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(57)摘要

一种直接测定糖化血红蛋白含量的检测方

法，包括以下步骤：A、取EDTA抗凝全血样本与溶

血剂按照1:100进行稀释；B、先取4μL的溶血样

本加入试剂R1中；所述试剂R1含有聚苯乙烯胶乳

微球；C、经5min温预后再加入试剂R2；所述试剂

R2是鼠抗人HbA1c单克隆抗体、羊抗鼠IgG抗体和

甘氨酸缓冲液的混合液；D、免疫反应在600nm～

700nm的波长光下，通过全自动生化分析仪读取

反应后的吸光度；E、最终根据反应吸光度之间的

差值，从校准曲线中直接读取糖化血红蛋白的百

分比含量。本发明方法以免疫透射比浊法为检测

原理，不需要测定EDTA抗凝全血样本中的总血红

蛋白及糖化血红蛋白含量，即可直接确定其中的

糖化血红蛋白百分比。
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1.一种直接测定糖化血红蛋白含量的检测方法，其特征在于：所述糖化血红蛋白含量

在检测时所用到的试剂包含有试剂R1、试剂R2、溶血剂、聚苯乙烯胶乳微球、鼠抗人HbA1c单

克隆抗体、羊抗鼠IgG抗体和甘氨酸缓冲液，所述检测方法包括以下步骤：

A、取EDTA抗凝全血样本与溶血剂按照1:100进行稀释；

B、先取4μL的溶血样本加入试剂R1中；所述试剂R1含有聚苯乙烯胶乳微球；

C、经5min温预后再加入试剂R2；所述试剂R2是鼠抗人HbA1c单克隆抗体、羊抗鼠IgG抗

体和甘氨酸缓冲液的混合液；

D、免疫反应在600nm～700nm的波长光下，通过全自动生化分析仪读取反应后的吸光

度；

E、最终根据反应吸光度之间的差值，从校准曲线中直接读取糖化血红蛋白的百分比含

量。

2.根据权利要求1所述的直接测定糖化血红蛋白含量的检测方法，其特征在于：所述步

骤A中的溶血剂为TTAB和H2O，所述步骤B中的聚苯乙烯胶乳微球为0.15％，所述步骤c中的

鼠抗人HbA1c单克隆抗体浓度为0.01～0.06mg/ml、羊抗鼠IgG抗体浓度为0.01mg/ml～

0.20mg/ml；甘氨酸缓冲液浓度为50mmol/l。

3.根据权利要求2所述的直接测定糖化血红蛋白含量的检测方法，其特征在于：所述鼠

抗人HbA1c单克隆抗体浓度为0.06mg/ml、羊抗鼠IgG的浓度为0.12mg/ml。
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一种直接测定糖化血红蛋白含量的检测方法

技术领域

[0001] 本发明属于医学免疫类领域，特别属于糖化血红蛋白检测技术领域，涉及一种直

接测定糖化血红蛋白含量的检测方法，尤其涉及一种利用全自动生化分析仪可以直接测定

糖化血红蛋白百分比含量的检测方法。

背景技术

[0002] 糖化血红蛋白(glycosylated  hemoglobin，HbA1c)是人体血液中红细胞内的血红

蛋白与血糖结合的产物。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，所以可以观测到120天之前的血糖浓度，糖化血红蛋白可

以稳定可靠地反映出检测前120天内的平均血糖水平，且受抽血时间，是否空腹，是否使用

胰岛素等因素干扰不大。

[0003] 糖化血红蛋白于1958年被使用色谱法首次从其它类型的血红蛋白中分离出来，并

于1968  年被分类为一种糖蛋白。1975年研究者们得到了生成糖化血红蛋白的反应式。根据

每个糖化位点和反应参与物，总的糖化血红蛋白分成若干个亚组分。糖化血红蛋白天然(非

糖化)血红蛋白是A0(2α、2β链)。亚组分(HbA1a1、HbA1a2、HbA1b和HbA1c)因血红蛋白β链-N

末端缬氨酸的游离氨基与不同碳水化合物糖基化而形成；这些亚组分总称为HbA1。除了血

红蛋白β链的N末端缬氨酸外，血红蛋白分子内其他游离氨基也参与糖基化(α链N末端缬氨

酸、赖氨酸ε-氨基)。相对于HbA1，所有β-链N末端和其他游离氨基糖基化的血红蛋白被称作

总糖化血红蛋白。除基本的成人血红蛋白AO外，在健康人里发现少量的胎儿血红蛋白HbF(2

α、  2γ链)和血红蛋白A2(2α、2δ链)。缬氨酸在δ链N末端，以类似的方式糖基化，例如，通过

与葡萄糖的共价键形成HbA2c。亲和层析测定的糖化血红蛋白作为总糖化血红蛋白。

[0004] 常用的测定糖化血红蛋白百分比的方法有离子交换层析、高效液相色谱、免疫法、

酶法等。其中离子交换层析、高效液相色谱法需要特定的仪器，价格昂贵，不适用于中小型

医院的使用。酶法检测糖化血红蛋白是利用氧化还原反应，需要多种酶的参与。而临床上常

使用的免疫学方法有两种，一种是需要单独测定血液样本中的总血红蛋白和糖化血红蛋白

的浓度，并且随后计算糖化血红蛋白与总血红蛋白的比值的免疫竞争抑制法，另一种是可

以直接测定糖化血红蛋白百分比的胶乳凝集法。这些检测方法操作复杂、耗时，且需要特殊

的仪器，成本较高，市场上也存在其它检测方法，但是普遍存在测定准确度低的缺陷。

[0005] 因此，如何解决上述问题，是本领域技术人员着重要研究的内容。

发明内容

[0006] 为克服上述现有技术中的不足，本发明目的在于提供一种直接测定糖化血红蛋白

含量的方法；

[0007] 为实现上述目的及其他相关目的，本发明提供一种直接测定糖化血红蛋白含量的

检测方法，所述糖化血红蛋白含量在检测时所用到的试剂包含有试剂R1、试剂R2、溶血剂、

聚苯乙烯胶乳微球、鼠抗人HbA1c单克隆抗体、羊抗鼠IgG抗体和甘氨酸缓冲液，所述检测方
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法包括以下步骤：

[0008] A、取EDTA抗凝全血样本与溶血剂按照1:100进行稀释；

[0009] B、先取4μL的溶血样本加入试剂R1中；所述试剂R1含有聚苯乙烯胶乳微球；

[0010] C、经5min温预后再加入试剂R2；所述试剂R2是鼠抗人HbA1c单克隆抗体、羊抗鼠 

IgG抗体和甘氨酸缓冲液的混合液；

[0011] D、免疫反应在600nm～700nm的波长光下，通过全自动生化分析仪读取反应后的吸

光度；

[0012] E、最终根据反应吸光度之间的差值，从校准曲线中直接读取糖化血红蛋白的百分

比含量。

[0013] 上述方案中，有关内容解释如下：

[0014] 1、上述方案中，所述步骤A中的溶血剂为TTAB和H2O，所述步骤B中的聚苯乙烯胶乳

微球为0.15％，所述步骤c中的鼠抗人HbA1c单克隆抗体浓度为0.01～0.06mg/ml、羊抗鼠

IgG抗体浓度为0.01mg/ml～0.20mg/ml；甘氨酸缓冲液浓度为50mmol/l。

[0015] 2、上述方案中，所述鼠抗人HbA1c单克隆抗体浓度为0.06mg/ml、羊抗鼠IgG的浓度

为  0.12mg/ml。

[0016] 本发明的检测原理：本发明采用全自动生化分析仪为测试平台，以免疫透射比浊

法为检测原理，可溶性抗原与特异性的抗体反应形成免疫复合物，当光线通过反应悬液时

发生吸光度的变化并由全自动生化分析仪检测到，吸光度变化的多少与测试样品中的糖化

血红蛋白百分比含量成一定比例。在本发明中，利用抗原抗体反应直接测定总血红蛋白中

糖化血红蛋白的百分比含量，样品中总血红蛋白和HbA1c与聚苯乙烯胶乳微球有相同的非

特异性吸附而固相化，当加入HbA1c的特异性单克隆抗体后形成聚苯乙烯胶乳微球-HbA1c-

鼠抗人HbA1c单克隆抗体的复合物，此复合物由于羊抗鼠IgG抗体而形成凝集，凝集量与聚

苯乙烯胶乳微球表面固相化的HbA1c量成一定比例关系。

[0017] 由于上述技术方案运用，本发明与现有技术相比具有的有益效果如下：

[0018] 本发明的测定方法以免疫透射比浊法为检测原理，不需要单独测定血液样本中的

总血红蛋白及糖化血红蛋白含量即可直接确定其中的糖化血红蛋白百分比含量，直接使用

双试剂，简化了反应测试操作步骤，节约试剂成本。且又可以利用全自动生化分析仪，降低

检测成本。

附图说明

[0019] 图1是不同百分比的糖化血红蛋白校准品的校准曲线(每个点代表了一种百分比

的校准品，其中X轴表示糖化血红蛋白的百分比含量，Y轴表示吸光度值)；

[0020] 图2是本发明的一个实施例的糖化血红蛋白试剂和现有技术中的一个糖化血红蛋

白试剂测定样本的相关图(其中X轴表示本试剂的测定结果，Y轴表示现有技术中的一个试

剂的测定结果)。

具体实施方式

[0021] 以下由特定的具体实施例结合附图说明本发明的实施方式，熟悉此技术的人士可

由本说明书所揭露的内容轻易地了解本发明的其他优点及功效。
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[0022] 实施例1：

[0023] 一种直接测定糖化血红蛋白含量的检测方法，所述糖化血红蛋白含量在检测时所

用到的试剂包含有试剂R1、试剂R2、溶血剂、聚苯乙烯胶乳微球、鼠抗人HbA1c单克隆抗体、

羊抗鼠IgG抗体和甘氨酸缓冲液，其中：溶血剂为TTAB和H2O；聚苯乙烯胶乳微球浓度为

0.15％，悬浮在浓度为10mmol/l的Tris-Gly  Buffer中；鼠抗人HbA1c单克隆抗体浓度为

0.06mg/ml、羊抗鼠IgG的浓度为0.12mg/ml，混合在浓度为50mmol/l的Tris-Gly  Buffer中；

全血样本的用量为10μl，溶血液的用量为1000μl，试剂R1用量为150μl，试剂R2的用量分别

为  50μl。

[0024] 所述检测方法包括以下步骤：

[0025] A、取EDTA抗凝全血样本与溶血剂按照1:100进行稀释；

[0026] B、先取4μL的溶血样本加入试剂R1中；所述试剂R1含有聚苯乙烯胶乳微球；

[0027] C、经5min温预后再加入试剂R2；所述试剂R2是鼠抗人HbA1c单克隆抗体、羊抗鼠

IgG 抗体和甘氨酸缓冲液的混合液；

[0028] D、免疫反应在600nm～700nm的波长光下，通过全自动生化分析仪读取反应后的吸

光度；

[0029] E、最终根据反应吸光度之间的差值，从校准曲线中直接读取糖化血红蛋白的百分

比含量。

[0030] 所述步骤A中的溶血剂为TTAB和H2O，所述步骤B中的聚苯乙烯胶乳微球浓度为

0.15％，所述步骤c中的鼠抗人HbA1c单克隆抗体浓度为0.01～0.06mg/ml、羊抗鼠IgG抗体

浓度为  0.01mg/ml～0.20mg/ml。

[0031] 所述鼠抗人HbA1c单克隆抗体浓度为0.06mg/ml、羊抗鼠IgG的浓度为0.12mg/ml。

[0032] 本实施例中，如将所述羊抗鼠IgG的浓度改为0.005mg/ml或0.007mg/ml及两者之

间的其它值，也同样能够得到合格的糖化血红蛋白检测试剂。

[0033] 实施例2

[0034] 糖化血红蛋白试剂性能评估实施：

[0035] 准备测定用糖化血红蛋白检测试剂，如前述实施例所述的试剂、高值质控物和低

值质控物、全自动生化分析仪。取具有溯源性的高值质控物、低值质控物各一份，对每份质

控物进行10次检测，将检测结果计算平均值、标准差和变异系数。结果见表1：

[0036] 表1

[0037] 序号 低值质控物 高值质控物 

1 5.63 9.73 

2 5.65 9.77 

3 5.61 9.76 

4 5.62 9.75 

5 5.64 9.77 

6 5.62 9.79 

7 5.61 9.77 

8 5.65 9.74 

9 5.6 9.77 
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10 5.59 9.77 

均值 5.62 9.76 

SD 0.02 0.02 

CV 0.36％ 0.18％ 

[0038] 由表1中的变异系数可知，本发明提供的糖化血红蛋白检测方法具有较高的精密

度。

[0039] 实施例3

[0040] 糖化血红蛋白百分比含量检测准确度验证：

[0041] 取具有溯源性的临床全血样本，用试剂分别进行检测，与靶值进行对照。结果见表

2：

[0042] 表2

[0043]
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[0044]

说　明　书 5/6 页

7

CN 110702894 A

7



[0045]

[0046] 由表2可知：本发明提供的糖化血红蛋白检测试剂与对比厂家的糖化血红蛋白检

测试剂测试样本结果具有高度的一致性。

[0047] 上述实施例仅例示性说明本发明的原理及其功效，而非用于限制本发明。任何熟

悉此技术的人士皆可在不违背本发明的精神及范畴下，对上述实施例进行修饰或改变。因

此，举凡所属技术领域中具有通常知识者在未脱离本发明所揭示的精神与技术思想下所完

成的一切等效修饰或改变，仍应由本发明的权利要求所涵盖。
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图1

图2
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