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 前 言 

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。 

本标准代替GB/T 33411-2016《酶联免疫分析试剂盒通则》 

本标准与GB/T 33411-2016相比，除结构调整和编辑性改动外，主要技术变化如下： 

——增加了分类； 

——增加了定性试剂盒的技术要求； 

——增加了定量试剂盒特异性和稳定性技术要求；  

——增加了定量试剂盒特异性和稳定性的检验方法； 

——修改了灵敏度表示方法； 

——增加了四参数曲线拟合模型示例。 

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。 

本文件由全国生化检测标准化技术委员会（SAC/T C387）提出并归口。 

本文件起草单位：。 

本文件主要起草人：。 

本文件及所代替文件的历次版本发布情况为： 

——2016年首次发布为GB/T 33411-2016； 

——本次为第一次修订。 
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酶联免疫分析试剂盒通则 

1 范围 

本标准规定了酶联免疫分析试剂盒的技术要求、检验方法、使用说明书和标签。 

本标准适用于酶联免疫分析试剂盒。 

2 规范性引用文件 

本文件没有规范性引用文件。 

3 术语和定义 

本文件没有需要界定的术语和定义。 

4 分类 

按检验结果的判定方式，可分为定量分析试剂盒和定性分析试剂盒 4.1 

定量是用抗原或抗体的校准品制备标准曲线，最终以浓度值进行报告。定性是参比阴性对照、阳性

对照（或称阴性、阳性质控品）等的吸光度或荧光强度，以标本阴性对照比法（P/N）或标本阳性对照

比法（S/CO）的比值等结果进行报告。 

按方法原理和步骤的不同，可分为非竞争法和竞争法 4.2 

其中非竞争法包括直接法、间接法和夹心法等，其特点是使用过量的试剂，被测抗原（抗体）同酶

标抗体（抗原）及固相抗体或抗原的结合反应属非竞争性，酶标记物的结合量与被测物的浓度成正比。

竞争法的特点是使用过量酶标抗原（抗体）和被测抗原（抗体）互相竞争性同固相抗体或抗原结合，固

相抗体（抗原）结合酶标记物的量与被测物的浓度成反比。 

5 技术要求 

通用要求 5.1 

5.1.1 试剂盒主要组成及要求 

试剂盒由一整套试剂和材料组成，应严格按照其说明书的规定使用，并满足下列要求： 

a) 包被微孔板：在微孔板上包被相应的抗体或抗原； 

b) 抗体：可使用多克隆抗体或单克隆抗体； 

c) 标准品：标准溶液；定性时，还应有阳性对照和阴性对照。 

d) 标记物：标记物可以是标记抗原、抗体或抗抗体； 

e) 标记酶为辣根过氧化物酶或其他适宜标记酶； 

f) 底物：过氧化氢溶液/四甲基联苯胺溶液或其他底物； 
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g) 洗涤液：磷酸盐缓冲溶液或其他缓冲溶液； 

h) 终止液：硫酸溶液或其他溶液。 

5.1.2 外观 

试剂盒外观完整，内装试剂齐全；包被抗原或抗体的微孔板透明干燥且用真空包装；液体组分应澄

清透明；冻干组分呈疏松体，经复溶后，其溶液应澄清，无异物。 

定量分析试剂盒要求 5.2 

5.2.1 标准曲线线性 

以标准溶液考察线性和范围。标准曲线范围应在生产企业规定标准浓度范围内，其拟合线性相关系

数的绝对值应大于0.99。 

5.2.2 灵敏度 

检测限值应符合相应规定的要求。定量限值应大于或等于标准曲线中最低浓度点值，满足一定的精

密度和准确度的要求。 

5.2.3 精密度 

5.2.3.1 批内变异系数 

使用同一批次的试剂盒，至少选用2个浓度水平的样本，各重复检测10次，其变异系数应不大于20%。 

5.2.3.2 批间变异系数 

使用3个批次的试剂盒，至少选用2个浓度水平的样本，各重复检测10次，其3个批次试剂盒之间的

变异系数应不大于25%。 

5.2.4 正确度 

用有证标准物质进行验证。在标准曲线范围内，选取3个不同浓度水平检测，所添加浓度应涵盖方

法测定低限浓度、方法测定最高浓度和关注浓度。对于已制定最高残留限量（MRL）的物质，关注浓度

为MRL；对于未制定MRL的物质，关注浓度为常见限量指标；对于禁用物质，关注浓度为两倍方法测定低

限。回收率应在60%~120%范围内。 

5.2.5 特异性 

试剂盒与目标分析物、相关或相似干扰物（目标分析物结构类似物、代谢物等）存在交叉反应的，

交叉反应率应符合相应规定的要求。 

5.2.6 稳定性 

试剂盒在有效期内，在规定的保存条件下，稳定性试验的各项性能指标应符合产品质量标准要求。

每一批试剂盒应留样，并定期作2℃~8℃稳定性考核；试剂盒成品出厂前应做加速稳定性试验，在规定

的加热条件（如37℃）下放置规定时间，检测的各项性能指标应符合产品质量标准要求。 

定性分析试剂盒要求 5.3 

5.3.1 阴性对照品符合率 
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对阴性对照品（菌株）进行检测，其阴性对照品（菌株）符合率应符合相应规定的要求。 

5.3.2 阳性对照品符合率 

对阳性对照品（菌株）进行检测，其阳性对照品（菌株）符合率应符合相应规定的要求。 

5.3.3 检测限 

对检测限的对照品（菌株）进行检测，结果应符合相应规定的要求。 

5.3.4 精密度 

5.3.4.1 批内变异系数 

用重复性对照品（菌株）重复检测10次，其变异系数应符合相应规定的要求。 

5.3.4.2 批间变异系数 

使用3批次的试剂盒，用临界限或关注浓度水平的对照品（菌株），各重复检测10次，则3批次试剂

盒之间的变异系数应符合相应规定的要求。 

5.3.5 稳定性 

试剂盒在有效期内，在规定的保存条件下，稳定性试验的各项性能指标应符合产品质量标准要求。

每一批试剂盒应留样，并定期作2℃~8℃稳定性考核；试剂盒成品出厂前应做加速稳定性试验，在规定

的加热条件（如37℃）下放置规定时间，检测的各项性能指标应符合产品质量标准要求。 

6 检验方法 

定量分析试剂盒的检验方法 6.1 

6.1.1 标准曲线 

标准曲线至少由5个浓度组成，每个浓度至少重复测定2次，其均值作为该标准曲线的测定值。按产

品使用说明书的程序操作，测定标准溶液的吸光度值或其他测定值。通过标准液浓度和测定值拟合标准

曲线，并计算相关系数。 

示例1： 

Y-Ln(X)标准曲线拟合，按式（1）计算百分吸光度比值，按式（2）建立方程。 

 𝑌 =
B

B0
× 100%··············································································· (1) 

 𝑌 = 𝑎 + 𝑏 ln 𝑋················································································ (2) 

式中： 

Y ——百分吸光度比值； 

B0 ——零浓度标准溶液的吸光度值； 

B ——标准溶液吸光度值； 

X ——标准品浓度，单位为纳克每毫升 (ng/mL)； 

a ——截距； 

b ——斜率。 

示例2： 
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四参数曲线拟合，按式（3）建立方程。 

 𝑌 = 𝐷 +
𝐴−𝐷

1+[𝑋 𝐶⁄ ]𝐵
 ············································································· (3) 

式中： 

Y —— 吸光度值；  

A —— 最大吸光度值；  

B —— 吸光度增加速率参数，即曲线在EC50处的斜率；  

C —— 吸光度增长速度开始发生变化的浓度值，即半效反应浓度（EC50）；  

D —— 最小吸光度值； 

X —— 标准品浓度，单位为纳克每毫升 (ng/mL)。 

6.1.2 灵敏度 

按产品使用说明书的程序操作，测定标准溶液的吸光度值，绘制标准曲线。重复测定空白样品或阴

性样品不少于10次，通过标准曲线计算得到对应浓度的平均值( ̅0)和标准偏差(s)，得出 ̅0+3s，即为检出

限。按检测方法标准要求处理样本，以大于或等于标准曲线中最低浓度点值，计算样本的浓度，即为定

量限。 

6.1.3 精密度 

使用同一批次的试剂盒，至少选用2个浓度水平的样本，各重复检测10次，按产品使用说明书的程

序操作测定。统计10次测量浓度结果的平均值和标准差，计算批内变异系数。  

使用3批次的试剂盒，至少选用2个浓度水平的样本，各重复检测10次，按产品使用说明书的程序操

作测定。统计30次测量浓度结果的平均值和标准差，计算批间变异系数。按（4）式计算变异系数。 

 𝐶𝑉 =
𝑆

𝑥̅
× 100% ·············································································· (4) 

式中： 

CV ——变异系数； 

s ——标准差； 

 ̅ ——平均测定值。 

6.1.4 正确度 

将已知高、中、低浓度标准溶液添加至样本中，按产品使用说明书的程序操作，测定吸光度值或其

他测定值，通过拟合标准曲线计算测定浓度值，按（5）式计算回收率。 

 R =
C1−C2

C3
× 100% ··········································································· (5) 

式中： 

R——回收率； 

C1——加标之后测定的浓度； 

C2——加标之前测定折浓度； 

C3——加入目标分析物的理论浓度。 

6.1.5 特异性 
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根据试剂盒类型选择交叉反应率的验证方法，按照酶联免疫试剂盒说明书的程序操作，测定与目标

分析物、相关或相似干扰物（目标分析物结构类似物、代谢物等）交叉反应。 

方法一，将目标分析物的干扰物加入样本中，其浓度可以是定量限 10 倍、100 倍或更高,采用试剂

盒测定其含量,按公式（6）计算交叉反应率。 

 CR =
C1−C2

C3
× 100%·········································································· (6) 

式中： 

式中: 

CR——交叉反应率； 

C1——添加样本的测量均值； 

C2——对照样本的测量均值； 

C3——干扰物浓度。 

方法二，适用于竞争法试剂盒。分别将目标分析物及干扰物分别配制成标准系列浓度，依法检测，

并分别拟合标准曲线，得目标分析物和干扰物半数抑制浓度，按公式（7）计算交叉反应率。 

 CR =
BIC50

AIC50
× 100% ·········································································· (7) 

式中： 

CR——交叉反应率； 

AIC50——干扰物的50%抑制浓度； 

BIC50——目标分析物的50%抑制浓度。 

6.1.6 稳定性 

6.1.6.1 稳定性实验 

取至少三批次试剂盒试验，至规定的储存条件下保存至有效期末，常规保存温度为2℃~8℃，可根

据保存期，间隔一定的时间测定一次。依5.2.1条款~5.2.4条款（适用时增加5.2.5条款）检测各项指标。 

6.1.6.2 加速稳定性试验 

取至少三批次试剂盒试验，根据生产企业所声称的热稳定性条件（如37℃放置至少2天~6天），可

根据保存期，间隔一定的时间，依5.2.1条款~5.2.4条款（适用时增加5.2.5条款）检测各项指标。 

定性分析试剂盒的检验方法 6.2 

6.2.1 阴性对照品符合率 

对阴性对照品（菌株）进行检测。按照试剂盒的说明书进行检测和判定，计算阴性对照品符合率。

计算公式：阴性对照品符合率=结果为阴性的对照品数量/总对照品数量×100%。 

6.2.2 阳性对照品符合率 

对阳性对照品（菌株）进行检测，按照试剂盒的说明书进行检测和判定，计算阳性对照品符合率。

计算公式：阳性对照品符合率=结果为阳性的对照品数量/总对照品数量×100%。 

6.2.3 检出限 
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用阳性对照品（菌株）进行系列稀释，按产品使用说明书的程序操作进行检测和判定，满足阈值的

最低检出量，即为检出限。 

6.2.4 精密度 

用接近临界值的阴性或阳性对照品（菌株），重复检测10次，按产品使用说明书的程序检测和判定，

统计10次测定吸光度或COI或S/CO比值等结果的平均值和标准差，计算批内变异系数。 

使用3批次的试剂盒，用临界限或关注浓度水平的参考品（菌株）各重复检测10次，按产品使用说

明书的程序操作判定，统计30次测定吸光度或COI或S/CO比值等结果的平均值和标准差，计算批间变异

系数。按式（4）计算变异系数。 

6.2.5 稳定性 

6.2.5.1 稳定性试验 

取至少三批次试剂盒试验，至规定的储存条件下保存至有效期末，常规保存温度为2℃~8℃，可根

据保存期,间隔一定的时间测定一次。依5.3.1条款~5.3.4条款检测各项指标。 

6.2.5.2 加速稳定性试验 

取至少三批次试剂盒试验，根据生产企业所声称的热稳定性条件（如至37℃放置至少2天~6天），

可根据保存期，间隔一定的时间，依5.3.1条款~5.3.4条款检测各项指标。 

7 使用说明书要求 

a) 试剂盒应附产品使用说明书，或等同的指导性文件。文件内容应至少包括以下部分： 

b) 产品名称； 

c) 测定原理； 

d) 适用范围，提及检测的目标物和适用的基质范围； 

e) 使用单位需自备的设备和试剂； 

f) 主要组成成分； 

g) 操作指南，包括样品前处理的方法、检测方法、结果判定等； 

h) 分析质量参数：标准曲线、灵敏度、正确度、精密度和交叉反应等； 

i) 保存条件和有效期。 

8 标签 

试剂盒外包装应标示如下内容：产品名称、生产批号或生产日期、规格和数量、运输和保存温度、

有效期、生产企业名称和地址。 

 


