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Elisa 直接法实验方案
Elisa 直接法是由 Perlmann 最早建立的 ELISA 方法，通常用于检测分子量比较大的抗体或

抗原，以及抗体筛选和抗原表位作图，相比于其它的 ELISA 检测方法，ELISA 直接法是出现

最早也是操作最为简单的一种技术，待检测抗原直接包被在通量板的微孔中，加入相应的酶

标记抗体和底物，使之产生显色反应，这个方法非常的受用，因为其操作步骤和所需试剂较

少，减少了很多的非必要的失误和浪费，ELISA 直接法也因为不需要二抗，使得它的灵敏度

最低，同时，制备相应的酶标记抗体需要非常多的时间，因此 ELISA 直接法常常只用来做

抗原抗体的亲和力检测。

*该实验方案仅供参考。请优化程序，因为不同样品的实验条件可能有所不同。

1. 抗原包被
(1) 加入 100μL 用碳酸氢盐/碳酸盐溶液稀释成一定浓度的抗原于 96 孔板中。

(2) 用石蜡膜或塑料粘合剂盖住板，并在 4°C 下孵育过夜。

(3) 去除包被溶液，用 200μL 磷酸盐缓冲盐水 +0.05% Tween20 (PBST) 洗板 2 次。在

纸巾上倒扣酶标板去除多余液体。

2. 封闭
(1) 加入 200μL 封闭缓冲液（1%牛奶/PBS 或 1%BSA/PBS）用于封闭未结合的蛋白结合

位点。

(2) 盖上板并在室温 (RT) 下孵育 2 小时。

(3) 用 200μL PBST 洗板 2 次，拍干多余液体。

3. 抗体孵育
(1) 加入 100μL 预先用封闭缓冲液稀释到一定浓度的抗体。

(2) 盖上板并在 37℃下孵育 1 小时。

(3) 用 200μL PBST 洗板 2 次，拍干多余液体。

4. 检测
(1) 每孔加入 100μL 底物溶液。

(2) 充分显色后，向孔中加入 100μL 终止液。

(3) 用酶标仪读取每个孔的吸光度。

5. 分析
绘制标准曲线，其中 X 轴为浓度，Y 轴为吸光度。通过待测样本的吸光度以及标准曲线，

就能推算出待测样本的浓度。
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