
氨基端和中段骨钙素检测试剂盒（酶联免疫法）使用说明书 
【产品名称】 
  通用名称：氨基端和中段骨钙素检测试剂盒

（酶联免疫法） 
【包装规格】 
    96人份/盒 
【预期用途】 
氨基端和中段骨钙素酶联免疫吸附分析试剂

盒采用酶联免疫法定量测定人血清和血浆中作为

成骨细胞活性指标的骨钙素含量，该项分析可用

于骨质疏松的预防。 
骨钙素值的变化可取决于人的年龄(绝经年

数)，生物节律，肾小球的滤清速率和药物治疗持
续时间。 

本检测结果应该与对患者的临床评估和其它

诊断检测所获得的资料结合使用。因此，不推荐

将骨钙素值用于总人口中的骨质疏松筛选检测。

此外，不应仅根据骨钙素值改变药物剂量或停止

用药。当评估后续样本时，应在一天中同一时间

采集同类型样本（血清或抗凝血浆）作为基线。 
【检测的概述和说明】 

骨钙素，或骨γ-羧基谷氨酸蛋白(BGP)，是骨
基质中主要的非胶原蛋白质。其分子量大约5800
道尔顿，含有49个氨基酸，包括三个γ-羧基谷氨
酸残基。 

骨钙素由成骨细胞在骨中合成。合成后部分

进入骨基质中，部分流入循环系统。骨钙素的明

确生理作用仍不清楚。大量研究显示，骨钙素在

循环系统中的水平可反映骨形成速率(1一14)。 
已证明血清中骨钙素的测定有助于鉴别妇女

发展为骨质疏松的危险，有助于监测绝经前和绝

经后，以及抗骨吸收治疗中骨的代谢。 
【检验原理】 
    氨基端和中段骨钙素酶联免疫吸附分析试剂
盒是基于运用两种高度特异的抗人骨钙素单克隆

抗体（Mabs）。识别骨钙素中部(氨基酸20一29)的
生物素标记抗体用于抗原抗体复合物的捕获，识

别氨基端(氨基酸10一16)的过氧化物酶偶联抗体
用于检测。除完整骨钙素(氨基酸1一49)之外，氨
基端-中部片段(氨基酸1一43)也同时被检测。 

标准品、质控品和待测样本加入链霉抗生物

素蛋白(streptavidin)包被的微孔板中，然后加入生
物素标记抗体和过氧化物酶偶联抗体的混合物。

室温孵育2小时后清洗微孔板，加入生色底物，加
入硫酸终止显色反应。最后测量吸光度。 

【主要组成成份】 
1.链霉抗生物素蛋白(Streptavidin) 包被的微
孔板 MICROPLAT 
链霉抗生物素蛋白预包被的条形微孔板 (12 
条 x 8孔)，置于一塑料框架中。 
2.骨钙素标准品0 CAL 0  
一瓶含有蛋白质稳定剂和防腐剂的PBS缓冲
的冷冻干燥品。溶于 5.0 毫 升蒸馏水中。标
准品用后必须存放于–18 ºC以下。 
3.骨钙素标准品1一5 CAL 1 - 5 
五瓶含有合成人骨钙素、蛋白质稳定剂和防

腐剂的PBS缓冲的冷冻干燥品。将各标准品样
本溶于0.5mL蒸馏水中。准确浓度标在各瓶
上。 标准样本用后必须存放于–18ºC以下，
且只能冻融两次。 
4.质控品 CTRL 1 –2  
两瓶含有合成人骨钙素、蛋白质稳定剂和防

腐剂的PBS缓冲的冷冻干燥品。将质控样本溶
于0.5mL蒸馏水中。质控品用后必须存放于
–18ºC以下，且只能冻融两次。请参考所附数
据表中质控品的浓度范围。 
5.过氧化物酶偶联抗体 ENZYMCONJ 
一瓶(0.25mL)过氧化物酶偶联的鼠抗骨钙素
氨基端特异性单克隆抗体浓缩液(溶于含蛋白
质稳定剂，去污剂和防腐剂的TRIS缓冲液
中)。使用前加入10mL偶联稀释液。 
6.生物素标记抗体 Ab BIOTIN 
一瓶(0.25mL)生物素标记的鼠抗骨钙素中部
的特异性单克隆抗体浓缩液(溶于含蛋白质稳
定剂，去污剂和防腐剂的TRIS缓冲液中)。使
用前加入10mL偶联稀释液。 
7.偶联稀释液 BUF 
一瓶( 至少22 mL)含有蛋白质稳定剂，去污剂
和防腐剂的PBS缓冲溶液。 
8.底物溶液 SUBS TMB 
一瓶( 至少12 mL)可直接使用的四甲基联苯
胺(TMB)底物(溶于酸性缓冲溶液)。 
请注意该生色底物可带浅蓝色。 
9.终止液 HB2 BSOB4 B  

一瓶( 至少12 mL)可直接使用的0.18mol/L硫
酸溶液。

10.清洗溶液 WASHBUF 50x 
一瓶(至少20mL)含有去污剂和防腐剂的浓缩
清洗缓冲液，用前以1体积浓缩清洗缓冲溶液



+50体积蒸馏水的比例稀释。 
11.封口膜 
孵育时密封微孔板的粘性薄膜。 

【储存条件及有效期】 
收到试剂盒后应在 2-8ºC 保存。试剂在此条

件下稳定至包装盒上所标有效日期。 
重新溶解后标准品和质控品应在–18ºC以下

存放，最长存放 3 个月，且只能冻融两次。当抗
体试剂混合后，剩余混合物应存放在 2-8ºC，存放
应不超过 1个月，或在–18ºC 以下冻结。其它剩
余试剂以及微孔板应在 2-8ºC保存。 
【适用仪器】 
    适用于具有 450nm、650nm 波长的所有全自
动、半自动酶标仪。 
【样本要求】 
    静脉取血样，避免溶血。采样后 3 小时内分
离血清。建议立即冷冻样本 (<–18ºC )当分析血浆
样本时，可使用肝素或EDTA抗凝的血浆。 
【检验方法】 
打开试剂盒前，请阅读注意事项。本试剂盒提供

的试剂足够96个样本的检测。将冷冻干燥的试剂
溶解在适量蒸馏水中，混合前放置 10 分钟，避
免出现泡沫。 

所需的仪器及试剂(未提供) 
• 盛装抗体混合溶液和清洗溶液的容器。 
• 准确移取20µL的微量移液器 
• 蒸馏水 
• 准确移取100和150µL的8通道或12通道微
量移液器 

• 450nm和650nm酶标仪 
实验步骤 
为获得最佳实验性能，请按以下说明所示进

行实验。 
使用前，将所有溶液平衡至室温。在18一22ºC

下进行实验。 
确定实验所需微孔板数量。建议每一样本设

两个平行孔。另外，每轮实验共需要 14 孔用 于
标准品和质控品。 

将适当数量的微孔板置于塑料框架上。将未

使用的微孔板与干燥剂一起密封于锡箔袋中。 
1.  制备抗体混合溶液： 
     1)   向 过 氧 化 物 酶 偶 联 抗 体 溶 液
ENZYMCONJ和生物素标记的抗体溶液 Ab 
BIOTIN各加入10mL偶联稀释液BUF。 

2) 等体积混合两抗体溶液。 
2.  微孔板孵育 

在适当的孔中分别加入20µl标准品CAL 1 – 
5， 质控品CTRL 1 –2和待测样本，再加入
150µL抗体混合溶液，用封口膜密封微孔板，
在18一22ºC温育120±5分钟，不要震荡混合。 

3.  清洗微孔板 
清洗缓冲溶液（WASHBUF 50x以1体积浓缩
缓冲溶液+50体积蒸馏水的比例稀释。用稀释
的清洗缓冲液手工清洗微孔板5次。使用自动
洗板机，请参照产品说明或实验室指南。通常

清洗5次。确保每次手工或自动清洗后将微孔
板中的溶液倒干净。 

4.  与生色底物溶液孵育 
向各孔加入100µL底物溶液SUBS TMB，用封
口膜密封，在18一22ºC且避光的条件下孵育
15±2分钟(不要混合震荡)。不要直接从盛TMB
底物的小瓶吸取，将所需体积的TMB移入一干
净容器中使用。容器中剩余的底物应予丢弃，

不要倒回TMB 瓶中。 
5.  终止显色反应 
向各孔加入100 µL终止溶液HB2 BSOB4 B。 

6.  测定吸光度 
在2小时内以650nm为参照测定450nm下的吸

光度。 
检测范围 
如果待测样本的吸光度超出标准品5, 应该用

标准品0稀释样品并重新分析。 
质量控制 
良好实验室管理规范(GLP)要求在每轮实验

中使用质控品以检测实验操作质量。质控品应以

待测样本对待，并用适当的统计方法分析结果。 
【参考值（参考范围）】 

建议实验室建立自己的正常值和病理值的范

围。各类人群的平均值和标准偏差举例如下。详

细内容请参阅参考文献。 
人群 人数 骨钙素平均值

( ng/mL ) 

95%置信区间

绝经前妇女 77 17.4 8.4-33.9 

绝经后妇女 P

1)
P 125 26.5 12.8-55.0 

男性 85 19.8 9.6-40.8 

1) 绝经平均时间为 10.3 年 

个体日间差异  

评估个体日间差异：分析11名健康绝经妇女
两周以上的5个时间点的血清样品(早上空腹)。 

样本编号 平均值

( ng/mL ) 

SD( ng/mL ) CV (%) 



1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

22.0 

13.4 

19.6 

18.0 

12.9 

9.9 

14.4 

7.5 

15.3 

14.5 

14.8 

3.5 

1.0 

1.3 

3.1 

1.1 

0.9 

2.2 

0.4 

2.2 

1.6 

0.6 

16 

7 

7 

17 

9 

9 

15 

5 

15 

11 

4 

【检验结果的解释】 
可使用四参数对数曲线拟合，也可以计算样

本平行孔吸光度的平均值，构建六个标准品的吸

光度平均值（纵坐标）对相应骨钙素浓度（横坐

标）的标准曲线，依此用内推法确定质控品和待

测样本中骨钙素的浓度。 
结果举例 

标准品/

质控/样

本 

骨钙素浓

度 

( ng/ml ) 

A B450 B-A B650 

吸光度1/吸光度

2 

A B450 B-A B650 

平均值 
内推骨

钙素浓

度 

( ng/ml )

标准品0 

标准品1 

标准品2 

标准品3 

标准品4 

标准品5 

 

质控品1 

质控品2 

 

样本I 

样本II 

样本III 

0.0 

4.2 

7.6 

19.4 

35.4 

56.1 

 

0.019/ 0.020 

0.108/ 0.096 

0.183/0.177 

0.627/0.656 

1.271/1.278 

1.988 /1.873 

 

0.474/0.459 

1.147/1.132 

 

0.099/0.105 

0.899/0.850 

1.412/1.375 

0.020 

0.102 

0.180 

0.642 

1.275 

1.931 

 

0.467 

1.140 

 

0.102 

0.875 

1.394 

 

 

 

 

 

 

 

15.1 

31.8 

 

4.6 

25.1 

38.7 

   请注意:以上数据仅为举例，不可用于计算其它实验的结果。 

【检验方法的局限性】 
测试了脂类，胆红素和血红蛋白对用试剂盒

检测血清样本中骨钙素的干扰。低于下表所列浓

度时未检测到干扰： 
脂类(内脂)   15 g/L 
胆红素       200  mg/L 
血红蛋白     5 g/L 

【产品性能指标】 
检测限度:  0.5 ng/mL 骨钙素 
此值为空白(即骨钙素标准品0) 21个测定的平

均值加三倍标准偏差所对应的浓度。 
精确度 
试剂盒的精确度用三个血清样本进行了评

估。结果总结如下： 
批间CV( n=10) 
均值( ng/mL ) SD( ng/mL ) CV(%) 

6.7 

26.2 

53.9 

0.2 

0.7 

2.3 

5.1 

2.7 

4.2 

批内CV( n=10) 
均值( ng/mL ) SD( ng/mL ) 批间CV(%) 

6.7 

26.2 

53.9 

0.1 

0.4 

1.2 

1.3 

1.8 

2.2 

稀释/线性 
实验检测了试剂盒是否对任何影响血清基质

的因素敏感。4个血清样本用标准品0稀释后用试
剂盒测定骨钙素浓度。 
样本 稀释 测定值

( ng/mL )

期望值

( ng/mL ) 

回收率 (期望

值%) 

1 1/1

1/2

1/4

1/8

12.0 

5.1 

2.7 

12.0 

6.0 

3.0 

100 

84 

88 

2 1/1

1/2

1/4

1/8

36.1 

18.1 

9.0 

4.7 

36.1 

18.1 

9.0 

4.5 

100 

106 

105 

104 

3 1/1

1/2

1/4

1/8

38.2 

20.5 

9.9 

4.3 

38.2 

19.1 

9.6 

4.8 

100 

107 

104 

90 

4 1/1

1/2

1/4

1/8

48.1 

23.8 

12.2 

6.3 

48.1 

24.8 

12.0 

6.0 

100 

99 

101 

105 

回收率 
将不同量合成骨钙素加入人血清，测定试剂

盒的精确度。三个血清样本与5个标准品等体积混
合，并用试剂盒进行检测。 

样本 标准合成

骨钙素 

( ng/mL )

测定值 

( ng/mL ) 

期望值  

( ng/mL ) 

回收率 

(期望值

%) 

1 50 

25 

12.5 

26.9 

16.4 

10.7 

30.5 

18.0 

11.7 

88 

91 

92 



6.3 8.4 8.6 98 

2 50 

25 

12.5 

6.3 

30.8 

19.9 

14.6 

11.0 

35.6 

20.6 

14.3 

11.2 

87 

97 

102 

98 

3 50 

25 

12.5 

6.3 

37.5 

26.6 

21.2 

18.6 

40.5 

28.0 

21.7 

18.6 

93 

95 

98 

100 

测量范围 
试剂盒的测量范围是 0.5 ng/mL至100 ng/mL

骨钙素. 
【注意事项】 

• 所有试剂和实验室设备应按感染物品处理
和丢弃。 

• 试剂应在有效期限之内使用，不要将不同
批号的试剂混合。 
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