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产 品 说 明 书 
 

人肿瘤坏死因子 α ELISA 试剂盒（Human TNF-α ELISA KIT） 

产品货号：H6137S, H6137M, H6137L 

产品规格：24T, 48T, 96T 

产品内容： 

规格 

组分 
24T 48T 96T 使用方法 开封后保存条件 

A. 标准品 4000 pg 4000 pg 2×4000 pg 按说明书进行稀释 -20℃可存放一月 

B. 标准稀释液 16 mL 16 mL 16 mL 即用型 

4℃可存放一月 

C. 浓缩生物素化抗体

（100×） 
30 μL 60 μL 2×60 μL 

按说明书进行稀释 

（现配现用） 

D. 生物素化抗体稀释液 16 mL 16 mL 16 mL 即用型 

E. 浓缩酶结合物（避光 

100×） 
30 μL 60 μL 2×60 μL 

按说明书进行稀释 

（现配现用） 

F. 酶结合物稀释液 16 mL 16 mL 16 mL 即用型 

G. 浓缩洗涤液（20×） 16 mL 16 mL 25 mL 即用型 

H. 显色剂（避光） 6 mL 6 mL 12 mL 即用型 

I. 终止液 12 mL 12 mL 12 mL 即用型 4℃或常温保存 

J. 预包被 96 孔板 8×3 8×6 8×12 即用型 密封干燥 4℃保

存 K. 封板胶纸 1 张 2 张 4 张 即用型 

注：终止液和显色剂具有腐蚀性，一旦接触到液体，请尽快用大量清水冲洗。 

 

储存条件 

4℃避光保存，有效期见外包装。开封后，保存温度详见说

明书。 

 

产品介绍 

Human TNF-α ELISA Kit (Human Tumor Necrosis 

Factor-α Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay Kit) ，即人肿

瘤坏死因子 α ELISA 试剂盒，可以定量检测人血清、血浆或

细胞培养上清液等样本中的天然和重组 TNF-α 浓度。 

TNF-α 是一种主要由单核细胞和巨噬细胞产生的单核

因子。人的 TNF-α 约 2.76 kb，由 4 个外显子和 3 个内含子

组成。人 TNF-α 前体由 233 个氨基酸残基组成，切除含 76

个氨基酸残基的信号肽后，形成的成熟型 TNF-α 为 157 个

氨基酸残基。人 TNF-α 分子量为 17 kDa。在氨基酸水平上，

人与鼠的 TNF-α 有 79％同源性，TNF-α 的生物学作用无明

显的种属特异性。 

人类多种细胞均可表达 TNF-α，包括 B 细胞，结肠柱状

上皮细胞，NK 细胞，巨噬细胞，单核细胞，肥大细胞，中

性粒细胞等。TNF-α 的生物学活性非常复杂，包括对造血、

免疫和炎症的调节；对血管和凝血的影响和对多种器官（肝、

心脏、骨、软骨、肌肉和其它组织）的作用。如杀伤或抑制

肿瘤细胞；提高中性粒细胞的吞噬能力，增加过氧化物阴离
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子产生，增强 ADCC 功能，刺激细胞脱颗粒和分泌髓过氧

化物酶；抗感染；促进髓样白血病细胞向巨噬细胞分化；促

进细胞增殖和分化等。  

在临床上，应用 TNF 在治疗肿瘤等方面开始临床Ⅱ期试

验，也可与 IL-2 联合治疗肿瘤。TNF-α 的抗肿瘤作用包括

TNF-α 的直接作用和 TNF-α 诱导的针对肿瘤的免疫应答。

TNF-α 参与包括哮喘，Π 型糖尿病，Crohn’s 病，和风湿性

关节炎等疾病。TNF 刺激内皮细胞，导致炎症、组织损伤和

凝血从而诱发感染性休克。TNF-α 又称恶液素，可诱发机体

发生恶液质。TNF 还具有类似 IFN 抗病毒作用，阻止病毒

早期蛋白质的合成，从而抑制病毒的复制，并与 IFN-α 和

IFN-γ 协同抗病毒作用。 

本试剂盒采用双抗体夹心ELISA法检测样品中人 TNF-

α 浓度。在人 TNF-α 单克隆抗体预包被酶标板中加入适度稀

释的样品和标准品，其中的 TNF-α 会与其单抗结合，洗去

游离成分；加入生物素化的抗人 TNF-α 抗体，抗人 TNF-α

抗体与结合在单抗上的人 TNF-α 结合而形成免疫复合物，

洗去游离的成分；加入辣根过氧化物酶标记的亲合素，生物

素与亲合素特异性结合，洗去未结合的酶结合物；加入显色

剂，若反应孔中有 TNF-α，辣根过氧化物酶会使无色的显色

剂出现蓝色；加终止液变为黄色。在 450 nm 下测 OD 值，

人 TNF-α 浓度与 OD 450 值之间呈正比，可通过绘制标准曲

线计算出样品中人 TNF-α 浓度。 

 

使用方法 

1. 样品准备 

（1）细胞上清样品：4℃约1000 ×g离心10 min取上清。 

（2）血清样品：使用不含热原和内毒素的试管收集血液，

室温静置30 min，4℃约1000 ×g离心10 min取黄色上清。 

（3）血浆样品：使用EDTA、柠檬酸盐、肝素作为抗凝剂收

集血浆，4℃约1000 ×g 离心15 min取黄色或淡黄色上清。 

注： 

a. 样品制备好后置于冰上待用。 

b. 若待测样品不能及时检测，样品制备好后可先进行分装，

于-20℃或-80℃冻存，避免反复冻融。 

c. 室温（25℃-28℃）解冻，温度不可高于37℃。 

d. 请勿使用溶血、高血脂或污染的样品检测。 

e. 如果血清中含有大量颗粒，检测前先离心或过滤去除。 

f. 可根据实际情况，将样品做适当倍数稀释（可做预实验，

以确定稀释倍数，正常人血清或血浆样本建议做1:2稀释）。 

2. 试剂准备 

（1）试剂盒提前30 min从冰箱中取出，室温解冻。 

（2）标准品：将1 mL标准稀释液加入冻干标准品中，静置

15 min，用移液枪轻轻吸大打混匀，标准品浓度为4000  

pg/mL，根据需要进行稀释。 

标准品稀释方法 

溶液 
浓度

(pg/mL) 

加入溶液

(μL) 

标准品稀释

液 (μL) 

A（标准

品） 
4000 —— 1000 

B 1000 250A 750 

C 500 500B 500 

D 250 500C 500 

E 125 500D 500 

F 62.5 500E 500 

G 31.25 500F 500 

H 15.625 500G 500 

（3）生物素化抗体工作液：将浓缩生物素化抗体用生物素

化抗体稀释液稀释 (1:100)，现配现用。 

（4）酶结合物工作液：将浓缩酶结合物用酶结合物稀释液

稀释 (1:100)，现配现用。 

（5）洗涤缓冲液：将浓缩洗涤液用双蒸水稀释 (1:20)，若

从冰箱中取出的浓缩洗涤液有结晶，可加热并轻轻摇晃使结

晶溶解再进行配制，未用完的4℃保存。 

注： 

a. 稀释后的标准品不可重复使用，未用完的标准品分装，于

-20℃或-80℃冻存，避免反复冻融。 

b. 浓缩生物素化抗体、浓缩酶结合物稀释前请先离心处理，

使管内液体沉入底部。 

c. 不同批号试剂不可混用。 
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d. 混匀要充分，最好使用微量振荡器（用最低频率进行震

荡）。 

3. 操作步骤 

（1）根据待测样品和标准品的数量计算实验所需的预包被

板条数，增加一孔作为对照。 

（2）分别将样品和不同浓度的标准品（每孔100 μL）加入

相应的孔中，用封板胶纸封住反应孔，37℃孵育90 min。 

（3）每孔注入350 μL 洗涤液进行洗板（自动洗板机注入与

吸出间隔15-30 s，手工洗板静置30 s后甩尽液体），洗板4次，

最后一次置于厚吸水纸上拍干。 

（4）将生物素化抗体工作液（每孔100 μL）加入相应的孔

中，用封板胶纸封住反应孔，37℃孵育60 min。 

（5）洗板4次（同上）。 

（6）将酶结合物工作液（每孔100 μL）加入相应的孔中，用

封板胶纸封住反应孔，37℃孵育30 min。 

（7）洗板4次（同上）。 

（8）加入显色剂（每孔100 μL），37℃避光孵育10-20 min。 

（9）加入终止液（每孔100 μL），混匀后立即测量OD值。

（于450 nm处测量，操作时间在5 min以内。） 

注： 

a. 每步使用新的封板胶纸，防止污染。 

b. 孵育温度和时间要适当，孵育时不可在变温环境中，时间

不可过短，若标准曲线两点之间区别低，可适当延长底物孵

育时间。 

c. 洗涤时每孔充满洗涤液，倾倒时迅速，洗涤酶标板应充分

拍干，不要将吸水纸放入酶标反应孔中吸水。 

d. 整个实验应连续操作，不可间断，在实验开始前准备好样

品和试剂。 

4. 结果分析 

（1）每个标准品和样品的OD值应减去空白对照的OD值；

如果做复孔，差异范围在 20%以内有效，其平均值可作为测

量值。 

（2）绘制标准曲线时，以标准品浓度为横坐标 (X)，OD 值

为纵坐标 (Y)。样品的 TNF-α 含量可通过样品 OD 值由标

准曲线换算得出。 

（3）若样品 OD 值高于标准曲线上限，应适当稀释后重新

测定，计算浓度时应乘以样品的稀释倍数。 

（4）参考数据 

标准品浓

度 (pg/mL) 

OD 值

1 
OD 值 2 平均值 矫正值 

0 0.086 0.093 0.090 —— 

15.625 0.153 0.156 0.155 0.065 

31.25 0.248 0.239 0.244 0.154 

62.5 0.391 0.401 0.396 0.306 

125 0.618 0.609 0.614 0.524 

250 1.059 1.042 1.051 0.961 

500 1.577 1.564 1.571 1.481 

1000 2.200 2.217 2.209 2.119 

    

本图仅供参考，以同次试验结果所绘标准曲线为准 
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常见问题及解决方法 

问题 原因 解决办法 

无颜色 

不同批号的试剂混合使用 重新检查试剂的标签，确保所有组分都属于同一批号。 

试剂配制、使用有误 重做试验，严格按说明书操作。 

HRP 酶污染了叠氮钠 使用新配制的试剂，禁含叠氮钠 

颜色弱 

产品超过有效期 检查产品有效期 

孵育时间过短 检查孵育时间 

使用的试剂被污染 检查试剂是否被污染 

洗涤操作不规范 

检查洗涤是否充分，每孔是否有残留的洗液 

洗涤时，每孔完全充满洗涤缓冲液，倾出时要迅速 

检查或每孔加样量的体积是否准确 

仪器设定不正确 检查仪器设定、滤光片的使用等是否正确 

背景过高 

孵育温度和时间不适当 确定每一试验步骤的孵育温度和时间是否适当 

酶加量过多 
加酶前验看移液器调节量是否准确 

检查稀释度，必要时进行效价测定 

全部板子变成

规则的蓝色 

洗涤不充分，仍有残留物 
检查每孔是否有残留的洗液 

使用洗板机充分洗涤 

酶结合物太多 检查稀释度，必要时进行效价测定 

封板膜、试剂容器被重复使用 使用新封板膜，每步使用不同的试剂容器 

CV 值过高 

操作不慎或洗涤不充分 严格按照说明书操作，特别是洗板步骤 

酶标板干板，未使用封板
膜或封板膜重复使用 

每两个步骤间酶标板保持湿润，每个步骤使用新的封板膜 

移液器不准，吸头重复使
用 

检查并校准移液器，每次取样更换新的吸头 

标准曲线两点

间差别低 

酶结合物、检测抗体不足 检查稀释度，必要时进行效价测定 

板子显色不足 延长底物孵育时间 

无期望的阳性

信号 

样品中无相应待检测物质 使用内参对照，或重复实验，重新考虑实验参数 

样品基质遮盖检测 对样品进行稀释 

边缘效应 工作环境不均衡 孵育时避免在变温环境中进行 

漂移 

实验过程中短 整个实验应连续操作，不可间断，在实验开始前准备好样品和试剂 

试剂未按说明书平衡至室
温 

在正式进行实验操作前，所有试剂平衡至室温（除说明书中有其它要
求外） 

 

特异性 

本试剂盒可定量检测天然和重组人 TNF-α，均不与下列细胞因子及蛋白发生反应。 

重组人细胞因子 TNF-β, GM-CSF, s TNF RI, s TNF RII, s TNF RII/Fc 

重组小鼠细胞因子 TNF-α, TNF-α（truncayed）, s TNF RI, s TNF RII IL-4 

重组大鼠细胞因子 TNF-α 

 


