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本发明公开了一种通用于血清中类固醇激

素的释放剂及其制备方法，由酰胺类化合物、金

属螯合剂、防腐剂、表面活性剂、甾体杂环化合物

和去离子水组成，本发明制备的通用于血清中类

固醇激素的释放剂当做样本预处理液用于类固

醇激素项目检测试剂中，根据人血清标本中类固

醇激素的特异性和主要的存在形式，将人血清中

络合态的睾酮、雌二醇、孕酮和皮质醇从各自的

结合蛋白中释放出来后，采用化学发光免疫分析

法(CLIA)对游离态的激素进行检测验证，使得样

本结果测值准确。
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1.一种通用于血清中类固醇激素的释放剂，其特征在于，由以下试剂组成：

0.1-0.5wt％的酰胺类化合物、0.01-0.1wt％的金属螯合剂、0.05-0.2wt％的防腐剂、

0.05～0.5wt％的表面活性剂和0.005-0.015wt％的甾体杂环化合物，其余为去离子水；其

中，酰胺类化合物为N,N-二甲基甲酰胺和/或N-甲基乙酰胺；甾体杂环化合物包括甲氢睾

酮、达那唑和雄诺龙中的一种或几种。

2.如权利要求1所述的通用于血清中类固醇激素的释放剂，其特征在于，所述金属螯合

剂为EDTA和/或DTPA。

3.如权利要求1所述的通用于血清中类固醇激素的释放剂，其特征在于，所述防腐剂包

括硫柳汞、Proclin300、叠氮钠和洗必泰中的一种或几种。

4.如权利要求1所述的通用于血清中类固醇激素的释放剂，其特征在于，所述表面活性

剂包括Tween-20、Tween-40、Triton  X-100和十二烷基硫酸钠中的一种或几种。

5.如权利要求1-4任一所述的通用于血清中类固醇激素的释放剂的制备方法，其特征

在于，包括以下步骤：

1)称取酰胺类化合物、金属螯合剂、防腐剂、表面活性剂和甾体杂环化合物，混合后加

入1L去离子水；

2)调节pH值为6.4后，得到通用于血清中类固醇激素的释放剂，放在2-8℃条件下避光

保存。

6.如权利要求5所述的通用于血清中类固醇激素的释放剂的制备方法，其特征在于，步

骤2)加入1mol/L盐酸溶液调节pH值为6.4。
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一种通用于血清中类固醇激素的释放剂及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种免疫分析技术领域，具体涉及一种通用于血清中类固醇激素的释

放剂及其制备方法。

背景技术

[0002] 类固醇激素(steroidhormone)又称甾体激素，是胆固醇经细胞色素P450

(cytochromeP450)酶催化形成的一类具有环戊烷多氢菲结构的化合物。类固醇激素主要分

为4类：孕酮、皮质醇、雌二醇和睾酮。类固醇激素对人体新陈代谢、维持内环境稳定、生长、

发育及生殖行为等方面起着重要的调节作用[1-2]。类固醇激素分析方法是临床检测学、内

分泌学以及其他交叉学科相关领域的重要研究内容之一。

[0003] 其中在人体血液中98％睾酮分子跟性激素结合球蛋白(SHBG)结合，几乎所有的雌

二醇分子都以结合蛋白的形式存在，孕酮主要结合白蛋白，其次是与性激素结合球蛋白

(SHBG)结合，以及血液中大部分的皮质醇与结合蛋白结合，大约1％的皮质醇以原型经尿液

排出。而在临床诊断当中这4种类固醇激素只有检测游离态的才具有临床意义。怎样将样本

血清中这4种类固醇激素从结合态中释放出来成为游离态的分子就成了实验研发中的一个

难题。

发明内容

[0004] 为了克服现有技术的不足，本发明的目的在于提供一种通用于血清中类固醇激素

的释放剂及其制备方法，将该释放剂应用在类固醇激素的的临床实验中，能够将血清中结

合态的4种激素从各自结合蛋白中释放出来，通过测定游离态激素的含量来获得样本临床

实验数据，提高临床准确性。

[0005] 本发明的目的采用如下技术方案实现：

[0006] 一种通用于血清中类固醇激素的释放剂，由以下试剂组成：

[0007] 0.1-0.5wt％的酰胺类化合物、0.01-0.1wt％的金属螯合剂、0.05-0.2wt％的防腐

剂、0.05～0.5wt％的表面活性剂和0.005-0.015wt％的甾体杂环化合物，其余为去离子水；

其中，酰胺类化合物为N,N-二甲基甲酰胺和/或N-甲基乙酰胺；酰胺类化合物用于提高甾体

杂环化合物的溶解性及稳定性。甾体杂环化合物包括甲氢睾酮、达那唑和雄诺龙中的一种

或几种。

[0008] 达那唑为17α-乙炔睾丸酮的衍生物，为合成雄激素，具有弱雄激素活性，兼有蛋白

同化作用和抗雌激素作用。但无孕激素和雌激素活性。达那唑和雄诺龙均为雄激素类。N-甲

基乙酰胺具有溶解其它有机物的优良性能，所以在有机合成上常用作溶剂使用。α-巯基乙

基磺酸钠主要用作表面活性剂中间体、日化及医药中间体。甾体杂环化合物与待检测的类

固醇激素结构类似，可以将类固醇激素从结合蛋白中解离释放出来，从而甾体杂环化合物

可以与结合蛋白结合，而待检测的类固醇激素处于游离状态，方便后续的检测。

[0009] 本发明制备的通用于血清中类固醇激素的释放剂当做样本预处理液用于类固醇
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激素项目检测试剂中，根据人血清标本中类固醇激素的特异性和主要的存在形式，将人血

清中络合态的睾酮、雌二醇、孕酮和皮质醇从各自的结合蛋白中释放出来，使之处于游离状

态，采用化学发光免疫分析法(CLIA)对游离态的激素进行检测验证，使得样本结果测值准

确。

[0010] 进一步，所述金属螯合剂为EDTA和/或DTPA。EDTA和DTPA都是氨基羧酸类。EDTA能

与Mg2+、Ca2+、Mn2+和Fe2+等二价金属离子结合的螯合剂。由于多数核酸酶类和有些蛋白酶类

的作用需要Mg2+，故EDTA也常用做核酸酶和蛋白酶的抑制剂。DTPA是高效鳌合剂，鳌合性强，

能迅速与钙、镁、铁、铅、铜、锰等离子生成水溶性络合物。

[0011] 再进一步，所述防腐剂包括硫柳汞、Proclin300和叠氮钠中的一种或几种。

[0012] 具体地，硫柳汞和叠氮钠均为杀菌剂，能有效预防有害微生物污染所致的潜在危

害。Proclin300防腐剂是用于诊断试剂或产品中控制微生物含量的高效来灭菌剂。以其广

谱活性、优越的兼容性和稳定性及其在使用浓度下的低毒性，ProClin  300成为用于诊断试

剂的理想高效防腐剂。ProClin  300防腐剂可在更长的时间内根除细菌、真菌及酵母，从而

延长以本发明的稳定剂配制的脑钠肽校准品的储存时间。其水溶性确保其可轻易溶入所需

试剂中。特别是，ProClin  300防腐对大多数的酶或抗体交联反应的功能无影响，所以不会

干扰检验指示剂，适用于采用化学发光免疫分析法。

[0013] 进一步，所述表面活性剂包括Tween-20、Tween-40、Triton  X-100和十二烷基硫酸

钠中的一种或几种。Tween-20、Tween-40、NP-40和Triton  X-100均为非离子表面活性剂，十

二烷基硫酸钠为阴离子表面活性剂。甘油作为助表面活性剂能使非离子表面活性剂插入在

反胶团的结构中以增大反胶团的尺寸，从而能溶解较大相对分子质量的蛋白质。明胶能与

十二烷基硫酸钠相互作用，从而提高体系的摩尔电导率荧光强度，使得本发明制备的通用

于血清中类固醇激素的释放剂当做样本预处理液用于类固醇激素项目检测试剂中，采用化

学发光免疫分析法(CLIA)进行实验的验证结果更加准确。

[0014] 通用于血清中类固醇激素的释放剂的制备方法，包括以下步骤：

[0015] 1)称取酰胺类化合物、金属螯合剂、防腐剂、表面活性剂和甾体杂环化合物，混合

后加入1L去离子水；

[0016] 2)调节pH值为6.4后，得到通用于血清中类固醇激素的释放剂，放在2-8℃条件下

避光保存。

[0017] 进一步，步骤2)加入1mol/L盐酸溶液调节pH值为6.4。

[0018] 相比现有技术，本发明的有益效果在于：

[0019] (1)本发明制备的通用于血清中类固醇激素的释放剂当做样本预处理液用于类固

醇激素项目检测试剂中，将人血清中络合态的睾酮、雌二醇、孕酮和皮质醇从各自的结合蛋

白中释放出来，使之成为游离态后，采用化学发光免疫分析法(CLIA)对游离态的激素进行

检测验证，使得样本结果测值准确；

[0020] (2)本发明的释放剂通用于睾酮、雌二醇、孕酮和皮质醇这4种类固醇激素，极大的

简化了实验的流程，变得更为方便，大大减轻了实验人员的工作量，提高效率；

[0021] (3)本发明制备的释放剂于整个类固醇激素类型的项目的实验研发具有重要意

义，便于项目后续的研发以及优化。
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具体实施方式

[0022] 下面，结合具体实施方式，对本发明做进一步描述，需要说明的是，在不相冲突的

前提下，以下描述的各实施例之间或各技术特征之间可以任意组合形成新的实施例。

[0023] 实施例1

[0024] 在1L去离子水中加入0.1wt％的N ,N-二甲基甲酰胺和0.5wt％N-甲基乙酰胺、

0.05wt％EDTA、0.1wt％叠氮钠，0.4wt％Triton  X-100、0.005wt％甲氢睾酮、0.005wt％达

那唑和0.005wt％雄诺龙混匀后，加入1mol/L盐酸溶液调节pH值为6.4，放置在2-8℃条件下

避光保存。

[0025] 实施例2

[0026] 在1L去离子水中加入0.25wt％的N,N-二甲基甲酰胺和0.25wt％N-甲基乙酰胺、

0.05wt％EDTA、0.1wt％叠氮钠，0.4wt％Triton  X-100、0.010％甲氢睾酮、0.010％达那唑

和0.010％雄诺龙混匀后，加入1mol/L盐酸溶液调节pH值为6.4，，放置在2-8℃条件下避光

保存。

[0027] 实施例3

[0028] 在1L去离子水中加入0.5wt％的N ,N-二甲基甲酰胺和0.1wt％N-甲基乙酰胺、

0.05wt％EDTA、0.1wt％叠氮钠，0.4wt％Triton  X-100、0.015％甲氢睾酮、0.015％达那唑、

0.015％雄诺龙混匀后，加入1mol/L盐酸溶液调节pH值为6.4，放置在2-8℃条件下避光保

存。

[0029] 实施例4

[0030] 在1L去离子水中加入0.1wt％的N ,N-二甲基甲酰胺和0.1wt％N-甲基乙酰胺、

0.05％EDTA、0.1wt％叠氮钠，0.4wt％Triton  X-100、0.010％甲氢睾酮、0.010％达那唑和

0.010％雄诺龙混匀后，加入1mol/L盐酸溶液调节pH值为6.4，放置在2-8℃条件下避光保

存。

[0031] 实施例5

[0032] 在1L去离子水中加入0.5wt％的N ,N-二甲基甲酰胺和0.5wt％N-甲基乙酰胺、

0.05％EDTA、0.1wt％叠氮钠，0.4wt％Triton  X-100、0.010％甲氢睾酮、0.010％达那唑和

0.010％雄诺龙混匀后，加入1mol/L盐酸溶液调节pH值为6.4，放置在2-8℃条件下避光保

存。

[0033] 实施例6

[0034] 在1L去离子水中加入0.25wt％的N,N-二甲基甲酰胺和0.25wt％N-甲基乙酰胺、

0.01wt％EDTA、0.05wt％叠氮钠，0.05wt％Triton  X-100、0.010wt％甲氢睾酮、0.010wt％

达那唑和0.010wt％雄诺龙混匀后，加入1mol/L盐酸溶液调节pH值为6.4，放置在2-8℃条件

下避光保存。

[0035] 实施例7

[0036] 在1L去离子水中加入0.25wt％的N,N-二甲基甲酰胺和0.25wt％N-甲基乙酰胺、

0.1wt％EDTA、0.2wt％叠氮钠，0.5wt％Triton  X-100、0.010wt％甲氢睾酮、0.010wt％达那

唑和0.010wt％雄诺龙混匀后，加入1mol/L盐酸溶液调节pH值为6.4，放置在2-8℃条件下避

光保存。

[0037] 检测实验
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[0038] 收集有进口试剂盒测值的睾酮、雌二醇、孕酮、皮质醇这4个激素项目的标本各15

例，总共60例标本(睾酮标本编号1～15号，雌二醇标本编号16～30号，孕酮标本编号31～45

号，皮质醇标本编号46～60号)，每个标本用移液枪分别取50μL标本到8个样品反应杯中，反

应杯编号为A、B、C、D、E、F、G和H。并以1.5mol/L的PBS缓冲液作为对照组。在A反应杯中各添

加100μL的实施例1的释放剂，在B应杯中各添加100μL的实施例2的释放剂，在C反应杯中各

添加100μL的实施例3的释放剂，在D反应杯中各添加100μL的实施例4的释放剂，在E反应杯

中各添加100μL的实施例5的释放剂，在F反应杯中各添加100μL的实施例6的释放剂，在G反

应杯中各添加100μL的实施例7的释放剂。在H反应杯中各添加100μL的1.5mol/L的PBS缓冲

液，混匀后常温静置15分钟，然后用化学发光免疫分析法(CLIA)进行上机实验验证，由于进

口试剂盒测定结果值较为准确，所以将CLIA测得的结果跟进口试剂盒测定的结果进行对比

分析，以下是实施例1-7得到的检测对比结果：

[0039] 表1睾酮对比实验结果(单位：nmol/L)
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[0040]

[0041] 表2雌二醇对比实验结果(单位：pg/mL)

[0042]
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[0043]

[0044] 表3孕酮对比实验结果(单位：ng/mL)

[0045]
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[0046]

[0047] 表4皮质醇对比实验结果(单位：μg/dL)

[0048]
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[0049]

[0050] 对表1-4的对比结果进行分析得出，常规项目处理液处理标本后测值结果普遍偏

低很多，从而可以推断出标本中的激素分子没有被释放出来，没有起到从结合蛋白中释放

的效果，而实施例1-7配制出来的解离剂稀释标本后得出的结果浓度跟进口试剂盒测得的

浓度很接近。可以推断实施例1-7配制出来的通用于血清中类固醇激素的释放剂对标本中

睾酮、雌二醇、孕酮、皮质醇这4种激素的释放是很充分的，根据释放剂中各成分所含质量比

的摸索，实施例2的释放效果最明显，跟进口试剂所测结果基本吻合，相关性最高，达到0.99

以上，释放效率最高。

[0051] 因此本发明提供的能将血清中类固醇激素(包括睾酮、雌二醇、孕酮、皮质醇)分子

从各自的结合蛋白中释放出来的的通用于血清中类固醇激素的释放剂，用该释放剂预处理

临床血清标本，能将血清中的类固醇激素从结合蛋白中释放出来。
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[0052] 上述实施方式仅为本发明的优选实施方式，不能以此来限定本发明保护的范围，

本领域的技术人员在本发明的基础上所做的任何非实质性的变化及替换均属于本发明所

要求保护的范围。
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