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Test ELISA 
 

Test ELISA służy do ilościowego oznaczania wybranych białek w 

osoczu, surowicy, homogenatach tkanek i innych płynach 

biologicznych. 

Zwykle płytka jest opłaszczona specyficznymi przeciwciałami a 

zestaw zawiera wszystkie niezbędne odczynniki. Wizualizacja 

kompleksów antygen-przeciwciało zwykle opiera się o reakcje 

enzymatyczne z zastosowaniem układu fosfatazy alkalicznej lub 

peroksydazy chrzanowej. Intensywność zabarwienia odczytuje się w 

czytnikach płytek przy odpowiedniej długości fali. 

 

 

 
 

 

Procedura: 

1. Przygotować i rozcieńczyć standard, próby wzorcowe i próby 
badane  

2. Odpipetować próby do odpowiednich studzienek w płytce 
(zwykle w 2 powtórzeniach) 

3. Inkubować płytkę w 370 C przez 1.5 godziny 
4. Płukać płytkę trzykrotnie w celu usunięcia niezwiązanych 

cząsteczek 

5. Dodać znakowane enzymem wtórne przeciwciała 
6. Inkubować płytkę w 370 C przez 1 godzinę 
7. Dodać roztwór substratu  
8. Dodać odczynnik barwiący, inkubować 25 min w temperaturze 

pokojowej 

9. Czytać absorbancję przy długości fali 545 nm 
10.Obliczyć stężenia badanego białka przy użyciu krzywej 

standardowej 
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Widok płytki: 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A             

B             

C             

D             

E             

F             

G             

H             

 

Ad 7. Roztwór substratu: 

 

Pobrać z eppendorfa „S” 500 µl i przenieść do probówki 

oznaczonej 2 w której znajduje się 500 µl rozcieńczalnika. 

czynność powtórzyć 4 razy do uzyskania probówek oznaczonych 2-

5. Następnie odpipetować po 40  µl do studzienek: 

 

A1 B1 – rozcieńczalnik 

C1 D1 - z eppendorfa 

E1 F1 - z probówki 2 

G1 H1 - z probówki 3 

A2 B2 - z probówki 4 

C2 D2 – z probówki 5 

 

E2 F2 - próba badana 1 

G2 H2 – próba badana 1 

A3 B3 – próba badana 1 

C3 D3 – próba badana 1 

E3 F3 – próba badana 2 

G3 H3 - próba badana 2 

A4 B4 – próba badana 2 

C4 D4 – próba badana 2 

E4 F4 – próba badana 3… itd 

 

Ad. 8 Odczynnik barwiący: 

Dodać po 160 µl do wszystkich studzienek i inkubować  

 

 


