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(57)摘要

本发明公开了一种高敏HRP酶及其制备方法

与应用，本发明采用高碘酸钠先将辣根过氧化物

酶表面的糖分子氧化成醛基，然后利用多聚赖氨

酸上的氨基与辣根过氧化物酶上的醛基发生缩

合反应生成聚合酶HRP‑PolyLysine，再使用偶联

剂使链霉亲和素与HRP‑PolyLysine进行偶联，得

到HRP‑PolyLysine‑Streptavidin，即为高敏HRP

酶。本发明的高敏HRP酶具有灵敏度高、稳定性

好、合成方便的优点，可普遍应用于酶联免疫吸

附试验实验、化学发光、免疫组化、胶体金、免疫

印迹试验等免疫检测中。
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1.一种高敏HRP酶的制备方法，其特征在于，具体步骤如下：

1)称取HRP，加入高碘酸钠，室温反应，得到含醛基的HRP；

2)超滤，去除未反应的高碘酸钠；

3)将超滤后的HRP加入碳酸盐缓冲液中，然后加入多聚赖氨酸，室温反应；

4)超滤，去除未偶联的HRP，得到偶联好的HRP‑PolyLysine，并用PBS进行复溶；

5)在复溶后的HRP‑PolyLysine中加入SMCC，室温避光孵育；

6)取链霉亲和素溶解于PBS中，然后加入SPDP，室温避光孵育，在加入DTT，得到活化后

的链霉亲和素溶液；

7)将步骤5)得到的HRP‑PolyLysine和步骤6)得到的活化后的链霉亲和素溶液混匀，室

温避光孵育；

8)超滤去除未反应的小分子物质，得高敏HRP酶。

2.根据权利要求1所述高敏HRP酶的制备方法，其特征在于：所述多聚赖氨酸的分子量

为1000‑1500000Da。

3.根据权利要求1所述高敏HRP酶的制备方法，其特征在于：所述超滤过程包含分子筛、

离心、透析过程。
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一种高敏HRP酶及其制备方法与应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物技术领域，尤其涉及一种高敏HRP酶及其制备方法与应用。

背景技术

[0002] 辣根过氧化物酶(简称HRP酶)标记链霉亲和素(HRP‑Streptavidin)是配合生物

素－亲和素系统(Biotin‑Avidin‑System，BAS)而发展起来的酶，可以用于生物素(Biotin)

标记的抗体、核酸、蛋白或其它生物素标记分子的检测起到信号放大的作用。它已成为目前

广泛用于微量抗原、抗体定性、定量检测及定位观察研究的新技术。

[0003] 生物素－亲和素系统是70年代末发展起来的一种新型生物反应放大系统。生物

素—亲和素系统几乎可与目前研究成功的各种标记物结合，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。

[0004] 随着需求的不断增加，需要的HRP‑Streptavidin灵敏度越来越高，即同一个链霉

亲和素上面偶联的HRP的数量越来越多，这样才能在免疫检测中检测出更微量的待测物。目

前普遍采用普通标记的HRP‑Streptavidin，即一个链霉亲和素上面仅有及少量的HRP，这样

检测的灵敏度不高，不能满足更高要求的免疫检测需要。在中国发明专利申请公开号

CN1904616的说明书中提到使用碳二亚胺法将HRP偶联到多聚赖氨酸上，但是这种方法的灵

敏度也不是很高，仍不能满足部分高敏试剂盒的需求。

发明内容

[0005] 基于此，本发明提供一种灵敏度极高，且可以在免疫检测中广泛应用的高敏HRP

酶，该酶的制备方法简单，产品灵敏度高，可以显著降低免疫检测中的物质检出量。

[0006] 为实现上述目的，首先，本发明提供了一种高敏HRP酶，所述高敏HRP酶的由辣根过

氧化物酶、通过缩合反应结合在辣根过氧化物酶上多聚赖氨酸、偶联在辣根过氧化物酶上

的链霉亲和素，这三个部分组成。

[0007] 其次，本发明还提供了上述高敏HRP酶的制备方法，其步骤如下：用高碘酸钠先将

辣根过氧化物酶表面的糖分子氧化成醛基，然后利用多聚赖氨酸上的氨基与辣根过氧化物

酶上的醛基发生缩合反应生成聚合酶HRP‑PolyLysine，再使用偶联剂使链霉亲和素与HRP‑

PolyLysine进行偶联，得到HRP‑PolyLysine‑Streptavidin，即为高敏HRP酶。

[0008] 优选地，上述高敏HRP酶的制备方法，具体步骤如下：

[0009] 1)称取HRP，加入高碘酸钠，室温反应，得到含醛基的HRP；

[0010] 2)超滤，去除未反应的高碘酸钠；

[0011] 3)将超滤后的HRP加入碳酸盐缓冲液中，然后加入多聚赖氨酸，室温反应；

[0012] 4)超滤，去除未偶联的HRP，得到偶联好的HRP‑PolyLysine，并用PBS进行复溶；

[0013] 5)在复溶后的HRP‑PolyLysine中加入SMCC，室温避光孵育；

[0014] 6)取链霉亲和素溶解于PBS中，然后加入SPDP，室温避光孵育，在加入DTT，得到活

化后的链霉亲和素溶液；
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[0015] 7)将步骤5)得到的HRP‑PolyLysine和步骤6)得到的活化后的链霉亲和素溶液混

匀，室温避光孵育；

[0016] 8)超滤去除未反应的小分子物质，得高敏HRP酶。

[0017] 进一步优选地，上述高敏HRP酶的制备方法，其特征在于：所述多聚赖氨酸的分子

量为1000‑1500000Da。

[0018] 进一步优选地，上述高敏HRP酶的制备方法，其特征在于：所述超滤过程包含分子

筛、离心、透析过程。

[0019] 再次，本发明还提供了上述高敏HRP酶在免疫检测中的应用。其中，所述免疫检测

的类型包含酶联免疫吸附试验实验、化学发光、免疫组化、胶体金、免疫印迹试验。

[0020] 本发明选用的为多聚赖氨酸为骨架进行侨联HRP酶与链霉亲和素，多聚赖氨酸上

面有很多的氨基，能够使一个多聚赖氨酸上偶联多个HRP；偶联反应选择的链霉亲和素，链

霉亲和素是与亲和素有相似生物学特性的一种蛋白质，其分子量及结合生物素的能力与鸡

蛋清中的亲和素相似，非特异性结合远比亲和素低。

[0021] 本发明的有益效果：所提供的高敏HRP酶通过在多聚赖氨酸骨架上侨联HRP酶与链

霉亲和素，大幅提高HRP酶的灵敏度；高敏HRP酶还具有稳定性好、合成方便的优点，适用于

多种免疫检测中，如酶联免疫吸附试验实验、化学发光、免疫组化、胶体金、免疫印迹试验

等；应用时，可以显著降低实验抗体用量。

具体实施方式

[0022] 下面结合实施例，对本发明的具体实施方法作进一步详细描述。以下实施例用于

说明发明，但不用来限制发明的范围

[0023] 实施例1：高敏HRP酶的制备方法：

[0024] 1)称取20mg  HRP，加入1.5ml  0.1mol/L的高碘酸钠，室温反应20min，得到含醛基

的HRP；

[0025] 2)超滤，去除未反应的高碘酸钠；

[0026] 3)将超滤后的HRP加入0.5mL  pH  9.6的碳酸盐缓冲液(称取Na2CO3  0.33g；称取

NaHCO3  0.58g，使用纯水定容50mL)中，然后加入4mg多聚赖氨酸，室温反应2小时；

[0027] 4)超滤，去除未偶联的HRP，得到偶联好的HRP‑PolyLysine，并用1mL的PBS缓冲液

进行复溶；

[0028] 5)在复溶后的HRP‑PolyLysine中加入300μL浓度为10mg/mL  SMCC【(N‑马来酰亚胺

甲基)环己烷‑1‑羧酸琥珀酰亚胺酯】，室温避光孵育2h；

[0029] 6)取2mg链霉亲和素溶解于100μL  0.1M的PBS中，然后加入20μL浓度为10mg/mL交

联剂SPDP，室温避光孵育1.5h，在加入1mg的还原剂DTT，得到活化后的链霉亲和素溶液；

[0030] 7)将步骤5)得到的HRP‑PolyLysine和步骤6)得到的活化后的链霉亲和素溶液混

匀，室温避光孵育2h；

[0031] 8)超滤去除未反应的小分子物质，得高敏HRP酶。

[0032] 实施例2：本发明方案与常规HRP酶的活性性能比较

[0033] 1)在酶标板中包被0.2μg/mL的生物素化小鼠IgG抗体，1％BSA溶液封闭。

[0034] 2)分别按照0.1μg/mL,0.3μg/mL的比例将实施例1制得的高敏HRP酶与常规的HRP
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酶加入到步骤1)已经包被抗体的酶标板中。

[0035] 3)TMB显色及2M浓硫酸终止，并测OD值。

[0036] OD测值结果见下表：

[0037]   本发明 常规HRP酶 活性比值

0.1μg/mL 1.118 0.062 18.03

0.3μg/mL 3.421 0.193 17.72

[0038] 从表格中可以看出，本发明的高敏HRP酶的活性约是常规HRP酶的活性的17‑18倍，

灵敏度显著提高。

[0039] 本实验中使用的常规HRP酶的制备方法为：

[0040] 1.称取2mg  HRP加入150ul配制0.1mol/L的高碘酸钠,室温搅拌20min。。

[0041] 2.超滤，去除未反应的高碘酸钠

[0042] 3)将超滤后的HRP加入pH  9.6的碳酸盐缓冲液中(称取Na2CO3  0.33g；称取NaHCO3 

0.58g，使用纯水定容50mL)，然后加入2mg链霉亲和素，室温反应2小时；

[0043] 4)超滤，去除未偶联的HRP，得到偶联好的HRP‑Streptavidin，并用1mL的PBS缓冲

液进行复溶。

[0044] 实施例3：本发明方案与采用碳二亚胺法将HRP偶联到多聚赖氨酸上活性性能比较

[0045] 1)在酶标板中同时包被0.2μg/mL的生物素化小鼠IgG抗体，1％BSA溶液封闭。

[0046] 2)分别按照0.2μg/mL的比例加入将实施例1制得的高敏HRP酶与碳二亚胺法将HRP

偶联到多聚赖氨酸上的HRP酶。

[0047] 3)TMB显色及2M浓硫酸终止，并测OD值。

[0048] OD测值结果见下表：

[0049]   本发明 常规HRP酶 活性比值

0.2μg/mL 3.838 0.762 5.05

[0050] 从表格中可以看出，本发明的高敏HRP酶的活性约是常规HRP酶的活性的5.05倍，

灵敏度显著提高。

[0051] 本实验中使用的碳二亚胺法将HRP偶联到多聚赖氨酸上的HRP酶的制备方法见中

国发明专利“早期预测急性冠脉综合症诊断试剂盒”，申请公开号CN1904616。

[0052] 实施例4：本发明在心肌肌钙蛋白I(cTnI)定量化学发光法中的应用

[0053] 1)在酶标板中包被100μL浓度为0.5μg/mL的cTnI单克隆抗体a(厂家：Hytest，货

号：4T21，克隆号：19C7)，1％BSA溶液封闭；

[0054] 2)加入浓度分别为0，0.010，0.050，0.125，0.500，2.00ng/mL的cTnI纯化抗原(厂

家：Hytest，货号：8RTT5)，并将0浓度的纯化抗原加入18个孔，孵育30min，使用洗涤液洗涤

三次；

[0055] 3)加入生物素化的cTnI单克隆抗体b(厂家：Hytest，货号：4T21，克隆号：560)，孵

育30min，使用洗涤液洗涤三次；

[0056] 4)加入实施例1制备的高敏HRP酶，孵育30min，，使用洗涤液洗涤三次；

[0057] 5)加入发光底物液；

[0058] 6)测值及计算。

[0059] 实验排版见下表：
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[0060]   1 2 3 4 5

A 2.00ng/mL 2.00ng/mL 0ng/mL 0ng/mL 0ng/mL

B 0.500ng/mL 0.500ng/mL 0ng/mL 0ng/mL 0ng/mL

C 0.125ng/mL 0.125ng/mL 0ng/mL 0ng/mL 0ng/mL

D 0.050ng/mL 0.050ng/mL 0ng/mL 0ng/mL 0ng/mL

E 0.010ng/mL 0.010ng/mL 0ng/mL 0ng/mL 0ng/mL

F 0ng/mL 0ng/mL 0ng/mL 0ng/mL 0ng/mL

[0061] 测值结果见下表：

[0062]

[0063]

[0064] 根据以上表格可计算得出，本发明的高敏HRP酶能将心肌肌钙蛋白I(cTnI)定量化

学发光法的灵敏度提高至0.0017ng/mL，即为1.7pg/mL，而临床上使用的常规的心肌肌钙蛋

白I(cTnI)定量的灵敏度仅仅能达到280pg/mL，可以显著提高心肌肌钙蛋白I的检出量。
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