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(57)摘要

本发明涉及均相酶免疫检测技术领域，尤其

涉及一种小分子半抗原与酶在偶联剂的作用下

脱水得到的偶联产物。首先将小分子半抗原溶解

于磷酸盐缓冲液中；然后向上述小分子半抗原溶

液中加入偶联剂、酶以及蛋白质反应得到均相酶

免疫偶联物。本发明克服了现有技术中通过均相

酶免疫法测定血清中特定抗原抗体的过程中使

用的酶偶联物容易受到个体健康状况影响，导致

测试结果可靠性不足以及偶联效率较低的缺陷，

本发明具有降低个体健康状况对测试的干扰，提

高测试结果可靠性；酶以及蛋白质与小分子半抗

原在偶联剂的作用下直接结合，无需其它桥连分

子，偶联效率高且反应条件温和；所制得的酶偶

联物水溶性好，酶活力损失较小等优点。
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1.一种均相酶免疫偶联物，其特征在于，所述的均相酶免疫偶联物为小分子半抗原与

酶及蛋白质在偶联剂的作用下脱水得到的偶联产物。

2.根据权利要求1所述的一种均相酶免疫偶联物，其特征在于，所述的小分子半抗原为

甘胆酸或3-羧基-4-甲基-5-丙基-2-呋喃丙酸中的一种；所述的酶为苹果酸脱氢酶或者甲

酸脱氢酶中的一种；所述的蛋白质为牛血清白蛋白、卵白蛋白、血蓝蛋白、卵清蛋白或多聚

赖氨酸中的一种；所述的偶联剂为1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐或二环己

基碳二亚胺中的一种或两种组合物。

3.一种如权利要求1~2中所述的均相酶免疫偶联物的制备方法，其特征在于，所述的制

备方法具体步骤如下：

（S.1）将小分子半抗原溶解于磷酸盐缓冲液中，得到小分子半抗原溶液；

（S.2）向上述小分子半抗原溶液中加入酶以及蛋白质，搅拌混合后再加入偶联剂，继续

搅拌反应得到反应液；

（S.3）将反应得到的反应液进行透析纯化，得到均相酶免疫偶联物。

4.根据权利要求3所述的一种均相酶免疫偶联物的制备方法，其特征在于，所述的步骤

（S.1）中的磷酸盐缓冲液的pH值为6~8，所述的磷酸盐缓冲液中还添加有一定的有机溶剂，

所述的有机溶剂为甲醇、二甲亚砜或者N,  N-二甲基甲酰胺中的一种。

5.根据权利要求3所述的一种均相酶免疫偶联物的制备方法，其特征在于，所述的步骤

（S.2）中蛋白质的质量与小分子半抗原的质量之比为（0.5~2）:  20。

6.根据权利要求3或5所述的一种均相酶免疫偶联物的制备方法，其特征在于，所述的

步骤（S.2）中小分子半抗原与酶的质量之比为20：（1~6），小分子半抗原与偶联体系之间的

质量比为1：（0.8~2）。

7.根据权利要求6所述的一种均相酶免疫偶联物的制备方法，其特征在于，所述的步骤

（S.2）中搅拌混合时间为10~30min，搅拌反应条件为避光2~8℃或室温反应2~8h。

8.根据权利要求3一种均相酶免疫偶联物的制备方法，其特征在于，所述的步骤（S.3）

中透析袋的通透分子大小<14KD，透析温度为4℃，6小时换液1次，连续6-8次。

9.一种如权利要求1~2中所述的均相酶免疫偶联物在均相酶免疫检测试剂体系中应

用。
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一种均相酶免疫偶联物及其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明涉及均相酶免疫检测技术领域，尤其涉及一种均相酶免疫偶联物及其制备

方法和应用。

背景技术

[0002] 均相酶免疫技术是一种基于液相均相反应体系的竞争性免疫测定技术，该技术基

于抗原-抗体反应原理，即酶标记的半抗原与其对应的抗体结合后产生空间位阻抑制酶活

力，而当样本中含有游离的小分子半抗原时，其将与酶标记的半抗原竞争性结合抗体，与抗

体结合的酶标记半抗原将得到释放，其活力也将增强，通过建立吸光值与待测物校准品浓

度的标准曲线，计算未知样本的含量。该方法反应灵敏度高、特异性强；且因为是均相酶促

反应体系，既避免了抗原、抗体分离对结果的影响，同时反应可以在较短时间内达到平衡，

利用全自动生化分析仪可实现样本的快速高通量检测。

[0003] 血清甘胆酸(Cholyglycine，CG)是胆酸与甘氨酸结合而成的结合型胆酸之一。当

肝细胞受损时，肝细胞摄取CG能力下降，致使血中CG含量增高；胆汁郁滞时，肝脏排泄胆酸

发生障碍，而返流血液循环的CG含量增高，也使血CG含量增高。因此，测定血清甘胆酸水平

是评价肝细胞功能及其肝胆系物质循环功能的敏感指标之一。

[0004] 甘胆酸也是妊娠晚期血清中最主要的胆汁酸组分，随着CG值的升高程度不同，对

母婴有着不同程度的损伤，且CG值越高危害越大。孕妇血清CG水平由于妊娠期胎盘合成和

分泌大量雌激素和孕激素以及代谢负荷增大，可能诱发肝胆系统的变化，使孕妇易患妊娠

肝内胆汁淤积症(ICP)，随ICP患者血清CG增高使羊水污染率、早产率、胎儿宫内窘迫率及剖

宫产率增高，甘胆酸增高10倍以上，这些危险进一步增加。因此，测定孕妇血清甘胆酸水平

对于及早发现ICP，降低胎儿宫内窘迫、早产等风险具有重要意义。

[0005] 3-羧基-4-甲基-5-丙基-2-呋喃丙酸(CMPF)是一种内源性的呋喃脂肪酸代谢产

物，是主要的尿毒症毒素之一，属于蛋白结合类毒素。近期的一些临床研究结果表明：血清

中CMPF  水平在妊娠糖尿病(GDM)、糖耐量受损(IGT)、2型糖尿病(T2DM)患者中明显偏高。

Shan  Zhang  等(Shan  Zhang  et  al .Circulating  3-carboxy-4-methyl-5-propyl-2-

furanpropanoic  acid(CMPF)levels  are  associated  with  hyperglycemia  andβcell 

dysfunction  in  a  Chinese  population.Scientific  Reports  7:3114.)研究表明，在糖

尿病前期及2型糖尿病一级亲属人群组血浆中，CMPF水平也出现明显偏高。Kacey 

J.Prentice等(Kacey  J.Prentice.et  al.The  furan  fatty  acid  metabolite  CMPF  is 

elevated  in  diabetes  and  induces  beta  cell  dysfunction.J.Cell  Metab.2014.19,

653-666.)研究表明：CMPF  通过作用于β-细胞，从而导致线粒体功能异常，降低葡萄糖诱导

的ATP的累积，诱导氧化应激反应，导致关键转录因子调节异常，最终降低胰岛素的生物合

成。Liu  Ying等(Liu  Ying  et  al .Rapid  elevation  in  CMPF  may  act  as  a  tipping 

point  in  diabetes  development.Cell  Rep,2016 ,  14(12):2889-2900.)研究也表明：

CMPF会降低葡萄糖刺激的胰岛素分泌，增加活性氧的形成，加速β-细胞功能紊乱，加速糖尿
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病的形成。因此，CMPF水平的检测对于及早预防及检测糖尿病具有重要意义。

[0006] 目前，血清中肝胆酸的检测主要有：放射免疫分析法(RIA)、化学发光免疫分析法 

(CLIA)、酶联免疫吸附法(ELISA)等。而检测血清中CMPF含量所公开的方法较少，目前研究

者大都采用高效液相色谱及质谱法来检测其含量，但该方法需用到高端精密仪器。近年来

对这两种化合物也有使用均相酶免疫法，但包括本公司已经公开的发明在内(例如授权公

告号：CN  106226512B)，大都使用的是葡萄糖-6-磷酸脱氢酶，该酶在人体内本身含量较高，

且其活力受个体健康状况影响较大，因而测试时血清中本身存在的葡萄糖-6-磷酸脱氢酶

对结果可能产生干扰，导致测试结果可靠性不足。同时葡萄糖-6-磷酸脱氢酶在反应过程中

酶活力损失较大，导致偶联效率相对较低。

发明内容

[0007] 本发明是为了克服现有技术中通过均相酶免疫法测定血清中特定抗原抗体的过

程中使用的酶偶联物容易受到个体健康状况影响，导致测试结果可靠性不足，同时偶联效

率较低的缺陷，提供了一种能够避免人体中的葡萄糖-6-磷酸脱氢酶对结果可能产生的干

扰，提高结果的可靠性，同时提高合成过程中偶联效率的均相酶免疫偶联物及其制备方法。

[0008] 为实现上述发明目的，本发明通过一下技术方案实现：

一种均相酶免疫偶联物，所述的均相酶免疫偶联物为小分子半抗原与酶及蛋白质在偶

联剂的作用下脱水得到的偶联产物。

[0009] 作为优选，所述的小分子半抗原为甘胆酸或3-羧基-4-甲基-5-丙基-2-呋喃丙酸

中的一种；所述的酶为苹果酸脱氢酶或者甲酸脱氢酶中的一种；述的步骤(S.2)中的蛋白质

为牛血清白蛋白(BSA)、卵白蛋白、血蓝蛋白(KLH)、卵清蛋白(OVA)或多聚赖氨酸中的一种；

所述的偶联剂为1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC)或二环己基碳二亚胺

中(DCC) 的一种或两种组合物。

[0010] 本发明中用于与小分子半抗原偶联的酶为苹果酸脱氢酶(MDH)、甲酸脱氢酶

(FDH)，其在人体中的内含量相对较少，且其在人体中的含量较为稳定，因此在测试血清过

程中，不会对结果产生干扰，使得结果的可靠性大大提升。同时，该两种酶在与本发明中的

小分子半抗原甘胆酸(CG)或者3-羧基-4-甲基-5-丙基-2-呋喃丙酸(CMPF)偶联时的效率相

较于传统的葡萄糖-6-磷酸脱氢酶而言更高。本发明所使用的小分子化合物(CG、CMPF)可与

蛋白质载体结合，最终经分离纯化可获得CG或CMPF的特异性抗体。该特异性抗体可与上述

合成的酶偶联物，根据均相酶免疫法的原理，构建CG或CMPF的检测试剂体系。因此，本发明

无论在测试结果的稳定性以及合成效率上其表现均优于现有技术，具有明显的技术进步以

及创造性。

[0011] 一种均相酶免疫偶联物的制备方法，所述的制备方法具体步骤如下：

(S.1)将小分子半抗原溶解于磷酸盐缓冲液中，得到小分子半抗原溶液；

(S.2)向上述小分子半抗原溶液中加入酶以及蛋白质，搅拌混合后再加入偶联剂，继续

搅拌反应得到反应液；

(S.3)将反应得到的反应液进行透析纯化，得到均相酶免疫偶联物。

[0012] 本发明中的均相酶免疫偶联物的制备方法制备工艺较为简单，通过具有游离氨基

(-NH2)  或者羧基(-COOH)的酶与含有游离氨基(-NH2)或者羧基(-COOH)的小分子半抗原及
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酶在偶联剂的作用下，氨基(-NH2)与羧基(-COOH)脱水形成酰胺键(-NH-CO-)，实现酶与小

分子的结合。且反应后处理简单，仅仅需要进行经过透析或切向流过滤处理即可得到较纯

的酶偶联物。

[0013] 作为优选，所述的步骤(S.1)中磷酸盐缓冲液的pH值为6～8，所述的磷酸盐缓冲液

中还添加有一定的有机溶剂，所述的有机溶剂为甲醇、二甲亚砜或者N,N-二甲基甲酰胺中

的一种。

[0014] 本发明中制得的均相酶免疫偶联物中，酶的活性在其之后的应用中有着极其重要

的作用，本发明中的磷酸盐缓冲液的pH值在6～8之间，能够防止本发明中的酶不会因为过

度的酸或碱而发生部分失活或者完全失效的现象，保证了其在后续应用中的活性。此外，由

于本发明中的某些特定小分子半抗原(例如3-羧基-4-甲基-5-丙基-2-呋喃丙酸)其在磷酸

盐缓冲液中的溶解性有限，因而需要加入一定量的有机溶剂助溶，保证各反应物之间的偶

联顺利进行，从而提升反应时的偶联效率。

[0015] 作为优选，所述的蛋白质的质量与小分子半抗原的质量之比为(0.5～2)：20。

[0016] 作为优选，所述的步骤(S.2)中小分子半抗原与酶的质量之比为20：(1～6)，小分

子半抗原与偶联剂之间的质量比为1：(0.8～1.5)。

[0017] 作为优选，所述的步骤(S.2)中搅拌混合时间为10～30min，搅拌反应条件为避光

2-8℃反应2～8h。

[0018] 作为优选，所述的步骤(S.3)中透析袋的通透分子大小<14KD，透析温度为4℃，6 

小时换液1次，连续6-8次。

[0019] 一种如前所述的均相酶免疫偶联物在均相酶免疫检测试剂体系中应用。

[0020] 本发明所合成的酶标抗原可与相对应的抗体发生特异性的结合，通过均相酶免疫

法检测反应前后酶活力的变化，可以实现对人血清样本中CG、CMPF等浓度水平的测试。

[0021] 因此，本发明具有以下有益效果：

(1)本发明采用人体中含量较少且相对稳定的酶作为反应物，降低了可能产生干扰的

概率，提高了结果的可靠性；

(2)本发明中的酶与小分子在偶联剂的作用下直接结合，无需其它桥连分子，偶联效率

高且反应条件温和；

(3)所制得的酶偶联物水溶性好，且反应过程中酶活力损失较小。

附图说明

[0022] 图1为本发明实施例7中定标结果测试图。

[0023] 图2为本发明实施例8中定标结果测试图。

具体实施方式

[0024] 下面结合具体实施例对本发明做进一步描述，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。

[0025] 本发明各实施例中的部分原料以及原料生产厂家如下表1所示，但其仅仅表示个

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。
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[0026] 表1 

名称 CAS号 购买厂家 

甘胆酸钠 863-57-0 阿拉丁 

EDC 25952-53-8 阿拉丁 

NHS 6066-82-6 苏州亚科 

MDH 9001-64-3 Roche 

FDH 9028-85-7 Roche 

CMPF 86879-39-2 TRC 

[0027] 实施例1

CG-MDH：称甘胆酸钠(200mg)溶于20mL  pH  7.6，100mM的磷酸盐缓冲液中，称15mg血蓝

蛋白(KLH)以及苹果酸脱氢酶MDH(10mg)，溶解于pH7.6，100mM的磷酸盐缓冲液中，室温搅拌

10分钟，再加入160mg水溶性1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC)粉末，  2℃

避光温和搅拌120分钟，反应结束后，装入透析袋(自由通透分子大小<14KD)，置4℃透析，每

6小时换液1次，连续6次，即可得到所需的酶偶联物CG-MDH。

[0028] 实施例2

CG-MDH：称甘胆酸钠(200mg)溶于20mL  pH  7.6，100mM的磷酸盐缓冲液中，称10mg牛血

清白蛋白(BSA)及MDH(30mg)，溶解于pH7.6，100mM的磷酸盐缓冲液中，8℃搅拌15分钟，再加

入200mg水溶性1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC)粉末，室温避光温和搅

拌180分钟，反应结束后，装入透析袋(自由通透分子大小<14KD)，置4℃透析，每6  小时换液

1次，连续6次，即可得到所需的酶偶联物CG-MDH。

[0029] 实施例3

CG-FDH：称甘胆酸钠(200mg)溶于20mL  pH  7.6，100mM的磷酸盐缓冲液中，称5mg血蓝蛋

白(KLH)及FDH(50mg)，溶解于pH6，100mM的磷酸盐缓冲液中，室温搅拌15分钟，再加入250mg

水溶性二环己基碳二亚胺粉末(DCC)，2℃避光温和搅拌8h，反应结束后，装入透析袋(自由

通透分子大小<14KD)，置4℃透析，每6小时换液1次，连续8次，即可得到所需的酶偶联物CG-

FDH。

[0030] 实施例4

CMPF-FDH：称取CMPF(100mg)，用10mL二甲亚枫溶解，称10mg多聚赖氨酸(德国Roche 公

司)及甲酸脱氢酶FDH(30mg)溶解于pH7.2，100mM的磷酸盐缓冲液中，室温搅拌30分钟，再加

入125mg水溶性1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC)粉末及75mg水溶性二环

己基碳二亚胺粉末(DCC)，室温避光温和搅拌360分钟，反应结束后，装入透析袋  (自由通透

分子大小<14KD)，置4℃透析，每6小时换液1次，连续6次，即可得到所需的酶偶联物CMPF-

FDH。

[0031] 实施例5

CMPF-MDH：称取CMPF(100mg)，用10mL  N,N-二甲基甲酰胺溶解，称10mg卵清蛋白(OVA) 

及MDH(25mg)溶解于pH8，100mM的磷酸盐缓冲液中，室温搅拌20分钟，再加入150mg  水溶性

二环己基碳二亚胺(DCC)粉末，室温避光温和搅拌5h，反应结束后，装入透析袋(自由通透分

子大小<14KD)，置4℃透析，每6小时换液1次，连续7次，即可得到所需的酶偶联物CMPF-MDH。

[0032] 实施例6
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CMPF-FDH：称取CMPF(100mg)，用10mL甲醇溶解，称8mg多聚赖氨酸(德国Roche公司) 以

及FDH(25mg)溶解于pH8，100mM的磷酸盐缓冲液中，室温搅拌20分钟，再加入200mg  水溶性

1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC)，室温避光温和搅拌5h，反应结束后，装

入透析袋(自由通透分子大小<14KD)，置4℃透析，每6小时换液1次，连续7次，即可得到所需

的酶偶联物CMPF-FDH。

[0033] 实施例1～6中合成得到的酶偶联物CG-MDH、酶偶联物CMPF-FDH、酶偶联物  CMPF-

MDH及酶偶联物CG-FDH可以用于测定血清中CG或CMPF的含量。

[0034] 血清CG及CMPF测定的具体实施方案如下：

实施例7

血清CG的测试采用苹果酸脱氢酶法进行。

[0035] 试剂R1：三羟甲基氨基甲烷(Tris-HCl)缓冲液50mM，pH6.8；甘胆酸抗体5mg/L(杭

州博谱医药科技有限公司)，0.05％吐温20，0.1％PC-300，0.8％NaCl，1mM  NAD。

[0036] 试剂R2：三羟甲基氨基甲烷(Tris-HCl)缓冲液50mM，pH6.8；甘胆酸-MDH偶联物(酶

偶联物CG-MDH)100U/L(实施例1以及实施例2中制备得到)，0.05％吐温20，0.1％PC-300， 

0.5％BSA。

[0037] 标准液配制：精确称取美国Sigma公司甘氨胆酸钠盐(纯度97％)1 .000mg溶解于

12.5  mL三羟甲基氨基甲烷(Tris-HCl)缓冲液50mM，pH6.8，内含5g/L  BSA；甘氨胆酸浓度为

80 μg/mL，然后再用内含5g/L  BSA，50mM三羟甲基氨基甲烷(Tris-HCl)缓冲液作倍比稀释

为40 μg/mL、20μg/mL、10μg/mL、2.5μg/mL、1.25μg/mL和0μg/mL等。

[0038] 质控品配制：精确称取美国Sigma公司甘氨胆酸钠盐(纯度97％)1 .000mg溶解于

6.25  mL三羟甲基氨基甲烷(Tris-HCl)缓冲液50mM，pH6.8，内含5g/L  BSA；甘氨胆酸浓度为

160 μg/mL，然后再用健康人新鲜血清作1:8和1:32稀释，即甘氨胆酸浓度分别为20μg/mL和

5 μg/mL。

[0039] 检测步骤：

反应类型：速率法 温度：37℃ 比色杯光径：0.6cm

主/副波长：340nm/405nm 单位：U/ml 反应方向：上升
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[0040] 结果确定：

计算校准品吸光度的差值(A校准-A空白)，建立合适的数学模(非线性)如Logit-Log

等，拟合成多点定标的校准曲线。根据校准曲线的反应变化幅度、线性范围、相关系数和反

应可重复性确定血清甘氨胆酸含量，其定标结果如图1所示。

[0041] 血清CMPF测试采用甲酸脱氢酶法进行。

[0042] 试剂R1：磷酸盐缓冲液50mM，pH6 .8；CMPF抗体5mg/L(杭州博谱医药科技有限公

司)，0.05％吐温80，0.1％PC-300，0.8％NaCl，1mM  NAD。

[0043] 试剂R2：磷酸盐缓冲液50mM，pH  7.0；CMPF-FDH偶联物100U/L(实施例4以及实施例

6中制备得到)，0.05％吐温80，0.1％PC-300，0.5％BSA。

[0044] 标准液配制：精确称取CMPF(纯度99％)1 .000mg溶解于12.5mL磷酸盐缓冲液50 

mM，pH6.8，内含5g/L  BSA；CMPF浓度为80μg/mL，然后再用内含5g/L  BSA，50mM的磷酸盐缓冲

液作倍比稀释为40μg/mL、20μg/mL、8μg/mL、4μg/mL、2μg/mL和0μg/mL等。

[0045] 质控品配制：精确称取CMPF(纯度99％)1 .000mg溶解于6.25mL磷酸盐缓冲液50 

mM，pH6.8，内含5g/L  BSA；CMPF浓度为160μg/mL，然后再用健康人新鲜血清作1:8和  1:32稀

释，即CMPF浓度分别为20μg/mL和5μg/mL。

[0046] 检测步骤：

反应类型：速率法 温度：37℃ 比色杯光径：0.6cm

主/副波长：340nm/405nm 单位：U/ml 反应方向：上升

[0047] 结果确定：

计算校准品吸光度的差值(A校准-A空白)，建立合适的数学模(非线性)如Logit-Log

等，拟合成多点定标的校准曲线。根据校准曲线的反应变化幅度、线性范围、相关系数和反

应可重复性确定血清CMPF含量，其定标结果如图2所示。
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图2
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