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艾狄斯®25-羟基维生素 D 检测试剂盒（酶联免疫法）说明书 

货号：AC-57F1  

 

【产品名称】 

通用名称：25 羟基维生素 D 检测试剂盒（酶联免

疫法） 

  英文名称：OCTEIA 25-Hydroxy Vitamin D 

【包装规格】 

    96 人份/盒 

【预期用途】 

仅供体外诊断使用。 

25 羟基维生素 D 检测试剂盒（酶联免疫法）是

一种酶联免疫测定，用于定量测定人血清或血浆中的

25 羟基维生素 D 和其他羟基化代谢物。结果应与其他

临床和实验室数据相结合，以辅助临床医师对成人维

生素 D 缺乏的评估。 

【概要说明】 

1. 维生素D是一个常用于与脂溶性类固醇衍生物

（secosteroids）紧密相关的家族的总称。在阳光照射

下，位于表皮中生长活跃层深处的7-脱氢胆固醇经“B”

链的光裂解生成维生素D3前体，即维生素D3异构体。

维生素D3和维生素D2也可通过饮食补充获得且来自

于有限的食物数量。维生素D2与维生素D3的代谢方式

类似。 

2. 维生素D存在于脂肪组织当中，与维生素D结合

蛋白（VDBP）和白蛋白结合进入循环系统。在肝脏

中，维生素D羟化为25羟基维生素D，仍与VDBP结合

进行循环。一小部分25-OH D 在甲状旁腺激素和核钙

离子水平的直接调节下在肾脏中进一步羟化，形成有

生物活性的钙调节素1,25双羟基维生素D。维生素D进

一步羟化和代谢产生水溶性和易分泌的复合物。 

3. 肝脏维生素D25羟化酶活性未能紧密调节，且

皮肤中维生素D3的改变或维生素D（D3或D2）的摄取

将取决于25-OH D循环水平的改变
（1）。 

4. 血清25羟基维生素D浓度被认为是测定全面维

生素D状态的最可靠的指标，因而可用于测定患者是

否出现维生素D缺乏
（2）。维生素D状态的评估可用于

确定导致患者血清钙浓度异常的原因。  

【检验原理】 

25 羟基维生素 D 检测试剂盒（酶联免疫法）是一

种酶联免疫测定，用于定量测定人体血清或血浆中的

25 羟基维生素 D 和其他羟基化的代谢产物。标准品、

质控品和样本被标记有 25 羟基维生素 D 的生物素稀

释。稀释后的样本在包被了高特异性羊 25-OH D 抗体

的微孔中室温孵育 2 小时后冲洗。加入酶（辣根过氧

化物酶）标记的抗生物素蛋白并有选择的与复合生物

素结合，接着冲洗，再利用底物（TMB）显色。终止

反应后采用酶标仪读取吸光度，颜色强度与 25-OH D

浓度成反比。 

【主要组成成份】 

1. CAL 0-6- 标 准 品 （ 货 号 ： AC-5701A 至

AC-5701G） 

含 25羟基维生素D和＜0.09%叠氮化钠的缓冲人

血清，每瓶 1 ml，每盒 7 瓶。 

2. MICROPLAT -包被抗体的酶标板（货号：

AC-5702W） 

孔内包被羊抗-25-OH-VD 多克隆抗体，酶标板 12

×8 孔条，包装于带干燥剂的箔袋中。 

3. 25D BIOTIN 50× -25D 生物素结合物（货号： 

AC-5703） 

含生物素标记的 25-OH-VD 和稳定剂，每瓶 1 ml。 

4. BUF-缓冲液（货号：AC-5701A-AC-5703B） 

用于分离 25-OH-VD 于结合蛋白，每瓶 50ml。 

5. ENZYMCONJ-酶结合物（货号：AC-5704） 

含辣根过氧化物酶标记的抗生物素蛋白、蛋白质、

酶稳定剂和防腐剂的磷酸缓冲液，每瓶 22 ml。 

6. CTRL1-2 质 控 品 （ 货 号 ： AC-5705A 和

AC-5705B） 

含 25-OH-VD 和＜1%叠氮化钠的人血清，每盒 2

小瓶，每瓶 1 ml 。  

7. SUBS -TMB 底物（货号： AC-SUBS）   

  四甲基联苯胺（TMB）和过氧化氢的液体组成物，

每瓶 28 ml。 

8. HCL –终止液（货号：AC-STOP） 

0.5M 的氢氯酸，每瓶 13 ml。 

9. WASHBUF 20 × — 浓 缩 洗 液 （ 货 号 ： 

AC-WASHL）  

含吐温的磷酸缓冲液，每瓶 50ml。 

10. 封板膜 

8 张/盒。 

11．文件 

说明书和质控报告单（QC）。 

【储存条件及有效期】 

    试剂盒自生产之日起在 2-8℃下可保存 12 个月。 

复溶后的 25D 生物素溶液在 2-8℃下可保存 8 

周。25D 生物素溶液须在使用后立即置于黑暗下保存。 

未用完的包被抗体的酶标板条应放回有干燥剂的

铝箔袋中，将铝箔袋折好并密封于塑料封口袋中，2-8

℃可保存 8 周。 

质控品开封后须置于 2-8℃可保存 8 周。 

洗液在室温下保存可长达 8 周。 
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【样本要求】 

    采用血清或血浆 (EDTA 或肝素) 样本。样本收

集之后应尽快分离，血清或血浆样本在 2-8℃下可保

存 2 天，-20℃下可保存一个月，-80℃可保存三年。

避免样本反复冻融。整个实验应使用相同的样本类型。 

【检验方法】 

1. 自备材料 

1) 12×75 mm的玻璃或聚丙烯试管； 

注意：聚苯乙烯试管不适合。不要重复使用试管。 

2) 可移取25μL和200μL的高精度移液器； 

3) 可重复分配1mL的移液器,如Eppendorf 4780

或类似的； 

4) 可移取100μL和200μL的高精度多道移液器； 

5) 旋涡振荡混合器； 

6) 自动洗板机（可选项）； 

7) 酶标仪和数据分析软件。 

2. 试剂准备 

1）25D 生物素：冻干品形式提供， 加 3 mL 缓

冲液至 25D 生物素的小瓶（蓝色），盖紧瓶盖室温下

放置 10-15 分钟，倒转几次确保充分溶解。将 3ml 复

溶的 25D 生物素溶液倒回到装有缓冲液的小瓶内 。

盖紧瓶盖，使 25D 生物素溶液与瓶内剩余的缓冲液充

分混合，此时的 25D 生物素溶液（50 ml）为绿色。 标

记该瓶子为“25D 生物素溶液”，保存于 2-8℃。 

2）浓缩洗液：将浓缩洗液加入至 950ml 的去离

子水或蒸馏水中，充分混合，室温保存。 

其他试剂直接使用。 

所有试剂使用前恢复至室温，反复倒转使其混合

均匀。 

3. 操作步骤 

试剂复溶或准备见“试剂准备”。 

1) 取已标记的玻璃或聚丙烯试管，标准品、质控

品和样本各准备一个。 

2) 标准品、质控品和样本各取25μl分别加入到相

应标记好的试管中。 

3) 再加入25D生物素溶液1ml至所有试管中。用

漩涡振荡混合器混合10秒。 

4) 加入已稀释的标准品、质控品或样本各200μl

于相应的酶标板微孔内。 

贴上封板膜，于18-25℃下温育2小时。 

5) 用稀释好的洗液洗板3次 

a．自动洗板：设置洗板机分配每孔至少300μl洗

液。重复洗3次。 

b．手动洗板：迅速颠倒倒出孔内物。每孔加入

250μl冲洗液。再重复洗板2次。 

在进入下一步前，于吸水纸上用力拍打倒置的板

以去除多余的洗液。 

6) 采用多道移液器加入酶结合物200μl至所有微

孔内。 

贴上封板膜，于18-25℃下温育30分钟。 

7) 重复步骤5）。 

8) 每孔加入底物200μl。 

贴上封板膜，于18-25℃下温育30分钟。 

注：底物溶液易受到污染。仅移取检测所需要的

量，丢弃没用完的TMB底物，请勿再倒回瓶内。 

9) 每孔加入终止液100μl。 

10) 加入终止液后的30分钟内在450nm（参考

650nm）波长处读取吸光度。 

【参考值】 

每个实验室应建立当地人群的参考值范围。 

25 羟基维生素 D 浓度尚未有普遍认同的最佳浓

度值。参考值应基于临床上对所有年龄各种性别确定

的值，而不只是基于人群的参考值范围。因此，应开

展大型的研究来调查血清中全段甲状旁腺激素与维生

素 D 水平的关联。全段甲状旁腺激素盘的值在

~30g/mL3。同样地，钙吸收增强时，25-OH D 水平也

升高，直至达到~30g/mL4。 

有许多因素会影响 25 羟基维生素 D 值，如饮食、

当天的时间、太阳照射、季节 5、地理位置 6、年龄 7、

遮阳工具的使用及或防护服的穿戴 8，9 和皮肤色素沉

着 10。因此，显著健康个体组采样并不是建立参考值

范围的理想途径。 

美国国家骨质疏松基金会推荐水平＞30ng/mL 可

保护骨健康 11。同时，美国国家肾病基金会认为水平

＜30ng/m 为缺乏或不足 12。根据当前的文献回顾，25

羟基维生素 D 水平推荐为： 

 范围 

水平 nmol/L ng/mL 

缺乏 ＜25 ＜10 

不足 25-74 10-29 

充足 75-250 30-100 

潜在中毒 ＞250 ＞100 

 

以下范围是应用 IDS 25 羟基维生素 D 检测试剂

盒（酶联免疫法）检测得到的，仅供参考。 

每个实验室应建立当地人群的参考值范围。 

正常健康成人：47.7-144 nmol/L（n=36） 

 

【检验结果的解释】 

计算标准品、质控品或者样本的百分结合率

（B/B0%） 
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【检验方法的局限性】 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
【产品性能指标】 
1. 精确度 

以IDS的25羟基维生素D检测试剂盒（酶联免

疫法）与公认的定量检测25羟基维生素D和其他羟

化产物的放射性免疫测定进行对比。选择代表较大

25羟基维生素D范围 [9.3-151.2nmol/L]的180个样

本通过每种方法检测。基于比较数据的基础上进行

最小二乘回归分析： 
IDS=1.01(X)+0.7；相关系数(r)=0.9 
 

2. 灵敏度        

灵敏度（定义为 0 标准品 10 次重复测定的吸
光度均值减去 2 个标准差对应的浓度）为 5 nmol/L。 
 
3. 精密度 

批内分析       

n=10 

批间分析       n=10 

均值（nmol/L） %CV 均值（nmol/L） %CV 

39.0 5.3 40.3 4.6 

67.1 5.6 72.0 6.4 

165 6.7 132 8.7 

 

4. 回收率 

在测定前，通过在样本中加入 25-OH D 来评估

回收率。 

样本 测得值 

nmol/L 

期望值 

nmol/L 

回收率 

% 

A 122 126 97 

A 95.6 98.4 97 

B 147 141 104 

B 123 118 105 

  均值 101 

 

5. 线性 

分析前用缓冲液（PBS包含9%的BSA）稀释样

本以评估线性。  

孔号 项目 吸光率 平均

值 

B/B0

% 

结果

nmol/L

A1A2 标准品 0  

0nmol/L 

2.476 

2.530 

2.503   

B1B2 标准品 1  

6.8nmol/L 

2.313 

2.288 

2.301 91.9  

C1C2 标准品 2  

14nmol/L 

1.912 

1.908 

1.910 76.3  

D1D2 标准品 3  

27nmol/L 

1.495 

1.499 

1.497 59.8  

E1E2 标准品 4  

67nmol/L 

0.919 

0.905 

0.912 36.4  

F1F2 标准品 5  

179nmol/L 

0.521 

0.522 

0.522 20.8  

G1G2 标准品 6  

380nmol/L 

0.372 

0.368 

0.370 14.8  

H1H2 样本 1 1.237 

1.257 

1.247 49.8 39 

A3A4 样本 2 0.951 

0.969 

0.960 38.4 62 

B3B4 样本 3 0.591 

0.612

0.602 24.0 138 

绘制标准曲线：以B/B0%为纵坐标，25-OH-VD浓

度为横坐标，在半对数坐标纸上做出一条标准曲线。

每个待测样本都计算B/B0%，在标准曲线上找对应的

25-OH-VD浓度值(nM)。 
可采用选择性数据压缩技术，但是应确认该选择

的曲线是合适的且提供满意的结果。 
推荐光滑曲线或4PL曲线。 
单位间的转化： 
X nmol/L×0.40 = Yng/mL 或 Y ng/mL×2.5 = X 

nmol/mL 
样本分析数据 
分析数据只作例证用，不能作为任何样本结果的计算。

 

1. 若样本的浓度超过最高标准品的浓度，使用前

应对样本进行稀释。 
2. 诊断结果应结合患者的临床症状和临床医生所

知的其他信息进行解析。 
3. 在儿科人群中，本测定的性能指标未能建立。 
4. 抗生物素蛋白引发的特高滴度抗体可能会产生

一些干扰，这种情况非常罕见。 
5. 经实验证实，下列物质在此浓度以下时不会对

本测试有干扰： 
血红蛋白     检测高达 1470 mg/dL 时 
胆红素       检测高达 513μmol/L 时 
油脂         检测高达 5.6 m mol/L 时 
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样本   测得值    预期值 

(nmol/L)  (nmol/L)     %Ｍ/EXP 

 

平均值      102 

6. 特异性 

在标准品050%的结合率时，用以下分析物评估

抗血清的特异性。 

分析物          交叉反应 

25羟基维生素 D3            100% 

25羟基维生素 D2            75% 

24,25 双羟基维生素 D3      >100% 

维生素D3 (D3)               <0.01% 

钙化醇 (D2)                <0.30% 

【注意事项】 
1. 本试剂盒仅供人和动物体外诊断，不得内

用，必须严格按照说明书进行操作。由于不按说明
书操作引起的损失和伤害（除了法令特别要求的），
IDS 公司不承担任何由此引发的责任。 

2. 本试剂盒包含人和/或动物来源的材料。盒
中试剂应作为有潜在传染源来处理。储藏、操作和
处理试剂应有适当的预防措施和良好的实验室操
作。试剂的处理应当符合当地法令。 

3. 人血清：本产品所用到的标准品和质控品
在制备过程中使用到的人源性材料经过 HIV I & 
II& HBV& HCV 检测(FDA 推荐)呈阴性。因为没有
任何测试能完全保证传染源的不存在，所有试剂应
该按照生物安全 2 级水平处理； 

4. 试剂盒中的某些试剂以叠氮化钠作为防腐
剂，可与铅、铜或黄铜反应形成高爆炸性的金属叠
氮化合物，处理时应用大量的水进行冲洗，避免形
成叠氮化合物。 

5. 终止液包含 0.5M 氯化氢溶液。 
R36/38  对眼睛和皮肤有刺激。 
S26     如不慎与眼接触, 立刻以大量的水清

洗，并寻求医师帮助。 
S36/37  穿戴适当的防护服和手套。 
6. 四甲基联苯胺 
TMB    底物包含 3,3’,5,5’-四甲基联苯胺 
S21/22   皮肤接触或吞咽都是有害的， 
S36/37   穿戴适当的防护服和手套。 
7. 试剂可能变坏的迹象 

任何一个试剂中有反常微粒子出现。 
标准品 0 吸光率下降。 
曲线范围偏离正常位置。 
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【生产企业及售后服务单位】 

生产者名称：英国 Immunodiagnostic Systems 
Linited(IDS Ltd) 

生产者/生产场所地址：10 Didcot Way,Boldon  
Business Park,Boldon,Tyne&Wear,NE35 9PD,UK 

电话：+44 (0) 191 519 0660 
传真：+44 (0) 191 519 0760 
网址：www.idsltd.com 

售后服务机构：北京荣志海达生物科技有限公司 
地址：北京市海淀区永定路 88 号长银大厦

12 层 B12 室 
电话：010-58895646   020-32293178 
传真：010-58895611   020-32293177 
电子邮箱：info@rz-biotech.com  
网址：www.rz-biotech.com 
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【说明书批准及修改日期】2013 年 5 月 14 日 
 


