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(57)摘要

本发明涉及一种检测抗原的化学发光检测

试剂盒和免疫分析方法，通过待测抗原、生物素

化抗待测抗原抗体、吖啶化合物标记的抗待测抗

原抗体和链霉亲和素包被的磁性微粒形成磁性

复合物，使用磁性分离技术捕获所述的磁性复合

物，加入发光缓冲液进行化学发光，检测其化学

发光光子强度。本发明吖啶化合物标记抗待测抗

原的抗体溶液中含有高聚物PEG20000，对非特异

性吸附起到更好的封闭效果，从而降低了背景

值；同时，本发明采用一种含两个吖啶环结构的

标记物，而现有常用的化学发光免疫试剂采用单

个吖啶环结构的化合物标记抗体，在相同的底物

激发下能发出双倍的光子数，使得化学发光免疫

分析的灵敏度提高了一倍。
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1.一种检测抗原的化学发光检测试剂盒，所述试剂盒包括：吖啶化合物标记抗待测抗

原的抗体溶液，生物素化抗待测抗原抗体溶液，链酶亲和素包被的磁性颗粒悬浮液和化学

发光激发液，其特征在于，所述吖啶化合物标记抗待测抗原的抗体溶液中含有0.5-1.5wt％

的PEG20000，所述吖啶化合物的结构如下：

所述R为取代或未取代的C1-C6亚烷基，X为磺酰基或卤素，R’为

2.根据权利要求1所述检测抗原的化学发光检测试剂盒，其特征在于，所述吖啶化合物

标记抗待测抗原的抗体溶液中含有以下含量的组分：0.5-1 .5wt％的BSA，0 .5-1wt％的

NaCl，0.3-0.8wt％的酪蛋白，0.02-0.07wt％的tween20和0.5-1.5wt％的PEG20000。

3.根据权利要求1或2所述检测抗原的化学发光检测试剂盒，其特征在于，所述吖啶化

合物为下述结构中的一种：

4.根据权利要求1至3任一项所述检测抗原的化学发光检测试剂盒，其特征在于，所述

化学发光激发液包括化学发光激发液1和化学发光激发液2，所述化学发光激发液1含0.1M

硝酸和1％(质量体积百分比，g/mL)过氧化氢，所述化学发光激发液2含0.25M氢氧化钠和
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0.1％(质量体积百分比，g/mL)tritonx-100。

5.一种采用权利要求1至4任一项所述化学发光检测试剂盒进行检测抗原的化学发光

免疫分析方法，其特征在于，所述方法的步骤如下：

(1)将待测抗原样本和生物素化抗待测抗原的抗体及吖啶化合物标记抗待测抗原的抗

体进行反应，形成抗体-抗原-抗体夹心复合体；

(2)加入链霉亲和素包被的磁性微粒，与步骤(1)所述的复合体进行反应，形成磁性复

合物悬浮液；

(3)将步骤(2)所述的悬浮液置于磁场内，洗涤所述磁性复合物；

(4)向步骤(3)所述洗涤后的磁性复合物中注入化学发光激发液，检测其化学发光光子

强度。

6.根据权利要求5所述检测抗原的化学发光免疫分析方法，其特征在于，所述待测抗原

为促甲状腺激素、人类免疫缺陷病毒p24抗原、乙肝表面抗原中的一种。

7.一种采用权利要求1至4任一项所述化学发光检测试剂盒进行检测抗原的化学发光

免疫分析方法，其特征在于，所述方法的步骤如下：

(1)将待测抗原样本和生物素化抗待测抗原的抗体进行反应，形成抗原-抗体复合体；

(2)加入链霉亲和素包被的磁性微粒，与步骤(1)所述的复合体进行反应，形成磁性抗

原-抗体复合体悬浮液；

(3)将步骤(2)所述的磁性抗原-抗体复合体悬浮液置于磁场内，洗涤所述磁性抗原-抗

体复合体；

(4)将步骤(3)所述洗涤后的磁性抗原-抗体复合体与吖啶化合物标记抗待测抗原的抗

体进行反应，形成磁性复合物悬浮液；

(5)将步骤(4)所述的磁性复合物悬浮液置于磁场内，洗涤所述磁性复合物；

(6)向步骤(5)所述的磁性复合物中注入化学发光激发液，检测其化学发光光子强度。

8.根据权利要求7所述检测抗原的化学发光免疫分析方法，其特征在于，所述待测抗原

为促甲状腺激素、人类免疫缺陷病毒p24抗原、乙肝表面抗原中的一种。
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一种检测抗原的化学发光检测试剂盒和免疫分析方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种检测抗原的化学发光检测试剂盒和免疫分析方法，属于化学分析

技术领域。

背景技术

[0002] 化学发光发光免疫分析是将化学发光体系与免疫反应相结合，用于检测微量抗原

或抗体的一种新型标记免疫测定技术，它具有选择性好、灵敏度高、特异性强、无放射性危

害、分析速度快、设备简单等优点，在环境、临床、食品、药物检测等领域得到了广泛应用，成

为免疫分析方法的研究热点和发展趋势。

[0003] 吖啶化合物作为一种化学发光免疫分析试剂的标记物，在化学发光发光免疫分析

中得到了广泛的应用。吖啶化合物跟其他标记物(如放射元素标记、酶标记)相比，有许多重

要优势，比如相对高的灵敏度，低成本、线性范围宽，相对简单的信号检测设备等。

[0004] 尽管吖啶化合物作为标记物的化学发光免疫方法灵敏度高达attomoles级别(即

10-18mole)甚至更高，但在实际应用中，测定一些更微量的分析物时则需要更高的灵敏度。

例如促甲状腺激素(TSH)，测定血清中TSH的浓度是判断甲状腺功能是否正常的首选指标，

也是研究下丘脑-垂体-甲状腺轴反馈调节机制等的重要参数，美国临床生化科学院(NACB)

规定第三代TSH试剂盒的最低功能灵敏度不得低于0.02mIU/L(功能灵敏度：批间CV小于

20％所能检测到的最低浓度)，但国内的促甲状腺激素检测灵敏度均达不到第三代的要求,

亟待需要提高现有平台检测TSH的灵敏度水平；又如人类免疫缺陷病毒P24抗原，血液及其

他体液标本中P24抗原的检测可以缩短窗口期，有助于HIV-1的早期诊断、预后判断及评价

抗病毒治疗的效果，具有良好的实际应用价值，但由于p24抗原在血清中的浓度非常低，需

要试剂有很高的灵敏度才能检测出来，现有p24抗原试剂的检出水平大约只有10IU/mL，而

国家参考品规定的灵敏度检出量是5IU/mL；再如乙肝表面抗原，提高乙肝表面抗原定量检

测试剂的灵敏度，能进一步缩短检测的窗口期，有文献报道罗氏II代乙肝表面抗原检测系

统在对2724例常规检测标本盒6360例献血标本筛检中，其检测灵敏度为0.025IU/mL，而国

内文献报道化学发光法检测乙肝表面抗原的灵敏度为0.05IU/mL。另外，细菌感染标志物降

钙素原、心梗指标心肌肌钙蛋白等项目对灵敏度的要求也是越高越好，越高的灵敏度意味

着能更早地发现疾病及感染标志物。

[0005] 因此，需要努力去寻求如何在现有的试剂平台上提高检测抗原的化学发光免疫分

析的灵敏度。

发明内容

[0006] 本发明要解决的技术问题是：为解决现有技术中吖啶化合物标记抗体来检测抗原

的化学发光免疫分析方法灵敏度低的问题，提供一种检测抗原的化学发光检测试剂盒和免

疫分析方法。

[0007] 本发明解决其技术问题所采用的技术方案是：
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[0008] 一种检测抗原的化学发光检测试剂盒，所述试剂盒包括：吖啶化合物标记抗待测

抗原的抗体溶液，生物素化抗待测抗原抗体溶液，链酶亲和素包被的磁性颗粒悬浮液和化

学发光激发液，所述吖啶化合物标记抗待测抗原的抗体溶液中含有0 .5-1 .5wt％的

PEG20000，所述吖啶化合物的结构如下：

[0009]

[0010] 所述R为取代或未取代的C 1 - C 6亚烷基，X为磺酰基或卤素，R’为

[0011] 优选地，所述吖啶化合物标记抗待测抗原的抗体溶液中含有以下含量的组分：

0.5-1.5wt％的BSA，0.5-1wt％的NaCl，0.3-0.8wt％的酪蛋白，0.02-0.07wt％的tween20和

0.5-1.5wt％的PEG20000。

[0012] 优选地，所述吖啶化合物为下述结构中的一种：

[0013]

[0014] 优选地，所述化学发光激发液包括化学发光激发液1和化学发光激发液2，所述化

学发光激发液1含0.1M硝酸和1％(质量体积百分比，g/mL)过氧化氢，所述化学发光激发液2
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含0.25M氢氧化钠和0.1％(质量体积百分比，g/mL)tritonx-100。

[0015] 一种采用上述化学发光检测试剂盒进行检测抗原的化学发光免疫分析方法，所述

方法的步骤如下：

[0016] (1)将待测抗原样本和生物素化抗待测抗原的抗体及吖啶化合物标记抗待测抗原

的抗体进行反应，形成抗体-抗原-抗体夹心复合体；

[0017] (2)加入链霉亲和素包被的磁性微粒，与步骤(1)所述的复合体进行反应，形成磁

性复合物悬浮液；

[0018] (3)将步骤(2)所述的悬浮液置于磁场内，洗涤所述磁性复合物；

[0019] (4)向步骤(3)所述洗涤后的磁性复合物中注入化学发光激发液，检测其化学发光

光子强度。

[0020] 一种采用上述化学发光检测试剂盒进行检测抗原的化学发光免疫分析方法，其特

征在于，所述方法的步骤如下：

[0021] (1)将待测抗原样本和生物素化抗待测抗原的抗体进行反应，形成抗原-抗体复合

体；

[0022] (2)加入链霉亲和素包被的磁性微粒，与步骤(1)所述的复合体进行反应，形成磁

性抗原-抗体复合体悬浮液；

[0023] (3)将步骤(2)所述的磁性抗原-抗体复合体悬浮液置于磁场内，洗涤所述磁性抗

原-抗体复合体；

[0024] (4)将步骤(3)所述洗涤后的磁性抗原-抗体复合体与吖啶化合物标记抗待测抗原

的抗体进行反应，形成磁性复合物悬浮液；

[0025] (5)将步骤(4)所述的磁性复合物悬浮液置于磁场内，洗涤所述磁性复合物；

[0026] (6)向步骤(5)所述的磁性复合物中注入化学发光激发液，检测其化学发光光子强

度。

[0027] 优选地，所述待测抗原为促甲状腺激素、人类免疫缺陷病毒p24抗原、乙肝表面抗

原中的一种。

[0028] 本发明的有益效果是：

[0029] 本发明吖啶化合物标记抗待测抗原的抗体溶液优选了适合磁珠体系的成分，溶液

中含有一种含大量亲水基团的高聚物PEG20000，能在加入吖啶化合物标记抗待测抗原的抗

体的同时实现即时封闭，对非特异性吸附起到更好的封闭效果，从而降低了背景值；同时，

本发明采用一种含两个吖啶环结构的标记物，而现有常用的化学发光免疫试剂采用单个吖

啶环结构的化合物标记抗体，在相同的底物激发下能发出双倍的光子数，使得化学发光免

疫分析的灵敏度提高了一倍。

具体实施方式

[0030] 实施例1-6和对比例1-3化学发光检测试剂盒

[0031] 实施例1-6和对比例1-3提供了检测抗原的化学发光检测试剂盒，所述试剂盒包

括：吖啶化合物标记抗待测抗原的抗体溶液，生物素化抗待测抗原抗体溶液，链酶亲和素包

被的磁性颗粒悬浮液和化学发光激发液。

[0032] 所述化学发光激发液包括化学发光激发液1和化学发光激发液2，所述化学发光激
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发液1含0.1M硝酸和1％(质量体积百分比，g/mL)过氧化氢，所述化学发光激发液2含0.25M

氢氧化钠和0.1％(质量体积百分比，g/mL)tritonx-100。

[0033] 所述实施例1-6和对比例1所述吖啶化合物标记抗待测抗原的抗体溶液中除吖啶

化合物标记抗待测抗原的抗体外，还含有如下含量的组分：

[0034] 表1吖啶化合物标记抗待测抗原的抗体溶液包含的组分情况表

[0035]

[0036] 备注：表中BSA为牛血清白蛋白，Casein为酪蛋白，tween20为吐温20，PEG20000为

聚乙二醇20000。

[0037] 所述实施例1、实施例2、对比例1、对比例4的试剂盒所用抗待测抗原的抗体为促甲

状腺素单克隆抗体；实施例3、实施例4、对比例2、对比例5的试剂盒所用抗待测抗原的抗体

为人类免疫缺陷病毒p24抗体；实施例5、实施例6、对比例3、对比例6的试剂盒所用的抗待测

抗原的抗体为乙型肝炎病毒表面抗体。

[0038] 所述吖啶化合物A、A’的结构依次为：
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[0039]

[0040] 所述吖啶化合物B、B’的结构依次为：

[0041]

[0042] 所述吖啶化合物C、C’的结构依次为：

[0043]

[0044] 实施例7检测促甲状腺素(TSH)的化学发光免疫分析法

[0045] 实施例7提供了一种检测促甲状腺素(TSH)的化学发光免疫分析法，步骤如下：

[0046] (1)将10μL待测样本、100μL浓度为100ng/mL的生物素化促甲状腺素单克隆抗体和

100μL浓度为100ng/mL的吖啶化合物标记促甲状腺素单克隆抗体反应10分钟后，形成抗体-

抗原-抗体夹心复合体；

[0047] (2)加入20μL浓度为100ng/mL的链霉亲和素包被的磁性微粒，与步骤(1)所述的复

合体反应10分钟后，形成磁性复合物悬浮液；

[0048] (3)将步骤(2)所述的磁性复合物悬浮液置于磁场内，洗涤所述磁性复合物；

[0049] (4)向步骤(3)所述洗涤后的磁性复合物中注入100μL化学发光激发液1，1.5秒后，

注入100μL化学发光激发液2，检测其化学发光光子强度。

[0050] 实施例8人类免疫缺陷病毒p24抗原的化学发光免疫分析法

[0051] 实施例8提供了一种检测人类免疫缺陷病毒p24抗原的化学发光免疫分析法，步骤
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如下：

[0052] (1)将50μL待测样本和100μL浓度为300ng/mL的生物素化p24抗体反应10分钟后，

形成抗原-抗体复合体；

[0053] (2)加入20μL浓度为300ng/mL的链霉亲和素包被的磁性微粒，与步骤(1)所述的复

合体反应10分钟后，形成磁性抗原-抗体复合体悬浮液；

[0054] (3)将步骤(2)所述的磁性抗原-抗体复合体悬浮液置于磁场内，洗涤所述磁性抗

原-抗体复合体；

[0055] (4)将步骤(3)所述洗涤后的磁性抗原-抗体复合体与100μL浓度为300ng/mL的吖

啶化合物标记的p24抗体反应10分钟后，形成磁性复合物悬浮液；

[0056] (5)将步骤(4)所述的磁性复合物悬浮液置于磁场内，洗涤所述磁性复合物；

[0057] (6)向步骤(5)所述的磁性复合物中注入100μL化学发光激发液1，1.5秒后，注入

100μL化学发光激发液2，检测其化学发光光子强度。

[0058] 实施例9乙型肝炎病毒表面抗原的化学发光免疫分析法

[0059] 实施例9提供了一种乙型肝炎病毒表面抗原的化学发光免疫分析法，步骤如下：

[0060] (1)将50μL待测样本和100μL浓度为500ng/mL的生物素化乙型肝炎病毒表面抗体

反应10分钟后，形成抗原-抗体复合体；

[0061] (2)加入20μL浓度为500ng/mL的链霉亲和素包被的磁性微粒，与步骤(1)所述的复

合体反应10分钟后，形成磁性抗原-抗体复合体悬浮液；

[0062] (3)将步骤(2)所述的磁性抗原-抗体复合体悬浮液置于磁场内，洗涤所述磁性抗

原-抗体复合体；

[0063] (4)将步骤(3)所述洗涤后的磁性抗原-抗体复合体与100μL浓度为500ng/mL的吖

啶化合物标记的乙型肝炎病毒表面抗体反应10分钟后，形成磁性复合物悬浮液；

[0064] (5)将步骤(4)所述的磁性复合物悬浮液置于磁场内，洗涤所述磁性复合物；

[0065] (6)向步骤(5)所述的磁性复合物中注入100μL化学发光激发液1，1.5秒后，注入

100μL化学发光激发液2，检测其化学发光光子强度。

[0066] 所述实施例7-9的化学发光激发液1和化学发光激发液2同实施例1-6和对比例1-

3。

[0067] 效果例1-4

[0068] 效果例1采用实施例1的试剂盒，效果例2采用实施例2的试剂盒，效果例3采用对比

例1的试剂盒，效果例4采用对比例4的试剂盒，通过实施例7的化学发光免疫分析法检测浓

度为0-0.06mIU/L的促甲状腺素(TSH)的20孔发光平均值(M)和20孔间变异系数值(CV)，结

果如下表：

[0069] 表2采用不同试剂盒检测不同浓度TSH抗原的发光情况表
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[0070]

[0071] 通过效果例1、效果例2和效果例3的对比可以看出，效果例1和效果例2的促甲状腺

素(TSH)的化学发光免疫分析法检测TSH的背景值比效果例3明显低，这是由于效果例1和效

果例2所用试剂盒中吖啶化合物标记促甲状腺素抗体的稀释液中含有一种含大量亲水基团

的高聚物PEG20000，极大降低了吖啶化合物标记促甲状腺素抗体的非特异性吸附，从而降

低了背景，而效果例3所用试剂盒中吖啶化合物标记促甲状腺素抗体的稀释液中不含

PEG20000，由于封闭不充分、不及时，其背景相应提高了很多；以孔间CV小于20％所能检测

到的最低浓度为功能灵敏度计算,效果例3检测TSH的功能灵敏度为为0.03mIU/L，而效果例

1和效果例2检测TSH的功能灵敏度为0.015mIU/L，功能灵敏度显著提高。

[0072] 效果例4与效果例2所用的试剂盒除吖啶化合物的结构不同(效果例4所用试剂盒

的吖啶化合物含单个吖啶环，效果例2所用试剂盒的吖啶化合物含两个吖啶环)外，其余完

全相同，且效果例4与效果例2所用的化学发光免疫分析法相同，通过对比可知：用单个吖啶

环的吖啶化合物标记促甲状腺素单克隆抗体时，检测TSH的功能灵敏度为不足0.03mIU/L，

没有达到NACB的要求，而以两个吖啶环的吖啶化合物标记促甲状腺素单克隆抗体时，其功

能灵敏度为0.015mIU/L，功能灵敏度显著提高。

[0073] 效果例5-8

[0074] 效果例5采用实施例3的试剂盒，效果例6采用实施例4的试剂盒，效果例7采用对比

例2的试剂盒，效果例8采用对比例5的试剂盒，通过实施例8的化学发光免疫分析法检测

1000例阴性血样发光平均值(M)及含5-20IU/mL人类免疫缺陷病毒p24抗原的血样发光值

(RLU)，结果如下表：

[0075] 表4采用不同试剂盒检测不同浓度p24抗原的发光情况表
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[0076]

[0077] 通过效果例5、效果例6和效果例7的对比可以看出，效果例5和效果例6的人类免疫

缺陷病毒p24抗原的化学发光免疫分析法检测TSH的背景值比效果例7明显低，这是由于效

果例5和效果例6所用试剂盒中吖啶化合物标记p24抗原的稀释液的配方合理，极大降低了

吖啶化合物标记促甲状腺素抗体的非特异性吸附，从而降低了背景，而效果例6所用试剂盒

中吖啶化合物标记p24抗原的稀释液封闭不充分、不及时，其背景也相应提高了很多；实验

中测定1000例阴性血样，取发光值的平均值M和标准误差SD，M+2SD即为最低检出量发光值

的临界值，将标准品的发光值与M+2SD做比较，即可得知p24抗原的最低检出量，效果例6检

测p24抗原的最低检出量为10IU/mL，而效果例5和效果例6检测p24抗原的最低检出量为

5IU/mL，灵敏度显著提高。

[0078] 效果例8与效果例6所用的试剂盒除吖啶化合物的结构不同(效果例8所用试剂盒

的吖啶化合物含单个吖啶环，效果例6所用试剂盒的吖啶化合物含两个吖啶环)外，其余完

全相同，且效果例8与效果例6所用的化学发光免疫分析法相同，通过对比可知：用单个吖啶

环的吖啶化合物标记人类免疫缺陷病毒p24抗体时，检测人类免疫缺陷病毒p24抗原的最低

检出量为10IU/mL，而以两个吖啶环的吖啶化合物标记人类免疫缺陷病毒p24抗体时，最低

检出量为5IU/mL，灵敏度提高了一倍。

[0079] 效果例9-12

[0080] 效果例9采用实施例5的试剂盒，效果例10采用实施例6的试剂盒，效果例11采用对

比例3的试剂盒，效果例12采用对比例6的试剂盒，通过实施例9的化学发光免疫分析法检测

500例阴性血样发光平均值(M)，含0.05-0.2IU/mLAdr亚型乙型肝炎病毒表面抗原、含0.05-

0.2IU/mL  adw亚型乙型肝炎病毒表面抗原以及含0.1-0.4IU/mL  ay亚型乙型肝炎病毒表面

抗原的血样发光值(RLU)，结果如下表：

[0081] 表6采用不同试剂盒检测不同浓度乙型肝炎病毒表面抗原的发光情况表
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[0082]

[0083]

[0084] 通过效果例9、效果例10和效果例11的对比可以看出，效果例9和效果例10的化学

发光免疫分析法检测乙型肝炎病毒表面抗原的背景值比效果例11明显低，这是由于效果例

9和效果例10所用试剂盒中吖啶化合物标记乙型肝炎病毒表面抗原的稀释液的配方合理，

极大降低了吖啶化合物标记促甲状腺素抗体的非特异性吸附，从而降低了背景，而效果例

11所用试剂盒中吖啶化合物标记乙型肝炎病毒表面抗原的稀释液封闭效果差，其背景也相

应提高了很多；实验中测定500例临床阴性血样，取发光值的平均值M和标准误差SD，M+2SD

即为最低检出量发光值的临界值，将标准品的RLU值与M+2SD做比较，即可得知乙型肝炎病

毒表面抗原的最低检出量，效果例9、效果例10对Adr亚型乙型肝炎病毒表面抗原的最低检

出量均为0.05IU/mL，而效果例11对Adr亚型乙型肝炎病毒表面抗原的最低检出量均为

0.1IU/mL；效果例9、效果例10对Adw亚型乙型肝炎病毒表面抗原的最低检出量均为0.05IU/

mL，而效果例11对Adw亚型乙型肝炎病毒表面抗原的最低检出量均为0.1IU/mL；效果例9、效

果例10对Ay亚型乙型肝炎病毒表面抗原的最低检出量均为0.1IU/mL，效果例11对Ay亚型乙

型肝炎病毒表面抗原的最低检出量均为0.2IU/mL。

[0085] 效果例12与效果例9所用的试剂盒除吖啶化合物的结构不同(效果例12所用试剂

盒的吖啶化合物含单个吖啶环，效果例9所用试剂盒的吖啶化合物含两个吖啶环)外，其余
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完全相同，且效果例12与效果例9所用的化学发光免疫分析法相同，通过对比可知：用含单

个吖啶环的吖啶化合物标记乙型肝炎病毒表面抗体时，对Adr、adw和ay亚型的乙型肝炎病

毒表面抗原的最低检出量分别为0.1、0.1和0.2IU/mL，而以含两个吖啶环的吖啶化合物标

记乙型肝炎病毒表面抗体时，对Adr、adw和ay亚型的乙型肝炎病毒表面抗原的最低检出量

分别为0.05、0.05和0.1IU/mL，灵敏度提高了一倍。

[0086] 以上述依据本发明的理想实施例为启示，通过上述的说明内容，相关工作人员完

全可以在不偏离本项发明技术思想的范围内，进行多样的变更以及修改。本项发明的技术

性范围并不局限于说明书上的内容，必须要根据权利要求范围来确定其技术性范围。
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