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(57)摘要

一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分

析试剂盒及其制备方法及其检测方法，属于免疫

检测技术领域。为解决现存的阿尔茨海默症检测

试剂盒操作复杂、耗费昂贵、检测时间长、灵敏度

低、精密度差的问题，本发明包括磁微粒试剂、AE

标记的pTau‑181抗体、pTau‑181校准品，所述磁

微粒试剂为包被有pTau‑181抗体的磁性微球混

悬液；所述AE标记的pTau‑181抗体通过吖啶酯对

pTau‑181抗体进行标记得到。本发明对样品的前

处理要求低，前处理过程简单，能快速、高通量检

测大批样品，检验方法方便易行，填补了现有技

术中的空白。

权利要求书2页  说明书11页  附图2页

CN 118707111 A

2024.09.27

CN
 1
18
70
71
11
 A



1.一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒，其特征在于，所述试剂盒包括

磁微粒试剂、AE标记的pTau‑181抗体、pTau‑181校准品，所述磁微粒试剂为包被有pTau‑181

抗体的磁性微球混悬液；所述AE标记的pTau‑181抗体通过吖啶酯对pTau‑181抗体进行标记

得到。

2.根据权利要求1所述的一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒，其特征

在于，所述磁微粒试剂中的磁微粒的粒径为1‑3μm，所述磁微粒表面包裹有羧基活性基团的

磁性微球；

所述pTau‑181抗体的磁性微球混悬液制备时按照每50mg磁性微球加入0 .5‑2 .5mg的

pTau‑181抗体进行包被，所述磁微粒试剂中pTau‑181抗体与羧基磁珠的质量比为1:  20‑

100，连接反应的温度为室温，连接反应的时间为16～20h。

3.根据权利要求2所述的一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒，其特征

在于，所述AE标记的pTau‑181抗体中pTau‑181抗体与吖啶酯的质量比为1:1。

4.一种权利要求1‑3所述的一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒的制

备方法，其特征在于，包括如下步骤：

步骤1.  制备磁微粒试剂；

步骤1 .1 .  将羧基磁珠溶液在磁微粒缓冲液的作用下进行分散处理，得到分散的羧基

磁珠溶液；

步骤1.2.  将分散的羧基磁珠溶液和pTau‑181抗体进行连接反应，得到连接产物；

步骤1.3.  将连接产物置于磁场中，用磁微粒缓冲液冲洗，制得连接有pTau‑181抗体的

磁微粒溶液；

步骤2.  制备AE标记的pTau‑181抗体；

步骤2.1.  用0.15M的碳酸氢钠缓冲液将AE配成浓度为5mg/mL的AE溶液；

步骤2.2.  将小鼠单克隆抗pTau‑181抗体和AE溶液按照质量比为1:1混合，进行链接反

应，得到pTau‑181抗体与AE的链接产物；

步骤2.3.  将pTau‑181抗体与AE的链接产物用pH为8～9的碳酸盐缓冲液分离纯化，得

到AE标记的pTau‑181抗体；

步骤3.  制备pTau‑181校准品：所述pTau‑181校准品为含有pTau‑181抗原、质量百分含

量为0.5％的BSA、质量百分含量为0.05％的prolin300的Tris缓冲液；所述pTau‑181抗原的

浓度分别为20pg/mL和200pg/mL。

5.根据权利要求4所述的一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒的制备

方法，其特征在于，步骤1.1中将羧基磁珠浓缩液置于磁场内1～3min，待羧基磁珠全部沉降

后除去上层清液，然后加入到磁微粒缓冲液振荡后，置于磁场中1～3min后，除去上层清液；

振荡时间设置为20～30min；羧基磁珠和磁微粒缓冲液的体积比为1:2～5，分散处理次数为

3次。

6.根据权利要求5所述的一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒的制备

方法，其特征在于，步骤1.2的互通实现方法包括如下步骤：

步骤1 .2.1 .  按照质量比为100:5～100：1称量分散的羧基磁珠溶液和pTau‑181抗体

的，分散的羧基磁珠溶液的浓度为10～50mg/mL，设置连接反应的温度为室温，连接反应的

时间为16～20h；
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S1 .2 .2 .  连接反应完成后添加封闭液进行封闭，封闭液的配方为：PBS、3wt%的BSA、

1wt%Tween‑20、1wt%的麦芽糖、5wt%的山梨醇、2wt%的蔗糖、3wt%的甘油、0.1～0 .8wt的%

PEG600的混合溶液。

7.根据权利要求6所述的一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒的制备

方法，其特征在于，步骤1.3中所述连接产物置于磁场的时间为5～10min，然后用磁微粒缓

冲液冲洗，制得连接有pTau‑181抗体的磁微粒溶液。

8.一种权利要求1‑3所述的一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒的检

测方法，其特征在于，包括如下步骤：

S1.  准备磁微粒试剂、AE标记的pTau‑181抗体；

S2.  将血清样本与步骤S1准备的AE标记的pTau‑181抗体加入到磁微粒试剂中进行孵

育；

S3.  孵育完成，待磁微粒试剂沉降后，除去上清液，清洗，然后加入底物溶液振荡混匀，

检测相对发光强度。

9.根据权利要求8所述的一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒的检测

方法，其特征在于，步骤S2中的血清样本、AE标记的pTau‑181抗体和磁微粒试剂的体积比为

2:2:1。

10.根据权利要求9所述的一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒的检测

方法，其特征在于，步骤S3中检测相对发光强度后，经高、低值两点校准品进行定标校准，拟

合生成新的工作曲线，用于样本测定；将pTau‑181质控品作为样本，利用工作曲线进行浓度

拟合，得到相应质控品浓度，观察拟合质控品浓度为标准浓度值的±30％。
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一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒及其制

备方法及其检测方法

技术领域

[0001] 本发明属于免疫检测技术领域，具体涉及一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免

疫分析试剂盒及其制备方法及其检测方法。

背景技术

[0002] 阿尔兹海默症(Alzheimer's  disease，AD)是一种起病隐匿、呈缓慢渐进性加重的

神经系统退行性疾病，常见于65岁以上老年人，发病率随年龄增长而显著增加。AD特征性病

理改变目前被广泛接受的致病假说有：Aβ聚集假说、Tau蛋白异常假说、胆碱能假说、神经炎

症假说等，其中Tau蛋白的磷酸化修饰在该疾病进程中至关重要，Tau和APP可以在多个位点

发生磷酸化修饰，根据不同的磷酸化位点主要分为T‑tau、pTau‑181、pTau‑217、pTau‑231。

这些生物标志物也可以更快、更少地在血浆中进行测量，并可为阿尔茨海默症的早期诊断

提供形成的重要依据。

[0003] 目前AD的诊断方法主要是联合诊断，包括：神经心理学评估，认知损伤测试；脑部

老年斑块和Tau蛋白PET扫描；脑部核磁共振(MRI)和脑脊液(CSF)标志物，Aβ沉积，磷酸化

tau蛋白检测等。但是，由于AD早期症状不明显，当对病症做出明确诊断时，患者多到达病程

晚期，多数神经元出现死亡，如果能在病人发病早期进行快速诊断或使潜在病人提前发现

风险，针对性地进行治疗或预防，能有助于患者病程滞留在轻微智力损伤阶段(mild 

cognitive  impairment，MCI)而减缓恶化，从而保证病人生活质量和减轻社会负担。因此，

如何提供一种pTau‑181的检测试剂和检测方法是本领域技术人员亟需解决的问题。

发明内容

[0004] 本发明要解决的问题是现存的阿尔茨海默症检测试剂盒操作复杂、耗费昂贵、检

测时间长、灵敏度低、精密度差、缺少对阿尔茨海默症的准确预测能力等问题，提出一种阿

尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒及其制备方法及其检测方法。

[0005] 为实现上述目的，本发明通过以下技术方案实现：

一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒，所述试剂盒包括磁微粒试

剂、AE标记的pTau‑181抗体、pTau‑181校准品，所述磁微粒试剂为包被有pTau‑181抗体的磁

性微球混悬液；所述AE标记的pTau‑181抗体通过吖啶酯对pTau‑181抗体进行标记得到。

[0006] 进一步的，所述磁微粒试剂中的磁微粒的粒径为1‑3μm，所述磁微粒表面包裹有羧

基活性基团的磁性微球；

所述pTau‑181抗体的磁性微球混悬液制备时按照每50mg磁性微球加入0.5‑2.5mg

的pTau‑181抗体进行包被，所述磁微粒试剂中pTau‑181抗体与羧基磁珠的质量比为1:  20‑

100，连接反应的温度为室温，连接反应的时间为16～20h。

[0007] 进一步的，所述AE标记的pTau‑181抗体中pTau‑181抗体与吖啶酯的质量比为1:1。

[0008] 一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒的制备方法，包括如下步骤：
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步骤1.  制备磁微粒试剂；

步骤1 .1 .  将羧基磁珠溶液在磁微粒缓冲液的作用下进行分散处理，得到分散的

羧基磁珠溶液；

步骤1.2.  将分散的羧基磁珠溶液和pTau‑181抗体进行连接反应，得到连接产物；

步骤1.3.  将连接产物置于磁场中，用磁微粒缓冲液冲洗，制得连接有pTau‑181抗

体的磁微粒溶液；

步骤2.  制备AE标记的pTau‑181抗体；

步骤2.1.  用0.15M的碳酸氢钠缓冲液将AE配成浓度为5mg/mL的AE溶液；

步骤2.2.  将小鼠单克隆抗pTau‑181抗体和AE溶液按照质量比为1:1混合，进行链

接反应，得到pTau‑181抗体与AE的链接产物；

步骤2.3 .  将pTau‑181抗体与AE的链接产物用pH为8～9的碳酸盐缓冲液分离纯

化，得到AE标记的pTau‑181抗体；

步骤3.  制备pTau‑181校准品：所述pTau‑181校准品为含有pTau‑181抗原、质量百

分含量为0.5％的BSA、质量百分含量为0.05％的prolin300的Tris缓冲液；所述pTau‑181抗

原的浓度分别为20pg/mL和200pg/mL。

[0009] 进一步的，步骤1 .1中将羧基磁珠浓缩液置于磁场内1～3min，待羧基磁珠全部沉

降后除去上层清液，然后加入到磁微粒缓冲液振荡后，置于磁场中1～3min后，除去上层清

液；振荡时间设置为20～30min；羧基磁珠和磁微粒缓冲液的体积比为1:2～5，分散处理次

数为3次。

[0010] 进一步的，步骤1.2的互通实现方法包括如下步骤：

步骤1.2.1.  按照质量比为100:5～100：1称量分散的羧基磁珠溶液和pTau‑181抗

体的，分散的羧基磁珠溶液的浓度为10～50mg/mL，设置连接反应的温度为室温，连接反应

的时间为16～20h；

S1 .2 .2 .  连接反应完成后添加封闭液进行封闭，封闭液的配方为：PBS、3wt%的

BSA、1wt%Tween‑20、1wt%的麦芽糖、5wt%的山梨醇、2wt%的蔗糖、3wt%的甘油、0.1～0.8wt

的%PEG600的混合溶液。

[0011] 进一步的，步骤1.3中所述连接产物置于磁场的时间为5～10min，然后用磁微粒缓

冲液冲洗，制得连接有pTau‑181抗体的磁微粒溶液。

[0012] 一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒的检测方法，包括如下步骤：

S1.  准备磁微粒试剂、AE标记的pTau‑181抗体；

S2.  将血清样本与步骤S1准备的AE标记的pTau‑181抗体加入到磁微粒试剂中进

行孵育；

S3.  孵育完成，待磁微粒试剂沉降后，除去上清液，清洗，然后加入底物溶液振荡

混匀，检测相对发光强度。

[0013] 进一步的，步骤S2中的血清样本、AE标记的pTau‑181抗体和磁微粒试剂的体积比

为2:2:1。

[0014] 进一步的，步骤S3中检测相对发光强度后，经高、低值两点校准品进行定标校准，

拟合生成新的工作曲线，用于样本测定；将pTau‑181质控品作为样本，利用工作曲线进行浓

度拟合，得到相应质控品浓度，观察拟合质控品浓度为标准浓度值的±30％。
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[0015] 本发明的有益效果：

本发明所述的一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒，所述pTau‑

181试剂盒使用磁珠为固相，使免疫反应更接近液相，反应更充分和迅速，而且使结合的免

疫复合物更加容易分离，降低了非特异性吸附。本发明使用的AE标记抗体试剂为单克隆抗

体混合物，使免疫反应的亲和力更高，而且单抗的生产批间差异相对小，更容易保证产品的

批间稳定。

[0016] 一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒，为快速、准确的pTau‑181检

测提供了可能，本发明对样品的前处理要求低，前处理过程简单，能快速、高通量检测大批

样品，检验方法方便易行，填补了现有技术中的空白。

[0017] 一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒，将化学发光技术与免疫磁

微粒相结合，提供了一种接近均相的反应体系，具有更高的检测灵敏度、特异性、精确度和

准确性，并达到了较佳的性能参数。试剂盒中的磁微粒试剂、AE标记抗体、校准品是该反应

体系下的最优配方，给试剂盒的使用效期及检测性能提供了有力保障。

附图说明

[0018] 图1为本发明实施例1的标准曲线数据图；

图2为本发明实施例2的标准曲线数据图；

图3为本发明实施例3的标准曲线数据图。

具体实施方式

[0019] 为了使本发明的目的、技术方案及优点更加清楚明白，以下结合附图及具体实施

方式，对本发明进行进一步详细说明。应当理解，此处所描述的具体实施方式仅用以解释本

发明，并不用于限定本发明，即所描述的具体实施方式仅仅是本发明一部分实施方式，而不

是全部的具体实施方式。通常在此处附图中描述和展示的本发明具体实施方式的组件可以

以各种不同的配置来布置和设计，本发明还可以具有其他实施方式。

[0020] 因此，以下对在附图中提供的本发明的具体实施方式的详细描述并非旨在限制要

求保护的本发明的范围，而是仅仅表示本发明的选定具体实施方式。基于本发明的具体实

施方式，本领域技术人员在没有做出创造性劳动的前提下所获得的所有其他具体实施方

式，都属于本发明保护的范围。

[0021] 为能进一步了解本发明的发明内容、特点及功效，兹例举以下具体实施方式，并配

合附图1‑附图3详细说明如下：

[0022] 实施例1：

一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒的制备方法，包括如下步骤：

步骤1.  制备磁微粒试剂；

步骤1 .1 .  将羧基磁珠溶液在磁微粒缓冲液的作用下进行分散处理，得到分散的

羧基磁珠溶液；

进一步的，步骤1.1中将羧基磁珠浓缩液置于磁场内1min，待羧基磁珠全部沉降后

除去上层清液，然后加入到磁微粒缓冲液振荡后，置于磁场中1min后，除去上层清液；振荡

时间设置为20～30min；羧基磁珠和磁微粒缓冲液的体积比为1:2，分散处理次数为3次；
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步骤1.2.  将分散的羧基磁珠溶液和pTau‑181抗体进行连接反应，得到连接产物；

进一步的，步骤1.2的互通实现方法包括如下步骤：

步骤1.2.1.  按照质量比为100:5称量分散的羧基磁珠溶液和pTau‑181抗体的，分

散的羧基磁珠溶液的浓度为10mg/mL，设置连接反应的温度为室温，连接反应的时间为16h；

S1 .2 .2 .  连接反应完成后添加封闭液进行封闭，封闭液的配方为：PBS、3wt%的

BSA、1wt%Tween‑20、1wt%的麦芽糖、5wt%的山梨醇、2wt%的蔗糖、3wt%的甘油、0.1wt的%

PEG600的混合溶液；

步骤1.3.  将连接产物置于磁场中，用磁微粒缓冲液冲洗，制得连接有pTau‑181抗

体的磁微粒溶液；

进一步的，步骤1.3中所述连接产物置于磁场的时间为1‑3min，然后用磁微粒缓冲

液冲洗，制得连接有pTau‑181抗体的磁微粒溶液；

进一步的，将连接产物置于磁场的时间为1‑3min，冲洗的次数为3次；连接有pTau‑

181抗体的磁微粒溶液的浓度为10mg/mL；

步骤2.  制备AE标记的pTau‑181抗体；

步骤2.1.  用0.15M的碳酸氢钠缓冲液将AE配成浓度为5mg/mL的AE溶液；

步骤2.2.  将小鼠单克隆抗pTau‑181抗体和AE溶液按照质量比为1:1混合，进行链

接反应，得到pTau‑181抗体与AE的链接产物；

步骤2.3.  将pTau‑181抗体与AE的链接产物用pH为8的碳酸盐缓冲液分离纯化，得

到AE标记的pTau‑181抗体；

步骤3.  制备pTau‑181校准品：所述pTau‑181校准品为含有pTau‑181抗原、质量百

分含量为0.5％的BSA、质量百分含量为0.05％的prolin300的Tris缓冲液；所述pTau‑181抗

原的浓度分别为20pg/mL和200pg/mL。

[0023] 进一步的，所述pTau‑181抗原的购买厂家和型号为苏州仁端生物医药科技有限公

司，RDP002；

进一步的，所述小鼠单克隆抗pTau‑181抗体的购买厂家和型号为西宝生物科技

(上海)股份有限公司，EKN0456A。

[0024] 实施例2：

一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒的制备方法，包括如下步骤：

步骤1.  制备磁微粒试剂；

步骤1 .1 .  将羧基磁珠溶液在磁微粒缓冲液的作用下进行分散处理，得到分散的

羧基磁珠溶液；

进一步的，步骤1.1中将羧基磁珠浓缩液置于磁场内2min，待羧基磁珠全部沉降后

除去上层清液，然后加入到磁微粒缓冲液振荡后，置于磁场中2min后，除去上层清液；振荡

时间设置为20min；羧基磁珠和磁微粒缓冲液的体积比为1:3，分散处理次数为3次；

步骤1.2.  将分散的羧基磁珠溶液和pTau‑181抗体进行连接反应，得到连接产物；

进一步的，步骤1.2的互通实现方法包括如下步骤：

步骤1.2.1.  按照质量比为100:3称量分散的羧基磁珠溶液和pTau‑181抗体的，分

散的羧基磁珠溶液的浓度为10mg/mL，设置连接反应的温度为室温，连接反应的时间为18h；

S1 .2 .2 .  连接反应完成后添加封闭液进行封闭，封闭液的配方为：PBS、3wt%的
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BSA、1wt%Tween‑20、1wt%的麦芽糖、5wt%的山梨醇、2wt%的蔗糖、3wt%的甘油、0.5wt的%

PEG600的混合溶液；

步骤1.3.  将连接产物置于磁场中，用磁微粒缓冲液冲洗，制得连接有pTau‑181抗

体的磁微粒溶液；

进一步的，步骤1.3中所述连接产物置于磁场的时间为1‑3min，然后用磁微粒缓冲

液冲洗，制得连接有pTau‑181抗体的磁微粒溶液；

进一步的，将连接产物置于磁场的时间为1‑3min，冲洗的次数为3次；连接有pTau‑

181抗体的磁微粒溶液的浓度为10mg/mL；

步骤2.  制备AE标记的pTau‑181抗体；

步骤2.1.  用0.15M的碳酸氢钠缓冲液将AE配成浓度为5mg/mL的AE溶液；

步骤2.2.  将小鼠单克隆抗pTau‑181抗体和AE溶液按照质量比为1:1混合，进行链

接反应，得到pTau‑181抗体与AE的链接产物；

步骤2.3.  将pTau‑181抗体与AE的链接产物用pH为8的碳酸盐缓冲液分离纯化，得

到AE标记的pTau‑181抗体；

步骤3.  制备pTau‑181校准品：所述pTau‑181校准品为含有pTau‑181抗原、质量百

分含量为0.5％的BSA、质量百分含量为0.05％的prolin300的Tris缓冲液；所述pTau‑181抗

原的浓度分别为20pg/mL和200pg/mL。

[0025] 实施例3：

一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒的制备方法，包括如下步骤：

步骤1.  制备磁微粒试剂；

步骤1 .1 .  将羧基磁珠溶液在磁微粒缓冲液的作用下进行分散处理，得到分散的

羧基磁珠溶液；

进一步的，步骤1.1中将羧基磁珠浓缩液置于磁场内3min，待羧基磁珠全部沉降后

除去上层清液，然后加入到磁微粒缓冲液振荡后，置于磁场中3min后，除去上层清液；振荡

时间设置为30min；羧基磁珠和磁微粒缓冲液的体积比为1:5，分散处理次数为3次；

步骤1.2.  将分散的羧基磁珠溶液和pTau‑181抗体进行连接反应，得到连接产物；

进一步的，步骤1.2的互通实现方法包括如下步骤：

步骤1.2.1.  按照质量比为100：1称量分散的羧基磁珠溶液和pTau‑181抗体的，分

散的羧基磁珠溶液的浓度为10mg/mL，设置连接反应的温度为室温，连接反应的时间为20h；

S1 .2 .2 .  连接反应完成后添加封闭液进行封闭，封闭液的配方为：PBS、3wt%的

BSA、1wt%Tween‑20、1wt%的麦芽糖、5wt%的山梨醇、2wt%的蔗糖、3wt%的甘油、0.8wt的%

PEG600的混合溶液；

步骤1.3.  将连接产物置于磁场中，用磁微粒缓冲液冲洗，制得连接有pTau‑181抗

体的磁微粒溶液；

进一步的，步骤1.3中所述连接产物置于磁场的时间为1‑3min，然后用磁微粒缓冲

液冲洗，制得连接有pTau‑181抗体的磁微粒溶液；

进一步的，将连接产物置于磁场的时间为1‑3min，冲洗的次数为3次；连接有pTau‑

181抗体的磁微粒溶液的浓度为10mg/mL；

步骤2.  制备AE标记的pTau‑181抗体；
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步骤2.1.  用0.15M的碳酸氢钠缓冲液将AE配成浓度为5mg/mL的AE溶液；

步骤2.2.  将小鼠单克隆抗pTau‑181抗体和AE溶液按照质量比为1:1混合，进行链

接反应，得到pTau‑181抗体与AE的链接产物；

步骤2.3.  将pTau‑181抗体与AE的链接产物用pH为8的碳酸盐缓冲液分离纯化，得

到AE标记的pTau‑181抗体；

步骤3.  制备pTau‑181校准品：所述pTau‑181校准品为含有pTau‑181抗原、质量百

分含量为0.5％的BSA、质量百分含量为0.05％的prolin300的Tris缓冲液；所述pTau‑181抗

原的浓度分别为20pg/mL和200pg/mL。

[0026] 实施例4：

基于实施例1至实施例3所述的一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂

盒的制备方法制备的一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒，所述试剂盒包

括磁微粒试剂、AE标记的pTau‑181抗体、pTau‑181校准品，所述磁微粒试剂为包被有pTau‑

181抗体的磁性微球混悬液；所述AE标记的pTau‑181抗体通过吖啶酯对pTau‑181抗体进行

标记得到。

[0027] 进一步的，所述磁微粒试剂中的磁微粒的粒径为1‑3μm，所述磁微粒表面包裹有羧

基活性基团的磁性微球；

所述pTau‑181抗体的磁性微球混悬液制备时按照每50mg磁性微球加入0.5‑2.5mg

的pTau‑181抗体进行包被，所述磁微粒试剂中pTau‑181抗体与羧基磁珠的质量比为1:20‑

100，连接反应的温度为室温，连接反应的时间为16～20h。

[0028] 进一步的，所述AE标记的pTau‑181抗体中pTau‑181抗体与吖啶酯的质量比为1:1。

[0029] 实施例5：

基于实施例1至实施例3所述的一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂

盒的制备方法制备的一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂盒的应用，包括如

下步骤：

S1.  准备磁微粒试剂、AE标记的pTau‑181抗体；

S2.  将血清样本与步骤S1准备的AE标记的pTau‑181抗体加入到磁微粒试剂中进

行孵育；

进一步的，步骤S2中的血清样本、AE标记的pTau‑181抗体和磁微粒试剂的体积比

为2:2:1。

[0030] S3.  孵育完成，待磁微粒试剂沉降后，除去上清液，清洗，然后加入底物溶液振荡

混匀，检测相对发光强度。

[0031] 进一步的，步骤S3中检测相对发光强度后，经高、低值两点校准品进行定标校准，

拟合生成新的工作曲线，用于样本测定；将pTau‑181质控品作为样本，利用工作曲线进行浓

度拟合，得到相应质控品浓度，观察拟合质控品浓度为标准浓度值的±30％。

[0032] 进一步的，AE标记抗体试剂为连接有pTau‑181抗体的吖啶酯溶液，由于该链接反

应时间太长效率太低，在上机测试时容易产生非特异性结合，因此需要对其进行进一步纯

化处理，可有效缩短反应时间，提高效率。

[0033] 处理方法为：将标记好抗体的吖啶酯溶液在碳酸盐缓冲液的作用下进行分散处

理，得到稀释液；将稀释液加入G25凝胶分离柱中进行分离纯化。
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[0034] 1.G‑25脱盐柱，是一种简单、快速、高效地使用G‑25基质分离大分子量物质与小分

子量物质的预包装即用型层析柱，俗称脱盐柱，主要用于去除蛋白质、核酸、多肽、多糖等样

品的盐离子、去垢剂、小分子染料、缓冲剂等杂质。

[0035] 1.脱盐柱使用的填料为Beyodex™  G‑25  Medium，该基质是葡聚糖(Dextran)经环

氧氯丙烷交联剂通过醚键交联形成的三维网状筛孔结构的高分子聚合物，与Sephadex  G‑

25  Medium的性能基本一致。填料粒径为70‑250μm，可分离分子量>5kDa的蛋白质或其它大

分子样品，柱床体积为8.3ml，建议上样量为1‑2.5ml，本产品的功能和使用方法与Cytiva的

PD‑10  Desalting  Column一致，适用于重力法或离心法。

[0036] 2.脱盐柱在分离样品时，体积较大的大分子不能进入基质网状筛孔而被阻隔在基

质凝胶之外，随着流动溶液沿着基质凝胶颗粒间的缝隙移动，下移速度较快，先被洗脱出

柱；体积较小的分子或离子可以进入基质网状筛孔从而进入凝胶内部，随着流动溶液在凝

胶颗粒的网孔内移动，因此小分子量物质在基质内停留时间更长，下移速度较慢，后被洗脱

出柱，这种分离纯化方式被称为尺寸排阻层析(Size‑exclusion  chromatography,  SEC)，

也常被叫做分子筛层析(Molecular  sieve  chromatography ,  MSC)或凝胶过滤层析(Gel 

filtration  chromatography,  GFC)

pTau‑181抗体检测盒的检测方法同实施例1。

[0037] 对本发明中实施例1‑3所述的一种阿尔兹海默症pTau181化学发光免疫分析试剂

盒的制备方法制备的阿尔兹海默症的磁微粒化学发光免疫分析试剂盒的性能指标进行测

试：

1.线性

线性范围(0‑500)pg/mL，相关系数r≥0  .9900。

[0038] 操作方法如下：

将接近线性范围上限的血清或血清替代物，用样本稀释液按一定的比例稀释成五

个浓度，使用化学发光测定仪对稀释前后的5个浓度样本分别进行3次重复测定，计算平均

值，根据平均值和稀释比例用四参数拟合曲线，并计算线性相关系数r(1～1/100和RLU平均

值这一列进行的X/Y轴直线拟合得到)，其结果应≥0  .9900。  测试的具体数值如表1所示：

表1：

[0039] 根据上表，得到实施例1在低值样本检测时发光值过低，猜测是抗体包被封闭时配

方不正确引起的现象，因此在实施例2中增加PEG600的浓度，结果比较理想，实施例3继续增

加PEG600浓度，空白本底发光值明显增加，猜测是过浓非特异性结合严重。可得：实施例2方

案曲线上升平稳且在线性范围内有较好的趋势走向，最符合要求。
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[0040] 测定的实施例1‑3反应曲线线性相关系数(r)分别为：0.9944、0.9994、0  .9957，均

>0  .9900，明显优于现有技术，其中实施例2的效果最好。

[0041] 2.准确度（回收率）

本发明中实施例1‑3中的回收率在85～115％范围内。

[0042] 操作方法如下：

将已知浓度的pTau‑181的样品A，加入到与规定的待测样本基质相同的样品B中，

所加入A的体积不宜超过总体积（A+B）的10%，平行测定3次，根据公式(1)计算：

    （1）

式中：

R：回收率；

V：样品A液的体积；

V0样品B液的体积；

C：样品B液加入A液后的检测浓度；

C0：样品B液的浓度；

Cs：样品A液的浓度。

[0043] 数据案例(V＝0.1mL，V0＝0.9mL，C0＝0pg/mL，Cs＝200pg/mL，其中V和V0按上述方

法为1:9的关系即可，C0与Cs分别为校准品中高浓度点与低浓度点的浓度)：测试结果如表2

所示：

表2

[0044] 测定的实施例1‑3准确度（回收率）分别为：97 .00%、86 .40%、100 .17%，均在85～

115％范围内，符合要求。其中实施例2最好。

[0045] 3.最低检测限（灵敏度）

最低检测限≤5pg/mL。

[0046] 操作方法如下：

用零浓度校准品或样本稀释液作为待测样本，重复测定20次。得出20次测量结果

的RLU值(相对发光值)，计算其平均值(M)和标准差(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值结果进行两点回归拟合得出一次方程，将M+2SD的RLU值代入

上述方程中，求出对应的浓度值，即为最低检测限，如表3所示：

表3：
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[0047] 实施例2测定的pTau‑181样本稀释液的平均发光值M＝267.80，SD＝44.80，将(M+

2SD)的值带入此次反应曲线，得其灵敏度为：2.55pg/mL(<5pg/mL)，符合要求。

[0048] 4.重复性

变异系数CV≤8％。操作方法如下：

取质控品1（20pg/mL）和质控品2（200ng/mL）作为待测样本，用化学发光测定仪对

待测样本中的pTau‑181含量分别进行10次重复测定。按公式（2）计算变异系数(CV)。

[0049] ......................................... （2）

式中： 次测试结果的平均值；

SD—10次测试结果的标准差；

CV—变异系数；

实施例1的数据如表4所示：

表4

[0050] 实施例2数据如表5所示：

表5
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[0051] 实施例3数据如表6所示：

表6

[0052] 分析：实施例1‑3检测质控品1 .2各十次，计算CV。实施例1方案测定的质控品1SD

为：1.24，CV为：6.00%；质控品2SD为：6.00，CV为：2.95%；实施例2方案测定的质控品1SD为：

0 .70，CV为：3 .35%；质控品2SD为：3 .47，CV为：1 .70%；实施例3方案测定的质控品1SD为：

1.37，CV为：6.32%；质控品2SD为：5.78，CV为：2.90%。所有CV均＜8%。

[0053] 得到以下结论：所有CV均＜8%，比较SD发现实施例2方案重复性更稳定，偏差更小，

且符合要求。

[0054] 综上所述，本发明公开的一种阿尔兹海默症pTau181磁微粒化学发光免疫分析试

剂盒，具有更高的检测灵敏度、特异性、精确度和准确性，并达到了较佳的性能参数。试剂盒

中的磁微粒试剂、AE标记抗体、校准品是该反应体系下的最优配方，给试剂盒的检测性能提

供了有力保障。

[0055] 需要说明的是，术语“第一”和“第二”等之类的关系术语仅仅用来将一个实体或者

操作与另一个实体或操作区分开来，而不一定要求或者暗示这些实体或操作之间存在任何

这种实际的关系或者顺序。而且，术语“包括”、“包含”或者其任何其他变体意在涵盖非排他
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性的包含，从而使得包括一系列要素的过程、方法、物品或者设备不仅包括那些要素，而且

还包括没有明确列出的其他要素，或者是还包括为这种过程、方法、物品或者设备所固有的

要素。在没有更多限制的情况下，由语句“包括一个……”限定的要素，并不排除在包括所述

要素的过程、方法、物品或者设备中还存在另外的相同要素。

[0056] 虽然在上文中已经参考具体实施方式对本申请进行了描述，然而在不脱离本申请

的范围的情况下，可以对其进行各种改进并且可以用等效物替换其中的部件。尤其是，只要

不存在结构冲突，本申请所披露的具体实施方式中的各项特征均可通过任意方式相互结合 

起来使用，在本说明书中未对这些组合的情况进行穷举性的描述仅仅是出于省略篇幅和节 

约资源的考虑。因此，本申请并不局限于文中公开的特定具体实施方式，而是包括落入权利

要求的范围内的所有技术方案。
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图 1

图 2
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图 3
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