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本发明提供了一种血清亲细胞性免疫球蛋

白E的定量检测试剂盒，包括如下试剂，亲合素预

包被酶标反应板、生物素标记重组人FcεRⅠ-α

亚基、酶标记抗体；本发明基于受体-待检IgE分

子-抗IgE抗体分析模式，利用受体作为捕获分

子，能够捕获具有亲细胞活性IgE分子，从而致使

检测结果具有生物活性的意义，更好指导临床的

诊断和治疗。
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1.重组人FcεRⅠ-α亚基在血清亲细胞性免疫球蛋白E的定量检测试剂盒中的应用。

2.一种血清亲细胞性免疫球蛋白E的定量检测试剂盒，其特征在于：包括如下试剂，亲

合素预包被酶标反应板、生物素标记重组人FcεRⅠ-α亚基、酶标记抗体。

3.根据权利要求2所述的血清亲细胞性免疫球蛋白E的定量检测试剂盒，其特征在于：

所述生物素标记重组人FcεRⅠ-α亚基为能结合血清亲细胞性免疫球蛋白E。

4.根据权利要求2所述的血清亲细胞性免疫球蛋白E的定量检测试剂盒，其特征在于：

所述酶标记抗体为辣根过氧化物酶标记羊抗人IgE多克隆抗体。

5.根据权利要求2所述的血清亲细胞性免疫球蛋白E的定量检测试剂盒，其特征在于：

还包括酶底物、终止液以及洗液。

6.根据权利要求5所述的血清亲细胞性免疫球蛋白E的定量检测试剂盒，其特征在于：

所述酶底物为TMB-H2O2溶液；终止液为稀硫酸溶液；洗液为PBS溶液与Tween-20溶液。

7.如权利要求2～6任一项所述的血清亲细胞性免疫球蛋白E的定量检测试剂盒在制备

亲细胞性IgE水平检测试剂中的应用。

8.如权利要求7所述的应用，其特征在于，包括以下步骤：

1)加入生物素标记重组人FcεRⅠ-α亚基(终浓度0.8-1.2微克/毫升，优选的，终浓度1微

克/毫升)至微孔板，50微升/孔，同时加入校准品溶液，或待检样本，50微升/孔；

2)混匀，37℃，水浴0.8～1.2小时，优选的，水浴1小时；

3)用洗液，洗板机洗涤4～6次，甩干孔内液体，优选的，洗涤5次；

4)加入辣根过氧化物酶标记羊抗人IgE多克隆抗体(HRP-anti-hIgE)(稀释比例，1:

5000)于孔内，100微升/孔；

5)混匀，37℃，水浴0.8～1.2小时，优选的，水浴1小时；

6)重复“3”；

7)加入双组分TMB显色液：加底物显色液A、显色液B各50微升/孔(或A、B液先混合再加

入孔中，100微升/孔)，轻轻混匀，在室温(22-25℃)或37℃下避光温育10-15分钟，直至显色

至预期深浅；

8)加入终止液至孔内终止反应，50微升/孔，蓝色变为黄色；

9)使用酶标仪于30分钟内在450nm处测定吸光值。
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一种血清亲细胞性免疫球蛋白E的定量检测试剂盒

技术领域

[0001] 本发明属于血清免疫球蛋白E(IgE)分析技术领域，尤其是涉及一种血清亲细胞性

免疫球蛋白E的定量检测试剂盒及方法，具体指能够与肥大细胞或嗜碱性粒细胞结合的、具

有亲细胞活性的IgE(Cyto-IgE)蛋白水平的定量分析。

背景技术

[0002] 在正常情况下，人体免疫系统对病原体发生免疫应答，诱导机体产生对病原体的

抵抗能力，从而保护机体免受感染性疾病的困扰。但是，在异常情况下，某些特殊个体对吸

入性物质(如花粉)或食入性食物(如牛奶)，产生不利于人体健康的免疫应答，导致人体不

适，如皮疹、哮喘、肠胃炎、甚至过敏性休克危及生命，临床称之为“变态反应性疾病”。临床

绝大多数变态反应性疾病的发生机制是由免疫球蛋白E(IgE)类抗体介导的，肥大细胞或嗜

碱性粒细胞参与。免疫球蛋白E抗体(IgE)具有亲细胞性，其Fc段与肥大细胞或嗜碱性粒细

胞表面受体(FcεR)结合，致使肥大细胞或嗜碱性粒细胞致敏。处于致敏状态的细胞，如遇到

相应过敏原物质，位于细胞表面的IgE抗体通过可变区(VH/VL)结合相应抗原表位，形成“抗

原桥”产生级联反应，致使细胞脱颗粒释放生物活性介质，活性介质作用于靶组织或器官导

致临床症状。

[0003] 变态反应性疾病的临床诊断主要依靠病史和过敏原确认，而血清IgE定量分析同

样是临床诊断的重要指标。血清IgE定量分析可作为变态反应性疾病的初筛试验，也可作为

过敏性疾病鉴别诊断的重要指标。

[0004] 研究表明，免疫球蛋白E抗体(IgE)是介导变态反应性疾病的主要免疫球蛋白。体

内IgE部分分布于血清中处于游离状态(Free-IgE)，部分与肥大细胞或嗜碱性粒细胞结合，

处于结合状态(Binding-IgE)。致敏机体再次遇到过敏原，结合状态IgE抗体，与过敏原结合

致使变态反应的发生导致临床症状，换言之，结合状态IgE(Binding-IgE)是直接与变态反

应疾病相关的抗体状态。

[0005] 目前，血清免疫球蛋白E定量检测方法主要包括散射免疫比浊法和发光免疫分析

方法。免疫比浊法采用抗人IgE抗体包被的乳胶微球作为主要试剂，与血清中待检IgE结合，

造成乳胶微球交联致使散射光发生改变，通过检测散射光强度获得待检血清标本IgE的水

平。而在发光免疫分析中，无论是化学发光还是电化学发光，一般采用双抗体夹心模式，即

采用一对抗人IgE抗体分别作为捕获抗体(与固相载体连接)和标记抗体(与发光剂偶联)，

待检IgE分子与两种试剂形成“双抗体夹心”复合物，通过检测标记物信号获得待检血清标

本IgE的水平。无论免疫比浊法，还是双抗体夹心法，二者均采用特异性抗体(抗人IgE抗体)

作为识别受体，与待检IgE分子结合，即将待检IgE分子视为“蛋白”来检测的，不能反映待检

IgE作为功能性分子(结合细胞)来检测的。因此，目前检测方法存在某些缺陷，即不能反映

待检IgE抗体在体内的生物活性，从而导致检测结果与临床症状有时存在矛盾的现象。
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发明内容

[0006] 基于目前血清IgE抗体检测方法采用免疫化学分析原理，存在不能反映于人体内

的亲细胞活性、不能反映体内真实生物活性的不足，本发明基于受体-待检IgE分子-抗IgE

抗体分析模式，利用重组人FcεRⅠ-α亚基作为捕获分子，能够捕获具有亲细胞活性IgE分子，

从而致使检测结果具有生物活性的意义，更好指导临床的诊断和治疗。

[0007] 为达到上述目的，本发明的技术方案是这样实现的：

[0008] 本发明提供重组人FcεRⅠ-α亚基在血清亲细胞性免疫球蛋白E的定量检测试剂盒

中的应用。

[0009] 本发明同时提供一种血清亲细胞性免疫球蛋白E的定量检测试剂盒，包括如下试

剂，亲合素预包被酶标反应板、生物素标记重组人FcεRⅠ-α亚基、酶标记抗体。

[0010] 优选的，所述生物素标记重组人FcεRⅠ-α亚基为能结合血清亲细胞性免疫球蛋白

E。

[0011] 优选的，所述酶标记抗体为辣根过氧化物酶标记羊抗人IgE多克隆抗体。

[0012] 优选的，还包括酶底物、终止液以及洗液。

[0013] 优选的，所述酶底物为TMB-H2O2溶液；终止液为稀硫酸溶液；洗液为PBS溶液与

Tween-20溶液。

[0014] 本发明还提供了如上所述的血清亲细胞性免疫球蛋白E的定量检测试剂盒在制备

亲细胞性IgE水平检测试剂中的应用。

[0015] 优选的，包括以下步骤：

[0016] 1)加入生物素标记重组人FcεRⅠ-α亚基(终浓度0.8-1.2微克/毫升，优选的，终浓

度1微克/毫升)至微孔板，50微升/孔，同时加入校准品溶液，或待检样本，50微升/孔；

[0017] 2)混匀，37℃，水浴1小时；

[0018] 3)用洗液，洗板机洗涤5次，甩干孔内液体；

[0019] 4)加入辣根过氧化物酶标记羊抗人IgE多克隆抗体(HRP-anti-hIgE)(稀释比例，

1:5000)于孔内，100微升/孔；

[0020] 5)混匀，37℃，水浴1小时；

[0021] 6)重复“3”；

[0022] 7)加入双组分TMB显色液：加底物显色液A、显色液B各50微升/孔(或A、B液先混合

再加入孔中，100微升/孔)，轻轻混匀，在室温(22-25℃)或37℃下避光温育10-30分钟，直至

显色至预期深浅；

[0023] 8)加入终止液至孔内终止反应，50微升/孔，蓝色变为黄色；

[0024] 9)使用酶标仪于30分钟内在450nm处测定吸光值。

[0025] 复合物中结合的IgE即为亲细胞性IgE，其量的多少与显色深浅及吸光度值呈正

比。

[0026] 本发明创新点是采用重组人FcεRⅠ-α亚基(IgE  FC受体)作为捕获待检IgE分子的

受体，替代传统检测方法中的抗人IgE抗体。此种替代方式，重组人FcεRⅠ-α亚基捕获能结合

细胞的IgE分子，而那些与细胞结合能力不强的IgE分子则不能被捕获。为此，此种方式只检

测具有生物活性的IgE分子，即亲细胞性IgE分子(cytotropism  IgE，Cyto-IgE)。

[0027] 相对于现有技术，本发明所述的血清亲细胞性免疫球蛋白E的定量检测试剂盒，具
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有以下优势：

[0028] 采用IgE  FC受体作为捕获抗体，直接捕获待检血清中亲细胞性IgE分子，亲细胞性

IgE分子(Cyto-IgE)是直接导致肥大细胞或嗜碱性粒细胞致敏的免疫球蛋白，此环节是导

致临床症状的重要环节。为此，此技术发明的检测方法，能够反映待检IgE分子的亲细胞活

性，可部分反映IgE分子的生物学活性，此种生物活性直接关系IgE分子的致病活性。换言

之，本发明采用受体-IgE分子结合的原理，达到细胞生物学检测的临床意义。

附图说明

[0029] 图1为本发明的检测原理图；

[0030] 1HRP标记羊抗人-IgE抗体；2生物素标记重组人FcεRⅠ-α亚基(受体)；3预包被链霉

亲合素微孔板；4待检IgE分子(Cyto-IgE)

[0031] 图2为本发明实施例一中得到的亲细胞tlgE校准曲线；

[0032] 图3为用常规方法(免疫散射比浊)以及实施例一中得到的结果的相关性，其中R2

为0.77；

[0033] 图4为剔除差值较大的标本后，用常规方法(免疫散射比浊)以及实施例一中得到

的结果的相关性，其中R2为0.98。

具体实施方式

[0034] 除有定义外，以下实施例中所用的技术术语具有与本发明所属领域技术人员普遍

理解的相同含义。以下实施例中所用的试验试剂，如无特殊说明，均为常规生化试剂；所述

实验方法，如无特殊说明，均为常规方法。

[0035] 下面结合实施例来详细说明本发明。

[0036] 实施例一

[0037] 一种血清亲细胞性免疫球蛋白E的定量检测试剂盒，主要试剂为：

[0038] 亲合素预包被酶标反应板，品牌：Monobind  Inc.货号：146MM；

[0039] 生物素标记重组人FcεRⅠ-α亚基，重组人FcεRⅠ-α亚基的品牌：Abcam货号：

ab114334；生物素标记试剂盒EZ-LinkTM  Sulfo-NHS-LC-Biotinylation  Kit；按照试剂盒说

明书标记重组人FcεRⅠ-α亚基；

[0040] 辣根过氧化物酶标记羊抗人IgE多克隆抗体，品牌：Abcam，货号：ab73901；

[0041] IgE校准品溶液，浓度(IU/ml)为0、50、125、250、500、1000以及3000；

[0042] TMB-H2O2溶液(酶底物)，双组分TMB显色液；品牌：Solarbio；货号：PR1210；

[0043] 稀硫酸溶液(终止液)，ELISA终止液，品牌：Solarbio；货号：C1058。

[0044] 洗液，配方：0.02mol/L  PBS(pH7.4)+0.05％Tween-20；配制方法：将50ulTween-20

溶入100ml  0.02mol/L磷酸盐缓冲液中，震荡混匀。

[0045] 检测步骤：

[0046] 所有试剂和样本提前取出，室温静置30分钟以上。

[0047] 1)加入生物素标记IgE  FC受体(终浓度1微克/毫升)至微孔板，50微升/孔，同时加

入校准品溶液，或待检样本，50微升/孔。

[0048] 2)混匀，37℃，水浴1小时。
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[0049] 3)用洗涤缓冲液，洗板机洗涤5次，甩干孔内液体。

[0050] 加入辣根过氧化物酶标记羊抗人IgE多克隆抗体(HRP-anti-hIgE)(稀释比例，1:

5000)于孔内，100微升/孔。

[0051] 4)混匀，37℃，水浴1小时。

[0052] 5)重复步骤3)。

[0053] 6)加入双组分TMB显色液：加底物显色液A、显色液B各50微升/孔(或A、B液先混合

再加入孔中，100微升/孔)，轻轻混匀，在室温(22-25℃)或37℃下避光温育10-30分钟，直至

显色至预期深浅。

[0054] 7)加入终止液至孔内终止反应，50微升/孔，蓝色变为黄色。

[0055] 8)使用酶标仪于30分钟内在450nm处测定吸光值。

[0056] 9)用已知浓度的校准品和相应信号值建立数学模型(校准曲线如图2所示)，未知

样本的亲细胞性IgE水平通过函数获得。

[0057] 表1标准曲线测定值

[0058]

[0059] 表2为临床样本检测值 单位IU/mL
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[0060]

[0061]

[0062] 用常规方法(免疫散射比浊)以及实施例一中得到的结果的相关性如图3所示，其

中R2为0.77；本实施例提供结果与常规方法(免疫散射比浊)并不一致，部分标本(序号为

29，32，35，37，49，51，53，57，62，64)测值显著低于临床测值，说明此类标本中有些IgE并不

与受体结合。验证本发明中，利用受体作为捕获分子，能够捕获具有亲细胞活性IgE分子，从

而致使检测结果具有生物活性的意义，更好指导临床的诊断和治疗。

[0063] 如剔除差值较大的标本(29，32，35，37，49，51，53，57，62，64)累计十个标本，重新
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计算两种方法的相关性。相关系数可提升至R2为0.98。显示较好的相关性(图4所示)。也可

说明这些患者中的IgE，含有不结合受体的IgE分子。

[0064] 以上所述仅为本发明的较佳实施例而已，并不用以限制本发明，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1

图2
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图3
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图4
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公开(公告)号 CN110716054A 公开(公告)日 2020-01-21
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摘要(译)

本发明提供了一种血清亲细胞性免疫球蛋白E的定量检测试剂盒，包括如
下试剂，亲合素预包被酶标反应板、生物素标记重组人FcεRⅠ‑α亚基、酶
标记抗体；本发明基于受体‑待检IgE分子‑抗IgE抗体分析模式，利用受体
作为捕获分子，能够捕获具有亲细胞活性IgE分子，从而致使检测结果具
有生物活性的意义，更好指导临床的诊断和治疗。
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