
 

甲状腺球蛋白高灵敏度 ELISA 检测试剂盒使用说明书 

 

预期用途 

RSR Tg ELISA仅用于定量检测人血清中甲状腺球蛋白（Tg），需专业人员操作使用。检测

血清Tg水平对甲状腺癌治疗管理尤其是初次治疗后具有重要意义。应特别注意的是，检出血

清Tg水平的升高是早期诊断持续性或复发性疾病的可靠指标。 
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检测原理 

RSR Tg ELISA 采用双抗体夹心法原理，利用包被在微孔板上的高亲和力 Tg 抗体捕获待检

血清中的 Tg，然后通过加入与辣根过氧化物酶结合的第二种 Tg 抗体检测所获取的 Tg。该

方法检测灵敏度极高，检测范围为 0.03 至 1000ng/mL。调节样本稀释度可改变 Tg ELISA 灵

敏度和检测范围。当每孔加样量为 25μL，我们建议采用以下做法：（a）对于一般筛查，采

用 1:100 的稀释度，检测范围为 3-1000 ng/mL；（b）未稀释血清样品检测范围则为 0.013-10 

ng/mL。405nm 和 450nm 下读板，标准曲线数据参见第 3 页。 

 

血清样本的贮存和制备 

待检的血清分离后应立即检测，或在不高于-20℃的条件下贮存（建议分装储存）。每样需

50 ul 血清（25ul/孔，进行复孔检测）。切忌反复冻融或提高贮存温度。切勿使用脂血或溶

血样本。检测时禁止使用血浆。需要时可在室温下解冻待检血清，轻轻混匀确保均匀性。检

测前对血清作离心处理（建议使用微型离心机在10-15000g离心5分钟）。若血清浑浊或含微

粒物质，必须进行离心处理。确定每个待检血清样本稀释度（见上文），用试剂盒中提供的

样本稀释液对样本和试剂盒对照品进行适当稀释。切勿稀释试剂盒标准品、阴性对照以及回

收样本。在同一检测中可使用同一条（未稀释）标准曲线检测不同稀释度的不同测试血清。

如果待检测的是未稀释的血清，则必须包含另一条标准曲线，在该曲线的每个微孔加入25μL

的人抗鼠抗体（HAMA）阻断剂。 
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阳性对照   

 阴性对照  

 

未提供的必需材料 

能调节25uL、100μL和200μL的移液器。 

能够按量配给多种体积以复溶或稀释试剂的方法。 

纯水。 

酶标仪，适用于96孔形式，能在450nm和405nm波长条件下进行检测。 

振荡器，每分钟可振荡500次（非定轨振荡器）。 

微孔板盖。 

 

试剂盒组成 

将未打开的试剂盒及其所有组份2-8oC保存。 

A 

TgAb包被微孔板  

每个检测板中设12个板条，每条8孔（共96孔），密封保存于箔袋中。箔袋开
封前在室温条件下静置。   

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，2-8oC

温度条件下最多贮存12周。   

B1-8 

标准品  

0.03、0.05、0.1、0.3、1、2、3和10ng/mL  

8小瓶         

冻干粉 

每瓶标准品在使用前以1.0mL纯水复溶。在2-8℃温度条件下最多贮存12周。    

C 

阴性对照品  

1 x 1.0 mL 

直接使用  

D1-2 

阳性对照品I和II（浓度范围详见标签）  

2小瓶            

冻干粉 

每瓶对照品在使用前以1.0mL纯水复溶。在2-8℃温度条件下最多贮存12周。    

检测之前用样本稀释液（G）按100倍稀释。   

E 

回收物  

1小瓶           

冻干粉  

每瓶回收物在使用前以1.5mL纯水复溶。在2-8℃温度条件下最多贮存12周。   

F HAMA阻断剂  



 

1 x 4 mL 

直接使用  （仅在检测未稀释血清样本时需要）  

G 

样本稀释液 

1 x 100 mL 

直接使用   

（含HAMA阻断剂）  

H 

结合物复溶液 

1 x 25 mL 

直接使用   

I 

结合物   

1小瓶           

冻干粉 

用20mL的结合物稀释液（H）复溶。在2-8℃温度条件下最多贮存12周。   

J 

过氧化物酶底物（TMB） 

1 x 12 mL 

直接使用 

K 

终止液（0.5M H2SO4） 

1 x 12 mL 

直接使用   

L 

浓缩洗涤液 

1 x 125 mL 

使用前用纯水进行10倍稀释。在2-8℃温度条件下最多贮存12周。   

 

使用HAMA阻断剂（F） 

样本稀释液（G）所含的鼠免疫免疫球蛋白G（IgG）可阻断待检血清中可能存在的任何HAMA，
但若待检血清未稀释，在加入未稀释的待检血清或试剂盒校准物和对照品之前应向每个微孔
中加入25μL试剂盒自带的HAMA阻断剂（F）。检测稀释血清时无需加入25μL的HAMA阻断
剂 [稀释液（G）中含有阻断剂]。 

 

实验步骤 

所有试剂使用前至少应在室温（20-25℃）下放置30分钟。第1、5、7、8步建议使用Eppendorf

连续移液器。 

1. 如果使用未稀释的样本时，每孔加入25μL的HAMA阻断剂（F），设置一个空白孔（详见
第9步）。 

2. 在相应的微孔中加入25μL标准品（B1-8）、阴性对照品（C）、经稀释的阳性对照品（D1-

2）和患者血清(复孔)，一个微孔留做空白（详见第9步）。 

3. 盖上微孔板盖，在ELISA板振荡器（500次/分）上室温（20-25℃）孵育2小时。 

4. 孵育完成后，用洗板机吸取洗涤液，或将条孔框架快速倒置在一个适当的容器上来清除

洗涤液。用稀释的洗涤液（L）洗涤各孔三次（每孔约250μL），在清洁干燥的吸收性表面上

轻拍倒置的微孔，除去多余的洗涤液（自动洗板机可省略该步）。 

5. 用移液器向各微孔（空白孔除外）加入200μL复溶的结合物（I），盖上微孔板盖后室温

（20-25oC）孵育17-21小时。 

6. 重复洗涤步骤4。 

7. 用移液器向各微孔（包括空白孔）加入100μL过氧化物酶底物（J），无振荡室温（20-25oC）

避光孵育15分钟。 

8. 用移液器向各微孔（包括空白孔）加入100μL终止液（K），将孔板在振荡器上振荡5秒钟

左右。确保各孔底物孵育时间一致。 

9. 使用ELISA板酶标仪在405nm和450nm波长条件下分别读取各孔吸光度，空白对照孔仅含

100μL过氧化物酶底物（J）和100μL终止液（K）。 



 

 

TgAb干扰和回收试验 

待检血清中存在的Tg自身抗体会干扰Tg检测，包括RSR公司的Tg ELISA。尽管如此，若酶

联免疫吸附检测前将血清稀释10-100倍，此种干扰可降至最低水平，因为自身抗体浓度在稀

释时会大大降低。回收试验评估表明，检测未稀释血清时，Tg自身抗体干扰更加频繁，因此，

开展此类检测时特别建议进行回收试验。 

回收试验程序 

1 
用1.5mL样本稀释液（G）稀释复溶的回收物（E），制成约含2.5ng/mL Tg的

制剂。   

2 
向50μL的样本（纯样本或稀释样本）内加入50μL的上述回收物（2.5ng/mL 

Tg），混匀。  

3 
依照检测程序检测25μL的样本（纯样本或稀释样本）（x）、样本与回收物混

合物（y）和回收物（z）。  

4 

回收率计算：  

设x=样本浓度，y=样本与回收物质混合物浓度，z=回收物浓度，则：   

5 可接受的回收率范围=60-130%   

 

结果分析 

绘制标准曲线，X轴为浓度（对数模式），Y轴为吸光度（线形模式）。利用校准曲线读取待

检血清和试剂盒阳性对照品中的Tg浓度，然后根据样本稀释倍数值调节样本最终Tg浓度。

RSR标准曲线为4参数曲线。还可使用其他数据处理系统。阴性对照品可设为0.0001ng/mL以

辅助检测结果的计算机处理。405nm波长下读板时可检测下表所示的有较高吸光度样本。较

低的吸光度应从450nm标准曲线读取。 

 

举例（仅作示例，不用于实际结果计算） 

标准品 

ng/mL 

室温过夜孵育后在405nm和450nm

波长条件下的吸光度*   

405 nm 450 nm 

阴性对照品  0.025 0.084 

0.03 0.042 0.152 

0.05 0.063 0.210 

0.1 0.103 0.351 

0.3 0.233 0.797 

1 0.616 2.097 

2 0.910 3.085 

3 1.040 3.460 

10 1.440 4.752 

* 所示吸光度数值已减除空白值（405nm对应0.053；450nm对应0.049）。 



 

 

 

性能评价 

正常值 

420名甲状腺自身抗体呈阴性的健康志愿者（女性占36%）检测结果显示，Tg水平为1.5-

590ng/mL（平均±SD = 33±44；中位数= 23）。 

 

临床准确性 

Tg ELISA检测过程中，乙酰胆碱受体抗体、促甲状腺激素受体抗体、21-OH抗体、类风湿因

子和双股脱氧核糖核酸抗体阳性血清对其实验结果均未造成任何干扰。 

 

检测下限 

将试剂盒阴性对照样本检测20次，计算出平均值和标准差。2个标准差条件下的检测下限值

为0.015ng/mL。 

 

功能性灵敏度 

功能性灵敏度为0.016ng/mL（当试剂盒阴性对照赋值为0.0001ng/mL）。 

 

批间精密度 

 

样本  

A 

（1:10）  

样本  

B 

（1:10）  

样本C 

（未稀释）  

样本D 

（未稀释）  

n 20 20 20 20 

[Tg] 

ng/mL 
0.96 2.58 0.40 1.46 

CV% 4.7 4.1 9.5 6.2 

 

批内精密度 

样本  
样本E   

（未稀释）  

样本F 

（1:10）  

样本数量 21 21 

[Tg] ng/mL 0.39 1.21 

CV% 5.9 4.6 

 

 

校准 

RSR Tg ELISA依照人Tg标准CRM 457（标准物质局，布鲁塞尔）使用RSR Tg免疫放射检测

法（IRMA）进行校准。 



 

 

高剂量钩状效应 

甲状腺球蛋白浓度低于100ug/mL时未观察到高剂量钩状效应。 

 

干扰性 

当待测样本混有以下物质时，对检测结果并无干扰：5mg/mL以下的血红素；20mg/dL以下的

胆红素以及30mg/mL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，

同时还应设定自己的Tg水平正常范围。 

 

安全性 

遵照说明书仔细操作。注意标签上注明的有效期和复溶及稀释试剂稳定性。详细的安全信息

参见材料安全数据清单。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℃）  

加样：  仅限于未稀释的血清，各微孔（空白孔除外）内加入25μL的HAMA阻断

剂（F） 

加样：  25μL标准品、对照品和患者血清（空白孔除外） 

孵育： 室温振荡2小时   

吸出/倒出：  微孔板  

洗涤：  洗板三次（手动洗涤时在吸水性材料上拍干）   

加样：  各微孔（空白孔除外）加入200μL结合物（I）   

孵育： 无须振荡室温过夜孵育（17-21小时）   

吸出/倒出：  微孔板 

洗涤：  洗板三次（手动洗涤时在吸水性材料上拍干）   

加样：  各微孔（包括空白孔）加入100μL过氧化物酶底物（J）   

孵育： 室温避光孵育15分钟   

加样：  各微孔（包括空白孔）加入100μL终止液（K），振荡5秒钟   

加入终止液后15分钟内，450nm和405nm条件下的读取吸光度 

 


