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本发明公开了一种胶乳免疫比浊试剂，包括

反应试剂R1和反应试剂R2，所述反应试剂R2的生

产步骤是先将质量分数为10%固含量的胶乳微球

1ml，加入Buffer A 0 .5-1mL混匀；然后加入

10mg/ml的EDC 250-500μL进行活化反应，震荡

10-30min；再加入Buffer B 10-20mL灭活EDC 

0 .5min得到胶乳液；接着将0 .3-1ml抗体用

Buffer B稀释，缓慢滴加至上述胶乳液中，震荡

反应2-5h；封闭液封闭5-30min；最后加入Buffer 

B至终体积50mL，搅拌均匀即为反应试剂R2。本发

明得到的胶乳免疫比浊试剂，其采用特殊的胶

乳-抗体偶联工艺，不需要离心、超滤、透析分离

纯化过程，具有非常高的偶联效率。
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1.一种胶乳免疫比浊试剂，其特征在于：包括反应试剂R1和反应试剂R2，所述反应试剂

R1为磷酸盐缓冲液、HEPES缓冲液、Tris-HCl缓冲液、甘氨酸缓冲液中的一种或几种，其中盐

离子浓度为50-200  mmol/L，pH为7.0-8.0，同时还含有质量分数为0.01-0.05%的防腐剂以

及1-5%的增浊剂；

所述反应试剂R2的生产步骤是先将质量分数为10%固含量的胶乳微球1ml，加入Buffer 

A  0.5-1mL混匀；然后加入10mg/mL的EDC  250-500μL进行活化反应，震荡10-30min；再加入

Buffer  B  10-20mL灭活EDC  0.5min得到胶乳液；

接着将0.3-1ml抗体用Buffer  B  稀释，缓慢滴加至上述胶乳液中，震荡反应2-5h，再封

闭液封闭5-30min；最后加入Buffer  B  至终体积为50mL，搅拌均匀即为反应试剂R2。

2.根据权利要求1所述的胶乳免疫比浊试剂，其特征在于：所述Buffer  A是pH为5-6，盐

离子浓度为1-10%，含有MES或者HEPES的反应缓冲溶液。

3.根据权利要求1所述的胶乳免疫比浊试剂，其特征在于：所述Buffer  B是pH为6-8，盐

离子浓度为1-10%，含有MES、HEPES、PBS或者Tris的保存缓冲溶液，同时还含有质量分数为

0.1-0.5%的稳定性物质以及0.01-0.05%的防腐成分，其中稳定性物质为牛血清白蛋白、蔗

糖、海藻糖或者甘油的一种或几种，防腐成分为Proclin300或者叠氮钠。

4.根据权利要求1所述的胶乳免疫比浊试剂，其特征在于：所述反应试剂R1中的增浊剂

为聚乙二醇6000或聚乙二醇8000，或者两种组合。
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一种胶乳免疫比浊试剂

技术领域

[0001] 本发明涉及一种生物检测领域，特别是一种胶乳免疫比浊试剂。

背景技术

[0002] 胶乳免疫比浊法由于具有检测方法简单方便，线性范围宽，稳定性好，同时可在全

自动生化仪上实现大量样品检测优点，已经越来越多的被应用于临床检测项目。胶乳免疫

比浊法是通过采用物理吸附或共价键合的方式将抗体或抗原偶联到纳米微球的表面，形成

微球-抗体(抗原)复合物。此复合物与样品中的抗原(抗体)，通过抗体抗原反应，形成微球-

抗体-抗原聚集颗粒，随着免疫反应的不断发生，聚集的颗粒不断增大，从而导致溶液在一

定波长的吸光值发生显著的变化，通过测定免疫反应前后吸光度值的变化可以计算出样品

中抗原(抗体)的浓度，从而达到检测和诊断疾病的目的。

[0003] 迄今，胶乳免疫比浊分析方法在临床中已经应用于检测脂蛋白a、抗链球菌溶血素

“O”、类风湿因子、C-反应蛋白、β2-微球蛋白、α1-微球蛋白、D-二聚体、胱抑素C、肌钙蛋白、

肌红蛋白、CK-MB、甲胎蛋白、糖化血红蛋白和前列腺特异性抗原等多种检测项目，诊断领域

已涉及肿瘤、风湿、肝功能、肾功能多个领域，拥有广阔的应用前景。

[0004] 胶乳免疫比浊法一般采用双试剂，即反应试剂(R1)和反应试剂(R2)，其中，R1为带

有一定浓度促凝剂的缓冲溶液，R2为固定化抗体(或抗原)的胶乳微球溶液。R2是胶乳免疫

比浊法的核心部分，对胶乳免疫比浊试剂的检测灵敏度、线性范围以及稳定性起决定作用。

而在胶乳试剂R2的制备过程中，选择的胶乳微球以及在微球上固定化抗体(或抗原)的工艺

决定了制备的胶乳试剂R2的性能。抗体(或抗原)在本质上都是蛋白质，将蛋白质偶联到胶

乳微球上主要有两种方式，即物理吸附与化学偶联。物理吸附的蛋白质在长期储存过程中

易从胶乳微球表面脱落，进而使检测灵敏度下降；化学偶联的蛋白质可被稳定固定在胶乳

颗粒表面，目前的常规偶联方法是碳二亚胺法，但是此方法在偶联过程中易使胶乳微球聚

集，不利于后续胶乳微球的处理。此外，在抗体与微球偶联后，需将残余抗体与偶联了抗体

的胶乳微球分离，离心是现有报道的工艺中最常用的分离方法。但是离心分离残余抗体的

方法容易导致偶联抗体的胶乳微球的聚集，需要采用超声分散方法将偶联抗体的胶乳微球

重新悬浮分散。而在分散过程中容易导致抗体失活和从胶乳微球上的脱落，并且离心的方

法不利于胶乳比浊试剂的放大生产。

发明内容

[0005] 本发明的目的是为了解决上述现有技术的不足而提供一种在制备过程中不需要

离心、超滤、透析分离纯化过程的胶乳免疫比浊试剂。

[0006] 为了实现上述目的，本发明所设计的一种胶乳免疫比浊试剂，包括反应试剂R1和

反应试剂R2，所述反应试剂R1为磷酸盐缓冲液、HEPES缓冲液、Tris-HCl缓冲液、甘氨酸缓冲

液中的一种或几种，其中盐离子浓度为50-200mmol/L，pH为7.0-8.0，含质量分数为0.01-

0.05％的防腐剂以及1-5％的增浊剂；
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[0007] 所述反应试剂R2的生产步骤是先将质量分数为10％固含量的胶乳微球1ml，加入

Buffer  A0.5-1mL混匀；然后加入10mg/ml的EDC  250-500μL进行活化反应，震荡10-30min；

再加入Buffer  B  10-20mL灭活EDC  0.5min得到胶乳液；

[0008] 接着将0.3-1ml抗体用Buffer  B稀释，缓慢滴加至上述胶乳液中，震荡反应2-5h；

封闭液封闭5-30min；最后加入Buffer  B至终体积50mL，搅拌均匀即为反应试剂R2。

[0009] 所述Buffer  A是pH为5-6，含KCl、NaCl、CaCl2、MgCl2等盐离子浓度为1-10％，含有

MES或者HEPES的反应缓冲溶液。其中盐离子提供一定的离子强度以促进胶乳微球的活化反

应，MES或者HEPES等成份提供一定的缓冲能力。

[0010] 所述Buffer  B是pH为6-8，含KCl、NaCl、CaCl2、MgCl2等盐离子浓度为1-10％，含有

MES、HEPES、PBS或者Tris的保存缓冲溶液。其中盐离子用来提供抗体-微球偶联反应必要的

离子强度，MES、HEPES、PBS或者Tris等缓冲溶液提供反应的缓冲能力。同时还含有质量分数

为0.1-0.5％的稳定性物质，质量分数为0.01-0.05％的防腐成分，其中稳定性物质为牛血

清白蛋白、蔗糖、海藻糖或者甘油，可以对未结合抗体的微球表面进行封闭，维持免疫胶乳

的稳定；防腐成分为Proclin300或者叠氮钠，抑制细菌等繁殖。

[0011] 所述反应试剂R1中的增浊剂为聚乙二醇6000或聚乙二醇8000，或者两种组合。

[0012] 本发明得到的胶乳免疫比浊试剂，其采用特殊的胶乳-抗体偶联工艺，不需要离

心、超滤、透析分离纯化过程，具有非常高的偶联效率，其中蛋白偶联率达到98％以上，明显

提高抗体原材料的利用率，可以较常规工艺减少20％-50％的抗体用量，降低试剂成本，并

且大大缩减工艺过程，只需要3-5小时，即可完成生产，明显提高生产效率，并且无需离心

机、超滤设备昂贵的分离纯化设备，进一步降低试剂开发成本，具有非常好的技术和市场前

景。该胶乳免疫比浊试剂具体可用于胱抑素C(CYSC)、C-反应蛋白(CRP)、中性粒细胞明胶酶

相关脂质运载蛋白(NGAL)、脂蛋白(a)、α1-微球蛋白、β2-微球蛋白、视黄醇结合蛋白(RBP)

等产品的生产。

附图说明

[0013] 图1是实施例的胶乳免疫比浊试剂的定标曲线图；

[0014] 图2是实施例的胶乳免疫比浊试剂的临床样本比对图；

[0015] 图3是实施例的胶乳免疫比浊试剂的稳定性测试图。

具体实施方式

[0016] 下面结合实施例对本发明进一步说明。

[0017] 实施例1：

[0018] 本实施例提供的胶乳免疫比浊试剂，包括反应试剂R1和反应试剂R2，所述反应试

剂R1为磷酸盐缓冲液、HEPES缓冲液、Tris-HCl缓冲液、甘氨酸缓冲液中的一种或几种，其中

盐离子浓度为50-200mmol/L，pH为7.0-8.0，同时还含有质量分数为0.01-0.05％的防腐剂

以及1-5％的增浊剂，所述增浊剂为聚乙二醇6000或聚乙二醇8000，或者两种组合。

[0019] 所述反应试剂R2的生产步骤是先将质量分数为10％固含量的胶乳微球1ml，加入

Buffer  A0.5-1mL混匀；然后加入10mg/mL的EDC  250-500μL进行活化反应，震荡10-30min；

再加入Buffer  B  10-20mL灭活EDC  0.5min得到胶乳液；
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[0020] 接着将0.3-1ml抗体用Buffer  B稀释，缓慢滴加至上述胶乳液中，震荡反应2-5h，

再封闭液封闭5-30min；最后加入Buffer  B至终体积为50mL，搅拌均匀即为反应试剂R2。

[0021] 所述Buffer  A是pH为5-6，盐离子浓度为1-10％，含有MES或者HEPES的反应缓冲溶

液。

[0022] 所述Buffer  B是pH为6-8，盐离子浓度为1-10％，含有MES、HEPES、PBS或者Tris的

保存缓冲溶液，同时还含有质量分数为0.10.5％的稳定性物质以及0.01-0.05％的防腐成

分，其中稳定性物质为牛血清白蛋白、蔗糖、海藻糖或者甘油的一种或几种，防腐成分为

Proclin300或者叠氮钠。

[0023] 如图1-3所示，将本实施例所采用的胶乳免疫比浊试剂的优化工艺与传统功工艺

进行对比，其定标曲线数据见表1，临床样本比对数据见表2。

[0024] 可见本实施例所公开的优化工艺反应度更高，检测范围更广。与市售优质试剂具

有良好的相关性，相关系数r2>0.99，相对偏差较小，可以满足临床检测需求。监测2-8℃冷

藏储存条件下的试剂稳定性，可稳定保存14个月以上。

[0025] 表1定标曲线

[0026]

[0027] 表2临床样本比对

说　明　书 3/4 页

5

CN 108982827 A

5



[0028]
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图1

图2
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图3
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