
大/小鼠 I 型原胶原 N 端前肽（PINP）检测试剂盒（酶联免疫法）说明书 
货号：AC-33F1 

【产品名称】 
通用名称：大/小鼠 I 型原胶原 N 端前肽（PINP）检

测试剂盒（酶联免疫法） 
英文名称：Rat/Mouse PINP EIA 

【包装规格】 
96 人份/盒 

【预期用途】 
本试剂盒应用竞争性酶联免疫分析方法，用于定量

测定大/小鼠血清或血浆样本中 I 型原胶原 N 端前肽

（PINP）。仅用于科研，不用于医学诊断。 
【概要说明】 

骨形成过程中的一个重要步骤是合成 I 型胶原——

骨基质中的主要有机成分。在胶原的合成过程中，原胶

原分子的氨基端和碳端会释放出前肽（1）。这些前肽分

泌进入血液循环，并且其在人血清中的免疫测定已经获

得商业应用。I 型原胶原氨基端前肽（PINP）可能是最

特异最灵敏的骨形成标志物（2）。PINP 不仅是监测应用

合成代谢药物治疗骨质疏松症功效的特别有用的标志

物，而且也是监测抗骨吸收治疗功效的最佳骨转换标志

物之一（4,5）。 
大/小鼠PINP测定是测定大/小鼠骨胶原合成过程中

释放的 PINP 水平的特异性方法，并且与人 PINP 无交

叉反应。其结果可用于判定大/小鼠血清样本和成骨细胞

培养基中的骨形成速率。研究表明，成骨细胞经过体外

BMP-4 和雌激素刺激后，PINP 分泌量上升（6）。用 PTH
治疗卵巢切除术后的幼龄大鼠和完整的老龄大鼠后，

PINP 值也会升高（7）。 
【检验原理】 

IDS 大/小鼠 PINP 酶免试剂盒采用竞争性酶联免疫

方法，采用兔抗 PINP 多克隆抗体包被至聚苯乙烯微孔

板的微孔内表面。标准品、质控品和样本加入到微孔后，

再加入生物素标记的 PINP  ，然后室温下孵育 1 小时，

接着吸出孔内液体并进行洗涤。之后加入辣根过氧化物

酶标记的抗生物素蛋白，其与生物素复合体特异性结合，

再次洗涤后加入显色底物（TMB）进行显色。将加入了

终止液的混合液体置于酶标仪上读取吸光度，颜色强度

与 PINP 浓度成反比。 
【主要组成成分】 
1． CAL 0-5-标准品（REF AC-3301A-AC-3301F）： 

含有大/小鼠 PINP、小鼠血清，山羊血清，牛血清

白蛋白（BSA）和叠氮化钠（<1%，复溶后为 0.025%）

的冻干磷酸缓冲盐。每瓶标准品的准确值标于瓶子的标

签上，每瓶 0.5ml。 
2． MICROPLAT- 包 被 抗 体 的 酶 标 板 （ REF 

AC-3302W）： 
孔内包被兔抗-PINP 多克隆抗体，酶标板 12×8 孔

条，包装于带干燥剂的箔袋中。 
3． PINP BIOTIN-PINP 生物素（REF AC-3303）: 

含有生物素标记的 PINP 和牛血清白蛋白（BSA）
的冻干磷酸缓冲盐，每瓶 1 ml。 
4． ENZYMCONJ-酶结合物（REF AC-3304）： 

含辣根过氧化物酶标记的抗生物素蛋白、蛋白质、

酶稳定剂和防腐剂的磷酸盐缓冲液。每瓶 18 ml。 
5． CTRL1-质控品 1（REF AC-3305A）: 

稀释于含有牛血清白蛋白（BSA）和叠氮化钠（<1%，

复溶后为 0.025%）的磷酸盐缓冲液（PBS）的大鼠血清，

以冻干粉形式提供。每瓶 0.5ml。 
6． CTRL2-质控品 2（REF AC-3305B）: 

稀释于含有牛血清白蛋白（BSA）和叠氮化钠（<1%，

复溶后为 0.025%）的磷酸盐缓冲液（PBS）的小鼠血清，

以冻干粉形式提供。每瓶 0.5ml。 
7． TMB -TMB 底物（REF AC-TMB）: 

含有四甲基联苯胺（TMB）和过氧化氢的溶液，每

瓶 24 ml。 
8． HCL –终止液（REF AC-STOP）: 

0.5M 的氢氯酸，每瓶 14 ml。 
9． SAMPDIL –样本稀释液（REF AC-3309）: 

含有牛血清白蛋白（BSA）和 0.05%叠氮化钠的磷

酸盐缓冲液。每瓶 20ml。 
10． WASHBUF 20×–浓缩冲洗液（REF AC-WASHL）: 

含有吐温的磷酸盐缓冲液，每瓶 50ml。 
11． 封板膜：8 个/盒。 
【储存条件及有效期】 

试剂在 2-8℃下保存可稳定至所标示的有效期。 
复溶的标准品（CAL），质控品（CTRL）在-20℃下

可保存 8 周。复溶的 PINP 生物素（PINP BIOTIN）在

2-8℃下可保存 8 周。 
未使用完的包被抗体的酶标板条应放回至有干燥剂

的箔袋中，将箔袋折好并密封于塑料封口袋中，2-8℃下

可保存 8 周。 
冲洗液可在室温下保存长达 8 周。  

试剂可能变坏的现象： 
 任何一个试剂中有反常微粒子出现。 
 校准品 0 吸光率下降。 
 曲线范围偏离正常位置。 

【适用仪器】 
适用于具有 450nm、650nm 波长的所有全自动、半

自动酶标仪。 
【样本要求】 

采用血清或血浆 (EDTA 或肝素) 样本。样本收集

后应尽快分离，长期储存需置于-20℃下，避免样本反复

冻融。整个实验应使用相同的样本类型。 
【检验方法】 
1. 自备材料： 

1） 可移取5μL，45μL和50μL的高精度移液器。 
2） 可移取45μL，50μL和150μL的高精度多道移液

器。 
3） 酶标板振荡器。 
4） 自动洗板机（可选择）。 
5） 酶标仪和数据分析装置。 

2．试剂准备： 
1）标准品（CAL）与质控品（CTRL）： 

标准品与质控品以冻干品的形式提供。将其复溶在

0.5ml 蒸馏水或去离子水中，盖好盖子室温下放置 5-10
分钟，倒转几次确保充分复溶。 

如果标准品与质控品要分几次使用，复溶后应立即

将其冷冻于-20℃下。再次使用时，于室温下解冻，在解

冻完成的 15 分钟内混合均匀后使用。 
2）PINP 生物素（PINP BIOTIN）： 



以冻干品形式提供。将其复溶于 8ml 样本稀释液

（SAMPDIL）中，盖好盖子室温下放置 5-10 分钟，倒

转几次使其充分复溶。 
3）冲洗液（WASHBUF 20×）： 

每瓶冲洗浓缩液（WASHBUF 20×）加入至 950ml
蒸馏水或去离子水中混匀，室温下保存。 

所有其他试剂可直接使用。 
检测前应将所有试剂恢复至室温，反复倒转使其混

合均匀。 
3. 操作步骤： 

1）加入 50μl 校准品、质控品于相应的酶标板

MICROPLATE 微孔内，每个做双孔。 
2）加入 5μl 样本和 45μl 样本稀释液 SAMPDIL 于相

应的酶标板 MICROPLATE 微孔内，，每个做双孔。 
注：上述每一步操作应在 15 分钟内完成以减少误

差。 
3）采用多道移液器移取 50µl PINP 生物素 PINP 

BIOTIN 加入至每个微孔内。 
4）盖上板盖在酶标板振荡器（500-700rpm）上于

18-30℃下孵育 1 小时。 
5）用稀释好的冲洗缓冲液洗板 3 次。 
a) 自动洗板：设置洗板机分配每孔至少 300μl 冲洗

液。重复洗 3 次。 
b) 手工洗板：迅速颠倒倒出孔内物。每孔加入 250μl

冲洗液。再重复洗板 2 次。 
在进入下一步之前，于吸水纸上用力拍打倒置的板

以去除多余的冲洗液。 
6）用多道移液器向所有微孔内加入 150μl 的酶结合

物 ENZYMCONJ。 
7）盖上板盖于 18-30℃下孵育 30 分钟。 
8）重复步骤 5）。 
9）用多道移液器于每孔内加入 150μl TMB 底物

SUBS。 
注：TMB底物溶液易受到污染。仅移取检测所需要

的量，丢弃没用完的TMB底物，请勿再倒回瓶内。 
10）盖上板盖于18-30℃下孵育30分钟。 
11）用多道移液器于每孔内加入 50μl 终止液 HCL。 
12）加入终止液后的 30 分钟内在酶标仪 450nm（参

考 650nm）波长处读取吸光率。 
【参考值（参考范围）】 

目前尚没有明确的参考范围，各实验室应根据情况

确定自己的范围。 
【检验结果的解释】 

绘制标准曲线：计算每个标准品、质控品和待测样

品的平均吸光率，以吸光率为纵坐标，PINP 浓度为横坐

标，在半对数坐标纸上绘出一条标准曲线。从标准曲线

上找对应的 PINP 浓度值(ng/ml)。 
为获得每个样本的 PINP 浓度，由曲线读出的值乘

以稀释因子（×10）。 
可采用选择性数据压缩技术，但是应确认所选择的

曲线是合适的且能提供满意的结果。推荐4PL曲线。 
IDS 使用 MultiCalc (PerkinElmer)数据压缩软件在

描点（吸光率对浓度对数值）基础上进行 4PL 曲线拟合。 
样本测定数据 

数据只作例证不能作为任何样本结果的计算。 
孔号 项目 吸光率 平均吸

光率 

%B/

B0 

结 果

ng/mL 

正确值

（×10）

 ng/mL 

A1,A2 标准品 0 

0ng/mL 

2.186 

2.236 

2.211 100   

B1,B2 标准品 1 

1.1ng/mL 

1.647， 

1.629 

1.638 74.1   

C1,C2 标准品 2 

2.7ng/mL 

1.031， 

1.048 

1.040 47.0   

D1,D2 标准品 3 

9.2ng/mL 

0.569， 

0.546 

0.558 25.2   

E1,E2 标准品 4 

30.3ng/m

L 

0.263， 

0.255 

0.259 11.7   

F1,F2 标准品 5 

74.4ng/m

L 

0.144， 

0.140 

0.142 6.4   

G1,G2 样本 1 0.884， 

0.874 

0.879 39.8 3.8 38 

H1,H2 样本 2 0.178， 

0.163 

0.171 7.7 57.7 577 

典型标准曲线 
该曲线只作例证，不作为任何样本结果的计算。 

 
【检验方法的局限性】 

经检验证实，下列物质在此浓度以下时不会对本测
试有干扰： 

血红蛋白  500 mg/dL 
【产品性能指标】 
1． 灵敏度 

灵敏度（20 份标准品 0 的平均吸光度减去两个标准
偏差 SD 后的对应浓度）为 0.7ng/mL（7ng/mL 血清）。 
2． 精密度 
批内测定 

均 值

（ng/mL） 

n=20 

%CV 

批间测定 

均 值

（ng/mL） 

n=68 

%CV 

40 6.4 37 9.2 

177 7.4 178 8.0 

550 5.0 577 8.2 
3． 回收率 
在测定前，通过在样本中加入 PINP 来评估回收率。 
样 本 浓

度 ng/ml 
小 鼠

PINP 
检测值 
ng/ml 

回收 
ng/ml 

回收率 
% 



ng/ml 
69.5 100 153.7 84.2 84.2 
69.5 400 506.4 436.9 109.2 
   均值 96.7 
4． 线性 

用低浓度样品稀释高浓度样品以评估线性。 
样本 检测值 

ng/ml 
期望值 
ng/ml 

% M/E 

Low(L) 50   
0.875L+0.125H 93 106 88.1 
0.750L+0.250H 144 163 88.5 
0.625L+0.375H 210 219 96.0 
0.500L+0.500H 280 276 101.7 
0.375L+0.625H 298 332 89.9 
0.250L+0.750H 356 389 92.1 
0.125L+0.875H 446 445 100.1 
High (H) 502   
  均值 93.8 
5． 特异性 

用以下分析物评估抗血清的特异性。 
分析物 交叉反应 
小鼠PINP 100% 
大鼠PINP 100% 
人PINP(200ng/mL) 未检测出 
人PⅢNP(20ng/mL) 未检测出 
大鼠PⅢNP(10，000ng/mL) 未检测出 
 
【实验举例】 

3 月龄雌性大鼠（Sprague-Dawley）随机分成三组：
（1）假手术组（n=12），（2）卵巢切除术组（OVX）
（n=12），（3）卵巢切除后皮下植入 17β-雌二醇小球组
（10µg/kg/天）（OVX+EE）（n=12） 

分别于手术前禁食过夜后及手术后的第 5、14、28、
56 天收集血清样本，用大小鼠 PINP 酶免试剂盒对其进
行检测。 

结论：通过使用大小鼠 PINP 酶免试剂盒测定血清
PINP 水平，可检测到大鼠卵巢切除术诱发的骨吸收和骨
形成方面的变化。 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【注意事项】 
1. 本试剂盒仅用于科研，不能在人或动物体内使用。

必须严格按照包装盒里的产品说明书进行操作。对
于任何不按照说明书操作而造成的损失和伤害（当
地法规规定的除外），IDS 公司概不负责。  

2. 本试剂盒含有动物源材料，须按有潜在传染能力的
材料进行处理。适当的防范措施和良好的实验室习
惯应该贯穿于整个储存、操作和试剂处理过程。试
剂的处理应符合当地法规要求。 

3. 0.5M 盐酸。终止液含有 0.5M 的盐酸。 
R36/38 刺激眼睛和皮肤 
S26 一旦触及眼睛，立即用大量水冲洗并咨询医生
S36/37 穿戴保护性衣服和手套 

4. 四甲基联苯胺 
TMB 底物包含 3,3’,5,5’-四甲基联苯胺。 
R21/22 接触皮肤和吞食均有害。 
S36/37 穿戴保护性衣服和手套。 

5. 叠氮化钠 
标准品（CAL）和质控品（CTRL）中含有叠氮化钠
（NaN3）> 0.1%（w/w）<1%）。 
R22 吞食有害 
R52/53 对水生生物有害，可能对水生环境造成长期
负面影响。 
S46 如误食请带上容器或标签直接咨询医生。 
S36/37 穿戴保护性衣服和手套。 
S60 该材料与/或其容器须按危险废弃物处置。 

6. 试剂盒中的某些试剂以叠氮化钠作为防腐剂，可与
铅、铜或黄铜反应形成高爆炸性的金属叠氮化合物，
处理时应用大量的水进行冲洗，避免形成叠氮化合
物。  
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