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(57)摘要

本发明的试剂盒采用基因重组Renilla-多

抗原融合蛋白来检测血清中的乳腺癌相关自身

免疫抗体，具有较高灵敏度与特异性，为乳腺癌

的诊断提供依据，为进一步病理学诊断提供筛选

条件。检测快速方便，检测结果准确，对患者无伤

害且无放射免疫的污染，可以满足临床诊断的需

要，尤其是基层医疗机构和社区全科医生的需

求，市场前景广阔。
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1.一种乳腺癌自身免疫抗体检测试剂盒，其特征在于，所述试剂盒含有融合蛋白、缓存

液1、酶底物、缓存液2、阴性对照品、阳性对照品与96孔板。

2.根据权利要求1所述的一种乳腺癌自身免疫抗体检测试剂盒，其特征在于，所述融合

蛋白由以下方法制备：选取荧光素酶基因和多抗原基因的目的序列HER2抗原基因序列、

MUC1抗原基因序列，进行PCR扩增，在kpnl位点GGTACC引入限制性内切酶，获得目的片段，做

凝胶电泳进行鉴定；

根据HER2基因序列Genebank：NC_000017.11设计引物，

正向引物5′CGGGGTACCCCGATGCCCCGG3′，

反向引物5′TGCTCTAGATCACACTGG3′，以健康人血清为模板，PCR扩增基因；

根据MUC1基因序列Genebank：NC_000001.11设计引物，

正向引物5′CGGGGTACCCCGATGACACCG3′，

反向引物5′TGCTCTAGACTACAAGTT3′，以健康人血清为模板，PCR扩增基因；

将获得的目的片段与PA0815载体质粒分别进行kpnl和xbal双酶切，并使用T4连接酶将

目的基因与载体基因连接得到重组质粒；

质粒转化与扩繁提取：

将重组质粒转化到感受态大肠杆菌中，进行大肠杆菌菌种扩繁，提取重组质粒；

融合蛋白的获取：

将293改良细胞复苏后37℃，5％二氧化碳培养箱，DMEM培养基培养40-60h，进行细胞传

代继续培养40-60h后使用重组质粒进行细胞转染实验，继续在相同条件下培养48h后，使用

0.01～0.02mol/L，pH7.0～8.0PBS缓冲液收集细胞；

重组融合蛋白的纯化：

将收集的细胞用硫酸铵沉淀法进行分级沉淀，沉淀物经0.05～0.08mol/L  Tris-Hcl缓

冲液冲洗2～3次，后冻干备用；

所得融合蛋白用0.01～0.02mol/L，pH7.0～8.0PBS磷酸盐缓冲液进行一定倍数的梯度

稀释得融合蛋白稀释液，要求融合蛋白稀释液每10微升中有107个荧光单位。

3.根据权利要求2所述的一种乳腺癌自身免疫抗体检测试剂盒，其特征在于，所述荧光

素酶基因为Ranilla荧光素酶基因。

4.根据权利要求2所述的一种乳腺癌自身免疫抗体检测试剂盒，其特征在于，细胞转染

实验的方法为磷酸钙转染方法。

5.一种如权利要求1所述的乳腺癌自身免疫抗体检测试剂盒的制备方法，其特征在于，

所述制备方法为：

荧光素酶基因与抗原基因的融合载体的构建：

选取荧光素酶基因和多抗原基因的目的序列HER2抗原基因序列、MUC1抗原基因序列，

进行PCR扩增，在kpnl位点GGTACC引入限制性内切酶，获得目的片段，做凝胶电泳进行鉴定；

根据HER2基因序列Genebank：NC_000017.11设计引物，

正向引物5′CGGGGTACCCCGATGCCCCGG3′，

反向引物5′TGCTCTAGATCACACTGG3′，以健康人血清为模板，PCR扩增基因；

根据MUC1基因序列Genebank：NC_000001.11设计引物，

正向引物5′CGGGGTACCCCGATGACACCG3′，
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反向引物5′TGCTCTAGACTACAAGTT3′，以健康人血清为模板，PCR扩增基因；

将获得的目的片段与PA0815载体质粒分别进行kpnl和xbal双酶切，并使用T4连接酶将

目的基因与载体基因连接得到重组质粒；

质粒转化与扩繁提取：

将重组质粒转化到感受态大肠杆菌中，进行大肠杆菌菌种扩繁，提取重组质粒；

融合蛋白的获取：

将293改良细胞复苏后37℃，5％二氧化碳培养箱，DMEM培养基培养40-60h，进行细胞传

代继续培养40-60h后使用重组质粒进行细胞转染实验，继续在相同条件下培养48h后，使用

0.01～0.02mol/L，pH7.0～8.0PBS缓冲液收集细胞；

重组融合蛋白的纯化：

将收集的细胞用硫酸铵沉淀法进行分级沉淀，沉淀物经0.05～0.08mol/L  Tris-Hcl缓

冲液冲洗2～3次，后冻干备用；

所得融合蛋白用0.01～0.02mol/L，pH7.0～8.0PBS磷酸盐缓冲液进行一定倍数的梯度

稀释得融合蛋白稀释液，要求融合蛋白稀释液每10微升中有107个荧光单位。

6.一种如权利要求1所述的乳腺癌自身免疫抗体检测试剂盒的应用，其特征在于，反应

体系的组成：融合蛋白、PBS缓冲液、荧光素酶底物、标准品、检测样品；

1.融合蛋白准备：用2ml  ddH2O复溶融合蛋白冻干粉，吸打混匀并转移至2mlEP管中，

12000rpm离心1min，转移上清至另一新的离心管中，4℃保存备用；

2.试剂用量及孵育：在酶标板中，分别加入检测样品与阴阳性对照品，加入孵育缓冲

液，采用一步法进行孵育；

3.孵育：在微孔中加入10ul样品，20ul融合蛋白，70ul孵育缓冲液的混合液100ul/孔，

置全自动荧光测定仪中30℃，300rpm振荡孵育60min；

4.洗涤：孵育结束后弃上清，每孔加入200ul  PBS，弃上清，扣干，再重复四次，共五次；

5.检测：加入70ulPBS，再加入现配的30ul  1×底物，立即检测。
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一种乳腺癌自身免疫抗体检测试剂盒及其制备方法与应用

技术领域

[0001] 本发明涉及试剂盒，尤其涉及一种检测快速方便，检测结果准确，对患者无伤害且

无放射免疫的污染，可以满足临床诊断的需要的乳腺癌自身免疫抗体检测试剂盒及其制备

方法与应用。

背景技术

[0002] 目前市场上检测乳腺癌相关的检测试剂盒一般检测的肿瘤标志物一般为抗原、易

感基因与抑癌基因以及表皮生长因子受体-2(Her-2)等，具体如下：

癌胚抗原(CEA)、铁蛋白、单克隆抗体CA(CA153、CA549)、表皮生长因子受体-2(Her-2)、

雌激素，孕激素，雌激素受体和孕激素受体(ER、PR)、上皮生长因子受体(EGFR)、抑癌基因

P53、易感基因BRCA1、BRCA2、自身抗体MMP-7以及IGBR、CD117、BCL-2、PCNA等。

[0003] 关于自身免疫抗体的检测试剂盒较少。已有的较少的试剂盒一般采用酶联免疫法

(ELISA)，或者胶体金的方法。

[0004] ELISA：将抗原重组蛋白包被在酶标板上，使用惰性蛋白封闭后使用。在酶标孔中

加入标准品或样品进行孵育，再加入联有辣根过氧化物酶的抗人IgG的抗体后继续反应，加

入底物反应，终止反应后测得OD450nm的吸光度值，即可反应样本中目标抗体的含量。

[0005] 首先目前市场上存在的自身免疫抗体检测试剂盒较少，其他类别肿瘤标志物对于

疾病诊断结果的判断依据不如自身免疫抗体的指标精确。

[0006] 其次酶联免疫法(ELISA)的方法检测耗时长，结果测定不准确，特异性与灵敏度不

高，影响结果准确性的干扰因素较多。

发明内容

[0007] 本发明的目的在于为了解决现有乳腺癌相关的检测试剂盒较少，检测耗时长，结

果测定不准确，特异性与灵敏度不高，影响结果准确性的干扰因素较多的缺陷而提供一种

检测快速方便，检测结果准确，对患者无伤害且无放射免疫的污染，可以满足临床诊断的需

要的乳腺癌自身免疫抗体检测试剂盒。

[0008] 本发明另一个目的是为了提供该试剂盒的制备方法与应用。

[0009] 为了实现上述目的，本发明采用以下技术方案：

一种乳腺癌自身免疫抗体检测试剂盒，所述试剂盒含有融合蛋白、缓存液1、酶底物、缓

存液2、阴性对照品、阳性对照品与96孔板。

[0010] 在本技术方案中，本发明的试剂盒，使用化学发光免疫的方法，使用荧光素酶与抗

原连接的融合蛋白进行目的抗体的筛选，加入底物后通过测定荧光检测值的大小来定量的

判定样本中目的抗体的含量，通过综合数据分析后，为临床早期筛选与诊断癌症时期提供

有效的依据。该试剂盒采用基因重组Renilla-多抗原融合蛋白来检测血清中的乳腺癌相关

自身免疫抗体，具有较高灵敏度与特异性，为乳腺癌的诊断提供依据，为进一步病理学诊断

提供筛选条件。检测快速方便，检测结果准确，对患者无伤害且无放射免疫的污染，可以满
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足临床诊断的需要，尤其是基层医疗机构和社区全科医生的需求，市场前景广阔。

[0011] 作为优选，所述融合蛋白由以下方法制备：选取荧光素酶基因和多抗原基因的目

的序列HER2抗原基因序列、MUC1抗原基因序列，进行PCR扩增，在kpnl位点GGTACC引入限制

性内切酶，获得目的片段，做凝胶电泳进行鉴定；

根据HER2基因序列Genebank：NC_000017.11设计引物，

正向引物5′CGGGGTACCCCGATGCCCCGG3′，

反向引物5′TGCTCTAGATCACACTGG3′，以健康人血清为模板，PCR扩增基因；

根据MUC1基因序列Genebank：NC_000001.11设计引物，

正向引物5′CGGGGTACCCCGATGACACCG3′，

反向引物5′TGCTCTAGACTACAAGTT3′，以健康人血清为模板，PCR扩增基因；

将获得的目的片段与PA0815载体质粒分别进行kpnl和xbal双酶切，并使用T4连接酶将

目的基因与载体基因连接得到重组质粒；

质粒转化与扩繁提取：

将重组质粒转化到感受态大肠杆菌中，进行大肠杆菌菌种扩繁，提取重组质粒；

融合蛋白的获取：

将293改良细胞复苏后37℃，5％二氧化碳培养箱，DMEM培养基培养40-60h，进行细胞传

代继续培养40-60h后使用重组质粒进行细胞转染实验，继续在相同条件下培养48h后，使用

0.01～0.02mol/L，pH7.0～8.0PBS缓冲液收集细胞；

重组融合蛋白的纯化：

将收集的细胞用硫酸铵沉淀法进行分级沉淀，沉淀物经0.05～0.08mol/L  Tris-Hcl缓

冲液冲洗2～3次，后冻干备用；

所得融合蛋白用0.01～0.02mol/L，pH7.0～8.0PBS磷酸盐缓冲液进行一定倍数的梯度

稀释得融合蛋白稀释液，要求融合蛋白稀释液每10微升中有107个荧光单位。

[0012] 作为优选，所述荧光素酶基因为Ranilla荧光素酶基因。

[0013] 作为优选，细胞转染实验的方法为磷酸钙转染方法。

[0014] 一种乳腺癌自身免疫抗体检测试剂盒的制备方法，所述制备方法为：

荧光素酶基因与抗原基因的融合载体的构建：

选取荧光素酶基因和多抗原基因的目的序列HER2抗原基因序列、MUC1抗原基因序列，

进行PCR扩增，在kpnl位点GGTACC引入限制性内切酶，获得目的片段，做凝胶电泳进行鉴定；

根据HER2基因序列Genebank：NC_000017.11设计引物，

正向引物5′CGGGGTACCCCGATGCCCCGG3′，

反向引物5′TGCTCTAGATCACACTGG3′，以健康人血清为模板，PCR扩增基因；

根据MUC1基因序列Genebank：NC_000001.11设计引物，

正向引物5′CGGGGTACCCCGATGACACCG3′，

反向引物5′TGCTCTAGACTACAAGTT3′，以健康人血清为模板，PCR扩增基因；

将获得的目的片段与PA0815载体质粒分别进行kpnl和xbal双酶切，并使用T4连接酶将

目的基因与载体基因连接得到重组质粒；

质粒转化与扩繁提取：

将重组质粒转化到感受态大肠杆菌中，进行大肠杆菌菌种扩繁，提取重组质粒；
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融合蛋白的获取：

将293改良细胞复苏后37℃，5％二氧化碳培养箱，DMEM培养基培养40-60h，进行细胞传

代继续培养40-60h后使用重组质粒进行细胞转染实验，继续在相同条件下培养48h后，使用

0.01～0.02mol/L，pH7.0～8.0PBS缓冲液收集细胞；

重组融合蛋白的纯化：

将收集的细胞用硫酸铵沉淀法进行分级沉淀，沉淀物经0.05～0.08mol/L  Tris-Hcl缓

冲液冲洗2～3次，后冻干备用；

所得融合蛋白用0.01～0.02mol/L，pH7.0～8.0PBS磷酸盐缓冲液进行一定倍数的梯度

稀释得融合蛋白稀释液，要求融合蛋白稀释液每10微升中有107个荧光单位。

[0015] 一种乳腺癌自身免疫抗体检测试剂盒的应用，，反应体系的组成：融合蛋白、PBS缓

冲液、荧光素酶底物、标准品、检测样品；

1.融合蛋白准备：用2ml  ddH2O复溶融合蛋白冻干粉，吸打混匀并转移至2mlEP管中，

12000rpm离心1min，转移上清至另一新的离心管中，4℃保存备用；

2.试剂用量及孵育：在酶标板中，分别加入检测样品与阴阳性对照品，加入孵育缓冲

液，采用一步法进行孵育；

3.孵育：在微孔中加入10ul样品，20ul融合蛋白，70ul孵育缓冲液的混合液100ul/孔，

置全自动荧光测定仪中30℃，300rpm振荡孵育60min；

4.洗涤：孵育结束后弃上清，每孔加入200ul  PBS，弃上清，扣干，再重复四次，共五次；

5.检测：加入70ulPBS，再加入现配的30ul  1×底物，立即检测。

[0016] 本发明的有益效果是本发明的试剂盒采用基因重组Renilla-多抗原融合蛋白来

检测血清中的乳腺癌相关自身免疫抗体，具有较高灵敏度与特异性，为乳腺癌的诊断提供

依据，为进一步病理学诊断提供筛选条件。检测快速方便，检测结果准确，对患者无伤害且

无放射免疫的污染，可以满足临床诊断的需要，尤其是基层医疗机构和社区全科医生的需

求，市场前景广阔。

具体实施方式

[0017] 以下通过具体实施例对本发明作进一步的解释：

在本发明中，其余未详细说明的试剂，方法均为本领域常规手段。

[0018] 实施例一种乳腺癌自身免疫抗体检测试剂盒，所述试剂盒含有融合蛋白、缓存液1

(磷酸盐吐温缓冲液)、酶底物(海肾荧光素酶底物)、缓存液2(荧光素酶底物检测缓冲液)、

阴性对照品、阳性对照品与96孔板。

[0019] 乳腺癌自身免疫抗体检测试剂盒的制备方法，所述制备方法为：

荧光素酶基因与抗原基因的融合载体的构建：

选取荧光素酶基因和多抗原基因的目的序列HER2抗原基因序列、MUC1抗原基因序列，

进行PCR扩增，在kpnl位点ggtacc引入限制性内切酶，获得目的片段，做凝胶电泳进行鉴定；

根据HER2基因序列Genebank：NC_000017.11设计引物，

正向引物5′cggggtaccccgatgccccgg3′，

反向引物5′tgctctagatcacactgg3′，以健康人血清为模板，PCR扩增基因；

根据MUC1基因序列Genebank：NC_000001.11设计引物，
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正向引物5′cggggtaccccgatgacaccg3′，

反向引物5′tgctctagactacaagtt3′，以健康人血清为模板，PCR扩增基因；

将获得的目的片段与PA0815载体质粒分别进行kpnl和xbal双酶切，并使用T4连接酶将

目的基因与载体基因连接得到重组质粒；

质粒转化与扩繁提取：

将重组质粒转化到感受态大肠杆菌中，进行大肠杆菌菌种扩繁，提取重组质粒；

融合蛋白的获取：

将293改良细胞复苏后37℃，5％二氧化碳培养箱，DMEM培养基培养40-60h，进行细胞传

代继续培养40-60h后使用重组质粒进行细胞转染实验，继续在相同条件下培养48h后，使用

0.01～0.02mol/L，pH7.0～8.0PBS缓冲液收集细胞；

重组融合蛋白的纯化：

将收集的细胞用硫酸铵沉淀法进行分级沉淀，沉淀物经0.05～0.08mol/L  Tris-Hcl缓

冲液冲洗2～3次，后冻干备用；

所得融合蛋白用0.01～0.02mol/L，pH7.0～8.0PBS磷酸盐缓冲液进行一定倍数的梯度

稀释得融合蛋白稀释液，要求融合蛋白稀释液每10微升中有107个荧光单位。

[0020] 乳腺癌自身免疫抗体检测试剂盒的应用，反应体系的组成：融合蛋白、PBS缓冲液、

荧光素酶底物、标准品、检测样品；

1.融合蛋白准备：用2ml  ddH2O复溶融合蛋白冻干粉，吸打混匀并转移至2mlEP管中，

12000rpm离心1min，转移上清至另一新的离心管中，4℃保存备用；

2.试剂用量及孵育：在酶标板中，分别加入检测样品与阴阳性对照品，加入孵育缓冲

液，采用一步法进行孵育；

3.孵育：在微孔中加入10ul样品，20ul融合蛋白，70ul孵育缓冲液的混合液100ul/孔，

置全自动荧光测定仪中30℃，300rpm振荡孵育60min；

4.洗涤：孵育结束后弃上清，每孔加入200ul  PBS，弃上清，扣干，再重复四次，共五次；

5.检测：加入70ulPBS，再加入现配的30ul  1×底物，立即检测。

[0021] 阴性参考品符合率：≥95％

阳性参考品符合率：≥95％

精密性：三组已知的高、中、低浓度样品，进行二十次在同一个板块内精度评估，批内变

异系数CV％小于10％。

[0022] 批间误差：变异系数CV％≤15％。

[0023] 灵敏度：多次重复结果表示，最低检出量为10ng/mL。

[0024] 稳定性符合注册产品标准要求。
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序列表

<110>  杭州京北生物科技有限公司

<120> 一种乳腺癌自身免疫抗体检测试剂盒及其制备方法与应用

<160>  5

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  21

<212>  DNA

<213>  HER2正向引物(2  Ambystoma  laterale  x  Ambystoma  jeffersonianum)

<400>  1

cggggtaccc  cgatgccccg  g  21

<210>  2

<211>  18

<212>  DNA

<213>  HER2反向引物(2  Ambystoma  laterale  x  Ambystoma  jeffersonianum)

<400>  2

tgctctagat  cacactgg  18

<210>  3

<211>  21

<212>  DNA

<213>  MUC1正向引物(2  Ambystoma  laterale  x  Ambystoma  jeffersonianum)

<400>  3

cggggtaccc  cgatgacacc  g  21

<210>  4

<211>  18

<212>  DNA

<213>  MUC1反向引物(2  Ambystoma  laterale  x  Ambystoma  jeffersonianum)

<400>  4

tgctctagac  tacaagtt  18

<210>  5

<211>  6

<212>  DNA

<213>  kpnl位点(2  Ambystoma  laterale  x  Ambystoma  jeffersonianum)

<400>  5

ggtacc  6
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