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本申请提供一种用于检测目的抗原的免疫

胶乳比浊法测定试剂盒，包括R1试剂、R2试剂，R1

试剂包含促凝剂和缓冲液，R2试剂包含偶联有抗

所述目的抗原的抗体的纳米微球和缓冲液，该纳

米微球包括大纳米微球和小纳米微球，小纳米微

球的平均粒径在50nm至250nm之间，大纳米微球

的平均粒径在250nm至400nm之间，且大纳米微球

的平均粒径与小纳米微球的平均粒径相差在

50nm以上。由于平均粒径的差异，本发明的测定

试剂盒对目的抗原的测定可兼顾灵敏度和线性

范围，具有灵敏度高、检测范围宽的优点，而且检

测性能媲美化学发光免疫分析法，避免化学发光

分析仪封闭且昂贵等缺点，可以用于测定β-HCG

及其他抗原。
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1.一种用于检测目的抗原的免疫胶乳比浊法测定试剂盒，其特征在于，包括R1试剂、R2

试剂，所述R1试剂包含促凝剂和缓冲液，所述R2试剂包含偶联有抗所述目的抗原的抗体的

纳米微球和缓冲液，所述纳米微球包括大纳米微球和小纳米微球，所述小纳米微球的平均

粒径在50nm至250nm之间，所述大纳米微球的平均粒径在250nm至400nm之间，且所述大纳米

微球的平均粒径与所述小纳米微球的平均粒径相差在50nm以上。

2.根据权利要求1所述的测定试剂盒，其特征在于，所述纳米微球选自聚苯乙烯微球、

聚丙烯酸微球和聚丙烯酸酯微球中的一种或多种。

3.根据权利要求1所述的测定试剂盒，其特征在于，所述促凝剂为分子量8,000至300,

000的PEG或PVP。

4.根据权利要求1所述的测定试剂盒，其特征在于，按所述R1试剂的总重量，所述促凝

剂的浓度在0.1至5重量％之间；优选地，按所述R1试剂的总重量，所述促凝剂的浓度在0.2

至2重量％之间。

5.根据权利要求1所述的测定试剂盒，其特征在于，所述R1试剂和所述R2试剂还包含缓

冲液，所述R1试剂和所述R2试剂的所述缓冲液各自独立地选自磷酸缓冲液、Tris缓冲液、甘

氨酸缓冲液、HEPES缓冲液、硼酸缓冲液、醋酸缓冲液中的一种或更多种，所述R1试剂和所述

R2试剂的所述缓冲液的pH值各自独立地在5至9之间；优选地，所述R1试剂和所述R2试剂的

所述缓冲液的pH值各自独立地在6.5至8之间。

6.根据权利要求1所述的测定试剂盒，其特征在于，所述R1试剂和所述R2试剂的所述缓

冲液的浓度各自独立地在10至500nM之间，优选地，所述R1试剂和所述R2试剂的缓冲液的浓

度各自独立地在100至200nM。

7.根据权利要求1所述的测定试剂盒，其特征在于，所述R1试剂还包含NaCl、防腐剂和

稳定剂中的一种或多种；优选地，NaCl的浓度在0.1至0.5M之间，所述防腐剂的浓度按所述

R1试剂的总重量计0.05至0.2重量％之间，所述稳定剂浓度按所述R1试剂的总重量计0.05

至0.5重量％之间；优选地，所述防腐剂为NaN3，所述稳定剂为BSA。

8.根据权利要求1所述的测定试剂盒，其特征在于，还包括校准品和质控品，所述校准

品包含浓度为0mIU/mL、10mIU/mL、20mIU/mL、50mIU/mL、100mIU/mL、200mIU/mL、300mIU/mL、

500mIU/mL、1000mIU/mL、1500mIU/mL、3000mIU/mL的所述目的抗原，所述质控品包含浓度为

10至200mIU/mL的所述目的抗原和100至1000mIU/mL的所述目的抗原。

9.根据权利要求8所述的测定试剂盒，其特征在于，所述校准品和所述质控品还包含缓

冲液、防腐剂和稳定剂；优选地，所述校准品和所述质控品的所述缓冲液各自独立地为磷酸

缓冲液、Tris缓冲液、甘氨酸缓冲液、HEPES缓冲液、硼酸缓冲液、醋酸缓冲液中的一种或更

多种，所述防腐剂为NaN3，所述稳定剂为BSA。

10.根据权利要求1-9中任一项所述的测定试剂盒，其特征在于，所述目的抗原为β-

HCG。
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一种用于检测目的抗原的免疫胶乳比浊法测定试剂盒

技术领域

[0001] 本发明涉及免疫分析医学技术领域，具体涉及一种用于检测目的抗原如β-HCG的

免疫胶乳比浊法测定试剂盒。

背景技术

[0002] 目前常用的检测目的抗原的方法有胶体金法、放射免疫分析法(RIA)、酶联免疫分

析法(ELISA)、化学发光免疫分析法(CLIA)和免疫比浊法。胶体金法存在灵敏度低、重复性

差、无法定量分析等缺点。RIA存在放射性污染、标记物半衰期短、对操作者具有放射性损

伤，且操作繁琐、时间长等缺点。ELISA存在灵敏度低、检测范围窄等缺点。CLIA灵敏度高，检

测范围宽，但需在封闭式全自动化学发光检测系统上使用，需要昂贵的全自动化学发光免

疫分析仪，从而限制了推广使用。

[0003] 免疫比浊法是抗原抗体结合动态测定方法。当目的抗原与抗体在特定稀释系统中

反应而且比例合适(一般规定抗体过量)时，形成的可溶性免疫复合物在稀释系统中的促聚

剂(聚乙二醇等)的作用下，自液相析出，形成微粒，使反应液出现浊度。在抗体浓度固定的

情况下，形成的免疫复合物的量随着检样中抗原量的增加而增加，反应液的浊度也随之增

加。通过测定反应液的浊度与一系列标准品的相应浊度对照，即可计算出检样中抗原的含

量。免疫比浊法包括免疫透射比浊法、免疫散射比浊法。免疫胶乳比浊法是将待测的目的抗

原相对应的抗体包被在胶乳颗粒上，使抗原抗体结合物的体积增大，光通过之后，透射光和

散射光的强度变化更为显著，从而提高检测的灵敏度，但在实际检测中发现，检测的线性范

围不够宽。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于对现有的免疫胶乳比浊法的缺陷而提出一种新型的免疫胶乳

比浊法测定试剂盒，该测定试剂盒在检测中能兼顾检测的灵敏度和线性范围。

[0005] 本发明的目的通过如下的技术方案来实现：

[0006] 在本发明的一些实施方案中，提供一种用于检测目的抗原的免疫胶乳比浊法测定

试剂盒，包括R1试剂、R2试剂，R1试剂包含促凝剂和缓冲液，R2试剂包含偶联有抗目的抗原

的抗体的纳米微球和缓冲液，纳米微球包括大纳米微球和小纳米微球，小纳米微球的平均

粒径在50nm至250nm之间，大纳米微球的平均粒径在250nm至400nm之间，且大纳米微球的平

均粒径与小纳米微球的平均粒径相差在50nm以上。

[0007] 例如，小纳米微球的平均粒径可以为50nm、60nm、70nm、80nm、90nm、100nm、110nm、

120nm、130nm、140nm、150nm、160nm、170nm、180nm、190nm、200nm、210nm、220nm、230nm、

240nm、250nm，或者它们之间的任何数值，大纳米微球的平均粒径可以为260nm、270nm、

280nm、290nm、300nm、310nm、320nm、330nm、340nm、350nm、360nm、370nm、380nm、390nm、

400nm，或者它们之间的任何数值，且大纳米微球的平均粒径与小纳米微球的平均粒径相差

在50nm以上，例如相差100nm、150nm、200nm、250nm、300nm、350nm。
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[0008] 例如，小纳米微球的平均粒径可以为50nm，大纳米微球的平均粒径为350nm(平均

粒径相差300nm)；或者小纳米微球的平均粒径可以为100nm，大纳米微球的平均粒径为

400nm(平均粒径相差300nm)；或者小纳米微球的平均粒径可以为100nm，大纳米微球的平均

粒径为350nm(平均粒径相差250nm)；或者小纳米微球的平均粒径可以为150nm，大纳米微球

的平均粒径为350nm(平均粒径相差200nm)；或者小纳米微球的平均粒径可以为150nm，大纳

米微球的平均粒径为300nm(平均粒径相差150nm)；或者小纳米微球的平均粒径可以为

200nm，大纳米微球的平均粒径为300nm(平均粒径相差100nm)；或者小纳米微球的平均粒径

可以为250nm，大纳米微球的平均粒径为300nm(平均粒径相差50nm)；或者小纳米微球的平

均粒径可以为200nm，大纳米微球的平均粒径为250nm(平均粒径相差50nm)。

[0009] 大纳米微球与小纳米微球的重量比可以为1:10、1:5、1:2、1:1、2:1、5:1或10:1，或

者上述比例之间的任何比例。

[0010] 本发明的测定试剂盒中使用的纳米微球可以是聚苯乙烯微球、聚丙烯酸微球和聚

丙烯酸酯微球中的一种或多种，但也可以使用其他合适的纳米微球。具体地，大纳米微球的

平均粒径与小纳米微球可以各自独立地为聚苯乙烯微球、聚丙烯酸微球和聚丙烯酸酯微球

中的一种或多种。这些纳米微球可以市售获得，或者通过本领域公知的方法制备得到。

[0011] 本发明的测定试剂盒中使用的促凝剂为任何适合在免疫胶乳比浊法中使用的促

凝剂。具体地，促凝剂为分子量8,000至300 ,000的PEG或PVP等。具体地，促凝剂的浓度为

0.1％至5％(m/v)；优选地，促凝剂的浓度为0.2％至2％(m/v)。

[0012] 本发明的测定试剂盒中使用的缓冲剂为任何适合在免疫胶乳比浊法中使用的缓

冲剂。具体地，R1试剂和R2试剂的缓冲液各自独立地选自磷酸缓冲液、Tris缓冲液、甘氨酸

缓冲液、HEPES缓冲液、硼酸缓冲液、醋酸缓冲液中的一种或更多种。具体地，R1试剂和R2试

剂的缓冲液的pH值各自独立地在5至9之间；优选地，R1试剂和R2试剂的缓冲液的pH值各自

独立地在6.5至8之间。具体地，R1试剂和R2试剂的缓冲液的浓度各自独立地在10至500nM之

间；优选地，R1试剂和R2试剂的缓冲液的浓度各自独立地在100至200nM。

[0013] 具体地，本发明的测定试剂盒中的R1试剂还包含NaCl、防腐剂和稳定剂中的一种

或多种。优选地，NaCl的浓度在0.1至0.5M之间，防腐剂的浓度为0.05％至0.2％(m/v)，稳定

剂浓度为0.05％至0.5％(m/v)。优选地，防腐剂为NaN3，稳定剂为BSA。

[0014] 在本发明的另一些实施方案中，本发明的测定试剂盒还包括校准品和质控品。该

校准品包含浓度为0mIU/mL、10mIU/mL、20mIU/mL、50mIU/mL、100mIU/mL、200mIU/mL、

300mIU/mL、500mIU/mL、1000mIU/mL、1500mIU/mL、3000mIU/mL的目的抗原，该质控品包含浓

度为10至200mIU/mL的目的抗原和100至1000mIU/mL的目的抗原。

[0015] 具体地，校准品和质控品还包含缓冲液、防腐剂和稳定剂。优选地，校准品和质控

品的缓冲液各自独立地为磷酸缓冲液、Tris缓冲液、甘氨酸缓冲液、HEPES缓冲液、硼酸缓冲

液、醋酸缓冲液中的一种或更多种，其浓度范围和pH值范围可以参照R1试剂和R2试剂的缓

冲液的浓度范围和pH值范围。优选地，防腐剂为NaN3，稳定剂为BSA。校准品和质控品可制备

成液体形式或冻干粉形式。校准品的值可溯源至国际参考物质NIBSC75/551(英国NIBSC)。

[0016] 在本发明的一些具体实施方案中，目的抗原为β-HCG(人绒毛膜促性腺激素β亚

基)，相应地，抗目的抗原的抗体为抗β-HCG抗体。

[0017] 本发明的有益效果：
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[0018] 本发明的免疫胶乳比浊法测定试剂盒，通过使用平均粒径相差在50nm以上的大纳

米微球和小纳米微球两种纳米微球，在偶联了抗目的抗原的抗体后，按合适比例混合配制

R2试剂，与R1试剂一起使用对样品中的目的抗原的含量进行免疫胶乳比浊法测定，可兼顾

灵敏度和线性范围，具有灵敏度高、检测范围宽的优点，而且检测性能媲美化学发光免疫分

析法，但可实现在全自动生化分析仪器上进行检测，而无需全自动化学发光免疫分析仪，避

免化学发光分析仪封闭且昂贵等缺点。

附图说明

[0019] 图1显示本发明的免疫胶乳比浊法测定试剂盒与化学发光免疫分析法测定试剂盒

的方法学对比。

具体实施方式

[0020] 下面通过具体实施方式并结合附图对本发明作进一步详细说明。应当理解，这些

描述仅出于说明本发明的目的，并不意在以任何方式限制本发明。

[0021] 除非另外定义，本文使用的所有技术和科学术语与本公开所属领域技术人员通常

理解的含义相同。如果有冲突，以本说明书的定义为准。除另有说明的外，本文所用的化学

物质和仪器可市售获得。本文中使用的材料、方法和示例仅作说明用途，无意作为限制，除

非特别指明。

[0022] I.R1试剂的配制

[0023] 按“发明内容”部分所述的R1试剂所含的组分(例如PEG及任选的NaCl、NaN3和

BSA)，按组分含量配比溶于缓冲液(例如磷酸缓冲液)中，充分搅拌以促进溶解，制得R1试

剂。

[0024] II.R2试剂的配制

[0025] 从市售途径获得平均粒径在50nm至250nm之间、表面带有羧基的聚苯乙烯微球、聚

丙烯酸微球或聚丙烯酸酯微球(小纳米微球)，用pH＝5.0-8.5的活化缓冲液(可选用磷酸缓

冲液、Tris缓冲液或MES缓冲液)稀释至浓度为0.2-2％(m/v)，加入适量的1-(3-二甲氨基丙

基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC)溶液，在4℃条件下进行活化反应0.5-2小时后，1500-

20000rpm离心15-30min，去上清，向沉淀中加入pH＝5.0-8.5的活化缓冲液，超声分散，得到

活化的纳米微球悬浊液。向活化的纳米微球悬浊液中加入过量的β-hCG抗体，在4℃条件下

反应1-4小时后，加入足量的甘氨酸溶液或商品化的封闭剂进行封闭，1500-20000rpm离心

15-30min，去上清，用活化缓冲液清洗1-4次，用含有“发明内容”部分所述的R2试剂缓冲液

及任选的稳定剂、防腐剂的储存液重悬纳米微球，超声分散，得到β-HCG抗体偶联的纳米微

球胶乳A。从市售途径获得平均粒径在250nm至400nm之间、表面带有羧基的聚苯乙烯微球、

聚丙烯酸微球或聚丙烯酸酯微球(大纳米微球)，但其平均粒径须与纳米微球胶乳A的小纳

米微球的平均粒径相差在50nm以上。按以上同样的方式，制备得到β-HCG抗体偶联的纳米微

球胶乳B。将纳米微球胶乳A和纳米微球胶乳B按1:10-10:1的体积比混合，即制得R2试剂。

[0026] III.目的抗原

[0027] 在本文中，用β-HCG(人绒毛膜促性腺激素β亚基)作为目的抗原对本发明的免疫胶

乳比浊法测定试剂盒进行举例说明。
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[0028] 人绒毛膜促性腺激素(human  chorionic  gonadotropin,HCG)是一种人胎盘成滋

养层细胞分泌的糖蛋白激素，特异在孕期分泌，成滋养层细胞病变和某些不完全分化的肿

瘤也会分泌。HCG的生理作用在于延缓卵巢黄体的退化，从而维持孕酮的生理水平，在妊娠

初期起着重要的作用。HCG是目前广泛应用的早期妊娠检测指标，用于指示是否存在着床的

胚胎。在怀孕的第一周，HCG水平就开始急剧升高，并持续升高约8周的时间，随后开始下降，

至20周左右达到稳定水平，维持至分娩后消失。

[0029] HCG由α,β两个不同亚基组成，α亚基的结构与垂体分泌的FSH(卵泡刺激素)、LH(黄

体生成素)和TSH(促甲状腺激素)的α亚基基本相似，相互间能发生交叉反应，而β亚基的结

构与垂体分泌的这些激素的β亚基不相似。β-HCG与β-LH结构较为相近，但最后24个氨基酸

延长部分在β-LH中不存在。所以特异性更强的β亚基成为HCG检测中的首选靶点，总β-HCG含

量可以在很大程度上代表总HCG含量。

[0030] IV.具体实施例1-4

[0031] 以下用具体实施例的方式给出本发明的免疫胶乳比浊法测定试剂盒的代表性配

方。

[0032] 在具体实施例1-4中，统一选择如下表1所示的R1试剂代表性配方，并按“I.R1试剂

的配制”配制R1试剂。

[0033] 表1：R1试剂代表性配方

[0034]

促凝剂： PEG，分子量100,000，浓度1％(m/v)

缓冲剂： 磷酸缓冲液，浓度100nM，pH  7.4±0.1

NaCl： 浓度0.15M

NaN3： 浓度0.09％(m/v)

BSA： 浓度0.2％(m/v)

[0035] 在具体实施例1-4中，选择如下表2所示的R2试剂代表性配方，并按“II.R2试剂的

配制”配制R2试剂，其中将纳米微球胶乳A和纳米微球胶乳B按1:1的体积比混合。

[0036] 表2：R2试剂代表性配方

[0037]

[0038] 在具体实施例1-4中，校准品选用浓度为0mIU/mL、20mIU/mL、100mIU/mL、300mIU/
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mL、1000mIU/mL的β-HCG。

[0039] V.测定方法

[0040] 在日立7180全自动生化分析仪上，用实施例1-4和对比例制备得到的R1试剂和R2

试剂测定校准品、空白样本和待测样本的β-HCG含量，测定参数和方法如下表3所示：

[0041] 表3：实施例1-4和对比例的R1试剂和R2试剂的测定参数和方法

[0042]

[0043] 以校准品浓度为横坐标，相应的吸光度变化△A为纵坐标，采用非线性拟合

(spline)绘制出标准曲线。将未知β-HCG含量的待测样本测得的吸光度变化△A代入标准曲

线中，即计算出待测样本的β-HCG含量。

[0044] VI.检测性能分析

[0045] (1)空白限

[0046] 以纯化水为空白样本，分别用实施例1-4和对比例的R1试剂和R2试剂重复测试20

次，计算20次测试结果的平均值(X)和标准差(SD)，X+2*SD即为空白限。实施例1-4和对比例

的空白限测试结果如下表4所示：

[0047] 表4：实施例1-4和对比例的R1试剂和R2试剂的空白限
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[0048]

[0049] 由表4可见，对比例的空白限高达7.8mIU/mL，而实施例1-4的R1试剂和R2试剂的空

白限不超过3mIU/mL，表明测试的灵敏度良好。

[0050] (2)线性范围

[0051] 用校准品稀释液(0.05M  Tris缓冲液+0.15M  NaCl+5g/L  BSA+10g/L蔗糖,pH7.4±

0.1)等比稀释浓度约3000.0mIU/mL的高浓度β-hCG样本，用实施例1-4和对比例的R1试剂和

R2试剂测定系列稀释的样本，每个稀释样本重复测定3次，求平均值，与理论浓度相比较，计

算相对偏差和线性相关系数R，如下表5-9所示。

[0052] 表5：实施例1的R1试剂和R2试剂测定系列稀释样本的线性范围
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[0053]

[0054] 表6：实施例2的R1试剂和R2试剂测定系列稀释样本的线性范围

[0055]

[0056]

[0057] 表7：实施例3的R1试剂和R2试剂测定系列稀释样本的线性范围
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[0058]

[0059] 表8：实施例4的R1试剂和R2试剂测定系列稀释样本的线性范围

[0060]

[0061] 表9：对比例的R1试剂和R2试剂测定系列稀释样本的线性范围

[0062]
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[0063]

[0064] 表10：对比例的R1试剂和R2试剂测定系列稀释样本的线性范围

[0065]

[0066] 由表5-9可见，实施例1-4的R1试剂和R2试剂测定系列稀释样本的线性范围可达3-

3000mIU/mL，线性相关系数r≥0.99，而对比例的R1试剂和R2试剂测定系列稀释样本的线性

范围为7.8-1500mIU/mL，线性相关系数r≥0.99，比实施例1-4差。

[0067] (3)重复性

[0068] 按上文“V.测定方法”所述，用实施例1-4的R1试剂和R2试剂测试待测样本的β-HCG

含量，分别重复10次。结果如表10所示。

[0069] 表10：实施例1-4的R1试剂和R2试剂测定的重复性。

[0070]
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[0071]

[0072] 由表10可见，实施例1-4的R1试剂和R2试剂测定变异系数CV<10％，重复性良好。

[0073] (4)本发明的免疫胶乳比浊法测定试剂盒与化学发光免疫分析法测定试剂盒的方

法学对比

[0074] 配制β-hCG浓度为3000.0、2500.0、2000.0、1500.0、1000.0、500.0和0.0的的系列

校准品。用实施例3的免疫胶乳比浊法测定试剂盒作为代表，在日立7180全自动生化分析仪

上对该系列标准溶液进行β-hCG含量测定。另外，用贝克曼的总β亚单位人绒毛膜促性腺激

素测定试剂盒(化学发光法)在贝克曼Unicel  Dxl全自动化学发光免疫分析仪上对该系列

标准溶液进行β-hCG含量测定。以本发明的免疫胶乳比浊法测定试剂盒的测定值为纵坐标，

以该化学发光免疫分析法测定试剂盒的测定值为横坐标，绘制曲线，如图1所示。可见，本发

明的免疫胶乳比浊法测定试剂盒与化学发光免疫分析法测定试剂盒具有良好的相关性。

[0075] 以上应用了具体实例对本发明进行了阐述，只是用于帮助理解本发明，并不用以

限制本发明。本发明所属技术领域的技术人员依据本发明的构思，还可以做出若干简单推

演、变形或替换。这些推演、变形或替换方案也落入本发明的权利要求范围内。
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图1
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