BFGF　ELISAキット　使用方法

準備

　試料　PBSでホモジナイズ　→　あらかじめタンパクシツ量を測っておく

Wash Buffer ：Wash Buffer Conc　20ml＋蒸留水480ml　→　500ml

Substrate　Solution：A＋B（同量づつ）　１５分前に作成

要遮光、1wellあたり200マイクロリットル

bFGF　standard：8本のスピッツを用意

　　　　　　　　　　１本にはbFGF　standardを500μLを入れる→640pg/ml

Calibrateor Diluent RD5-14を500μLづつ7本のスピッツに

１本のスピッツにbFGFstandardを500μLを足す→320pg/ml

320pg/mlから500μLとり、隣のスピッツへ足す　→160pg/ml

繰り返して10pg/mlまで作成

一本はCalibrateor Diluent RD5-14を500μLのみ→0pg/ml

手順

1． Assay Diluent RD1-43（よく拡散してから使用）　100μLづつを各wellに入れる

2． 筋ホモジナイズ試料またはスタンダード液を100μLづつ入れる

3． ふたをして２時間反応（室温）

4． 液を捨てて、３回洗浄（Wash Buffer400μLづつ）

5． bFGF　Conjugateを200μLづつ入れる

6． ふたをして２時間反応（室温）

7． 液を捨てて、３回洗浄（Wash Buffer400μLづつ）

8． Substrate　Solutionを200μL入れる

9． 遮光して30分反応
10． Stop Solution　10μL入れる

11． ３０分以内に吸光分析（マイクロプレートリーダーを450nmに設定）

12． できれば540nmまたは570nmで計り、その値を450nmで測ったものから引く。これが一番正しい値となる。

　

