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(57)摘要

本发明公开了一种新型胶乳增强免疫比浊

法试剂盒中试剂2的制备方法，所述试剂盒包括：

试剂1，所述试剂1为pH＝8.0～9.4的甘氨酸缓冲

体系，含有0 .1～0 .5g/L的高分子促聚剂、1～

10g/L的表面活性剂和0.5～10g/L的电解质；试

剂2，所述试剂2为pH＝6.5～7.3的MES缓冲体系，

含有2.5～3g/L的羊抗人补体C3多克隆抗体、2.5

～5mL/L的羊抗人补体C3多克隆抗体包被的胶

乳、1～10g/L的表面活性剂和0.5～10g/L的电解

质。本发明具有检测灵敏度高，准确度高，精密度

好，检测范围内线性好，稳定性好，生产成本低，

且抗干扰性能较强的优点。
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1.一种新型胶乳增强免疫比浊法试剂盒中试剂2的制备方法，其特征在于，所述试剂盒

包括：试剂1，所述试剂1为pH＝8.0～9.4的甘氨酸缓冲体系，含有0.1～0.5g/L的高分子促

聚剂、1～10g/L的表面活性剂和0.5～10g/L的电解质；试剂2，所述试剂2为pH＝6.5～7.3的

MES缓冲体系，含有2.5～3g/L的羊抗人补体C3多克隆抗体、2.5～5mL/L的羊抗人补体C3多

克隆抗体包被的胶乳、1～10g/L的表面活性剂和0.5～10g/L的电解质；该方法包括如下步

骤：

1)用pH＝6.5～7.3的MES缓冲液将羧基微球稀释至1～2g/L，再加入NHS和EDC，15～25

℃下反应20～30分钟得到活化胶乳；

2)向活化胶乳中加入包被用的羊抗人补体C3多克隆抗体，在25～37℃下振摇孵育2～4

小时，制得羊抗人补体C3多克隆抗体包被的胶乳；

3)根据所述试剂2的各组分浓度，向pH＝6.5～7.3的MES缓冲液中加入表面活性剂、电

解质和羊抗人补体C3多克隆抗体，然后加入步骤2)制得的羊抗人补体C3多克隆抗体包被的

胶乳；

4)用0.2μL尼龙膜过滤除菌和大颗粒，得试剂2。

2.如权利要求1所述的新型胶乳增强免疫比浊法试剂盒中试剂2的制备方法，其特征在

于，步骤1)中的羧基微球粒径为30～40nm。

3.如权利要求1所述的新型胶乳增强免疫比浊法试剂盒中试剂2的制备方法，其特征在

于，步骤2)和步骤3)中加入的羊抗人补体C3多克隆抗体预先用pH＝6.5～7.3的MES缓冲液

稀释至10～20g/L。

4.如权利要求1所述的新型胶乳增强免疫比浊法试剂盒中试剂2的制备方法，其特征在

于，步骤3)中，还添加有防腐剂叠氮钠，所述叠氮钠添加浓度为0.5～1g/L。
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一种新型胶乳增强免疫比浊法试剂盒中试剂2的制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及免疫比浊的检测方法，尤其涉及一种新型胶乳增强免疫比浊法试剂盒

中试剂2的制备方法。

背景技术

[0002] 目前，检测脂蛋白(a)的检测方法有放射免疫法(RIA)、酶联免疫吸附法(ELISA)、

胶乳颗粒增强比浊法，RIA虽然灵敏度高，但不稳定，重复性比ELISA差，而且存在放射性污

染的危险；ELISA方法虽然在临床上使用了近二十年，但它依然存在一些致命缺点，定量准

确性差、操作时间长、自动化程度低，一般只能用于定性检测。胶乳颗粒增强比浊法是近年

来出现的一种较为稳定、准确的体液蛋白均相免疫比浊检测方法。其原理是在高分子胶乳

微球的表面交联单克隆或多克隆抗体，当交联有抗体的微球与抗原结合后，在短时间内会

迅速聚集在一起，改变了反应液的散光性能或透光性能。而且，反应液散光性能或透光性能

的改变与被测抗原的浓度有较强的相关性，在一定范围内可以反映被测抗原的浓度。此技

术通过颗粒增强的方式，放大了抗原抗体反应，弥补了普通透射比浊法灵敏度不够的缺点，

同时又继承了透射比浊法稳定性好、方便快速的优点，克服了ELISA和RIA方法的缺点，已越

来越广泛应用于临床上各种微量蛋白的定量检测。日前，颗粒增强免疫透射比浊法广泛用

于肾功能检测、心脑血管功能检测检测、糖尿病检测和脂类检测等，取得了良好的社会效

益。

发明内容

[0003] 本发明的目的是提供一种新型胶乳增强免疫比浊法试剂盒中试剂2的制备方法，

具有检测灵敏度高，准确度高，精密度好，检测范围内线性好，稳定性好，生产成本低，且抗

干扰性能较强的优点。

[0004] 为实现上述目的，本发明提供了如下技术方案：

[0005] 一种新型胶乳增强免疫比浊法试剂盒中试剂2的制备方法，所述试剂盒包括：试剂

1，所述试剂1为pH＝8.0～9.4的甘氨酸缓冲体系，含有0.1～0.5g/L的高分子促聚剂、1～

10g/L的表面活性剂和0.5～10g/L的电解质；试剂2，所述试剂2为pH＝6.5～7.3的MES缓冲

体系，含有2.5～3g/L的羊抗人补体C3多克隆抗体、2.5～5mL/L的羊抗人补体C3多克隆抗体

包被的胶乳、1～10g/L的表面活性剂和0.5～10g/L的电解质；该方法包括如下步骤：

[0006] 1)用pH＝6.5～7.3的MES缓冲液将羧基微球稀释至1～2g/L，再加入NHS和EDC，15

～25℃下反应20～30分钟得到活化胶乳；

[0007] 2)向活化胶乳中加入包被用的羊抗人补体C3多克隆抗体，在25～37℃下振摇孵育

2～4小时，制得羊抗人补体C3多克隆抗体包被的胶乳；

[0008] 3)根据所述试剂2的各组分浓度，向pH＝6.5～7.3的MES缓冲液中加入表面活性

剂、电解质和羊抗人补体C3多克隆抗体，然后加入步骤2)制得的羊抗人补体C3多克隆抗体

包被的胶乳；
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[0009] 4)用0.2μL尼龙膜过滤除菌和大颗粒，得试剂2。

[0010] 优选地，步骤1)中的羧基微球粒径为30～40nm。

[0011] 优选地，步骤2)和步骤3)中加入的羊抗人补体C3多克隆抗体预先用pH＝6.5～7.3

的MES缓冲液稀释至10～20g/L。

[0012] 优选地，步骤3)中，还添加有防腐剂叠氮钠，所述叠氮钠添加浓度为0.5～1g/L。

[0013] 通过采用上述技术方案，本发明胶乳中的羧基微球经NHS、EDC活化后与包被用的

羊抗人补体C3多克隆抗体混合孵育，然后与其余组分混合，配制成试剂2。与传统的胶乳制

备过程相比，控制NHS、EDC以及包被用的羊抗人补体C3多克隆抗体的用量，可避免NHS、EDC

与活化羧基微球分离过程，以及活化羧基微球封闭过程，因此操作上更加简化。本发明的所

述试剂盒可用于全自动生化分析仪上检测人血清补体C3的含量，与现有的免疫比浊试剂相

比，可有效避免非特异性反应，特征吸收波长稳定，可提高反应灵敏度，检测限较低，可用于

较低浓度样本的检测，而且与传统的胶乳制备过程相比，本发明免去了较多的液固分离和

封闭过程，操作上更加简化。

具体实施方式

[0014] 为了使本领域的技术人员可以更好地理解本发明，下面结合实施例对本发明技术

方案进一步说明。

[0015] 一种新型胶乳增强免疫比浊法试剂盒中试剂2的制备方法，所述试剂盒包括：试剂

1，所述试剂1为pH＝8.0～9.4的甘氨酸缓冲体系，含有0.1～0.5g/L的高分子促聚剂、1～

10g/L的表面活性剂和0.5～10g/L的电解质；试剂2，所述试剂2为pH＝6.5～7.3的MES缓冲

体系，含有2.5～3g/L的羊抗人补体C3多克隆抗体、2.5～5mL/L的羊抗人补体C3多克隆抗体

包被的胶乳、1～10g/L的表面活性剂和0.5～10g/L的电解质；该方法包括如下步骤：

[0016] 1)用pH＝6.5～7.3的MES缓冲液将羧基微球稀释至1～2g/L，再加入NHS和EDC，15

～25℃下反应20～30分钟得到活化胶乳；

[0017] 2)向活化胶乳中加入包被用的羊抗人补体C3多克隆抗体，在25～37℃下振摇孵育

2～4小时，制得羊抗人补体C3多克隆抗体包被的胶乳；

[0018] 3)根据所述试剂2的各组分浓度，向pH＝6.5～7.3的MES缓冲液中加入表面活性

剂、电解质和羊抗人补体C3多克隆抗体，然后加入步骤2)制得的羊抗人补体C3多克隆抗体

包被的胶乳；

[0019] 4)用0.2μL尼龙膜过滤除菌和大颗粒，得试剂2。

[0020] 优选地，步骤1)中的羧基微球粒径为30～40nm。

[0021] 优选地，步骤2)和步骤3)中加入的羊抗人补体C3多克隆抗体预先用pH＝6.5～7.3

的MES缓冲液稀释至10～20g/L。

[0022] 优选地，步骤3)中，还添加有防腐剂叠氮钠，所述叠氮钠添加浓度为0.5～1g/L。

[0023] 以上所述实施例仅表达了本发明的优选实施方式，其描述较为具体和详细，但并

不能因此而理解为对本发明专利范围的限制。应当指出的是，对于本领域的普通技术人员

来说，在不脱离本发明构思的前提下，还可以做出若干变形、改进及替代，这些都属于本发

明的保护范围。因此，本发明专利的保护范围应以所附权利要求为准。
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