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(57)摘要

本发明属于生物检测技术领域，公开了一种

降低发光底物自身本底的酶促化学发光免疫检

测方法，在进行酶促化学发光免疫检测时，在化

学发光酶的发光底物的A液与B液相接触混合前

向反应容器中加入密度为0.75-0.98kg/m3的隔

绝液体，反应后读取发光信号值。本发明所述检

测方法可以避免发光底物自身本底信号受外界

空气中的氧化性物质或还原性物质影响，降低发

光底物本底信号的波动效果极其显著。与不隔绝

空气相比，试剂盒灵敏度及低值精密性大幅提

升，对临床结果判断意义重大。
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1.一种降低发光底物自身本底的酶促化学发光免疫检测方法，在进行酶促化学发光免

疫检测时，在化学发光酶的发光底物的A液与B液相接触混合前向反应容器中加入密度为

0.75-0.98kg/m3的隔绝液体，反应后读取发光信号值。

2.根据权利要求1所述的检测方法，所述化学发光酶为辣根过氧化物酶，所述发光底物

的A液与B液分别为含过氧化氢的氧化剂与含鲁米诺的还原剂。

3.根据权利要求1所述的检测方法，所述隔绝液体为轻质石蜡油、轻质矿物油或轻质白

油。

4.根据权利要求3所述的检测方法，所述轻质石蜡油、轻质矿物油的型号为3#、5#、7#、

10#、15#、26#、32#、46#、68#、90#、100#或150#。

5.根据权利要求3所述的检测方法，所述轻质白油的型号为D80、D85、D95、D100、D120或

D130。
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一种降低发光底物自身本底的酶促化学发光免疫检测方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物检测技术领域，具体涉及一种降低发光底物自身本底的酶促化学

发光免疫检测方法，尤其是一种降低磁微粒化学发光底物自身本底的酶促化学发光免疫检

测方法。

背景技术

[0002] 酶促化学发光免疫分析(chemiluminescence  enzyme  immunoassay，CLEIA)是利

用标记酶的催化作用，使发光剂(底物)发光，这一类需酶催化后发光的发光剂称为酶促反

应发光剂或酶促发光底物。酶促反应的发光底物是指经酶的降解作用而发出光的一类发光

底物，目前化学发光酶免疫技术中常用的酶有辣根过氧化物酶(HRP)和碱性磷酸酶(AP)。利

用酶如辣根过氧化物酶(HRP)来标记抗原或抗体，在与待测标本中相应的抗原(抗体)发生

免疫反应后，形成固相包被抗体-待测抗原-酶标记抗体复合物，经洗涤后，加入底物(发光

剂)，HRP酶催化和分解底物发光，由光量子阅读系统接收，光电倍增管将光信号转变为电信

号并加以放大，再把它们传送至计算机数据处理系统，计算出测定物的浓度。

[0003] 基于HRP的发光底物多为双组分(如安图生物全自动发光底物)系统，其中一种成

分为氧化剂含过氧化氢，另一种成分为还原剂含发光剂鲁米诺。因而宜分别配制成2瓶试剂

溶液，存放于两个容器中，底物非常稳定，HRP底物系统通常使用发光增强剂，如某些酚试剂

(如邻-碘酚)可增强HRP催化鲁米诺氧化的反应和延长发光时间，发光敏感度非常高。有效

期可达两年左右。两种成份底物使用时按等比例混合后使用。因使用混合后鲁米诺和H2O2在

无HRP催化时也能缓慢自发发光，我们称之为发光底物自身本底。底物自身本底在最后光强

度测定中造成空白干扰，底物本底维持信号低且稳定是底物性能好坏的主要指标。因两种

成分混合过程中会接触空气，且含鲁米诺的发光底物系统极其灵敏，空气中的氧化还原物

质会造成鲁米诺底物本底信号值忽高忽低，有时相差几十到几百倍。底物自身本底变异较

大对试剂盒灵敏度及低值精密性会造成极大干扰。

发明内容

[0004] 有鉴于此，本发明的目的在于针对现有技术中存在的问题，提供一种降低发光底

物自身本底的方法。

[0005] 为实现本发明的目的，本发明采用如下技术方案：

[0006] 一种降低发光底物自身本底的酶促化学发光免疫检测方法，在进行酶促化学发光

免疫检测时，在化学发光酶的发光底物的A液与B液相接触混合前向反应容器中加入密度为

0.75-0.98kg/m3的隔绝液体，反应后读取发光信号值。

[0007] 本发明所述检测方法中所述隔绝液体密度小且具有化学惰性的特性，在发光底物

的A液与B液相接触混合前加入，与发光底物共存于容器中而分层，能隔绝下层的发光底物

与空气接触，从而避免发光底物自身本底信号受外界空气中的氧化性物质或还原性物质影

响，降低发光底物本底信号的波动。
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[0008] 本领域技术人员可以理解，所述检测方法具体操作可以为发光底物的A液与B液通

过机器两个管道分别加入检测反应的容器，所述隔绝液体通过第三个管道加入检测反应的

容器中机器立即读取发光信号值。如在安图生物全自动磁微粒发光仪A2000或A2000  PLUS

原有的分别加入底物A液、B液两个管路的基础上，再增加一个管路用于加入隔绝液体。

[0009] 在一些实施方案中，所述化学发光酶为辣根过氧化物酶，所述发光底物的A液与B

液分别为含过氧化氢的氧化剂与含鲁米诺的还原剂。

[0010] 在一些实施方案中，本发明所述检测方法中所述隔绝液体为轻质石蜡油、轻质矿

物油或轻质白油。

[0011] 进一步的，作为优选，所述轻质石蜡油、轻质矿物油的型号为3#、5#、7#、10#、15#、

26#、32#、46#、68#、90#、100#或150#。

[0012] 作为优选，所述轻质白油的型号为D80、D85、D95、D100、D120或D130。

[0013] 由上述技术方案可知，本发明提供了一种降低发光底物自身本底的酶促化学发光

免疫检测方法，在进行酶促化学发光免疫检测时，在化学发光酶的发光底物的A液与B液相

接触混合前向反应容器中加入密度为0.75-0 .98kg/m3的隔绝液体，反应后读取发光信号

值。本发明所述检测方法可以避免发光底物自身本底信号受外界空气中的氧化性物质或还

原性物质影响，降低发光底物本底信号的波动效果极其显著。与不隔绝空气相比，试剂盒灵

敏度及低值精密性大幅提升，对临床结果判断意义重大。

附图说明

[0014] 为了更清楚地说明本发明实施例或现有技术中的技术方案，下面将对实施例或现

有技术描述中所需要使用的附图作简单地介绍。

[0015] 图1示实施例1中发光底物自身本底在不同时间加入7#轻质石蜡油与否的信号值

比较；

[0016] 图2示实施例3中加入D80轻质白油对发光底物作用于辣根过氧化物酶的检测灵敏

度及线性范围影响。

具体实施方式

[0017] 本发明公开了一种降低发光底物自身本底的方法。本领域技术人员可以借鉴本文

内容，适当改进工艺参数实现。特别需要指出的是，所有类似的替换和改动对本领域技术人

员来说是显而易见的，它们都被视为包括在本发明。本发明的方法及产品已经通过较佳实

施例进行了描述，相关人员明显能在不脱离本发明内容、精神和范围内对本文所述的方法

进行改动或适当变更与组合，来实现和应用本发明技术。

[0018] 为了进一步理解本发明，下面将结合本发明实施例，对本发明实施例中的技术方

案进行清楚、完整地描述，显然，所描述的实施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部

的实施例。基于本发明中的实施例，本领域普通技术人员在没有做出创造性劳动前提下所

获得的所有其他实施例，都属于本发明保护的范围。

[0019] 如无特殊说明，本发明实施例中所涉及的试剂或仪器均为市售产品，均可以通过

商业渠道购买获得。

[0020] 实施例1、
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[0021] 分四天8次测量发光底物不同时间自身本底信号值，每次取96孔发光板的10个孔，

分别加入安图生物全自动免疫检验系统用底物试剂盒中的底物A、B液各50μl，并向其中的5

孔加入50μl  7#轻质石蜡油，另5孔不加。立即测量10孔的发光信号值，分别各取5孔均值，如

表1、图1。

[0022] 表1发光底物自身本底在不同时间加入7#轻质石蜡油与否的信号值比较

[0023]

[0024] 注：各检测仪器均为安图A2000PLUS(JC-147)，各组发光信号值为5孔均值。

[0025] 结果显示加入7#轻质石蜡油各检测孔底物自身本底不同时间测均值在500以下，

变异系数在8.3％；而未加入7#轻质石蜡油各检测孔底物本底发光值较高，且不稳定，发光

信号值从3720到16632变异较大，变异系数达45.1％，低值区信号值精密性较差。

[0026] 实施例2、加入3#轻质矿物油对四种检测试剂盒的发光信号值影响

[0027] 采用安图全自动磁微粒化学发光仪A2000PLUS(JC-147)，分别针对促甲状腺激素

(TSH)检测试剂盒、甲状旁腺激素(PTH)检测试剂盒、心机肌钙蛋白I(CTNI)检测试剂盒、乙

型肝炎病毒表面抗原(HBsAg)检测试剂盒(购自安图)及其中的发光底物进行检测。每个试

剂盒每个0标或校准品取96孔反光板的10个孔，加入发光底物A、B液各50μl，并向其中的5孔

加入50μl  3#轻质矿物油，另5孔不加。立即测量10孔的发光信号值，分别各取5孔均值如表

2。

[0028] 表2加入3#轻质矿物油对四种检测试剂盒的发光信号值影响
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[0029]

[0030] 注：各组发光信号值为5孔均值。

[0031] 结果显示，加入3#轻质矿物油各检测孔发光信号值与未加入3#轻质矿物油各检测

孔相比0值校准品S0本底大幅降低，四个项目分别为原来的21％，5％，30％，32％。而加入3#

轻质矿物油对试剂盒的系列校准品发光信号值影响不大。不同项目加入3#轻质矿物油后信

燥比S1/S0均有显著提升，表明加入3#轻质矿物油后排除了空气对试剂的影响，发光信号值

为试剂的真实信号值。

[0032] 实施例3、加入D80轻质白油对发光底物作用于辣根过氧化物酶的检测灵敏度及线

性范围影响

[0033] 使用安图生物的乙型肝炎病毒表面抗原(HBsAg)磁微粒检测试剂盒内HRP工作酶

(10ml/100人份，含HRP标记抗体，蛋白保护剂，稳定剂等)用纯化水(例如体积比1:3)系列稀

释(50μl酶加入100μl蒸馏水)8个浓度，第8个最大稀释HRP酶的浓度定为1，则梯度酶浓度反
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向定义为1.00、3.00、9.00、45.00、418.50、3892.05、36196.07、336623.40。在96孔微孔板中

每孔加入系列梯度酶个10μl，然后分别加入底物A、B液各50μl，并向其中的一列加入50μl 

D80轻质白油，另一列不加。立即测量发光信号值如表3，梯度酶浓度值与发光值取log-log

作图，见图2。

[0034] 表3加入D80轻质白油对发光底物作用于梯度浓度辣根过氧化物酶的检测信号值

[0035]

[0036] 结果显示，用梯度浓度HRP酶检测，加入D80轻质白油发光底物对辣根过氧化物酶

HRP检测灵敏度大幅提升34(81)倍，且线性范围更宽。在如表所示的梯度酶(1-336623.40的

浓度范围内与信号值的R2＝0.9998)，更低浓度的辣根过氧化物酶也能检测出来，因此使用

液体隔离剂的发光底物检测灵敏度度更高，检测线性范围更宽。磁微粒化学发光检测技术

中，隔离液体的应用意义重大。
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图1

图2
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