  [image: image3.jpg]


       深圳容金科技有限公司             Shenzhen Reagent Technology Co.,Ltd. www.reagen.cn

REAGEN™左旋肉碱检测试剂盒

RNF91016

1． 概述

REAGEN™左旋肉碱检测试剂盒适用于饲料谷物、奶粉和血清中左旋肉碱的定量检测。该试剂盒提供了快速、准确的检测方法。 
试剂盒特点包括：
· 高灵敏度、检出限低（荧光法为1μM，比色法为10μM）
· 高重现性。
· 快速的检测方法。
2． 试剂盒原理
REAGEN™左旋肉碱检测试剂盒是采用荧光法或比色的方法来检测左旋肉碱含量。本试剂盒通过乙酰辅酶A将左旋肉碱乙酰化生成乙酰左旋肉碱和辅酶A，辅酶A被进一步氧化后产生有色物质，颜色深浅与左旋肉碱的含量成正比。

3. 试剂盒组成
	试剂盒组成
	数量

	左旋肉碱缓冲液
	25ml

	左旋肉碱探针
	0.2ml

	左旋肉碱转化酶
	冻干粉末

	左旋肉碱底物
	400μL

	左旋肉碱衍生化试剂
	冻干粉末

	左旋肉碱标准品（10μmol）
	冻干粉末


    本试剂盒中的试剂应避光储存于-20℃下，使用前应先恢复室温。

使用前请认真阅读说明书全部内容。

4.试剂准备

左旋肉碱转化酶：用移液器移取220μL左旋肉碱缓冲液于转化酶瓶中，并反复吹打使其充分溶解，备用。避光储存在-20℃，应避免反复冻融。
左旋肉碱衍生化试剂：用移液器移取220μL左旋肉碱缓冲液于衍生化试剂瓶中，并反复吹打使其充分溶解，备用。避光储存在-20℃，应避免反复冻融。

左旋肉碱标准品溶液：用移液器移取100μL双蒸水到标准品瓶中，得到100nM（100nmol/μL）左旋肉碱标准溶液，备用。储存在-20℃。

5．样品的准备
血清、细胞、组织

在均质后的血清、细胞、组织中加入100μL左旋肉碱缓冲液，混匀3分钟，在13000×g下离心10min（血清样品不用离心），取20-100μL上层液于干净的新管中，加入左旋肉碱缓冲液稀释至100μL，取50μL进行检测。（建议测试多个稀释倍数的样品，以确保结果在标准曲线范围内。建议做平行实验。）

奶粉、鲜奶
称取1g奶粉，加入5mL双蒸水溶解（或取5mL鲜奶），加入100μL左旋肉碱缓冲液，混匀3分钟，在4000×g下离心10min（脱脂奶可以不用离心），去除上层脂肪层，取20-100μL上清液于干净的新管中，加入左旋肉碱缓冲液稀释至100μL，取50μL进行检测。（建议测试多个稀释倍数的样品，以确保结果在标准曲线范围内。建议做平行实验。）

饲料/谷物
称取1g均质饲料样，加入5mL双蒸水溶解，加入100μL左旋肉碱缓冲液，混匀3分钟，在4000×g下离心5 min，取20-100μL上清液于干净的新管中，加入左旋肉碱缓冲液稀释至100μL，取50μL进行检测。（建议测试多个稀释倍数的样品，以确保结果在标准曲线范围内。建议做平行实验。）

6．检测步骤
重要事项：所有试剂在检测之前应回温至室温（20 -25°C / 68- 77 °F ）;          
（1）标准曲线的制作
比色法：

取10μL100nM标准溶液于干净的新管中，加入990μL双蒸水，得到1mM标准溶液。加入0、2、4、6、8、10μL于预先设定好的板孔中，加入左旋肉碱缓冲液至50μL，得到0、2、4、6、8、10nmol/μL的标准溶液；

荧光法：按照比色法中的方法将标准品稀释到0.1mM（0.1nmol/μL），加入0、2、4、6、8、10μL于预先设定好的板孔中，加入左旋肉碱缓冲液至50μL，得到0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0nmol/μL的标准溶液；

（2）加入50μL准备好的样品溶液；

（3）按照下表加入试剂：
	试剂
	样品孔
	空白孔

	左旋肉碱缓冲液
	40μL
	42μL

	左旋肉碱转化酶
	2μL
	0

	左旋肉碱衍生化试剂
	2μL
	2μL

	左旋肉碱底物
	4μL
	4μL

	左旋肉碱探针
	2μL
	2μL


 （4）室温（25-30℃）避光孵育30分钟；

 （5）比色法在570nm处，荧光法在Ex/Em 535/587 nm处读值。

7．结果计算

通过减去0标品背景值之后的度数来计算所有标准品和样品的结果 (背景值是很重要的,必须要减去)。绘制左旋肉碱标准曲线，肉碱标准曲线。通过标准曲线计算样品中左旋肉碱的浓度，按照以下公式计算样品中左旋肉碱的含量：

C=Sa/Sv（nmol/μL，or mM）

公式中：Sa—表示通过标准曲线计算出来的样品中左旋肉碱的浓度；

        Sv—表示加入到板孔中样品的体积；

左旋肉碱的分子量是161.2g/mol。
下图为左旋肉碱标准曲线（比色法）
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下图为左旋肉碱标准曲线（荧光法）
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