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产品详情

    体外诊断试剂被广泛应用于医学科研与临床检验中，因质量稳定、效果可靠，其不但为科研和诊
疗提供了依据，也为疾病的预防、控制提供了技术资料。体外诊断试剂品类繁多，涉及众多学科门类，
因学科间交叉现象日渐增多、新技术层出不穷，很难以某个原则为标准对其简单分类。

    体外诊断试剂

    从临床角度可将其分为临床血液学体液检验类试剂、临床化学类试剂、临床免疫学试剂，及微
生物学、细胞组织学、分子生物学试剂等。从方法学角度可将其分为化学显色法、免疫比浊法、酶联免
疫法、胶体金法、免疫荧光法、化学发光试剂、分子生物学试剂、免疫组化试剂、免疫细胞化学试剂等
。

    临床生化试剂主要用于配合半自动和全自动生化分析仪等仪器进行检测。常用的临床生化试剂
所采用的分析方法和技术原理有多种，具体介绍如下。

    1.光谱分析技术

    吸光光度法是根据溶液中物质对光选择性吸收的特性进行分析的方法。有色溶液对光线有选择
性吸收的特性，不同物质由于其分子结构不同，对不同波长光的吸收能力不同。每种物质都有特定的吸
收光谱。当一定波长的光通过该物质的溶液时，根据物质对光的吸收程度（吸光度）求出该物质含量的
方法称为吸光光度法。

    吸光光度法可分为比色法和分光光度法两大类。比色法又可分为目视比色法和光电比色法。分
光光度法与光电比色法的原理类似，都是通过光电池或光电管测量溶液透光度的强度，来进行分析的方
法。

    当利用比色法测定溶液中的某种化学成分时，通常需加入显色剂，使其产生有色化合物。颜色
的深浅与待测化学成分的含量成正比，可据此测定待测物的浓度。



    发射光谱法是通过测量物质的发射光谱的波长和强度，来进行定性和定量分析的方法。

    许多物质是光致发光的，即它们可吸收电磁辐射。然后重新发射出相同或更长波长的辐射。光
致发光常见的类型是荧光和磷光。利用荧光强度进行分析的方法称为荧光法。在荧光分析中，待测物质
分子成为激发态时所吸收的光称为激发光，处于激发态的分子回到基态时所产生的荧光称发射光。荧光
法测定的是待测物质分子受光激发后所发射的荧光的强弱，而不是测激发光的强弱。凡能产生荧光的化
合物均可采用荧光分析法来进行定性或定量测量。

    散射光谱技术是测定光线通过溶液混悬颗粒后的光吸收或光散射程度的一类定量测量方法。它
主要用于免疫检测系统中，常称免疫浊度法。

    2.电化学分析法

    利用物质的电化学性质测定化学电池的电位、电流或电量变化来进行分析的方法称电化学分析
法。电化学分析法有多种。

    1）测定原电池电动势以求物质含量的分析方法称为电位法或电位分析法。

    2）通过对电阻的测定以求物质含量的分析法称为电导法；

    3）借助某些物理量的突变作为滴定分析终点的指示，称为电容量分析法。

    目前在临床中应用的电化学分析法主要是离子选择电位分析法。该方法利用电极电位及溶液内
活性物质两者间的关系来进行分析。

    从方法学角度，可将临床免疫诊断试剂分为免疫比浊法（在散射光谱技术中已介绍）、酶联免
疫法、化学发光等不同类型。

    3.酶联免疫法

    该技术是将酶高效催化反应的专一性和抗原抗体反应的特异性结合的一种免疫标记检测技术。
其原理是，将酶与抗体或抗原结合成酶标记结合物。酶标记结合物既保留了抗原或抗体的免疫学活性，
又保留了酶对底物的催化活性。在酶标记抗体与抗原的特异性反应完成后，加入酶作用的相应底物。通
过酶催化底物完成显色反应，对抗原或抗体进行定位、定性和定量测定。

    4.免疫荧光技术

    该技术是利用物质吸收光能后产生激发态而发光的特性，将具有这种特性的荧光素用化学方法
结合在特异的抗体或抗原上，又不损害其抗体或抗原活性的一种荧光显微镜下的示踪技术。

    5.流式细胞术

    该技术是对单细胞或其他生物粒子膜表面及内部的成分进行定量分析和分选的检测手段。它可
高速分析上万个细胞，并能同时从一个细胞中测得多个参数。同传统的荧光镜检查相比，该方法具有速
度快、准确度高等特点。

    6.胶体金技术

    该技术可按照液体的流动形式分为胶体金免疫渗滤试验和胶体金免疫层析试验。

    7.化学发光免疫分析



    该技术是将具有高灵敏度的化学发光测定技术与高特异性的免疫反应相结合，用于各种抗原、
半抗原、抗体、激素、酶、脂肪酸、维生素和药物等的检测分析技术。化学发光免疫分析包含免疫反应
系统和化学发光分析系统两部分。

    临床分子生物学诊断试剂即通常所说的基因诊断试剂，其采用的技术原理主要包括核酸分子杂
交技术、DNA测序技术、基因芯片技术等。

    8.核酸分子杂交技术

    该技术也称基因探针技术，是利用核酸的变性、复性和碱基互补配对的原理，用已知的探针序
列检测样本中是否含有与之配对的核苷酸序列的技术。

    9.DNA序列分析

    该分析技术是分子生物学重要的基本技术。以某测序仪为例，其采用4种荧光染料分别标记终止
物或引物，经Sanger测序反应后，反应产物带有不同的荧光标记。

    一个样品的4个测序反应产物可在同一泳道内电泳，从而降低测序泳道间迁移率差异对其的影响
。通过电泳将各个荧光标记片段分开。同时，激光检测器同步扫描，激发的荧光经光栅分光，以区分代
表不同碱基信息的不同颜色荧光，并在CCD摄影机上同步成像。

    电脑可在电泳过程中对仪器运行情况进行同步检测，结果能以电泳图谱、荧光吸收峰图或碱基
排列顺序等方式输出。此方法测序为一代测序的基本原理。

    高通量测序技术是对传统测序的革命性改变，可一次性对几十万到几百万条DNA分子进行序列
测定。第二代测序技术将片段化的基因组DNA两侧连上接头，随后用不同的方法产生几百万个空间固定
的PCR克隆阵列。目前该技术已发展到第三代测序技术，即单分子测序技术。

    不同的细胞因子有其特有的生物学活性，细胞因子的生物活性检测是利用细胞因子对特定细胞
株（靶细胞或反应细胞）的生物学效应来评估样本中相应细胞因子的含量或活性。有以下3种方法可进行
生物活性检测。

    1、四唑盐（MTT）比色法

    MTT法又称MTT比色法，是一种检测细胞存活和生长的方法。此法的原理是：活细胞线粒体中
的琥珀酸脱氢酶能使外源性的MTT还原为难溶性的蓝紫色结晶物，并沉积在细胞中，而细胞无此功能。
二甲基亚砜（DMSO）能溶解细胞中的蓝紫色结晶物，用酶联免疫检测，以在490nm波长处测定其光吸收
值，可间接反应活细胞数量。在一定细胞数范围内，MTT结晶物形成的量与细胞数成正比。

    用此法测细胞活力，为保证结果的准确性，在试验前测定每种细胞的贴比率、倍增时间以及不
同接种细胞数条件下的生长曲线，再确定每孔细胞接种数和培养时间，以保证培养终止时不会过满。另
外，实验时设空白对照，比色时，以空白孔调零。

    该方法已广泛用于一些生物活性因子的活性检测、大规模的抗肿瘤药物筛选、细胞毒性试验以
及肿瘤放射敏感性测定等。它的特点是灵敏度高、经济。

    2、细胞蛋白质含量测定法（考马斯亮蓝测定法）：

    也称考马斯蓝染色法，基本原理为考马斯亮蓝在酸性溶液与蛋白质结合，在595nm波长处，其O
D值与蛋白质含量成正比。此种方法主要用于测定受体及细胞外代谢物的特异性活性。



    考马斯亮蓝G-250染料，在酸性溶液中与蛋白质结合，使染料的吸收峰（lmax）的位置，由465n
m变为595nm，溶液的颜色也由棕黑色变为蓝色。通过测定595nm处光吸收的增加量可知与其结合蛋白质
的量。研究发现，染料主要是与蛋白质中的碱性氨基酸特别是精氨酸和芳香族氨基酸残基相结合。

    考马斯亮蓝染色法的突出优点是：

    （1）、灵敏度高，据估计比Lowry法约高四倍，其蛋白质检测量可达1mg。这是因为蛋白质与
染料结合后产生的颜色变化很大，蛋白质-
染料复合物有更高的消光系数，因而光吸收值随蛋白质浓度的变化比Lowry法要大的多。

    （2）、测定快速、简便，只需加一种试剂，完成一个样品的测定，只需要5分钟左右。由于染
料与蛋白质结合的过程，大约只要2分钟即可完成，其颜色可以在1小时内保持稳定，且在5分钟至20分钟
之间，颜色的稳定性好。因而完全不用像Lowry法那样费时和严格地控制时间。

    （3）干扰物质少。如干扰Lowry法的K+、Na+、Mg2+离子、Tris缓冲液、糖和蔗糖、甘油、巯
基乙醇、EDTA等均不干扰此测定法。

    此法的缺点是：

    （1）、由于各种蛋白质中的精氨酸和芳香族氨基酸的含量不同，因此考马斯亮蓝染色法用于不
同蛋白质测定时有较大的偏差，在制作标准曲线时通常选用g—球蛋白为标准蛋白质，以减少这方面的偏
差。

    （2）、仍有一些物质干扰此法的测定，主要的干扰物质有：去污剂、TritonX-100、十二烷基硫
酸钠(SDS)等。

    3、细胞蛋白质合成测定法（3H-亮氨酸掺入法）

    基本原理为：细胞在合成蛋白质时需要摄取外源性氨基酸，用同位素标记氨基酸如3H-
亮氨酸可以掺入细胞蛋白合成代谢中，通过测定细胞的放射性强度，可了解细胞蛋白质合成代谢情况。

    （1）取对数生长期细胞，用0.25%胰蛋白酶消化，悬浮于含10%胎牛血清的RPMI培养基中，调
整细胞密度107-109个/L，接种于24孔培养板，每孔1ml。

    （2）将培养板置37℃、5%CO2培养箱中培养至细胞处于对数生长期时，每孔100ul预温37℃的3
H-亮氨酸。

    （3）继续培养4-24h。

    （4）终止培养，取出培养板，小心吸取培养上清，用预冷的PBS洗涤，晾干。如果细胞松散，
可先用甲醇固定10min。

    （5）把培养板放在冰盖上，每孔加1ml10%三氯醋酸（TCA），在4℃放置10min，吸取上清。

    （6）甲醇洗涤、晾干。

    （7）每孔加0.5ml10.3mol/LNaOH，1%SDS，室温下放置30min。

    （8）混匀，移入闪烁液，用液体闪烁计数仪测定每分钟脉冲数（cpm），以cpm/106细胞或cpm
/mg蛋白表示。对悬浮生长的细胞则采用离心法处理。



    用生物学活性检测法得到的细胞因子含量一般以活性单位来表示，生物活性检测法敏感性往往
高于细胞因子的免疫学检测法，且不需要各种标记的特异性抗体，可直接反映待测细胞因子的活性水平
。美迪西合成的化合物活性测定一般在初筛活性的纯度能达到95以上，对于后期需要动物试验或者重复
初筛实验，化合物活性测试纯度能达到98以上，常用的检测方法：酶标仪、测量OD值、做生长曲线等。

更多义翘神州体外活性检测技术服务可查看详情：https://cn.sinobiological.com/services/activity-assay-service
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