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(57)摘要

本发明公开了一种酶联免疫试验用底物液、

显色剂和终止液的检验方法，通过外观检查、空

白孔观察、OD值批内范围和变异、OD值批间范围

和变异、OD值降幅，对酶联免疫底物液、显色剂、

终止液产品进行一系列检查，检验步骤清晰明

了，操作简单，检验全面，检验结果真实可靠，且

具有广泛的通用性，可对市场上所有的底物液、

显色剂和终止液进行检验，适用范围广，且不用

在每种试剂盒上单独检验，大量的节约了人力物

力。
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1.一种酶联免疫试验用底物液、显色剂和终止液的检验方法，其特征在于：包括下述具

体步骤：

第一步，肉眼观察底物液、显色剂、终止液溶液外观，应为无色透明的澄清液体；

第二步，取酶免抗-HIV酶结合物，用β2-MG样品稀释液稀释成不同的3个浓度梯度，浓度

从低到高分别定义为Q1、Q2、Q3；

第三步，分别取10ul第二步稀释好的Q1、Q2、Q3依次加入到空白酶标板中，然后每孔加

入50ul底物液和50ul显色剂，震荡混匀后在37℃电热恒温培养箱中避光温育10分钟，然后

每孔加入50ul终止液，震荡混匀后随即在酶标仪上使用450nm波长读数，放置30min后再次

读数；

第四步，将第三步中读过数的包被板贴上板贴，放置在室温环境下过夜后，观察空白

孔，应无色、无沉淀；

第五步，取第三步酶标仪0min和30min读取的待检试剂的OD值，分别计算Q1、Q2、Q3的均

值，其均值应分别在0.5±0.2、1.0±0.2、2.0±0.2的范围内，并且计算变异应≤8%；

第六步，取第三步酶标仪0min和30min读取的待检和对照的OD值，计算Q1、Q2、Q3的均

值，其均值应分别在0.5±0.2、1.0±0.2、2.0±0.2的范围内，并且计算变异应≤12%；

第七步，取第三步酶标仪0min和30min读取的待检的OD值，分别计算Q1、Q2、Q3的均值，

不同时间OD值的变化幅度应≤15%。
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酶联免疫试验用底物液、显色剂和终止液的检验方法

技术领域

[0001] 本发明涉及体外诊断试剂，尤其是涉及一种酶联免疫试验用底物液、显色剂和终

止液的检验方法。

背景技术

[0002] 酶联免疫试验用底物液、显色剂、终止液是体外诊断领域不可或缺的通用试剂。在

酶联免疫反应中，当偶联物与固相载体上的抗原（抗体）反应结合后，需加上酶的相应底物，

才能催化水解或氧化还原反应而呈现颜色，由此可见底物液、显色剂和终止液在整个酶联

免疫反应中起着至关重要的作用。

[0003] 目前在酶联免疫试验中常用的底物液、显色剂和终止液的检验方法为在配套的试

剂盒上使用精密性参考品检验，这种检验方法虽能确保在对应的试剂盒上符合要求，但存

在明显的缺点：一是在配套的试剂盒上检验不仅浪费大量的人力物力，且不具有通用性；二

是仅用精密性参考品检验会产生质控范围太窄的问题。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于提供一种酶联免疫试验用底物液、显色剂和终止液的检验方

法，该方法可对市场上所有的底物液、显色剂和终止液进行检验，适用范围广，可节省大量

人力资源。

[0005] 为实现上述目的，本发明可采取下述技术方案：

本发明所述的酶联免疫试验用底物液、显色剂和终止液的检验方法，包括下述具体步

骤：

第一步，肉眼观察底物液、显色剂、终止液溶液外观，应为无色透明的澄清液体；

第二步，取酶免抗-HIV酶结合物，用β2-MG样品稀释液稀释成不同的3个浓度梯度，浓度

从低到高分别定义为Q1、Q2、Q3；

第三步，分别取10ul第二步稀释好的Q1、Q2、Q3依次加入到空白酶标板中，然后每孔加

入50ul底物液和50ul显色剂，震荡混匀后在37℃电热恒温培养箱中避光温育10分钟，然后

每孔加入50ul终止液，震荡混匀后随即在酶标仪上使用450nm波长读数，放置30min后再次

读数；

第四步，将第三步中读过数的包被板贴上板贴，放置在室温环境下过夜后，观察空白

孔，应无色、无沉淀；

第五步，取第三步酶标仪0min和30min读取的待检试剂的OD值，分别计算Q1、Q2、Q3的均

值，其均值应分别在0.5±0.2、1.0±0.2、2.0±0.2的范围内，并且计算变异应≤8%；

第六步，取第三步酶标仪0min和30min读取的待检和对照的OD值，计算Q1、Q2、Q3的均

值，其均值应分别在0.5±0.2、1.0±0.2、2.0±0.2的范围内，并且计算变异应≤12%；

第七步，取第三步酶标仪0min和30min读取的待检的OD值，分别计算Q1、Q2、Q3的均值，

不同时间OD值的变化幅度应≤15%。
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[0006] 本发明的优点在于方法简单，容易操作，具有广泛的通用性，可对市场上所有的底

物液、显色剂和终止液进行检验，适用范围广，且不用在每种试剂盒上单独检验，大量的节

约了人力物力。由于本发明涵盖了低、中、高三个质控点，通过OD值批内范围和变异、OD值批

间范围和变异、OD值降幅等方面的控制，能严格保证酶联免疫用底物液、显色剂、终止液的

质量。

具体实施方式

[0007] 下面通过具体实施例对本发明方法做更加详细的说明，以便于本领域技术人员的

理解。

[0008] 实施例1  本发明所述的酶联免疫试验用底物液、显色剂和终止液的检验方法，包

括下述具体步骤：

第一步，外观检验：肉眼观察底物液、显色剂、终止液溶液外观，应为无色透明的澄清液

体；

第二步，检验用质控盘调配：取市售的酶免抗-HIV酶结合物，用β2-MG样品稀释液按不

同比例稀释成3个浓度梯度，按浓度从低到高分别定义为Q1、Q2、Q3；三个质控盘的浓度分别

定义为0.5、1.0、2.0；

第三步，加样：按下表1所示的加样布局，分别取10ul第二步稀释好的Q1、Q2、Q3依次加

入到空白酶标板中，然后每孔加入50ul底物液和50ul显色剂，震荡混匀后在37℃电热恒温

培养箱中避光温育10分钟，然后每孔加入50ul终止液，震荡混匀后随即在酶标仪上使用

450nm波长读数，放置30min后再次读数；

表1

第四步，空白孔观察：将第三步中读过数的包被板贴上板贴，放置在室温环境下过夜

后，观察空白孔，应无色、无沉淀；

第五步，OD值批内范围和变异：取第三步酶标仪0min和30min读取的待检试剂的OD值，

分别计算Q1、Q2、Q3的均值，其均值应分别在0.5±0.2、1.0±0.2、2.0±0.2的范围内，并且

计算变异应≤8%；

第六步，OD值批间范围和变异：取第三步酶标仪0min和30min读取的待检和对照的OD

值，分别计算Q1、Q2、Q3的均值，其均值应分别在0.5±0.2、1.0±0.2、2.0±0.2的范围内，并

且计算变异应≤12%；

第七步，OD值降幅：取第三步酶标仪0min和30min读取的待检的OD值，分别计算Q1、Q2、
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Q3的均值，不同时间OD值的变化幅度应≤15%。

[0009] 实施例2  对比实验

为了验证本发明方法和常用检验方法之间的区别，申请人设计了以下的对比实验：

选取郑州安图生物工程股份有限公司生产的3批通用显色剂，分别使用本发明检验方

法和常规采用的在乙肝表面抗体检测试剂盒（酶联免疫法）上进行检验。

[0010] 具体检验方法如下：加样布局如下表2所示：

表2

按照表2的加样布局，在空白酶标板中依次加入阴性对照、阳性对照、精密性参考品J各

50ul，在孵育器中37℃温育30min，立即使用洗涤液洗板6次，加入通用底物液、通用显色剂

（待检和对照）各50ul后温育10min，然后加入通用终止液后使用酶标仪450/630nm双波读

数。具体数据见表3所示。

[0011] 表3
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通过表3中的检测数据比对可以看出：

20180101批和20180102批显色剂，采用以上两种检测方法均显示符合标准；但在检验

20180103批显色剂时，使用本发明的检验方法可以很好的看出该批显色剂在高值范围（2.0

±0.2）不符合要求；而在乙肝表面抗体检测试剂盒（酶联免疫法）上检验时却符合要求。说

明当前采用的常规检验方法存在缺陷，在低值（0.5）和高值（2.0）附近缺少质控点。

[0012] 本发明检验方法通过外观检查、空白孔观察、OD值批内范围和变异、OD值批间范围

和变异、OD值降幅，对酶联免疫试验用底物液、显色剂、终止液产品进行系列化检查，检验步

骤清晰明了，操作简单，检验全面，检验结果真实可靠；全面涵盖了低中高三个质控范围，适

用范围广，且不用在每种试剂盒上单独检验，节约了成本。
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