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本发明涉及一种消除免疫反应假阳性的试

剂，包含缓冲液A、活化液、载体蛋白、封闭剂以及

缓冲液B。本发明试剂能有效解决免疫反应假阳

性问题，且不影响真阳样本的信号值，提高试剂

特异性。
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1.一种消除免疫反应假阳性的试剂，其特征在于：其由缓冲液A、活化物、载体蛋白、封

闭物和缓冲液B制备而成，所述活化物与载体蛋白质量比为1:4～4:1；所述封闭物与载体蛋

白质量比为1:4～4:1；其中所述载体蛋白为BSA或酪蛋白或卵清蛋白的一种或几种，所述封

闭物为BSA或酪蛋白或卵清蛋白的一种或几种，所述活化物为EDC.HCL或DCC的一种或两种，

所述缓冲液A为不含氨基缓冲液，所述缓冲液B为含氨基缓冲液；且该试剂由以下步骤制备

而成：

步骤一：将载体蛋白加入缓冲液A中，混匀；

步骤二：将活化物溶于缓冲液A中，混匀，活化液制备完成；

步骤三：将步骤二制备的活化液加入步骤一溶液中，混匀；

步骤四：将封闭物溶于缓冲液B中，混匀，封闭剂制备完成；

步骤五：将步骤四制备的封闭剂加入步骤三溶液中，混匀。

2.如权利要求1所述消除免疫反应假阳性的试剂，其特征在于，所述活化物与载体蛋白

质量比为1:2。

3.如权利要求1所述消除免疫反应假阳性的试剂，其特征在于，所述封闭物与载体蛋白

质量比为1:1。

4.如权利要求1所述消除免疫反应假阳性的试剂，其特征在于，所述缓冲液A为MES缓冲

液。

5.如权利要求4所述消除免疫反应假阳性的试剂，其特征在于，所述缓冲液A浓度为

0.025mol/L-0.1mol/L，PH为5～7。

6.如权利要求1所述消除免疫反应假阳性的试剂，其特征在于，所述缓冲液B为Tris缓

冲液。

7.如权利要求6所述消除免疫反应假阳性的试剂，其特征在于，所述缓冲液B浓度为

0.1mol/L-1mol/L,PH为6～8。

8.一种试剂盒，其特征在于：包含如权利要求1-7任一项所述的消除免疫反应假阳性的

试剂。
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一种消除免疫反应假阳性的试剂

技术领域

[0001] 本发明属于生物技术领域，具体涉及一种消除免疫反应假阳性的试剂。

背景技术

[0002] 化学发光免疫分析(chemiluminescence  immunoassay,CLIA) ,是将具有高灵敏度

的化学发光测定技术与高特异性的免疫反应相结合，用于各种抗原、半抗原、抗体、激素、

酶、脂肪酸、维生素和药物等的检测分析技术。

[0003] 化学发光免疫分析包含两个部分,即免疫反应系统和化学发光分析系统。羧基磁

珠是免疫反应系统中最常见的载体，其原理是借助交联在磁珠表面的羧基与抗原或抗体的

氨基结合，从而达到包被抗原或抗体的目的，抗原或抗体结合到磁珠上后，通常采用BSA或

Tris等含有氨基的蛋白或溶液去封闭未结合的羧基，以减少羧基磁珠与无关物质的结合。

该技术原理有很多文献报道，如“王东升等，抗体包被免疫磁珠的研制及其应用，细胞与分

子免疫学杂志(JCell  Mol  Immunol)2001；17(3)”，该文献公开了一种抗体免疫磁珠的制备

方法，利用含BSA的PBS缓冲液，封闭磁珠表面未被结合的活性基团，减少磁珠与无关生物物

质的非特异性结合。在磁珠包被抗原或抗体过程中，有大量羧基和氨基反应，形成了酰胺键

或其他中间体，因此有较多由羧基磁珠本身吸附而出现的假阳样本，即使没有包被任何抗

原或抗体的裸磁珠，在经过活化和封闭过程后，样本中的IgG抗体同样会直接吸附在磁珠

上，引起假阳反应。通常我们会认为是羧基磁珠的封闭不完全而导致这类假阳反应，因此我

们会着重寻找更有效的封闭羧基的试剂或方法，但我们却忽略了羧基磁珠包被的实质是羧

基和氨基的反应，而羧基和氨基的反应不可避免会引入酰胺键或其他中间体，对于整个体

系而言，酰胺键或其他中间体本身就是新出现的物质，并且该类物质结合在磁珠端，也有可

能会直接吸附IgG抗体而引起假阳反应。因此，我们需要寻找一种试剂或方法，能解决上述

这种由羧基和氨基反应而出现的假阳问题，从而提高试剂的特异性。

发明内容

[0004] 本发明所要解决的是免疫反应在磁珠包被抗原或抗体过程中，由羧基和氨基反应

形成的酰胺键或其他中间体，结合在磁珠端后，可能会直接吸附IgG抗体而引起假阳反应，

致使试剂特异性降低的问题。为了实现上述目的，本发明提供一种消除免疫反应假阳性的

试剂。

[0005] 该试剂包含以下成分：

[0006] 缓冲液A、活化液、载体蛋白、封闭剂以及缓冲液B；

[0007] 所述活化液中活化物与载体蛋白质量比为1:4～4:1，优选为1:2,；所述封闭剂中

封闭物与载体蛋白质量比为1:4～4:1，优选为1:1。

[0008] 进一步地，

[0009] 所述缓冲液A为不含氨基缓冲液，优选为MES缓冲液；

[0010] 所述载体蛋白为含羧基蛋白，优选为BSA或酪蛋白或卵清蛋白的一种或几种；
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[0011] 所述活化液中活化物为EDC.HCL或DCC的一种或两种；

[0012] 所述封闭剂中封闭物为含氨基蛋白，优选为BSA或酪蛋白或卵清蛋白的一种或几

种；

[0013] 所述缓冲液B为含氨基缓冲液，优选为Tris缓冲液。

[0014] 更进一步地，

[0015] 所述缓冲液A浓度为0.025mol/L-0.1mol/L，PH为5～7；

[0016] 所述缓冲液B浓度为0.1mol/L-1mol/L，PH为6～8。

[0017] 本发明试剂由以下步骤制备而成：

[0018] 步骤一：将载体蛋白加入缓冲液A中，混匀；

[0019] 步骤二：将活化物溶于缓冲液A中，混匀，活化液制备完成；

[0020] 步骤三：将步骤二制备的活化液加入步骤一溶液中，混匀；

[0021] 步骤四：将封闭物溶于缓冲液B中，混匀，封闭剂制备完成；

[0022] 步骤五：将步骤四制备的封闭剂加入步骤三溶液中，混匀，本发明试剂制备完成。

[0023] 本发明还提供一种试剂盒，其包含上述消除免疫反应假阳性的试剂。

[0024] 本发明提供的一种消除免疫反应假阳性的试剂，具有以下优点：

[0025] 1、能有效解决免疫反应在磁珠包被抗原或抗体过程中，由羧基和氨基反应形成的

酰胺键或其他中间体，结合在磁珠端后，可能会直接吸附IgG抗体而引起假阳反应，致使试

剂特异性降低的问题；

[0026] 2、不影响真阳样本的信号值，提高试剂特异性。

具体实施方式

[0027] 本发明试剂涉及组份配制方法：

[0028] 1、0.1mol/L  MES溶液配制：称取19.52g  MES溶于1L纯化水中,用NaOH调PH值至5.8

～6.2；

[0029] 2、10mg/ml  EDC.HCL溶液配制：称取10mg的EDC.HCL溶于1ml2～8度冷藏放置的MES

溶液中；

[0030] 3、10mg/ml  DCC溶液配制：称取10mg的DCC溶于1ml  DMSO中

[0031] 4、作为载体蛋白，10mg/ml  BSA溶液配制：称取10mg  BSA，溶于1ml  0.1mol/LMES溶

液中；

[0032] 5、作为载体蛋白，10mg/ml酪蛋白溶液配制：称取10mg酪蛋白，溶于1ml  0 .1mol/

LMES溶液中；

[0033] 6、作为载体蛋白，10mg/ml卵清蛋白溶液配制：10mg卵清蛋白，溶于1ml  0 .1mol/

LMES溶液中；

[0034] 7、1mol/L  Tris溶液配制：称取121.1g  Tris溶于1L纯化水中,用浓HCL调PH值至

7.3～7.4；

[0035] 8、作为封闭剂，10mg/ml  BSA溶液配制：称取10mg  BSA，溶于1ml  1mol/L  Tris溶

液；

[0036] 9、作为封闭剂，10mg/ml酪蛋白溶液配制：称取10mg酪蛋白，溶于1ml  1mol/L  Tris

溶液；
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[0037] 10、作为封闭剂，10mg/ml卵清蛋白溶液配制：称取10mg卵清蛋白，溶于1ml  1mol/L 

Tris溶液；

[0038] 11、TBST溶液配制：称取3.03g  Tris溶于1L纯化水中，再向上述溶液中加入8.775g 

NaCl，用HCL溶液调PH值至7.3～7.4。

[0039] 本发明涉及试剂来源如下：

[0040] MES(苏州亚科Cat：M0006)

[0041] EDC.HCL(苏州亚科Cat：E0009)

[0042] DCC(Sigma  Cat：BCBM3570V)

[0043] Tris(ANGUS)

[0044] BSA(BOVOGEN  Cat：BSAS  1.0)

[0045] 酪蛋白(Sigma  Cat：SLBF5266V)

[0046] 卵清蛋白(Sigma  Cat：S7951)

[0047] NaOH(广东光华科技股份有限公司分析纯)

[0048] DMSO(成都长联化工试剂有限公司化学纯)

[0049] HCL(成都科隆化学品有限公司分析纯)

[0050] 磁微粒(四川迈克生物新材料技术有限公司LOT:XCL1137)

[0051] RNP抗原(四川迈克生物新材料技术有限公司Cat:XCL1104)

[0052] SCL-70抗原(四川迈克生物新材料技术有限公司Cat:XCL1105)

[0053] HRP-抗人IgG抗体(四川迈克生物新材料技术有限公司Cat:XCL1158)

[0054] Anti-RNP  Control(Bio-Rad  Laboratories  Cat:Liquichek

[0055] TMAutoimmune  Controls116)

[0056] Anti-Scl-70Control(Bio-Rad  Laboratories  Cat:Liquichek

[0057] TMAutoimmune  Controls117)

[0058] 随机临床样本(四川省人民医院临床样本收集)

[0059] 样本稀释液4号(迈克生物股份有限公司Cat:IM4212464)

[0060] 在以下实施例中，以自身免疫性疾病检测项目中的RNP和SCL-70两个项目为例，分

别向上述两个项目试剂盒中加入本发明试剂，并设定为实验组，对照组为原始的不加本发

明试剂的试剂盒。同时用实验组和对照组的试剂盒检测对应项目的主校准品和随机临床样

本(已确定这些随机临床样本为以上两个项目的阴性样本)。比较实验组和对照组校准品和

随机临床样本检测信号值。

[0061] 本发明中，实验组与对照组信号值差异定义如下：

[0062] 实验组与对照组差异＝(实验组检测信号值/对照组检测信号值)*100％

[0063] 主校准品检测实验组与对照组差异值越接近100％越好；

[0064] 随机临床样本检测实验组与对照组差异值越小越好。

[0065] 实施例一本发明试剂制备方法

[0066] 分别按以下试剂组份比例(方案一至方案五)制备本发明试剂：
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[0067]

[0068] 步骤一：将载体蛋白BSA加入缓冲液A中，混匀；

[0069] 步骤二：将EDC.HCL溶于缓冲液A中，混匀，活化液制备完成；

[0070] 步骤三：将步骤二制备的活化液加入步骤一溶液中，混匀；

[0071] 步骤四：将BSA溶于缓冲液B中，混匀，封闭剂制备完成；

[0072] 步骤五：将步骤四制备的封闭剂加入步骤三溶液中，混匀，本发明试剂制备完成。

[0073] 实施例二RNP、SCL-70项目实验

[0074] (一)RNP项目

[0075] RNP项目主校准品制备方法如下：

[0076] CAL1:样本稀释液4号

[0077] CAL2:样本稀释液4号将Anti-RNP  Control高值点稀释4096倍

[0078] CAL3:样本稀释液4号将Anti-RNP  Control高值点稀释512倍

[0079] CAL4:样本稀释液4号将Anti-RNP  Control高值点稀释128倍

[0080] CAL5:样本稀释液4号将Anti-RNP  Control高值点稀释32倍

[0081] CAL6:样本稀释液4号将Anti-RNP  Control高值点稀释16倍

[0082] RNP项目R1试剂制备方法如下：

[0083] 1、清洗：取适量磁微粒，用0.1mol/L  MES清洗磁微粒4次，再用0.1mol/L  MES重悬

磁微粒，使其浓度为10mg/ml；

[0084] 2、活化：取现配EDC.HCL溶液，按EDC.HCL与磁微粒质量比1:20的比例向重悬好的

磁微粒中加入EDC.HCL溶液，涡旋混匀后，室温水平混匀30分钟；

[0085] 3、包被：按抗原与磁微粒质量比为1:2000的包被比例向上述活化好的磁微粒中加

入需包被的RNP抗原，涡旋混匀后，室温水平混匀12小时；

[0086] 4、再活化：取现配EDC.HCL溶液，按EDC.HCL与磁微粒质量比1:20的比例向包被好

RNP抗原的磁微粒中再次加入EDC.HCL溶液，涡旋混匀后，室温水平混匀2小时；

[0087] 5、封闭：向上述磁微粒中加入1mol/L  Tris溶液，室温水平混匀3小时；

[0088] 6、清洗：用TBST溶液清洗上述磁微粒5次，完成R1试剂制备。

[0089] 将RNP项目R1试剂中分别加入本发明实施例一(方案一至方案五)试剂，配套HRP-

抗人IgG抗体，设置为实验组一至实验组五。RNP项目不加本发明试剂的R1试剂配套HRP-抗

人IgG抗体作为对照组。用实验组和对照组试剂盒分别检测RNP项目主校准品和随机临床样

本。分别计算实验组一至实验组五与对照组差异。实验结果见表1。

[0090] 表1
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[0091]

[0092] (二)SCL-70项目

[0093] SCL-70项目主校准品制备方法如下：

[0094] CAL1:样本稀释液4号

[0095] CAL2:样本稀释液4号将Anti-Scl-70Control高值点稀释4096倍

[0096] CAL3:样本稀释液4号将Anti-Scl-70Control高值点稀释512倍

[0097] CAL4:样本稀释液4号将Anti-Scl-70Control高值点稀释256倍

[0098] CAL5:样本稀释液4号将Anti-Scl-70Control高值点稀释64倍

[0099] CAL6:样本稀释液4号将Anti-Scl-70Control高值点稀释32倍

[0100] SCL-70项目R1试剂制备方法如下：

[0101] 1、清洗：取适量磁微粒，用0.1mol/L  MES清洗磁微粒4次，再用0.1mol/L  MES重悬

磁微粒，使其浓度为20mg/ml；

[0102] 2、活化：取现配DCC溶液，按DCC与磁微粒质量比1:1的比例向重悬好的磁微粒中加

入DCC溶液，涡旋混匀后，室温水平混匀30分钟；

[0103] 3、包被：按抗原与磁微粒质量比为1:200的包被比例向上述活化好的磁微粒中加

入需包被的SCL-70抗原，涡旋混匀后，室温水平混匀12小时；

[0104] 4、再活化：取现配DCC溶液，按DCC与磁微粒质量比1:1的比例向包被好SCL-70抗原

的磁微粒中再次加入DCC溶液，涡旋混匀后，室温水平混匀2小时；

[0105] 5、封闭：向上述磁微粒中加入1mol/L  Tris溶液、10％BSA溶液以及10％酪蛋白溶

液的混合封闭液，室温水平混匀3小时；

[0106] 6、清洗：用PBS溶液清洗上述磁微粒5次，完成SCL-70项目R1试剂配制。

[0107] 将SCL-70项目R1试剂中分别加入本发明实施例一(方案一至方案五)试剂，配套

HRP-抗人IgG抗体，设置为实验组一至实验组五。SCL-70项目不加本发明试剂的R1试剂配套

HRP-抗人IgG抗体作为对照组。用实验组和对照组试剂盒分别检测SCL-70项目主校准品和

随机临床样本。分别计算实验组一至实验组五与对照组差异。实验结果见表2。

[0108] 表2
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[0109]

[0110] 比较上述两个项目校准品和随机临床样本检测结果，实验组与对照组差异可看

出：实验组试剂对校准品测值影响较小；对个别随机临床样本而言，却能明显降低其检测信

号值，有效消除假阳反应。

[0111] 实施例三本发明试剂制备组份筛选实验

[0112] 将本发明实施例一方案二中活化液中活化物替换为DCC，载体蛋白替换为酪蛋白，

封闭剂中封闭物替换为酪蛋白溶于缓冲液B中，形成实验组二(A)；将本发明实施例一方案

二中活化物替换为DCC，载体蛋白替换为卵清蛋白，封闭剂中封闭物替换为卵清蛋白溶于缓

冲液B中，形成实验组二(B)。按照实施例二方法分别对RNP、SCL-70项目检验，实验结果见表

3、表4。

[0113] 表3

[0114]
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[0115] 表4

[0116]

[0117] 在本发明制备过程中,发明人经过多次实验表明，将活化液中活化物EDC替换为

DCC，或同时使用两种；将载体蛋白替换为酪蛋白或卵清蛋白或同时使用多种；将封闭剂中

封闭物替换为酪蛋白或卵清蛋白或同时使用多种，只要活化物、封闭物总质量与载体蛋白

总质量之比符合以上实施例的要求，都不会对实验结果产生影响。

[0118] 以上内容是结合具体的优选实施方式对本发明所作的进一步详细说明，不能认定

本发明的具体实施只局限于这些说明。对于本发明所属技术领域的普通技术人员来说，在

不脱离本发明构思的前提下，还可以做出若干简单推演或替换，都应当视为属于本发明的

保护范围。
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