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(57)摘要

本发明公开了一种稳定的25-羟基维生素D

化学发光免疫检测试剂盒，包括试剂R1、试剂R2、

试剂R3、试剂R4和试剂R5；其中：R1为包含链霉亲

和素磁颗粒的缓冲液，R2为包含化学发光标记物

标记的25-羟基维生素D多克隆抗体和保护剂的

缓冲液，R3为包含生物素结合的维生素的小分子

抗原衍生物和保护剂的缓冲液，R4和R5为样本预

处理试剂，用于解离血清或血浆中以结合蛋白形

式存在的25-羟基维生素D。本发明的试剂盒将酪

蛋白胶束作为保护剂添加在试剂缓冲液中，用于

检测血清或血浆中25-羟基维生素D的含量，有效

提高了抗原衍生物的稳定性及测试结果的准确

性，解决了现有技术中存在的缺陷问题，便于试

剂的储存于运输。
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1.一种稳定的25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒，其特征在于，包括试剂R1、试

剂R2、试剂R3、试剂R4和试剂R5；

其中：

R1为包含链霉亲和素磁颗粒的缓冲液，R1中链霉亲和素磁颗粒的浓度为0.01％～1％，

所述磁颗粒的粒径是0.05～3μm；

R2为包含化学发光标记物标记的25-羟基维生素D多克隆抗体和保护剂的缓冲液，R2中

保护剂采用浓度为0.1％～2％的酪蛋白胶束，化学发光标记物标记的25-羟基维生素D多克

隆抗体的浓度为0.15μg/mL，抗体与标记物的标记比例是1:3～1:20；

R3为包含生物素结合的维生素的小分子抗原衍生物和保护剂的缓冲液，R3中保护剂采

用浓度为0.1％～2％的酪蛋白胶束，生物素结合的维生素的小分子抗原衍生物的浓度为

0.05μg/mL；

R4为样本预处理试剂1，具体为含有2～10mM还原剂的0.1M～1M碳酸酯缓冲液；

R5为样本预处理试剂2，具体为0.1M～0.5M氢氧化钠溶液。

2.根据权利要求1所述的稳定的25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒，其特征在

于，所述保护剂为酪蛋白、酪蛋白酸钠、琥珀酸酪蛋白、重组酪蛋白酸钠和重组琥珀酸酪蛋

白的一种或多种。

3.根据权利要求1所述的稳定的25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒，其特征在

于，R2中的化学发光标记物为吖啶酯、鲁米诺、异鲁米诺或三联吡啶钌。

4.根据权利要求1所述的稳定的25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒，其特征在

于，R4中的还原剂选自二硫苏糖醇，碳酸酯选自碳酸乙烯酯。

5.根据权利要求1所述的稳定的25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒，其特征在

于，所述缓冲液为HEPES缓冲液、PIPES缓冲液、MOPS缓冲液、磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液、磷

酸盐缓冲液、BISTRIS缓冲液、TRIS缓冲液、巴比妥钠-盐酸缓冲液中的一种或多种。

6.根据权利要求1所述的稳定的25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒，其特征在

于，R1中链霉亲和素磁颗粒的的制备方法为：取浓度50～100mg/ml的链霉亲和素磁颗粒溶

液，加入10倍体积的TBST溶液充分混匀，放置于磁分离器上，直至上清无混浊，弃上清，留取

磁颗粒；重复清洗3次后采用含50mM  MES、0.05％吐温-20、0.05％Proclin300，pH6.5的缓冲

液中配成磁珠浓度为0.01％～1％的固相试剂，2℃～8℃保存。

7.根据权利要求1所述的稳定的25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒，其特征在

于，R2中化学发光标记物标记的25-羟基维生素D抗体的制备方法为：将25-羟基维生素D抗

体离心20s～30s后加入碳酸缓冲溶液，充分混匀，混匀后加入2mg/mL吖啶酯DMF溶液，离心

0.5min～1min，密封后避光混匀3h～4h；加入20％～30％赖氨酸封闭液，混匀后封闭1h～

2h；将封闭好的抗体纯化、收集，用50mM  MES、0.05％吐温、0.05％Proclin300、pH6.5的缓冲

液稀释至终浓度为0.1μg/mL，2℃～8℃保存。

8.根据权利要求1所述的稳定的25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒，其特征在

于，R3中生物素结合的维生素的小分子抗原衍生物的制备方法为：用DMSO将生物素结合的

维生素粉末进行复溶，得到浓度为1mg/mL的一级稀释液；再用DMSO稀释一级稀释液得到浓

度为20μg/mL的二级稀释液，-80℃保存；使用时将二级稀释液，用400mM  Bistris丙烷、

0.1％吐温-20、0.05％Proclin300、PH  8.6的缓冲液稀释至终浓度为0.05μg/mL，2℃～8℃
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保存。

9.根据权利要求1所述的稳定的25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒，其特征在

于，所述的试剂盒还包括25-羟基维生素D校准品，所述校准品包括浓度分别为0.00ng/mL、

5.00ng/mL、10.00ng/mL、20.00ng/mL、50.00ng/mL和70.00ng/mL的25-羟基维生素D溶液。

10.根据权利要求1所述的稳定的25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒，其特征在

于，

R1试剂组成成分：

缓冲液                      10～30mmol/L

盐类                        100～300mmol/L

链霉亲和素磁颗粒            0.01％～1％

R2试剂组成成分：

R3试剂组成成分：

R4试剂组成成分：

碳酸酯                      0.1M～1M

还原剂                      2～10mM

R5试剂组成成分：

氢氧化钠                    0.1M～0.5M

其中所述缓冲液为HEPES缓冲液、PIPES缓冲液、MOPS缓冲液、磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲

液、磷酸盐缓冲液、BISTRIS缓冲液、TRIS缓冲液、巴比妥钠-盐酸缓冲液中的一种或多种；

其中所述的盐类为NaCl、KCl和MgCl2中的一种或多种；

权　利　要　求　书 2/3 页

3

CN 110702928 A

3



其中所述的保护剂为酪蛋白、酪蛋白酸钠、琥珀酸酪蛋白、重组酪蛋白酸钠和重组琥珀

酸酪蛋白的一种或多种；

其中所述的表面活性剂为聚氧乙烯月桂醚、曲拉通X-100、BRIJ35、EMULGEN  24B、吐温-

20、吐温-80、司盘60中的一种或多种；

其中所述化学发光标记物为吖啶酯、鲁米诺、异鲁米诺或三联吡啶钌；

其中所述还原剂选自二硫苏糖醇，碳酸酯选自碳酸乙烯酯。
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一种稳定的25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒

技术领域

[0001] 本发明涉及体外检测技术领域，尤其涉及一种稳定的25-羟基维生素D化学发光免

疫检测试剂盒。

背景技术

[0002] 维生素D为类固醇衍生物，属脂溶性维生素。维生素D主要由人体皮肤经紫外线照

射后合成，少部分从食物或补充品中摄入。维生素D不仅仅影响钙磷代谢，而且具有广泛的

生理作用，是维持人体健康、细胞生长和发育的必不可少的物质，与多种疾病密切相关。

[0003] 在人体内有两种形式的维生素D，维生素D3(胆钙化醇)和维生素D2(麦角钙化醇)，

维生素D在肝脏中通过羟基化作用转化成25-羟基维生素D(25-OH  VD)，然后在肾脏中转换

为具有活性的1,25-二羟基维生素D。维生素D的其他代谢物，以比25-羟基维生素D低至一千

倍的浓度进行循环，对总的循环维生素D代谢物的评价没有显著贡献。

[0004] 25-羟基维生素D是维生素D在体内的主要存在形式，其半衰期较长且波动小，通过

检测它可以确定整个维生素D的情况，因此血清25-OH  VD含量是目前国际公认的衡量机体

VD营养状态的指标。现已有的25-OH  VD检测方法有放射免疫法(RIA)，酶联免疫法(ELISA)，

化学发光法(CLIA)，液相色谱-串联质谱法(LC-MS)。其中化学发光法以其灵敏度高，线性范

围宽，无污染，操作方便等优势，成为发展趋势。

[0005] 在检测25-羟基维生素D时，需要用到25-羟基维生素D抗原衍生物，然而，25-羟基

维生素D抗原衍生物是一种稳定性差，对光和热非常敏感的物质，遇光、遇热时，将失去与双

键相连的α氢原子成为烯丙基自由基，同时VD中的22碳易被氧化而断裂使其结构破坏。因

此，由于25-羟基维生素D抗原衍生物的不稳定性，导致测定试剂盒不能长期稳定保存。此

外，由于稳定性差导致试剂盒不方便储存及运输的缺点也影响了测试试剂的使用及检测结

果，这也是目前25-羟基维生素D检测技术上存在的最大问题。

[0006] 酪蛋白是一种含磷钙的结合蛋白，直径为200nm的近似球状的复合物，即“酪蛋白

胶束”。他的功能受其组成和灵活构像的控制，其耐热性较强，在低于100℃的温度加热时，

酪蛋白的化学性质不受影响，同时对紫外线、高压及酶消化等外部环境的改变具有稳定性，

保障了负载生物活性物质的作用活性。本专利利用酪蛋白上述的特点，作为保护剂添加在

试剂缓冲液中，提高25-羟基维生素D测定试剂盒的稳定性，便于试剂的储存于运输。

发明内容

[0007] 本发明的目的是提供一种稳定的25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒，将酪

蛋白胶束作为保护剂添加在试剂缓冲液中，有效提高了抗原衍生物的稳定性及测试结果的

准确性，解决了现有技术中存在的缺陷问题，用于检测血清或血浆中25-羟基维生素D的含

量。

[0008] 为了实现上述目的，本发明提供的技术方案如下：

[0009] 本发明提供了一种稳定的25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒包括试剂R1、
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试剂R2、试剂R3、试剂R4和试剂R5；

[0010] 其中：

[0011] R1为包含链霉亲和素磁颗粒的缓冲液，R1中链霉亲和素磁颗粒的浓度为0.01％～

1％，所述磁颗粒的粒径是0.05～3μm；

[0012] R2为包含化学发光标记物标记的25-羟基维生素D多克隆抗体和保护剂的缓冲液，

R2中保护剂采用浓度为0.1％～2％的酪蛋白胶束，化学发光标记物标记的25-羟基维生素D

多克隆抗体的浓度为0.15μg/mL，抗体与标记物的标记比例是1:3～1:20；

[0013] R3为包含生物素结合的维生素的小分子抗原衍生物和保护剂的缓冲液，R3中保护

剂采用浓度为0.1％～2％的酪蛋白胶束，生物素结合的维生素的小分子抗原衍生物的浓度

为0.05μg/mL；

[0014] R4为样本预处理试剂1，具体为含有2～10mM还原剂的0.1M～1M碳酸酯缓冲液；

[0015] R5为样本预处理试剂2，具体为0.1M～0.5M氢氧化钠溶液。

[0016] 优选地，所述保护剂为酪蛋白、酪蛋白酸钠、琥珀酸酪蛋白、重组酪蛋白酸钠和重

组琥珀酸酪蛋白的一种或多种。

[0017] 优选地，R2中的化学发光标记物为吖啶酯、鲁米诺、异鲁米诺或三联吡啶钌。

[0018] 优选地，R4中的还原剂选自二硫苏糖醇，碳酸酯选自碳酸乙烯酯。

[0019] 优选地，所述缓冲液为HEPES缓冲液、PIPES缓冲液、MOPS缓冲液、磷酸氢二钠-柠檬

酸缓冲液、磷酸盐缓冲液、BISTRIS缓冲液、TRIS缓冲液、巴比妥钠-盐酸缓冲液中的一种或

多种。

[0020] 具体地，上述的稳定的25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒中，R1中链霉亲

和素磁颗粒的制备方法为：取浓度50～100mg/ml的链霉亲和素磁颗粒溶液，加入10倍体积

的TBST溶液充分混匀，放置于磁分离器上，直至上清无混浊，弃上清，留取磁颗粒；重复清洗

3次后采用含50mM  MES、0.05％吐温-20、0.05％Proclin300，pH6.5的缓冲液中配成磁珠浓

度为0.01％～1％的固相试剂，2℃～8℃保存。

[0021] R2中化学发光标记物标记的25-羟基维生素D抗体的制备方法为：将25-羟基维生

素D抗体离心20s～30s后加入碳酸缓冲溶液，充分混匀，混匀后加入2mg/mL化学发光标记物

吖啶酯DMF溶液，离心0.5min～1min，密封后避光混匀3h～4h；加入20％～30％赖氨酸封闭

液，混匀后封闭1h～2h；将封闭好的抗体纯化、收集，用50mM  MES、0 .05％吐温、0.05％

Proclin300、pH6.5的缓冲液稀释至终浓度为0.1μg/mL，2℃～8℃保存。

[0022] R3中生物素结合的维生素的小分子抗原衍生物的制备方法为：用DMSO将生物素结

合的维生素粉末进行复溶，得到浓度为1mg/mL的一级稀释液；再用DMSO稀释一级稀释液得

到浓度为20μg/mL的二级稀释液，-80℃保存；使用时将二级稀释液，用400mM  Bistris丙烷、

0.1％吐温-20、0.05％Proclin300、PH  8.6的缓冲液稀释至终浓度为0.05μg/mL，2℃～8℃

保存。

[0023] 此外，上述的试剂盒中，还包括25-羟基维生素D校准品，所述校准品包括浓度分别

为0.00ng/mL、5.00ng/mL、10.00ng/mL、20.00ng/mL、50.00ng/mL和70.00ng/mL的25-羟基维

生素D溶液。

[0024] 优选地，上述稳定的25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒中各试剂组成成分

如下：
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[0025] R1试剂组成成分：

[0026] 缓冲液                      10～30mmol/L

[0027] 盐类                        100～300mmol/L

[0028] 链霉亲和素磁颗粒            0.01％～1％

[0029] R2试剂组成成分：

[0030]

[0031] 化学发光标记物标记的25-羟基维生素D多克隆抗体0.15μg/mL

[0032] R3试剂组成成分：

[0033]

[0034] R4试剂组成成分：

[0035] 碳酸酯                      0.1M～1M

[0036] 还原剂                      2～10mM

[0037] R5试剂组成成分：

[0038] 氢氧化钠                    0.1M～0.5M

[0039] 其中所述缓冲液为HEPES缓冲液、PIPES缓冲液、MOPS缓冲液、磷酸氢二钠-柠檬酸

缓冲液、磷酸盐缓冲液、BISTRIS缓冲液、TRIS缓冲液、巴比妥钠-盐酸缓冲液中的一种或多

种；

[0040] 其中所述的盐类为NaCl、KCl和MgCl2中的一种或多种；

[0041] 其中所述的保护剂为酪蛋白、酪蛋白酸钠、琥珀酸酪蛋白、重组酪蛋白酸钠和重组

琥珀酸酪蛋白的一种或多种；

[0042] 其中所述的表面活性剂为聚氧乙烯月桂醚、曲拉通X-100、BRIJ35、EMULGEN  24B、

吐温-20、吐温-80、司盘60中的一种或多种；

[0043] 其中所述化学发光标记物为吖啶酯、鲁米诺、异鲁米诺或三联吡啶钌；
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[0044] 其中所述还原剂选自二硫苏糖醇，碳酸酯选自碳酸乙烯酯。

[0045] 与现有技术相比，本发明的技术效果：

[0046] 本发明提供的稳定的25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒，基于化学发光免

疫分析技术的竞争法进行检测。试剂组成包括R1、R2、R3、R4和R5五部分，R1为链霉亲和素磁

颗粒试剂，R2为化学发光标记物标记的25-羟基维生素D抗体试剂，R3为生物素结合的维生

素的小分子抗原衍生物试剂，R4和R5为样本预处理试剂，用于解离血清或血浆中以结合蛋

白形式存在的25-羟基维生素D；生物素结合的维生素的小分子抗原衍生物与处理后样本中

的25-羟基维生素D竞争结合化学发光标记物标记的25-羟基维生素D抗体，免疫复合物通过

生物素与链霉亲和素之间的反应结合到磁颗粒上，以全自动化学发光免疫分析仪为检测工

具，完成对25-羟基维生素D的检测，样本中的25-羟基维生素D含量与系统所检测的相对光

单位(RLU)成反比，检测灵敏度高、线性范围宽、特异性好。本发明的试剂盒中，将酪蛋白胶

束作为保护剂添加在试剂缓冲液中，用于准确检测血清或血浆中25-羟基维生素D的含量，

有效提高了抗原衍生物的稳定性及测试结果的准确性，进而提高25-羟基维生素D测定试剂

盒的稳定性，解决了现有技术中存在的缺陷问题，便于试剂的储存于运输。

附图说明

[0047] 为了更清楚地说明本申请实施例或现有技术中的技术方案，下面将对实施例中所

需要使用的附图作简单地介绍，显而易见地，下面描述中的附图仅仅是本发明中记载的一

些实施例，对于本领域普通技术人员来讲，还可以根据这些附图获得其他的附图。

[0048] 图1为本发明25-羟基维生素D化学发光检测试剂盒的测试校准品检测相对光单位

的标准曲线，横坐标为校准品浓度，单位为ng/mL，纵坐标为相对光单位(RLU)。

具体实施方式

[0049] 为了使本领域的技术人员更好地理解本发明的技术方案，下面将结合附图对本发

明作进一步的详细介绍。显然，所描述的实施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的

实施例。基于本发明中的实施例，本领域普通技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获

得的所有其他实施例，都属于本发明保护的范围。下述实施例中的实验方法，如无特殊说

明，均为常规方法。下述实施例中所用的试验材料，如无特殊说明，均为自常规生化试剂商

店购买得到的。

[0050] 本发明的试剂盒，包括试剂R1、试剂R2、试剂R3、试剂R4和试剂R5；其中：

[0051] R1为包含链霉亲和素磁颗粒的缓冲液，R1中链霉亲和素磁颗粒的浓度为0.01％～

1％，优选0.072％，所述磁颗粒的粒径是0.05～3μm，优选3μm；所述缓冲液为HEPES缓冲液、

PIPES缓冲液、MOPS缓冲液、磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液、磷酸盐缓冲液、BISTRIS缓冲液、

TRIS缓冲液、巴比妥钠-盐酸缓冲液中的一种或多种。

[0052] R2为包含化学发光标记物标记的25-羟基维生素D多克隆抗体和保护剂的缓冲液，

R2中保护剂采用浓度为0.1％～2％的酪蛋白胶束，化学发光标记物标记的25-羟基维生素D

多克隆抗体的浓度为0.15μg/mL，抗体与标记物的标记比例是1:3～1:20，优选1:3；所述保

护剂为酪蛋白、酪蛋白酸钠、琥珀酸酪蛋白、重组酪蛋白酸钠和重组琥珀酸酪蛋白的一种或

多种；化学发光标记物为吖啶酯、鲁米诺、异鲁米诺或三联吡啶钌；所述缓冲液为HEPES缓冲
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液、PIPES缓冲液、MOPS缓冲液、磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液、磷酸盐缓冲液、BISTRIS缓冲液、

TRIS缓冲液、巴比妥钠-盐酸缓冲液中的一种或多种。

[0053] R3为包含生物素结合的维生素的小分子抗原衍生物和保护剂的缓冲液，R3中保护

剂采用浓度为0.1％～2％的酪蛋白胶束，生物素结合的维生素的小分子抗原衍生物的浓度

为0.05μg/mL；所述保护剂为酪蛋白、酪蛋白酸钠、琥珀酸酪蛋白、重组酪蛋白酸钠和重组琥

珀酸酪蛋白的一种或多种；所述缓冲液为HEPES缓冲液、PIPES缓冲液、MOPS缓冲液、磷酸氢

二钠-柠檬酸缓冲液、磷酸盐缓冲液、BISTRIS缓冲液、TRIS缓冲液、巴比妥钠-盐酸缓冲液中

的一种或多种。

[0054] R4为样本预处理试剂1，具体为含有2～10mM还原剂的0.1M～1M碳酸酯缓冲液；优

选地，R4中的还原剂选自二硫苏糖醇，碳酸酯选自碳酸乙烯酯。

[0055] R5为样本预处理试剂2，具体为0.1M～0.5M氢氧化钠溶液。

[0056] 本发明的试剂盒还包括25-羟基维生素D校准品，所述校准品包括浓度分别为

0.00ng/mL、5.00ng/mL、10.00ng/mL、20.00ng/mL、50.00ng/mL和70.00ng/mL的25-羟基维生

素D溶液。

[0057] 此外，本发明的试剂盒还包括化学发光激发液，所述化学发光激发液包括A液和B

液；所述A液为过氧化氢和硝酸溶液，B液为氢氧化钠溶液。

[0058] 这种化学发光免疫分析试剂盒能够以全自动化学发光免疫分析仪为检测仪器，完

成25-羟基维生素D的检测。这种化学发光免疫分析试剂盒与仪器配套，缩短了临床检测所

需的时间，检测准确度较高。

[0059] 试剂盒检测方法：

[0060] 以全自动化学发光免疫分析仪(CM-180)为检测仪器，试剂盒测定原理是竞争法，

即仪器依次加入30μL的样本，40μLR4试剂和40μLR5试剂，反应7min后，加入50μLR2试剂，40μ

LR1试剂及50μLR3试剂，反应20min后，进行磁分离。仪器将反应物送入暗室，依次加入发光

激发液A液(H2O2+HNO3溶液)和B液(NaOH溶液)进行反应，最后记录相对光单位(RLU)。

[0061] 下面结合具体实施例对本发明做进一步详细的描述。其中，链霉亲和素磁珠购自

安捷伦科技有限公司(货号PL6727-1001)。

[0062] 实施例1  25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒的制备

[0063] R1试剂组成成分：

[0064] TRIS缓冲液                    25mmol/L

[0065] NaCl                          150mmol/L

[0066] 链霉亲和素磁颗粒的质量比      0.072％

[0067] 磁颗粒的粒径是3μm。

[0068] R2试剂组成成分：

说　明　书 5/18 页

9

CN 110702928 A

9



[0069]

[0070] 化学发光标记物标记的25-羟基维生素D多克隆抗体0.15μg/mL

[0071] 化学发光标记物为吖啶酯，抗体与标记物的标记比例是1:3。

[0072] R3试剂组成成分：

[0073]

[0074] 生物素结合的维生素的小分子抗原衍生物浓度为0.05μg/mL。

[0075] R4试剂组成成分：

[0076] 缓冲液选自0.5M碳酸乙烯酯，还原剂选自二硫苏糖醇(DTT)。

[0077] R5试剂组成成分：

[0078] 0.3M氢氧化钠。

[0079] 试剂盒的制备：

[0080] (1)试剂R1的制备：

[0081] 链霉亲和素磁颗粒工艺：取浓度是100mg/mL的链霉亲和素磁颗粒溶液0.5mL，加入

10mL的TBST溶液充分混匀10分钟后，放置于磁分离器上，直至上清无混浊，弃上清，留取磁

颗粒。重复清洗3次后采用含50mM  MES、0.05％吐温-20、0.05％Proclin300，pH6.5的缓冲液

中配成磁珠浓度为0.072％的固相试剂，2℃～8℃保存。

[0082] 根据上述R1试剂的组成成分，将链霉亲和素磁颗粒与其他组分混合，灌封于试剂

瓶中，得到R1试剂。

[0083] (2)试剂R2的制备：

[0084] 化学发光标记物标记的25-羟基维生素D抗体标记工艺：将500μg  25-羟基维生素D

抗体放入离心管中，保证抗体位于离心管底部位置(离心机室温离心20s)后加入碳酸缓冲

溶液，充分混匀，混匀后加入0.75μL  2mg/mL吖啶酯DMF溶液，用离心机室温条件下离心30s。

将离心管用封口膜密封后放入避光暗盒中，之后将暗盒放入气浴恒温振荡器(25℃)，混匀

4h。加入1mL  20％赖氨酸封闭液，放入气浴恒温振荡器(25℃)，中速混匀，封闭时间为1h。将

封闭好的抗体上葡聚糖凝胶G250柱纯化，用PB缓冲液洗脱，分部收集。将收集好的抗体溶液
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放置于2℃～8℃保存。使用时将纯化后的25-羟基维生素D抗体浓溶液用50mM  MES、0.05％

吐温20、0.05％Proclin300，pH6.5的缓冲液稀释至终浓度为0.15μg/mL，2℃～8℃保存。

[0085] 根据上述R2试剂的组成成分，将化学发光标记物标记的25-羟基维生素D抗体与其

他组分混合，灌封于试剂瓶中，得到R2试剂。

[0086] (3)试剂R3的制备：

[0087] 生物素结合的维生素的小分子抗原衍生物制备：取1mL  DMSO将生物素结合的维生

素粉末进行复溶，得到浓度为1mg/mL的一级稀释液；再取10μL浓度为1mg/mL的一级稀释液，

加入至490μL的缓冲液DMSO中，得到浓度为20μg/mL的二级稀释液。使用时将二级稀释液，用

400mM  Bistris丙烷、0.1％吐温-20、0.05％Proclin300，PH  8.6的缓冲液稀释至终浓度为

0.05μg/mL，2℃～8℃保存。

[0088] 根据上述试剂R3的组成成分，将生物素结合的维生素的小分子抗原衍生物与其他

组分混合，灌封于试剂瓶中，得到R3试剂。

[0089] (4)试剂R4的制备：

[0090] 取适量还原剂DTT，用0.5M碳酸乙烯酯，PH5.5缓冲液稀释至终浓度为6.7mM，2℃～

8℃保存。

[0091] (5)试剂R5的制备：

[0092] 取适量氢氧化钠，用纯化水溶解，终浓度为0.5M，2℃～8℃保存。

[0093] (6)校准品的制备：

[0094] 用血清基质配制浓度为0 .00ng/mL、5 .00ng/mL、10 .00ng/mL、20 .00ng/mL、

50.00ng/mL和70.00ng/mL的25-羟基维生素D的校准品。

[0095] 采用实施例1制备的试剂盒测定校准品，绘制标准曲线，如图1所示，横坐标为校准

品浓度，单位为ng/mL，纵坐标为相对光单位(RLU)。

[0096] 实施例2  25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒的制备

[0097] R1试剂组成成分：

[0098] HEPES缓冲液                  10mmol/L

[0099] KCl                          100mmol/L

[0100] 链霉亲和素磁颗粒的质量比     0.01％

[0101] 磁颗粒的粒径是0.05μm。

[0102] R2试剂组成成分：

[0103]

[0104] 化学发光标记物标记的25-羟基维生素D多克隆抗体0.15μg/mL

[0105] 化学发光标记物为鲁米诺，抗体与标记物的标记比例是1:10。
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[0106] R3试剂组成成分：

[0107]

[0108]

[0109] 生物素结合的维生素的小分子抗原衍生物浓度为0.05μg/mL。

[0110] R4试剂组成成分：

[0111] 缓冲液选自0.1M碳酸乙烯酯，还原剂选自二硫苏糖醇(DTT)。

[0112] R5试剂组成成分：

[0113] 0.1M氢氧化钠。

[0114] 试剂盒的制备：

[0115] (1)试剂R1的制备：

[0116] 链霉亲和素磁颗粒工艺：取浓度是50mg/mL的链霉亲和素磁颗粒溶液1mL，加入5mL

的TBST溶液充分混匀15分钟后，放置于磁分离器上，直至上清无混浊，弃上清，留取磁颗粒。

重复清洗3次后采用含50mM  MES、0.05％吐温-20、0.05％Proclin300，pH6.5的缓冲液中配

成磁珠浓度为0.01％的固相试剂，2℃～8℃保存。

[0117] 根据上述R1试剂的组成成分，将链霉亲和素磁颗粒与其他组分混合，灌封于试剂

瓶中，得到R1试剂。

[0118] (2)试剂R2的制备：

[0119] 化学发光标记物标记的25-羟基维生素D抗体标记工艺：将500μg  25-羟基维生素D

抗体放入离心管中，保证抗体位于离心管底部位置(离心机室温离心20s)后加入碳酸缓冲

溶液，充分混匀，混匀后加入2.5μL  2mg/mL鲁米诺的DMF溶液，用离心机室温条件下离心

20s。将离心管用封口膜密封后放入避光暗盒中，之后将暗盒放入气浴恒温振荡器(23℃)，

混匀3h。加入0.5mL  30％赖氨酸封闭液，放入气浴恒温振荡器(23℃)，中速混匀，封闭时间

为2h。将封闭好的抗体上葡聚糖凝胶G250柱纯化，用PB缓冲液洗脱，分部收集。将收集好的

抗体溶液放置于2℃～8℃保存。使用时将纯化后的25-羟基维生素D抗体浓溶液用50mM 

MES、0.05％吐温20、0.05％Proclin300，pH6.5的缓冲液稀释至终浓度为0.15μg/mL，2℃～8

℃保存。

[0120] 根据上述R2试剂的组成成分，将化学发光标记物标记的25-羟基维生素D抗体与其

他组分混合，灌封于试剂瓶中，得到R2试剂。

[0121] (3)试剂R3的制备：同实施例1。

[0122] (4)试剂R4的制备：取适量还原剂DTT，用0.1M碳酸乙烯酯，PH5.5缓冲液稀释至终

浓度为2mM，2℃～8℃保存。

[0123] (5)试剂R5的制备：取适量氢氧化钠，用纯化水溶解，终浓度为0.1M，2℃～8℃保

存。
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[0124] (6)校准品的制备：同实施例1。

[0125] 采用实施例2制备的试剂盒测定校准品，绘制标准曲线通实施例1类似。

[0126] 实施例3  25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒的制备

[0127] R1试剂组成成分：

[0128] 磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液        30mmol/L

[0129] MgCl2                          300mmol/L

[0130] 链霉亲和素磁颗粒的质量比       1％

[0131] 磁颗粒的粒径是1μm。

[0132] R2试剂组成成分：

[0133]

[0134] 化学发光标记物标记的25-羟基维生素D多克隆抗体0.15μg/mL

[0135] 化学发光标记物为三联吡啶钌，抗体与标记物的标记比例是1:20。

[0136] R3试剂组成成分：

[0137]

[0138] 生物素结合的维生素的小分子抗原衍生物浓度为0.05μg/mL。

[0139] R4试剂组成成分：

[0140] 缓冲液选自0.1M碳酸乙烯酯，还原剂选自二硫苏糖醇(DTT)。

[0141] R5试剂组成成分：

[0142] 0.5M氢氧化钠。

[0143] 试剂盒的制备：

[0144] (1)试剂R1的制备：

[0145] 链霉亲和素磁颗粒工艺：取浓度是100mg/mL的链霉亲和素磁颗粒溶液1mL，加入

10mL的TBST溶液充分混匀15分钟后，放置于磁分离器上，直至上清无混浊，弃上清，留取磁

颗粒。重复清洗3次后采用含50mM  MES、0.05％吐温-20、0.05％Proclin300，pH6.5的缓冲液

中配成磁珠浓度为0.01％的固相试剂，2℃～8℃保存。
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[0146] 根据上述R1试剂的组成成分，将链霉亲和素磁颗粒与其他组分混合，灌封于试剂

瓶中，得到R1试剂。

[0147] (2)试剂R2的制备：

[0148] 化学发光标记物标记的25-羟基维生素D抗体标记工艺：将500μg  25-羟基维生素D

抗体放入离心管中，保证抗体位于离心管底部位置(离心机室温离心30s)后加入碳酸缓冲

溶液，充分混匀，混匀后加入5μL  2mg/mL三联吡啶钌的DMF溶液，用离心机室温条件下离心

30s。将离心管用封口膜密封后放入避光暗盒中，之后将暗盒放入气浴恒温振荡器(23℃)，

混匀4h。加入0.5mL  30％赖氨酸封闭液，放入气浴恒温振荡器(23℃)，中速混匀，封闭时间

为2h。将封闭好的抗体上葡聚糖凝胶G250柱纯化，用PB缓冲液洗脱，分部收集。将收集好的

抗体溶液放置于2℃～8℃保存。使用时将纯化后的25-羟基维生素D抗体浓溶液用50mM 

MES、0.05％吐温20、0.05％Proclin300，pH6.5的缓冲液稀释至终浓度为0.15μg/mL，2℃～8

℃保存。

[0149] 根据上述R2试剂的组成成分，将化学发光标记物标记的25-羟基维生素D抗体与其

他组分混合，灌封于试剂瓶中，得到R2试剂。

[0150] (3)试剂R3的制备：同实施例1。

[0151] (4)试剂R4的制备：取适量还原剂DTT，用1M碳酸乙烯酯，PH5.5缓冲液稀释至终浓

度为10mM，2℃～8℃保存。

[0152] (5)试剂R5的制备：取适量氢氧化钠，用纯化水溶解，终浓度为0.5M，2℃～8℃保

存。

[0153] (6)校准品的制备：同实施例1。

[0154] 采用实施例3制备的试剂盒测定校准品，绘制标准曲线通实施例1类似。

[0155] 对比例1  25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒R2、R3的制备

[0156] (不添加酪蛋白，R1、R4、R5试剂配方及制备方法均同实施例1)

[0157] R2试剂组成成分：

[0158]

[0159] 化学发光标记物标记的25-羟基维生素D多克隆抗体0.15μg/mL

[0160] 化学发光标记物为吖啶酯，抗体与标记物的标记比例是1:3。

[0161] R3试剂组成成分：

[0162]

[0163] 生物素结合的维生素的小分子抗原衍生物浓度为0.05μg/mL。
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[0164] 对比例2  25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒R2、R3的制备

[0165] (蛋白保护剂采用BSA，R1、R4、R5试剂配方及制备方法均同实施例1)

[0166] R2试剂组成成分：

[0167]

[0168]

[0169] 化学发光标记物标记的25-羟基维生素D多克隆抗体0.15μg/mL

[0170] 化学发光标记物为吖啶酯，抗体与标记物的标记比例是1:3。

[0171] R3试剂组成成分：

[0172]

[0173] 生物素结合的维生素的小分子抗原衍生物浓度为0.05μg/mL。

[0174] 实施例4  25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒性能指标评价

[0175] 1、线性评价：

[0176] 将接近线性范围上限的高值样本按一定比例稀释为至少5种浓度，其中低值浓度

样本须接近线性范围的下限。采用实施例1、对比例1、对比例2制备的试剂盒对每一浓度的

样本均重复检测3次，计算平均值，将测定浓度的平均值与理论浓度或稀释比例用最小二乘

法进行直线拟合，计算线性相关系数r，结果如表1-3所示，三种配方线性相关系数分别为

0.9990，0.9981，0.9985。

[0177] 表1实施例1线性的评价结果

[0178]

[0179] 表2对比例1线性的评价结果
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[0180]

[0181] 表3对比例2线性的评价结果

[0182]

[0183] 2、空白限评价：

[0184] 采用实施例1对比例1、对比例2制备的试剂盒对零值校准品进行20次测定相对光

单位，取其平均值减去两倍的标准差，带入标准曲线所得即为空白限；结果如表4-6所示，三

种配方的空白限分别为0.75ng/mL、0.91ng/mL、0.90ng/mL。

[0185] 表4实施例1空白限的评价结果
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[0186]

[0187] 表5空白限的评价结果(对比例1)

[0188]

[0189] 表6空白限的评价结果(对比例2)
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[0190]

[0191] 3、重复性评价：

[0192] 利用实施例1、对比例1、对比例2制备的试剂盒对重复性低值(8～20ng/mL)和重复

性高值(30～50ng/mL)的两个样本各重复检测10次，计算10次测量浓度结果的平均值M和标

准差SD，结果如表7-9所示，三种配方重复性CV均＜8％。

[0193] 表7实施例1重复性评价结果

[0194] 测定次数 重复性低值(ng/mL) 重复性高值(ng/mL)

Rep1 10.22 48.66

Rep2 10.15 49.31

Rep3 10.47 49.37

Rep4 9.34 47.41

Rep5 10.42 46.54

Rep6 9.93 49.31

Rep7 9.67 46.82

Rep8 10.26 47.91

Rep9 9.98 49.01

Rep10 9.43 47.49

M 9.987 48.183

SD 0.40 1.08

CV 3.96％ 2.25％

[0195] 表8对比例1重复性评价结果

[0196] 测定次数 重复性低值(ng/mL) 重复性高值(ng/mL)

Rep1 9.8 47.74

Rep2 10.26 48.45
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Rep3 9.8 49.43

Rep4 9.05 47.48

Rep5 9.16 47.51

Rep6 9.96 46.35

Rep7 10.21 47.66

Rep8 10.41 48.5

Rep9 9.91 46.51

Rep10 9.16 48

M 9.77 47.76

SD 0.49 0.92

CV 5.02％ 1.92％

[0197] 表9对比例2重复性评价结果

[0198] 测定次数 重复性低值(ng/mL) 重复性高值(ng/mL)

Rep1 9.85 48.08

Rep2 9.48 48.00

Rep3 9.39 49.83

Rep4 9.27 46.06

Rep5 10.27 46.08

Rep6 9.16 48.40

Rep7 10.41 48.39

Rep8 9.48 48.57

Rep9 10.14 47.89

Rep10 10.42 46.55

M 9.79 47.79

SD 0.49 1.21

CV 5.00％ 2.52％

[0199] 4、长期稳定性评价：

[0200] 将实施例1、对比例1、对比例2制备的25-羟基维生素D化学发光免疫检测试剂盒在

2℃～8℃条件下贮存，分别对3个月、6个月、9个月、12个月、15个月时的外观、空白限、线性、

重复性指标进行评价，结果表10-12所示，缓冲液中添加酪蛋白的试剂(实施例1)不同效期

试剂测试空白限、线性、重复性均达到检测要求，说明该试剂具有较好的效期稳定性，便于

长期存储。添加BSA的试剂(对比例2)效期9个月时各项指标均达到标准要求，超过12个月

后，部分指标出现不合格，说明试剂效期稳定性较差。而试剂中不添加保护剂(对比例1)的

试剂在6个月效期时就出现不合格的指标，说明试剂效期稳定性不好，试剂不能进行长期储

存。

[0201] 表10实施例1长期稳定性评价
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[0202]

[0203] 表11对比例1长期稳定性评价

[0204]

[0205] 表12对比例2长期稳定性评价

[0206]

[0207] 5、热稳定性评价：

[0208] 取实施例1、对比例1、对比例2制备的有效期内试剂盒及罗氏公司25-羟基维生素D

检测试剂盒在37℃条件下放置3天、7天、10天，分别置于CM-180全自动化学发光免疫分析仪

和罗氏E411仪器内，测试外观空白限、线性、重复性，结果如表13-16所示，缓冲液中添加酪

蛋白的试剂(实施例1)与罗氏试剂高温放置后测试空白限、线性、重复性均达到检测要求，

说明该试剂与罗氏试剂均具有良好的热稳定性，方便运输。添加BSA的试剂(对比例2)以及

不添加保护剂(对比例1)的试剂高温放置后指标检测均出现不合格情况，试剂CV较大，说明

该试剂在高温过程中蛋白部分降解，影响测试结果。

[0209] 表13实施例1热稳定性评价
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[0210]

[0211] 表14对比例1热稳定性评价

[0212]

[0213] 表15对比例2热稳定性评价

[0214]

[0215] 表16罗氏试剂热稳定性评价

说　明　书 17/18 页

21

CN 110702928 A

21



[0216]

[0217] 综上，本发明的试剂盒检测灵敏度高、线性范围宽、特异性好，将酪蛋白胶束作为

保护剂添加在试剂缓冲液中，提高储存和运输稳定性，与国际知名厂家产品相比，成本更

低，适用范围广，实用性更好。

[0218] 以上只通过说明的方式描述了本发明的某些示范性实施例，毋庸置疑，对于本领

域的普通技术人员，在不偏离本发明的精神和范围的情况下，可以用各种不同的方式对所

描述的实施例进行修正。因此，上述附图和描述在本质上是说明性的，不应理解为对本发明

权利要求保护范围的限制。
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