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本发明公开了一种抗病毒蛋白MxA的胶乳增

强免疫比浊检测单试剂以及制备方法。本发明采

用单一试剂，无需混合，灵敏度高，检测速度快，

能够直接测量全血、血清和血浆等各种样本，因

此可广泛应用于各种透射或者散射分析仪，包括

普通生化分析仪、特定蛋白分析仪等。
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1.一种抗病毒蛋白MxA（MxA）胶乳增强免疫比浊检测单试剂，其特征在于所述单试剂包

括0.15mg/mL的MxA抗体致敏胶乳颗粒、10mM  4-羟乙基哌嗪乙磺酸、1g/L牛血清白蛋白、3-

6g/L聚乙烯磺酸钠、1-2g/L十二烷基聚乙二醇醚以及1g/L  Proclin300，pH=6.5，其中聚乙

烯磺酸钠与十二烷基聚乙二醇醚的比例为3：1；

其中所述的MxA抗体致敏胶乳颗粒是按照如下方法制备的：

（1）制备活化胶乳颗粒：取粒径333nm、浓度为10mg/mL的羧基化聚苯乙烯微球0.18mL，

加入25mM  pH6 .5的MES  3 .6mL ,搅拌10min，加入EDC活化剂粉末7.04mg，室温搅拌2.5h后

12000rpm离心收集沉淀，25mM  pH6.5的MES  1.8mL  重悬沉淀；

（2）  制备致敏胶乳颗粒：1.8mL  25mM  pH6.5的MES中放入0.18mL浓度为4.0mg/mL的MxA

多克隆抗体，搅拌1min，制成待偶联抗体溶液；将（1）中的活化胶乳颗粒快速倒入待偶联抗

体溶液中，搅拌2.5h；12000rpm离心收集沉淀，120mL封闭液重悬后搅拌2.5h即得单试剂抗

病毒蛋白MxA（MxA）胶乳增强免疫比浊试剂；封闭液的组分为10mM  4-羟乙基哌嗪乙磺酸、

1g/L牛血清白蛋白、3-6g/L聚乙烯磺酸钠、1-2g/L十二烷基聚乙二醇醚以及1g/L 

Proclin300，pH=6.5，聚乙烯磺酸钠与十二烷基聚乙二醇醚的比例为3：1。
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一种抗病毒蛋白MxA的检测试剂及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于医学免疫诊断领域，具体涉及一种抗病毒蛋白MxA（MxA）的胶乳增强免

疫比浊检测单试剂的制备及其应用。

背景技术

[0002] Mx蛋白是干扰素诱导调控的一类具有抗病毒活性的蛋白，广泛存在于脊椎动物体

内。1963年首先在老鼠体内发现被命名为Mx1，1985年在人体内发现同源蛋白命名为MxA。干

扰素是人体抵御病毒感染的第一道防线，在人体感染病毒后能够诱导MxA的大量表达，因此

测量人体内的MxA的含量可以用于病毒感染的检测和诊断。MxA的血清浓度在正常人体内一

般在50ng/mL以下，病毒感染后浓度一般在200ng/mL以上。MxA的检测可以和常见的细菌感

染指标如CRP、PCT等进行组合，是一种快速区分感染类型的检验方法，可以更好地指导临床

用药

MxA的常见检测方法有酶联免疫法、胶体金法、荧光层析法、胶乳增强免疫比浊法。这些

方法中以胶乳增强免疫比浊法最先进，灵敏度更高，线性范围更广，操作也相对简便。胶乳

增强免疫比浊法利用吸附在直径几十到几百纳米的胶乳微粒上的MxA抗体捕捉测试样品中

的MxA，从而形成微粒之间的交联，改变了溶液的散射度或者透射吸光度（即浊度）。通过测

量溶液的散射度或者透射吸光度的变化，可以根据定标曲线定量地计算出测试样品中MxA

的浓度。该测试方法既可以在通用的大型自动生化分析仪上运用，也可以在特定蛋白分析

仪等小型的POCT（即时检测）设备上采用，有很强的适用性，可以很好地满足我国从大型三

甲医院到社区基层医院的使用需求。

[0003] 现在市场上已有的MxA胶乳增强免疫比浊试剂采用的是稀释液和胶乳溶液的双试

剂形式。在测试时，测试样品必须先在稀释液中稀释，再和胶乳溶液进行混合反应。三甲医

院常用仪器平台上，稀释和混合的操作可由大型全自动生化分析仪完成，但是在小型半自

动平台上尤其是POCT类的便携式平台（三级以下医院以及县乡一级医疗服务单位常用）上

进行的测试则需要操作人员手动实施，带来了额外的操作步骤，也引入了更多的操作误差，

影响了测试的精密度。

发明内容

[0004] 针对现有技术中的缺陷，本发明的目的是提供一种单一试剂，无需混合试剂，灵敏

度高，检测速度快的抗病毒蛋白MxA（MxA）的胶乳增强免疫比浊检测试剂。该试剂既可以在

大型自动生化分析仪上进行测试，也可以在特定蛋白仪等小型POCT设备上进行测试。

[0005] 在背景技术的介绍中提到，市场上常见的胶乳增强免疫检测试剂采用的是双试剂

的检测形式。其中稀释液常被称为R1,胶乳溶液常被称为R2。纯粹的抗体或者抗原包被的微

球的胶乳溶液是热力学不稳定体系，如果没有特殊的处理，胶乳会自发地凝集。因此，一般

地，检测试剂中的胶乳溶液（R2）需要通过优化溶液的组成来保证胶乳溶液的稳定，阻止胶

乳在储存时发生自发凝集。常见的优化手段包括选用不同的缓冲体系、改变微球表面电荷、

说　明　书 1/6 页

3

CN 110988363 A

3



改变溶液离子强度、添加稳定剂等手段（J .A .  Molina  Bolivar  et  al ,  Journal  of 

Macromolecular  Science  Part  C  -  Polymer  Reviews,  2005,  45:59-98）。然而当胶乳溶

液用于测试时，由抗原抗体的特异性结合导致的胶乳凝集就不应该被阻止，这就要求稀释

液（R1）能够在一定程度上有益于胶乳凝集的形成。所以一般稀释液（R1）和胶乳储存液（R2）

在配方上有很大的区别。直接将R1和R2混合，一般会导致胶乳不稳定。这也是市场上胶乳试

剂一般都采用双试剂形式的主要原因。

[0006] 在本发明中，除了常规的稳定胶乳试剂的方法以外，我们还引入了表面活性剂来

优化试剂配方稳定胶乳溶液。表面活性剂可以提供空间位阻，离子型的表面活性剂还可以

提供额外的静电斥力，从而阻止胶乳的凝聚，在储存时稳定胶乳试剂。 同时，通过优化试剂

配方，当含有MxA的样本接触胶乳试剂时，合适的表面活性剂能够促进MxA抗原和MxA抗体的

相互作用，有利于形成特异性的胶乳凝集。这样我们就制备了一种单试剂形式的MxA胶乳试

剂。在储存时，该试剂可以稳定存放，在接触样品时，该试剂可以迅速发生凝集反应，  不再

需要混合其他的稀释液来促进凝集反应。  而且优选的表面活性剂种类和浓度可以有效溶

解血液中血细胞，从而使得本发明中的检测试剂可以直接测量全血的样本，具备了同时检

测全血、血清和血浆的能力。

[0007] 本发明所述的抗病毒蛋白MxA（MxA）检测试剂包括MxA抗体致敏胶乳颗粒、4-羟乙

基哌嗪乙磺酸、牛血清白蛋白、聚乙烯磺酸钠、十二烷基聚乙二醇醚以及Proclin300，聚乙

烯磺酸钠与十二烷基聚乙二醇醚的比例为3：1。

[0008] 所述的MxA抗体致敏胶乳颗粒的浓度为0.15mg/mL。

[0009] 所述的4-羟乙基哌嗪乙磺酸浓度为10mM。

[0010] 所述的牛血清白蛋白浓度为1g/L。

[0011] 所述的聚乙烯磺酸钠浓度为3-6g/L。

[0012] 所述的十二烷基聚乙二醇醚浓度为1-2g/L。

[0013] 所述的Proclin300浓度为1g/L。

[0014] 优选的，MxA抗体致敏胶乳颗粒是按照如下方法制备的：

（1）制备活化胶乳颗粒：取粒径333nm、浓度为10mg/mL的羧基化聚苯乙烯微球0.18mL，

加入25mM  pH6 .5的MES  3 .6mL ,搅拌10min，加入EDC活化剂粉末7.04mg，室温搅拌2.5h后

12000rpm离心收集沉淀，25mM  pH6.5的MES  1.8mL  重悬沉淀。

[0015] （2）制备致敏胶乳颗粒：1.8mL  25mM  pH6.5的MES中放入0.18mL浓度为4.0mg/mL的

MxA多克隆抗体，搅拌1min，制成待偶联抗体溶液。将（1）中的活化胶乳颗粒快速倒入待偶联

抗体溶液中，搅拌2.5h。12000rpm离心收集沉淀，120mL封闭液重悬后搅拌2.5h即得单试剂

抗病毒蛋白MxA（MxA）胶乳增强免疫比浊试剂。封闭液的组分为10mM4-羟乙基哌嗪乙磺酸、

1g/L牛血清白蛋白、3-6g/L聚乙烯磺酸钠、1-2g/L十二烷基聚乙二醇醚以及1g/L 

Proclin300，pH=6.5，聚乙烯磺酸钠与十二烷基聚乙二醇醚的比例为3：1。

[0016] 本发明所述的试剂检测方法如下：

检测样品时，本发明提供的试剂中胶乳颗粒上的MxA抗体与样品中的MxA抗原发生抗体

抗原反应，从而使得胶乳逐渐凝聚，改变了测试液的浊度。浊度的变化可以通过透射仪或者

散射仪来测定。  透射的吸光度或者散射光强度与样品中的MxA浓度在一定浓度范围内成线

性关系。 通过参考MxA校准品建立的定标曲线，可以定量地计算出被测样品中MxA的浓度。
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[0017] 本发明的有益效果包括：

1.检测试剂的组成简单，只有单一试剂，不需要像市场现有试剂那样在测试时进行R1、

R2的混合操作，简化了操作程序。尤其是在使用半自动POCT设备的时候，为操作人员带来极

大的便利，同时也更好地保障了测试的精确性。

[0018] 2.试剂同时具有溶血和检测的功能，可以直接测试全血样品，不需要进行血清、血

浆提取的工作，简化了操作，大大缩短了包括样品准备在内的整个测试时间。

[0019] 3.该试剂反应快速，反应时间只需要2到3分钟。相比现有双试剂胶乳试剂10到12

分钟的检测时间，速度提高接近4倍，从而大大提升了检测效率,尤其有利于门诊的快速检

测。

[0020] 4.该试剂灵敏度高，空白限为5ng/mL。

[0021] 5.试剂适用性好，可以在透射或者散射仪上使用。既可以在全自动大型生化仪上

使用，也可以在小型POCT设备上使用。可以同时满足大型医院检验科、住院部、小型医院门

诊、以及急诊科室的检测需要。

附图说明

[0022] 图1为实施例1在POCT设备上的定标曲线

具体实施方式

[0023] 下面结合具体实施例对本发明作进一步的详细阐述。下述的实施例是为了进一步

说明本发明的一些优选实施例，并非全部实施例。本领域专业人员在没有进行创造性劳动

的前提下做出的基于本发明的其他实施例，都属于本发明的权利保护范围。

[0024] 实施例1

1）胶乳试剂的制备

制备方法1与2在表面活性剂的组合上存在差异。

[0025] 制备方法1：制备活化胶乳颗粒：取粒径333nm、浓度为10mg/mL的羧基化聚苯乙烯

微球0.18mL，加入25mM  pH6.5的MES  3.6mL,搅拌10min，加入EDC活化剂粉末7.04mg，室温搅

拌2.5h后12000rpm离心收集沉淀，25mM  pH6.5的MES  1.8mL  重悬沉淀。

[0026] 制备致敏胶乳颗粒：1.8mL  25mM  pH6.5的MES中放入0.18mL浓度为4.0mg/mL的MxA

多克隆抗体，搅拌1min，制成待偶联抗体溶液。将（1）中的活化胶乳颗粒快速倒入待偶联抗

体溶液中，搅拌2.5h。12000rpm离心收集沉淀，120mL封闭液重悬后搅拌2.5h即得单试剂抗

病毒蛋白MxA（MxA）胶乳增强免疫比浊试剂。封闭液的组分为10mM4-羟乙基哌嗪乙磺酸、1g/

L牛血清白蛋白、3g/L聚乙烯磺酸钠、1g/L十二烷基聚乙二醇醚以及1g/L  Proclin300，pH=

6.5，聚乙烯磺酸钠与十二烷基聚乙二醇醚的比例为3：1。

[0027] 制备方法2：制备活化胶乳颗粒：取粒径333nm、浓度为10mg/mL的羧基化聚苯乙烯

微球0.18mL，加入25mM  pH6.5的MES  3.6mL,搅拌10min，加入EDC活化剂粉末7.04mg，室温搅

拌2.5h后12000rpm离心收集沉淀，25mM  pH6.5的MES  1.8mL  重悬沉淀。

[0028] 制备致敏胶乳颗粒：1.8mL  25mM  pH6.5的MES中放入0.18mL浓度为4.0mg/mL的MxA

多克隆抗体，搅拌1min，制成待偶联抗体溶液。将（1）中的活化胶乳颗粒快速倒入待偶联抗

体溶液中，搅拌2.5h。12000rpm离心收集沉淀，120mL封闭液重悬后搅拌2.5h即得单试剂抗
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病毒蛋白MxA（MxA）胶乳增强免疫比浊试剂。封闭液的组分为10mM4-羟乙基哌嗪乙磺酸、 

1g/L牛血清白蛋白、5g/L  Triton  X-100以及1g/L  Proclin300，pH=6.5。

[0029]   2）校准品的制备

将市售的MxA抗原用校准品稀释液配制成一系列校准品，浓度分别为0ng/mL，10ng/mL，

50ng/mL，100ng/mL，200ng/mL，500ng/mL。

[0030] 3）质控品的制备

将高浓度的MxA样品（500ng/mL）用校准品稀释液分别稀释两倍和二十倍成250ng/mL和

25ng/mL，分别作为高值质控品和低值质控品。

[0031] 4）在POCT设备上建立定标曲线。

[0032] 将6个MxA校准品，浓度从0到500ng/mL，分别与配制的MxA胶乳单试剂在反应杯中

反应，用POCT设备（本例中使用劳拉电子半自动特定蛋白分析仪EZ-400）进行检测，记录反

应度。检测波长为650nm，检测散射光强度，采用两点速率法，反应时间120s，计算两点反应

度差值。根据浓度和反应度差值可以建立定标曲线。图1是实施例1中按制备方法1和2得到

的胶乳单试剂建立的定标曲线。

[0033] 实施例2

试剂的灵敏度（空白限）

使用实施例1中的试剂，  选用零值校准品作为空白样本测试，在POCT设备上测试浓度。

重复测试20次，根据实施例1中建立的标准曲线计算20次测试结果的平均值（X）和标准差

（SD），  计算X+2SD作为试剂的灵敏度。测试结果如表1所示，显示制备方法1所得试剂的灵敏

度为5ng/mL，制备方法2所得的的灵敏度为15ng/mL，说明表面活性剂的组合优化后，能明显

的提升试剂检测的灵敏度。抗病毒蛋白MxA（MxA）的检测临床参考值在50ng/mL左右，本发明

中制备方法1中制备的MxA胶乳增强免疫比浊单试剂的灵敏度比参考值要小10倍，完全符合

使用的需要。

[0034] 表1. 实施例1的试剂分析灵敏度测试结果

实施例1 分析灵敏度 分析灵敏度

测试序号 制备方法1的测定结果（ng/mL） 制备方法2的测定结果（ng/mL）

1 3.65 7.68

2 3.76 6.66

3 1.26 12.43

4 3.31 3.28

5 1.99 1.55

6 3.6 4.45

7 3.67 3.57

8 1.75 5.93

9 0.86 2.72

10 0.99 8.69

11 3.91 8.3

12 3.84 8.04

13 3.46 7.2
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14 0.81 11.71

15 3.84 2.23

16 2.36 10.93

17 3.24 13.98

18 1.92 5.88

19 2.51 14.71

20 1.73 4

平均值（X） 2.62 7.20

SD 1.12 3.94

X+2SD 4.87 15.08

实施例3

试剂的重复性

用实施例1中制备的单试剂测试MxA浓度为50ng/mL左右的正常值水平的控制物质和

MxA浓度为200ng/mL左右的异常值水平的控制物质，各重复测试10次，计算测量值的平均值

（X）和标准差（SD）。按式（1）计算变异系数（CV）。测试结果见表2。根据测量结果，计算出变异

系数CV=  5.35%和4.53%， 符合试剂CV<10%的技术要求。

[0035] CV  =（SD/X）×100%         …………………………(1)

式中：

CV ——变异系数；

SD ——标准差；

X  ——测量值的平均值。

[0036] 表2. 实施例1的重复性测量结果

实施例1 重复性 重复性

测定序号 测定结果（50ng/mL） 测定结果（200ng/mL）

1 49.13 198.10

2 47.01 194.50

3 52.22 208.08

4 52.38 193.05

5 52.25 193.45

6 45.62 209.98

7 50.81 207.75

8 51.91 213.87

9 49.80 197.47

10 46.06 186.15

平均值（X） 49.72 200.24

SD 2.66 9.07

CV 5.35% 4.53%

实施例4

与市场上其他试剂的性能参数对比
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本发明单试剂与市场上其他MxA试剂盒性能参数对比情况如表3所列。从表中可以看

出，本发明的单试剂主要在检测样本类型、需要的试剂数量和种类、试剂的灵敏度和试剂的

检测速度等方面明显优于市场上的对比试剂。

[0037] 表3.  MxA试剂性能参数对比

生产厂家 实施例1 其他公司试剂

测试方法 散射比浊法 透射比浊法

样本类型 新鲜血清、血浆和全血 新鲜血清和血浆

试剂类型 液体，聚苯乙烯颗粒 液体，聚苯乙烯颗粒

试剂数量 1 2

试剂种类 单试剂胶乳 胶乳和辅助试剂

线性范围 5-500ng/mL 50-500ng/mL

检测耗时 2-3min 约10min

精密度 ≤10% ≤10%

准确度 ≤15% 未标明

批间差 ≤10% ≤10%

是否需要配备稀释液 否 是

有效期 12个月 12个月
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图1
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