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本发明涉及一种基于树枝状高分子双重放

大标记小分子竞争探针的制备及应用，属于化学

发光体外诊断中的化学发光标记领域。该双增强

放大小分子标记方法包括如下步骤：步骤一：树

枝状高分子-链霉亲和素-化学发光信号物质复

合体的制备；步骤二：竞争小分子的生物素化标

记；步骤三：双重放大化学发光免疫标记检测探

针复合体的制备。本发明中双重放大化学发光免

疫检测探针，将增强发光强度和增加磁性微球的

探测分子结合量两种方式有效结合，利用生物素

亲合素间结合作用实现一次放大，同时利用标记

了信号物质的树枝状高分子实现另一次放大，双

重放大模式极大的提升了化学发光免疫分析信

号强度。
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1.一种基于树枝状高分子双重放大标记小分子竞争探针的制备及应用，其特征在于，

包括如下步骤：

步骤一：取一定摩尔数的树枝状高分子，加入EDC进行活化，在碳酸盐缓冲液(pH  9.5)

中，加入竞争小分子37℃搅拌反应1h，反应结束后按照摩尔比1∶10的比例加入购置的活化

信号物质37℃搅拌反应1h，最后加入0.05mol/L  Tris-HCl进行封闭反应30min，整个反应结

束后，在PBS中透析去除未反应的小分子化学发光信号物质，收集透析后溶液，获得修饰化

学发光信号物质-链霉亲和素-树枝状大分子复合物；

步骤二：取购置的活化生物素，按照摩尔比例1∶3的比例同竞争小分子进行混合反应，

37℃反应1h，得生物素化待测物质探测分子备用；

步骤三：将步骤一制得的修饰信号物质-链霉亲和素-树枝状大分子符合物按照一定摩

尔比加入到步骤二制得的生物素化竞争小分子中，继续反应37℃反应30min，转入偷袭袋中

透析去除未反应的小分子及信号物质，即得所述双重放大竞争探针。

2.根据权利要求1所述的双重放大标记小分子竞争探针的制备方法，其特征在于，所述

竞争性探针为抗原如T3、T4、T、E2、E3、P等，所用载体为树枝状高分子，所述信号物质为吖啶

酯、三联吡啶钌、鲁米诺等化学发光物质。

3.根据权利要求1所述的双重放大标记小分子竞争探针的制备方法，其特征在于，步骤

一中所述链霉亲和素、载体、信号物质的摩尔比为1∶3∶10。

4.根据权利要求1所述的双重放大标记小分子竞争探针的制备方法，其特征在于，步骤

二中所述生物素化竞争小分子、生物素的摩尔比为1∶3。

5.根据权利要求1所述的双重放大标记小分子竞争探针的制备方法，其特征在于，步骤

中所述标记碳酸盐溶液的质量浓度为0.05mol/L。

6.根据权利要求1至5任一项所述的双重放大标记小分子竞争探针的制备方法，其特征

在于，步骤三中所述修饰信号物质和链霉亲和素的树枝状大分子、链亲和素、生物素化竞争

免疫探针分子的摩尔比为3∶1∶1。

7.根据权利要求1所述的制得的双重放大标记小分子竞争探针制备用于化学发光检测

试剂盒的方法，其特征在于，包括如下制备步骤：

步骤一，链霉亲和素磁珠的制备：取购买羧基磁性微球适量，加入EDC进行活化，用MES

缓冲液溶解链霉亲和素，加入活化后的磁性微球，质量比为1∶2，37℃摇床反应3h，置于磁力

分离架，Tris-HCl缓冲液清洗1次，加入10％BSA进行封闭，摇床反应30min后，置于磁性分离

架Tris-HCl缓冲液清洗3次，加入含2％BSA的Tris-HCl缓冲液2℃～8℃保存；

步骤二，捕获探针的制备：取步骤一获得的链霉亲和素磁珠，加入生物素化的待测物质

捕获探针分子37℃摇床反应30min，Tris-HCl缓冲液清洗三次，加入含2％BSA的Tris-HCl缓

冲液，2℃～8℃保存，既得含有磁微粒的分离捕获探针复合体。

8.根据权利要求7所述的双重放大标记小分子竞争探针制备用于化学发光检测试剂盒

的方法，其特征在于，步骤一中所述缓冲液为0.05mol/L  Tris-HCl(pH7.4)，用所述缓冲液

溶解的BSA浓度为2％。

9.权利要求1所述的双重放大标记小分子竞争探针在化学发光免疫检测中的应用。
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一种基于树枝状高分子双重放大标记小分子竞争探针的制备

及应用

技术领域

[0001] 本发明属于化学发光体外诊断中的化学发光标记领域，具体涉及一种双重放大化

学发光免疫标记探针的制备方法及应用、用其制备化学发光检测试剂盒的方法。

背景技术

[0002] 化学发光免疫分析(Chemiluminescence  Immunoassay，CLIA)是将具有高灵敏度

的化学发光测定技术与高特异性的免疫反应相结合，用于各种抗原、半抗原、抗体、激素、

酶、脂肪酸、维生素和药物等的检测分析技术。是继放免分析、酶免分析、荧光免疫分析和时

间分辨荧光免疫分析之后发展起来的一项最新免疫测定技术。比起传统的酶免分析法，

CLIA具有灵敏度更高、检测时间更短、标记方法更简单以及原料成本更低的特点。尽管如

此，随着分析检验技术的逐渐普及以及临床上对于检测待测分子灵敏度需求的进一步提

高，迫切需要能在CLIA基础上系统性进一步提升灵敏度，降低检测时间的新技术。目前，在

免疫分析领域，常用的放大手段是生物素-亲和素放大体系，1981年，Hsu等证明了一个亲合

素可以同时结合四个生物素分子，并对两者在免疫学中应用的方法做了详细介绍，通过链

霉亲和素亲合素-  生物素的桥接作用，分别结合抗原抗体、标记信号物质等，能极大地增强

抗体结合量或信号物质结合量，起到放大的作用。

[0003] 一般的生物素、亲合素放大体系均采用的是一种放大模式，仅仅利用到生物素和

亲合素间的放大效果或是仅针对抗体结合量的增加和放大，不能有效将生物素和亲合素放

大模式充分利用起来，往往在面对一些痕量检测时会显得束手无策。

[0004] 为解决上述问题，利用生物素-链霉亲合素的放大体系加上树枝状高分子标记发

光探针来双重放大化学发光信号，研发出一种可以更灵敏、线性范围更宽的检测痕量物质

的化学发光试剂盒。

发明内容

[0005] 本发明的目的是克服现有技术的不足而提供一种双重放大化学发光免疫检测探

针的制备方法及用其制备化学发光检测试剂盒的方法，该双重放大化学发光免疫标记探针

利用增强化学发光强度和增加探测分子结合量两种放大模式，使得化学发光检测试剂盒竞

争信号强度较以往有更大的放大倍数，实现痕量检测。

[0006] 本发明所提供的双重放大化学发光竞争免疫探针的制备方法，具体可包括如下步

骤：

[0007] 步骤一：取一定摩尔数的树枝状高分子，加入EDC进行活化，在0.05mol/L碳酸盐缓

冲液  (pH  9.5)中，加入链霉亲和素，37℃搅拌反应1h，反应结束后按照摩尔比1∶10的比例

加入购置的活化信号物质，37℃搅拌反应1h，最后加入0.05mol/LTris-HCl进行封闭反应

30min，整个反应结束后，在PBS中透析去除未反应的小分子化学发光信号物质，收集透析后

溶液，获得修饰化学发光信号物质和链霉亲和素的树枝状大分子；
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[0008] 步骤二：取购置的活化生物素，按照摩尔比例1∶3的比例同竞争性小分子混合反

应，37℃反应1h后备用；

[0009] 步骤三：将步骤一制得的修饰信号物质和链霉亲和素的树枝状大分子加入到步骤

二制得的生物素化竞争性小分子，继续37℃反应30min，即得所述双重放大化学发光竞争免

疫探针。

[0010] 更进一步的，所述的双重放大化学发光免疫检测探针的制备方法，其中步骤一中

所述竞争性小分子为抗原如T3、T4、T、E2、E3、P等，所用载体为树枝状高分子，所述信号物质

为吖啶酯、三联吡啶钌、鲁米诺等化学发光物质。

[0011] 更进一步的，所述的双重放大化学发光竞争免疫探针的制备方法，其中步骤一中

所述链霉亲和素、载体、信号物质的摩尔比为1∶3∶10。

[0012] 更进一步的，所述的双重放大化学发光竞争免疫探针，其中步骤二中所述生物素

化竞争性小分子、生物素的摩尔比为1∶3。

[0013] 更进一步的，所述的双重放大化学发光竞争免疫探针，其中所述标记碳酸盐溶液

的质量浓度为50mmol/L。

[0014] 更进一步的，上述的双重放大化学发光竞争免疫探针，其中步骤三中所述修饰信

号物质和链霉亲和素的树枝状大分子、链亲和素、生物素化竞争小分子的摩尔比为3∶1∶1。

[0015] 用所述的双重放大化学发光竞争免疫探针制备用于化学发光检测试剂盒的方法，

包括如下制备步骤：

[0016] 步骤一，链霉亲和素磁珠的制备：取购买羧基磁性微球，加入EDC进行活化，用MES

缓冲液溶解链霉亲和素，加入活化后的磁性微球，质量比为1∶2，37℃摇床反应3h，置于磁力

分离架，Tris-HCl缓冲液清洗1次，加入10％BSA进行封闭，摇床反应30min后，置于磁性分离

架Tris-HCl缓冲液清洗3次，加入含2％BSA的Tris-HCl缓冲液2℃～8℃保存。

[0017] 步骤二，捕获探针的制备：取步骤一获得的链霉亲和素磁珠，加入生物素化的待测

物质捕获探针分子37℃摇床反应30min，Tris-HCl缓冲液清洗三次，加入含2％BSA的Tris-

HCl缓冲液2℃～8℃保存，既得含有磁微粒的分离捕获探针复合体。

[0018] 步骤三，将制备的捕获分离探针以及竞争免疫探针，分别装入试剂盒中既得化学

法发光检测试剂盒。

[0019] 更进一步的，所述的用双重放大化学发光免疫捕获探针制备用于化学发光检测试

剂盒的方法，其中步骤一中所述缓冲液为0.05mol/LTris-HCl(pH7.4)，用所述缓冲液溶解

的BSA  浓度为2％。

[0020] 所述的树枝状高分子接载体可任意跟含有氨基以及羧基的小分子或蛋白通过酰

胺键偶联。

[0021] 有益效果：本发明双重放大化学发光免疫检测探针，在体外诊断免疫检测中将增

强化学发光强度和增加磁性微球的探测分子结合量两种方式的有效结合，利用生物素亲合

素间结合作用实现一次放大，同时利用树枝状高分子与信号物质偶联实现另一次放大，双

重放大模式极大的提升了化学发光免疫分析发光信号强度，检测灵敏度和检测范围等免疫

分析试剂性能得到显著增强。

附图说明
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[0022] 图1本发明双重放大化学发光竞争免疫探针的双重放大原理示意图，其中，1：磁性

微球；  2：链霉亲和素；3：生物素；4：特异性抗体；5：竞争性抗原小分子；6：信号物质(吖啶

酯、鲁米诺等)；7：树枝状高分子

具体实施方式

[0023] 以下通过实施例进一步对本发明予以说明，但并不以此为限制，任何熟悉本专业

的技术人员可能利用上述揭示的技术内容加以变更或改型为等同变化的等效实施例。但是

凡事未脱离本发明技术方案内容，根据本发明的技术实质对以上实施例所做的任何修改、

等同变化与改型，仍属于本发明技术方案的保护范围。

[0024] 实施例1

[0025] 双重放大化学发光竞争免疫探针的制备：

[0026] 1)取一定10nmol/L的树枝状高分子，加入100μL的10mg/mL  EDC进行活化，加入

3nmol/L  链霉亲和素、0.05mol/L碳酸盐缓冲液(pH  9.5)补充总体积500μL，37℃搅拌反应

1h；

[0027] 2)反应结束后按照摩尔比1∶10的比例加入购置的100nmol/L活化信号物质，37℃

搅拌反应1  h，最后加入50μL的0.05mol/L  Tris-HCl进行封闭反应37℃摇床反应30min；

[0028] 3)取购置的2mg/mL活化生物素2.7μL，按照摩尔比例1∶10的比例同待测物质探测

分子150 μg进行混合反应，37℃反应1h，最后加入20μL的0.05mol/L  Tris-HCl进行封闭反

应，37℃摇床反应30min；

[0029] 4)取制得的修饰信号物质-链霉亲和素-树枝状大分子加入到制得的生物素化竞

争小分子中摩尔比1∶1，继续反应37℃反应30min

[0030] 5)整个反应结束后，转入截留分子量8KD的透析袋中，透析液为0.1mol/L的PBS(pH 

7.2)，透析去除未反应的小分子化学发光信号物质，收集透析后溶液，即得所述双重放大化

学发光竞争免疫探针。

[0031] 实施例2

[0032] 磁性微球捕获分离探针的制备：

[0033] 1)取购买羧基磁性微球10mg于离心管中，在磁性分离架上静置1min，吸除磁珠保

存液，加入1.5mL的0.1mol/LMES缓冲液，重悬磁珠备用。

[0034] 2)将称好的EDC用冰反应缓冲液溶解至10mg/mL，取34μL迅速加入到重悬后的磁珠

中，立刻震荡混匀(或者边滴加边震荡)。

[0035] 3)将称好的链霉亲合素用反应缓冲液溶解至10mg/mL，取60μL加入到磁珠中，室温

(25℃)  /37℃摇床震荡3h。

[0036] 4)超声3min～4min，置于磁性分离架上静置1min，吸除反应液，用Tris-HCl缓冲液

清洗3次，加入含2％BSA的Tris-HCl缓冲液重悬(8mL，1.25mg/mL)，2℃～8℃保存备用。

[0037] 5)生物素化的待测物质捕获探针分子稀释200倍后取1 .5mL加入到制备好的

1.25mg/L链霉亲和素磁珠1mL中，37℃摇床反应30min

[0038] 6)反应结束后，Tris-HCl缓冲液清洗三次，加入含2％BSA的Tris-HCl缓冲液，2℃

～8℃保存，既得含有磁微粒的分离捕获探针复合体。

[0039] 7)将制备的捕获分离探针以及竞争免疫探针，分别装入试剂盒中密封既得化学法
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发光检测试剂盒。
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图1
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摘要(译)

本发明涉及一种基于树枝状高分子双重放大标记小分子竞争探针的制备
及应用，属于化学发光体外诊断中的化学发光标记领域。该双增强放大
小分子标记方法包括如下步骤：步骤一：树枝状高分子‑链霉亲和素‑化学
发光信号物质复合体的制备；步骤二：竞争小分子的生物素化标记；步
骤三：双重放大化学发光免疫标记检测探针复合体的制备。本发明中双
重放大化学发光免疫检测探针，将增强发光强度和增加磁性微球的探测
分子结合量两种方式有效结合，利用生物素亲合素间结合作用实现一次
放大，同时利用标记了信号物质的树枝状高分子实现另一次放大，双重
放大模式极大的提升了化学发光免疫分析信号强度。
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