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(57)摘要

本发明公开了磁微粒化学发光法α肿瘤坏

死因子测定试剂盒及制备方法。涉及生物试剂技

术领域。包括以下组分：链霉亲和素磁微粒，生物

素化的TNFα抗体，TNFα衍生物酶标试剂，校准

品和质控品。本发明反应时间短，避免了放射性

污染，延长了试剂效期，灵敏度高，测试结果准

确，简化了实验操作流程。亲和素与生物素间的

结合具有极高的亲和力，其反应呈高度专一性。

在提高灵敏度的同时，并不增加非特异性干扰。

而且结合特性不会因反应试剂的高度稀释而受

影响，在实际应用中可最大限度地降低反应试剂

的非特异作用。
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1.一种磁微粒化学发光法α肿瘤坏死因子测定试剂盒，其特征在于，包括以下组分：链

霉亲和素磁微粒，生物素化的TNFα抗体，TNFα衍生物酶标试剂，校准品和质控品。

2.根据权利要求1所述的试剂盒，其特征在于，所述生物素化TNFα抗体制备步骤如下：

1)量取TNFα抗体；

2)根据TNFα抗体分子量和生物素‑NHS分子量进行计算，称量生物素‑NHS；

3)称取生物素‑NHS，并用DMSO进行溶解；

4)在TNFα抗体中加入DMSO溶解的生物素，充分混匀后反应；

5)透析步骤4)中的反应产物得混合物；

6)用抗试剂缓冲液将混合物稀释即得生物素化TNFα抗体。

3.根据权利要求1所述的试剂盒，其特征在于，所述TNFα抗体为TNFα单克隆抗体；

步骤2)抗TNFα抗体分子量按30000计算，生物素‑NHS分子量按587计算，按照摩尔比1：

20的投料量称量生物素‑NHS；

步骤3)所述溶解的程度至生物素‑NHS终浓度为5mg/ml；

步骤4)反应时间为2h；

步骤5)透析采用截留分子量为500的透析袋；透析缓冲液为pH  7 .5的0.15M  PBS缓冲

液；

步骤6)所述稀释的程度至混合物终浓度为0.5μg/ml。

4.根据权利要求1所述的试剂盒，其特征在于，所述TNFα衍生物酶标试剂制备步骤如

下：

1)将TNFα衍生物透析后，进行活化；

2)将碱磷酶进行活化；

3)将含有TNFα的抗原，抗体活化得反应物；

4)将反应物用层析柱进行纯化，收集I峰II峰进行混合，得碱磷酶标记的TNFα衍生物；

5)用抗试剂缓冲液将碱磷酶标记的TNFα衍生物稀释至0.1μg/ml即为TNFα衍生物酶标

试剂。

5.根据权利要求4所述的试剂盒，其特征在于，步骤1)所述透析采用0.1M  PBS；所述活

化采用活化剂2‑Iminothiolane.HCl；

步骤2)所述活化采用SMCC，碱磷酶和SMCC的质量体积比为5mg/ml；

步骤3)所述活化：将含有TNFα的抗原、抗体，分别和碱磷酶按质量体积比1:1mg/ml进行

混合，2‑8℃反应18小时；

步骤4)流动相为Tris缓冲液；流速0.75ml/min；收集I峰时间：第70min；收集II峰时间：

第90min。

6.根据权利要求1所述的试剂盒，其特征在于，所述校准品制备步骤如下：

1)配制TNFα校准品缓冲液：0.05M的pH  7.4的TRIS缓冲液中加入体积比0.5％的牛血清

白蛋白，体积比0.2％防腐剂；

2)将TNFα纯品用TNFα校准品缓冲液进行稀释，校准品浓度分别为0pg/ml、10pg/ml、

100pg/ml、300pg/ml、500pg/ml和1000pg/ml的TNFα溶液，即得校准品。

7.一种利用权利要求1～6任一所述的试剂盒在非诊断治疗目的的检测α肿瘤坏死因子

的方法，其特征在于，包括以下步骤：
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1)将样本、生物素化的TNFα抗体、TNFα衍生物酶标试剂混合孵育；

2)加入链霉亲和素磁微粒，孵育；

3)磁分离，去上清；

4)洗涤；

5)加入发光底物液，测值。

8.根据权利要求7所述的方法，其特征在于，样本、生物素化的TNFα抗体、TNFα衍生物酶

标试剂和链霉亲和素磁微粒的体积比为1:1:1:1；

步骤1)孵育温度37℃，时间为30min；

步骤2)孵育温度37℃，时间为5min；

步骤3)磁场为2000GS，磁分离时间为2min；

步骤4)洗涤：3次，每次300μl洗液。
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磁微粒化学发光法α肿瘤坏死因子测定试剂盒及制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及生物试剂技术领域，更具体的说是涉及磁微粒化学发光法α肿瘤坏死

因子测定试剂盒及制备方法。

背景技术

[0002] 肿瘤坏死因子(TNF)是一种由巨噬细胞对细菌感染或其他免疫源反应自然产生的

细胞因子。是由巨噬细胞分泌的一种小分子蛋白。是一类能直接造成肿瘤细胞死亡的细胞

因子。肿瘤坏死因子与干扰素协同作用可杀死肿瘤细胞。根据其来源和结构不同分为两种

类型，即TNF－α和TNF－β。前者主要由巨噬细胞产生，LPS是诱导其产生的较强刺激剂，T细

胞和NK细胞在某些刺激因子(如PMA)作用下也可分泌TNF－α；后者主要由活化T细胞产生，T

细胞在抗原、丝裂原等刺激下可产生高水平的TNF－β。TNF－β原称淋巴毒素(1ymphotox－

in，LT)。TNF‑α主要由单核－巨噬细胞分泌；TNF‑β主要由活化的T淋巴细胞分泌，两者有相

似致热性。小剂量呈单峰热，大剂量呈双峰热；TNF在体内外均能刺激IL‑1的产生。不耐热，

70℃30min失活。

[0003] 但是，现有检测方法反应时间长，或有放射性危害，且灵敏度、检测准确率有待提

高。

[0004] 因此，如何更为准确高效的测定α肿瘤坏死因子是本领域技术人员亟需解决的问

题。

发明内容

[0005] 有鉴于此，本发明提供了磁微粒化学发光法α肿瘤坏死因子测定试剂盒及制备方

法

[0006] 为了实现上述目的，本发明采用如下技术方案：

[0007] 一种磁微粒化学发光法α肿瘤坏死因子测定试剂盒，包括以下组分：链霉亲和素磁

微粒，生物素化的TNFα抗体，TNFα衍生物酶标试剂，校准品和质控品。

[0008] 进一步的，链霉亲和素磁微粒购自北京泽诚生物技术有限公司。

[0009] 优选的：生物素化TNFα抗体制备步骤如下：

[0010] 1)量取TNFα抗体；

[0011] 2)根据TNFα抗体分子量和生物素‑NHS分子量进行计算，称量生物素‑NHS；

[0012] 3)称取生物素‑NHS，并用DMSO进行溶解；

[0013] 4)在TNFα抗体中加入DMSO溶解的生物素，充分混匀后室温反应2h；

[0014] 5)透析步骤4)中的反应产物得混合物；

[0015] 6)用抗试剂缓冲液将混合物稀释即得生物素化TNFα抗体。

[0016] 进一步的，TNFα抗体、抗试剂缓冲液购自北京泽诚生物技术有限公司。

[0017] 优选的：TNFα抗体为TNFα单克隆抗体；

[0018] 步骤2)抗TNFα抗体分子量按30000计算，生物素‑NHS分子量按587计算，按照摩尔
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比1：20的投料量称量生物素‑NHS；

[0019] 步骤3)溶解的程度至生物素‑NHS终浓度为5mg/ml；

[0020] 步骤4)反应时间为2h；

[0021] 步骤5)透析采用截留分子量为500的透析袋；透析缓冲液为pH7.5的0.15M  PBS缓

冲液；

[0022] 步骤6)稀释的程度至混合物终浓度为0.5μg/ml。

[0023] 优选的：TNFα衍生物酶标试剂制备步骤如下：

[0024] 1)将TNFα衍生物透析后，进行活化；

[0025] 2)将碱磷酶进行活化；

[0026] 3)将含有TNFα的抗原，抗体活化得反应物；

[0027] 4)将反应物用层析柱进行纯化，收集I峰II峰进行混合，得碱磷酶标记的TNFα衍生

物；

[0028] 5)用抗试剂缓冲液将碱磷酶标记的TNFα衍生物稀释至0.1μg/ml即为TNFα衍生物

酶标试剂。

[0029] 进一步的，TNFα衍生物、抗体(鼠抗)购自北京泽诚生物技术有限公司。

[0030] 优选的：步骤1)透析采用0.1MPBS；活化采用活化剂2‑Iminothiolane.HCl；

[0031] 步骤2)活化采用SMCC，碱磷酶和SMCC的质量体积比为5mg/ml；

[0032] 步骤3)活化：将含有TNFα的抗原、抗体，分别和碱磷酶按质量体积比1:1mg/ml进行

混合，2‑8℃反应18小时；

[0033] 步骤4)流动相为Tris缓冲液；流速0.75ml/min；收集I峰时间：第70min；收集II峰

时间：第90min。

[0034] 优选的：校准品制备步骤如下：

[0035] 1)配制TNFα校准品缓冲液：0.05M的pH7.4的TRIS缓冲液中加入体积比0.5％的牛

血清白蛋白，体积比0.2％防腐剂；

[0036] 2)将TNFα纯品用TNFα校准品缓冲液进行稀释，校准品浓度分别为0pg/ml、10pg/

ml、100pg/ml、300pg/ml、500pg/ml和1000pg/ml的TNFα溶液，即得校准品。

[0037] 有益效果在于：校准品形态为液态且具有良好的稳定性。

[0038] 试剂盒制备方法简单方便，检测灵敏度较高，具有良好的应用前景。

[0039] 进一步的：质控品：含有TNFα的抗体，浓度分高低两个浓度(100pg/ml，500pg/ml)，

在校准品范围内。

[0040] 本发明还提供了一种利用上述的试剂盒在非诊断治疗目的的检测α肿瘤坏死因子

的方法，其特征在于，包括以下步骤：

[0041] 1)将样本、生物素化的TNFα抗体、TNFα衍生物酶标试剂混合孵育；

[0042] 2)加入链霉亲和素磁微粒，孵育；

[0043] 3)磁分离，去上清；

[0044] 4)洗涤；

[0045] 5)加入发光底物液，测值。

[0046] 有益效果在于：生物素化的TNFα抗体与TNFα衍生物酶标试剂和样本、校准品或质

控品中的TNFα抗原结合形成“三明治”复合物。随后加入连有链霉亲和素磁微粒，生物素化
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的TNFα抗体与TNFα衍生物酶标的特异性结合使抗原抗体免疫复合物结合在磁微粒上。在外

加磁场的作用下，将免疫反应形成的复合物与未结合的其他物质分离，清洗复合物后，加入

酶促化学发光底物。底物在酶作用下被催化裂解，形成不稳定的激发态中间体，当激发态中

间体回到基态时发出光子，形成发光反应，即可使用化学发光仪检测反应的发光强度。

[0047] 优选的：样本、生物素化的TNFα抗体、TNFα衍生物酶标试剂和链霉亲和素磁微粒的

体积比为1:1:1:1；

[0048] 步骤1)孵育温度37℃，时间为30min；

[0049] 步骤2)孵育温度37℃，时间为5min；

[0050] 步骤3)磁场为2000GS，磁分离时间为2min；

[0051] 步骤4)洗涤：3次，每次300μl洗液。

[0052] 进一步的，洗液、发光底物液均购自北京泽诚生物技术有限公司。

[0053] 经由上述的技术方案可知，与现有技术相比，本发明公开提供了磁微粒化学发光

法α肿瘤坏死因子测定试剂盒及制备方法，取得的有益效果为反应体系反应时间短，避免了

放射性污染，延长了试剂效期，灵敏度高，测试结果准确，简化了实验操作流程。亲和素与生

物素间的结合具有极高的亲和力，其反应呈高度专一性。在提高灵敏度的同时，并不增加非

特异性干扰。而且结合特性不会因反应试剂的高度稀释而受影响，在实际应用中可最大限

度地降低反应试剂的非特异作用。

附图说明

[0054] 为了更清楚地说明本发明实施例或现有技术中的技术方案，下面将对实施例或现

有技术描述中所需要使用的附图作简单地介绍，显而易见地，下面描述中的附图仅仅是本

发明的实施例，对于本领域普通技术人员来讲，在不付出创造性劳动的前提下，还可以根据

提供的附图获得其他的附图。

[0055] 图1附图为本发明提供体系1曲线拟合图。

[0056] 图2附图为本发明提供体系2曲线拟合图。

[0057] 图3附图为本发明提供体系1测试血清相关性图。

[0058] 图4附图为本发明提供体系2测试血清相关性图。

具体实施方式

[0059] 下面将结合本发明实施例中的附图，对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完

整地描述，显然，所描述的实施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于

本发明中的实施例，本领域普通技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其他

实施例，都属于本发明保护的范围。

[0060] 本发明实施例公开了一种磁微粒化学发光法α肿瘤坏死因子测定试剂盒。

[0061] 实施例1

[0062] 磁微粒化学发光法α肿瘤坏死因子测定试剂盒

[0063] 包括以下几个组分：磁分离试剂(链霉亲和素磁微粒)，生物素化的TNFα单克隆抗

体，TNFα衍生物酶标试剂，校准品和质控品。

[0064] 生物素化TNFα单克隆抗体制备步骤如下：
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[0065] 1)量取1mgTNFα单克隆抗体；

[0066] 2)通过抗体分子量(30000)和生物素‑NHS分子量(587)进行计算，按照摩尔比1：20

的投料量称量生物素；

[0067] 3)称取0.4mg的生物素‑NHS，并用DMSO进行溶解至终浓度为5mg/ml；

[0068] 4)在TNFα单克隆抗体中加入DMSO溶解的生物素，充分混匀后室温(22±3℃)反应

2h；

[0069] 5)用截留分子量为500的透析袋透析步骤4)中的反应产物，得混合物，其中透析缓

冲液为pH＝7.5的0.15M  PBS缓冲液；

[0070] 6)用抗试剂缓冲液将混合物稀释至0.5μg/ml作为工作液使用。

[0071] TNFα衍生物酶标试剂制备步骤如下：

[0072] 1)将检测TNFα衍生物用0.1MPBS进行透析，然后用2‑Iminothiolane .HCl进行活

化；

[0073] 2)将碱磷酶用SMCC进行活化(碱磷酶和SMCC的质量体积比为5mg/ml)；

[0074] 3)将含有TNFα的的抗原和抗体分别和碱磷酶进行混合活化(质量体积比1:1mg/

ml)，2～8℃反应18h；

[0075] 4)将反应物用层析柱进行纯化(Tris缓冲液，流速0.75ml/min；收集I峰时间：第

70min；收集II峰时间：第90min)，收集I峰II峰进行混合后，得碱磷酶标记的TNFα衍生物；

[0076] 5)用抗试剂缓冲液将抗体‑碱磷酶稀释至0.1μg/ml即为TNFα衍生物酶标试剂。

[0077] 校准品制备步骤如下：

[0078] 1)配制TNFα校准品缓冲液：0.05M的pH  7.4的TRIS缓冲液中加入体积比0.5％的牛

血清白蛋白，体积比0.2％防腐剂。

[0079] 2)将TNFα纯品用TNFα校准品缓冲液进行稀释，校准品浓度分别为0pg/ml、10pg/

ml、100pg/ml、300pg/ml、500pg/ml和1000pg/ml的TNFα溶液，校准品形态为液态且具有良好

的稳定性。

[0080] 实施例2

[0081] 一种利用上述的试剂盒在非诊断治疗目的的检测α肿瘤坏死因子的方法反应步骤

如下：

[0082] 1)样本30μl、生物素化TNFα单克隆抗体30μl、TNFα衍生物酶标试剂30μl，孵育

30min(37℃)；

[0083] 2)加入链霉亲和素磁珠30μl，孵育5min(37℃)；

[0084] 3)磁分离2min，去上清；

[0085] 4)洗涤3次，每次300μl洗液；

[0086] 5)加入底物200μl，测值。

[0087] 对比实验

[0088] 对照组：NFα单克隆抗体包被的羧基化的磁微粒购自北京泽诚生物技术有限公司。

[0089] 同时用实施例1(体系1)，对照组(体系2)，分别用两个体系对0pg/ml、10pg/ml、

100pg/ml、300pg/ml、500pg/ml和1000pg/ml的TNFα样品做检测，同时测试同一组样本，并与

给值进行比对，数据如下表1所示：

[0090] 表1不同体系下测值与给值对比以及测值之间对比
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[0091]
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[0092]
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[0093]

[0094] 由结果可以看出，不同体系测值与给值相关性都在0.9以上，说明相关性良好，且

不同体系之间测值相关性大于0.9，说明2种体系测值一致(图1～图4)。

[0095] 因此，本发明的技术方案完全可行。

[0096] 本说明书中各个实施例采用递进的方式描述，每个实施例重点说明的都是与其他

实施例的不同之处，各个实施例之间相同相似部分互相参见即可。

[0097] 对所公开的实施例的上述说明，使本领域专业技术人员能够实现或使用本发明。

对这些实施例的多种修改对本领域的专业技术人员来说将是显而易见的，本文中所定义的

一般原理可以在不脱离本发明的精神或范围的情况下，在其它实施例中实现。因此，本发明

将不会被限制于本文所示的这些实施例，而是要符合与本文所公开的原理和新颖特点相一

致的最宽的范围。
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图1

图2
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图3

图4
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