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(57)摘要

本发明公开了一种抗病毒蛋白MxA微粒子化

学发光免疫分析检测试剂盒，包括包被反应缓冲

液、磁性微粒子溶液、第二抗病毒蛋白MxA单克隆

抗体溶液、第一发光液、第二发光液、全血裂解

液、不同浓度的抗病毒蛋白MxA抗原标准品溶液

和浓缩洗涤液。本发明填补了国内抗病毒蛋白

MxA检测的微粒子化学发光诊断试剂生产的空

白，具有操作简单、灵敏度高、线性范围宽、结果

稳定、安全性好，便于自动化等优点，在临床检验

等方面具有广阔的应用前景。
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1.一种抗病毒蛋白MxA微粒子化学发光免疫分析检测试剂盒，其特征在于：包括

包被反应缓冲液，为pH7 .35～7.44的磷酸盐缓冲液，其中还含有牛血清白蛋白、酪蛋

白、非离子型表面活性剂和防腐剂；

磁性微粒子溶液，其中的磁性微粒子包被有第一抗病毒蛋白MxA单克隆抗体；

第二抗病毒蛋白MxA单克隆抗体溶液，其中的第二抗病毒蛋白MxA单克隆抗体标记有吖

啶酯；

第一发光液，为过氧化氢和硝酸的水溶液；

第二发光液，为氢氧化钠与非离子型表面活性剂的水溶液；

全血裂解液，为NP40和DOC的水溶液；

不同浓度的抗病毒蛋白MxA抗原标准品溶液，其溶剂为上述包被反应缓冲液；

和浓缩洗涤液，为非离子型表面活性剂和生物防腐剂的磷酸盐缓冲液溶液；

其使用方法包括如下步骤：

(1)取待测全血，在其中加入上述全血裂解液，裂解并离心处理，获得上清液；

(2)在上述上清液中加入上述磁性微粒子溶液进行反应，然后用稀释后的上述浓缩洗

涤液洗涤，接着加入上述第二抗病毒蛋白MxA单克隆抗体溶液进行反应；

(3)将步骤(2)所得的物料用稀释后的上述浓缩洗涤液洗涤，然后加入第一发光液和第

二发光液进行反应，测定发光值，然后通过对应上述不同浓度的抗病毒蛋白MxA抗原标准品

溶液的标准曲线，算出结果。

2.如权利要求1所述的一种抗病毒蛋白MxA微粒子化学发光免疫分析检测试剂盒，其特

征在于：所述包被反应缓冲液中含0.5％(W/V)牛血清白蛋白、0.5％(W/V)酪蛋白、0.05％

(W/V)非离子型表面活性剂和适量防腐剂。

3.如权利要求1所述的一种抗病毒蛋白MxA微粒子化学发光免疫分析检测试剂盒，其特

征在于：所述磁性微粒子为表面覆有亲水性聚合物和羧基的磁珠，粒径为1.5～3um。

4.如权利要求1所述的一种抗病毒蛋白MxA微粒子化学发光免疫分析检测试剂盒，其特

征在于：所述第一发光液中，过氧化氢的浓度为0.5～3wt％，硝酸的浓度为0.01～0.5M。

5.如权利要求1所述的一种抗病毒蛋白MxA微粒子化学发光免疫分析检测试剂盒，其特

征在于：所述第二发光液中，氢氧化钠的浓度为0.05～1M，非离子型表面活性剂的体积浓度

为0.1～2％。

6.如权利要求1所述的一种抗病毒蛋白MxA微粒子化学发光免疫分析检测试剂盒，其特

征在于：所述全血裂解液中含有1％(V/V)NP40和0.25％(W/V)DOC。

7.如权利要求1至6中任一权利要求所述的一种抗病毒蛋白MxA微粒子化学发光免疫分

析检测试剂盒，其特征在于：所述非离子型表面活性剂为Triton  X-100。

8.如权利要求1至6中任一权利要求所述的一种抗病毒蛋白MxA微粒子化学发光免疫分

析检测试剂盒，其特征在于：所述生物防腐剂为Proclin。
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一种抗病毒蛋白MxA微粒子化学发光免疫分析检测试剂盒

技术领域

[0001] 本发明属于化学发光检测试剂盒技术领域，具体涉及一种抗病毒蛋白MxA微粒子

化学发光免疫分析检测试剂盒。

背景技术

[0002] Mx蛋白的分子量约为70～80kD，其蛋白结构至少由N-末端结构域、中间结构域、C-

末端结构域等3个区域组成，约300个氨基酸组成的N-末端结构域是GTP酶的活性区，约100

个氨基酸组成的C-末端结构域是GTP酶的效应区，中间结构域是由约150个氨基酸组成。MxA

蛋白在细胞质中与滑面型内质网相连接，与病毒的核衣壳相结合后构型发生改变，结合MxA

蛋白的核衣壳以纤维状复合物的形式沉积在细胞核周围，活化的MxA蛋白使病毒失去核衣

壳，病毒核酸从而被释放出来，又很快被存在于细胞质中的核酸内切酶所降解，因此达到抗

病毒作用。

[0003] 病毒感染时，机体内源性IFN明显增高。MxA蛋白由IFN-α/β诱导产生，能够反映体

内IFN表达的情况，有助于鉴别细菌性感染和病毒性感染，其次检测MxA蛋白水平有利于对

IFN疗效进行评估。目前，抗病毒蛋白MxA的临床诊断技术主要包括：酶联免疫试验(ELISA)，

但因为操作繁琐，耗时长，易受人为操作和外界因素干扰，自动化程度低，而限制了抗病毒

蛋白MxA检测的推广应用，使其无法广泛地应用于临床诊断与科研工作。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于克服现有技术缺陷，提供一种抗病毒蛋白MxA微粒子化学发光

免疫分析检测试剂盒。

[0005] 本发明的技术方案如下：

[0006] 一种抗病毒蛋白MxA微粒子化学发光免疫分析检测试剂盒，包括

[0007] 包被反应缓冲液，为pH7.35～7.44的磷酸盐缓冲液，其中还含有牛血清白蛋白、酪

蛋白、非离子型表面活性剂和防腐剂；

[0008] 磁性微粒子溶液，其中的磁性微粒子包被有第一抗病毒蛋白MxA单克隆抗体；

[0009] 第二抗病毒蛋白MxA单克隆抗体溶液，其中的第二抗病毒蛋白MxA单克隆抗体标记

有吖啶酯；

[0010] 第一发光液，为过氧化氢和硝酸的水溶液；

[0011] 第二发光液，为氢氧化钠与非离子型表面活性剂的水溶液；

[0012] 全血裂解液，为NP40(乙基苯基聚乙二醇)和DOC(脱氧胆酸钠)的水溶液；

[0013] 不同浓度的抗病毒蛋白MxA抗原标准品溶液，其溶剂为上述包被反应缓冲液；

[0014] 和浓缩洗涤液，为非离子型表面活性剂和生物防腐剂的磷酸盐缓冲液溶液；

[0015] 其使用方法包括如下步骤：

[0016] (4)取待测全血，在其中加入上述全血裂解液，裂解并离心处理，获得上清液；

[0017] (5)在上述上清液中加入上述磁性微粒子溶液进行反应，然后用稀释后的上述浓
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缩洗涤液洗涤，接着加入上述第二抗病毒蛋白MxA单克隆抗体溶液进行反应；

[0018] (6)将步骤(2)所得的物料用稀释后的上述浓缩洗涤液洗涤，然后加入第一发光液

和第二发光液进行反应，测定发光值，然后通过对应上述不同浓度的抗病毒蛋白MxA抗原标

准品溶液的标准曲线，算出结果。

[0019] 在本发明的一个优选实施方案中，所述包被反应缓冲液中含0.5％(W/V)牛血清白

蛋白、0.5％(W/V)酪蛋白、0.05％(W/V)非离子型表面活性剂和适量防腐剂。

[0020] 在本发明的一个优选实施方案中，所述磁性微粒子为表面覆有亲水性聚合物和羧

基的磁珠，粒径为1.5～3um。

[0021] 在本发明的一个优选实施方案中，所述第一发光液中，过氧化氢的浓度为0.5～

3wt％，硝酸的浓度为0.01～0.5M。

[0022] 在本发明的一个优选实施方案中，所述第二发光液中，氢氧化钠的浓度为0.05～

1M，非离子型表面活性剂的体积浓度为0.1～2％。

[0023] 在本发明的一个优选实施方案中，所述全血裂解液中含有1％(V/V)NP40和0.25％

(W/V)DOC。

[0024] 进一步优选的，所述非离子型表面活性剂为Triton  X-100。

[0025] 进一步优选的，所述生物防腐剂为Proclin。

[0026] 本发明的有益效果是：

[0027] 1、本发明的抗病毒蛋白MxA微粒子化学发光免疫分析检测试剂盒，填补了国内抗

病毒蛋白MxA检测的微粒子化学发光诊断试剂生产的空白，具有操作简单、灵敏度高、线性

范围宽、结果稳定、安全性好，便于自动化等优点，在临床检验等方面具有广阔的应用前景。

[0028] 2、本发明的反应缓冲液为抗原抗体反应提供合适的反应条件。

[0029] 3、本发明采用磁性微粒子偶联单克隆抗体，由于微粒子可以悬浮于样本溶液中，

有利用微粒子表面抗体与待测物充分接触，缩短反应时间。

[0030] 4、本发明以吖啶酯作为标记物，可以得到稳定、高强度的信号。

附图说明

[0031] 图1为本发明实施例1中的抗病毒蛋白MxA抗原标准品溶液曲线。

[0032] 图2为本发明实施例1中的抗病毒蛋白MxA微粒子化学发光免疫分析检测试剂盒和

BioVendor公司生产的Human  MxA  Protein  ELISA分别对58份婴幼儿样本检测结果的相关

性分析结果图。

具体实施方式

[0033] 以下通过具体实施方式结合附图对本发明的技术方案进行进一步的说明和描述。

[0034] 实施例1

[0035] 一种抗病毒蛋白MxA微粒子化学发光免疫分析检测试剂盒，包括包被反应缓冲液、

磁性微粒子溶液、第二抗病毒蛋白MxA单克隆抗体溶液第一发光液、第二发光液、全血裂解

液、不同浓度的抗病毒蛋白MxA抗原标准品溶液和浓缩洗涤液。其使用方法包括如下步骤：

[0036] (1)取待测全血，在其中加入上述全血裂解液，裂解并离心处理，获得上清液；

[0037] (2)在上述上清液中加入上述磁性微粒子溶液进行反应，然后用稀释后的上述浓
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缩洗涤液洗涤，接着加入上述第二抗病毒蛋白MxA单克隆抗体溶液进行反应；

[0038] (3)将步骤(2)所得的物料用用稀释后的上述浓缩洗涤液洗涤，然后加入第一发光

液和第二发光液进行反应，测定发光值，然后通过对应上述不同浓度的抗病毒蛋白MxA抗原

标准品溶液的标准曲线，算出结果。

[0039] 包被反应缓冲液，为pH7 .4的磷酸盐缓冲液，其中含0.5％(W/V)牛血清白蛋白、

0.5％(W/V)酪蛋白、0.05％(W/V)Triton  X-100和适量防腐剂；

[0040] 磁性微粒子溶液，其中的磁性微粒子包被有第一抗病毒蛋白MxA单克隆抗体(购自

厦门万泰凯瑞生物技术有限公司，货号M3353)，磁性微粒子为表面覆有亲水性聚合物和羧

基的磁珠，粒径为1.5～3nm；其制备方法为：将磁性微粒子、EDC与NHS的质量比为1∶1∶1，并

加入pH为5.0的50mM  MES溶液，使磁性微粒子浓度为4mg/mL，放置在垂直旋转仪上活化，活

化环境温度25℃，时间20min；将活化后的磁性微粒子与第一抗病毒蛋白MxA单克隆抗体比

例为每毫克磁性微粒子标记15ug的第一抗病毒蛋白MxA单克隆抗体，放置在垂直旋转仪上

标记，反应环境温度25℃，时间3h；将反应后的磁性微粒子用洗液洗涤3次，加入含有甘氨

酸、0.5％牛血清白蛋白、0.05％TritonX-100、pH为7.4的磷酸盐缓冲液，使磁性微粒子浓度

为4mg/mL，放置在垂直旋转仪上终止，反应环境温度25℃，时间2h；将终止后的磁性微粒子

用洗液洗涤3次，加入含有0.5％(W/V)牛血清白蛋白、0.5％(W/V)酪蛋白、0.05％T(W/V)

ritonX-100、防腐剂、pH为7.4的磷酸盐缓冲液，使磁性微粒子浓度为4mg/mL，2-8℃保存备

用；

[0041] 第二抗病毒蛋白MxA单克隆抗体(购自厦门万泰凯瑞生物技术有限公司，货号

M3352)溶液，其中的第二抗病毒蛋白MxA单克隆抗体标记有吖啶酯；其制备方法为：取待标

记第二抗病毒蛋白MxA单克隆抗体50ug，加入含NaCl的磷酸盐缓冲液至体积为300μL，再加

入5μL吖啶酯母液，振荡混匀，室温避光反应30min；反应后加入200μL含NaCl和甘氨酸的磷

酸盐缓冲液，手工颠倒20次混匀，室温避光反应30min；反应后将产物转移至透析袋中，透析

液为pH为7.4的20mM  PBS缓冲液，2-8℃避光透析，每隔2h换一次PBS缓冲液，共更换3次，以

除去未标记的吖啶酯；将标记物取出，按实际体积加入10％(W/V)牛血清白蛋白至牛血清白

蛋白的终浓度为0.1％(V/V  1∶100)，加入等体积甘油，手工颠倒混匀后，-15℃以下避光保

存备用。

[0042] 第一发光液，为过氧化氢和硝酸的水溶液，过氧化氢的浓度为0.5～3wt％，硝酸的

浓度为0.01～0.5M；

[0043] 第二发光液，为氢氧化钠与Triton  X-100的水溶液，氢氧化钠的浓度为0.05～1M，

Triton  X-100的体积浓度为0.1～2％；

[0044] 全血裂解液，为NP40(乙基苯基聚乙二醇)和DOC(脱氧胆酸钠)的水溶液，含有1％

(V/V)NP40和0.25％(W/V)DOC；

[0045] 不同浓度的抗病毒蛋白MxA抗原标准品溶液，其溶剂为上述包被反应缓冲液；其制

备方法包括：采用厦门万泰凯瑞生物技术有限公司自主研发生产的高纯度抗病毒蛋白MxA

抗原，使用含有1％牛血清白蛋白、0.5％(W/V)酪蛋白、0.1％(W/V)TritonX-100、防腐剂、pH

为7.4的磷酸盐缓冲液梯度稀释为200ng/mL、100ng/mL、50ng/mL、25ng/mL、12.5ng/mL、

6.25ng/mL、3.125ng/mL、1.5625ng/mL、0.78125ng/mL、0.390625ng/mL的系列的抗病毒蛋白

MxA抗原标准品溶液，绘制如图1所示的标准曲线；
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[0046] 浓缩洗涤液，为Triton  X-100和Proclin的磷酸盐缓冲液；

[0047] 其使用方法包括如下步骤：

[0048] (1)取10μL待测全血，在其中加入90μL上述全血裂解液，裂解并12000rpm离心

5min，获得上清液；

[0049] (2)在50μL上述上清液中加入50μL上述磁性微粒子溶液(用上述包被反应缓冲液

稀释为0.4mg/m1)在37℃的条件下反应15min，然后用稀释后的上述浓缩洗涤液洗涤2次，接

着加入50μL上述第二抗病毒蛋白MxA单克隆抗体溶液37℃反应10min；

[0050] (3)将步骤(2)所得的物料用用稀释后的上述浓缩洗涤液洗涤4次，然后加入第一

发光液和第二发光液进行反应，测定发光值，然后通过如图1所示的标准曲线，通过发光仪

自动计算出结果。

[0051] 本实施例的抗病毒蛋白MxA微粒子化学发光免疫分析检测试剂盒和BioVendor公

司生产的Human  MxA  Protein  ELISA分别对来至厦门市妇幼保健院的58份婴幼儿的全血样

本检测结果对比，如表1所示：

[0052] 表1
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[0053]

[0054] ]如图2所示，本实施例的抗病毒蛋白MxA微粒子化学发光免疫分析检测试剂盒和

BioVendor公司生产的Human  MxA  Protein  ELISA分别对来至厦门市妇幼保健院的58份婴

幼儿样本检测结果的相关性为0.9061。
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[0055] 以上所述，仅为本发明的较佳实施例而已，故不能依此限定本发明实施的范围，即

依本发明专利范围及说明书内容所作的等效变化与修饰，皆应仍属本发明涵盖的范围内。
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图1

图2
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