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(57)摘要

本发明公开了生物素-亲和素或链霉亲和素

的无微球均相化学发光体系，以及将其用于定量

测量抗原或抗体的方法，涉及化学发光体系技术

领域，所述的无微球均相化学发光体系包括：生

物素标记的抗体或抗原、9,10-二氢吖啶标定的

抗体或抗原、HRP标记的亲和素或链霉亲和素。生

物素-亲和素或生物素-链霉亲和素的无微球均

相化学发光(No Microspheres Honogeneous 

Luminescent(Biotin-Avidin/streptavidin))

体系不使用微球，是均相体系；引入生物素-亲和

素/链霉亲和素系统，可以大大提高化学发光效

率，提高检测灵敏度，实例S100B蛋白最低检测浓

度可达到0.015ng/ml；该体系检测过程不需清

洗，方便简单，可用于自动免疫均相化学发光系

统，POCT及微流控芯片等快速定量分析。
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1.一种基于生物素-亲和素或生物素-链霉亲和素的无微球均相化学发光体系，其特征

在于：包括：生物素标记的抗体或抗原、9,10-二氢吖啶标定的抗体或抗原、HRP标记的亲和

素或链霉亲和素。

2.根据权利要求1所述的无微球均相化学发光体系，其特征在于：所述的制备HRP标记

的亲和素或链霉亲和素的步骤如下：在1mg  HRP中加入60mmol/L  NaIO40.1ml于4℃作用30

分钟，再加入0.1ml浓度0.16mol/L的乙二醇，30分钟后，加入1mg  A或SA,4℃静置24小时；透

析过夜，加等体积的饱和硫酸铵溶液，4000r/min离心15分钟，将沉淀物溶解于PBS中，280nm

下测吸光度并进行200-280nm波长扫描；用Sephadex  G-75装柱，HRP-SA或HRP-A上样100ul，

用0.025mol/L  KCL-0.2mol/L乙酸缓冲液，以0.5ml/2min的速度淋洗，分部收集；用DU800紫

外分光光度计测量收集各管样品的OD280值，绘制洗脱曲线，收集单白峰，透析液用PEG-

2000进行浓缩；取1的HRP-SA或HRP-A和100ul去离子双蒸馏水，用紫外分光光度计在200-

280nm波长扫描，至HRP-SA在280nm处有吸收峰。

3.根据权利要求2所述的无微球均相化学发光体系，其特征在于：所述的PBS的PH为

7.4。

4.根据权利要求1所述的无微球均相化学发光体系，其特征在于：所述的制备生物素标

记的抗体或抗原的步骤如下：将待生物素标记的抗原或抗体用缓冲液稀释到1-2.5ml，制得

抗原或抗体溶液，所述缓冲液为0.1mol/L的碳酸氢钠缓冲液或0.5mol/L的硼酸缓冲液；将

1mg的NHSB溶解于1ml的DMS0中，制得NHSB溶液；取1ml抗原或抗体溶液在其中加入

120u1NHSB溶液，室温下搅拌，保温2-4小时，再向其中加入9.6μl浓度为1mol/L的NH4CL，搅

拌10分钟；在4℃,对PBS进行透析,除去游离的生物素；将样品上1ml的分子筛柱,以PBS缓慢

洗脱,收集1ml/管,抗原或抗体在1-3m1之间洗下；洗脱液中加入其体积50％的重蒸甘油,置

于20℃保存。

5.根据权利要求4所述的无微球均相化学发光体系，其特征在于：所述的所述的碳酸氢

钠缓冲液的pH为8.0。

6.根据权利要求5所述的无微球均相化学发光体系，其特征在于：所述的硼酸缓冲液的

pH为8.6。

7.权利要求1-6所述的无微球均相化学发光体系定量测量抗原或抗体的方法，其特征

在于：所述的方法步骤如下：S1、试剂配制：分别配制校准品、辅助剂和触发剂，制备生物素

标记的抗体或抗原、9,10-二氢吖啶标定的抗体或抗原、HRP标记的亲和素或链霉亲和素；

S2、加样：在校准品或样本中加入生物素标记的抗体或抗原、9,10-二氢吖啶标定的抗体或

抗原、HRP标记的亲和素或链霉亲和素，震荡混匀，制得待测混合物A；S3、检测：在待测混合

物A中加入辅助剂，震荡混匀，静置，加入触发剂，震荡混匀，制得待测混合物B，进行检测，读

取发光值；S4、计算：对校准品的浓度和发光值进行logistic四参数拟合，通过样本RLU计算

样本浓度。

8.根据权利要求7所述的方法，其特征在于：步骤S2中所述的校准品、样本、酶标记物、

生物素标记物和发光标记物的加入体积为25uL。

9.根据权利要求7所述的方法，其特征在于：步骤S3中所述的辅助剂和触发剂的加入体

积分别为5uL和75uL。

10.根据权利要求7所述的方法，其特征在于：步骤S3中所述的静置时间为1-2分钟。
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生物素-亲和素或链霉亲和素的无微球均相化学发光体系

技术领域

[0001] 本发明涉及化学发光体系技术领域，具体涉及生物素-亲和素或链霉亲和素的无

微球均相化学发光体系，以及将其用于定量测量抗原或抗体的方法。

背景技术

[0002] LOCI(Luminescent  oxygen  channeling  immunoassay)诊断技术在90年代初由美

国科学家Ullman教授发现，并由美国德灵公司开发。该技术是一种基于两个纳米微球利用

单线氧能量的短距离扩散，激发已形成的相邻位点的化学发光反应来测定生物分子之间的

相互作用，是一种非放射性的检测分析方法，由捕获微球上生物分子的近距离结合，从一个

微球到另一个微球发生了能量转移，通过化学反应并最终产生发光信号。

[0003] LOCI体系需用两种不同的微球，微球内需分别灌装光敏剂酞菁染料和二甲基噻吩

衍生物、稀土螯合物，不同批间微球的均一性和微球内定量灌装需要苛刻的生产工艺和设

备，同时使用微球的体系也并不是真正的均相，非均相会影响检测结果的重复性。

[0004] 生物素－亲和素系统(Biotin-Avidin—System，BAS)是70年代末发展起来的一种

新型生物反应放大系统。生物素与亲和素之间高亲合力的牢固结合以及多级放大效应，使

BAS免疫标记和有关示踪分析更加灵敏。BAS目前已广泛用于抗原、抗体的定性、定量检测及

定位观察研究。

[0005] 生物素(biotin，B)广泛分布于动、植物组织中，常从含量较高的卵黄和肝组织中

提取，分子量244.31Da.生物素分子有两个环状结构，其中Ⅰ环为咪唑酮环，是与亲和素结合

的主要部位；II环为噻吩环，C2上有一戊酸侧链，其末端羧基是结合抗体和其他生物大分子

的惟一结构，经化学修饰后，生物素可成为带有多种活性基团的衍生物——活化生物素。

[0006] 亲和素(avidin，AV)亦称抗生物素蛋白、卵白素，是从卵白蛋白中提取的一种由4

个相同亚基组成的碱性糖蛋白，分子量为68kD。4个相同的亚基使每个亲和素能最多可结合

4个分子的生物素。生物素与亲和素之间具有极强的亲和力，比抗原与抗体间的亲和力高很

多。并且，二者的结合稳定性好、专一性强。链霉亲和素(streptavidin，SA)分子由4条相同

的肽链组成，其氨基酸组成中，甘氨酸和丙氨酸的含量较大，而且结合生物素的活性基团也

是肽链中的色氨酸残基；链霉亲和素是一种稍偏酸性(pH6.0)的蛋白质，并且不带任何糖

基。在蛋白水解酶作用下，链霉亲和素可在N端10-12和C端19-21间断裂，形成的核心链霉亲

和素仍然保持完整的结合生物素的能力。链霉亲和素的活性单位以结合1μg生物素所需的

量来表示，1mg链霉亲和素的最高活性可达18U。

[0007] 目前，还没有一种基于生物素-亲和素或生物素-链霉亲和素的无微球均相化学发

光体系，可用于自动免疫均相化学发光系统，POCT及微流控芯片等快速定量分析。

发明内容

[0008] 针对现有技术中的缺陷，本发明提供一种基于生物素－亲和素或生物素-链霉亲

和素的无微球均相化学发光体系，其特征在于：包括：生物素标记的抗体或抗原、9,10-二氢
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吖啶标定的抗体或抗原、HRP标记的亲和素或链霉亲和素。

[0009] 所述的制备HRP标记的亲和素或链霉亲和素的步骤如下：在HRP1mg中加入60mmol/

L  NaIO40.1ml于4℃作用30分钟，再加入0.1ml浓度0.16mol/L的乙二醇，30分钟后，加入1mg 

A或SA,4℃静置24小时；透析过夜，加等体积的饱和硫酸铵溶液，4000r/min离心15分钟，将

沉淀物溶解于PBS中，280nm下测吸光度并进行200-280nm波长扫描；用Sephadex  G-75装柱。

HRP-SA或HRP-A上样100ul，用0.025mol/L  KCL-0.2mol/L乙酸缓冲液，以0.5ml/2min的速度

淋洗，分部收集。用DU800紫外分光光度计测量收集各管样品的OD280值，绘制洗脱曲线，收

集单白峰，透析液用PEG-2000进行浓缩；取1的HRP-SA或HRP-A和100ul去离子双蒸馏水，用

紫外分光光度计在200-280nm波长扫描，至HRP-SA在280nm处有吸收峰。

[0010] 所述的PBS的PH为7.4。

[0011] 所述的制备生物素标记的抗体或抗原的步骤如下：将待生物素标记的抗原或抗体

用缓冲液稀释到1-2.5ml，制得抗原或抗体溶液，所述缓冲液为0.1mol/L的碳酸氢钠缓冲液

或0.5mol/L的硼酸缓冲液；将1mg的NHSB溶解于1ml的DMS0中，制得NHSB溶液；取1ml抗原或

抗体溶液在其中加入120u1NHSB溶液，室温下搅拌，保温2-4小时，再向其中加入9.6μl浓度

为1mol/L的NH4CL，搅拌10分钟；在4℃,对PBS进行透析,除去游离的生物素；将样品上1ml的

分子筛柱,以PBS缓慢洗脱,收集1ml/管,抗原或抗体在1-3m1之间洗下；洗脱液中加入其体

积50％的重蒸甘油,置于20℃保存。

[0012] 所述的所述的碳酸氢钠缓冲液的pH为8.0。

[0013] 所述的硼酸缓冲液的pH为8.6。

[0014] 一种基于生物素－亲和素或生物素-链霉亲和素的无微球均相化学发光体系定量

测量抗原或抗体的方法，所述的方法步骤如下：S1、试剂配制：分别配制校准品、辅助剂和触

发剂，制备生物素标记的抗体或抗原、9,10-二氢吖啶标定的抗体或抗原、HRP标记的亲和素

或链霉亲和素；S2、加样：在校准品或样本中加入生物素标记的抗体或抗原、9,10-二氢吖啶

标定的抗体或抗原、HRP标记的亲和素或链霉亲和素，震荡混匀，制得待测混合物A；S3、检

测：在待测混合物A中加入辅助剂，震荡混匀，静置，加入触发剂，震荡混匀，制得待测混合物

B，进行检测，读取发光值；S4、计算：对校准品的浓度和发光值进行logistic四参数拟合，通

过样本RLU计算样本浓度。

[0015] 步骤S2中所述的校准品、样本、生物素标记的抗体或抗原、9,10-二氢吖啶标定的

抗体或抗原、HRP标记的亲和素或链霉亲和素的加入体积为25uL。

[0016] 步骤S3中所述的辅助剂和触发剂的加入体积分别为5uL和75uL。

[0017] 步骤S3中所述的静置时间为1-2分钟。

[0018] 所述的配制校准品的步骤如下：

[0019] 配制校准品稀释液：称取磷酸氢二钾14.1g，磷酸二氢钠·2H2O  3.0g，加超纯水溶

解，Proclin-3000.5～1mL，混匀后，加超纯水定容至1000mL，得到校准品稀释液，2～8℃储

存备用；配制校准品：校准品的浓度为0、10ng/mL、50ng/mL、500ng/mL、1000ng/mL、10000ng/

mL，用校准品稀释液将抗原或抗体校准品稀释至相应浓度，2～8℃储存备用。

[0020] 所述的制备辅助剂的步骤如下：

[0021] 称取枸橼酸1.82g，枸橼酸钠10.45g，加纯水溶解并定容至1000mL，在枸橼酸盐缓

冲液中加入发光辅助剂，混匀后分装，置于4℃冰箱保存备用；其中，更优选每瓶装10mL。
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[0022] 所述的制备触发剂的步骤如下：

[0023] 称取Tris  6.06g，氯化钠9g，加适量纯水溶解，再加入浓HCl  2.1mL混匀；之后加入

吐温-202mL，混匀后定容至1000mL，分装，置于4℃冰箱保存备用；其中，更优选每瓶装

200mL。

[0024] 所述的制备9,10-二氢吖啶标记的抗体或抗原的步骤如下：

[0025] 将发光底物Acridan用500μL的DMF溶解；吸取溶解的Acridan  41.3μL，加入0.05M

硼酸钠缓冲液708.7μL，再加入250μL抗原或抗体，翻转混匀4～5次，在室温下静置30min；将

标记反应管置于摇床上，在2～8℃下混合过夜，取出加入适量甘油置-20℃冰箱保存。

[0026] 上述的无微球均相化学发光体系的原理是将生物素-亲和素/链霉亲和素引入到

空间邻近均相化学发光体系，在一个抗体分子上标记生物素，另一个抗体分子上标记有9,

10-二氢吖啶(Acridan)，亲和素/链霉亲和素分子上标记HRP。当样本中的抗原分别与标记

有生物素的抗体和标记有9,10-二氢吖啶(Acridan)的抗体反应，形成抗原抗体复合物，该

复合物与标记有HRP的亲和素/链霉亲和素结合形成抗原-抗体-生物素-亲和素/链霉亲和

素复合物，使他们在空间上得以相互接近，加入触发剂辅助剂后，产生闪光型化学发光。该

体系中没有使用微球与生物素或亲和素/链霉亲和素连接，而是采用生物素与抗体连接，亲

和素/链霉亲和素与HRP连接的均相化学发光，故将该体系称为生物素-亲和素或生物素-链

霉亲和素的无微球均相化学发光体系即NMHL (No  Microspheres  Honogeneous 

Luminescent(Biotin-Avidin/streptavidin))体系。

[0027] 本发明的另一个目的在于保护上述的方法在自动免疫均相化学发光系统、POCT和

微流控芯片的快速定量分析中的应用。

[0028] 本发明的有益效果体现在：

[0029] 生物素-亲和素或生物素-链霉亲和素的无微球均相化学发光(No  Microsp  heres 

Honogeneous  Luminescent(Biotin-Avidin/streptavidin)体系不使用微球，是均相体系；

引入生物素-亲和素/链霉亲和素系统，可以大大提高化学发光效率，提高检测灵敏度，实例

S100B蛋白最低检测浓度可达到0.015ng/m  l；该体系检测过程不需清洗，方便简单，可用于

自动免疫均相化学发光系统，POCT及微流控芯片等快速定量分析。

附图说明

[0030] 为了更清楚地说明本发明具体实施方式或现有技术中的技术方案，下面将对具体

实施方式或现有技术描述中所需要使用的附图作简单地介绍。在所有附图中，类似的元件

或部分一般由类似的附图标记标识。附图中，各元件或部分并不一定按照实际的比例绘制。

[0031] 图1为实施例1的校准品logistic四参数拟合曲线。

具体实施方式

[0032] 下面将结合附图对本发明技术方案的实施例进行详细的描述。以下实施例仅用于

更加清楚地说明本发明的技术方案，因此只作为示例，而不能以此来限制本发明的保护范

围。

[0033] 需要注意的是，除非另有说明，本申请使用的技术术语或者科学术语应当为本发

明所属领域技术人员所理解的通常意义。
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[0034] 实施例1

[0035] NMHL技术检测S100B蛋白

[0036] 一种基于生物素-链霉亲和素的无微球均相化学发光体系定量测量S100B蛋白的

方法，所述的方法步骤如下：S1、试剂配制：分别配制校准品、辅助剂和触发剂，制备生物素

标记的抗体或抗原、9,10-二氢吖啶标定的抗体或抗原、HRP标记的亲和素或链霉亲和素；

S2、加样：在校准品或样本中加入酶标记物、生物素标记物、发光标记物，震荡混匀，制得待

测混合物A；S3、检测：在待测混合物A中加入辅助剂，震荡混匀，静置，加入触发剂，震荡混

匀，制得待测混合物B，进行检测，读取发光值；S4、计算：对校准品的浓度和发光值进行

logistic四参数拟合，通过样本RLU计算样本浓度。

[0037] 进一步地，步骤S2中所述的校准品、样本、生物素标记的抗体、9,10-二氢吖啶标定

的抗体或抗原、HRP标记的亲和素或链霉亲和素的加入体积为25uL。

[0038] 进一步地，步骤S3中所述的辅助剂和触发剂的加入体积分别为5uL和75uL。

[0039] 进一步地，步骤S3中所述的静置时间为1-2分钟。

[0040] 所述的配制校准品的步骤如下：

[0041] 配制校准品稀释液：称取磷酸氢二钾14.1g，磷酸二氢钠·2H2O  3.0g，加超纯水溶

解，Proclin-3000.5～1mL，混匀后，加超纯水定容至1000mL，得到校准品稀释液，2～8℃储

存备用；配制校准品：校准品的浓度为0ng/mL、10ng/mL、50ng/mL、500ng/mL、1000ng/mL、

10000ng/mL，用校准品稀释液将S100B校准品稀释至相应浓度，2～8℃储存备用。

[0042] 所述的制备9,10-二氢吖啶标定的抗体的步骤如下：

[0043] 将发光底物Acridan用500μL的DMF溶解；吸取溶解的Acridan  41.3μL，加入0.05M

硼酸钠缓冲液708.7μL，再加入250μL  9,10-二氢吖啶标记的S100B单克隆抗体，翻转混匀4

～5次，在室温下静置30min；将标记反应管置于摇床上，在2～8℃下混合过夜，取出加入适

量甘油置-20℃冰箱保存。

[0044] 所述的制备辅助剂的步骤如下：

[0045] 称取枸橼酸1.82g，枸橼酸钠10.45g，加纯水溶解并定容至1000mL，在枸橼酸盐缓

冲液中加入发光辅助剂，混匀后分装，置于4℃冰箱保存备用；其中，更优选每瓶装10mL。

[0046] 所述的制备触发剂的步骤如下：

[0047] 称取Tris6.06g，氯化钠9g，加适量纯水溶解，再加入浓HCl2.1mL混匀；之后加入吐

温-202mL，混匀后定容至1000mL，分装，置于4℃冰箱保存备用；其中，更优选每瓶装200mL。

[0048] 所述的制备HRP标记的链霉亲和素的步骤如下：在1mg的HRP中加入0.1ml浓度为

60mmol/L的NaIO4于4℃作用30分钟，再加入0.1ml的浓度为0.16mol/L的乙二醇，30分钟后，

加入1mg的SA，于4℃静置24小时；透析过夜，加等体积的饱和硫酸铵溶液，4000r/min离心15

分钟，将沉淀物溶解于PH7 .4的PBS中，280nm下测吸光度并进行200-280nm波长扫描；用

Sephadex  G-75装柱。HRP-SA上样100ul，用0.025mol/L  KCL-0 .2mol/L乙酸缓冲液，以

0.5ml/2min的速度淋洗，分部收集。用DU800紫外分光光度计测量收集各管样品的OD280值，

绘制洗脱曲线，收集单白峰，透析液用PEG-2000进行浓缩；取10ul的HRP-SA和100ul去离子

双蒸馏水，用紫外分光光度计在200-280nm波长扫描，至HRP-SA在280nm处有吸收峰。

[0049] 进一步地，所述的PBS的PH为7.4。

[0050] 所述的制备生物素标记的抗体的步骤如下：将将待生物素化的蛋白质用缓冲液稀
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释到1-2.5ml，制得蛋白质溶液，所述缓冲液为0.1mol/L的碳酸氢钠缓冲液或0.5mol/L的硼

酸缓冲液；将1mg的NHSB溶解于1ml的DMS0中，制得NHSB溶液；取1ml蛋白质溶液在其中加入

120u1NHSB溶液，室温下搅拌，保温2-4小时，再向其中加入9.6μl浓度为1mol/L的NH4CL，搅

拌10分钟；在4℃,对PBS进行透析,除去游离的生物素；将样品上1ml的分子筛柱,以PBS缓慢

洗脱,收集1ml/管,蛋白质在1-3m1之间洗下；洗脱液中加入其体积50％的重蒸甘油,置于20

℃保存。

[0051] 进一步地，所述的碳酸氢钠缓冲液的pH为8.0。

[0052] 进一步地，所述的硼酸缓冲液的pH为8.6。

[0053] 试验例1

[0054] 校准品标准曲线

[0055] 根据实施例1的测试结果，进行标准曲线的绘制，得到表1中的数据和图1的标准曲

线。

[0056] 表1实施例1的校准品浓度-RLU数据

[0057]

[0058] logistic四参数：A.791.840(+/-2194.175) ,B.1.336(+/-0.125) ,C.47.783(+/-

19.863) ,D.1443503.542(+/-471663.592)。

[0059] chi2＝130929595.899,RMS＝5721.224,r^2＝0.999。

[0060] 试验例2

[0061] 空白限试验

[0062] 表2实施例1的空白限试验数据

[0063]
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[0064]

[0065] 从表2的数据可知，本发明的方法的最低检测浓度可达到0.015ng/ml。

[0066] 试验例3

[0067] 重复性试验

[0068] 1.低值质控：0.25ng/ml

[0069] 表3低值质控变异系数表

[0070]
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[0071]

[0072] 2.中值质控：5.0ng/ml

[0073] 表4中值质控变异系数表

[0074]

[0075] 3.高值质控：20ng/ml

[0076] 表5高值质控变异系数表

[0077]

[0078] 最后应说明的是：以上各实施例仅用以说明本发明的技术方案，而非对其限制；尽
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管参照前述各实施例对本发明进行了详细的说明，本领域的普通技术人员应当理解：其依

然可以对前述各实施例所记载的技术方案进行修改，或者对其中部分或者全部技术特征进

行等同替换；而这些修改或者替换，并不使相应技术方案的本质脱离本发明各实施例技术

方案的范围，其均应涵盖在本发明的权利要求和说明书的范围当中。
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图1
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