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(57)摘要

本发明公开一种基于葡聚糖信号放大ki67

和p16INK4a检测试剂盒，所述试剂盒包括ki-67葡

聚糖多聚AP标记抗体、p16INK4a葡聚糖多聚HRP标

记抗体、DAB显色液和AP显色液。本发明试剂盒采

用酶标多聚一抗进行免疫检测，公开了葡聚糖多

聚抗体制备的特定条件，同时以葡聚糖分子为支

撑骨架，复合抗体和信号标记物形成葡聚糖多聚

抗体，其携带大量的信号标记物极大的提高了信

号强度，降低了抗体使用浓度、避免非特异信号

干扰。同时，高分子复合物与酶是多位点结合，为

酶的天然三维构象提供了稳定的支撑，大幅度维

持了酶和抗体的稳定性，实现大分子之间的高效

键合。本发明试剂盒极大的减少了抗体用量，减

少了操作流程和时间，且具有更高的显色效率和

检测灵敏度。
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1.一种基于葡聚糖信号放大ki-67和p16INK4a双染检测试剂盒，其特征在于，所述试剂盒

包括ki-67葡聚糖多聚AP标记抗体、p16INK4a葡聚糖多聚HRP标记抗体、DAB显色液和AP显色

液；

所述ki-67葡聚糖多聚AP标记抗体制备方法为：将葡聚糖溶于磷酸盐缓冲溶液中，加入

适量高碘酸钠进行氧化，用葡聚糖基质相同磷酸盐缓冲溶液进行透析过夜，水溶碱性磷酸

酶，加入适量高碘酸钠氧化，使用乙二醇终止反应，透析过夜；将氧化葡聚糖和ki-67抗体和

活化后碱性磷酸酶混合反应后，透析过夜，使用保存液稀释至工作液；

所述p16INK4a葡聚糖多聚HRP标记抗体制备步骤为：将葡聚糖溶于磷酸盐缓冲溶液中，加

入适量高碘酸钠进行氧化，用葡聚糖基质相同磷酸盐缓冲溶液进行透析过夜，水溶辣根过

氧化物酶，加入适量高碘酸钠氧化，使用乙二醇终止反应，透析过夜；将氧化葡聚糖和

p16INK4a抗体和活化后辣根过氧化物酶混合反应后，透析过夜，使用保存液稀释至工作液。

2.根据权利要求1所述的一种基于葡聚糖信号放大ki-67和p16INK4a双染检测试剂盒，其

特征在于，所述葡聚糖分子量为400000-500000。

3.根据权利要求1所述的一种基于葡聚糖信号放大ki-67和p16INK4a双染检测试剂盒，其

特征在于，所述葡聚糖多聚抗体保存液配方包括：PBS、Tris或HEPES缓冲液中的一种，以及

1％-2％牛血清蛋白，0.01％-1％的Proclin300。

4.根据权利要求1所述的一种基于葡聚糖信号放大ki-67和p16INK4a双染检测试剂盒，其

特征在于，所述DAB显色液组成为A液底物：H2O2；B液增强：NiCl2；C液色原：二氨基联苯胺。

5.根据权利要求1所述的一种基于葡聚糖信号放大ki-67和p16INK4a双染检测试剂盒，其

特征在于，所述AP显色液组成为A液稀释：Tris缓冲液；B液底物：α-萘酚AS-BI磷酸盐；C液色

原：品红。
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一种基于葡聚糖信号放大ki67和p16INK4a检测试剂盒

技术领域

[0001] 本发明涉及生物化学检测领域，尤其涉及一种基于葡聚糖信号放大ki-67和

p16INK4a双染检测试剂盒。

背景技术

[0002] 在以抗体抗原反应为基本原理的免疫学检测方法中，结合抗体所携带的信号的强

弱是检测过程中关注的焦点。一般多采用酶类氧化显色、化学发光物质、有色标记物、荧光

标记物作为信号源，抗体结合信号源的类型、数量的差异直接影响信号检测的灵敏度。

[0003] 目前，宫颈癌发病率占中国女性生殖系统恶性肿瘤第一位，每年宫颈癌新发病例

约10万。宫颈癌是妇科最常见的恶性肿瘤之一，可通过早期筛查发现早期宫颈癌和宫颈病

变，实现早期诊断、早期治疗。目前宫颈癌筛查方案多样，但均有不同的局限性。细胞学由最

初的传统宫颈涂片进展到现今的液基细胞学制片技术，其细胞涂片质量明显提高，但仍有

假阴性的问题存在，并且其需要细胞病理学家的诊断，使细胞学的进展受到制约。多基因的

突变导致了宫颈癌的发生，临床研究认为p16INK4a、Ki67在宫颈癌的发生过程中具有协同作

用，联合检测p16INK4a、Ki67抗原在宫颈组织、宫颈脱落细胞的阳性表达，能协助诊断宫颈上

皮内瘤变、宫颈鳞癌、并可作为CIN分级诊断的辅助方法，有较好的临床价值。但目前技术中

ki-67和p16INK4a抗体低浓度下信号强度比较弱，高浓度下非特异性干扰多，还没有能联合检

测p16INK4a、Ki67抗原的高敏多聚一抗试剂盒。

[0004] 中国实用新型专利CN209387663U公开了一种P16/Ki-67联合宫颈癌检测试剂盒，

包括吸塑壳体、包装盒体、试剂组以及冲洗液瓶，所述吸塑壳体容置在包装盒体内，且所述

吸塑壳体上设有第一凹槽以及第二凹槽，所述试剂组包括p16蛋白一抗试剂瓶以及Ki67蛋

白一抗试剂瓶，所述p16蛋白一抗试剂瓶以及Ki67蛋白一抗试剂瓶分别容置在不同的第一

凹槽内，所述冲洗液瓶容置在第二凹槽内。所述试剂组还包括封闭剂试剂瓶、内源性过氧化

物酶抑制剂试剂瓶、内源性碱性磷酸酶抑制剂试剂瓶、细胞膜穿孔剂试剂瓶、HRP标记二抗

试剂瓶、AP标记的二抗试剂瓶、DAB色原试剂瓶、BCIP/NBT色原试剂瓶、PBS缓冲液试剂盒、苏

木素染色液试剂瓶以及水溶性封片剂试剂瓶。目前普遍使用的双染试剂盒采用一抗-二抗

的免疫检测方法，工艺流程复杂，操作时间长。

发明内容

[0005] 本发明的目的在于，提供一种信号强度大、抗体使用浓度低的基于葡聚糖信号放

大ki-67和p16INK4a双染检测试剂盒。

[0006] 为了实现上述目的，本发明提供了一种基于葡聚糖信号放大ki-67和p16INK4a双染

检测试剂盒，所述试剂盒包括ki-67葡聚糖多聚AP(碱性磷酸酶)标记抗体、p16INK4a葡聚糖多

聚HRP(辣根过氧化物酶)标记抗体、DAB显色液和AP显色液；

[0007] 所述ki-67葡聚糖多聚AP标记抗体制备方法为：将葡聚糖溶于磷酸盐缓冲溶液中，

加入适量高碘酸钠进行氧化，用葡聚糖基质相同磷酸盐缓冲溶液进行透析过夜，水溶碱性
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磷酸酶，加入适量高碘酸钠氧化，使用乙二醇终止反应，透析过夜；将氧化葡聚糖和ki-67抗

体和活化后碱性磷酸酶混合反应后，透析过夜，使用保存液稀释至工作液；

[0008] 所述p16INK4a葡聚糖多聚HRP标记抗体制备步骤为：将葡聚糖溶于磷酸盐缓冲溶液

中，加入适量高碘酸钠进行氧化，用葡聚糖基质相同磷酸盐缓冲溶液进行透析过夜，水溶辣

根过氧化物酶，加入适量高碘酸钠氧化，使用乙二醇终止反应，透析过夜；将氧化葡聚糖和

p16INK4a抗体和活化后辣根过氧化物酶混合反应后，透析过夜，使用保存液稀释至工作液。

[0009] 作为一个优选方案，所述葡聚糖分子量为400000-500000。

[0010] 作为一个优选方案，所述葡聚糖多聚抗体保存液配方包括：PBS、Tris或HEPES缓冲

液中的一种，以及1％-2％牛血清蛋白，0.01％-1％的Proclin300。

[0011] 作为一个优选方案，所述DAB显色液组成为A液底物：H2O2；B液增强：NiCl2；C液色

原：二氨基联苯胺。

[0012] 作为一个优选方案，所述AP显色液组成为A液稀释：Tris缓冲液；B液底物：α-萘酚

AS-BI磷酸盐；C液色原：品红。

[0013] 本发明试剂盒以葡聚糖分子为支撑骨架，复合抗体和信号标记物形成葡聚糖多聚

抗体，其携带大量的信号标记物极大的提高了信号强度，降低了抗体使用浓度、避免非特异

信号干扰。同时，高分子复合物与酶是多位点结合，为酶的天然三维构象提供了稳定的支

撑，大幅度维持了酶或抗体的稳定性，实现大分子之间的高效键合。试剂盒通过活化葡聚糖

标记酶再与一抗偶联形成多聚标记抗体，抗体抗原一步孵育结合后采用试剂盒内的显色体

系进行免疫组化显色。

[0014] 本发明的优点在于，本发明公开的试剂盒采用酶标多聚一抗进行免疫检测，公开

了葡聚糖多聚抗体制备的特定条件，同时以葡聚糖分子为支撑骨架，复合抗体和信号标记

物形成葡聚糖多聚抗体，其携带大量的信号标记物极大的提高了信号强度，降低了抗体使

用浓度、避免非特异信号干扰。同时，高分子复合物与酶是多位点结合，为酶的天然三维构

象提供了稳定的支撑，大幅度维持了酶和抗体的稳定性，实现大分子之间的高效键合。本发

明试剂盒极大的减少了抗体用量，减少了操作流程和时间，且具有更高的显色效率和检测

灵敏度。

附图说明

[0015] 图1是ki-67/p16INK4a双染检测试剂盒免疫组化实验镜检图。

[0016] 图2是葡聚糖信号放大ki-67/p16INK4a双染检测试剂盒免疫组化实验镜检图。

具体实施方式

[0017] 以下，结合具体实施方式对本发明的技术进行详细描述。应当知道的是，以下具体

实施方式仅用于帮助本领域技术人员理解本发明，而非对本发明的限制。

[0018] 实施例1.

[0019] ki-67/p16双染检测试剂盒免疫组化实验其主要步骤如下：

[0020] 1 .选取TCT阳性宫颈刷片样本，离心制片，95％乙醇固定30分钟，抗原修复处理后

晾干；

[0021] 2.分别滴加ki-67和p16INK4a抗体，均在37℃孵育1小时后使用PBS冲洗5遍；
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[0022] 3 .分别滴加对应种属的HRP二抗和AP二抗，均在室温孵育30分钟，使用PBS冲洗5

遍；

[0023] 4.使用DAB显色剂ABC液添加纯水配置棕显色剂，室温显色6分钟后纯水冲洗5遍；

[0024] 5.使用AP显色剂ABC液配置红显色剂，室温显色30分钟后纯水冲洗5遍；

[0025] 6.苏木素复染后封片镜检，数据见图1。

[0026] 实施例2.

[0027] 葡聚糖信号放大ki-67/p16INK4a双染检测试剂盒免疫组化实验，其步骤如下：

[0028] 1 .ki-67葡聚糖多聚AP标记抗体制备方法为：葡聚糖的活化、AP酶试剂活化、多聚

物ki-67抗体偶联、洗涤、保存。所述ki-67葡聚糖多聚AP标记抗体制备方法为：将葡聚糖

(DeX)溶于PH＝7.0的20mM的磷酸盐缓冲溶液(PBS)中，加入适量高碘酸钠(NaIO4)进行氧

化，用DeX基质相同PBS进行透析过夜，水溶碱性磷酸酶(AP)，加入适量NaIO4氧化，使用乙二

醇终止反应，透析过夜；将氧化DeX和ki-67抗体和活化后AP混合反应后，透析过夜，使用保

存液稀释至工作液；

[0029] 2.p16INK4a葡聚糖多聚HRP标记抗体制备方法为：葡聚糖的活化、AP酶试剂活化、多

聚物p16INK4a抗体偶联、洗涤、保存。所述p16INK4a葡聚糖多聚HRP标记抗体制备方法为：将葡

聚糖(DeX)溶于pH＝7.0的20mM的磷酸盐缓冲溶液(PBS)中，加入适量高碘酸钠(NaIO4)进行

氧化，用DeX基质相同PBS进行透析过夜，水溶辣根过氧化物酶(HRP)，加入适量NaIO4氧化，

使用乙二醇终止反应，透析过夜；将氧化DeX和p16INK4a抗体和活化后HRP混合反应后，透析过

夜，使用保存液稀释至工作液；

[0030] 3.葡聚糖多聚抗体保存液配方包括：PBS、Tris或HEPES缓冲液中的任意一种，1％-

2％牛血清蛋白，0.01％-1％的Proclin300；

[0031] 4.试剂盒DAB组成为A液底物：H2O2；B液增强：NiCl2；C液色原：二氨基联苯胺。所述

试剂盒AP显色液组成为A液稀释：Tris缓冲液；B液底物：α-萘酚AS-BI磷酸盐；C液色原：品

红；

[0032] 5.选取TCT阳性宫颈刷片样本，离心制片，95％乙醇固定30分钟，抗原修复处理后

晾干；

[0033] 6.滴加ki-67葡聚糖多聚AP标记抗体，37℃孵育1小时后使用PBS冲洗5遍；

[0034] 7.滴加p16INK4a葡聚糖多聚HRP标记抗体，37℃孵育1小时后使用PBS冲洗5遍；

[0035] 8.使用DAB显色剂ABC液添加纯水配置棕显色剂，室温显色6分钟后纯水冲洗5遍；

[0036] 9.使用AP显色剂ABC液配置红显色剂，室温显色30分钟后纯水冲洗5遍；

[0037] 10.苏木素复染后封片镜检，数据见图2。

[0038] 对照ki-67/p16INK4a双染检测试剂盒和葡聚糖信号放大ki-67/p16INK4a双染检测试

剂盒以宫颈阳性细胞质控片进行免疫组化细胞双染，以确定信号强度和染色效果。

[0039] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普通技术人

员，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰也应视为

本发明的保护范围。
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图1

图2
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