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本发明涉及特定蛋白检测技术领域，具体地

说是一种提高免疫比浊检测灵敏度和线性的方

法。该提高免疫比浊检测灵敏度和线性的方法是

利用试剂R1、R2及校准品，基于免疫比浊原理利

用透射和散射二合一仪器对同一测试同时获得

透射和散射检测结果的检测方法。
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1.一种提高免疫比浊检测灵敏度和线性的方法，利用试剂R1、R2及校准品，基于免疫比

浊原理利用透射和散射二合一仪器对同一测试同时获得透射和散射检测结果，其特征在

于：

(1)结合同时获得的透射和散射检测结果，利用散射检测结果保证低值区的灵敏度；

(2)结合同时获得的透射和散射检测结果，利用透射检测结果保证中、高值区灵敏度；

(3)通过调整被测对象的样本量以同时满足透射和散射检测需求并同时获得透射和散

射检测结果，更具体地，通过增加常规用于散射检测的样本量或减少常规用于透射检测的

样本量，将被测样本的同一测试同时用于透射和散射检测，结合同时获得的透射和散射检

测结果，通过散射检测结果提高检测灵敏度，通过透射检测结果提高线性。

2.根据权利要求1所述的一种提高免疫比浊检测灵敏度和线性的方法，其特征在于：

(1)被测对象是抗原或抗体，所述被测对象所处的环境是人的体液，包括血清、血浆、尿

液、脑脊液等；

(2)透射检测时，样本中的被测对象与其相对应的抗体或抗原结合后，形成免疫复合

物，通过测定透射吸光度的变化量，根据校准曲线来确定样本中的被测对象的浓度；

(3)散射检测时，样本中的被测对象与其相对应得抗体或抗原结合后，形成免疫复合

物，通过检测散射光强度的变化量，根据校准曲线来确定样本中的被测对象的浓度；

(4)结合对同一个测试同时获得的透射和散射检测结果，根据已设定的规则通过软件

自动进行取舍并报出被测对象的最终浓度。

3.根据权利要求1所述的一种提高免疫比浊检测灵敏度和线性的方法，其特征在于步

骤包括：

步骤一，取适量的被测样本、试剂R1加入反应杯，混匀并孵育10sec-300sec；

步骤二，取适量的试剂R2加入上述混合溶液中，并混合均匀；

步骤三，通过特定蛋白透射和散射二合一仪器在500-800nm处分别读取第一读数点透

射吸光度A1和散射光强度I1；

步骤四，通过特定蛋白透射和散射二合一仪器在500-800nm处分别读取第二读数点透

射吸光度A2和散射光强度I2；

步骤五，分别计算出ΔA＝A2-A1和ΔI＝I2-I1并根据校准曲线分别计算出被测对象透射

和散射检测的结果并根据已设定的规则进行取舍，得出被测对象的最终浓度并报出。
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一种提高免疫比浊检测灵敏度和线性的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及特定蛋白检测技术领域，具体地说是一种提高免疫比浊检测灵敏度和

线性的方法。

背景技术

[0002] 在1959年之前，特定蛋白的检测一直采用经典免疫沉淀法进行检测，该方法存在

测定范围窄、灵敏度低、繁琐费时及不能自动化等缺点。1959年，Schultze等报道了免疫透

射比浊法，一定波长的光线通过抗原-抗体反应混合物时，被其中的免疫复合物反射或者遮

挡、吸收而减弱。在一定范围内，透射光被吸收的量与免疫复合物的量呈正比。这种方法一

般样本用量大，低值区灵敏度低，误差大，但高值测定准确，常用于生化指标的测定，用于特

定蛋白检测时，存在灵敏度偏低的问题。随着科技的发展，在免疫透射比浊法的基础上又出

现了免疫散射比浊法，该方法是利用入射光沿水平轴照射，通过溶液时碰到小颗粒的抗原-

抗体免疫复合物时，导致光线被颗粒吸收或折射，发生偏转，其偏转的角度与入射光的波长

和复合物颗粒大小和多少有关。散射光的强度与复合物的含量成正比，即待测物越多，形成

的复合物越多，散射光就越强。这种方法一般样本用量小，低值灵敏度好，误差小，但线性较

窄，高值样本需反复稀释。

[0003] 在临床上免疫透射比浊主要用于生化检测，免疫散射比浊主要用于特定蛋白检

测。目前，特定蛋白检测在国内已经成为常规检测项目，随着越来越多的特定蛋白被应用于

临床，其检测方法也迅速发展，对特定蛋白即时检测的需求也越来越大。但是目前国内的特

定蛋白分析仪主要以进口为主，国内只有少数厂家具有生产能力，所有检测系统基本以散

射免疫比浊法为主，进口产品对于医院而言存在成本高、负担大的劣势，而国内生产的特定

蛋白分析仪存在对高值样本需反复稀释，增加检测成本等缺陷。表1列举了现有免疫透射和

散射比浊技术在应用中的优缺点。

[0004] 表1现有透射和散射比浊技术的比较

[0005]

[0006] 从上表中可以看出仅仅采用透射免疫比浊法或者散射免疫比浊法都存在一定的

缺陷，但真正能将透射和散射结合，在同一次测定中，同时能获得透射比浊和散射比浊结

果，目前还没有相关仪器，现有技术3虽然实现了将透射比浊和散射比浊组合在一起，但检
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测时只能选择一种方法进行，并不能实现二者同时测定。因此，如何规避仅仅采用透射或者

散射的不足而实现高灵敏度、宽线性范围检测是新的研究热点和方向，研发出一种实用、高

效、简便的检测方法符合市场所需。

发明内容

[0007] 针对上述现有技术的不足之处，本发明提供一种提高免疫比浊检测灵敏度和线性

的方法，它具体有可直接应用于特定蛋白透射和散射比浊二合一仪器，结合对同一测试同

时获得的透射和散射检测结果，根据已设定的规则进行取舍并报出被测对象的最终浓度，

从而保障检测结果的高灵敏度及宽线性，能够避免单独采用透射或者单独采用散射测定存

在的缺陷。

[0008] 一种提高免疫比浊检测灵敏度和线性的方法，利用试剂R1、R2及校准品，基于免疫

比浊原理利用透射和散射二合一仪器对同一测试同时获得透射和散射检测结果，其特征在

于：

[0009] (1)结合同时获得的透射和散射检测结果，利用散射检测结果保证低值区的灵敏

度；

[0010] (2)结合同时获得的透射和散射检测结果，利用透射检测结果保证中、高值区灵敏

度；

[0011] (3)通过调整被测对象的样本量以同时满足透射和散射检测需求并同时获得透射

和散射检测结果，更具体地，通过增加常规用于散射检测的样本量或减少常规用于透射检

测的样本量，将被测样本的同一测试同时用于透射和散射检测，结合同时获得的透射和散

射检测结果，通过散射检测结果提高检测灵敏度，通过透射检测结果提高线性。

[0012] 作为优选的，其检测方法包括：

[0013] (1)被测对象是抗原或抗体，所述被测对象所处的环境是人的体液，包括血清、血

浆、尿液、脑脊液等；

[0014] (2)透射检测时，样本中的被测对象与其相对应的抗体或抗原结合后，形成免疫复

合物，通过测定透射吸光度的变化量，根据校准曲线来确定样本中的被测对象的浓度；

[0015] (3)散射检测时，样本中的被测对象与其相对应得抗体或抗原结合后，形成免疫复

合物，通过检测散射光强度的变化量，根据校准曲线来确定样本中的被测对象的浓度；

[0016] (4)结合对同一个测试同时获得的透射和散射检测结果，根据已设定的规则通过

软件自动进行取舍并报出被测对象的最终浓度。

[0017] 作为优选的，其检测方法包括：

[0018] 步骤一，取适量的被测样本、试剂R1加入反应杯，混匀并孵育10sec-300sec；

[0019] 步骤二，取适量的试剂R2加入上述混合溶液中，并混合均匀；

[0020] 步骤三，通过特定蛋白透射和散射二合一仪器在500-800nm处分别读取第一读数

点透射吸光度A1和散射光强度I1；

[0021] 步骤四，通过特定蛋白透射和散射二合一仪器在500-800nm处分别读取第二读数

点透射吸光度A2和散射光强度I2；

[0022] 步骤五，分别计算出ΔA＝A2-A1和ΔI＝I2-I1并根据校准曲线分别计算出被测对

象透射和散射检测的结果并根据已设定的规则进行取舍，得出被测对象的最终浓度并报
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出。

[0023] 本发明所带来的有益效果是：

[0024] 本发明提供了一种提高免疫比浊检测灵敏度和线性的方法，其优点在于利用特定

蛋白透射和散射比浊二合一仪器，对同一测试同时获得透射和散射的检测结果，结合同时

获得的透射和散射检测结果，根据已设定的规则通过软件自动进行取舍并报出被测对象的

最终浓度，利用散射检测结果保证低值区的灵敏度，利用透射检测结果保证中、高值区灵敏

度，从而提高检测灵敏度和线性，满足临床上对高灵敏度、宽线性的检测需求。

附图说明

[0025] 下面结合附图和实施例对本发明进一步说明：

[0026] 图1是本发明的一种提高免疫比浊检测灵敏度和线性的方法的操作步骤示意图；

[0027] 图2-1-1是本发明658nm波长散射光下不同浓度CRP光强度变化；

[0028] 图2-1-2是本发明658nm波长透射光下不同浓度CRP吸光度变化；

[0029] 图2-1-3是本发明的CRP的线性范围测定；

[0030] 图2-1-4本发明CRP检测方法与国内某知名品牌比对试剂/检测方法相关性；

[0031] 图2-2-1是本发明658nm波长散射光下不同浓度SAA光强度变化；

[0032] 图2-2-2是本发明658nm波长透射光下不同浓度SAA吸光度变化；

[0033] 图2-2-3是本发明的SAA的线性范围测定；

[0034] 图2-2-4是本发明SAA检测方法与国际某知名品牌比对试剂/检测方法相关性；

具体实施方式

[0035] 下面结合实施例对本发明作进一步的详述：

[0036] 为使本发明实现的技术手段、创作特征、达成目的与功效易于明白了解，下面结合

具体实施方式，进一步阐述本发明。

[0037] 实施例1

[0038] 一种提高免疫比浊检测灵敏度和线性的方法，利用试剂R1、R2及校准品，基于免疫

比浊原理利用透射和散射二合一仪器对同一测试同时获得透射和散射检测结果。

[0039] 具体而言，该一种提高免疫比浊检测灵敏度和线性的方法包括：

[0040] (1)结合同时获得的透射和散射检测结果，利用散射检测结果保证低值区的灵敏

度；

[0041] (2)结合同时获得的透射和散射检测结果，利用透射检测结果保证中、高值区灵敏

度；

[0042] (3)通过调整被测对象的样本量以同时满足透射和散射检测需求并同时获得透射

和散射检测结果，更具体地，通过增加常规用于散射检测的样本量或减少常规用于透射检

测的样本量，将被测样本的同一测试同时用于透射和散射检测，结合同时获得的透射和散

射检测结果，通过散射检测结果提高检测灵敏度，通过透射检测结果提高线性。

[0043] 其中：

[0044] (1)被测对象是抗原或抗体，所述被测对象所处的环境是人的体液，包括血清、血

浆、尿液、脑脊液等；
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[0045] (2)透射检测时，样本中的被测对象与其相对应的抗体或抗原结合后，形成免疫复

合物，通过测定透射吸光度的变化量，根据校准曲线来确定样本中的被测对象的浓度；

[0046] (3)散射检测时，样本中的被测对象与其相对应得抗体或抗原结合后，形成免疫复

合物，通过检测散射光强度的变化量，根据校准曲线来确定样本中的被测对象的浓度；

[0047] (4)结合对同一个测试同时获得的透射和散射检测结果，根据已设定的规则通过

软件自动进行取舍并报出被测对象的最终浓度。

[0048] 更具体地：

[0049] 步骤一，取适量的被测样本、试剂R1加入反应杯，混匀并孵育10sec-300sec；

[0050] 步骤二，取适量的试剂R2加入上述混合溶液中，并混合均匀；

[0051] 步骤三，通过特定蛋白透射和散射二合一仪器在500-800nm处分别读取第一读数

点透射吸光度A1和散射光强度I1；

[0052] 步骤四，通过特定蛋白透射和散射二合一仪器在500-800nm处分别读取第二读数

点透射吸光度A2和散射光强度I2；

[0053] 步骤五，分别计算出ΔA＝A2-A1和ΔI＝I2-I1并根据校准曲线分别计算出被测对

象透射和散射检测的结果并根据已设定的规则进行取舍，得出被测对象的最终浓度并报

出。

[0054] 下面分别以C-反应蛋白、血清淀粉样蛋白A作为被测对象为例，进行更详细的说

明。

[0055] 实施例2-1

[0056] 见图1所示，一种提高C-反应蛋白免疫比浊检测灵敏度和线性的检测方法，利用C-

反应蛋白检测试剂R1、R2及校准品，进行C-反应蛋白检测的方法为：

[0057] 所用检测仪器为：特定蛋白透射和散射二合一仪器

[0058] 分析方法：两点终点法。

[0059] 反应方向为：上升反应；

[0060] 校准方式为：Spline；

[0061] 测定波长：透射(658nm)、散射(658nm)；

[0062] 测定温度：37℃；

[0063] 样本：试剂R1：试剂R2＝0.25μL:180μL:100μL；

[0064] 方法步骤：

[0065] 步骤一，取0.25μL样本和180μL试剂R1加入反应杯，混匀并孵育3min；

[0066] 步骤二，取100μL试剂R2加入上述混合溶液中，并混合均匀；

[0067] 步骤三，通过特定蛋白透射和散射二合一仪器在658nm处分别读取第一读数点透

射吸光度A1和散射光强度I1；

[0068] 步骤四，通过特定蛋白透射和散射二合一仪器在658nm处分别读取第二读数点透

射吸光度A2和散射光强度I2；

[0069] 步骤五，通过软件分别计算出ΔA＝A2-A1和ΔI＝I2-I1并根据校准曲线分别计算

出被测对象透射和散射检测的结果并根据已设定的规则进行取舍，得出C-反应蛋白的最终

浓度并报出。

[0070] 在658nm波长散射光下，不同浓度CRP光强度变化如图2-1-1；在658nm波长透射光
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下，不同浓度CRP吸光度变化如图2-1-2。当CRP浓度≤50mg/L时，取散射检测结果，当CRP浓

度＞50mg/L取透射检测结果。

[0071] 对C-反应蛋白试剂线性范围测定：用CRP校准品配制成高浓度样本，用生理盐水按

常规比例分别进行倍比稀释，使用实施例2-1中CRP试剂R1、R2重复测定每个样本3次，计算

均值，求出回归方程，并通过回归方程计算出理论值，所得结果详见图2-1-3。从结果可以得

出，C-反应蛋白试剂线性范围为0.5-500mg/L，检测灵敏度高且线性宽，满足临床高灵敏度、

宽线性的检测需求。

[0072] 将本发明CRP检测方法与国内某知名品牌比对试剂检测方法进行相关性试验，对

100例血清样本进行测定，对测定值进行相关性分析，结果如图2-1-4，本发明CRP检测方法

与国内某知名品牌比对试剂检测方法相关系数R2＝0.9988，表明本发明检测方法与国内某

知名品牌比对试剂检测方法具有良好的相关性。

[0073] 实施例2-2

[0074] 见图1所示，一种提高血清淀粉样蛋白A免疫比浊检测灵敏度和线性的方法，利用

血清淀粉样蛋白A检测试剂R1、R2及校准品，进行血清淀粉样蛋白A检测的方法为：

[0075] 所用检测仪器为：特定蛋白透射和散射二合一仪器

[0076] 分析方法：两点终点法。

[0077] 反应方向为：上升反应；

[0078] 校准方式为：Spline；

[0079] 测定波长：透射(658nm)、散射(658nm)；

[0080] 测定温度：37℃；

[0081] 样本：试剂R1：试剂R2＝0.25μL:120μL:100μL；

[0082] 方法步骤：

[0083] 步骤一，取0.25μL样本和120μL试剂R1加入反应杯，混匀并孵育3min；

[0084] 步骤二，取100μL试剂R2加入上述混合溶液中，并混合均匀；

[0085] 步骤三，通过特定蛋白透射和散射二合一仪器在658nm处分别读取第一读数点透

射吸光度A1和散射光强度I1；

[0086] 步骤四，通过特定蛋白透射和散射二合一仪器在658nm处分别读取第二读数点透

射吸光度A2和散射光强度I2；

[0087] 步骤五，通过软件分别计算出ΔA＝A2-A1和ΔI＝I2-I1并根据校准曲线分别计算

出被测对象透射和散射检测浓度并并根据已设定的规则进行取舍，得出血清淀粉样蛋白A

的最终浓度并报出。

[0088] 在658nm波长散射光下，不同浓度SAA光强度变化如图2-2-1；在658nm波长透射光

下，不同浓度SAA吸光度变化如图2-2-2。当SAA浓度≤100mg/L时，取散射检测结果，当SAA浓

度＞100mg/L取透射检测结果。

[0089] 对血清淀粉样蛋白A试剂线性范围测定：用SAA校准品配制成高浓度样本，用生理

盐水按常规比例分别进行倍比稀释，使用实施例2-2中SAA试剂R1、R2重复测定每个样本3

次，计算均值，求出回归方程，并通过回归方程计算出理论值，所得结果详见图2-2-3。从结

果可以得出，血清淀粉样蛋白A试剂线性范围为3.0-600mg/L，检测灵敏度高且线性宽，满足

临床高灵敏度、宽线性的检测需求。
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[0090] 本发明SAA检测方法与国际某知名品牌比对试剂检测方法进行相关性试验，对100

例血清样本进行测定，对测定值进行相关性分析，结果如图2-2-4，本发明SAA检测方法与国

际某知名品牌比对试剂检测方法相关系数R2＝0.9986，表明本发明检测方法与国际某知名

品牌比对试剂检测方法具有良好的相关性。

[0091] 以上显示和描述了本发明的基本原理和主要特征和本发明的优点，对于本领域技

术人员而言，显然本发明不限于上述示范性实施例的细节。

[0092] 发明的精神或基本特征的情况下，能够以其他的具体形式实现本发明。因此，无论

从哪一点来看，均应将实施例看作是示范性的，而且是非限制性的，本发明的范围由所附权

利要求而不是上述说明限定，因此旨在将落在权利要求的等同要件的含义和范围内的所有

变化囊括在本发明内。

[0093] 此外，应当理解，虽然本说明书按照实施方式加以描述，但并非每个实施方式仅包

含一个独立的技术方案，说明书的这种叙述方式仅仅是为清楚起见，本领域技术人员应当

将说明书作为一个整体，各实施例中的技术方案也可以经适当组合，形成本领域技术人员

可以理解的其他实施方式。
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图1

图2-1-1

图2-1-2
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图2-1-3

图2-1-4
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图2-2-1

图2-2-2
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图2-2-3

图2-2-4
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