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REAGEN™ 游离脂肪酸检测试剂盒

RNN89001
1．概述

REAGEN™ 游离脂肪酸检测试剂盒是用于血清样品中游离脂肪酸的定量检测。

该试剂盒采用酶显色定量分析方法直接检测血清样品中游离脂肪酸，可以满足研究人员检测动物血清和尿液中游离脂肪酸的含量。

该试剂盒的特点包括：

高灵敏度和较大的检测范围（0-4mmol/L）
快速（10分钟）且不需要昂贵的仪器。

高重现性。

简介

    游离脂肪酸是甘油三脂的重要组成部分，主要有三个脂肪酸和甘油骨架构成。被认为是能量负平衡的生物标志。低浓度的游离脂肪酸存在动物体内，当血液中游离脂肪酸浓度升高时，表示磷脂分解，动物摄入的糖类不足以满足能量需求。因此，很有必要通过检测游离脂肪酸的水平来降低胃部、代谢类和感染类疾病风险。

    REAGEN™  游离脂肪酸检测试剂盒是简单、准确的检测血液中游离脂肪酸的方法。该试剂盒的反应是在酰基辅酶A合成酶（ASC）存在的情况下，催化样品中游离脂肪酸和ATP、辅酶A（CoA）形成酰基辅酶A、AMP和PPi,酰基辅酶A被酰基辅酶A氧化酶（ACOD）氧化产生H2O2,.H2O2,和过氧化物酶（POD）存在的情况下，催化4氨基安替比林和MEHA反应产生紫色。在550nm读取吸光度值，跟样品中游离脂肪酸成正比。

   该试剂盒包含足够的试剂检测42个样品（双孔），同时，含有4mmol/L的游离脂肪酸标准品，可以在检测过程中稀释成标准品工作液。
试剂盒原理

制备好血清样品后，在含有4μL血清的微孔里，加入游离脂肪酸试剂A和试剂B，在室温下反应10分钟后，在550nm酶标仪上检测微孔的吸光度值。样品中游离脂肪酸的含量可以直接用吸光度值计算出来。
4. 试剂盒组成部分

REAGEN™ 游离脂肪酸检测试剂盒有96孔，可以检测42个样品（点双孔，其中12个孔为标准品）。该试剂盒应当在4℃的温度下储存，有效期为6个月。

	试剂盒组成
	数量
	保存

	微孔板
	1
	4°C–30°C

	标准品
	1 mL
	4ºC

	试剂A
	5 瓶
	4ºC

	试剂B
	2 瓶
	4ºC

	标准品稀释液
	1.5 mL
	4ºC


5. 未提供的设备或材料

酶标仪(550nm)
离心机
去离子水
1.5ml离心管
移液器(10、20和100(L，1mL各一支)

多道移液器（可选）
6. 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。
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。

抗凝血药物如氟化物和草酸盐会导致结果偏低。

血红蛋白含量在200mg/dl以下或胆红素在10mg/dl以下时，对结果没有影响。

严重溶血样本的干扰，可通过血清或血浆空白来消除。
7. 样品的准备

（1）按照标准流程小心制备15μL样品，（如果是单个检测，8μL样品足够），任何含有肝素的样品不适合检测。
（2）血清或血浆中游离脂肪酸在4°C时可以保存7天，在冷冻状态下可以保存3周。

注意：

样品中含量超过4mmol/L 的需要用生理盐水（0.9% NaCl)稀释后重新检测，检测结果乘以稀释倍数2.

严重溶血的样品需要做样品空白。取5μL的样品加入到250μL的生理盐水中，混匀，读数，用样品吸光度值减去空白吸光度值得到校正后样品吸光度值。

8. 检测步骤

设置

检测前让所有的试剂盒标准品回到室温（25°C），打开酶标仪预热，并把波长调整到550nm。

试剂准备

制备游离脂肪酸试剂A和试剂B

向试剂A和试剂B瓶中分别加入5ml 蒸馏水，上下翻转10次，室温静置5分钟备用。

注意：溶解后的试剂A 和试剂B在室温下有效期 是4小时，用完后保存在4°C，有效期为30天。

制备标准品

取6个小管分别编号1,2,3,4,5,6；

按照下表稀释标准品，稀释后记得混匀；
	编号
	需要4mmol/L标准品体积
	标准稀释液的体积
	稀释后标准品浓度(mmol/L)

	1
	0μL
	80 (L
	0

	2
	10
	70 (L
	0.5

	3
	20
	60 (L
	1

	4
	40
	40 (L
	2

	5
	60
	20 (L
	3

	6
	80
	0 (L
	4


取4μL稀释后的标准品进行检测。
检测过程
加入4μL的标准品和样品到微孔中；

加入225μL的试剂A到微孔中；

加入75(L的试剂B到微孔中，并室温下放置10分钟；

在550nm波长下检测吸光度值。
9．结果计算

样品中游离脂肪酸的浓度和550nm处吸光度值存在线性关系。因此，用标准品的吸光度值和稀释后的浓度值可以构建标准曲线，用来计算样品中游离脂肪酸的含量。。
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