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(57)摘要

妥布霉素化学发光检测试剂盒及其制备方

法，属于免疫分析医学检测领域，主要用于人体

血清、血浆中妥布霉素的定量检测。该试剂盒包

括校准品；质控品；包被有链霉亲和素的磁珠；吖

啶酯标记的TOBR抗体；生物素标记的TOBR衍生

物。本发明采用一步法竞争法的反应模式，定量

检测人体内TOBR的含量，使用链霉亲和素-生物

素体系使得信号进一步放大，进一步提高了试剂

灵敏度。本发明通过改变标记抗体及抗原，与原

有检测技术相比，特异性检测人体内TOBR，增强

了检测的特异性，为临床诊断提供更为精确、更

具针对性的体外诊断试剂。本发明使用生物素体

系磁微粒直接化学发光体系，实现更高灵敏度、

检测结果更精确的效果。
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1.妥布霉素化学发光检测试剂盒，其特征在于，包括：

校准品；

质控品；

包被有链霉亲和素的磁珠；

吖啶酯标记的TOBR抗体；

生物素标记的TOBR衍生物。

2.根据权利要求1所述的妥布霉素化学发光检测试剂盒，其特征在于，所述包被有链霉

亲和素的磁珠浓度为0.05～0.15％。

3.根据权利要求1所述的妥布霉素化学发光检测试剂盒，其特征在于，所述吖啶酯标记

的TOBR抗体浓度为0.5～2ug/mL。

4.根据权利要求1所述的妥布霉素化学发光检测试剂盒，其特征在于，所述生物素标记

的TOBR衍生物浓度为0.8～3ug/mL。

5.如权利要求1所述的妥布霉素化学发光检测试剂盒的制备方法，其特征在于，包括以

下步骤：

步骤一、配制校准品；

步骤二、配制质控品；

步骤三、配制R1试剂，所述R1试剂为包被有链霉亲和素的磁珠；

步骤四、配制R2试剂，所述R2试剂为吖啶酯标记的TOBR抗体和pH为6～9的缓冲液；

步骤五、配制R3试剂，所述R3试剂为生物素标记的TOBR衍生物和pH为6～9的缓冲液；

步骤六、经分装、组装为成品。

6.根据权利要求5所述的制备方法，其特征在于，所述包被有链霉亲和素的磁珠浓度为

0.05～0.15％。

7.根据权利要求5所述的制备方法，其特征在于，所述吖啶酯标记的TOBR抗体浓度为

0.5～2ug/mL。

8.根据权利要求5所述的制备方法，其特征在于，所述生物素标记的TOBR衍生物浓度为

0.8～3ug/mL

9.根据权利要求5所述的制备方法，其特征在于，步骤四的具体操作步骤如下：使用

50KDa孔径超滤离心管将TOBR抗体缓冲液置换为50～200mM  PBS，将TOBR抗体与吖啶酯按照

摩尔体积比为1:3～1:15的比例混合均匀，室温放置2～4h后，AKTA蛋白纯化仪纯化标记抗

体，将收集到的吖啶酯标记抗体用pH为6～9的缓冲液进行稀释，得到R2试剂。

10.根据权利要求5所述的制备方法，其特征在于，步骤五的具体操作步骤如下：使用

50KDa孔径超滤离心管将TOBR衍生物缓冲液置换为50～200mM  PBS，将TOBR衍生物与生物素

按照摩尔体积比为1:5～1:20的比例混合均匀，室温放置2～4h后，AKTA蛋白纯化仪纯化标

记抗体，将收集到的生物素标记抗体用pH为6～9的缓冲液进行稀释，得到R3试剂。
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妥布霉素化学发光检测试剂盒及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于免疫分析医学检测技术领域，具体涉及一种妥布霉素化学发光检测试

剂盒及其制备方法。

背景技术

[0002] 妥布霉素(Tobramucin，TOBR)的分子式为C18H37N5O9，分子量467.51Da，是一种氨基

糖苷类抗生素，用于治疗铜绿假单胞菌等需氧的革兰氏阴性菌和金黄色葡萄球菌等其它一

些细菌引起的严重感染。

[0003] 妥布霉素能够联结在30S和50S的联结位置，阻碍70S复合物的形成，使mRNA不能翻

译成蛋白质，导致细胞死亡，主要对革兰阴性菌，如绿脓杆菌、大肠杆菌、克雷白杆菌、肠杆

菌属、变形杆菌、枸橼酸杆菌有效。临床主要用于敏感细菌引起的严重感染，如革兰阴性菌

特别是绿脓杆菌、大肠杆菌及肺炎杆菌等引起的烧伤感染、败血症、呼吸系统感染、泌尿系

统感染、胆囊胆道感染及软组织严重感染等。妥布霉素的安全治疗峰浓度为5-10ug/mL，谷

浓度为0.5-2ug/mL。妥布霉素与内耳的内淋巴和外淋巴以及肾皮质有较强的亲和性，因此

容易在这些部位堆积，峰和谷浓度的升高，可能会引起耳毒性和肾毒性。因此检测患者血清

和血浆中妥布霉素水平对于药物保持治疗水平和避免中毒都非常重要。

[0004] 目前用于检测TOBR的常用分析方法有高效液相色谱分析、微生物法和毛细管电泳

法，这些方法耗时且不易自动化，重复性差。免疫分析方法主要有均相酶免疫分析检测法和

化学发光免疫分析法。均相酶免疫分析法存在灵敏度低，线性范围窄、不易实现全自动化等

方法学限制因素。化学发光免疫分析法具有灵敏度高、检测线性范围宽、操作简便、自动化

程度高等优势。

[0005] 目前，国内常用的妥布霉素化学发光检测试剂盒来源于西门子，而国内尚无相应

的检测试剂盒。因此，研制化学发光免疫分析法妥布霉素化学发光检测试剂盒十分必要。

发明内容

[0006] 本发明的目的是提供一种高灵敏度、高精确性的妥布霉素化学发光检测试剂盒及

其制备方法，主要用于人体血清、血浆中妥布霉素的定量检测。

[0007] 本发明为解决技术问题所采用的技术方案如下：

[0008] 本发明的妥布霉素化学发光检测试剂盒，主要包括：

[0009] 校准品；

[0010] 质控品；

[0011] 包被有链霉亲和素的磁珠；

[0012] 吖啶酯标记的TOBR抗体；

[0013] 生物素标记的TOBR衍生物。

[0014] 作为优选的实施方式，所述包被有链霉亲和素的磁珠浓度为0.05～0.15％。

[0015] 作为优选的实施方式，所述吖啶酯标记的TOBR抗体浓度为0.5～2ug/mL。
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[0016] 作为优选的实施方式，所述生物素标记的TOBR衍生物浓度为0.8～3ug/mL。

[0017] 本发明的妥布霉素化学发光检测试剂盒的制备方法，主要包括以下步骤：

[0018] 步骤一、配制校准品；

[0019] 步骤二、配制质控品；

[0020] 步骤三、配制R1试剂，所述R1试剂为包被有链霉亲和素的磁珠；

[0021] 步骤四、配制R2试剂，所述R2试剂为吖啶酯标记的TOBR抗体和pH为6～9的缓冲液；

[0022] 步骤五、配制R3试剂，所述R3试剂为生物素标记的TOBR衍生物和pH为6～9的缓冲

液；

[0023] 步骤六、经分装、组装为成品。

[0024] 作为优选的实施方式，所述包被有链霉亲和素的磁珠浓度为0.05～0.15％。

[0025] 作为优选的实施方式，所述吖啶酯标记的TOBR抗体浓度为0.5～2ug/mL。

[0026] 作为优选的实施方式，所述生物素标记的TOBR衍生物浓度为0.8～3ug/mL

[0027] 作为优选的实施方式，步骤四的具体操作步骤如下：使用50KDa孔径超滤离心管将

TOBR抗体缓冲液置换为50～200mM  PBS，将TOBR抗体与吖啶酯按照摩尔体积比为1:3～1:15

的比例混合均匀，室温放置2～4h后，AKTA蛋白纯化仪纯化标记抗体，将收集到的吖啶酯标

记抗体用pH为6～9的缓冲液进行稀释，得到R2试剂。

[0028] 作为优选的实施方式，步骤五的具体操作步骤如下：使用50KDa孔径超滤离心管将

TOBR衍生物缓冲液置换为50～200mM  PBS，将TOBR衍生物与生物素按照摩尔体积比为1:5～

1:20的比例混合均匀，室温放置2～4h后，AKTA蛋白纯化仪纯化标记抗体，将收集到的生物

素标记抗体用pH为6～9的缓冲液进行稀释，得到R3试剂。

[0029] 本发明的有益效果是：

[0030] 1、本发明采用一步法竞争法的反应模式，定量检测人体内TOBR的含量，确保检测

的灵敏度、特异性。

[0031] 2、本发明使用链霉亲和素-生物素体系，与现有磁珠体系相比，链霉亲和素-生物

素体系的结合使得信号进一步放大，进一步提高了试剂灵敏度。

[0032] 3、本发明通过改变标记抗体及抗原，与原有检测技术相比，特异性检测人体内

TOBR，增强了检测的特异性，为临床诊断提供更为精确、更具针对性的体外诊断试剂。

[0033] 4、本发明使用生物素体系磁微粒直接化学发光体系，实现更高灵敏度、检测结果

更精确的效果。

[0034] 5、本发明的各项检测指标均达到同类试剂盒的分析水平。

附图说明

[0035] 图1为临床血清检测相关性试验结果。

具体实施方式

[0036] 本发明的妥布霉素化学发光检测试剂盒，主要包括：1)校准品及质控品；2)包被有

链霉亲和素的磁珠；3)吖啶酯标记的TOBR抗体；4)生物素标记的TOBR衍生物。

[0037] 其中，包被有链霉亲和素的磁珠浓度优选为0.05～0.15％。吖啶酯标记的TOBR抗

体浓度优选为0.5～2ug/mL。生物素标记的TOBR衍生物浓度优选为0.8～3ug/mL。
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[0038] 其中，TOBR衍生物为TOBR-BSA或TOBR-OVA。

[0039] 本发明的妥布霉素化学发光检测试剂盒的制备方法，主要包括以下步骤：

[0040] 1)以缓冲液为基质的TOBR纯品配制校准品。

[0041] 2)以缓冲液为基质的TOBR纯品配制质控品。

[0042] 3)配制R1试剂，R1试剂为包被有链霉亲和素的磁珠；包被有链霉亲和素的磁珠浓

度优选为0.05～0.15％。

[0043] 4)配制R2试剂，R2试剂为吖啶酯标记的TOBR抗体和pH为6～9的缓冲液，吖啶酯标

记的TOBR抗体浓度优选为0.5～2ug/mL。

[0044] 具体操作步骤如下：使用50KDa孔径超滤离心管将TOBR抗体缓冲液置换为50～

200mM  PBS，将TOBR抗体与吖啶酯按照摩尔体积比为1:3～1:15的比例混合，充分混匀，室温

放置2～4h后，AKTA蛋白纯化仪纯化标记抗体，将收集到的吖啶酯标记抗体用pH为6～9的缓

冲液稀释至一定浓度，即为R2试剂。

[0045] 5)配制R3试剂，R3试剂为生物素标记的TOBR衍生物和pH为6～9的缓冲液，生物素

标记的TOBR衍生物浓度优选为0.8～3ug/mL。

[0046] 具体操作步骤如下：使用50KDa孔径超滤离心管将TOBR衍生物缓冲液置换为50～

200mM  PBS，将TOBR衍生物与生物素按照摩尔体积比为1:5～1:20的比例混合，充分混匀，室

温放置2～4h后，AKTA蛋白纯化仪纯化标记抗体，将收集到的生物素标记抗体用pH为6～9的

缓冲液稀释至一定浓度，即为R3试剂。

[0047] 6)分装上述校准品、R1试剂、R2试剂、R3试剂，组装为成品。

[0048] 本发明的妥布霉素化学发光检测试剂盒的检测方法如下：

[0049] 本发明的试剂盒检测原理为竞争法。首先将待测样本与R2试剂(吖啶酯标记的

TOBR抗体)共同孵育10min，再加入R3试剂(生物素标记的TOBR衍生物)及R1(包被有链霉亲

和素的磁珠)试剂共同孵育10min，待测样本与吖啶酯标记的TOBR抗体及生物素标记的TOBR

衍生物形成免疫复合物，通过生物素与链霉亲和素结合到磁珠，通过磁分离器分离免疫复

合物，用清洗液洗去未结合的抗体，加入酸碱激发液激发吖啶酯发光，记录相对发光强度

(RLU)。在一定线性范围内，待测样本中的TOBR含量与相对发光强度(RLU)成反比。

[0050] 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。

[0051] 实施例1制备妥布霉素(TOBR)化学发光检测试剂盒

[0052] 一、校准品的制备

[0053] 用含有蛋白保护剂的50mM  tris缓冲液将TOBR纯品稀释成校准品，分装成浓度分

别为0ug/mL、0.5ug/mL、1ug/mL、2ug/mL、5ug/mL、10ug/mL、15ug/mL。

[0054] 二、质控品的制备

[0055] 用含有蛋白保护剂的50mM  tris缓冲液将TOBR纯品配制成浓度为1ug/mL及10ug/

mL的质控品。

[0056] 三、R1试剂的配制

[0057] 用磁珠稀释缓冲液将链霉亲和素磁珠稀释至浓度为0.05％，4℃保存。
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[0058] 四、R2试剂的配制

[0059] 将500ugTOBR抗体加入50KDa孔径超滤离心管内，加入500uL、100mM的PBS缓冲液，

10000rpm离心10min，重复3次，将抗体内缓冲液置换为吖啶酯标记缓冲液，收取置换后溶

液，按TOBR抗体:吖啶酯＝1:3的摩尔体积比加入吖啶酯，室温静置2h；选用GE公司AKTA全自

动蛋白纯化仪对吖啶酯标记衍生物溶液进行纯化，收取纯化后溶液，用含有1％BSA、PH为

6.0、浓度100mM的PBS缓冲液将纯化后抗体配制为0.5ug/mL的R2试剂，置于4℃保存。

[0060] 五、R3试剂的配制

[0061] 将500ugTOBR衍生物加入50KDa孔径超滤离心管内，加入500uL、100mM的PBS缓冲

液，10000rpm离心10min，重复3次，将衍生物内缓冲液置换为生物素标记缓冲液，收取置换

后溶液，按TOBR衍生物:生物素＝1:5摩尔体积比加入生物素，室温静置2h；选用GE公司AKTA

全自动蛋白纯化仪对生物素标记抗体溶液进行纯化，收取纯化后溶液，用含有1％BSA、PH为

6.0、浓度100mM的PBS缓冲液将纯化后衍生物配制为0.8ug/mL的R3试剂，置于4℃保存。

[0062] 六、半成品及成品组装

[0063] 将上述所得产品进行分装即为半成品；进行常规制造及检定规程对试剂盒检定合

格后，组装成为妥布霉素(TOBR)化学发光检测试剂盒。

[0064] 七、按照本领域常规的制造方法及检定规程对实施例1制备的妥布霉素(TOBR)化

学发光检测试剂盒进行检定，结果如下：

[0065] 1、试剂盒线性范围测定

[0066] 将实施例1中制备的试剂盒其中1批，测定线性范围样本0ug/mL、0.5ug/mL、1ug/

mL、2ug/mL、5ug/mL、10ug/mL、15ug/mL，得出线性范围为0～15ug/mL，相关系数R2＝0.9999，

如表1所示。

[0067] 表1

[0068] 测定校准品浓度(ug/mL) 相对光强度(RLU)

0 528475

0.5 314582

1 165482

2 85482

5 42584

10 21854

15 10358

[0069] 2、试剂盒灵敏度试验

[0070] 将实施例1中制备的试剂盒其中1批，测定20次零浓度样本，计算平均值(M)及标准

差(SD)，得出M-2SD，根据零浓度校准品和相邻校准品之间的浓度-RLU进行两点回归拟合得

出一次方程，将M-2SD的RLU带入方程，得出相应浓度值即为试剂盒灵敏度0.03ug/mL，如表2

和表3所示。

[0071] 表2第1点发光值
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[0072]

[0073] 第1点发光均值M＝527636，SD＝7081，M-2SD＝513474。

[0074] 表3第2点发光值

[0075]

[0076] 第1点与第2点连线拟合曲线，计算的灵敏度＝0.03ug/mL。

[0077] 3、试剂盒特异性实验

[0078] 在混合血清样品中加入浓度7ug/mL妥布霉素后，加入表4中的各类样品。加入后血

清样品的检测浓度与未加入的配对样品进行比较，表4中各类样品对妥布霉素的测定结果

影响其交叉反应小于0.5％。百分交叉反应计算如下：

[0079] ％交叉反应＝(100)×(分析结果-分析物浓度)/干扰物浓度

[0080] 表4

[0081]

[0082] 经过大量重复性实验，本发明的试剂盒指标如下：

[0083] 检测范围：0.03～15ug/mL。

[0084] 灵敏度：最低检测限不高于0.03ug/mL。

[0085] 特异性：与两性霉素B、庆大霉素、氨苄西林、甲氨蝶呤、头孢孟多酯钠、甲泼尼龙、

头孢氨苄、土霉素、头孢噻啶、泼尼松龙、头孢噻吩、利福平、氯霉素、大观霉素、环丙沙星、链

霉素、克林霉素、磺胺嘧啶、红霉素、磺胺甲噁唑、依他尼酸、四环素、氟胞嘧啶、甲氧苄啶、呋

塞米、万古霉素、夫西地酸，交叉反应率＜0.5％。

[0086] 实施例2制备妥布霉素(TOBR)化学发光检测试剂盒

[0087] 一、校准品的制备
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[0088] 用含有蛋白保护剂的50mM  tris缓冲液将TOBR纯品稀释成校准品，分装成0ug/mL、

0.5ug/mL、1ug/mL、2ug/mL、5ug/mL、10ug/mL、15ug/mL。

[0089] 二、质控品的制备

[0090] 用含有蛋白保护剂的50mM  tris缓冲液将TOBR纯品配制成1ug/mL及10ug/mL的质

控品。

[0091] 三、R1试剂的配制

[0092] 用磁珠稀释缓冲液将链霉亲和素磁珠稀释至浓度为0.15％，4℃保存。

[0093] 四、R2试剂的配制

[0094] 将500ugTOBR抗体加入50KDa孔径超滤离心管内，加入500uL、100mM的PBS缓冲液，

10000rpm离心10min，重复3次，将抗体内缓冲液置换为吖啶酯标记缓冲液，收取置换后溶

液，按TOBR抗体:吖啶酯＝1:15的摩尔体积比加入吖啶酯，室温静置2h；选用GE公司AKTA全

自动蛋白纯化仪对吖啶酯标记衍生物溶液进行纯化，收取纯化后溶液，用含有3％BSA、PH为

9.0、浓度400mM的PBS缓冲液将纯化后抗体配制为2ug/mL的R2试剂，置于4℃保存。

[0095] 五、R3试剂的配制

[0096] 将500ugTOBR衍生物加入50KDa孔径超滤离心管内，加入500uL、100mM的PBS缓冲

液，10000rpm离心10min，重复3次，将衍生物内缓冲液置换为生物素标记缓冲液，收取置换

后溶液，按TOBR衍生物:生物素＝1:20摩尔体积比加入生物素，室温静置2h；选用GE公司

AKTA全自动蛋白纯化仪对生物素标记抗体溶液进行纯化，收取纯化后溶液，用含有3％BSA、

PH为9.0、浓度400mM的PBS缓冲液将纯化后衍生物配制为3ug/mL的R3试剂，置于4℃保存。

[0097] 六、半成品及成品组装

[0098] 将上述所得产品进行分装即为半成品；进行常规制造及检定规程对试剂盒检定合

格后，组装成为妥布霉素(TOBR)化学发光检测试剂盒。

[0099] 七、按照本领域常规的制造方法及检定规程对实施例2制备的妥布霉素(TOBR)化

学发光检测试剂盒进行检定，结果如下：

[0100] 1、试剂盒线性范围测定

[0101] 将实施例1中制备的试剂盒其中1批，测定线性范围样本0ug/mL、0.5ug/mL、1ug/

mL、2ug/mL、5ug/mL、10ug/mL、15ug/mL，得出线性范围为0～15ug/mL，相关系数R2＝0.9999，

如表5所示。

[0102] 表5

[0103] 测定校准品浓度(ug/mL) 相对光强度(RLU)

0 1024584

0.5 505485

1 254157

2 128496

5 65842

10 33659

15 16857

[0104] 2、试剂盒灵敏度试验

[0105] 将实施例2中制备的试剂盒其中1批，测定20次零浓度样本，计算平均值(M)及标准
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差(SD)，得出M-2SD，根据零浓度校准品和相邻校准品之间的浓度-RLU进行两点回归拟合得

出一次方程，将M-2SD的RLU带入方程，得出相应浓度值即为试剂盒灵敏度0.05ug/mL，如表6

和表7所示。

[0106] 表6第1点发光值

[0107]

[0108] 第1点发光均值M＝1056592，SD＝27030，M-2SD＝1002532。

[0109] 表7第2点发光值

[0110]

[0111] 第1点与第2点连线拟合曲线，计算的灵敏度＝0.05ug/mL。

[0112] 3、试剂盒特异性实验

[0113] 在混合血清样品中加入浓度7ug/mL妥布霉素后，加入表8中的各类样品。加入后血

清样品的检测浓度与未加入的配对样品进行比较，表8中各类样品对妥布霉素的测定结果

影响其交叉反应小于0.5％。百分交叉反应计算如下：

[0114] ％交叉反应＝(100)×(分析结果-分析物浓度)/干扰物浓度

[0115] 表8

[0116]

[0117] 经过大量重复性实验，本发明的试剂盒指标如下：

[0118] 检测范围：0.05～15ug/mL。

[0119] 灵敏度：最低检测限不高于0.05ug/mL。

[0120] 特异性：与两性霉素B、庆大霉素、氨苄西林、甲氨蝶呤、头孢孟多酯钠、甲泼尼龙、
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头孢氨苄、土霉素、头孢噻啶、泼尼松龙、头孢噻吩、利福平、氯霉素、大观霉素、环丙沙星、链

霉素、克林霉素、磺胺嘧啶、红霉素、磺胺甲噁唑、依他尼酸、四环素、氟胞嘧啶、甲氧苄啶、呋

塞米、万古霉素、夫西地酸，交叉反应率＜0.5％。

[0121] 实施例3本发明的试剂盒与市面上的试剂盒临床样本测值比对

[0122] 用实施例1中制备的妥布霉素化学发光检测试剂盒与西门子公司的妥布霉素化学

发光检测试剂盒同时检测临床血清。其检测结果如图1所示。以西门子公司的妥布霉素化学

发光检测试剂盒测得的结果作为横坐标X，浓度单位为ug/mL，以本发明的妥布霉素化学发

光检测试剂盒测得的结果作为纵坐标y，浓度单位为ug/mL，作回归方程，相关方程为：y＝

0.980x+0.244，相关系数为0.991。经统计学处理结果表明，本发明的妥布霉素化学发光检

测试剂盒与市面在售试剂盒临床相关性良好。

[0123] 对所公开的实施例的上述说明，使本领域专业技术人员能够实现或使用本发明。

对这些实施例的多种修改对本领域的专业技术人员来说将是显而易见的，本文中所定义的

一般原理可以在不脱离本发明的精神或范围的情况下，在其它实施例中实现。因此，本发明

将不会被限制于本文所示的这些实施例，而是要符合与本文所公开的原理和新颖特点相一

致的最宽的范围。
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图1
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