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摘要：目的　 建立一种定量测定人血清中总 ２５－羟基维生素 Ｄ（２５ＯＨ ＶＤ）含量的磁微粒化学发光免疫分析法。方法　 使用
竞争法，样本中的 ２５ＯＨ ＶＤ与生物素化 ２５ＯＨ ＶＤ衍生物共同竞争结合碱性磷酸酶标记的 ２５ＯＨ ＶＤ单克隆抗体，生物素化
２５ＯＨ ＶＤ衍生物再结合链霉亲和素磁珠，形成抗体－抗原衍生物－磁珠的复合物，通过检测复合物的光信号来测定样本中
２５ＯＨ ＶＤ的浓度。并对建立的方法进行准确度、精密度、线性、干扰、稳定性以及方法比对等性能评价。结果　 建立的方法准
确度偏差小于 １０％；批内和批间精密度均小于 １０％；在 ３．１７ ～ ９８．７５ ｎｇ ／ ｍＬ 之间测量值与靶值线性良好；生物素浓度不大于
２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、三酰甘油浓度不大于 １ ５００ ｍｇ ／ ｄＬ、血红蛋白浓度不大于 １ ５００ ｍｇ ／ ｄＬ、胆红素浓度不大于 ２００ ｍｇ ／ ｄＬ时，对样本检
测不产生明显干扰作用；２５ＯＨ ＶＤ磁微粒化学发光免疫分析法试剂在 ４ ℃条件下 ２１ ｄ内具有较好的稳定性。与 Ｉｍｍｕｎｏｄｉ
ａｇｎｏｓｔｉｃ Ｓｙｓｔｅｍｓ公司 ２５ＯＨ ＶＤ检测试剂盒（ＥＬＩＳＡ 法）同时测定 ２００ 例临床样本，回归方程为 Ｙ ＝ １．００６ ２Ｘ－０．１６６ ３，ｒ２ ＝
０．９７９ ２。结论　 建立的方法可定量测定 ２５ＯＨ ＶＤ，具有良好的性能，可以满足临床需求。
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　 　 维生素 Ｄ是一种人体必需的脂溶性类固醇［１］，

具有生物惰性，必须经过羟基化步骤去激活。在人

体内，其存在 ２种形式：维生素 Ｄ３和维生素 Ｄ２。人
体只能合成维生素 Ｄ３，而维生素 Ｄ２ 需要通过外界
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诸如食品、片剂等来补充。血清中总 ２５－羟基维生素
Ｄ（２５ＯＨ Ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ，２５ＯＨ ＶＤ）浓度为２５ＯＨ ＶＤ２和
２５ＯＨ ＶＤ３的浓度之和［２４］。因此，其血液浓度可

用于评估总体维生素 Ｄ的状态。
目前的 ２５ＯＨ ＶＤ 检测方法学以液相色谱－串

联质谱法（ＬＣＭＳ ／ ＭＳ）和 ＥＬＩＳＡ 法为主。ＥＬＩＳＡ 法
易实现自动化操作，适合于在常规临床实验室开展，

但对基质敏感，容易与其他非目标化合物发生交叉

反应，降低检测的特异性，且酶促反应的结果受到反

应温度、反应时间及加样准确性等因素的影响［５６］，

检测速度相对较慢。ＬＣＭＳ ／ ＭＳ 被公认为检测的金
标准［７］，也被作为其他检测方法验证校对的参考依

据，具有非常高的灵敏度、特异性和准确性，但仪器

昂贵、对操作人员专业度要求较高，且需要自行开发

检测方法。目前国内大多数医院没有配备相关仪器

和专业人员的能力，限制了 ＬＣＭＳ ／ ＭＳ 法在临床的
应用推广。

化学发光免疫分析是将发光反应与免疫反应相

结合，用来检测微量抗原或抗体的新型标记免疫检

测技术［８］，具有稳定性强，重复性好，灵敏度高，特

异性强，检测速度快等优点。因此本研究通过化学

发光平台，建立一种检测 ２５ＯＨ ＶＤ 的磁微粒化学
发光免疫分析法。

１　 材料与方法

１．１　 主要仪器与试剂　 ＭＵＬＴＩＳＫＡＮ ＦＣ 酶联仪（美
国赛默飞世尔公司）；ＳＭＡＲＴ ６５００ 全自动化学发光
免疫分析仪（重庆科斯迈公司）。比对试剂：２５ 羟基
维生素 Ｄ检测试剂盒［ＥＬＩＳＡ 法，英国 Ｉｍｍｕｎｏｄｉａｇ
ｎｏｓｔｉｃ Ｓｙｓｔｅｍｓ（ＩＤＳ）公司］。
１．２ 　 主要原材料 　 ２５ＯＨ ＶＤ 单克隆抗体（英国
Ｂｉｏｖｅｎｔｉｘ公司），２５ＯＨ ＶＤ 衍生物（厦门同仁心公
司），２５ＯＨ ＶＤ 抗原、过碘酸钠、ＮＨＳＢｉｏｔｉｎ、ＥＤＣ
（美国 Ｓｉｇｍａ 公司），硼氢化钠（上海麦克林公司），
２５ＯＨ ＶＤ解离液（上海汉尊公司），链霉亲和素磁
微粒（美国 ＧＥ 公司），碱性磷酸酶（瑞士罗氏公
司），３（２螺旋金刚烷）４甲氧基４（３磷酰氧基）
苯１，２二氧杂环丁烷（ＡＭＰＰＤ）发光底物液（美国
贝克曼公司）。

１．３　 方法
１．３． １ 　 实验流程与原理 　 用竞争法，首先用
２５ＯＨ ＶＤ解离液 ９０ μＬ 将 ３０ μＬ 样本中的 ２５ＯＨ
ＶＤ从结合蛋白中解离，震荡反应 ９０ ｍｉｎ，形成游离
态。与生物素化 ２５ＯＨ ＶＤ衍生物共同竞争结合碱

性磷酸酶标记的 ２５ＯＨ ＶＤ 单克隆抗体，３７ ℃反应
４０ ｍｉｎ 后，再将生物素化 ２５ＯＨ ＶＤ 衍生物结合至
链霉亲和素磁珠上，３７ ℃反应 ３０ ｍｉｎ 后，形成抗
体－抗原衍生物－磁珠的复合物，最后在电磁场中对
标记抗体－抗原衍生物－磁珠的复合物进行分离洗
涤，弃上清，用 ２５０ μＬ洗液洗涤 ３次后加入 ＡＭＰＰＤ
发光剂 ２００ μＬ，室温避光放置 ２０ ｍｉｎ 后，用全自动
化学发光免疫分析仪检测发光强度，根据化学发光

强度的变化测定 ２５ＯＨ ＶＤ 浓度，竞争法中样本浓
度与发光强度呈反比。

１．３．２　 ２５ＯＨ ＶＤ 校准品的溯源 　 使用商品化的
２５ＯＨ ＶＤ 抗 原 纯 品 作 为 原 料 配 制 校 准 品
（０ ｎｇ ／ ｍＬ、６． ５ ｎｇ ／ ｍＬ、１５ ｎｇ ／ ｍＬ、３０ ｎｇ ／ ｍＬ、
６０ ｎｇ ／ ｍＬ、１００ ｎｇ ／ ｍＬ），对建立的方法进行溯源。
用 ＳＭＡＲＴ ６５００全自动化学发光免疫分析仪对标准
品进行赋值，绘制标准曲线。用校准品配制成已知

不同浓度的质控标本，进行结果验证，并对常规标本

进行检测，验证检验结果的准确性。

１．３．３ 　 碱性磷酸酶标记抗体的制备 　 参考杜晔
等［９］使用碱性磷酸酶标记抗体的方法，并作如下改

良：（１）将 ２ ｍｇ 碱性磷酸酶溶于 １ ｍＬ ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ
ｐＨ ８．０的碳酸氢钠缓冲液中；（２）加入 ５００ μＬ
０．２ ｍｏｌ ／ Ｌ的过碘酸钠并轻轻混匀，４ ℃避光反应
３０ ｍｉｎ；（３）加入 １．５ ｍＬ ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ 乙二醇，轻轻混
匀后 ４ ℃避光反应 ４５ ｍｉｎ，终止氧化反应；（４）加入
１ ｍｇ抗体，再加入 １５０ μＬ ０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ９．６ 的碳酸
氢钠缓冲液，在 ０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ９．６ 的碳酸氢钠缓冲
液中 ４ ℃避光透析过夜；（５）加入 １ ｍｇ ＮａＢＨ４，４ ℃
避光反应 ２ ｈ；（６）在 ０．０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ７．２ ＰＢＳ溶液中
４ ℃透析 ２４ ｈ；（７）取出透析物，在 ４ ℃、３ ０００×ｇ 条
件下离心 ３０ ｍｉｎ取上清液，用蛋白质浓度测定仪测
定其蛋白质浓度为 １．１ ｍｇ ／ ｍＬ；（８）加入等体积甘
油，－２０ ℃避光保存。
１．３．４　 生物素化 ２５ＯＨ ＶＤ 衍生物的制备　 （１）用
无水二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）将 ＮＨＳＢｉｏｔｉｎ 溶解至
１ ｍｇ ／ ｍＬ，分装保存于－ ２０ ℃备用；（２）取 ５００ μＬ
２ ｍｇ ／ ｍＬ的 ２５ＯＨ ＶＤ 衍生物溶液，加入 ５ 倍于
２５ＯＨ ＶＤ 衍 生 物 物 质 的 量 的 ＮＨＳＢｉｏｔｉｎ
（１ ｍｇ ／ ｍＬ），并用 ０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ ｐＨ ９．６ 的碳酸氢钠缓
冲液将反应总体积补足至 １ ｍＬ，室温反应 １ ｈ；（３）
在 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ缓冲液透析中 ４ ℃透析 ２４ ｈ；（４）
取出透析物，用蛋白质浓度测定仪测定其蛋白质浓

度为 ５．８ ｍｇ ／ ｍＬ；（５）加入等体积甘油，－２０ ℃避光
保存。
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１．３．５　 试剂最佳工作浓度　 用棋盘滴定法，将标记
抗体稀释为 １．０ μｇ ／ ｍＬ、２．０ μｇ ／ ｍＬ、４．０ μｇ ／ ｍＬ 和
６．０ μｇ ／ ｍＬ ４个浓度，将生物素化 ２５ＯＨ ＶＤ 衍生物
稀释为 ２５ ｎｇ ／ ｍＬ、５０ ｎｇ ／ ｍＬ和 １００ ｎｇ ／ ｍＬ ３个浓度，
分别交叉测试。用 ２５ＯＨ ＶＤ纯品，配制 ０浓度样本
（Ｓ０）和 ９１．５ ｎｇ ／ ｍＬ的高值样本（Ｓ１）进行筛选。

２　 实验与结果

２．１　 校准品的赋值　 根据 ＥＬＩＳＡ 法已知的线性范
围，配制校准品浓度为 ０ ｎｇ ／ ｍＬ、６． ５ ｎｇ ／ ｍＬ、
１５ ｎｇ ／ ｍＬ、３０ ｎｇ ／ ｍＬ、６０ ｎｇ ／ ｍＬ、１００ ｎｇ ／ ｍＬ，经赋值
后的校准曲线见图 １。
２．２　 试剂最佳工作浓度的确定 　 当 Ｓ１ 与 Ｓ０ 的信
号值之比（抑制率）小于 １０％，说明该组试剂浓度下
的样品可以拉开较大梯度。当标记抗体浓度为

１．０ μｇ ／ ｍＬ、生物素化 ２５ＯＨ ＶＤ 衍生物浓度为
２５ ｎｇ ／ ｍＬ，标记抗体浓度为 ２． ０ μｇ ／ ｍＬ、生物素化
２５ＯＨ ＶＤ衍生物浓度为 ２５ ｎｇ ／ ｍＬ，标记抗体浓度

为 １．０ μｇ ／ ｍＬ、生物素化 ２５ＯＨ ＶＤ 衍生物浓度为
５０ ｎｇ ／ ｍＬ，标记抗体浓度为 ２． ０ μｇ ／ ｍＬ、生物素化
２５ＯＨ ＶＤ衍生物浓度为 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ 时，Ｓ１ 与 Ｓ０ 的
信号值之比（抑制率）小于 １０％。同时，标记抗体浓
度为 ２．０ μｇ ／ ｍＬ、生物素化 ２５ＯＨ ＶＤ衍生物浓度为
５０ ｎｇ ／ ｍＬ时 Ｓ１与 Ｓ０的信号值的绝对值又大于抑制
率小于 １０％的另外 ３ 组，样品之间有更宽的信号空
间，故选择该组试剂浓度为最佳工作浓度。见表 １。

图 １　 ２５ＯＨ ＶＤ校准曲线

表 １　 ２５ＯＨ ＶＤ试剂最佳工作浓度确定

生物素化 ２５ＯＨ ＶＤ
衍生物浓度（ｎｇ ／ ｍＬ）

样本
标记抗体浓度（μｇ ／ ｍＬ）

１．０ ２．０ ４．０ ６．０
２５ Ｓ０ ７３２ ２０７ １ ０９８ ６０３ １ ４６４ ２４５ １ ７７８ ０５０

Ｓ１ ５２ ４６１ ９９ １６３ １８８ ３５５ ３６６ ０９３
抑制率（％） ７．１６ ９．０３ １２．８６ ２０．５９

５０ Ｓ０ １ ２５５ ２７５ １ ８８３ ８３８ ２ ７１９ ３４１ ３ ４５１ ４４２
Ｓ１ １０５ ３５１ １６５ ８０３ ３６６ １３２ ７８４ ９７１
抑制率（％） ８．３９ ８．８０ １３．４６ ２２．７４

１００ Ｓ０ １ ４６４ ４３０ ２ ６１４ ８４５ ３ ９７４ ４２９ ５ ２３３ ６８８
Ｓ１ １８８ ３３２ ３８６ ９９７ ６７９ ８６５ １ ３４９ ２６７
抑制率（％） １２．８６ １４．８０ １７．１１ ２５．７８

２．３　 性能验证
２．３． １ 　 准确度 　 用 ２５ＯＨ ＶＤ 纯品配制高值
９８．７５ ｎｇ ／ ｍＬ和低值 ３．１７ ｎｇ ／ ｍＬ ２ 个浓度的检测样
本，进行连续测定，每天对高水平和低水平样本进行

３次重复测定，连续测定 ５ ｄ。分别取测试结果均
值，计算相对偏差。结果显示，相对偏差分别为

－２．０９％、－０．６３％，均在±１０％范围内，证明建立的方
法准确度符合行业标准要求。

２．３．２ 　 精密度 　 根据 ＮＣＣＬＳ ＥＰ７Ａ２ 文件［１０］，用

２５ＯＨ ＶＤ纯品配制高值和低值 ２ 个浓度的检测样
本，各重复测定 １０次，计算 １０次测量结果的平均值
（珋ｘ）和标准差（ｓ），根据公式变异系数（ＣＶ）＝ 珋ｘ ／ ｓ×
１００％，得出批内重复性；选取 ３个批次的试剂，同时

测定 ２ 个浓度的样品各 １０ 次，计算 １０ 次测量结果
的 珋ｘ和 ｓ，得出批间重复性。结果显示，建立的方法
批内 ＣＶ 的平均值为 ２． １％，批间 ＣＶ 的平均值为
４．４％，均小于 １０％，具有良好的精密度。
２．３．３　 线性试验　 根据 ＮＣＣＬＳ ＥＰ６Ａ２ 文件［１１］，用

２５ＯＨ ＶＤ 纯品配制高值 ９８． ７５ ｎｇ ／ ｍＬ 和低值
３．１７ ｎｇ ／ ｍＬ ２ 个浓度的检测样本，按体积比 １ ∶ ５、
２ ∶４、３ ∶３、４ ∶２、５ ∶１ 混合成 ５ 个浓度梯度，作为预测
值。将每个浓度样本重复测定 ３ 次，计算其平均值
作为实测浓度，将平均值（Ｘ）和预测值（Ｙ）作线性
回归分析。建立的方法在 ３．１７ ～ ９８．７５ ｎｇ ／ ｍＬ 内实
测值与预测值之间线性关系良好（Ｙ ＝ ０． ９７５ ８Ｘ ＋
０．５１７ ７，ｒ２ ＝ ０．９９９ ９）。见表 ２。
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表 ２　 ２５ＯＨ ＶＤ线性试验结果

样本
预测值

（ｎｇ ／ ｍＬ）
测定浓度 （ｎｇ ／ ｍＬ）

测试一 测试二 测试三 平均值

样本 １ ９８．７５ ９７．４１ ９７．５８ ９５．０４ ９６．６８
样本 ２ ８２．８２ ８３．１９ ８１．９９ ８０．２４ ８１．８１
样本 ３ ６６．８９ ６６．３３ ６６．７３ ６６．１５ ６６．４０
样本 ４ ５０．９６ ５０．５５ ４９．４５ ４９．６１ ４９．８７
样本 ５ ３５．０３ ３４．１７ ３５．６９ ３４．１８ ３４．６８
样本 ６ １９．１０ １９．７７ １９．７７ １８．６９ １９．４１
样本 ７ ３．１７ ３．１３ ３．１４ ３．１８ ３．１５

２．３．４　 干扰试验 　 根据 ＣＬＳＩ ＥＰ７Ａ２［１２］文件实验
方案，将配制好的同稀释浓度干扰测试样本重复检

测 ２次，用低、中、高 ３ 个浓度水平的样本作为基础
样本，将每个基础样本分为 ５份，其中一份加入不含

干扰物的样本稀释液为对照样本，另外 ４ 份中加入
等体积的不同浓度干扰物质作为分析样本，每份样

本重复测定 ３ 次取平均值，计算干扰率。干扰率 ＝
（分析样本测定浓度平均值－基础样本测定浓度平
均值）／基础样本测定浓度平均值×１００％。计算添
加干扰物后与无干扰物时的干扰效应，以偏倚≤
１０％为判断标准。结果显示，当生物素浓度为
２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、三酰甘油浓度为 １ ５００ ｍｇ ／ ｄＬ、血红蛋
白浓度为 １ ５００ ｍｇ ／ ｄＬ、胆红素浓度为 ２００ ｍｇ ／ ｄＬ
时，干扰率均小于 ８％，说明本方法的抗干扰能力较
强。见表 ３。

表 ３　 ２５ＯＨ ＶＤ干扰试验结果

干扰物质
干扰物添加

浓度

干扰样本测定浓度

平均值（ｎｇ ／ ｍＬ）
基础样本测定浓度

平均值（ｎｇ ／ ｍＬ）
干扰率（％）

生物素 ２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ３．２５ ３．３８ ４．００
４６．０８ ４９．１６ ６．６８
９２．４１ ９７．０５ ５．０２

三酰甘油 １ ５００ ｍｇ ／ ｄＬ ３．１８ ３．３５ ５．３５
４８．２２ ５０．２８ ４．２７
８９．０８ ９２．８１ ４．１９

血红蛋白 １ ５００ ｍｇ ／ ｄＬ ３．３ ３．５１ ６．３６
４５．７９ ４７．８７ ４．５４
９３．２３ ９７．１３ ４．１８

胆红素 ２００ ｍｇ ／ ｄＬ ３．１９ ３．４０ ６．５８
４７．５３ ５０．０９ ５．３９
９１．６７ ９５．５７ ４．２５

２．３． ５ 　 稳定性 　 将生物素化 ２５ＯＨ ＶＤ 衍生物
－２０ ℃避光保存，碱性磷酸酶标记的 ２５ＯＨ ＶＤ 单
克隆抗体 ４ ℃避光保存，３个浓度的检测样本（浓度
分别为 ６．５ ｎｇ ／ ｍＬ、３０ ｎｇ ／ ｍＬ、６０ ｎｇ ／ ｍＬ）－２０ ℃保
存。首次测定后，分别于 ７、１４、２１、３０ ｄ 进行测定，
每个样品重复测定 ３ 次，求得平均值。以首次测定
结果（０ ｄ）为标准，计算稳定性，以 ９０％ ～１１０％作为
试剂稳定的评价标准。２５ＯＨ ＶＤ 化学发光法检测
试剂在 ４ ℃条件下 ２１ ｄ 内稳定性均在 ９０％ ～１１０％
内，具有较好的稳定性，２１ ｄ后 ２５ＯＨ ＶＤ稳定性明
显下降。见表 ４。

表 ４　 ２５ＯＨ ＶＤ稳定性（％）

保存时间

（ｄ）
不同浓度样品

６．５ ｎｇ ／ ｍＬ ３０ ｎｇ ／ ｍＬ ６０ ｎｇ ／ ｍＬ
７ １０６．２ ９７．５ ９９．３
１４ １０２．１ ９５．７ ９３．２
２１ ９６．７ ９３．２ ９２．１
３０ ８５．３ ８２．１ ７９．５

２．３．６　 准确度方法学比对　 根据 ＮＣＣＬＳ ＥＰ９Ａ２［１３］

文件实验方案，由江苏省省级机关医院提供 ２００ 例

临床样本，同时使用比对方法（ＥＬＩＳＡ 法）和建立的
方法进行测定，以 ＥＬＩＳＡ 法所测结果为 Ｘ 轴，本文
方法所测结果为 Ｙ 轴，进行回归分析。回归方程为
Ｙ＝ １．００６ ２Ｘ－０．１６６ ３，ｒ２ ＝ ０．９７９２。对截距 ａ 和斜率
ｂ 分别作 ｔ检验，由 ２００例样本数查得 ９５％置信区间
ｔ０．０５ ／ ２ ＝ １．９７２，ｔａ ＝ －０．３５４２＜１．９７２，说明截距 ａ 无限接
近于 ０，无统计学意义；ｔｂ ＝ ９４．３１０ ７＞１．９７２，说明斜
率 ｂ不等于 ０，有统计学意义。说明两者的测定结
果有良好的一致性。

３　 讨论

　 　 维生素 Ｄ 是人体必须的脂溶性维生素。在儿
童中，严重缺乏会导致佝偻病；在中老年人中，缺乏

维生素 Ｄ会导致骨质疏松，易引发骨折等问题。此
外，有研究表明，２５ＯＨ ＶＤ 还与糖尿病、癌症、心血
管疾病和自身免疫性疾病有关［１４１６］，大剂量补充维

生素 Ｄ的维生素 Ｄ匮乏人群来说，更需要定期监测
体内 ２５ＯＨ ＶＤ 的含量以防过量导致中毒［１７］，因此

准确监测 ２５ＯＨ ＶＤ的总量至关重要。
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仪，且使用生物素－链霉亲和素信号放大体系，使
２５ＯＨ ＶＤ的测定更便捷、快速，灵敏度更高。本研
究对准确度、精密度、线性、干扰、稳定性和方法学比

对进行了系统研究。其中，准确度偏差和批内、批间

精密度均小于 １０％，满足临床需求，具有较好的重
现性及可靠性；在 ３．１７～９８．７５ ｎｇ ／ ｍＬ之间测量值与
靶值 之 间 线 性 良 好；在 生 物 素 浓 度 不 大 于

２５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ、三酰甘油浓度不大于 １ ５００ ｍｇ ／ ｄＬ、血
红蛋白浓度不大于 １ ５００ ｍｇ ／ ｄＬ、胆红素浓度不大于
２００ ｍｇ ／ ｄＬ等干扰下，不产生明显干扰作用。研究
表明，分别用 ＥＬＩＳＡ 法和金标准 ＬＣＭＳ ／ ＭＳ 法进行
２５ＯＨ ＶＤ 的方法比对，结果发现 ＬＣＭＳ ／ ＭＳ 法测
定的 ２５ＯＨ ＶＤ 数值明显低于 ＥＬＩＳＡ 法，表明
ＥＬＩＳＡ法低估了体内维生素 Ｄ 的缺乏，但保证严格
实验条件下，ＥＬＩＳＡ 法可作为筛查 ２５ＯＨ ＶＤ 的方
法，且 ＥＬＩＳＡ 法与 ＬＣＭＳ ／ ＭＳ 法具有较好的相关
性，可经公式方程互换［１８］。鉴于 ＥＬＩＳＡ法在常规临
床实验室的广泛使用，因此，我们将本文建立的方法

与英国 ＩＤＳ 公司开发的 ２５ＯＨ ＶＤ 检测试剂盒
（ＥＬＩＳＡ法）同时测定 ２００ 例临床样本，比对结果表
明 ２种方法结果具有较好的相关性。磁微粒化学发
光免疫分析法具有稳定性强，重复性好等优点，克服

了 ＥＬＩＳＡ法结果受反应温度、反时间及加样等因素
影响的缺陷，并且省时、快速。

综上所述，本研究建立的 ２５ＯＨ ＶＤ 磁微粒化
学发光免疫分析法可应用于临床定量检测人血清中

２５ＯＨ ＶＤ的含量，其准确度、精密度、线性、抗干扰
能力以及稳定性均满足临床要求。

４　 参考文献

［１］Ｚａｒｅｉ Ｍ，Ｊａｖａｎｂａｋｈｔ ＭＨ，ＣｈａｍｓＤａｖａｔｃｈｉ Ｃ，ｅｔ ａｌ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ

ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｓｔａｔｕｓ ｉｎ ｎｅｗｌｙ ｄｉａｇｎｏｓｅｄ ｐｅｍｐｈｉｇｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ ｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．

Ｉｒａｎ Ｊ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ，２０１４，４３（１１）：１５４４１５４９．

［２］Ｚｅｒｗｅｋｈ ＪＥ． Ｂｌｏｏｄ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｓｔａｔｕｓ［Ｊ］． Ａｍ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｎｕ

ｔｒ，２００８，８７（４）：１０８７Ｓ９１Ｓ．

［３］Ｈｏｌｉｃｋ ＭＦ． Ｒｅｓｕｒｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｒｉｃｋｅｔｓ［Ｊ］． Ｊ

Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ，２００６，１１６（８）：２０６２２０７２．

［４］Ｈｅａｎｅｙ ＲＰ． Ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ：ｈｏｗ ｍｕｃｈ ｄｏ ｗｅ ｎｅｅｄ，ａｎｄ ｈｏｗ ｍｕｃｈ ｉｓ ｔｏｏ

ｍｕｃｈ？［Ｊ］． Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓ Ｉｎｔ，２０００，１１（７）：５５３５５５．

［５］Ｇｒａｎｇｅ ＲＤ，Ｔｈｏｍｐｓｏｎ ＪＰ，Ｌａｍｂｅｒｔ ＤＧ． Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ｅｎ

ｚｙｍｅ ａｎｄ ｎｏｎｅｎｚｙｍｅｂａｓｅｄ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ［Ｊ］． Ｂｒ Ｊ Ａｎａｅｓｔｈ，２０１４，

１１２（２）：２１３２１６．

［６］冯海英，王颖，林丽荣，等． 两种 ２５羟基维生素 Ｄ 测定方法的

评价［Ｊ］． 齐齐哈尔医学院学报，２０１３，３４（１４）：２１０１．

［７］Ｓｔｅｐｍａｎ ＨＣ，Ｖａｎｄｅｒｒｏｏｓｔ Ａ，Ｖａｎ Ｕｙｔｆａｎｇｈｅ Ｋ，ｅｔ ａｌ． Ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｒｅｆ

ｅｒｅｎｃｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｆｏｒ ｓｅｒｕｍ ２５ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ ａｎｄ

２５ｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ Ｄ２ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｉｓｏｔｏｐｅｄｉｌｕｔｉｏｎ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ

ｐｈｙｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］． Ｃｌｉｎ Ｃｈｅｍ，２０１１，５７（３）：４４１

４４８．

［８］汪晨，吴洁，宗晨，等． 化学发光免疫分析方法与应用进展［Ｊ］．

分析化学，２０１２，４０（１）：３１０．

［９］杜晔，李基，彭波． 碱性磷酸酶标记抗人绒毛膜促性腺激素抗体

的工艺比较［Ｊ］． 分子诊断与治疗杂志，２０１５，７（５）：３３３３４０．

［１０］Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｆｏｒ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ （ＮＣＣＬＳ）． Ｅ

ｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ

ｍｅｔｈｏｄｓ；Ａｐｐｒｏｖｅｄ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓｅｃｏｎｄ ｅｄｉｔｉｏｎ． ＮＣＣＬＳ ｄｏｃｕｍｅｎｔ

ＥＰ５Ａ２［Ｓ］． Ｗａｙｎｅ，ＰＡ：ＮＣＣＬＳ，２００４．

［１１］Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｆｏｒ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ （ＮＣＣＬＳ）． Ｅ

ｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ：Ａ

ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｐｐｒｏａｃｈ；Ａｐｐｒｏｖｅｄ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ． ＮＣＣＬＳ ｄｏｃｕｍｅｎｔ ＥＰ６Ａ２

［Ｓ］． Ｗａｙｎｅ，ＰＡ：ＮＣＣＬＳ，２００３．

［１２］Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｎｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ （ＣＬＳＩ）． Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓ

ｔｉｎｇ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ａｐｐｒｏｖｅｄ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓｅｃｏｎｄ ｅｄｉｔｉｏｎ． ＣＬＳＩ

ｄｏｃｕｍｅｎｔ ＥＰ７Ａ２［Ｓ］． Ｗａｙｎｅ，ＰＡ：ＣＬＳＩ，２００５．

［１３］Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｆｏｒ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ． ＥＰ９Ａ２． Ｍｅｔｈ

ｏｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ａｎｄ ｂｉａｓ ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｐａｔｉｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ［Ｓ］． Ｗａｙｎｅ，

ＰＡ：ＮＣＣＬＳ，２００２．

［１４］Ｂｊｅｌａｋｏｖｉｃ Ｇ，Ｇｌｕｕｄ ＬＬ，Ｎｉｋｏｌｏｖａ Ｄ，ｅｔ ａｌ． Ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ ｓｕｐｐｌｅｍｅｎ

ｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ ｉｎ ａｄｕｌｔｓ［Ｊ］． Ｃｏｃｈｒａｎｅ Ｄａｔａｂａｓｅ Ｓｙｓｔ

Ｒｅｖ，２０１４，（６）：ＣＤ００７４６９．

［１５］Ｔｈａｃｈｅｒ ＴＤ，Ｆｉｓｃｈｅｒ ＰＲ，Ｐｅｔｔｉｆｏｒ ＪＭ，ｅｔ ａｌ． Ａ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃａｌｃｉ

ｕｍ，ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ，ｏｒ ｂｏｔｈ ｆｏｒ ｎｕｔｒｉｔｉｏｎａｌ ｒｉｃｋｅｔｓ ｉｎ Ｎｉｇｅｒｉａｎ ｃｈｉｌｄｒｅｎ

［Ｓ］． Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ Ｍｅｄ，１９９９，３４１（８）：５６３５６８．

［１６］Ｈｏｌｉｃｋ ＭＦ． Ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ：ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｃｅｒｓ，

ｔｙｐｅ １ ｄｉａｂｅｔｅｓ，ｈｅａｒｔ ｄｉｓｅａｓｅ，ａｎｄ ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ［Ｊ］． Ａｍ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｎｕ

ｔｒ，２００４，７９（３）：３６２３７１．

［１７］Ｒｅｇａｌａｄｏ Ｌａｍ Ｃｈｅｗ Ｔｕｎ Ｒ，Ｐｏｒｈｏｗｎｉｋ Ｎ，Ｔａｂａｃｋ Ｓ，ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ

ｏｆ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ ｔｈｅｒａｐｙ ｏｎ ｓｅｒｕｍ ｖｉｔａｍｉｎ Ｄ３ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｖｉｔａ

ｍｉｎ Ｄ ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｄｕｌｔｓ ｗｉｔｈ ｃｙｓｔｉｃ ｆｉｂｒｏｓｉｓ［Ｊ］． Ｃｌｉｎ Ｎｕｔｒ ＥＳＰＥＮ，

２０１８，２３：８４８８．

［１８］毛旭东，吴彦，盛宏光，等． 液相色谱－质谱联用法（ＬＣＭＳ ／ ＭＳ）

和酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）对体内 ２５（ＯＨ）Ｄ３ 水平的测定［Ｊ］．中

国骨质疏松志，２０１３，１９（６）：５８４５８６．

（收稿日期：２０１９１１１３）

（本文编辑：刘群）

·１９５·临床检验杂志 ２０２０年 ８月第 ３８卷第 ８期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｌａｂ Ｓｃｉ，Ａｕｇ． ２０２０，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．８




