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(57)摘要

本发明公开了一种荧光免疫分析仪校准卡

及其制备方法，所述校准卡的底层为支撑板，该

支撑板上固定有荧光带和质控带，所述荧光带和

质控带均含有荧光组合物，所述荧光组合物包括

多孔树脂、填充剂、硅烷偶联剂和LED荧光粉。该

校准卡上的荧光物质可满足多个波段荧光分析

仪的校准，在连续经过40次激发后，荧光信号仍

能保持稳定的荧光值，变异系数CV小于等于

0.5％，可以长期保存12月以上，稳定性好，灵敏

度高，极大的延长了保存时间，提高了检测效率

和结果的可靠性，扩大了应用范围，从而解决了

荧光物质不稳定和激发波长单一的问题。在荧光

分析仪的出厂检及其在使用过程中的质量控制

上具有潜在推广应用价值。
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1.一种荧光免疫分析仪校准卡，其特征在于，所述校准卡的底层为支撑板，该支撑板上

固定有荧光带和质控带，所述荧光带和质控带均含有荧光组合物，所述荧光组合物包括多

孔树脂、填充剂、纳米级硅烷偶联剂和LED荧光粉。

2.根据权利要求1所述荧光免疫分析仪校准卡，其特征在于，所述支撑板为PVC、ABS、

PVDF、PP和硅胶中的一种或多种材料制备而成。

3.根据权利要求1所述荧光免疫分析仪校准卡，其特征在于，所述多孔树脂为聚氨酯橡

胶、聚氯乙烯树脂、聚丙烯酸树脂和环氧树脂中的一种或多种。

4.根据权利要求1所述荧光免疫分析仪校准卡，其特征在于，所述纳米级硅烷偶联剂为

3-氯丙基三甲氧基硅烷、丁二烯基苯基二甲氧基硅烷和对氨苯基二甲氧基氯硅烷中的一种

或多种。

5.根据权利要求1所述荧光免疫分析仪校准卡，其特征在于，所述LED荧光粉为红色LED

荧光粉或/和黄色LED荧光粉。

6.根据权利要求1所述荧光免疫分析仪校准卡，其特征在于，所述填充剂为气相二氧化

硅、二氧化硅和氧化铝中的一种或多种。

7.根据权利要求1所述荧光免疫分析仪校准卡，其特征在于，所述多孔树脂、纳米级硅

烷偶联剂与LED荧光粉和填充剂总量的质量比为7～9:0.5～2:0.05～0.6。

8.根据权利要求1所述荧光免疫分析仪校准卡，其特征在于，所述LED荧光粉占荧光组

合物总量的0.01％～4％。

9.如权利要求1～8任一项所述荧光免疫分析仪校准卡的制备方法，其特征在于，具体

包括以下步骤：

1)将多孔树脂、填充剂和LED荧光粉在搅拌机中搅拌混匀，然后在60℃下缓慢滴加溶于

丙酮的纳米级硅烷偶联剂，继续搅拌反应5～30min后，冰水浴2～5min，即可形成均匀稳定

的多孔树脂-LED荧光粉多晶胶体；

2)使用划膜仪将步骤1)得到的多孔树脂-LED荧光粉多晶胶体分别在支撑板上划线形

成均匀的荧光带和质控带，自然干燥后，备用；

3)使用切条机将干燥后的支撑板切成合适宽度的荧光卡条，并将荧光卡条嵌入塑料卡

壳或粘贴于塑料卡壳之上。

10.如权利要求1～8任一项所述荧光免疫分析仪校准卡的检测方法，其特征在于：包括

以下步骤：

S1：以荧光物质浓度为横坐标，荧光面积为纵坐标，绘制标准曲线；

S2：将校准卡放入待检测荧光分析仪器的检测窗口，计算得到的荧光带的荧光面积和

质控带的荧光面积的比值，即得到测试值，然后将所述测试值与标准曲线中相应荧光物质

浓度下得到标准值进行比较；

S3：设定相对偏差N，若测试值与标准值的相对偏差结果小于N，则仪器测定结果是可靠

的，能正常使用；若测试值与标准值的相对偏差结果大于N，则仪器的测定结果可靠性低，不

能正常使用；其中，0<N≤5％。
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一种荧光免疫分析仪校准卡及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及仪器校准技术领域，特别的涉及一种荧光免疫分析仪校准卡及其制备

方法。

背景技术

[0002] 由于荧光灵敏度高，检测范围较宽，广泛应用于医学检验领域，可以使用荧光物质

对待测物质进行标记，可对待测物质进行定量分析，尤其对生物样本中低浓度或痕量物质

进行分析。然而，正是由于荧光分析仪的高灵敏度和较宽的检测范围，导致其在使用的过程

中常常会受到诸如传感器稳定性、电子元件寿命以及外部环境(温度、湿度或噪音)等因素

的影响，其结果在一定程度上出现较大的波动，进而干扰测试结果。因此在使用荧光分析仪

器之前对其进行质检具有重要意义。

[0003] 目前荧光分析仪面临校准测量方法无法标准化。用于生物标记的荧光物质多采用

FITC、藻红蛋白和量子点等荧光素，首先，这些荧光素经多次激发后，荧光信号不稳定，容易

出现荧光漂白，而导致荧光信号衰减；其次，激发出荧光波长单一，不同接收波长的仪器需

要寻找不同波长，操作繁琐。如专利CN  104614357  A公开了一种荧光标准卡的制备方法，制

备该标准卡的荧光物质采用的是白色色酚N-(5-氯-2-甲氧基苯基)-3-羟基-2-萘甲酰胺和

Ba3MgSi2O8：Eu2+，Mn2+，并使用NaOH对着两种荧光物质进行溶解，白色色酚在氢氧化钠溶液

中形成色酚钠盐，但其在溶液中极易水解，在空气中容易被氧化，因此在制备过程中影响因

素较大。专利CN107037215A公开了一种荧光免疫层析仪器质控检测卡，将荧光微球溶液划

在硝酸纤维膜上，但由于硝酸纤维素膜稳定性不好，导致不易长期保存，且制备过程较繁

琐。

发明内容

[0004] 针对上述现有技术的不足，本发明的目的在于提供一种荧光免疫分析仪校准卡

(质控卡)及其制备方法，解决现有荧光标准卡存在荧光物质稳定性差、荧光激发波长单一

和操作繁琐等问题。

[0005] 为了解决上述技术问题，本发明采用了如下的技术方案：一种荧光免疫分析仪校

准卡，所述校准卡的底层为支撑板，该支撑板上固定有荧光带和质控带，所述荧光带和质控

带均含有荧光组合物，所述荧光组合物包括多孔树脂、填充剂、(纳米级)硅烷偶联剂和LED

荧光粉。

[0006] 这样，纳米级硅烷偶联剂能与多孔型树脂形成致密的三维网状晶体结构，且LED荧

光粉中的氧原子与多孔型树脂中的多酚刚性结构形成较强的相互作用力，使得LED荧光粉

呈现有序排列的晶体，能保证激发光和发射光的路径保持长期一致性，大大的提高了荧光

灵敏度和稳定性，延长保存期限。

[0007] 进一步，所述支撑板为PVC、ABS、PVDF、PP和硅胶中的一种或多种材料制成。

[0008] 进一步，所述多孔树脂为聚氨酯橡胶、聚氯乙烯树脂、聚丙烯酸树脂和环氧树脂中
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的一种或多种。

[0009] 进一步，所述纳米级硅烷偶联剂为3-氯丙基三甲氧基硅烷、丁二烯基苯基二甲氧

基硅烷和对氨苯基二甲氧基氯硅烷中的一种或多种。

[0010] 进一步，所述LED荧光粉为红色LED荧光粉或/和黄色LED荧光粉。

[0011] 优选的，红色LED荧光粉为掺杂Sm和Eu的氮化物，包含但不限于SmOSi2O2N2:Yb,/

Eu、NaGd(WO4)2:Eu ,Sm和SrIn2O4∶Eu3+ ,Sm3+，其中红色LED荧光粉的最大发射波长范围为

590nm～650nm。

[0012] 优选的，所述黄色LED荧光粉为掺杂Sr和Eu的氮化物，包含但不限于Sr7AlLi(PO4)

7Eu2,Ce(3+)和Sr3SiO5:Eu2+，其中黄色LED荧光粉的最大发射波长范围为530nm～590nm。

[0013] 这样，红色LED荧光粉和黄色LED荧光粉，能包含荧光分析仪多个波段荧光信号的

校准，使该标准卡适用于不同的荧光免疫分析仪。

[0014] 所述多孔树脂、纳米级硅烷偶联剂与LED荧光粉和填充剂的总量的质量比为7～9:

0.5～2:0.05～0.6。

[0015] 进一步，所述填充剂为气相二氧化硅、二氧化硅和氧化铝中的一种或多种。

[0016] 这样，上述填充剂能使LED荧光粉分均匀地分散在多孔树脂孔隙中，在纳米级硅烷

偶联剂的催化下充分与多孔树脂反应。

[0017] 所述LED荧光粉占荧光组合物总量的0.01％～4％。

[0018] 上述荧光免疫分析仪校准卡的制备方法，其具体包括以下步骤：

[0019] 1)将多孔树脂、填充剂和LED荧光粉在搅拌机中搅拌混匀，然后在60℃下缓慢滴加

溶于丙酮的纳米级硅烷偶联剂，继续搅拌反应5～30min后，冰水浴2～5min，即可形成均匀

稳定的多孔树脂-LED荧光粉多晶胶体；

[0020] 2)使用划膜仪将步骤1)得到的多孔树脂-LED荧光粉多晶胶体分别在支撑板上划

线形成均匀的荧光带和质控带，自然干燥后，备用；

[0021] 3)使用切条机将干燥后的支撑板切成合适宽度的荧光卡条，并将荧光卡条嵌入塑

料卡壳或粘贴于塑料卡壳之上。

[0022] 上述荧光免疫分析仪校准卡的检测方法，包括以下步骤：

[0023] S1：以荧光物质浓度为横坐标，荧光面积为纵坐标，绘制标准曲线；所述荧光物质

浓度为LED荧光粉的质量与荧光组合物总质量的比；

[0024] S2：将校准卡放入待检测荧光分析仪器的检测窗口，计算得到的荧光带的荧光面

积和质控带的荧光面积的比值，即得到测试值，然后将所述测试值与标准曲线中相应荧光

物质浓度下得到标准值进行比较；

[0025] S3：设定相对偏差N，若测试值与标准值的相对偏差结果小于N，则仪器测定结果是

可靠的，能正常使用；若测试值与标准值的相对偏差结果大于N，则仪器的测定结果可靠性

低，不能正常使用；其中，0<N≤5％。

[0026] 相比现有技术，本发明具有如下有益效果：

[0027] 1、本发明制备的荧光分析仪校准卡，该校准卡上的荧光组合物之间协同配伍，可

满足多个波段荧光分析仪的校准，在连续经过40次激发后，荧光信号仍能保持稳定的荧光

值，变异系数CV小于等于0.5％，可以长期保存12月之久，稳定性好，灵敏度高，极大的延长

了保存时间，提高了检测效率和结果的可靠性，扩大了应用范围，从而解决了荧光物质不稳
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定和激发波长单一的问题。在荧光分析仪的出厂检及其在使用过程中的质量控制上具有潜

在推广应用价值。

[0028] 2、本发明荧光分析仪校准卡的制备方法，操作简单，检测速度快，原材料来源广泛

易获得、成本低廉，易于实现大规模的工业化生产，为制备高稳定和多波段的校准卡提供了

新的理论指导和技术支持，具有良好的经济效益。

附图说明

[0029] 图1为荧光分析仪校准卡的结构示意图。

具体实施方式

[0030] 下面结合实施例对本发明作进一步的详细说明。实施例中所述的实验方法无特别

说明，即按常规方法操作。

[0031] 一、荧光免疫分析仪校准卡

[0032] 如图1所示，所述校准卡的底层为支撑板3，该支撑板3上固定有荧光带(T线)1和质

控带(C线)2，并嵌入塑料卡壳4内。

[0033] 二、荧光免疫分析仪校准卡的制备方法

[0034] 1、样品的配制

[0035] 将多孔树脂、填充剂和LED荧光粉在搅拌机中搅拌混匀，60℃下缓慢滴加丙酮溶解

纳米级硅烷偶联剂，继续搅拌反应5min后，冰水浴2min，形成不同LED荧光粉含量的多孔树

脂-LED荧光粉多晶胶体备用。其中，各样品中的荧光组合物如表1所示。

[0036] 表1各个样品主要成分含量
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[0037]

[0038] 2、划线固定

[0039] 调节划膜仪X、Y、Z轴划线参数，Z轴为70mm，X轴为50mm，Y轴移动距离为250mm，Y轴

移动速度为50mm/s，压力为0.2MPa，将样品4制备的多孔树脂-LED荧光粉多晶胶体注入样品

管中，打开气泵和启动按钮，再将PVC板放置在划膜仪平台上，启动划膜按钮，得到质控带即

C线；然后调节划膜仪X、Y、Z轴划线参数，Z轴位置设置为70mm，X轴位置设置为55mm，Y轴移动

距离为250mm，Y轴移动速度为50mm/s，压力为0.2MPa，将样品1制备的多孔树脂-LED荧光粉

多晶胶体注入样品管中，启动划膜按钮，在同一PVC板上划线得到荧光带即T线；其中，荧光

带和质控带的线宽为1mm，荧光带和质控带相距5mm。待自然干燥后，得到荧光免疫分析仪校

准卡Ⅰ，备用；

[0040] 调节划膜仪X、Y、Z轴划线参数，Z轴为70mm，X轴为50mm，Y轴移动距离为250mm，Y轴

移动速度为50mm/s，压力为0.2MPa，将样品4制备的多孔树脂-LED荧光粉多晶胶体注入样品

管中，打开气泵和启动按钮，再将PVC板放置在划膜仪平台上，启动划膜按钮，得到质控带即

C线；然后调节划膜仪X、Y、Z轴划线参数，Z轴位置设置为70mm，X轴位置设置为55mm，Y轴移动

距离为250mm，Y轴移动速度为50mm/s，压力为0.2MPa，将样品2制备的多孔树脂-LED荧光粉

多晶胶体注入样品管中，启动划膜按钮，在同一PVC板上划线得到荧光带即T线，其中，荧光

带和质控带的线宽为1mm，荧光带和质控带相距5mm；待自然干燥后，得到荧光免疫分析仪校

准卡Ⅱ，备用；

[0041] 调节划膜仪X、Y、Z轴划线参数，Z轴为70mm，X轴为50mm，Y轴移动距离为250mm，Y轴

移动速度为50mm/s，压力为0.2MPa，将样品4制备的多孔树脂-LED荧光粉多晶胶体注入样品
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管中，打开气泵和启动按钮，再将PVC板放置在划膜仪平台上，启动划膜按钮，得到质控带即

C线；然后调节划膜仪X、Y、Z轴划线参数，Z轴位置设置为70mm，X轴位置设置为55mm，Y轴移动

距离为250mm，Y轴移动速度为50mm/s，压力为0.2MPa，将样品3制备的多孔树脂-LED荧光粉

多晶胶体注入样品管中，启动划膜按钮，在同一PVC板上划线得到荧光带即T线，其中，荧光

带和质控带的线宽为1mm，荧光带和质控带相距5mm；待自然干燥后，得到荧光免疫分析仪校

准卡Ⅲ，备用；

[0042] 调节划膜仪X、Y、Z轴划线参数，Z轴为70mm，X轴为50mm，Y轴移动距离为250mm，Y轴

移动速度为50mm/s，压力为0.2MPa，将样品4的多孔树脂-LED荧光粉多晶胶体注入样品管

中，打开气泵和启动按钮，再将PVC板放置在划膜仪平台上，启动划膜按钮，得到的质控带即

C线；然后调节划膜仪X、Y、Z轴划线参数，Z轴位置设置为70mm，X轴位置设置为55mm，Y轴移动

距离为250mm，Y轴移动速度为50mm/s，压力为0.2MPa，将样品4制备的多孔树脂-LED荧光粉

多晶胶体注入样品管中，启动划膜按钮，在同一PVC板上划线得到荧光带即T线其中，荧光带

和质控带的线宽为1mm，荧光带和质控带相距5mm；待自然干燥后，得到荧光免疫分析仪校准

卡Ⅳ，备用；

[0043] 调节划膜仪X、Y、Z轴划线参数，Z轴为70mm，X轴为50mm，Y轴移动距离为250mm，Y轴

移动速度为50mm/s，压力为0.2MPa，将样品4制备的多孔树脂-LED荧光粉多晶胶体注入样品

管中，打开气泵和启动按钮，再将PVC板放置在划膜仪平台上，启动划膜按钮，得到质控带即

C线；然后调节划膜仪X、Y、Z轴划线参数，Z轴位置设置为70mm，X轴位置设置为55mm，Y轴移动

距离为250mm，Y轴移动速度为50mm/s，压力为0.2MPa，将样品5制备的多孔树脂-LED荧光粉

多晶胶体注入样品管中，启动划膜按钮，在同一PVC板上划线得到荧光带即T线，其中，荧光

带和质控带的线宽为1mm，荧光带和质控带相距5mm；待自然干燥后，得到荧光免疫分析仪校

准卡Ⅴ，备用；

[0044] 3、切条与保存

[0045] 将上述荧光免疫分析仪校准卡依次放入切条机中，按开始按钮进行切条，得到宽

度为4mm卡条，再将卡条放入塑料卡壳内，压壳后可用于检测，压壳检测后的卡条放入铝箔

袋中密封保存。

[0046] 4、检测

[0047] 将校准卡依次放入荧光分析仪中进行检测，依次计算每条校准卡QT与QC的比值，再

对同一荧光校准卡连续测试40次得到校准卡的稳定性数据，结果如表2所示。

[0048]

[0049] 表2荧光校准卡的相对偏差与荧光稳定性测试结果
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[0050]

[0051] 由表2可以得出，检测值与标准值的相对偏差均在5％以下，表明所检测荧光仪器

测定结果是可靠的，该仪器可以正常使用。对制备的不同校准卡分别进行40次重复试验，得

到的测试值与第一次的测试值的相对偏差均值小于0.5％，且最大相对偏差均小于等于

0.5％，表明该校准卡测试的荧光信号是稳定的，并且无荧光漂白现象。

[0052] 将制备好的标准卡置于铝箔袋中37℃条件下密封保存，在第4月、6月、8月和12月

分别取出4条标准卡，分别检测2个正常荧光仪器和2份非正常荧光仪器，用于检测标准卡的

稳定性。试验中，所有测试值与标准值相对偏差均小于5％，结果表明该标准卡在常温条件

下的有效保存期至少为12个月，荧光组合物的稳定性高。

[0053] 以上所述仅为本发明的较佳实施例而已，并不以本发明为限制，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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