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REAGEN™β-羟基丁酸测试盒

说明书(货号：RNN89004)

1．概述

REAGEN™β-羟基丁酸（BHBA）测试盒是利用酶促颜色反应原理，用于血清、腹水和尿液中β-羟基丁酸的定量检测。

该试剂盒具有以下特点：
· 高灵敏度，线性范围（0-4.5mM）。

· 快速和稳定的酶试剂，试验中无需昂贵仪器。
· 高重复性。
2．试剂盒原理

准备好血清，先加试剂A到有6 µL血清的微孔中，505nm检测吸光度；再加试剂B，孵育后再测吸光度值，通过变化的吸光度值计算β-羟基丁酸浓度。

首先BHBA被BHBA脱氢酶(BHBADH)氧化成乙酰乙酸盐;在这个过程中NAD+还原成NADH。在第二个步骤中,产物NADH在硫辛酰胺脱氢酶催化下，还原一种无色四唑盐,INT,成色彩鲜艳的产品(红色)甲瓒,吸收光线在505nm。
3．试剂盒组成
	内容物
	规格
	保存条件

	微孔板
	1x96孔
	4°C – 30°C

	标品
	1.5ml
	4ºC

	试剂A
	25ml
	4ºC

	试剂B
	4ml
	4ºC


4．未提供的设备或材料

1) 酶标仪505nm
2) 离心机
3) 蒸馏水
4) 1.5ml 离心管
5) PBS
6) 多道移液器（50-300(L）

5．注意事项

实验前请阅读以下文字，以保证获得最佳实验效果。

1) 从低浓度到高浓度地添加标准品，降低影响标准品曲线质量的风险。

2) 抗凝剂氟化物和草酸会导致错误的较小值。
3) 当血红蛋白小于200 mg/dl胆红素小于10 mg/dl时，不会影响测试。
4) 溶血标本可以通过空白孔校正。
6．样品的准备

1) 按正常步骤准备20µL的血清样品，如果不做重复就有10µL够了，避免溶血，否则结果偏高

2) 血样在4°C保存7日可用，冰冻则3周。
注意：结果大于4.5mM的要用等体积PBS稀释再测。结果乘以2.
7．反应测试步骤

所有试剂使用前回到室温，试验中用到的试剂现用现配，多余的试剂不能倒回原先的瓶子里，避免试剂的交叉污染。

准备标品：
1. 取6个离心管标好记号：1,2,3,4,5,6

2. 用蒸馏水按下表稀释标品，混匀。

	编号
	标品体积(1mM)
	蒸馏水体积
	稀释后浓度 (mM)

	1
	0µL
	100µL
	0

	2
	20µL
	100µL
	0.167

	3
	40µL
	80µL
	0.333

	4
	50µL
	50µL
	0.5

	5
	80µL
	40µL
	0.667

	6
	100µL
	0µL
	1


3. 取6 µL所稀释的标品用于检测。
检测

（1） 加入6(L的标准液或样品于所设定的孔中；

（2） 在每孔中加入215(L试剂A，轻轻敲击微孔板边缘混匀；

（3） 505nm测吸光度值A0；

（4） 每孔加入36(L 试剂B，室温（20-25℃）孵育5分钟；

（5） 505nm测吸光度值Af；

（6） 计算变化的吸光度值Af-A0；
8．结果计算

浓度和吸光度变化值有线性关系，绘制标准曲线，读出样品浓度值。

以下曲线图是β-羟基丁酸测试盒典型标准曲线
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