆中裂解的红细胞会影响检测结果），称重后将组织剪碎。将剪碎的组织与对应体积的PBS（一般按照1：9的重量体积比，比如1g的组织样品对应9ml的PBS，具体体积可根据实验需要适当调整，并做好记录。推荐在PBS中加入蛋白酶抑制剂）加入玻璃匀浆器中，于冰上充分研磨或匀浆机研磨。为了进一步裂解组织细胞，可以对匀浆液进行超声破碎，或者反复冻融。最后将匀浆液于5000×g离心5-10分钟，取上清检测。
6． 细胞培养物上清：请1000×g离心20分钟，取上清即可检测，或将上清置于-20℃或-80℃保存，但应避免反复冻融。
7． 细胞裂解液：贴壁细胞用预冷PBS轻轻清洗，然后用胰蛋白酶消化，1000×g离心5分钟后收集细胞；悬浮细胞可直接离心收集。收集的细胞用预冷PBS清洗3次，每1×10^6个细胞中加入150-200μlPBS重选（推荐在PBS中加入蛋白酶抑制剂；若含量很低可适当减少PBS体积）并通过反复冻融或超声使细胞破碎。将提取液于2-8℃，1500×g离心10分钟，取上清检测。
8． 其他生物样本：1000×g离心20分钟，取上清检测。
9． 样品外观：样品应清澈透明，悬浮物应离心除去。
10． 样品保存：样本收集后若在1周内进行检测可保存于4℃，若不能即使检测，请按一次使用量分装，冻存于-20℃（一个月内检测），或-80℃（6个月内检测），避免反复冻融，样本溶血后会影响最后检测结果，因此溶血样本不宜进行此项检测。
[bookmark: _Toc6213]实验所需自备实验器材：
1． 酶标仪（450nm）
2． 高精度移液器及吸头：0.5-10μl、5-50μl、20-200μl、200-1000μl
3． 37℃恒温箱
4． 蒸馏水或去离子水
[bookmark: _Toc4932]检测前准备工作：
1． 请提前10分钟从冰箱中取出试剂盒，平衡至室温。
2． 标准品梯度工作液配制：加入1ml通用稀释液至冻干标准品中，静置15分钟待其完全溶解后轻轻混匀（浓度为1000pg/ml），然后按照以下浓度：1000pg/ml、500pg/ml、250pg/ml、125pg/ml、62.5pg/ml、31.25pg/ml、15.625pg/ml、0进行稀释。稀释方法：取7支EP管，每管加入500μl通用稀释液，1000pg/ml的标准品工作液中吸取500μl到第一支EP管中混匀配成1000pg/ml的标准品工作液，按此步骤往后依次吸取混匀。
3． HRP标记的检测抗体工作液配制：使用前15分钟将浓缩生物素化抗体于1000×g离心1分钟，以通用稀释液将100×浓缩生物素化抗体稀释成1×工作浓度，现配现用。
4． 1×洗涤液配制：取10ml20×洗涤液到190ml蒸馏水中（从冰箱中取出的浓缩洗涤液可能有结晶，属于正常现象，可放置室温，待结晶完全溶解后再配制）。
[bookmark: _Toc29074]操作步骤：
1． 酶标条从冰箱取出后平衡至室温，取出实验所需，剩余用自封袋密封放回4℃。
2． 加样：分别将样品或不同浓度标准品按照100μl每孔加入相应孔中，空白孔加入100μl通用稀释液。盖上封板膜后37℃温育60分钟。（最好将待测样本用通用稀释液最低稀释1倍后再加入酶标板内检测，减少基质效应对测试结果的影响，最后计算样本浓度时再乘以相应的稀释倍数，建议所有的待测样本和标准品在检测中设置复孔）。
3． 温育完成后，弃去液体，不用洗涤。每孔直接加入HRP标记的检测抗体工作液100μl，盖上封板膜后37℃温育40分钟。
4． 洗板：温育完成后，弃去液体，每孔加入200μl1×洗涤液，静置1分钟，弃去洗涤液，并在吸水纸上拍干，重复洗涤5次。也可用洗板机代替洗涤过程。
5． 底物反应：每孔加入底物（TMB）90μl，盖上封板膜，室温孵育15分钟。
6． 终止：每孔加入终止液50μl，立即在450nm波长处测定各孔的OD值。加入终止液后时间过长会影响最终读数。
[bookmark: _Toc4284]实验结果计算：
计算样品和标准品复孔的平均OD值减去空白孔的OD值作为校正值。在双对数坐标纸上，以浓度为横坐标，OD值为纵坐标绘制标准曲线。
若样品的OD值高于标准曲线的上限，应适当稀释后重测。
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注意：本图仅供参考，应以同次试验标准品所绘标准曲线计算标本含量。

[bookmark: _Toc19760]试剂盒性能：
1. 重复性：板内变异系数小于5%，板间变异系数小于5%
2. 回收率：在选取的健康人血清、血浆和细胞培养上清中加入3个不同浓度水平的人Tau-217蛋白，计算回收率。
	样本类型
	范围（%）
	平均回收率

	Serum (n=5)
	92
	93-102

	EDTA plasma (n=4)
	97
	95-105

	细胞培养上清（n=10）
	92-104
	93
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