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1．实验原理

本品采用双抗体夹心法原理，用一株HPV31-L1单克隆中和活性抗体包被酶联反应板，加入待检样本反应后，洗涤除

去未结合物，再加入HRP标记的另一株HPV31-L1单克隆中和活性抗体，形成了包被抗体-抗原-HRP抗体复合物，通过

TMB显色程度指示待检疫苗生产中间产物、原液（Drug Substance）和9价HPV疫苗混合液（加佐剂前）中活性HPV31-L1

抗原的含量。

2．使用须知

在开始试验前请仔细阅读本说明书。

－ 遵守良好的实验室规范：手套、白大褂和防护眼镜应该一直戴着，请勿在实验室区域内进食、饮水或吸烟。

－ 所有生物材料都应被视为具有潜在危险并予以处理，应按照既定的安全程序进行处置。

－ 请勿混合或替代其他试剂盒批次或供应商的试剂或材料，如果替代则不能保证性能。

3．提供的材料与试剂

试剂盒内组分 数量 保存条件

预包被板 8孔×12条 2~8℃

酶结合物（500×） 100μL×1管 -20℃

单组分显色液II 11mL×1瓶 2~8℃

终止液 7mL×1瓶 2~8℃

BSA 3g/袋×2袋 2~8℃

HRP酶标抗体稀释液 12mL×1瓶 2~8℃

20×PBST 50mL×1瓶 2~8℃

封板膜 2张 2~8℃/室温

说明书 1份 2~8℃/室温

4．实验需要，但是未提供的材料

这些材料不包括在试剂盒中，但检测过程中需要用到：

1） HPV31原液参考品

2） HPV31原液企业参考品

3） 9价HPV混合液企业参考品（可选）

－ 酶标仪，去离子水，多通道和单通道移液器，稀释管，震荡孵育器。

5．贮藏条件与有效期

－ 酶结合物（500×），-15 ~ -25℃保存，其他组分2~8℃避光保存。

－ 有效期6个月截至2024年01月22日。

6．操作提示

－ 在配液或加样时，尽量避免产生气泡。

－ 及时更换枪头，避免样本或试剂的交叉污染。
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－ 确保酶标板在孵育过程中用封板膜覆盖。

－ 所有样本应充分且轻微震荡混匀。

－ 在所有孵育步骤中，应在震荡孵育器上孵育ELISA板。

7．试剂准备

－ 平衡：将所需试剂移到室温（18 ~ 25℃）平衡30分钟。

－ 20×PBST可能含有沉淀，这是正常的。如果通过温和搅拌没有溶解沉淀物，可以在37°C烘箱中加热来溶解沉淀物，

待完全溶解后再使用。

7.1 1×PBST配制

取1瓶20×PBST，用去离子水稀释至1000mL，混匀后备用。配液量可根据实验需要调整，现用现配。

7.2 5%BSA稀释液配制

准确称取5.0gBSA 完全溶解到100mL1×PBST中，充分混匀备用即为5%BSA稀释液。

配液量可根据实验需要调整，现用现配。

7.3 酶结合物工作液配制

计算实验所需工作液体积，取适量酶结合物（500×）用HRP酶标抗体稀释液100倍稀释，然后再进行5倍稀释，充分混

匀备用。

8．参考品与样本准备

－ 使用5%BSA稀释液配制不同浓度参考品（2倍梯度稀释）：4000ng/mL、2000ng/mL、1000ng/mL、500ng/mL、250ng/mL、

125ng/mL、62.5ng/mL、31.25ng/mL、15.625ng/mL、7.8125ng/mL、3.9ng/mL、0ng/mL（5%BSA稀释液）。

－ 使用5%BSA稀释液将待检样本分别稀释至标曲线性范围内进行检测，若是待检样本浓度未知，可进行10倍、30倍、

100倍、300倍和1000倍梯度稀释后检测上样，选择在标曲范围内的OD值反算样本浓度即为测得值（ng/mL），最

后样本浓度应在测得值的基础上再乘以样本稀释倍数。

－ 每次使用前都要准备新的参考品与样本，使用后的参考品与样本应丢弃。

9．流程图

10．操作规程

－ 按照前面章节的要求准备所有试剂、参考品与样本。

－ 该酶标板随时可用，使用前没有必要冲洗。

10.1 加样

将所有的参考品与样本分别加入到酶标板上，做好标记，每孔加样本100μL（设复孔），用封板膜封板后置37℃恒温

震荡培养箱，300rpm，温育60分钟。

10.2 洗涤
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弃去各孔内液体，用1×PBST注满微孔（350μL/孔），静置30秒后弃去孔内液体，重复3次，最后一次洗板完成后在

面巾纸上轻轻拍干。

10.3 加酶结合物

每孔加酶结合物工作液100μL，用新的封板膜封板后置37℃恒温震荡培养箱，300rpm，温育60分钟。

10.4 洗涤

重复步骤10.2.

10.5 显色

每孔加单组分显色液100μL，轻微振荡混匀后置25℃暗处显色10分钟。

10.6 终止

每孔加终止液50μL，轻微混匀。

10.7 读数

选择酶标仪主波长450nm，参考波长630nm，测定各孔吸光值（OD值=OD450-OD630）。

11．结果处理

11.1 标准曲线

计算参考品的OD均值（见下例，仅为示例，具体以实际测定为准）：

标曲ng/mL OD值1 OD值2 OD均值

4000 4.024 4.243 4.134

2000 4.068 4.032 4.050

1000 3.735 3.939 3.837

500 2.934 3.145 3.040

250 1.933 1.986 1.960

125 1.174 1.143 1.159

62.5 0.700 0.654 0.677

31.25 0.414 0.399 0.407

15.625 0.231 0.238 0.235

7.8125 0.13 0.13 0.130

3.90625 0.08 0.085 0.083

NC 0.036 0.036 0.036

以标准曲线浓度与对应OD均值采用四参数拟合方式进拟合及计算，得到标准曲线，如下图所示，四参数拟合方程

为：y = 4.31597-4.19815/[1 + (x/276.77958)1.37593]。

四参数拟合标准曲线（线性相关系数R2=0.99726）

11.2 样本浓度的计算

选择在标曲范围内的OD值反算样本浓度，即为样本测得值（ng/mL），在测得值的基础上再乘以样本稀释倍

数即为样本浓度。
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12．产品性能指标

 线性范围：3.9～4000ng/mL。

 灵敏度：＜3.9ng/mL。

 准确性与精密度：高中低3个浓度质控点回收率均在80%～120%范围内，符合要求；CV（%）≤10%，符合要求。

准确性/精密度 准确性（回收率%） 精密度（CV%）

实验次数 实验 1 实验 2 实验 3 实验 1 实验 2 实验 3

HQC-400ng/mL 95% 102% 106% 1.82% 1.56% 3.27%

MQC-100ng/mL 95% 94% 103% 2.01% 1.42% 4.07%

LQC-20ng/mL 100% 96% 100% 1.36% 2.02% 2.90%

 HOOK效应：使用高于4000ng/mL HPV31参考品测试，信号值未出现降低，无HOOK效应。

 稀释线性：选择高于4000ng/mL的参考品稀释至标曲线性范围内（400ng/mL、100ng/mL、20ng/mL），计算准确性，

偏差在80%～120%范围内。

 特异性：与HPV6、11、16、18、33、45、52、58 8种其他HPV亚型无明显交叉。

 广谱性：与3家以上不同公司不同表达体系的HPV31均有结合。

 适用性：可用于检测HPV31单价原液和9价HPV混合液（加佐剂前）中活性HPV31抗原含量。

与HPV31外的其他8个HPV亚型混合疫苗无交叉，总交叉率为0；9价混合液中HPV31的检出OD值与单价检出OD值结

果接近，标曲基本重合，可用于九价HPV中HPV31的检出。

样品 单价-HPV31 8价混合-HPV6、11、33、45、52、16、18、58 9价混合-HPV6、11、31、33、45、52、16、
18、58

标曲ng/mL OD值 OD值 OD均值 P/N OD值 OD值 OD均值 P/N OD值 OD值 OD均值 P/N

480 2.324 2.337 2.331 40.89 0.061 0.059 0.060 1.09 2.255 2.233 2.244 44.00

240 1.410 1.353 1.382 24.24 0.050 0.060 0.055 1.00 1.269 1.324 1.297 25.42

120 0.821 0.740 0.781 13.69 0.044 0.050 0.047 0.85 0.682 0.723 0.703 13.77

60 0.445 0.429 0.437 7.67 0.048 0.049 0.049 0.88 0.411 0.384 0.398 7.79

30 0.236 0.242 0.239 4.19 0.043 0.046 0.045 0.81 0.216 0.218 0.217 4.25

15 0.139 0.150 0.145 2.54 0.045 0.050 0.048 0.86 0.134 0.129 0.132 2.58

7.5 0.101 0.103 0.102 1.79 0.050 0.045 0.048 0.86 0.091 0.092 0.092 1.79

NC 0.057 0.074 0.057 1.00 0.059 0.051 0.055 1.00 0.051 0.051 0.051 1.00
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 疫苗破坏处理：3家公司HPV31原液经56℃30min破坏处理后，与未处理的对比，信号均出现降低，该试剂盒可以反映

HPV原液是否失活。

13．问题及解决办法

问题 原因 解决办法

标曲线性较差 标曲稀释不当 检查吸管，使用校正后的移液器，规范操作，重新稀释。

信号值低 孵育时间短 确保足够的孵育时间。

试剂量不足或稀释不当 检查移液管，确保试剂准备正确充足。

显色液长期曝光 显色液应避光保存，更换新的显色液。

CV值较大 洗涤不充分 按照洗涤步骤严格操作。

洗涤液被污染 更换新的洗液。

灵敏度不足 酶联免疫吸附试验试剂盒储存不当 按照说明书要求保存。

稀释液中有结晶 稀释剂中组分的沉淀和/或凝固。 将稀释剂加热至37ºC完全溶解沉淀物。
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