
 

甲状腺过氧化物酶自身抗体 ELISA 检测试剂盒使用说明 

 

预期用途 

RSR 公司生产的甲状腺过氧化物酶自身抗体(TPOAb)ELISA 检测试剂盒仅用于定量检测人

类血清中 TPOAb。需专业技术人员操作。 

 

甲状腺过氧化物酶(TPO)抗体的产生与甲状腺的自身免疫性损伤有关。这些抗体的检测在甲

状腺自身免疫疾病诊断及治疗中具有重要的价值。 
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检测原理 

RSR 公司的 TPOAb ELISA 检测试剂盒中，标准品、质控品、以及患者血清中的人 TPOAb

将会与 ELISA 微孔板中包被的 TPO 抗原相结合。15 分钟孵育后弃去液体留下与固定抗原结

合的抗体。在第二次孵育中，向微孔中加入碱性磷酸酶标记的蛋白 A 用以结合被固定 TPO

结合的 TPOAb。被微孔板结合的碱性磷酸酶标蛋白 A 的量可经由第三次孵育中加入的对硝

基苯磷酸二钠发生的显色反应测定。显色反应通过滴加终止液终止，随后在 405nm 下使用

酶标仪读取每个微孔内液体的吸光度。吸光值较高提示样品内存在 TPO 抗体。试剂盒测量

范围为 10-5000u/mL(NIBSC 66/387)。 

 

待测血清样本的贮存和制备 

待测血清应该在分离后迅速进行检测或-20℃分装贮存。每份样本需要 100μL血清（以两份

50μl 计算）尽量避免反复冻融，防止储存温度过高，不正确的贮存样本会造成抗体活性下

降或丢失。避免使用脂血、溶血的样本。研究表明，向从同一受试者获取的含 EDTA、柠檬

酸及肝素的血浆以及血清中混入 TPOAb 阳性血清后对比测试，仅有微小变化，可忽略不计。

在总共 19 份样本中，4 份预混血浆的样本 OD405为预混血清样本值的 112%至 121%，且 4

份样本抗体浓度为 747-924u/mL。19 份样本浓度范围为 14-1031u/mL。 

需要时，将待测血清回温至室温并轻轻混匀。当血清含有絮状物或者颗粒时，需要离心以去

除颗粒物质（推荐速度：10-15000g，离心 5 分钟），请勿省略离心处理步骤。 
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实验设备 

微量加样器：量程分别为 50μL和 100μL。 

能够按量配给多种体积以复溶或稀释试剂的方法。 

EP 管。 

纯水。 

酶标仪，适用于 96 孔形式，能在 405nm 波长条件下进行检测。 

酶标板振荡器，可以 500 次/分钟（水平振荡器）。 

ELISA 微孔板盖。 

 

试剂盒组成 

 将未打开的试剂盒及其所有组份于2-8℃保存。 

A 

TPO 包被微孔板 

每个框架中设 12 个板条，每条 8 孔（共 96 孔），密封保存于箔袋中。开封前提前

室温（20-25℃）放置至少 30 分钟。 

微孔条需与所提供的底架牢固结合。开封后未使用的任何微孔条均应放回原先的箔

袋，并以胶带密封。将箔袋置于装有干燥剂的自封式塑料袋中，试剂盒有效期内，

2-8℃保存。 

B 

结合物(蛋白 A-碱性磷酸酶)  

11mL  

直接使用 

C 

液体底物(pNPP)  

11mL  

直接使用 



 

D 

终止液  

10.5mL  

直接使用  

E 

检测稀释液   

125mL  

直接使用 

F 

浓缩洗涤液。 

125mL 

用纯水进行 10 倍稀释，例如 100mL 浓缩液+900mL 纯水。稀释后，试剂盒有效期

内，2-8℃保存。 

G1-5 

标准液  

0, 5, 40, 400, 5000u/mL  

5×1.0mL 

直接使用 

H1-2 

阳性对照 1、2(质控范围详见标签) 

2×0.5mL 

浓缩液 

使用检测稀释液（E）按 1:20 比例稀释。例如，50μL（H1-2）+950μL（E）。 

 

实验步骤 

所有试剂使用前需室温放置(20-25℃)至少 30 分钟；在步骤 5, 8, 9 中建议使用 Eppendorf 连

续移液器。 

1 
将所有样品和阳性质控品试用稀释液(E)进行 1:20 稀释。例如 50μL 血清使用

950μL稀释液。请勿稀释标准液。 

2 
加入 50μL患者稀释血清，标准品（G1-5）及稀释的质控品（H1-2）到微孔内。

留一个空白孔（参见步骤 10）。 

3 盖上微孔板盖，在 ELISA 板振荡器（500 次/分）上室温（20-25℃）孵育 15 分钟。 

４ 用洗板机吸出样本，用稀释的洗涤液（F）抽洗微孔板三次。 

5 
每孔中加入 100μL结合物(B)(空白孔除外)。添加过程中应避免液体从微孔中溅

出。 

6 盖好微孔板，在ELISA板振荡器（每分钟振荡500次）上室温孵育15分钟。 

7 重复洗涤步骤 4。 

8 
每孔（包括空白孔）加入 100μL 液体底物（C），无须振荡室温避光孵育 15

分钟。 

9 
每孔（包括空白孔）加入 100μL 终止液（D）。确保各微孔底物孵育时间相

同。 

10 
使用酶标仪在405nm波长条件下读取各孔吸光度，空白孔仅有100μL底物（C） 

和 100μL终止液（D）。 

 

结果分析 

绘制标准曲线，X轴为标准品浓度（对数模式），Y轴为标准品OD（线性模式）。患者

血清TgAb浓度可通过标准曲线读出（RSR绘制对数/线性4参数曲线）。可采用其他数据

处理系统。浓度高于5000u/mL的血清样本可用检测稀释液作进一步稀释，使其进入可检

测范围。 



 

举例（仅作范例，不用于实际结果计算） 

样本 
A450 

（减去空白值） 
u/mL 

G1 0.020 0 

G2 0.088 5 

G3 0.260 40 

G4 1.607 400 

G5 2.734 5000 

阳性对照 H1 0.265 40 

阴性对照 H2 1.156 230 

 

405nm波长条件下的吸光度浓度（u/mL） 

 

检测临界值 

Cut off  u/mL 

阴性 ＜10 

阳性 ≥10 

 

性能评价 

临床特异性 

使用本试剂盒对199名健康志愿者的血清进行检测，其中189例（95%）TPOAb呈阴性结果。 

 

临床灵敏度 

使用本试剂盒对66例桥本氏或格雷夫斯病患者进行了检测，其中50例（76%）TPOAb呈阳性

结果。 



 

 

检测下限 

将本试剂盒零点标准品检测20次，计算出平均差和标准差。2倍标准差条件下的检测下

限值为1.05u/mL。 

 

批间精密度(n=20) 

样本 平均值u/mL（n=20） CV（%） 

1 12.3 8.1 

2 86 5.4 

3 194 6.5 

 

批内精密度(n=20) 

样本 平均值u/mL（n=25） CV（%） 

A 24 6.9 

B 78 3.4 

C 352 4.8 

 

临床准确性 

用本试剂盒检测非格雷夫斯病或桥本氏病的身免疫性疾病患者血清，结果显示14%

（n=7）GAD抗体阳性血清，38%（n=8）双链DNA抗体阳性血清，36%（n=11）乙酰胆

碱受体抗体阳性血清,75%（n=4）21羟化酶抗体阳性血清以及3%（n=30）类风湿因子呈

阳性的血清，用第2代ElisaRSRTM TPOAb ELISA检测，TPOAb呈阳性结果。 

 

干扰性 

当待测样本混有以下物质时，对检测结果并无干扰：500mg/dL以下的血红素；20mg/dL

以下的胆红素以及3000mg/dL以下的脂肪乳剂。 

 

本说明书中引用的数据仅供参考。我们推荐每个实验室在检测中建立自己的质控样本模

式。同时也应该建立自己的TPO自身抗体的正常值和病原学上有参考意义的检测范围。 

 

安全性 

本试剂盒仅供专业人员操作使用，操作时应严格遵守说明书。注意标签上注明的有效期

和复溶试剂的稳定性。详细的安全信息参见材料安全数据清单。注意避免可能导致摄入

的任何活动。避免皮肤和衣物接触。操作之前穿好防护服。用于本试剂盒中的人源性材

料与HIV1，HIV2，HCV抗体，及HBsAg并无反应，且已经得到验证。但我们在处理这

些潜在的感染也应多加注意。如果存在污染，我们在离开实验室之前应彻底的洗手。潜

在的污染废物包括样本在内，在处理之前应进行灭菌。本试剂盒涉及的非人源性的材料

（如来自动物）已经证实均来自健康的动物，但这些物质我们也按潜在的感染源进行处

理。试剂盒中有一些组分包括少量叠氮化钠，作为防腐剂。试剂盒中的所有组分避免食

入，吸入，注射和直接接触到皮肤、眼睛、衣服。在处理试剂盒组分时，要用大量的水

冲洗排水系统，避免形成重金属复合物。 

 

 

 



 

简单操作步骤 

所有试剂和样本在使用前均应达到室温（20-25℃）  

稀释：  阳性对照品和患者样本按1:20比例稀释（例如，50μL血清加入950μL检

测稀释液）。切勿稀释标准品。 

加样：  50μL标准品、阳性对照品和患者血清（空白孔除外） 

孵育： 室温条件下在ELISA板振荡器（500次/分）上孵育15分钟 

吸出：  微孔板  

洗涤：  洗板三次  

加样：  各微孔（空白孔除外）加入100μL结合物  

孵育： 室温条件下在ELISA板振荡器（500次/分）上孵育15分钟 

吸出：  微孔板 

洗涤：  洗板三次  

加样：  各微孔（包括空白孔）加入100μL液体底物   

孵育： 室温避光孵育15分钟，无需振荡  

加样：  各微孔（包括空白孔）加入100μL终止液   

加入终止液后，30分钟内在405nm读取吸光度 

 

 

 

 

 


