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(54)发明名称

用于改善新鲜血清和第三方质控之间基质

效应的稀释液

(57)摘要

本发明公开了一种用于改善新鲜血清和第

三方质控之间基质效应的稀释液，包括0 .05M 

Tris-NaCl缓冲液，所述0.05M Tris-NaCl缓冲液

中，按照重量体积比，含有0.05%-0.3%的肝素钠，

1%-20%的海藻糖和1-10%的牛免疫球蛋白G。与现

有技术相比，本发明提供了一种易于实施并且可

以用于改善免疫测定中新鲜血清和第三方质控

之间基质效应的稀释液，检测时可与其他试剂组

分同时加入，便于进行自动化操作，同时该稀释

液配方中各成分对环境和生物体危害较小。使用

时，可作为标记抗体或抗原的稀释液、也可作为

偶联包被抗原或抗体磁性小球的保存液加入反

应体系中。
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1.一种用于改善新鲜血清和第三方质控之间基质效应的稀释液，其特征在于：包括

0.05M  Tris-NaCl缓冲液，所述0.05M  Tris-NaCl缓冲液中含有0.05%-0.3%的肝素钠，1%-

20%的海藻糖和1-10%的牛免疫球蛋白G。

2.根据权利要求1所述的用于改善新鲜血清和第三方质控之间基质效应的稀释液，其

特征在于：所述稀释液的pH值为7.0。

3.根据权利要求1所述的用于改善新鲜血清和第三方质控之间基质效应的稀释液，其

特征在于：所述0.05M  Tris-NaCl缓冲液中含有0.15%的肝素钠，10%的海藻糖，3%的牛免疫

球蛋白G。
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用于改善新鲜血清和第三方质控之间基质效应的稀释液

技术领域

[0001] 本发明涉及体外诊断技术，尤其是涉及一种用于改善免疫测定中新鲜血清和第三

方质控之间基质效应的稀释液。

背景技术

[0002] 国际标准化组织对基质效应的定义是：样本中除分析物以外其他组份对检测结果

的影响。临床实验室中的基质效应是指不同于新鲜血清的基质，其组分对系统测定结果引

起的偏差。临床实验室经常采用新鲜血清去评估病人的生理状态或血清指标。但临床实验

室常用第三方质控(伯乐质控、朗道质控等)来评估实验室的质量控制。

[0003] 第三方质控和医学上的血清样本的基质有着很大的不同。质控血清一般是采用经

过处理过的混合血清、血浆或类似物(模拟人血清、血浆成分)，处理方式一般包含过滤、透

析、冷冻、冻干、添加稳定剂等。这些处理会引起检测系统对其反应与新鲜血清、血浆样本反

应性不一致，甚至引起很大的测定差异。

[0004] 近几年，不少学者在消除基质效应的方面进行了广泛的研究，应用较多的是基质

稀释和采用一些特定的装置。但是，基质稀释一般操作复杂，费时费力。而降低基质效应的

装置只能应用于特定的检测系统之中，不具有通用性。

发明内容

[0005] 本发明的目的在于提供一种用于改善免疫测定中新鲜血清和第三方质控之间基

质效应的稀释液。

[0006] 为实现上述目的，本发明可采取下述技术方案：

本发明所述的用于改善新鲜血清和第三方质控之间基质效应的稀释液，包括0.05M 

Tris-NaCl缓冲液，所述0.05M  Tris-NaCl缓冲液中，按照重量体积比，含有0.05%-0.3%的肝

素钠，1%-20%的海藻糖和1-10%的牛免疫球蛋白G。

[0007] 所述稀释液的pH值采用浓盐酸调整至7.0。

[0008] 按照重量体积比，在0.05M  Tris-NaCl缓冲液中含有0.15%的肝素钠，10%的海藻

糖，3%的牛免疫球蛋白G时效果较好。

[0009] 本发明稀释液制备时，首先称取肝素钠，然后将其溶解于少量的0.05M  Tris-NaCl

缓冲液中，再加入海藻糖和牛免疫球蛋白G，用Tris-NaCl缓冲液定容，最后用浓盐酸调整pH

值至7.0即可。

[0010] 本发明制备的稀释液检测时可作为标记抗体或抗原的稀释液，也可作为偶联包被

抗原或抗体磁性小球的保存液加入反应体系；或作为一个单独的稀释液加入反应体系中。

[0011] 与现有技术相比，本发明提供了一种易于实施并且可以用于改善免疫测定中新鲜

血清和第三方质控之间基质效应的稀释液，检测时可与其他试剂组分同时加入，便于进行

自动化操作，同时该稀释液配方中各成分对环境和生物体危害较小。使用时，可作为标记抗

体或抗原的稀释液、也可作为偶联包被抗原或抗体磁性小球的保存液加入反应体系中。
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[0012] 本发明的主要创新之处在于：a)首次将肝素钠应用于免疫检测反应过程，能显著

的改善免疫测定中新鲜血清和第三方质控之间基质效应，当免疫检测系统同时测定质控、

不同类型的血清或血浆时，可减弱不同基质来源的样本对免疫试剂的干扰，以保障试剂的

稳定性、重现性和可靠性；b)稀释液中的所有组分均是该体系下的最优配方，能很好改善质

控和新鲜血清的基质效应；c)将本发明制备的以肝素钠为主要成分的稀释液用于血清样品

中游离三碘甲状腺原氨酸的检测，测定新鲜血清和第三方质控（伯乐质控、朗道质控等），最

终检测结果与进口对比试剂盒的检测结果相比，有较好的一致性。

附图说明

[0013] 图1是将本发明制备等稀释液应用于游离三碘甲状腺原氨酸检测校准品反应曲

线。

[0014] 图2为本发明制备的稀释液应用于游离三碘甲状腺原氨酸检测新鲜血清和第三方

质控，与进口对比试剂盒检测结果对比。

具体实施方式

[0015] 下面通过具体实施例对本发明做更加详细的说明，以利于本领域技术人员的理

解。

[0016] 实施例1  配制用于改善新鲜血清和第三方质控之间基质效应的稀释液

本发明稀释液是在0.05M  Tris-NaCl缓冲液中按重量体积比，添加0.15%肝素钠、10%海

藻糖和3%牛免疫球蛋白G，然后用浓盐酸调整至pH7.0即可。

[0017] 本发明稀释液制备时，首先称取肝素钠，然后将其溶解于少量的0.05M  Tris-NaCl

缓冲液中，再加入海藻糖和牛免疫球蛋白G，用Tris-NaCl缓冲液定容，最后用浓盐酸调整pH

值至7.0，得到缓冲液成品。

[0018] 实施例2  本发明配制的稀释液用于游离三碘甲状腺原氨酸检测新鲜血清和第三

方质控

第一步，游离三碘甲状腺原氨酸检测相关试剂准备

a)包被有抗游离三碘甲状腺原氨酸抗体的磁微粒混悬液的制备：根据使用量取适量的

羧基磁微粒，用过量的EDC  和NHS  在酸性条件下（pH4.5-pH5.5）进行活化，活化缓冲液为

0.05M-0.1M  的MES（2-（N-  吗啉代）乙磺酸）缓冲液，活化时间为30min，活化完成后，加磁

场，静置5min使磁微粒与液体分开，弃去上清，用pH  为7.6的0.01M的PBS缓冲液洗涤两遍以

洗去多余的活化剂；加入适量的游离三碘甲状腺原氨酸抗体，使其浓度为  2 .5μg/mg，在

0.05M-0.1M 的MES  缓冲液中（pH4.5-pH5.5）震荡反应1h；反应结束后加磁场，静置5min使

磁微粒与液体分开，弃去上清，用含有1%  牛免疫球蛋白G的0.01M 的PBS 缓冲液（pH7.6）进

行封闭，反复封闭5次，每次10min；封闭结束后，加入适量的封闭液以保存磁微粒，使磁微粒

的最终浓度为0.5mg/ml；将该磁微粒混悬液置于2-8℃保存，以备使用；

b)  游离三碘甲状腺原氨酸系列校准品的制备：用含有1%-3%  BSA  和0.1-0.3%  PC300 

的Tris-NaCl缓冲液将游离三碘甲状腺原氨酸纯品配制成标示浓度为0  pmol/L、2  pmol/L、

5  pmol/L、10  pmol/L、25  pmol/L、50  pmol/L 的一系列校准品，瓶盖颜色依次为白、黄、绿、

蓝、红、紫、黑；
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c)辣根过氧化物酶标记的游离三碘甲状腺原氨酸的制备：将游离三碘甲状腺原氨酸上

的羧基与辣根过氧化物酶（HRP）分子的氨基经EDC的作用缩合为酰胺化合物  ，透析后即得

酶标游离三碘甲状腺原氨酸；在标记好的溶液中，等比加入甘油-20℃保存备用；

d）改善免疫测定中新鲜血清和第三方质控之间基质效应的稀释液的配制：称取肝素

钠，然后将其溶解于少量0.05M  Tris-NaCl缓冲液中，再加入一定比例的海藻糖和牛免疫球

蛋白G，加入0.05MTris-NaCl缓冲液定容，用浓盐酸调整pH值至7.0；

e)向稀释液中添加1/20000-1/50000的酶标游离三碘甲状腺原氨酸抗原，即为游离三

碘甲状腺原氨酸检测试剂盒的酶结合物；

f）发光底物A  液、发光底物B  液及浓缩洗液的配制：发光底物A  液由0.2M  Tris-Hcl、

0.15mM  Luminol、0.59mM  羟基香豆素、0.35mM 没食子酸配制而成；发光底物B  液由0.85mM 

氨基酸氧化酶、0.8%  Tween  20、0 .5mM  DTPA、0 .12mM  维生素C  配制而成；浓缩洗液由

NaH2PO4•2H2O  4.06g,  Na2HPO4•12H2O  62.32g,Tween  20  2-10ml  ,  蒸馏水  1000ml  配制

而成。

[0019] 第二步，人血清样品中游离三碘甲状腺原氨酸检测的应用

a)取出一定量的反应容器编号。根据实验要求加入50μl 校准/质控品/临床血清；

b)摇匀磁微粒混悬液，每孔分别加入20μl；

c)每孔分别加入酶标记物50μ；

d)将反应容器内溶液混合均匀，37℃温育30 分钟；

e)使用磁分离及洗涤设备，将反应容器中磁微粒用洗液洗涤5 次；

f)将洗涤后的反应容器充分振荡使磁微粒散开；

g)每孔加入发光底物A  和发光底物B 各50μl，振荡混匀后避光室温反应5 分钟；

h)化学发光检测仪检测发光强度；

i)采用四参数拟合方式，以校准品浓度值为X  轴，以校准品发光强度对数值为Y轴，建

立定标曲线。根据待测样本的发光强度值回算相应的浓度值。

[0020] 采用上述方法，进行了校准品检测，标准曲线线性R大于0.999（如附图1所示）。

[0021] 实施例3   对比实验

取50份临床血清样本和伯乐质控、朗道质控，按照实施例2的检测人血清样品中游离三

碘甲状腺原氨酸含量的方法步骤进行检测，同时采用进口厂家的游离三碘甲状腺原氨酸检

测试剂盒进行检测。结果显示：应用本发明配制的稀释液和方法进行检测，其检测结果（y）

与进口厂家游离三碘甲状腺原氨酸试剂盒检测结果(x)的线性回归方程为y  =  1.0255x  - 

0.3731，相关系数可达到R2=0.  0.9936（如附图2所示）。

[0022] 测定第三方质控和新鲜血清，每天测单孔，连续测定20d，求进口厂家、新构建试剂

盒测定游离三碘甲状腺原氨酸均值，结果如下表所示。
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[0023] 从表中可以看出，新构建游离三碘甲状腺原氨酸试剂盒测定结果与进口对比厂家

测定结果偏差在10%以内，有较好的一致性。
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图1

图2
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