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本发明公开了一种血液糖化血红蛋白酶联

免疫检测方法。这种检测方法，包括：（1）酶联免

疫检测试剂盒的制备；（2）将待检测血液样本放

入酶联免疫检测试剂盒，读取样本糖化血红蛋白

的免疫检测结果a以及糖化血红蛋白对应的标准

比对品免疫检测结果b；（3）相同待检测血液样本

放入酶联免疫检测试剂盒，读取样本血红蛋白的

免疫检测结果c以及血红蛋白对应的标准比对品

免疫检测结果d；（4）计算得出比值A=a/b，比值B=

c/d；（5）计算糖化血红蛋白的含量=A/B。本发明

检测的灵敏度高，特异性强，且可以定量，解决了

传统的糖化血红蛋白定量检测方法操作步骤繁

琐，检测时间长的问题，同时解决了糖化血红蛋

白定性检测准确性低的问题。
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1.一种糖化血红蛋白酶联免疫检测方法，包括如下步骤：

（1）制备酶联免疫检测试剂盒，其中包括标准比对品的制备, 所述标准比对品为不与

血红蛋白、抗血红蛋白抗体、糖化血红蛋白以及抗糖化血红蛋白抗体发生免疫性结合反应

的物质；

（2）将待检测血液样本放入酶联免疫检测试剂盒，以标准比对品作为参比品，与糖化血

红蛋白进行免疫检测反应，读取样本糖化血红蛋白的免疫检测结果a以及糖化血红蛋白对

应的标准比对品免疫检测结果b；

（3）将与步骤（2）中同一种待检测血液样本放入酶联免疫检测试剂盒，以与步骤（2）中

同一种标准比对品作为参比品，与血红蛋白进行免疫检测反应，读取样本血红蛋白的免疫

检测结果c以及血红蛋白对应的标准比对品免疫检测结果d；

（4）计算得出比值A=a/b，比值B=c/d；

（5）计算糖化血红蛋白的含量=A/B。

2.如权利要求1所述的检测方法，其特征在于：所述检测方法所用原料包括标准比对

品、抗血红蛋白的抗体、抗糖化血红蛋白的抗体、包被载体、酶标记物、显色液、分析缓冲液

及浓缩洗涤液。

3.如权利要求1所述的检测方法，其特征在于：所述标准比对品为兔IgG、驴IgG、马IgG、

羊IgG、鼠IgG的一种或两种或两种以上。

4.如权利要求1所述的血液糖化血红蛋白的检测方法，其特征在于：所述抗血红蛋白抗

体为抗血红蛋白单克隆抗体和抗血红蛋白多克隆抗体的一种或两种。

5.如权利要求1所述的血液糖化血红蛋白的检测方法，其特征在于：所述抗糖化血红蛋

白抗体为抗糖化血红蛋白单克隆抗体、抗糖化血红蛋白多克隆抗体、抗血红蛋白单克隆抗

体、抗血红蛋白多克隆抗体的一种或两种或两种以上。

6.如权利要求1所述的检测方法，其特征在于：所述载体为微孔板。
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一种血液糖化血红蛋白酶联免疫检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及免疫检测分析技术领域，尤其涉及一种血液糖化血红蛋白酶联免疫检

测方法。

背景技术

[0002] 糖化血红蛋白（HbA1c）是血液葡萄糖通过非酶作用，经细胞膜与红细胞内血红蛋

白-链颉氨酸结合形成的产物，其合成速率与红细胞所处环境中糖的浓度成正比，是人体血

液中红细胞内的血红蛋白与血糖结合的产物。

[0003] 血糖和血红蛋白的结合生成糖化血红蛋白是不可逆反应，并与血糖浓度成正比，

且保持120天左右。血糖是从食物中的碳水化合物分解而来的血液中的单糖,通常仅指葡萄

糖，血糖测试结果反映的是即刻的血糖水平。所以糖化血红蛋白较血糖测定更有临床意义，

被誉为糖尿病病情监测的“金标准”，在临床检测中进行日常检测作为血糖控制的指标。

[0004] 目前临床上测定糖化血红蛋白的主要检测方法有高效液相色谱﹑电泳法﹑亲和层

析法等。

[0005] 离子交换高效液相色谱分析法，它是在经典液相层析法基础上，引进了气相层析

的理论具有气相层析的全部优点。测试前需要采用专用仪器对血样中的血红蛋白和糖化血

红蛋白进行分离，测试时需使用大型色谱分析设备进行检测，故检测必须在医院由专人进

行，难以满足糖化血红蛋白即时检测的需求。

[0006] 电泳法，相比于非糖化血红蛋白，因糖化而变化的总电荷和糖化血红蛋白的等电

点变化是琼脂糖凝胶或者pH梯度5.0～6.5的凝胶等电聚焦电泳分离的基础。琼脂糖凝胶电

泳的血红蛋白亚组分分辨率很小，而等电聚焦可以更好地使亚组分分离。可能由于试验的

自动化程度不足，重要性已经下降。

[0007] 亲和层析法，将血样本中的血红蛋白加到层析柱后，所有的糖化血红蛋白（HbA1和

旁链糖化的血红蛋白；总糖化血红蛋白）与硼酸结合而非糖化血红蛋白通过层析柱可被测

量。在加入高浓度也包含顺式-羟基的多羟基复合物，例如山梨醇后，糖化血红蛋白与硼酸

的结合被替换而从柱子上洗脱下来。亲和层析法对经翻译以后修饰的血红蛋白和病理血红

蛋白的影响相对不敏感。利用亲和层析法，仅能测定总糖化血红蛋白。广泛使用的亲和层析

方法，也仅是用经验算法从总糖化血红蛋白值计算出“标准的HbA1c”，因此存在定量无法精

准的问题。

发明内容

[0008] 为解决上述技术问题，本发明采用酶联免疫技术，具体的技术方案为：

一种糖化血红蛋白酶联免疫检测方法，包括如下步骤：

（1）制备酶联免疫检测试剂盒，其中包括标准比对品的制备, 所述标准比对品为不与

血红蛋白、抗血红蛋白抗体、糖化血红蛋白以及抗糖化血红蛋白抗体发生免疫性结合反应

的物质；
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（2）将待检测血液样本放入酶联免疫检测试剂盒，以标准比对品作为参比品，与糖化血

红蛋白进行免疫检测反应，读取样本糖化血红蛋白的免疫检测结果a以及糖化血红蛋白对

应的标准比对品免疫检测结果b；

（3）将与步骤（2）中同一种待检测血液样本放入酶联免疫检测试剂盒，以与步骤（2）中

同一种标准比对品作为参比品，与血红蛋白进行免疫检测反应，读取样本血红蛋白的免疫

检测结果c以及血红蛋白对应的标准比对品免疫检测结果d；

（4）计算得出比值A=a/b，比值B=c/d；

（5）计算糖化血红蛋白的含量=A/B。

[0009] 进一步地，所述检测方法所用原料包括标准比对品、抗血红蛋白抗体、抗糖化血红

蛋白抗体、包被载体、酶标记物、显色液、分析缓冲液及浓缩洗涤液。

[0010] 进一步地，所述标准比对品为兔IgG、驴IgG、马IgG、羊IgG、鼠IgG的一种或两种或

两种以上。

[0011] 进一步地，所述抗血红蛋白抗体为抗血红蛋白单克隆抗体和抗血红蛋白多克隆抗

体的一种或两种。

[0012] 进一步地，所述抗糖化血红蛋白抗体为抗糖化血红蛋白单克隆抗体、抗糖化血红

蛋白多克隆抗体、抗血红蛋白单克隆抗体、抗血红蛋白多克隆抗体的一种或两种或两种以

上。

[0013] 进一步地，所述载体为微孔板。

具体实施方式

[0014]

实施例1：糖化血红蛋白酶联免疫检测试剂盒的制备方法

该糖化血红蛋白酶联免疫检测试剂盒制备方法包括以下步骤：

步骤一，制备包被有标准比对品的载体

载体为微孔板，包被载体通过以下方法制备：标准比对品选用兔IgG，用包被缓冲液稀

释，取待包被载体，将经过稀释的标准比对品负载于载体上，包被结束后，吸去包被缓冲液，

再加入封闭缓冲液，置于37℃封闭2小时或4℃封闭过夜；弃去封闭液，室温18～25℃干燥3-

4小时后加入干燥剂密封包装，得到标准比对品包被载体，所述包被缓冲液为pH7.2～7.4、

10mmol/L磷酸盐溶液，标准比对品的稀释浓度为1ug/mL；稀释的标准比对品在载体上的包

被量可为每孔100ul；包被的条件可置于37℃包被2小时或4℃包被过夜；封闭缓冲液为

pH7.2～7.4、10mmol/L PBST溶液，内含1％BSA及1～10％蔗糖；封闭缓冲液的加入量可为每

孔300ul；封闭后包被载体的干燥环境相对湿度小于30％；

步骤二，制备包被有血红蛋白多克隆抗体的载体：

载体为微孔板，包被载体通过以下方法制备：血红蛋白多克隆抗体用包被缓冲液稀释，

取待包被载体，将经过稀释的血红蛋白多克隆抗体负载于载体上，包被结束后，吸去包被缓

冲液，再加入封闭缓冲液，置于37℃封闭2小时或4℃封闭过夜；弃去封闭液，室温18-25℃干

燥3～4小时后加入干燥剂密封包装，得到血红蛋白多克隆抗体包被载体，所述包被缓冲液

为pH7.2～7.4、10mmol/L磷酸盐溶液，血红蛋白多克隆抗体I的稀释浓度为1ug/mL；稀释的

血红蛋白多克隆抗体在载体上的包被量可为每孔100ul；包被的条件可置于37℃包被2小时
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或4℃包被过夜；封闭缓冲液为pH7.2～7.4、10mmol/L PBST溶液，内含1％BSA及1～10％蔗

糖；封闭缓冲液的加入量可为每孔300ul；封闭后包被载体的干燥环境相对湿度小于30％；

步骤三，制备包被有糖化血红蛋白单克隆抗体的载体：

载体为微孔板，包被载体通过以下方法制备：糖化血红蛋白单克隆抗体用包被缓冲液

稀释，取待包被载体，将经过稀释的糖化血红蛋白单克隆抗体负载于载体上，包被结束后，

吸去包被缓冲液，再加入封闭缓冲液，置于37℃封闭2小时或4℃封闭过夜；弃去封闭液，室

温18-25℃干燥3～4小时后加入干燥剂密封包装，得到糖化血红蛋白单克隆抗体包被载体，

所述包被缓冲液为pH7.2～7.4、10mmol/L磷酸盐溶液，糖化血红蛋白单克隆抗体的稀释浓

度为1ug/mL；稀释的糖化血红蛋白单克隆抗体在载体上的包被量可为每孔100ul；包被的条

件可置于37℃包被2小时或4℃包被过夜；封闭缓冲液为pH7.2～7.4、10mmol/L PBST溶液，

内含1％BSA及1～10％蔗糖；封闭缓冲液的加入量可为每孔300ul；封闭后包被载体的干燥

环境相对湿度小于30％；

步骤四，制备血红蛋白单克隆抗体酶标记物：

用于标记的酶为碱性磷酸酶，酶标记抗体的制备方法为：采用戊二醛交联法将血红蛋

白单克隆抗体与碱性磷酸酶偶联，用pH7.2、10mmol/L PBS缓冲液充分透析，在透析后的结

合物溶液中加入等体积的甘油，-20℃以下保存；标记好的血红蛋白单克隆抗体酶结合物可

用20％胎牛血清稀释液稀释至工作浓度，置于4℃保存至有效期，胎牛血清稀释液为pH7.4、

20mmol/L PBST溶液，内含20％胎牛血清、1～10％蔗糖、0.01％食品红；

步骤五，制备分析缓冲液，分析缓冲液为pH7.4、10mmol/L PBST缓冲液，内含1％BSA；

步骤六，制备浓缩洗涤液，浓缩洗涤液为pH7.2-7.4、20mmol/L PBS缓冲液，内含1％吐

温；

步骤七，组装糖化血红蛋白酶联免疫检测试剂盒，将包被载体、酶标记物、显色液、分析

缓冲液及浓缩洗涤液组装成糖化血红蛋白酶联免疫检测试剂盒。

[0015] 本发明提供的糖化血红蛋白酶联免疫检测试剂盒及制备方法，采用双抗体夹心反

应模式，可以对人血样本中的糖化血红蛋白进行专一的定量检测。具有灵敏度高、检测范围

宽、稳定性好、操作简便快速无污染等优点。本发明与其他开放式全自动酶联免疫检测平台

相结合，可以有效缩短检测时间，降低检测成本和人力花费。项目开发的产品市场前景广

阔，经济和社会效益显著；与免疫比浊等方法相比较，本发明简化了操作步骤，缩短了检测

时间、大大提高了测定的灵敏度和准确性。

[0016] 本发明使用的血红蛋白单克隆抗体，血红蛋白多克隆抗体及糖化血红蛋白单克隆

抗体具有高度特异性，得到的糖化血红蛋白酶联免疫检测试剂盒及制备方法可以取代其他

试剂盒来进行糖化血红蛋白的定量检测。

[0017] 实施例2：糖化血红蛋白酶联免疫检测试剂盒的检测方式

以下给出采用实施例中制备的酶联免疫检测试剂盒检测临床样本中糖化血红蛋白的

具体操作方法：

（1）、样本处理，待测样本为血浆时，用EDTA抗凝管取血2mL，1500r/min离心10分钟，收

集上清液；待测样本为血清时，用普通管或促凝管取血2mL，4℃下放置30分钟后，1500r/min

离心10分钟，收集上清液；

（2）、样本检测，将样本、分析缓冲液分别加到固相有兔IgG，血红蛋白多克隆抗体及糖
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化血红蛋白单克隆抗体的微孔板中，反应30min后，样本中的血红蛋白及糖化血红蛋白分别

与固相抗体特异性结合，洗去游离成分，加入酶标记物避光反应30min，洗去游离成分，加入

显色液，避光反应5min后测定各孔吸光值；

（4）、读取样本糖化血红蛋白检测孔吸光值a、糖化血红蛋白对应的兔IgG比对孔吸光值

b、样本血红蛋白检测孔吸光值c以及血红蛋白对应的兔IgG比对孔吸光值d；

（5）、计算得出比值A=a/b，比值B=c/d；

（6）、计算糖化血红蛋白的含量=A/B。

[0018] 实施例3：试剂盒性能评估试验

1.准确性试验

取同一患者抗凝全血标本，用同一批次的试剂盒重复检测3次，计算出相对偏差B值为

0.02%，符合产品设计要求；

2.重复性试验

取同一患者抗凝全血标本，用同一批次的试剂盒同时检测20次，计算出变异系数CV值

为11.13%，符合产品设计要求。

[0019] 以上所述仅为本发明的较佳实施例而已，并不用以限制本发明，凡在本发明的精

神和原则之内，所作的任何修改、等同替换、改进等，均应包含在本发明的保护范围之内。
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摘要(译)

本发明公开了一种血液糖化血红蛋白酶联免疫检测方法。这种检测方
法，包括：（1）酶联免疫检测试剂盒的制备；（2）将待检测血液样本
放入酶联免疫检测试剂盒，读取样本糖化血红蛋白的免疫检测结果a以及
糖化血红蛋白对应的标准比对品免疫检测结果b；（3）相同待检测血液
样本放入酶联免疫检测试剂盒，读取样本血红蛋白的免疫检测结果c以及
血红蛋白对应的标准比对品免疫检测结果d；（4）计算得出比值A=a/b，
比值B=c/d；（5）计算糖化血红蛋白的含量=A/B。本发明检测的灵敏度
高，特异性强，且可以定量，解决了传统的糖化血红蛋白定量检测方法
操作步骤繁琐，检测时间长的问题，同时解决了糖化血红蛋白定性检测
准确性低的问题。
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