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(57)摘要

本申请一般涉及一种TTR时间分辨免疫荧光

试剂盒的制备方法，该试剂盒主要应用于川崎病

(KD)临床患儿血清中分子标记物的检测与诊断

应用，为推广静注丙种球蛋白(IVIG)敏感型及无

反应型的KD患儿检测成为一个常规的临床普查

项目提供技术基础。包括步骤：(1)抗人甲状腺素

运载蛋白TTR单克隆抗体的制备；(2)抗TTR配对

抗体的筛选及检测条件的优化；(3)建立TRFIA-

ELISA方法并进行评估；(4)将医院保存的KD患儿

阳性样本，用于试剂盒的大规模样本考核验证试

验。
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1.一种TTR时间分辨免疫荧光试剂盒的制备方法，其特征在于：

包括步骤：(1)抗人甲状腺素运载蛋白TTR单克隆抗体的制备；(2)抗TTR配对抗体的筛

选及检测条件的优化；(3)建立TRFIA-ELISA方法并进行评估；(4)将医院保存的KD患儿阳性

样本，用于试剂盒的大规模样本考核验证试验。

2.根据权利要求1所述的一种TTR时间分辨免疫荧光试剂盒的制备方法，其特征在于：

其中步骤(1)包括BALB/C小鼠免疫并随后制备抗TTR单克隆抗体。

3.根据权利要求1所述的一种TTR时间分辨免疫荧光试剂盒的制备方法，其特征在于：

其中步骤(2)包括：从制备的抗TTR单克隆抗体中，以双抗体夹心ELISA法为原理，以TTR为靶

蛋白，经过2-3轮筛选，通过交叉配对实验，获得能特异结合TTR靶蛋白的配对抗体数对，通

过抗体配对实验，粗配对和精确配对实验筛选能在双抗夹心ELISA中应用的配对抗体，优化

双抗夹心ELISA检测条件：确定包被抗体和检测抗体浓度，确定洗涤液、洗涤强度和反应条

件，从而获得与TTR高亲和力、高特异性配对抗体。

4.根据权利要求1所述的一种TTR时间分辨免疫荧光试剂盒的制备方法，其特征在于：

建立TRFIA-ELISA方法并进行评估的准备工作包括1、固相包被抗体的制备，2、Eu3+标记抗

体的制备，3、Eu3+标记抗体的纯化。

5.根据权利要求1所述的一种TTR时间分辨免疫荧光试剂盒的制备方法，其特征在于：

其中步骤(4)包括与ELISA检测方法、实时荧光定量PCR和胶体金检测方法进行比较，分析评

价该试剂盒对IVIG敏感型和IVIG无反应型的KD患儿的综合检测效果。

6.根据权利要求2所述的一种TTR时间分辨免疫荧光试剂盒的制备方法,其特征在于：

其中BALB/C小鼠免疫为以TTR蛋白作为免疫原，进行BALB/C小鼠免疫，首次免疫背部多点皮

下注射，完全抗原与等量弗氏完全佐剂混合乳化，以后各次免疫，完全抗原与等量弗氏不完

全佐剂混合乳化，免疫时间间隔为14天。

7.根据权利要求2所述的一种TTR时间分辨免疫荧光试剂盒的制备方法,其特征在于：

抗TTR单克隆抗体的制备包括在无菌条件下，对融合小鼠取脾，剪碎脾脏，过200目筛网备

用；选择处于对数生长期的SP2/0细胞，与脾细胞混合后离心数次，在1min内加入已预热的

PEG，边加边迅速搅拌，然后终止PEG的反应，静置数分钟；离心后重悬于HAT培养基中，加入

到已铺有饲养细胞的培养板中，在37℃、5％CO2培养箱中培养，采用ELISA法筛选阳性孔，对

其进行数次有限稀释亚克隆，以得到能稳定分泌所需抗体的单株细胞；选择8～10周龄健康

BALB/C小鼠，提前7～10天腹腔两点注射石蜡油作为免疫抑制剂，腹腔两点注射处于对数期

单株细胞，腹水经过亲和层析柱纯化，鉴定效价、纯度。

8.根据权利要求4所述的一种TTR时间分辨免疫荧光试剂盒的制备方法,特征在于：其

中固相包被抗体的制备包括用碳酸盐缓冲液将包被抗体稀释成适当浓度，加入到96孔板

中、4℃过夜，倾去包被液，加入封闭液封闭，真空-20℃冷冻保存。

9.根据权利要求4所述的一种TTR时间分辨免疫荧光试剂盒的制备方法,特征在于：Eu3

+标记抗体的制备包括将标记抗体加入Millipore公司的带有滤膜的离心管中，离心，再用

标记缓冲液重复洗涤数次，将标记抗体和铕标记试剂充分混匀，室温震荡过夜。

10.根据权利要求4所述的一种TTR时间分辨免疫荧光试剂盒的制备方法,特征在于：

TRFIA-ELISA方法的建立及评估为优化TRFIA检测TTR的反应条件，确定标记抗体浓度、反应

缓冲液pH值、封闭液组成、储存液配方，建立最优的TRFIA-ELISA反应模式，按照最优的
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TRFIA-ELISA反应模式，确定检测性能指标，不同批次的试剂盒测定同一样品的结果进行精

密度的比较；将试剂盒在不同温度下放置不同时间后，测定其检测性能，从而得出其稳定

性；将TTR标准品进行不同浓度的稀释，测定不同浓度TTR的检测数值，从而获得线性范围，

检测与TTR类似的甲状腺素T4蛋白(T4)、C反应蛋白(CRP)、甲状腺球蛋白(Tg)、视黄醇结合

蛋白4(RBP4)蛋白或者在样品中同时存在的其他蛋白，确定试剂盒的检测特异性。
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一种TTR时间分辨免疫荧光试剂盒的制备方法

技术领域

[0001] 本申请一般涉及一种TTR时间分辨免疫荧光试剂盒的制备方法，该试剂盒主要应

用于川崎病(KD)临床患儿血清中分子标记物的检测与诊断应用，为推广静注丙种球蛋白

(IVIG)敏感型及无反应型的KD患儿检测成为一个常规的临床普查项目提供技术基础。

背景技术

[0002] 我们的前期工作中，通过蛋白质组学2D电泳及Western  Blot技术对丙种球蛋白治

疗川崎病患儿(血清样本)前后监测指标的筛选(图1-2为部分KD患儿的实验结果)，筛选到

了RBP4，APCS和TTR等蛋白有显著差异，通过统计分析发现，IVIG敏感型KD患儿在IVIG治疗

前血清中的TTR含量显著低于正常儿童，而在用药后血清中蛋白TTR基本恢复到正常水平；

对于IVIG无反应型KD患儿在用药前后，血清中的TTR含量基本不发生变化。由此可见，血清

中的蛋白TTR可以作为一种特异性的分子标记物，开发用来快速区分IVIG敏感型及无反应

型的KD患儿的早期诊断试剂盒将具有很好的应用前景，相关结果发表在《Biochem  Biophys 

Res  Commun》。

发明内容

[0003] 本发明的目的是建立一种简便、快速诊断IVIG敏感型和IVIG无反应型的KD患儿的

试剂盒，通过分析血清中TTR含量，快速区分IVIG敏感型及无反应型的KD患儿，从而快速准

确评价IVIG对KD患儿的治疗效果，及时调整IVIG无反应型KD患儿的治疗方案，避免冠状动

脉病变的出现，为提高患儿的生存质量奠定基础。

[0004] 本申请的TTR时间分辨免疫荧光试剂盒的制备方法包括：

[0005] 一、抗人甲状腺素运载蛋白TTR单克隆抗体的制备

[0006] 1、BALB/C小鼠免疫：以TTR蛋白作为免疫原，进行BALB/C小鼠免疫。首次免疫背部

多点皮下注射，完全抗原与等量弗氏完全佐剂混合乳化，以后各次免疫，完全抗原与等量弗

氏不完全佐剂混合乳化，免疫时间间隔为14d。

[0007] 2、抗TTR单克隆抗体的制备：无菌条件下，对融合小鼠取脾，剪碎脾脏，过200目筛

网备用；选择处于对数生长期的SP2/0细胞，与脾细胞混合后离心数次，在1min内加入已预

热的PEG，边加边轻轻地迅速搅拌，然后终止PEG的反应，静置数分钟；离心后重悬于HAT培养

基中，加入到已铺有饲养细胞的培养板中，37℃、5％CO2培养箱中培养。EL  I  SA法筛选阳性

孔，对其进行数次有限稀释亚克隆，以得到能稳定分泌所需抗体的单株细胞；选择8～10周

龄健康BALB/C小鼠，提前7～10d腹腔两点注射石蜡油作为免疫抑制剂，腹腔两点注射处于

对数期单株细胞，腹水经过亲和层析柱纯化，鉴定效价、纯度等。

[0008] 二、抗TTR配对抗体的筛选及检测条件的优化

[0009] 从上述制备的抗TTR单克隆抗体中，以双抗体夹心EL  I  SA法为原理，以TTR为靶蛋

白，经过2-3轮筛选，通过交叉配对实验，获得能特异结合TTR靶蛋白的配对抗体数对。通过

抗体配对实验：粗配对和精确配对实验筛选能在双抗夹心EL  I  SA中应用的配对抗体。优化
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双抗夹心EL  I  SA检测条件：确定包被抗体和检测抗体浓度，确定洗涤液、洗涤强度和反应

条件等。从而获得与TTR高亲和力、高特异性配对抗体。

[0010] 三、TRF  IA-EL  I  SA方法的建立及评估

[0011] 1、固相包被抗体的制备：碳酸盐缓冲液将包被抗体稀释成适当浓度，加入到96孔

板中，4℃过夜，倾去包被液，加入封闭液封闭，真空-20℃冷冻保存。

[0012] 2、Eu3+标记抗体的制备：将标记抗体加入Millipore公司的带有滤膜的离心管中，

离心，再用标记缓冲液重复洗涤数次。将标记抗体和铕标记试剂充分混匀，室温震荡过夜。

[0013] 3、Eu3+标记抗体的纯化：标记完成后用Sephadex  G-50层析柱分离纯化，洗脱液洗

脱，同时收集流出液，逐管测量吸光度，合并峰管，测定蛋白含量，根据Eu3+标记试剂盒说明

书所提供的公式测定标记率和蛋白回收率。

[0014] 4、TRF  IA-EL  I  SA方法的建立及评估：优化TRF  IA检测TTR的反应条件，确定标记

抗体浓度、反应缓冲液pH值、封闭液组成、储存液配方等，建立最优的TRF  IA-EL  I  SA反应

模式。按照最优的TRF  IA-EL  I  SA反应模式，确定检测性能指标。不同批次的试剂盒测定同

一样品的结果进行精密度的比较；将试剂盒在不同温度下放置不同时间后，测定其检测性

能，从而得出其稳定性；将TTR标准品进行不同浓度的稀释，测定不同浓度TTR的检测数值，

从而获得线性范围。检测与TTR类似的蛋白或者在样品中同时存在的其他蛋白，确定试剂盒

的检测特异性。

[0015] 四、将医院保存的KD患儿阳性样本，用于试剂盒的大规模样本考核验证试验；与

ELISA检测方法、实时荧光定量PCR和胶体金等多种检测方法进行比较，分析评价该试剂盒

对IVI  G敏感型和IVI  G无反应型的KD患儿的综合检测效果。

[0016] 3.发明的优点：

[0017] 1、针对目前对于KD包括临床指征、超声影像和实验室检查的诊断方法的局限性以

及主观性等不足之处，利用拥有自主知识产权的血清分子标记物TTR蛋白快速评估IVI  G对

KD患儿的治疗效果，是一种重要的方法创新。

[0018] 2、自行构建的抗TTR蛋白的抗体文库，不但拥有自主知识产权，抗体生产成本低

廉，大大降低了试剂盒的成本。

[0019] 3、检测试剂盒操作简便、成本低，适合我国当前的临床诊断需求，有广阔的市场前

景。

[0020] 4、将TRF  IA技术应用到甲状腺素运载蛋白TTR的EL  I  SA检测试剂盒上，集中了

TRF  IA敏感、定量和EL  I  SA简便、快速这两种技术的优势，实现了定量、快速、简便、敏感的

临床诊断要求。

附图说明

[0021] 图1：对IVIG敏感型的KD患儿在IVIG治疗前(-IVIG)和IVIG治疗后(+IVIG)血清中

RBP4、APCS和TTR的表达量的变化：(A)RBP4、APCS和TTR蛋白的表达量的变化；(B)和(C)对

Western  Blot结果进行灰度扫描后的统计学分析，B是配对分析，C是非配对分析；通过分析

发现，在IVI  G治疗前(-IVIG)和IVIG治疗后(+IVIG)血清中只有TTR的表达量变化无论是配

对和非配对分析，在统计上都是差异极显著的。

[0022] 图2：对IVIG无反应型的KD患儿在IVIG治疗前(-IVIG)和IVIG治疗后(+IVIG)血清
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中TTR的表达量的变化：(A)TTR蛋白的表达量的变化；(B)和(C)对Western  Blot结果进行灰

度扫描后的统计学分析，B是配对分析，C是非配对分析；通过分析发现，在IVIG治疗前(-

IVIG)和IVIG治疗后(+IVIG)血清中TTR的表达量变化无论是配对和非配对分析，在统计上

都是没有差异的。

[0023] 图3为试剂盒技术路线图。

[0024] 图4为TTR-TRF  IA标准曲线。

具体实施方式

[0025] 参考附图，本申请的TTR时间分辨免疫荧光试剂盒的制备方法包括：

[0026] 一、抗人甲状腺素运载蛋白TTR单克隆抗体的制备

[0027] 1、BALB/C小鼠免疫：以TTR蛋白作为免疫原，进行BALB/C小鼠免疫。首次免疫背部

多点皮下注射，完全抗原与等量弗氏完全佐剂混合乳化，以后各次免疫，完全抗原与等量弗

氏不完全佐剂混合乳化，免疫时间间隔为14d。

[0028] 2、抗TTR单克隆抗体的制备：无菌条件下，对融合小鼠取脾，剪碎脾脏，过200目筛

网备用；选择处于对数生长期的SP2/0细胞，与脾细胞混合后离心数次，在1min内加入已预

热的PEG，边加边轻轻地迅速搅拌，然后终止PEG的反应，静置数分钟；离心后重悬于HAT培养

基中，加入到已铺有饲养细胞的培养板中，37℃、5％CO2培养箱中培养。EL  ISA法筛选阳性

孔，对其进行数次有限稀释亚克隆，以得到能稳定分泌所需抗体的单株细胞；选择8～10周

龄健康BALB/C小鼠，提前7～10d腹腔两点注射石蜡油作为免疫抑制剂，腹腔两点注射处于

对数期单株细胞，腹水经过亲和层析柱纯化，鉴定效价、纯度等。

[0029] 二、抗TTR配对抗体的筛选及检测条件的优化

[0030] 从上述制备的抗TTR单克隆抗体中，以双抗体夹心EL  ISA法为原理，以TTR为靶蛋

白，经过2-3轮筛选，通过交叉配对实验，获得能特异结合TTR靶蛋白的配对抗体数对。通过

抗体配对实验：粗配对和精确配对实验筛选能在双抗夹心EL  I  SA中应用的配对抗体。优化

双抗夹心ELI  SA检测条件：确定包被抗体和检测抗体浓度，确定洗涤液、洗涤强度和反应条

件等。从而获得与TTR高亲和力、高特异性配对抗体。

[0031] 三、TRFIA-ELISA方法的建立及评估

[0032] 1、固相包被抗体的制备：碳酸盐缓冲液将包被抗体稀释成适当浓度，加入到96孔

板中，4℃过夜，倾去包被液，加入封闭液封闭，真空-20℃冷冻保存。

[0033] 2、Eu3+标记抗体的制备：将标记抗体加入Millipore公司的带有滤膜的离心管中，

离心，再用标记缓冲液重复洗涤数次。将标记抗体和铕标记试剂充分混匀，室温震荡过夜。

[0034] 3、Eu3+标记抗体的纯化：标记完成后用Sephadex  G-50层析柱分离纯化，洗脱液洗

脱，同时收集流出液，逐管测量吸光度，合并峰管，测定蛋白含量，根据Eu3+标记试剂盒说明

书所提供的公式测定标记率和蛋白回收率。

[0035] 4、TRFIA-ELISA方法的建立及评估：优化TRFIA检测TTR的反应条件，确定标记抗体

浓度、反应缓冲液pH值、封闭液组成、储存液配方等，建立最优的TRFIA-ELISA反应模式。按

照最优的TRFIA-ELISA反应模式，确定检测性能指标。不同批次的试剂盒测定同一样品的结

果进行精密度的比较；将试剂盒在不同温度下放置不同时间后，测定其检测性能，从而得出

其稳定性；将TTR标准品进行不同浓度的稀释，测定不同浓度TTR的检测数值，从而获得线性
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范围。检测与TTR类似的蛋白或者在样品中同时存在的其他蛋白，确定试剂盒的检测特异

性。

[0036] 四、将医院保存的KD患儿阳性样本，用于试剂盒的大规模样本考核验证试验；与

ELISA检测方法、实时荧光定量PCR和胶体金等多种检测方法进行比较，分析评价该试剂盒

对IVIG敏感型和IVIG无反应型的KD患儿的综合检测效果。

[0037] 1 .TTR-TRFIA标准曲线，配制TTR蛋白的标准溶液，浓度分为0、0.5、5、50、200、

1000ng/ml，绘制标准曲线，其相关系数R2＝0.9991，表明线性相关性良好。以零参考标准品

作为标本重复测量20次，计算其荧光均值x及标准差s，x+2s所得的荧光值代入标准曲线方

程计算得出其灵敏度达到0.25ng/ml。

[0038] 2.方法的特异性选取无关蛋白或者可能同时出现的蛋白当作样品，用此试剂盒测

定，结果见表1，本试剂盒测定甲状腺素T4蛋白(T4)、C反应蛋白(CRP)、甲状腺球蛋白(Tg)、

视黄醇结合蛋白4(RBP4)蛋白时，测定浓度均远低于理论浓度，说明该方法的特异性较好。

[0039] 表1特异性实验

[0040]

[0041]

[0042] 3.精密度实验采用本试剂盒对精确定量的高中低三个标准品浓度进行测定，各设

置10各复孔。本试剂盒的批内变异系数和批间变异系数均≤10％(见表2)，符合试剂盒规定

要求。

[0043] 表2精密度实验检测结果

[0044]

[0045] 4.精确度实验(回收实验)按照常规方法进行回收实验。结果见表3，高中低三个浓

度的回收率在100.35-100.56％之间，平均回收率为100.42％。

[0046] 表3回收实验
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[0047]

[0048] 5.健全性把高浓度的TTR蛋白按照1：2～64倍比稀释后用本试剂盒测定，换算后的

TTR蛋白含量非常接近。用上述倍比稀释的蛋白样品代替TTR蛋白参考标准品绘制标准曲

线，其斜率与标准品的标准曲线斜率基本一致，表明TTR-TRFIA具有良好的健全性。

[0049] 分别采集5个IVIG治疗前KD患儿、5个IVIG治疗后KD患儿和5个正常儿童的血液；

2000rpm离心5min后，取出血清备用；

[0050] 具体检测步骤如下：取包被好的酶联板，加入25μl参考标准品或者待测血清，再加

入200μl分析缓冲液，震荡温育1h，，洗涤液洗涤4次，再加入以分析缓冲液1：50稀释的Eu3+

标记抗体200μl/孔，震荡温育1h，洗涤液洗涤6次，最后加入增强液200μl/孔震荡5min后在

时间分辨荧光检测仪上进行检测。

[0051]

[0052] 与健康儿童相比，治疗前儿童的TTR水平显著降低，经过治疗后，1号、2号和5号儿

童的TTR水平上升到正常水平，为IVIG敏感型患儿；而3号和4号儿童的TTR水平基本没有变

化，结合其临床症状等确诊3号和4号儿童确实为IVIG无反应型的KD患儿。由此说明，可以通

过治疗前后TTR的浓度变化确定患儿是否为IVIG无反应型的KD患儿。

[0053] 以上所述仅为本申请的较佳实施例，并不用以限制本申请，凡在本申请的精神和

原则之内，所作的任何修改、等同替换、改进等，均应包含在本申请的保护范围之内。
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图3

图4
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