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本发明涉及免疫检测分析的技术领域，尤其

是一种唾液降钙素原酶联免疫检测方法，包含有

唾液收集器、唾液、抗降钙素原抗体、酶标试剂和

检测器。唾液收集器包括收集管、收集棒、收集刮

片的一种或组合；抗降钙素原抗体为抗降钙素原

单克隆抗体和抗降钙素原多克隆抗体的一种或

组合；酶标试剂为含有所述酶标物质的液相和/

或固相材料；检测器为酶联免疫检测器。以人体

唾液为检测样本，可有效监测唾液中降钙素原，

特异性强，重复性好，灵敏度高，操作简单，不需

特殊仪器设备，不需专业培训，结果清晰易辨，易

于推广，适合于现场检测。
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1.一种唾液降钙素原酶联免疫检测方法，包含有唾液收集器、唾液、抗降钙素原抗体、

酶标试剂和检测器，具有如下特征：

1）所述唾液收集器包括收集管、收集棒、收集刮片的一种或组合；

2）所述抗降钙素原抗体为抗降钙素原单克隆抗体和抗降钙素原多克隆抗体的一种或

组合；

3）所述酶标试剂为含有所述酶标物质的液相和/或固相材料；

4）所述检测器为酶联免疫检测器。

2.根据权利要求1所述的一种唾液降钙素原酶联免疫检测方法，其特征在于所述方法

包括如下步骤：

步骤一，制备降钙素原酶联免疫唾液标准品：

用pH＝7.4，20mmol/L的PBS缓冲液与胎牛血清按体积比3:1比例混合配制成基础缓冲

液，用基础缓冲液将降钙素原抗原稀释成浓度为10ng/mL、5ng/mL、2ng/mL、1ng/mL、0.5ng/

mL、0ng/ml标准品；

步骤二，制备包被有降钙素原抗体的载体：

所述包被载体为微孔板，包被载体通过以下方法制备：降钙素原抗体用包被缓冲液稀

释，取待包被载体，将经过稀释的降钙素原抗体负载于载体上，包被结束后，吸去包被缓冲

液，再加入封闭缓冲液，置于37℃封闭2小时或4℃封闭过夜；弃去封闭液，室温18-25℃干燥

3～4小时后加入干燥剂密封包装，得到降钙素原抗体包被载体，所述包被缓冲液为pH为7.2

～7.4、10mmol/L磷酸盐溶液，降钙素原抗体的稀释浓度为1ug/mL；稀释的降钙素原抗体在

载体上的包被量可为每孔100ul；包被的条件可置于37℃包被2小时或4℃包被过夜；封闭缓

冲液为pH7.2～7.4、10mmol/L PBST溶液，内含1％BSA及1～10％蔗糖；封闭缓冲液的加入量

可为每孔300ul；封闭后包被载体的干燥环境相对湿度小于30％；

步骤三，制备降钙素原抗体酶标记物：

酶标记抗体的制备方法为：采用戊二醛交联法将降钙素原抗体与碱性磷酸酶偶联，用

pH为7.2、10mmol/L PBS缓冲液充分透析，在透析后的结合物溶液中加入等体积的甘油，-20

℃以下保存；标记好的降钙素原抗体酶结合物可用20％胎牛血清稀释液稀释至工作浓度，

置于4℃保存至有效期，胎牛血清稀释液为pH为7.4、20mmol/L PBST溶液，内含20％胎牛血

清、1～10％蔗糖、0.01％食品红；

步骤四，制备分析缓冲液，分析缓冲液为pH7 .4、10mmol/L PBST缓冲液，内含1％BSA、

1％防腐剂；

步骤五，制备浓缩洗涤液，浓缩洗涤液为pH7.2-7 .4、20mmol/L PBS缓冲液，内含1％吐

温。

3.如权利要求2所述的唾液降钙素原酶联免疫检测方法，其特征在于，所述包被载体为

微孔板。

4.如权利要求2所述的唾液降钙素原酶联免疫检测方法，其特征在于，所述酶标物质为

碱性磷酸酶。

5.如权利要求2所述的唾液降钙素原酶联免疫检测方法，其特征在于，所述显色液为四

甲基苯胺。

6.如权利要求2所述的唾液降钙素原酶联免疫检测方法，其特征在于，所述分析缓冲液
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为含有1％牛血清白蛋白和0.05％吐温的10mM磷酸盐缓冲溶液，pH为7.2～7.4。

7.如权利要求2所述的唾液降钙素原酶联免疫检测方法，其特征在于，所述浓缩洗涤液

为含有1％吐温的20mM磷酸盐缓冲溶液，pH为7.2～7.4。
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一种唾液降钙素原酶联免疫检测方法

技术领域

[0001] 本发明属于免疫检测分析技术领域，尤其涉及一种唾液降钙素原酶联免疫检测方

法。

背景技术

[0002] 降钙素原(PCT)是一种含116个氨基酸的无激素活性糖蛋白，分子量为13KD。其半

衰期为25-30h。在生理情况下由甲状腺-C细胞产生，含量极少，在健康人群的血清或脑脊液

中几乎不能被检出。据文献介绍, 在细菌、真菌、寄生虫等感染性疾病并有全身和中枢神经

系统性炎症反应时，病菌的内毒素可促使甲状腺-C细胞、肝脏巨噬细胞和单核细胞、肺和肠

道组织的淋巴细胞以及神经内分泌细胞等甲状腺以外的组织大量产生PCT，而导致其血清

和脑脊液中的含量升高或持续性升高，且与感染的程度、进展或消退呈正相关。在病毒感

染、慢性非生物性炎症、癌性发热、药热、自身免疫性疾病以及手术创伤患者的PCT水平却不

增高或仅有轻度短暂性增高。其敏感度和特异性远高于传统的C-反应蛋白和外周血白细胞

计数的检测，因而具有重要的临床诊断和鉴别诊断价值。

[0003] 目前检测PCT常用的实验室方法有放射免疫学分析法（RIA）、化学发光免疫分析法

(CLIA)、胶体金比色法（GICA）和酶联免疫法（ELISA），众多血液样本PCT检测技术与产品已

广泛应用于临床，这些产品取得了比较满意的准确率。但采用唾液进行PCT快速检测的产品

还鲜有面市。

[0004] 其实，唾液与广泛应用于临床检测的血液(包括全血、血清与血浆)均是人体体液

的一部分，都属于细胞外液，其大多数成分类似，尤其是临床检测中具有重大意义目标物质

的出现时机具有一致性，只是含量存在一定差异。因而唾液被认为是人体健康状态的一面

镜子，能反映出机体的各种内环境状态，例如癌症、感染、系统性疾病等。Challacombe的研

究结果证实唾液中IgG可及时反映体内IgG的存在；Parry通过RIA及ELISA对唾液的特异性

抗体水平进行研究表明：唾液中抗体含量虽远低于血清，IgA、IgG与IgM分别大约为血清含

量的1/10、1/800、1/400，但已足够用于某些免疫学诊断。另外在临床中，于唾液中寻找诊断

标志物是最理想的方法，因为收集唾液存在简单、方便、无创、经济、不会引起患者不安、操

作者易于掌握等优点。

发明内容

[0005] 本发明的目的在于提供一种简便、快捷、准确的唾液降钙素原酶联免疫检测方法，

旨在解决酶联免疫分析技术在人唾液降钙素原免疫分析产品的应用方面仍是空白的问题。

[0006] 本发明解决其技术问题所采用的技术方案是：一种唾液降钙素原酶联免疫检测方

法，包含有唾液收集器、唾液、抗降钙素原抗体、酶标试剂和检测器。所述唾液收集器包括收

集管、收集棒、收集刮片的一种或组合；所述抗降钙素原抗体为抗降钙素原单克隆抗体和抗

降钙素原多克隆抗体的一种或组合；所述酶标试剂为含有所述酶标物质的液相和/或固相

材料；所述检测器为酶联免疫检测器。
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[0007] 进一步的，所述的检测方法包括如下步骤：

步骤一，制备降钙素原标准品：

用pH7.4、20mmol/L PBS缓冲液与胎牛血清按体积比3:1比例混合配制成基础缓冲液，

用基础缓冲液将降钙素原重组抗原稀释成浓度为10ng/mL、5ng/mL、2ng/mL、1ng/mL、0.5ng/

mL、0ng/ml标准品；

步骤二，制备包被有降钙素原抗体的载体：

载体为微孔板，包被载体通过以下方法制备：降钙素原抗体用包被缓冲液稀释，取待包

被载体，将经过稀释的降钙素原抗体负载于载体上，包被结束后，吸去包被缓冲液，再加入

封闭缓冲液，置于37℃封闭2小时或4℃封闭过夜；弃去封闭液，室温18～25℃干燥3～4小时

后加入干燥剂密封包装，得到降钙素原抗体包被载体，所述包被缓冲液为pH7 .2～7 .4、

10mmol/L磷酸盐溶液，降钙素原抗体的稀释浓度为1ug/mL；稀释的降钙素原抗体在载体上

的包被量可为每孔100ul；包被的条件可置于37℃包被2小时或4℃包被过夜；封闭缓冲液为

pH7.2～7.4、10mmol/L PBST溶液，内含1％BSA及1～10％蔗糖；封闭缓冲液的加入量可为每

孔300ul；封闭后包被载体的干燥环境相对湿度小于30％；

步骤三，制备降钙素原抗体酶标记物：

酶标记抗体的制备方法为：采用戊二醛交联法将降钙素原抗体与碱性磷酸酶偶联，用

pH7.2、10mmol/L PBS缓冲液充分透析，在透析后的结合物溶液中加入等体积的甘油，-20℃

以下保存；标记好的降钙素原抗体酶结合物可用20％胎牛血清稀释液稀释至工作浓度，置

于4℃保存至有效期，胎牛血清稀释液为pH7.4、20mmol/L PBST溶液，内含20％胎牛血清、1

～10％蔗糖、0.01％食品红；

步骤四，制备分析缓冲液，分析缓冲液为pH7.4、10mmol/L PBST缓冲液，内含1％BSA；

步骤五，制备浓缩洗涤液，浓缩洗涤液为pH7.2-7.4、20mmol/L PBS缓冲液，内含1％吐

温；

步骤六，组装唾液降钙素原酶联免疫检测试剂盒，将标准品、包被载体、酶标记物、显色

液、分析缓冲液及浓缩洗涤液组装成降钙素原酶联免疫检测试剂盒。

[0008] 本发明提供的唾液降钙素原酶联免疫检测方法，采用双抗体夹心反应模式，可以

对人唾液样本中的降钙素原分子进行专一的定量检测。具有灵敏度高、检测范围宽、稳定性

好、操作简便快速无污染等优点。本发明与其他开放式全自动酶联免疫检测平台相结合，可

以有效缩短检测时间，降低检测成本和人力花费。项目开发的产品市场前景广阔，经济和社

会效益显著；与免疫比浊等方法相比较，本发明简化了操作步骤，缩短了检测时间、大大提

高了测定的灵敏度和准确性。

[0009] 本发明使用的降钙素原抗体具有高度特异性，得到的唾液降钙素原酶联免疫检测

试剂盒可以取代其他试剂盒来进行降钙素原的定量检测。与国外试剂盒相比，本发明试剂

盒不仅价格低廉，而且操作简便，灵敏度高，便于在临床上大规模推广使用。

附图说明

[0010] 图1是降钙素原线性检测标准工作曲线图。

具体实施方式
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[0011] 为了使本发明的目的、技术方案及优点更加清楚明白，以下结合实施例，对本发明

进行进一步详细说明。应当理解，此处所描述的具体实施例仅用以解释本发明，并不用于限

定本发明。

[0012] 实施例1：唾液降钙素原酶联免疫检测试剂盒的制备

本发明实施例的唾液降钙素原酶联免疫检测试剂盒包括标准品、包被载体、碱性磷酸

酶酶标记物、显色液、分析缓冲液及浓缩洗涤液；

其中：

1.标准品用下述方法制成：用pH7.4、20mmol/L PBS缓冲液与胎牛血清按体积比3:1比

例混合配制成基础缓冲液，用基础缓冲液将降钙素原抗原稀释成浓度为10ng/mL、5ng/mL、

2ng/mL、1ng/mL、0.5ng/mL、0ng/ml标准品；

2.包被微孔板的制备步骤为：降钙素原抗体用包被缓冲液稀释，取待包被载体，将经过

稀释的降钙素原抗体负载于载体上，包被结束后，吸去包被缓冲液，再加入封闭缓冲液，置

于37℃封闭2小时或4℃封闭过夜；弃去封闭液，室温(18～25℃)干燥3～4小时后加入干燥

剂密封包装，得到降钙素原抗体包被载体，所述包被缓冲液为pH7.2、10mmol/L磷酸盐溶液，

所述降钙素原抗体的稀释浓度为1ug/mL；所述稀释的降钙素原抗体在载体上的包被量可为

每孔100ul；所述包被的条件可置于37℃包被2小时或4℃包被过夜；所述封闭缓冲液为

pH7.4、10mmol/L PBST溶液，内含1％BSA及1～10％蔗糖；所述封闭缓冲液的加入量可为每

孔300ul；所述封闭后包被载体的干燥环境相对湿度小于30％；

3.碱性磷酸酶标记抗体的制备方法为：采用戊二醛交联法将降钙素原抗体与碱性磷酸

酶偶联，用pH7.2、10mmol/L PBS缓冲液充分透析，在透析后的结合物溶液中加入等体积的

甘油，-20℃以下保存；标记好的降钙素原抗体酶结合物可用20％胎牛血清稀释液稀释至工

作浓度，可置于4℃保存至有效期，所述胎牛血清稀释液为pH7.4、20mmol/L PBST溶液，内含

20％胎牛血清、1％蔗糖、0.01％食品红；

4.分析缓冲液的制备配方为：pH7.4、10mmol/L PBST缓冲液，内含1％BSA；

5.浓缩洗涤液的制备配方为：pH7.4、20mmol/L PBS缓冲液，内含1％吐温；

6.半成品及成品组成：上述步骤所得产品分装即为半成品，组装后即为降钙素原酶联

免疫检测试剂盒。

[0013] 实施例2：唾液降钙素原酶联免疫检测试剂盒的检测方式，包括以下步骤：

 将唾液样本、分析缓冲液加到固相有降钙素原抗体的微孔板中，反应30min后，样本中

的降钙素原与固相抗体特异性结合，洗去游离成分，加入酶标记物避光反应30min，被酶标

记的降钙素原抗体与抗原、固相抗体形成“夹心”复合物，洗去游离成分，加入显色液，避光

反应5min后测定各孔吸光值，其与其中的降钙素原抗原浓度正相关，样本浓度依据样本的

OD值可进行定量计算；

实施例3：唾液降钙素原荧光免疫检测试剂盒的性能评估试验

1、标准曲线的制作

将降钙素原标准品用正常人唾液配制成如下浓度的样品：0.5、1、2、5、10ng/mL，再分别

测定其降钙素原浓度，以配成值为X，酶联免疫检测信号值为Y绘制标准曲线，经统计拟合标

准曲线的表达式列出回归方程为：Y=0.05244X+0 .07978 ，相关系数为R²= 0 .99 （见附图

1）。降钙素原测定范围为0.5～10ng/ml；
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2、准确性试验

取同一患者唾液标本，用同一批次的试剂盒重复检测3次，计算出相对偏差B值为

10.9%，符合产品设计要求；

3、重复性试验

取同一患者唾液标本，用同一批次的试剂盒同时检测20次，计算出变异系数CV值为

3.15%，符合产品设计要求。

[0014] 以上所述仅为本发明的较佳实施例而已，并不用以限制本发明，凡在本发明的精

神和原则之内所作的任何修改、等同替换和改进等，均应包含在本发明的保护范围之内。以

上所述仅为本发明的较佳实施例而已，并不用以限制本发明，凡在本发明的精神和原则之

内所作的任何修改、等同替换和改进等，均应包含在本发明的保护范围之内。
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图 1
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摘要(译)

本发明涉及免疫检测分析的技术领域，尤其是一种唾液降钙素原酶联免
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原，特异性强，重复性好，灵敏度高，操作简单，不需特殊仪器设备，
不需专业培训，结果清晰易辨，易于推广，适合于现场检测。
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