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(57)摘要

本发明提供高灵敏度的化学发光免疫分析

试剂盒及其制备方法和应用，具体涉及临床免疫

分析技术领域，包括直接包被捕获分子的固相载

体、生物素标记的标记分子以及发光物质标记的

链霉亲合素，所述标记分子能够与待测样本中的

目标分析物结合且所述捕获分子能够与待测样

本中的目标分析物特异性结合或者为待测样本

中的目标分析物类似物；或者所述标记分子能够

与待测样本中的目标分析物竞争性结合且捕获

分子能够与待测样本中的目标分析物特异性结

合。本发明基于链霉亲和素在结构特性，每摩尔

的四聚体分子可结合四摩尔的生物素分子，并且

两者之间具有极强的亲和力，构建一个循环放大

的反应过程，实现了信号的放大而提高了灵敏

度。
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1.一种高灵敏度的化学发光免疫分析试剂盒，其特征在于，包括直接包被捕获分子的

固相载体、生物素标记的标记分子以及发光物质标记的链霉亲合素，所述标记分子能够与

待测样本中的目标分析物结合且所述捕获分子能够与待测样本中的目标分析物特异性结

合或者为待测样本中的目标分析物类似物；或者所述标记分子能够与待测样本中的目标分

析物竞争性结合且所述捕获分子能够与待测样本中的目标分析物特异性结合。

2.根据权利要求1所述的高灵敏度的化学发光免疫分析试剂盒，其特征在于，所述固相

载体为超顺磁性微球；所述捕获分子包括蛋白质、多肽或生物活性小分子中的一种，其中蛋

白质包括抗体或者抗原；所述标记分子包括蛋白质、多肽、多糖或者微球中的一种，其中蛋

白质包括抗体或者抗原。

3.根据权利要求2所述的高灵敏度的化学发光免疫分析试剂盒，其特征在于，所述发光

物质为可以和激发液或者底物作用产生化学发光的物质，所述发光物质包括吖叮酯、吖啶

磺酰胺、鲁米诺、N-(4-氨丁基)-N-乙基异鲁米诺、碱性磷酸酶、辣根过氧化物酶。

4.一种权利要求2或3所述的高灵敏度的化学发光免疫分析试剂盒的制备方法，其特征

在于，包括以下步骤：

1)制备直接包被所述捕获分子的固相载体：将所述捕获分子包被在超顺磁性磁珠表

面；

2)将所述标记分子标记生物素；

3)将链霉亲合素标记所述发光物质。

5.根据权利要求4所述的高灵敏度的化学发光免疫分析试剂盒的制备方法，其特征在

于，步骤1)中的制备直接包被所述捕获分子的固相载体的方法如下：

S1、取磁珠原液，取反应缓冲溶液清洗磁珠，然后重悬于该缓冲溶液中；向其中加入一

定浓度的EDC现配溶液，在37℃条件下活化0.5小时；活化完成后用磁珠清洗液清洗三次，然

后重悬于反应缓冲溶液中；

S2、加入所述捕获分子，在37℃条件下反应3小时；反应完成后用磁珠清洗液清洗三次，

最后重悬于磁珠储存液中。

6.一种权利要求1-3任意一项所述的高灵敏度的化学发光免疫分析试剂盒的应用，其

特征在于，包括在免疫分析方法中的应用，具体如下：

1)将直接包被捕获分子的固相载体、生物素标记的标记分子、发光物质标记的链霉亲

合素以及待测样品充分反应；

2)经清洗液清洗分离出固相载体复合物或者磁性分离技术捕获上述复合物，然后用化

学发光仪测定发光强度并计算分析物浓度。

7.根据权利要求6所述的高灵敏度的化学发光免疫分析试剂盒的应用，其特征在于，在

免疫分析方法中的夹心法中的应用，具体如下：

步骤1)中的混合物充分反应形成固相载体-捕获分子-目标分析物-(标记分子-链霉亲

合素)n复合物；其中，所述标记分子能够与待测样本中的目标分析物特异性结合，所述捕获

分子能够与待测样本中的目标分析物特异性结合。

8.根据权利要求6所述的高灵敏度的化学发光免疫分析试剂盒的应用，其特征在于，在

免疫分析方法中的竞争法中的应用，具体如下：

步骤1)中的混合物充分反应形成固相载体-捕获分子-(标记分子-链霉亲合素)n复合
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物或目标分析物-(标记分子-链霉亲合素)n复合物；其中，所述标记分子能够与待测样本中

的目标分析物特异性结合，所述捕获分子能够与待测样本中的目标分析物竞争性结合标记

分子。

9.根据权利要求6所述的高灵敏度的化学发光免疫分析试剂盒的应用，其特征在于，在

免疫分析方法中的竞争法中的应用，具体如下：

步骤1)中的混合物充分反应形成固相载体-捕获分子-(标记分子-链霉亲合素)n复合

物或固相载体-捕获分子-目标分析物；其中，所述标记分子能够与待测样本中的目标分析

物竞争性结合，所述捕获分子能够与待测样本中的目标分析物特异性结合。
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高灵敏度的化学发光免疫分析试剂盒及其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明属于临床免疫分析技术领域，具体涉及高灵敏度的化学发光免疫分析试剂

盒及其制备方法和应用。

背景技术

[0002] 化学发光免疫分析(Chemiluminescence  immunoassay,CLIA)是将发光分析技术

和免疫分析技术结合而建立起来的一种新的免疫分析技术，具有放射免疫的高灵敏度，以

及酶联免疫的操作简便快速、易于标准化操作的优点。另有环保、试剂保质期长、稳定性高、

便于实现自动化的特点，成为非放射性免疫分析法中最有前途的方法之一。尽管如此，随着

化学发光免疫分析技术的普及以及临床上对于待检分子灵敏度需求的不断提高，迫切需要

灵敏度更高的化学发光免疫分析技术。

[0003] 专利一种采用吖啶酯标记抗原或抗体分析方法(公开号CN  101609090A)，公开了

一种采用吖啶酯标记抗原或抗体分析方法以及用该方法制备一种免疫测定试剂盒，吖啶酯

标记物在化学结构上有产生发光的特殊基团，在发光免疫分析过程中直接参与发光反应，

通常这类物质没有本底发光，在反应中能用于检测低浓度或微量浓度的样品，是一类发光

效率很高的发光剂，吖啶酯I、II分子和吖啶酰胺III，均可与抗体(或抗原)结合，生成具有

化学发光活性强、免疫反应特异性高的标记抗体。但是检测灵敏度依然不够高。

[0004] 链霉亲和素是由链霉菌(Streptomyces  avidinii)分泌的一种生物素结合蛋白

质。在结构上，链霉亲和素以同源四聚体的形式存在，每摩尔的四聚体分子可结合四摩尔的

生物素分子，两者之间具有极强的亲和力。该特性联合生物素偶联抗原/抗体检测技术，使

其广泛应用于免疫学中检测信号的放大。

发明内容

[0005] 本发明的目的是提供一种高灵敏度的化学发光免疫分析试剂盒，基于发光物质标

记链霉亲合素循环放大的高灵敏度化学发光免疫分析法，能够提高灵敏度，解决现有化学

发光免疫分析试剂盒灵敏度低的问题。

[0006] 本发明的另一目的是能够生产制备该高灵敏度的化学发光免疫分析试剂盒并能

够使其在免疫分析方法中被应用。

[0007] 本发明提供了如下的技术方案：

[0008] 一种高灵敏度的化学发光免疫分析试剂盒，包括直接包被捕获分子的固相载体、

生物素标记的标记分子以及发光物质标记的链霉亲合素，所述标记分子能够与待测样本中

的目标分析物结合且所述捕获分子能够与待测样本中的目标分析物特异性结合或者为待

测样本中的目标分析物类似物；或者所述标记分子能够与待测样本中的目标分析物竞争性

结合且所述捕获分子能够与待测样本中的目标分析物特异性结合。所述捕获分子是待测样

本中的目标分析物类似物意味着所述捕获分子能够与待测样本中的目标分析物竞争性结

合标记分子。
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[0009] 优选的，所述固相载体为超顺磁性微球；所述捕获分子包括蛋白质、多肽或生物活

性小分子中的一种，其中蛋白质包括抗体或者抗原；所述标记分子包括蛋白质、多肽、多糖

或者微球中的一种，其中蛋白质包括抗体或者抗原。

[0010] 优选的，所述发光物质为可以和激发液或者底物作用产生化学发光的物质，所述

发光物质包括吖叮酯、吖啶磺酰胺、鲁米诺、N-(4-氨丁基)-N-乙基异鲁米诺、碱性磷酸酶、

辣根过氧化物酶。

[0011] 一种高灵敏度的化学发光免疫分析试剂盒的制备方法，包括以下步骤：

[0012] 1)制备直接包被所述捕获分子的固相载体：将所述捕获分子包被在超顺磁性磁珠

表面；

[0013] 2)将所述标记分子标记生物素；

[0014] 3)将链霉亲合素标记所述发光物质。

[0015] 优选的，步骤1)中的制备直接包被所述捕获分子的固相载体的方法如下：

[0016] S1、取磁珠原液，取反应缓冲溶液清洗磁珠，然后重悬于该缓冲溶液中；向其中加

入一定浓度的EDC现配溶液，在37℃条件下活化0.5小时；活化完成后用磁珠清洗液清洗三

次，然后重悬于反应缓冲溶液中；

[0017] S2、加入所述捕获分子，在37℃条件下反应3小时；反应完成后用磁珠清洗液清洗

三次，最后重悬于磁珠储存液中。

[0018] 一种高灵敏度的化学发光免疫分析试剂盒的应用，包括在免疫分析方法中的应

用，具体如下：

[0019] 1)将直接包被捕获分子的固相载体、生物素标记的标记分子、发光物质标记的链

霉亲合素以及待测样品充分反应；

[0020] 3)经清洗液清洗分离出固相载体复合物或者磁性分离技术捕获上述复合物，然后

用化学发光仪测定发光强度并计算分析物浓度。

[0021] 优选的，在免疫分析方法中的夹心法中的应用，具体如下：

[0022] 在免疫分析方法中的应用的步骤1)中的混合物充分反应形成固相载体-捕获分

子-目标分析物-(标记分子-链霉亲合素)n复合物；其中，标记分子能够与待测样本中的目

标分析物特异性结合，捕获分子能够与待测样本中的目标分析物特异性结合。也就是说包

括如下步骤：

[0023] 1)将直接包被捕获分子的固相载体、生物素标记的标记分子、发光物质标记的链

霉亲合素以及待测样本混合，形成固相载体-捕获分子-目标分析物-(标记分子-链霉亲合

素)n复合物；其中，标记分子能够与待测样本中的目标分析物特异性结合，捕获分子能够与

待测样本中的目标分析物特异性结合；

[0024] 2)经清洗液清洗分离出固相载体复合物或磁性分离技术捕获上述复合物，然后用

化学发光仪测定发光强度并计算分析物浓度。

[0025] 优选的，在免疫分析方法中的竞争法中的应用，具体如下：

[0026] 在免疫分析方法中的应用的步骤1)中的混合物充分反应形成固相载体-捕获分

子-(标记分子-链霉亲合素)n复合物或目标分析物-(标记分子-链霉亲合素)n复合物；其

中，标记分子能够与待测样本中的目标分析物特异性结合，捕获分子能够与待测样本中的

目标分析物竞争性结合标记分子。也就是说包括如下步骤：
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[0027] 1)将直接包被捕获分子的固相载体、生物素标记的标记分子、发光物质标记的链

霉亲合素以及待测样本混合，形成固相载体-捕获分子-(标记分子-链霉亲合素)n复合物或

目标分析物-(标记分子-链霉亲合素)n复合物；其中，标记分子能够与待测样本中的目标分

析物特异性结合，捕获分子能够与待测样本中的目标分析物竞争性结合标记分子；

[0028] 2)经清洗液清洗分离出固相载体复合物或磁性分离技术捕获上述复合物，然后用

化学发光仪测定发光强度并计算分析物浓度。

[0029] 优选的，在免疫分析方法中的竞争法中的应用，具体如下：

[0030] 在免疫分析方法中的应用的步骤1)中的混合物充分反应形成固相载体-捕获分

子-(标记分子-链霉亲合素)n复合物或固相载体-捕获分子-目标分析物；其中，标记分子能

够与待测样本中的目标分析物竞争性结合，捕获分子能够与待测样本中的目标分析物特异

性结合。也就是说包括如下步骤：

[0031] 1)将包被捕获分子的固相载体、生物素标记的标记分子、发光物质标记的链霉亲

合素以及待测样本混合，形成固相载体-捕获分子-(标记分子-链霉亲合素)n复合物或固相

载体-捕获分子-目标分析物；其中，标记分子能够与待测样本中的目标分析物竞争性结合，

捕获分子能够与待测样本中的目标分析物特异性结合；

[0032] 2)经清洗液清洗分离出固相载体复合物或磁性分离技术捕获上述复合物，然后用

化学发光仪测定发光强度并计算分析物浓度。

[0033] 优选的，清洗分离出固相载体复合物可以使用PBS作为清洗液进行清洗。

[0034] 该发明是基于发光物质标记链霉亲合素循环放大的高灵敏度化学发光免疫分析，

具有如下优点：

[0035] 1、利用链霉亲和素的四聚体结构，结合了更多的发光物质，放大了发光信号，有效

地提高了分析的灵敏度。

[0036] 2、该化学发光免疫分析法试剂盒可以采用全自动分析检测，有利用加快分析时

间。另有特异性强、重复性好、试剂稳定性高等特点。

附图说明

[0037] 附图用来提供对本发明的进一步理解，并且构成说明书的一部分，与本发明的实

施例一起用于解释本发明，并不构成对本发明的限制。在附图中：

[0038] 图1是本发明检测Free  PSA血清样本与罗氏试剂检测Free  PSA血清样本相关性

图；

[0039] 图2是本发明检测E2血清样本与贝克曼试剂检测E2血清样本相关性图。

具体实施方式

[0040] 针对本发明进行了夹心法和竞争法的实验检测。分别以游离前列腺特异性蛋白

(Free  PSA)项目做夹心法案例，以雌二醇(E2)项目做竞争法项目做竞争法案例。

[0041] 实施例1：夹心法对比实验(Free  PSA)

[0042] 一、抗体直接包被的固相载体

[0043] 1 .取磁珠原液，取用50mM的MES缓冲溶液清洗磁珠两次，然后重悬于该缓冲溶液

中。向其中加入一定浓度的EDC现配溶液，在37℃条件下活化0.5小时。活化完成后用MES缓
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冲溶液清洗三次，然后重悬于反应缓冲溶液中。

[0044] 2.加入所用抗体，在37℃条件下反应3小时。反应完成后用MES缓冲溶液清洗三次，

最后重悬于磁珠储存液中。

[0045] 二、分析步骤

[0046] 用PBS缓冲溶液配制浓度梯度：0.01、0.1、0.2、0.4、1 .0、2.0、4.0、10 .0、20 .0、

30.0、40.0、50.0ng/mL的Free  PSA标准品。在反应杯中，加入20μL一株Free  PSA单克隆抗体

包被的磁珠、20μLFree  PSA标准品、50μL生物素标记的另一株Free  PSA单克隆抗体、50μL吖

啶酯衍生物标记的链霉亲合素。在37℃条件下温育10min30s后，用PBS清洗液清洗液清洗分

离出固相载体复合物，然后用化学发光仪测定不同浓度标准品发光强度，用log-log曲线拟

合后计算回收率。

[0047] 三、传统双抗夹心法

[0048] 用PBS缓冲溶液配制浓度梯度：0.01、0.1、0.2、0.4、1 .0、2.0、4.0、10 .0、20 .0、

30.0、40.0、50.0ng/mL的Free  PSA标准品。在反应杯中，加入20μL链霉亲和素包被的磁珠、

20μLFree  PSA标准品、50μL生物素标记的一株Free  PSA单克隆抗体、50μL吖啶酯衍生物标

记的另一株Free  PSA单克隆抗体。在37℃条件下温育10min30s后，用PBS清洗液清洗液清洗

分离出固相载体复合物，然后用化学发光仪测定不同浓度标准品发光强度，用log-log曲线

拟合后计算回收率。

[0049] 以上体系所用的标准品浓度一致。将两种测试方法的测试结果列成表1。表1列在

本实施例的最后。

[0050] 如表1所示，回收率在85％-115％的范围内，传统双抗夹心法检测范围的下限为

0.4ng/mL。利用本发明增强后，检测范围下限达到0.01ng/mL，相比传统双抗夹心法，灵敏度

提高了40倍。

[0051] 另外，如图1所示，使用本发明测定血清标本中Free  PSA浓度和罗氏测定值的相关

性对比，有良好的回收率及血清相关性，其中R2可达到0.9895。实验证明基于发光物质标记

链霉亲合素循环放大的高灵敏度化学发光免疫分析法提高了反应的灵敏度。

[0052] 表1：Free  PSA项目中不同体系对标准品检测回收率的影响
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[0053]

[0054] 实施例2：竞争法及对比试验(E2)

[0055] 一、抗原直接包被的固相载体

[0056] 1.取磁珠原液，取反应缓冲溶液清洗磁珠，然后重悬于该缓冲溶液中。向其中加入

一定浓度的EDC现配溶液，在37℃条件下活化0.5小时。活化完成后用磁珠清洗液清洗三次，

然后重悬于反应缓冲溶液中。

[0057] 2.加入所用抗原，在37℃条件下反应3小时。反应完成后用磁珠清洗液清洗三次，

最后重悬于磁珠储存液中。

[0058] 二、分析步骤

[0059] 用PBS缓冲溶液配制浓度梯度：10、20、40、80、160、320、640、1200、2500、3000、
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4000、4800pg/mL的E2标准品。在反应杯中加入，30μL  E2标准品、20μL  E2置换剂、50μL生物

素标记的E2单克隆抗体、50μL吖啶酯衍生物标记的链霉亲和素，在37℃条件下反应

10min30s；反应结束后加入20μL  E2-BSA包被的磁珠，在37℃条件下继续反应10min30s。用

PBS清洗液清洗液清洗分离出固相载体复合物，然后用化学发光仪测定不同浓度标准品发

光强度，用四参数曲线拟合后计算回收率。

[0060] 三、传统竞争法

[0061] 用PBS缓冲溶液配制浓度梯度：10、20、40、80、160、320、640、1200、2500、3000、

4000、4800pg/mL的E2标准品。在反应杯中加入，30μL  E2标准品、20μL  E2置换剂、50μL吖啶

酯衍生物标记的E2单克隆抗体，在37℃条件下反应10min30s；反应结束后加入20μL链霉亲

和素包被的磁珠、50μL生物素标记的E2-BSA，在37℃条件下继续反应10min30s。用PBS清洗

液清洗液清洗分离出固相载体复合物，然后用化学发光仪测定不同浓度标准品发光强度，

用四参数曲线拟合后计算回收率。

[0062] 以上体系所用的标准品浓度一致。如表2所示(其中表2列在本实施例的最后)，回

收率在85％-115％的范围内，传统竞争法检测范围的下限为80pg/mL。利用本发明增强后，

检测范围下限达到20pg/mL，相比传统竞争法，灵敏度提高了4倍。

[0063] 另外，如图2所示，使用本发明测定血清标本中E2浓度和贝克曼测定值的相关性对

比，有良好的回收率及血清相关性，其中R2可达到0.9897。实验证明基于发光物质标记链霉

亲合素循环放大的高灵敏度化学发光免疫分析法提高了反应的灵敏度。

[0064] 表2：E2项目中不同体系对标准品检测回收率的影响
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[0065]

[0066] 以上所述仅为本发明的优选实施例而已，并不用于限制本发明，尽管参照前述实

施例对本发明进行了详细的说明，对于本领域的技术人员来说，其依然可以对前述各实施

例所记载的技术方案进行修改，或者对其中部分技术特征进行等同替换。凡在本发明的精

神和原则之内，所作的任何修改、等同替换、改进等，均应包含在本发明的保护范围之内。
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图2

说　明　书　附　图 2/2 页

12

CN 108333344 A

12



专利名称(译) 高灵敏度的化学发光免疫分析试剂盒及其制备方法和应用

公开(公告)号 CN108333344A 公开(公告)日 2018-07-27

申请号 CN201711437297.8 申请日 2017-12-26

[标]申请(专利权)人(译) 南京迪格诺斯生物技术有限公司

申请(专利权)人(译) 南京迪格诺斯生物技术有限公司

当前申请(专利权)人(译) 南京迪格诺斯生物技术有限公司

[标]发明人 金晶
王西龙
郭智慧

发明人 金晶
王西龙
郭智慧

IPC分类号 G01N33/532 G01N33/543

CPC分类号 G01N33/532 G01N33/54326

代理人(译) 金迪

外部链接  Espacenet SIPO

摘要(译)

本发明提供高灵敏度的化学发光免疫分析试剂盒及其制备方法和应用，
具体涉及临床免疫分析技术领域，包括直接包被捕获分子的固相载体、
生物素标记的标记分子以及发光物质标记的链霉亲合素，所述标记分子
能够与待测样本中的目标分析物结合且所述捕获分子能够与待测样本中
的目标分析物特异性结合或者为待测样本中的目标分析物类似物；或者
所述标记分子能够与待测样本中的目标分析物竞争性结合且捕获分子能
够与待测样本中的目标分析物特异性结合。本发明基于链霉亲和素在结
构特性，每摩尔的四聚体分子可结合四摩尔的生物素分子，并且两者之
间具有极强的亲和力，构建一个循环放大的反应过程，实现了信号的放
大而提高了灵敏度。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/d32c9b50-eefa-49e3-b9cb-955d55df52f5
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/062923256/publication/CN108333344A?q=CN108333344A
http://epub.sipo.gov.cn/tdcdesc.action?strWhere=CN108333344A

