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(57)摘要

本发明公开了一种抗原稳定剂及其制备方

法与应用。它包括如下重量份的组分：Tris-HCl

缓冲液100份；牛血清白蛋白1～5份；甘油1～10

份；甘露醇1～10份；β-巯基乙醇0.1～0.5份；

Proclin-300 0.01～1份。本发明具有能够稳定

蛋白，能抑制蛋白的氧化，以及防腐作用；同时避

免了生物源性的污染，还降低了成本。
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1.一种抗原稳定剂，它由如下重量份的组分组成：

Tris-HCl缓冲液100份；

牛血清白蛋白1～5份；

甘油1～10份；

甘露醇1～10份；

β-巯基乙醇0.1～0.5份；

Proclin-300  0.01～1份；

所述Tris-HCl缓冲液的pH值为8.0。

2.根据权利要求1所述的抗原稳定剂，其特征在于：所述Tris-HCl缓冲液的摩尔浓度为

10～100mM。

3.权利要求1或2所述的抗原稳定剂的制备方法，包括如下步骤：将所述Tris-HCl缓冲

液、所述牛血清白蛋白、所述甘油、所述甘露醇、所述β-巯基乙醇和所述Proclin-300混合，

即得到所述抗原稳定剂。

4.根据权利要求3所述的制备方法，其特征在于：所述Tris-HCl缓冲液按照如下方法制

备：将三羟甲基氨基甲烷溶液用盐酸调节其pH值制得。

5.根据权利要求4所述的制备方法，其特征在于：所述三羟甲基氨基甲烷溶液为三羟甲

基氨基甲烷溶于水的溶液。

6.权利要求1或2所述的抗原稳定剂在作为酶联免疫体外诊断试剂的抗原稀释液中的

应用。
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一种抗原稳定剂及其制备方法与应用

技术领域

[0001] 本发明涉及一种抗原稳定剂及其制备方法与应用，属于生物技术体外诊断试剂领

域。

背景技术

[0002] 在体外诊断试剂中，酶联免疫诊断试剂因为高灵敏度和准确性受到研究人员和医

护人员的认可，在临床诊断中的应用越来越广泛，促使酶联免疫体外诊断试剂的迅速发展。

但是，由于灵敏度的要求，酶联免疫诊断试剂中的抗原往往需要被稀释至很低的浓度，比如

小于100ng/ml。在很低的浓度下，大部分抗原的稳定性都会受到影响，发生活性降低或者保

持期限缩短的情况，影响了体外诊断试剂盒的稳定性。单一的缓冲液很难使抗原在低浓度

下保持稳定，有些制造商加入动物血清来保持抗原稳定，这增加了安全风险，且不易保持批

间的一致性。

发明内容

[0003] 本发明的目的是提供一种抗原稳定剂及其制备方法与应用，本发明具有能够稳定

蛋白，能抑制蛋白的氧化，以及防腐作用；同时避免了生物源性的污染，还低了成本。

[0004] 本发明提供的抗原稳定剂，它包括如下重量份的组分：

[0005] Tris-HCl缓冲液100份；

[0006] 牛血清白蛋白1～5份；

[0007] 甘油1～10份；

[0008] 甘露醇1～10份；

[0009] β-巯基乙醇0.1～0.5份；

[0010] Proclin-300  0.01～1份。

[0011] 本发明中，所述牛血清白蛋白又简称为BSA。

[0012] 本发明中，所述抗原稳定剂具体可包括如下重量份的组分：

[0013] Tris-HCl缓冲液100份，分别加入BSA  2 .5份，甘油5份，甘露醇5份，β-巯基乙醇

0.25份，Proclin-300  0.05份。

[0014] 上述的抗原稳定剂中，所述Tris-HCl缓冲液的摩尔浓度可为10～100mM，具体可为

50mM、10～100mM、10～100mM或10～100mM；

[0015] 所述Tris-HCl缓冲液的pH值为8.0。

[0016] 本发明还提供了上述的抗原稳定剂的制备方法，包括如下步骤：将所述Tris-HCl

缓冲液、所述牛血清白蛋白、所述甘油、所述甘露醇、所述β-巯基乙醇和所述Proclin-300混

合，即得到所述抗原稳定剂。

[0017] 上述的抗原稳定剂中，所述Tris-HCl缓冲液按照如下方法制备：将三羟甲基氨基

甲烷溶液用盐酸调节其pH值制得。

[0018] 上述的抗原稳定剂中，所述三羟甲基氨基甲烷溶液为三羟甲基氨基甲烷溶于水的
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溶液。

[0019] 本发明所述抗原稳定剂应用于作为酶联免疫体外诊断试剂的抗原稀释液。

[0020] 本发明具有以下优点：

[0021] 本发明能够稳定蛋白，能抑制蛋白的氧化，以及具有不影响抗原抗体结合反应防

腐作用；同时没有使用动物血清，避免了生物源性的污染，也降低了成本，适合用于酶联免

疫体外诊断试剂，本发明能够使抗原在较低浓度(小于100ng/ml)下长期保持稳定。

具体实施方式

[0022] 下述实施例中所使用的实验方法如无特殊说明，均为常规方法。

[0023] 下述实施例中所用的材料、试剂等，如无特殊说明，均可从商业途径得到。

[0024] 下述实施例中，BSA商购于北京拜尔迪生物技术有限公司，原厂品牌Amersco，产品

目录号为0332；

[0025] Proclin-300商购于厦门市裕泰康进出口有限公司，原厂品牌sigma，产品目录号

48918-U；

[0026] 甘油商购于国药集团化学试剂北京有限公司，原厂品牌国药，产品目录号

10010618；

[0027] 甘露醇商购于北京拜尔迪生物技术有限公司，原厂品牌sigma，产品目录号m4125；

[0028] Tris商购于北京经科宏达生物技术有限公司，原厂品牌Amersco，产品目录号为

0497；

[0029] β-巯基乙醇商购于北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司，原厂品牌genview，产品

目录号为gm195；

[0030] 下述实施例中所描述的份数均为重量份。

[0031] 实施例1、抗原稳定剂的制备与应用

[0032] 1)称取三羟甲基氨基甲烷0.6份溶于100份纯化水中，配成溶液A，用盐酸调节溶液

A的pH至8.0，得到摩尔浓度为50mM  Tris-HCl缓冲液。

[0033] 2)取步骤1)制备得到的Tris-HCl缓冲液100份，分别加入BSA  2.5份，甘油5份，甘

露醇5份，β-巯基乙醇0.25份，Proclin-300  0.05份，搅拌均匀，即得到抗原稳定剂。

[0034] 采用双抗体夹心法检测血清中CRP的含量，具体步骤如下：

[0035] 1、包被CRP(C反应蛋白)抗体，1mg/L，100μl/孔，4℃包被过夜(包被液为碳酸钠

0.159份、碳酸氢钠0.293份溶于100份纯化水中)；

[0036] 2、甩干包被液，用封闭液封闭，200μl/孔，37℃，2小时；

[0037] 3、甩干封闭液(封闭液为磷酸二氢钾0.02份，十二水合磷酸氢二钠0.29份，氯化钠

0.8份，氯化钾0.02份，Tween-20  0.05份，牛血清白蛋白1份，加蒸馏水至100份)；

[0038] 4、用本发明抗原稳定剂和普通单一缓冲液分别配制浓度为0、3ng/ml、6ng/ml、

12.5ng/ml、25ng/ml、50ng/ml、100ng/ml的CRP系列标准品；

[0039] 5、将4中两种溶液分别配制的不同浓度CRP系列标准品分别放置于4℃1天、4℃3

天、4℃7天后取出待用；37℃1天、37℃3天、37℃7天后取出待用；

[0040] 6、在酶标板孔中依次加入5种不同条件放置的两种溶液分别配制的不同浓度CRP

系列标准品，100μl/孔；
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[0041] 7、在加入标准品的酶标孔中依次再加入CRP酶标抗体，100μl/孔，混合均匀后，室

温(25℃)反应60分钟。

[0042] 8、洗板，排干，加入底物(A液：柠檬酸1.92份，加蒸馏水100份。B液Na2HPO4·12H2O 

7.17份，加蒸馏水100份。临用前取A液4.86份与B液5.14份混合，加入邻苯二胺OPD  4mg，待

充分溶解后加入30％(V/V)的H2O2  50ul，即成底物应用液。)，避光室温(25℃)显示10分钟；

[0043] 9、加入终止液(2mol/L  H2SO4)，50μl/孔，酶标仪读数，检测波长405nm，参比波长

630nm。检测波长405nm时，酶标仪读数如下表1所示。检测波长630nm时，酶标仪读数如下表2

所示。

[0044] 由表1和表2结果可知，本发明能够使抗原在较低浓度(小于100ng/ml)下长期保持

稳定，本发明能够稳定蛋白，能抑制蛋白的氧化，以及具有不影响抗原抗体结合反应防腐作

用；同时没有使用动物血清，避免了生物源性的污染，也降低了成本，适合用于酶联免疫体

外诊断试剂，本发明

[0045] 表1不同条件下酶标孔中酶标仪读数(检测波长405nm)

[0046]

[0047]

[0048] 表2不同条件下酶标孔中酶标仪读数(检测波长630nm)

[0049]

[0050] 对表1和表2检测结果分析：

[0051] 1、对630nm波长的检测结果，采用双尾配对T检验分析不加稳定剂样本和加入稳定

剂样本是否存在显著性差异，置信区间为95％，spss软件计算结果如下表3、4、5所示：
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[0052] 表3样本630nm波长检测结果的偏差

[0053]

[0054] 表4样本630nm波长检测结果的显著性差异

[0055]

[0056] 表5样本630nm波长检测结果的程对差异数

[0057]

[0058] 由上述结果可知，本发明在630nm参比波长下，不加稳定剂的样本和加入本发明稳

定剂的样本整体上无显著性差异，即不存在明显干扰因素影响405nm的检测结果。

[0059] 2、对4℃1天、3天、7天的405nm波长的检测结果，采用双尾配对T检验分析显著性差

异，置信区间为95％，spss软件计算结果如表6、7、8所示：

[0060] 表6  4℃样本检测结果的偏差

[0061]

[0062] 表7  4℃样本检测结果的显著性差异

[0063]

[0064] 表8  4℃样本检测结果的程对差异数

[0065]

[0066] 由表6-8说明在4℃保存条件下，不加稳定剂的样本浓度整体低于加入本发明稳定

剂的样本浓度；不加稳定剂的样本和本发明加入稳定剂的样本浓度有显著性差异。
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[0067] 3、对37℃1天、3天、7天的405nm波长的检测结果，采用双尾配对T检验分析显著性

差异，置信区间为95％，spss软件计算结果如表9、10、11所示：

[0068] 表9  37℃样本检测结果的偏差

[0069]

[0070] 表10  37℃样本检测结果的显著性差异

[0071]

[0072] 表11  37℃样本检测结果的程对差异数

[0073]

[0074] 由表9-11说明在37℃保存条件下，不加稳定剂的样本浓度整体低于加入本发明稳

定剂的样本浓度；不加本发明稳定剂的样本和加入本发明稳定剂的样本浓度有显著性差

异。
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