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维生素 D（环戊烷多氢菲类化合物）是具有胆钙化固醇生物

活性的所有类固醇的总称，为一种脂溶性维生素，可由维生素 D

原经紫外线激活形成。维生素 D 主要以维生素 D
3
与维生素 D

2
两

种不同的形式存在于人体中[1]。其中维生素D
2
主要来源为植物源

食物，由植物中的麦角固醇经紫外线激活转化而获得，而维生素

D
3
除可从动物源食物中获得外还可以通过皮下的 7- 脱氢胆固醇

经紫外线激活转化而自主合成[2-3]。故人体中维生素D大多素以D
3

形式存在，他们的化学差异仅在于侧链结构不同，它们的化学结

构式如图 1 所示。

  图 1.    维生素D2 与D3结构图

维生素 D 也被看做是一种用作钙、磷代谢激素前体，维持血

清中钙、磷浓度在正常范围，维持神经、肌肉功能正常和骨骼的

健全，是生命必须的营养元素。研究表明维生素D缺乏会导致多

种疾病或使某些疾病的患病率升高。众所周知，维生素D缺乏会

导致佝偻病、骨质疏松等骨骼疾病，研究亦发现维生素D含量影

响心肌梗死患病率，研究表明仅在维生素D水平低于30 ng/mL的

个体中观察到心肌梗死风险较高[4]。除此之外，小儿呼吸道感染、

哮喘、骨质疏松、自身免疫疾病、肾脏疾病、心血管系统疾病、子

痫前期、过敏性哮喘、风湿性关节炎、Ⅰ型及Ⅱ型糖尿病、痴呆

及感染性疾病以及十几种肿瘤均与维生素 D 缺乏相关[5-9]。近年

来，检测维生素 D 含量变得越来越被重视。25-(OH)维生素 D 的

循环水平是维生素D营养状况良好的测试指标，临床上以检测血

清中 25-OH 维生素 D 含量的方式判定体内维生素 D 含量。中华

人民共和国国家卫生健康委员会 2020 年 5 月 6 日（2020 年 11 月

1 日开始实施）发布的《人群维生素D缺乏筛查方法》[10]中明确规

定，血清中 25-OH 维生素 D 不低于 20 ng/mL（50 nmol/L）为正

常，12-20 ng/mL（30-50 nmol）为不足，低于12 ng/mL（30nmol/

L）为缺乏。而 41.8% 的人维生素 D 含量不足，所以维生素 D 含

量的测定至关重要,临床中以25-羟基维生素D的含量作为判断体

内维生素 D 含量的指标。
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【摘　要】开发了一种适合快速检测血清中维生素D 的免疫层析试剂条。使用胶体金分别标记兔IgG 抗体，抗25 羟基维生素D 抗体，混

合后喷涂在聚酯纤维素膜上，分别将25羟基维生素D抗原与羊抗兔IgG抗体喷涂于NC膜的质控线和检测线位置处，将二者组合构建维生素D免

疫层析试剂条，并对其进行功能评价。结果表明该试剂条可以在20 min内实现血清中是否缺乏维生素D的定性分析。定性灵敏度为20 ng/mL，

且与其它维生素之间无交叉反应。该维生素D 免疫层析快速检测试剂条适用于实验室专业检测，具有较大科研价值。
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人体中，维生素D
2
与D

3
通过血液运输到肝脏，在肝脏中代谢

为25-OH维生素D
2
与D3，由于25-OH维生素D半衰期较长（25

d）,稳定性相对较好，含量相对较高，因此，在临床中通过测量血

清中总 25-OH 维生素 D 的含量测定人体内维生素 D 的含量[11]。

本文选择了一种简单、快速检测体内维生素D含量的检测方

法—免疫层析法。

1　实验部分

1.1 仪器与试剂

实验试剂与材料：硝酸纤维素膜（NC 膜），塑料大卡，玻璃

纤维，滤纸，聚酯纤维素膜，羊抗兔 IgG 抗体，抗 25 羟基维生素

D 抗体，25 羟基维生素 D 抗原，兔 IgG 抗体，胶体金偶联物，蔗

糖，海藻糖，磷酸氢二钠，磷酸二氢钠，牛血清蛋白。

实验仪器：精密分析天平，喷金标机，连续划膜机，旋涡震

荡器，可编程切条机。

1.2 实验方法

1.2.1 免疫胶体金试剂条的制备

以 25 羟基维生素 D 抗原与抗 25 羟基维生素 D 抗体为主要反

映物质制作免疫层析试剂条对血清中25-羟基维生素D是否缺乏

做定性分析。

硝酸纤维素膜的喷点：将硝酸纤维素膜固定于专用纸板上，

将羊抗兔IgG抗体与25羟基维生素D抗原分别以一定的喷量喷洒

在硝酸纤维素膜上，作为质控线与检测线。烘干后使用。

金标垫的制备：使用胶体金偶联物分别标记兔 IgG 抗体，抗

25 羟基维生素 D 抗体。将兔 IgG 抗体金标溶液与抗 25 羟基维生

素D抗体金标溶液以一定的喷量喷洒于聚酯纤维素膜上，形成金

标垫。烘干后使用。

将上述准备的硝酸纤维素膜、金标垫与样品垫，吸水垫组合，

将组装好的产品切割为免疫层析试剂条，如图 2 所示。

图2.    维生素D免疫层析试剂条

1.2.2 维生素 D 快速检测试剂条功能性评价

1.2.2.1 特异性
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使用三组不同批次的维生素 D 免疫层析试剂条，在同一时

间，同一地点，分别检测维生素 A、B、C、D、E、K、M 阳性样

本，观察并记录结果，检测维生素 D 免疫层析试剂条特异性。

1.2.2.2 灵敏度

将高浓度的维生素D标准品梯度稀释为100 ng/mL,80 ng/mL,

60 ng/mL,40 ng/mL,20 ng/mL,10 ng/mL。使用三组不同批次的维

生素D免疫层析试剂条分别对以上样本进行检测，观察并记录检

测结果。

1.2.2.3 临床样本检测

在搜集到的临床样本中随机抽取三个阴性，三个阳性样本，

使用三组不同批次免疫层析试剂条对临床血清样本进行测定。

样本预处理：使用解离液解离血清样本中被结合蛋白包被的维

生素 D，解离液与血清以一定的比例混合,室温下静置5 min，使

用一次性胶头滴管在进样口滴加解离后的血清样本，10-20 min

后读数。

2　结果与讨论

2.1 检测原理

25-OH维生素D免疫层析试剂盒检测原理如图3所示，本实

验使用竞争法检测血清中的维生素D含量。右侧线为质控线以C

表示，胶体金标记的兔 IgG 抗体与硝酸纤维素膜 C 线位置的羊抗

兔 IgG 抗体结合。左侧线为检测线以 T 表示，当血清中维生素 D

含量较低时（≤ 20 ng/mL）仅结合金标垫上标记的部分抗体，剩

余的抗体则与硝酸纤维素膜上C线处的维生素D抗原结合，显色，

呈阴性如图 3（a）所示。当血清中维生素 D 浓度>20 ng/mL 时，

血清中的维生素D几乎结合掉金标垫上标记的全部抗体，不再有

或仅有非常少的剩余抗体与硝酸纤维素膜中T线位置的维生素D

抗原结合，故在T线位置不再显色（或肉眼不可见较浅颜色），此

时检测结果为阳性，如图 3（b）所示。

2.2 检测结果

2.2.1 特异性检测结果

使用三组不同批次的产品对可能与维生素D出现交叉反应的

物质进行检测，消除实验偶然性。检测检测结果如下表所示。实

验结果表明维生素 D 免疫层析试剂条对维生素 A、B、C、E、K、

M 无交叉反应。特异性良好。

表2-1     交叉实验检测结果

2.2.2 灵敏度检测结果

为避免实验偶然性，使用三组不同批次产品对样本进行检测。

检测结果如下表所示。对浓度为 100 ng/mL,80 ng/mL,60 ng/mL,

40 ng/mL 的维生素 D 标准品检测结果均为阳性，20 ng/mL 的维

生素D检测结果显示阴性，其中检测线颜色较浅，而10 ng/mL样

本检测结果为阴性，显示两条清晰的线条。我国《人群维生素 D

缺乏筛查方法》[10]中指出血清中25-羟基维生素D不低于20 ng/

mL（50 nmol/L）为正常，而研发出的免疫层析试剂条可实现在

维生素 D 浓度＞20 ng/mL 时出现一条肉眼可见彩色线（质控线）

为阳性，维生素 D 浓度≤ 20 ng/mL 时出现两条肉眼可见彩色线

条（质控线与检测线）为阴性的检测标准。检测结果符合国家现

执行《人群维生素 D 缺乏筛查方法》，灵敏度良好。

表2-1      灵敏度实验检测结果

 2.2.3 临床样本检测结果

使用维生素D免疫层析试剂条检测阴性样本全部为阴性，检

测阳性样本全部为阳性，检测结果如下图所示。该实验证明该产

品不仅可检测维生素D标准品，同样可检测血清中非游离状态下

的维生素 D。该产品不仅可用于科研，同样可用于临床中的快速

初检实验。

图3.    维生素D免疫层析试剂条检测原理图

类别
维生素D 维生素A 维生素B 维生素C 维生素E 维生素K 维生素M

批号

Lot1 阳性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性

Lot2 阳性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性

Lot3 阳性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性 阴性

浓度（ng/mL）
100 80 60 40 20 10

批号

Lot1 阳性 阳性 阳性 阳性 阴性 阴性

Lot2 阳性 阳性 阳性 阳性 阴性 阴性

Lot3 阳性 阳性 阳性 阳性 阴性 阴性



58

Clinical Medical Research,临床医学研究(3)2021,9

ISSN:2705-0475(Print);2705-0939(Online)

3　结论

近年来免疫层析快速诊断试剂凭借诊断快速、用户友好、操

作简单、成本效益高等诸多优势成为现代实验室分析仪的替代品。

该技术不仅被广泛应用于传染病检测，作为大量样本初筛的检测

方式，有效预防传染病爆发与传播，也被应用于其他疾病的诊断，

减少疾病发病率。

维生素D免疫层析检测试剂基于横向免疫分析的原理,使用胶

体金免疫色谱法构建生物传感器的纳米结构，在20 min内获得肉

眼可见实验结果，可实现人体血清中维生素D是否缺乏的快速检

测，并且研究发现该产品与其他维生素无交叉反应。

使用维生素D免疫层析试剂检测血清中维生素D的检测可以

预防骨质疏松、佝偻病的发生，降低肾脏疾病、心血管系统疾病

等疾病的病发率，具有较大科研价值。
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图4.    临床样本检测结果图
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