
骨碱性磷酸酶检测试剂盒（酶联免疫法）说明书 

 
【产品名称】 

通用名称：骨碱性磷酸酶检测试剂盒 
（酶联免疫法） 

英文名称： OSTASE® BAP EIA 
【包装规格】96人份/ 盒 

【预期用途】 

骨碱性磷酸酶检测试剂盒（酶联免疫法）仅用于体 

外诊断使用，用于定量检测人血清中骨特异性碱性磷酸

酶（BAP）。作为成骨细胞活性的指示剂，本试剂盒可作

为管理绝经后骨质疏松和变形性骨炎的辅助工具。 

骨是一个动态的组织，人的一生始终贯穿着骨的生

成和骨的溶解（也叫骨吸收），这个过程称之为骨重建。

骨重建过程是在两种骨细胞交互作用完成的复杂过程：

成骨细胞影响骨的生成，而破骨细胞影响骨的吸收
（1-3）

。

骨形成和骨吸收是一个在正常环境下紧密耦联的相互依

赖的过程
（2，4）

。这种耦联关系是保持骨骼生化活性不可

或缺的部分，从而维持了骨组织的结构、外型及强度
（2，3，

5）
。  

血清骨碱性磷酸酶（BAP）的水平被认为反映了成骨

细胞的代谢状态
（6，7）

。骨代谢的精确评定对于测定骨代

谢疾病的严重程度和治疗疗效起着关键性的作用。血清

BAP水平的测定已显示有助于评估变形性骨炎、骨软化

症、原发性甲状旁腺功能亢进、肾性骨营养不良、骨质

疏松症和骨转移患者
（6-10）

。总碱性磷酸酶测定已被认可

应用于变形性骨炎的诊断和病人的监测。  

变形性骨炎是一种常见的骨骼紊乱，表现为正常骨

细胞的局灶性增生。变形性骨炎的发病率比曾一度认为

发病人群在3%-4%的中年患者和10%-15%的老年人要

高出许多。这种疾病不影响年轻人。绝大部分变形性骨

炎患者无临床症状，容易漏诊，除非在一些不相关原因

的医疗检查时出现X摄片或血清碱性磷酸酶水平异常时

才发现的。这种症状的患者最常见的症状是疼痛和畸形。  

骨质疏松症风险（另一种骨重建紊乱），部分取决

于骨骼发育，达到骨量峰值后，生命机体晚期出现骨量

丢失。在正常儿童中，骨形成速度快于骨吸收，因此出

现骨的发育及正常骨骼生长
（3）

。在健康年轻成人中，骨

吸收与骨形成相互平衡，出现骨量既无增长也无降低。

随着年龄的增加，男性和女性经历骨重建的不平衡，其

反应是骨吸收开始轻度大于骨形成，这就造成了骨量随

着时间的变迁出现持续丢失
（1，2，4，12）

。如果这种不平衡

持续，骨量可能下降，直到骨组织不能维持其正常的机

械强度，从而逐渐不正常并易于发生骨折
（5）

。骨量过度

丢失及骨折的易感性增加则导致紊乱，出现骨质疏松症。  

骨质疏松症最常见于绝经后妇女，在于雌激素水平

不足
（2，12，13）

。在停经和双侧卵巢切除后，雌激素水平下

降，出现骨量的快速丢失。快速的骨量丢失是由于骨重

建的不平衡和骨转换增强的联合作用造成的结果
（5，14-16）

。

在美国，骨质疏松症影响着约2500万绝经后妇女，以及

由此造成的每年150万人次的骨折，包括近50万人次的脊

椎压缩性骨折，25万人次的髋部骨折和20万人次的桡骨

远端骨折
（2，5，17）

。  

雌激素替代疗法被认为是目前能预防绝经后妇女骨

质疏松性骨折而被广范应用
（4，5，18-20）

。然而，许多女性

不能或不愿采用这种激素替代疗法，原因在于其提升了

肿瘤风险及恢复月经。基于这个原因，其他化合物如双

膦酸盐（一种治疗变形性骨炎的标准治疗用药）已开发

用于治疗骨质疏松症。双膦酸盐的抗骨吸收特性削弱了

骨的重建，从而减少了骨量的全面丢失。  

生化标志物有助于监测骨代谢疾病。尿羟基脯氨酸

和血清总碱性磷酸酶水平已用于监测变形性骨炎治疗疗

效。骨质疏松，表现为一种更轻微的骨重建过程的修正，

因此需要更为特异和灵敏的标志物。  

骨碱性磷酸酶检测试剂盒是一种用于定量测定人血

清中骨特异性碱性磷酸酶水平的体外诊断试剂。BAP 水

平的变化已显示对那些正经历骨代谢紊乱治疗的病人有

用
（6，7，10，21，22）

。 

【检验原理】 

    本试剂盒是一种固相单克隆抗体酶联免疫测定。样

本中的 BAP 与含有生物素标记的 BAP 特异性单克隆抗

体的溶液进行反应。反应发生在包被了链霉亲和素的微

孔中（微孔固定于塑料板框中），形成固相/捕获抗体/BAP

复合物。微孔洗涤除去未结合的BAP，再加入酶底物进行

孵育。终止反应后，在酶标仪 405nm 下读取吸光度。吸

光度值与待测样本中 BAP 浓度成正比。样本中BAP 浓度

的计算基于BAP 标准品及标准品0/稀释液的同步检测。 

【主要组成成份】 
1. 结合物：含抗 BAP 抗体（小鼠单克隆 IgG）-

生物素、叠氮化钠（0.09%）的牛/马蛋白基质。每瓶 14mL。 
2. 微孔板：板孔内包被链霉亲和素，包装于带干

燥剂的铝箔袋中。12×8 孔 
3. 标准品 0/稀释液（0）：不含 BAP 的牛蛋白基质，

含叠氮化钠（0.09%）。每瓶 14mL。 
4. 标准品（1-5）：含 BAP、叠氮化钠（0.09%）的

牛蛋白基质，BAP 浓度分别为 7，15，30，60，90（μg/L）。
每盒 5 瓶，每瓶 1mL。 

5. 低值质控品（1）：，含 BAP（约 11μg/L）和叠
氮化钠（0.09%）的牛蛋白基质，指定范围请参考质控报
告单。每瓶 1mL。 

6. 高值质控品（2）：含 BAP（约 45μg/L）和叠氮
化钠（0.09%）的牛蛋白基质，指定范围请参考质控报告
单。每瓶 1mL。 

7. 浓缩洗液（20×）：含吐温的磷酸盐缓冲液。每
瓶 50mL。 

8. 底物：含对硝基苯磷酸盐（pNPP）、防腐剂的



稳定缓冲液。每瓶 20mL。 
9. 终止液：含 1N 氢氧化钠。每瓶 14mL。 
10. 质控报告单，说明书：各 1 份 

【储存条件及有效期】 
试剂盒须置于 2～8℃保存，效期为 12 个月（自生

产之日起计）。试剂盒可稳定至包装上所示的最后日期。 
洗液和终止液在 2-30℃下保存至有效期截止日； 
所有试剂在使用前应平衡至室温（18-25℃）； 

未用完的试剂（除洗液）应置于 2-8℃下保存； 

试剂盒质控品浓度的回收率应落在指定范围内； 

未用完的微孔板条应放回附有干燥剂的铝泊袋，置

于 2-8℃下保存； 
请勿使用失效的试剂。 

【适用仪器】 
适用于配备 405nm 和 650nm 滤光片的酶标仪。 

【样本要求】 
 病人无需特别准备。 
 全血样本应通过可接受的医学技术采集。 
 允许血液凝结，通过离心分离出血清。 
 采用血清样本，尚未确立血浆样本可操作性。 
 血清样本于2-8℃下可保存24-48小时。 
 长期保存（不超过39个月）时须置于-80℃下保

存。 
 混浊血清样本或样本出现颗粒物，应离心后检

测。 
【检验方法】 

1． 自备试剂和材料 

 可调式移液器：固定量或可调式（50，100 和

150µL）（±1%）。多通道移液器可采用一次性 V

形槽来移取抗BAP 结合物、底物和终止液。 

 一次性吸头（50，100 和 150µL） 

 试管（用于样本稀释） 

 洗板机 

 振荡器 

 蒸馏水 

 计时器 

 洗液储存容器（如洗瓶） 

 酶标仪（配备 405 nm、600-650nm 滤光片）及

数据分析软件 

 水平微孔振荡器（频率500-900 rpm） 

若需完整试剂处理系统，数据处理系统及液体处

理装置，请与您当地的经销商联系。 

2． 试剂准备 

 所有试剂在使用前平衡至室温（18-25℃）。 

 使用前轻轻摇晃或上下颠倒混匀试剂。 

 每个样本、标准品、质控品均采用一次性吸头以

避免污染。 

 洗液：将浓缩洗液与 950 mL 蒸馏水混和均匀。 

3. 操作过程 

实验前，确保试剂盒在室温下（18-25℃）操作。使

用前将所有血清样本及试剂盒组分恢复至室温并混匀。 

标准品 0/稀释液、标准品及质控品需在同一块板上

双孔侧定。 

因为每一次孵育的终止会终止该反应的进程（如抗

体结合或底物周转），测定的可靠校准取决于确保孵育次

数对所有孔来说都是同样的（至关重要）。 

操作步骤如下： 
3.1 打开铝泊袋，取出所需数量的微孔板条置于板

框内。每次测定时 6 个标准品、低值质控和高值质控应

双孔测定。 

3.2 在相应孔中加入50µl 标准品0、标准品（1-5）、

质控品和病人样本。 

3.3 每孔加入 100µl 结合物。 

3.4 室 温 （ 18-25 ℃ ） 下 采 用 水 平 振 荡 器

（500-900rpm）孵育 1小时。 

3.5 洗板 3次 

a)从第一板条起吸出液体； 

b) 每孔注入 300µl 洗液 

c) 接下来重复 a)和 b)步骤 

d) 重复 1)和 c)步骤两次。 

3.6 每孔加入 150µl 底物液。进入下一步前无停顿。 

3.7 室温（18-25℃）下振荡（500-900rpm）孵育 13-15

分钟。 

3.8 每孔加入 100µl 终止液。 

3.9 在酶标仪上测量吸光度（主波长 405nm，次波

长 600-650 nm）。应在加入终止液后 1小时内读板。 

3.10 计算结果（见“检验结果的解释”部分）。 

注意事项： 

1）洗板时应注意：酶联免疫检测试剂要求有效洗板

以去除未结合的生物素标记抗体。因此，有效清洗每孔

是非常重要的，应去除最后一滴洗液以获得最佳结果。 

2）如果样本发现包含BAP 浓度高于最高标准品值，

则采用标准品 0/稀释液稀释样本后再根据试剂盒操作程

序进行测定。稀释因子应结合入结果计算当中。检测前

每一稀释样本应完全混合均匀。包含 BAP 浓度高于最高

标准品值时的样本推荐稀释比例为1：3，1：5或 1：10。 

然而，包含 BAP 浓度高于最高标准品值时的样本须

稀释，使得稀释后的样本读取结果将高于10µg BAP/L. 

3)由于吸光度受温度和底物孵育持续时间影响，因

此要求每孔/板孵育相同是非常重要的，这须确保从头至

尾移取液体的时间是一致的，不得有中断，底物及终止

液加入时须完全相同。为确保最佳结果，这些试剂的加

样须不超过90秒并且总底物孵育时间不得超过15分钟。 

4）方便起见，多道移液器或可重复移液器可用于分

发测定结合物、洗液、底物和终止液。推荐采用配有一

次性吸头的移液器来移取标准品、质控品和样本。每一

样本移取时吸头须更换以避免样本或试剂出现污染。 

5）不要混用不同批号的试剂盒的材料。 

【参考值（参考范围）】 
本试剂盒的参考范围是依据 Tandem-R Ostase 检测

试剂盒测定得出，然而，相关性研究表明，本试剂盒与

Tandem-R Ostase 检 测 试 剂 盒 的 一 致 性 良 好

（y=1.02x+0.28，r=0.9700，n=136）。 
采用Tandem-R Ostase检测试剂盒在6个场所对健康

成人（20-89 岁）进行测定。下表中分别提供了男性

（N=217）、绝经前女性（N=228）和绝经后女性（N=529）
的 BAP 浓度均值、标准差（SD）、中值和第 95 百分位值。 



健康成人 BAP 浓度(μg/L)总结* 

 例数  BAP均

值 

(μg/L)  

SD BAP中

值 

第 95 百分

位值 

 

男性  217 12.3 4.3 11.6 20.1 

绝经前

女性  

228 8.7 2.9 8.5 14.3 

绝经后

女性  

529 13.2 4.7 12.5 22.4 

*结果来源于Tandem-R Ostase放射免疫测定试剂盒 

上表显示，绝经后女性的 BAP 浓度均值明显高于绝

经前女性（P≤0.0001），BAP 浓度均值的升高反映了绝经

后妇女骨重建增强，这与绝经后妇女相比绝经前妇女雌

激素不足有关（2,8,12,13）。然而，正如下面分布图所

示，人群间 BAP 浓度有相当大的重叠部分。 

健康成人中 BAP 浓度的分布 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pre-M =绝经前 Post-M = 绝经后 

* 采用 Tandem-R Ostase 放射免疫测定生成结果 

每一类人群均显示出：1）每个箱盒的水平线代表浓

度中值；2）每一箱盒的上层和下层边缘代表四分位数间

距，如上层边缘定界25%的值高于中值，而低层边缘定界

25%的值低于中值；3）每一低线距的顶端代表第 5 百分

位的浓度，而每一高线距的顶端代表第95百分位的浓度。 

上述报告所观测的范围仅代表本次研究，无必要在

另一项个体临床实验室观察时显示这个范围。 

每个实验室应建立自己的参考范围。 
【检验结果的解释】 

1. 结果计算 

采用数据处理软件或在线形坐标纸上手工计算结果。 

1.1  计算机辅助计算  
建议采用点对点折线拟合。以各标准品（0-5）的吸

光度均值对其 BAP 浓度描点，各点之间以直线连结绘制

成标准曲线。  

1.2  手工计算  

在线性坐标纸上，以各标准品的吸光度均值为纵坐标，

BAP浓度为横坐标，描出各标准品点，各点之间以直线连

结绘制成标准曲线。不要强行将曲线描为直线。  
计算质控品和样本BAP浓度时，根据样本吸光度从纵坐

标相应位置作一条水平线与标准曲线相交，经过交点再作

一条垂直线与横坐标相交，在交点处读取样本BAP浓度。  
如果样本吸光度大于最高浓度标准品吸光度，应稀释

后重新检测，计算结果时应将读取浓度乘以稀释倍数。 

如果任何样本吸光度值大于最高标准品的吸光度值，

则样本须进行稀释并重新进行测定。稀释后的样本所测

浓度须乘以稀释因子。 

数据举例： 

孔号 描述 吸光度 吸光度均值 BAP μg/L 

1 0.193 

2 

标准品 0

0.187 

0.190 0.0 

3 0.401 

4 

标准品 1

0.402 

0.402 7.2 

5 0.595 

6 

标准品 2

0.572 

0.584 15.5 

7 0.908 

8 

标准品 3

0.866 

0.887 31.9 

9 1.499 

10 

标准品 4

1.460 

1.479 58.4 

11 2.000 

12 

标准品 5

2.051 

2.026 85.8 

13 病人样本 0.911  33.0 

标准曲线举例： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. 质量控制与结果的有效性 

良好的实验室管理规范(GLP)要求在每轮实验中使用

质控样本来确保所有试剂操作规范。本试剂盒提供的质控

品可用于证实试剂盒的性能。 

2.1 质控品浓度的回收率应落在指定范围内，参阅质

控报告单中的质控范围。  

2.2 各标准品和质控品吸光度（405nm）的变异系

数（CV）应小于10%。 

【检验方法的局限性】 

1. HAMA 干扰 

某些个体具有抗小鼠蛋白抗体（HAMA）而导致在



应用鼠源抗体的免疫测定中产生干扰。已有报道，在治

疗或诊断过程中存在输入性小鼠单克隆抗体的患者血清

样本在此类检测中可能出现错误结果。因此，对于此类

患者，本试剂盒所测结果应结合其它诊断结果和临床信

息综合评估。 

2. 肝 ALP 影响 

本试剂盒检测肝 ALP 的免疫反应性为：100 U/L 的

肝 ALP 活性用本试剂盒所测的结果为 2.8-6.2 μg/L。对于

肝 ALP 活性显著上升的血清样本，用本试剂盒检测可能

导致结果偏高。低水平骨代谢疾病患者的 BAP 水平则落

在预期范围（参考值）内。 

3. 本试剂盒检测结果应结合病人的临床信息及其

它诊断结果进行综合评估。因此，本试剂盒不推荐单独

用于普通人群中骨质疏松症的确诊程序，此外，也不可

用于评估骨形成或骨重建的速率。 

【产品性能指标】 

1. 批内精密度 

批内精密度是通过对四个包含不同 BAP 浓度的血清池进

行测定，每个血清池重复测定20次，数据结果见下表。 

血清池 1 2 3 4 

重复次数 20 20 20 20 

均值 μg/L 7.4 27.3 52.7 79.5 

标准差 0.48 0.78 1.35 3.54 

%CV  6.5 2.9 2.6 4.5 

2. 批间精密度 

批间精密度是通过对四个血清池进行测定，每个血清池

双孔测定，重复测定 20 次。 

血清池 1 2 3 4 

份数 20 20 20 20 

均值 μg/L 8.4 29.2 55.6 81.1 

SD 0.47 1.88 2.03 4.92 

CV (%) 5.8 6.4 3.7 6.1 

3. 回收率与稀释线性 

含一定浓度BAP的血清样本用不同含量加入到含有

BAP 的人血清中，样本重复检测三次。 

加入值 
μg/L 

期望浓度 
μg/L 

观测浓度 
μg/L 

% 回收率*

μg/L 
14.0 24.6 24.8 100.9 
14.0 24.6 24.8 100.9 
39.9 50.5 48.8 96.6 
59.2 69.8 66.0 94.6 

*%回收率等于观察到的浓度除以期望浓度乘以 100。

含一定浓度 BAP 的血清样本用标准品 0 或稀释液稀

释，系列稀释后进行测定。 

稀释度 期望浓度 
μg/L 

观测浓度 
μg/L 

% 回收率*

μg/L 
 N/A 54.6 N/A 

1:4 27.3 27.9 102.3 
1:6 18.2 17.4 95.4 

1:8 13.7 12.7 92.8 
*%回收率等于观察到的浓度除以期望浓度乘以 100。

4. 特异性 

4.1 干扰物 

以下物质在低于所示浓度时未发现干扰： 

干扰物 干扰物含量 特异性 

血红蛋白 500 mg/dL / 

非结合胆红素 40mg/dL / 

结合胆红素 20mg/dL / 

甘油三酸酯 2000 mg/dL / 

总蛋白 3-14 g/dL / 

肠 ALP 100 U/L 1.0μg/L 

胎盘 ALP 100 U/L / 

4.2肝ALP活性 

本试剂盒中肝ALP活性的检测用肝病和变形性骨炎病

人的血清样本。经过膜电泳并含有大于95%的肝ALP或BAP

样本。 

两种方法评估肝ALP活性。第一种方法：用质量和惠

特Mass and Whitby评价。用热灭活方法，最大限度地减

少样本中内源性BAP和肝ALP的反应。用该方法，100 U/L

的肝ALP活性用本试剂盒所测的结果为2.8-3.4 μg/L。 

第二种方法，用Price评价，用斜率法（本试剂盒对

总ALP）评价没处理过的样本。肝ALP和BAP样本（y轴）中

BAP的含量对应其每个样本的总ALP活性（x轴）。肝ALP

和BAP样本的斜率值由以下所得： 

100 U/L的肝ALP活性用本试剂盒所测的结果为6.2 

μg/L； 

100 U/L的BAP活性用本试剂盒所测的结果为36.9 

μg/L。 

4.3 药物干扰 

依据NCCLS指南EP-7P（临床试验干扰性测试），

将以下不同浓度的药物加入到3个不同BAP水平的血清池

中，进行4份检测。所测试药物的名称及其最高浓度列举

如下： 

醋氨酚 20mg/dL 

阿仑膦酸钠 5mg/dL 

阿司匹林 50mg/dL 

鲑鱼降钙素 112mg/dL 

钙 20mg/dL 
雌激素 400mg/Dl 
依替膦酸二钠 105mg/dL 
布洛芬 40mg/dL 
帕米膦酸钠 18mg/dL 
孕酮 25mg/dL 
维生素D 80,500IU/dL
测试发现，上述药物对血清BAP的回收率无干扰。 
5. 最小检测浓度 
本试剂盒的最小检测浓度为 0.7 μg/L。最小检测浓度

定义：标准品 0/稀释液重复检测20次的平均吸光度加上
2倍标准偏差值对应的浓度。 
【注意事项】 



1. 仅用于体外诊断。 
2. 不要用嘴吸取。 
3. 不要在指定的工作区域里吃喝或吸烟。 
4. 样本处理和试剂盒操作时后应彻底洗干净手。 
5. 本试剂盒内某些组分包含人源性材料（已采用

FDA 批准的方法进行检测并发现HIV-1 及 HIV-2、乙肝、
丙肝抗原为阴性。没有任何方法可完全确保 HIV-1、
HIV-2、乙肝、丙肝及其他传染介质不存在。因此这些试
剂时应视为潜在传染物进行处理。 
6. 叠氮化钠可与铅、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。 

7. 试剂盒里的终止液含有 1N NaOH,具有腐蚀性，易灼
伤。应避免与皮肤和眼睛接触。不要吞咽或吸入。
实验室里工作时应佩载安全目镜、手套及穿着实验
室工作外套。 

8. 当处理液体时应避免试剂内微生物污染。 
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