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本发明涉及一种用于设计免疫测定对照的

组合物和方法。在各个方面，本发明提供了合成

肽 ，其包含序列C P R R P Y I L或其类似物 ；

ELAGLGFAELQC或其类似物；以及CDWRKNIDAL或其

类似物；结合CPRRPYIL、ELAGLGFAELQC或

CDWRKNIDAL肽的特异性结合试剂；生产这种试剂

的方法；以及利用这些试剂提供的测定对照信号

的测定，其与分析物或目标分析物的测量无关，

因为分析物测定中使用的试剂不会对对照信号

有贡献。
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1.一种装置，包括：

基质，其限定至少一个诊断道；

样品施加区；

干试剂区；以及

检测区，其包括至少一个对照区和至少一个测定区；

其中(a)-(d)中的一个或多个为真：

(a)所述至少一个对照区包含特异性结合具有与SEQ  ID  NO：1至少87.5％同源的序列

的肽的抗体，并且其中，所述干试剂区包含与SEQ  ID  NO：1具有87.5％同源性的肽，或者

(b)所述至少一个对照区包含与SEQ  ID  NO：1具有87.5％同源性的肽，并且其中，所述

干试剂区包含特异性结合具有与SEQ  ID  NO：1至少87.5％同源的序列的肽的抗体，或者

(c)所述至少一个对照区包含特异性结合具有与SEQ  ID  NO：4至少87.5％同源的序列

的肽的抗体，并且其中，所述干试剂区包含与SEQ  ID  NO：4具有87.5％同源性的肽，或者

(d)至少一个对照区包含与SEQ  ID  NO：4具有87.5％同源性的肽，并且其中，所述干试

剂区包含特异性结合具有与SEQ  ID  NO：4至少87.5％同源的序列的肽的抗体，或者

(e)所述至少一个对照区包含特异性结合具有与SEQ  ID  NO：8至少87.5％同源的序列

的肽的抗体，并且其中，所述干试剂区包含与SEQ  ID  NO：8具有87.5％同源性的肽，或者

(f)所述至少一个对照区包含与SEQ  ID  NO：8具有87.5％同源性的肽，并且其中，所述

干试剂区包含特异性结合具有与SEQ  ID  NO：8至少87.5％同源的序列的肽的抗体。

2.如权利要求1所述的装置，其特征在于，(a)和(b)中的至少一个为真，(c)和(d)中的

至少一个为真，并且(e)和(f)中的至少一个为真。

3.如权利要求1或2所述的装置，其特征在于，所述特异性结合具有与SEQ  ID  NO：1至少

87.5％同源的序列的肽的抗体是特异性结合具有序列CPRRPYIL(SEQ  ID  NO：1)的肽的抗

体。

4.如权利要求1或2所述的装置，其特征在于，所述具有与SEQ  ID  NO：1至少87.5％同源

的序列的肽是包含SEQ  ID  NO：1的肽。

5.如权利要求4所述的装置，其特征在于，所述肽由SEQ  ID  NO：1组成。

6.如权利要求1至5中任一项所述的装置，其特征在于，所述特异性结合具有与SEQ  ID 

NO：4至少87.5％同源的序列的肽的抗体是特异性结合具有序列ELAGLGFAELQC(SEQ  ID  NO：

4)的肽的抗体。

7.如权利要求1至5中任一项所述的装置，其特征在于，所述具有与SEQ  ID  NO：4至少

87.5％同源的序列的肽是包含SEQ  ID  NO：4的肽。

8.如权利要求7所述的装置，其特征在于，所述肽由SEQ  ID  NO：4组成。

9.如权利要求1至8中任一项所述的装置，其特征在于，所述特异性结合具有与SEQ  ID 

NO：8至少87.5％同源的序列的肽的抗体是特异性结合具有序列CDWRKNIDAL(SEQ  ID  NO：8)

的肽的抗体。

10.如权利要求1至8中任一项所述的装置，其特征在于，具有与SEQ  ID  NO：8至少

87.5％同源的序列的肽是包含SEQ  ID  NO：8的肽。

11.如权利要求10所述的装置，其特征在于，所述肽由SEQ  ID  NO：4组成。

12.如权利要求1至11中任一项所述的装置，其特征在于，所述特异性结合具有与SEQ 
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ID  NO：1至少87.5％同源的序列的肽的抗体选自单克隆抗体、多克隆抗体、Fab片段、Fab2片

段、Fv片段、ScFv片段，或其他肽片段。

13.如权利要求1至12中任一项所述的装置，其特征在于，所述特异性结合具有与SEQ 

ID  NO：4至少87.5％同源的序列的肽的抗体选自单克隆抗体、多克隆抗体、Fab片段、Fab2片

段、Fv片段、ScFv片段，或其他肽片段。

14.如权利要求1至13中任一项所述的装置，其特征在于，所述特异性结合具有与SEQ 

ID  NO：8至少87.5％同源的序列的肽的抗体选自单克隆抗体、多克隆抗体、Fab片段、Fab2片

段、Fv片段、ScFv片段，或其他肽片段。

15.如权利要求1至14中任一项所述的装置，其特征在于，所述具有与SEQ  ID  NO：1至少

87.5％同源的序列的肽与可检测标记缀合。

16.如权利要求1至15中任一项所述的装置，其特征在于，所述具有与SEQ  ID  NO：4至少

87.5％同源的序列的肽与可检测标记缀合。

17.如权利要求1至16中任一项所述的装置，其特征在于，所述具有与SEQ  ID  NO：8至少

87.5％同源的序列的肽与可检测标记缀合。

18.如权利要求15至17中任一项所述的装置，其特征在于，所述可检测标记是酶、金属

溶胶颗粒、乳胶颗粒、易感磁性颗粒。

19.如权利要求18所述的装置，其特征在于，所述可检测标记是荧光标记的乳胶颗粒。

20.如权利要求1至19中任一项所述的装置，其特征在于，特异性结合具有与SEQ  ID 

NO：1至少87.5％同源序列的肽的抗体与可检测标记缀合。

21.如权利要求1至20中任一项所述的装置，其特征在于，特异性结合具有与SEQ  ID 

NO：4至少87.5％同源序列的肽的抗体与可检测标记缀合。

22.如权利要求1至21中任一项所述的装置，其特征在于，特异性结合具有与SEQ  ID 

NO：8至少87.5％同源序列的肽的抗体与可检测标记缀合。

23.如权利要求20至22中任一项所述的装置，其特征在于，所述可检测标记是酶、金属

溶胶颗粒、乳胶颗粒、易感磁性颗粒。

24.如权利要求23所述的装置，其特征在于，所述可检测标记是荧光标记的乳胶颗粒。

25.一种对目标分析物的测定结果进行标准化的方法，包括：

提供一种免疫测定装置，其包括样本施加区、试剂区和诊断道，所述诊断道包含至少一

个对照结合区和至少一个测定结合区，其中，所述测定结合区是所述装置的一个区域，其产

生指示样品中存在的所述目标分析物的量的可检测信号，其中(a)或(b)为真：

(a)所述至少一个对照结合区包含特异性结合与SEQ  ID  NO：1至少87.5％同源的肽的

抗体，并且所述试剂区包含与SEQ  ID  NO：1至少87.5％同源的肽；

(b)所述至少一个对照结合区包含与SEQ  ID  NO：1至少87.5％同源的肽，并且所述试剂

区包含特异性结合与SEQ  ID  NO：1至少87.5％同源的肽的抗体；

将所述样品施加到所述样品施加区；

所述样品和掺入所述试剂区的试剂之间形成在所述试剂区内的混合物；

沿着所述诊断道流动所述样品试剂混合物；

检测由所述特异性结合与SEQ  ID  NO：1至少87.5％同源的肽的抗体和在所述对照区与

SEQ  ID  NO：1至少87.5％同源的肽的结合产生的信号；
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检测指示在所述测定区的所述样品中存在的所述目标分析物的量的信号；以及

基于在所述对照区获得的响应调制所述测定区的响应。

26.如权利要求25所述的方法，其特征在于，由于掺入所述试剂区的试剂，所述对照区

的响应独特地发生。

27.如权利要求25所述的方法，其特征在于，由于所述样品的成分，未发生所述对照区

的响应。

28.如权利要求25至27中任一项所述的方法，其特征在于，基于所述对照区的响应，增

加或减少所述测定区的响应。

29.如权利要求25至28中任一项所述的方法，其特征在于，与SEQ  ID  NO：1至少87.5％

同源的肽包含SEQ  ID  NO：1。

30.如权利要求29所述的方法，其特征在于，与SEQ  ID  NO：1至少87.5％同源的肽由SEQ 

ID  NO：1组成。

31.一种对目标分析物的测定结果进行标准化的方法，包括：

提供一种免疫测定装置，其包括样品施加区、试剂区和诊断道，所述诊断道包含至少一

个对照结合区和至少一个测定结合区，其中，所述测定结合区是所述装置的一个区域，其产

生指示样品中存在的所述目标分析物的量的可检测信号，其中(a)或(b)为真：

(a)所述至少一个对照结合区包含特异性结合与SEQ  ID  NO：4至少87.5％同源的肽的

抗体，并且所述试剂区包含与SEQ  ID  NO：4至少87.5％同源的肽；

(b)所述至少一个对照结合区包含与SEQ  ID  NO：4至少87.5％同源的肽，并且所述试剂

区包含特异性结合与SEQ  ID  NO：4至少87.5％同源的肽的抗体；

将所述样品施加到所述样品施加区；

所述样品和掺入所述试剂区的试剂之间形成在所述试剂区内的混合物；

沿着所述诊断道流动所述样品试剂混合物；

检测由所述特异性结合与SEQ  ID  NO：4至少87.5％同源的肽的抗体和在所述对照区与

SEQ  ID  NO：4至少87.5％同源的肽的结合产生的信号；

检测指示在所述测定区的所述样品中存在的所述目标分析物的量的信号；以及

基于在所述对照区获得的响应调制所述测定区的响应。

32.如权利要求31所述的方法，其特征在于，由于所述掺入试剂区的试剂，所述对照区

的响应独特地发生。

33.如权利要求31所述的方法，其特征在于，由于所述样品的成分，未发生所述对照区

的响应。

34.如权利要求31至33中任一项所述的方法，其特征在于，基于所述对照区的响应，增

加或减少所述测定区的响应。

35.如权利要求31至34中任一项所述的方法，其特征在于，与SEQ  ID  NO：4至少87.5％

同源的肽包含SEQ  ID  NO：4。

36.如权利要求35所述的方法，其特征在于，与SEQ  ID  NO：4至少87.5％同源的肽由SEQ 

ID  NO：4组成。

37.一种对目标分析物的测定结果进行标准化的方法，包括：

提供一种免疫测定装置，其包括样品施加区、试剂区和诊断道，所述诊断道包含至少一
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个对照结合区和至少一个测定结合区，其中，所述测定结合区是所述装置的一个区域，其产

生指示样品中存在的所述目标分析物的量的可检测信号，其中(a)或(b)为真：

(c)所述至少一个对照结合区包含特异性结合与SEQ  ID  NO：8至少87.5％同源的肽的

抗体，并且所述试剂区包含与SEQ  ID  NO：8至少87.5％同源的肽；

(d)所述至少一个对照结合区包含与SEQ  ID  NO：8至少87.5％同源的肽，并且所述试剂

区包含特异性结合与SEQ  ID  NO：8至少87.5％同源的肽的抗体；

将所述样品施加到所述样品施加区；

所述样品和掺入所述试剂区的试剂之间形成在所述试剂区内的混合物；

沿着所述诊断道流动所述样品试剂混合物；

检测由所述特异性结合与SEQ  ID  NO：8至少87.5％同源的肽的抗体和在所述对照区与

SEQ  ID  NO：8至少87.5％同源的肽的结合产生的信号；

检测指示在所述测定区的所述样品中存在的所述目标分析物的量的信号；以及

基于在所述对照区获得的响应调制所述测定区的响应。

38.如权利要求37所述的方法，其特征在于，由于所述掺入试剂区的试剂，所述对照区

的响应独特地发生。

39.如权利要求37所述的方法，其特征在于，由于所述样品的成分，未发生所述对照区

的响应。

40.如权利要求37至39中任一项所述的方法，其特征在于，基于所述对照区的响应，增

加或减少所述测定区的响应。

41.如权利要求37至40中任一项所述的方法，其特征在于，与SEQ  ID  NO：8至少87.5％

同源的肽包含SEQ  ID  NO：8。

42.如权利要求41所述的方法，其特征在于，与SEQ  ID  NO：4至少87.5％同源的肽由SEQ 

ID  NO：8组成。
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免疫测定对照及其使用方法

相关申请的交叉引用

[0001] 本专利申请要求于2016年3月7日提交的申请号为62/304,762的美国临时专利申

请以及于2016年6月6日提交的申请号为62/346,347的美国临时专利申请的优先权，其全部

内容(包括所有表格、附图以及权利要求)通过引用并入本申请。

技术领域

[0002] 本发明涉及使用测定法，特别是免疫测定法，以及在某些实施方案中，使用免疫色

谱测定法测量分析物的量的方法和组合物。

背景技术

[0003] 仅提供以下对本发明背景的讨论以帮助读者理解本发明，并且不承认其描述或构

成本发明的现有技术。

[0004] 由于它们的简单性、相对准确性、快速结果报告和用户友好性、特异性结合测定，

特别是免疫测定，在诊断工业中经历了巨大的增长。这种技术已被广泛用于怀孕和妇女的

健康测定、心脏和紧急情况监测和测试、传染病，包括病毒筛查、癌症标记筛查和滥用药物

测试。然而，与任何实验室技术一样，这种测定中的每个观察法不仅是目标分析物的函数，

而且是多个变异源的函数，其卷积结果。这些变异来源于生物和技术因素。生物因素包括样

品基质的性能，个体患者的特征，以及测试中使用的生物分子(例如抗体)的特征。技术因

素，例如装置变化、温度、测试系统随时间的降解等，与涉及的生物因素相结合，以影响测定

的精确度、灵敏度、再现性和特异性。在侧向流动测定的情况下，流体通过侧向流动膜的流

动以及流体样品的粘性和其他因素可能有助于限制测定的性能。

[0005] 已有减轻这些卷积因素影响的策略。例如，采用阻断策略来防止非特异性结合的

混杂效应。另外，执行数据的标准化以消除由技术因素引入的不希望的系统方差。美国专利

5,356,782、5,753,517、7,691,595和7,713,703描述了包括测定对照的各种测定平台，其试

图对免疫测定数据进行解卷积。通过从数据中对生物和技术效果的解卷积，可以获得更准

确的测试结果。

发明内容

[0006] 本发明的一个目的是提供用于设计免疫测定对照的组合物和方法。

[0007] 在各个方面，本发明提供了合成肽，其包含序列CPRRPYIL(SEQ  ID  NO：1)或其类似

物(下文定义为“CPRRPYIL肽”)；结合CPRRPYIL肽的特异性结合试剂；生产这种试剂的方法；

以及利用这些试剂的测定以提供与分析物或目标分析物的测量无关的测定对照信号，这是

因为分析物测定中使用的试剂不会对对照信号产生影响。在某些方面，特异性结合试剂与

CPRRPYIL肽的结合用于标准化或以其他方式调节测定结果。

[0008] 在各个方面，本发明还提供了合成肽，其包含序列ELAGLGFAELQC(SEQ  ID  NO：4)或

其类似物(下文定义为“ELAGLGFAELQC肽”)；结合ELAGLGFAELQC肽的特异性结合试剂；生产
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这种试剂的方法；以及利用这些试剂的测定以提供与分析物或目标分析物的测量无关的测

定对照信号，这是因为分析物测定中使用的试剂不会对对照信号产生影响。在某些方面，特

异性结合试剂与ELAGLGFAELQC肽的结合用于标准化或以其他方式调节测定结果。

[0009] 在各个方面，本发明还提供了合成肽，其包含序列CDWRKNIDAL(SEQ  ID  NO：8)或其

类似物(下文定义为“CDWRKNIDAL肽”)；结合CDWRKNIDAL肽的特异性结合试剂；生产这种试

剂的方法；以及利用这些试剂的测定以提供与分析物或目标分析物的测量无关的测定对照

信号，这是因为分析物测定中使用的试剂不会对对照信号产生影响。在某些方面，特异性结

合试剂与CDWRKNIDAL肽的结合用于标准化或以其他方式调节测定结果。

[0010] 在第一方面，本发明提供：

(a)包含SEQ  ID  NO：1的合成肽；

(b)合成肽，其包含与SEQ  ID  NO：1在8个连续残基上至少87.5％同源的序列；

(c)特异性结合(a)和/或(b)的合成肽的特异性结合试剂(例如抗体)

(d)固相，其包含固定在其表面上的(a)和/或(b)的合成肽；以及

(e)固相，其包含固定在其表面上的(c)的特异性结合试剂；

(f)与(a)和/或(b)的合成肽缀合的可检测标记；和/或

(g)与(c)的特异性结合试剂缀合的可检测标记。

[0011] 在相关方面，本发明提供了一种用于检测样品中至少一种分析物的测定装置，包

括：

基质，其限定至少一个诊断道；

基质上的样品施加区，用于接收样品；

基质上的干试剂区流体连接到样品施加区；

基质上的检测区包括至少一个控制区和至少一个测定区，检测区流体连接到样品施加

区，并且样品施加区使得施加到样品施加区的样品在到达检测区之前流过干试剂区；

其中，至少一个对照区包含对CPRRPYIL肽具有结合特异性的特异性结合试剂(例如抗

体)，并且其中，干试剂区包含CPRRPYIL肽，或者

其中，至少一个对照区包含CPRRPYIL肽，并且其中，干试剂区包含对CPRRPYIL肽具有结

合特异性的特异性结合试剂(例如，抗体)。

[0012] 在各种实施例中，

(i)对照区或干试剂区包含特异性结合包含序列CPRRPYIL(SEQ  ID  NO：1)的合成肽的

抗体(CysProArgArgProTyrlleLeu；SEQ  ID  NO：1)；

(ii)干试剂区或对照区包含合成肽，其包含序列CPRRPYIL(SEQ  ID  NO：1)的合成肽

(CysProArgArgProTyrlleLeu；SEQ  ID  NO：1)；

(iii)合成肽是CPRRPYIL；

(iv)特异性结合试剂选自以下组从而特异性地结合SEQ  ID  NO：1：单克隆抗体、多克隆

抗体、Fab片段、Fab2片段、Fv片段、ScFv片段或以上的其它肽片段；

(v)CPRRPYIL肽与表位序列缀合或以肽键与表位序列结合，所述表位序列包括心肌肌

钙蛋白I的表位、脑利钠肽的表位、胎盘生长因子的表位、可溶性fms如酪氨酸的表位和/或

内皮糖蛋白的表位。

(vi)CPRRPYIL肽已与可检测标记组合，其中可检测标记优选为酶、金属溶胶颗粒、乳胶
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颗粒、易感磁性颗粒、最优选地为荧光标记的乳胶颗粒；和/或

(vii)干试剂区或对照区包含已与可检测标记组合的抗体，其中可检测标记优选为酶、

金属溶胶颗粒、胶乳颗粒、易感磁性颗粒，最优选地为荧光标记的乳胶颗粒。

[0013] 另一方面，本发明提供了一种标准化特异性结合(例如免疫测定)的测定结果的方

法，包括：

提供如段落[0010]或[0011]中所述的测定装置；

将样品施加于样品施加区；

在样品和掺入试剂区的试剂之间形成在试剂区内的混合物；

沿着诊断道流动样品试剂混合物；

检测由于在对照区的样品试剂混合物的成分的相互作用引起的响应；

检测由于在测定区的样品试剂混合物的成分的相互作用引起的响应；以及

基于在对照区获得的响应调制测定区的响应。

[0014] 在该方法的各种实施例中，

(i)由于试剂区中掺入试剂，对照区的响应独特地发生；

(ii)由于样品的成分，未发生对照区的响应；和/或

(iii)基于对照区的响应，增加或减少测定区的响应。

[0015] 在又一方面，本发明提供了一种装置，包括：

基质，其限定至少一个诊断道；

样品施加区；

干试剂区；

检测区，其包括组合的对照区和组合的测定区；

其中，组合的测定区和对照区包含对CPRRPYIL肽具有结合特异性的第一特异性结合试

剂(例如抗体)和对目标分析物特异的第二特异性结合试剂。

[0016] 在各种实施例中，该装置进一步定义如下：

(i)第一特异性结合试剂是特异性地结合包含序列SEQ  ID  NO：1的肽的抗体，其中，肽

优选为CPRRPYIL(SEQ  ID  NO：1)；

(ii)干试剂区或组合的测定区和对照区包含含有序列SEQ  ID  NO：1的肽，其中，肽优选

为CPRRPYIL(SEQ  ID  NO：1)；

(iii)特异性结合试剂选自以下组从而特异性地结合SEQ  ID  NO：1：单克隆抗体、多克

隆抗体、Fab片段、Fab2片段、Fv片段、ScFv片段或以上的其它肽片段；

(iv)干试剂区或组合的测定和对照区包含已与可检测标记组合的肽，其中，可检测标

记优选为酶、金属溶胶颗粒、胶乳颗粒、易感磁性颗粒，并且最优选为荧光标记的胶乳颗粒；

(v)干试剂区或对照区包含已与可检测标记组合的抗体，其中可检测标记优选为酶、金

属溶胶颗粒、胶乳颗粒、易感磁性颗粒，最优选地为荧光标记的乳胶颗粒。

[0017] 另一方面，本发明提供了一种标准化特异性结合(例如免疫测定)的测定结果的方

法，包括：

提供如段落[0014]或[0015]中所述的装置，其中，CPRRPYIL肽与表位序列缀合或以肽

键与表位序列结合，该表位序列包含心肌肌钙蛋白I的表位、脑利钠肽的表位、胎盘生长因

子的表位、可溶性fms如酪氨酸的表位和/或内皮糖蛋白的表位；
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将样品施加到样品施加区；

在样品、荧光标记颗粒和CPRRPYIL肽之间形成在试剂区内的混合物，从而目标分析物

和CPRRPYIL肽都被荧光标记颗粒上的特异性结合试剂结合；

沿着诊断道流动样品试剂混合物；

检测由于存在于CPRRPYIL肽上的SEQ  ID  NO：1的表位与固定在对照区的抗体的相互作

用引起的响应；

检测由于目标分析物的表位与固定在测定区的抗体相互作用引起的响应；以及

基于在对照区获得的响应调制测定区的响应。

[0018] 在该方法的各种实施例中，

(i)由于CPRRPYIL肽，对照区的响应独特地发生；

(ii)由于样品的成分，未发生对照区的响应；

(iii)基于对照区的响应，增加或减少测定区确定的响应。

(iv)CPRRPYIL肽由CPRRPYIL(SEQ  ID  NO：1)和目标分析物特有的肽序列组成。

[0019] 另一方面，本发明提供：

(a)包含SEQ  ID  NO：4的合成肽；

(b)合成肽，其包含与SEQ  ID  NO：4在8个连续残基上至少87.5％同源的序列；

(c)特异性地结合(a)和/或(b)的合成肽的特异性结合试剂(例如抗体)；

(d)固相，其包含固定在其表面上的(a)和/或(b)的合成肽；以及

(e)固相，其包含固定在其表面上的(c)的特异性结合试剂；

(f)与(a)和/或(b)的合成肽缀合的可检测标记；和/或

(g)与(c)的特异性结合试剂缀合的可检测标记。

[0020] 在相关方面，本发明提供了一种用于检测样品中至少一种分析物的测定装置，包

括：

基质，其限定至少一个诊断道；

基质上的样品施加区，用于接收样品；

基质上的干试剂区流体连接到样品施加区；

基质上的检测区包括至少一个对照区和至少一个测定区，检测区流体连接到样品施加

区，并且样品施加区使得施加到样品施加区的样品在到达检测区之前流过干试剂区；

其中至少一个对照区包含对ELAGLGFAELQC肽具有结合特异性的特异性结合试剂(例如

抗体)，并且其中干试剂区包含ELAGLGFAELQC肽，或者

其中至少一个对照区包含ELAGLGFAELQC肽，并且其中干试剂区包含对ELAGLGFAELQC肽

具有结合特异性的特异性结合试剂(例如抗体)。

[0021] 在各种实施例中，

(i)对照区或干试剂区包含特异性地结合包含序列ELAGLGFAELQC(SEQ  ID  NO：4)的合

成肽的抗体；

(ii)干试剂区或对照区包含含有序列ELAGLGFAELQC(SEQ  ID  NO：4)的合成肽；

(iii)合成肽是ELAGLGFAELQC；

(iv)特异性结合试剂选自以下组从而特异性地结合SEQ  ID  NO：4：单克隆抗体、多克隆

抗体、Fab片段、Fab2片段、Fv片段、ScFv片段或以上的其它肽片段；
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(v)ELAGLGFAELQC肽与表位序列缀合或以肽键与表位序列结合，表位序列包括心肌肌

钙蛋白I的表位、脑利钠肽的表位、胎盘生长因子的表位、可溶性fms如酪氨酸的表位和/或

内皮糖蛋白的表位。

(vi)ELAGLGFAELQC肽已与可检测标记组合，其中可检测标记优选为酶、金属溶胶颗粒、

胶乳颗粒、易感磁性颗粒，最优选为荧光标记的胶乳颗粒；和/或

(vii)干试剂区或对照区包含已与可检测标记组合的抗体，其中可检测标记优选为酶、

金属溶胶颗粒、胶乳颗粒、易感磁性颗粒，最优选为荧光标记的乳胶颗粒。

[0022] 另一方面，本发明提供了一种标准化特异性结合(例如免疫测定)的测定结果的方

法，包括：

提供如段落[0019]或[0020]中所述的测定装置；

将样品施加于样品施加区；

在样品和掺入试剂区的试剂之间形成在试剂区内的混合物；

沿着诊断道流动样品试剂混合物；

检测由于在对照区的样品试剂混合物的成分的相互作用引起的响应；

检测由于在测定区的样品试剂混合物的成分的相互作用引起的响应；以及

基于在对照区获得的响应调制测定区的响应。

[0023] 在该方法的各种实施例中，

(i)由于试剂区中掺入试剂，对照区的响应独特地发生；

(ii)由于样品的成分，未发生对照区的响应；和/或

(iii)基于对照区的响应，增加或减少测定区的响应。

[0024] 在又一方面，本发明提供了一种装置，包括：

基质，其限定至少一个诊断道；

样品施加区；

干试剂区；

检测区，其包括组合的测定区和对照区；

其中，组合的测定区和对照区包含对ELAGLGFAELQC肽具有结合特异性的第一特异性结

合试剂(例如抗体)和对目标分析物特异的第二特异性结合试剂。

[0025] 在各种实施例中，该设备进一步定义如下：

(i)第一特异性结合试剂是特异性地结合包含序列SEQ  ID  NO：4的肽的抗体，其中肽优

选为ELAGLGFAELQC(SEQ  ID  NO：4)；

(ii)干试剂区或组合的测定区和对照区包含含有序列SEQ  ID  NO：4的肽，其中肽优选

为ELAGLGFAELQC(SEQ  ID  NO：4)；

(iii)特异性结合试剂选自以下组从而特异性地结合SEQ  ID  NO：4：单克隆抗体、多克

隆抗体、Fab片段、Fab2片段、Fv片段、ScFv片段或以上的其它肽片段；

(iv)干试剂区或组合的测定和对照区包含已与可检测标记组合的肽，其中可检测标记

优选为酶、金属溶胶颗粒、胶乳颗粒、易感磁性颗粒，并且最优选为荧光标记的胶乳颗粒；

(v)干试剂区或对照区包含已与可检测标记组合的抗体，其中可检测标记优选为酶、金

属溶胶颗粒、胶乳颗粒、易感磁性颗粒，最优选为荧光标记的乳胶颗粒。

[0026] 另一方面，本发明提供了一种标准化特异性结合(例如免疫测定)的测定结果的方

说　明　书 5/26 页

10

CN 109154602 A

10



法，包括：

提供如段落[0023]或[0024]中所述的装置，其中ELAGLGFAELQC肽与表位序列缀合或以

肽键与表位序列结合，该表位序列包含心肌肌钙蛋白I的表位、脑利钠肽的表位、胎盘生长

因子的表位、可溶性fms如酪氨酸的表位和/或内皮糖蛋白的表位；

将样品施加于样品施加区；

在样品、荧光标记颗粒和ELAGLGFAELQC肽之间形成在试剂区内的混合物，由此目标分

析物和ELAGLGFAELQC肽都被荧光标记颗粒上的特异性结合试剂结合；

沿着诊断道流动样品试剂混合物；

检测由于ELAGLGFAELQC肽上存在的SEQ  ID  NO：4的表位与固定在对照区的抗体相互作

用引起的响应；

检测由于目标分析物的表位与固定在测定区的抗体相互作用引起的响应；以及

基于在对照区获得的响应调制测定区的响应。

[0027] 在该方法的各种实施例中，

(i)由于ELAGLGFAELQC肽，对照区的响应独特地发生；

(ii)由于样品的成分，未发生对照区的响应；

(iii)基于对照区的响应，增加或减少测定区确定的响应；以及

(iv)ELAGLGFAELQC肽由ELAGLGFAELQC(SEQ  ID  NO：4)和目标分析物特有的肽序列组

成。

[0028] 另一方面，本发明提供：

(a)包含SEQ  ID  NO：8的合成肽；

(b)合成肽，其包含与SEQ  ID  NO：8在8个连续残基上至少87.5％同源的序列；

(c)特异性地结合(a)和/或(b)的合成肽的特异性结合试剂(例如抗体)；

(d)固相，其包含固定在其表面上的(a)和/或(b)的合成肽；以及

(e)固相，其包含固定在其表面上的(c)的特异性结合试剂；

(f)与(a)和/或(b)的合成肽缀合的可检测标记；和/或

(g)与(c)的特异性结合试剂缀合的可检测标记。

[0029] 在相关方面，本发明提供了一种用于检测样品中至少一种分析物的测定装置，包

括：

基质，其限定至少一个诊断道；

基质上的样品施加区，用于接收样品；

基质上的干试剂区流体连接到样品施加区；

基质上的检测区包括至少一个对照区和至少一个测定区，检测区流体连接到样品施加

区，并且样品施加区使得施加到样品施加区的样品在到达检测区之前流过干试剂区；

其中至少一个对照区包含对CDWRKNIDAL肽具有结合特异性的特异性结合试剂(例如抗

体)，并且其中干试剂区包含CDWRKNIDAL肽，或者

其中至少一个对照区包含CDWRKNIDAL肽，并且其中干试剂区包含对CDWRKNIDAL肽具有

结合特异性的特异性结合试剂(例如抗体)。

[0030] 在各种实施例中，

(i)对照区或干燥试剂区包含特异性地结合包含序列CDWRKNIDAL(SEQ  ID  NO：8)的合
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成肽的抗体；

(ii)干试剂区或对照区包含含有序列CDWRKNIDAL(SEQ  ID  NO：8)的合成肽；

(iii)合成肽是CDWRKNIDAL；

(iv)特异性结合试剂选自以下组从而特异性地结合SEQ  ID  NO：8：单克隆抗体、多克隆

抗体、Fab片段、Fab2片段、Fv片段、ScFv片段或以上的其它肽片段；

(v)CDWRKNIDAL肽与表位序列缀合或以肽键与表位序列结合，表位序列包括心肌肌钙

蛋白I的表位、脑利钠肽的表位、胎盘生长因子的表位、可溶性fms如酪氨酸的表位和/或内

皮糖蛋白的表位。

(vi)CDWRKNIDAL肽已与可检测标记组合，其中可检测标记优选为酶、金属溶胶颗粒、胶

乳颗粒、易感磁性颗粒，最优选为荧光标记的胶乳颗粒；和/或

(vii)干试剂区或对照区包含已与可检测标记组合的抗体，其中可检测标记优选为酶、

金属溶胶颗粒、胶乳颗粒、易感磁性颗粒，最优选为荧光标记的乳胶颗粒。

[0031] 另一方面，本发明提供了一种标准化特异性结合(例如免疫测定)的测定结果的方

法，包括：

提供如段落[0028]或[0029]中所述的测定装置；

将样品施加于样品施加区；

在样品和掺入试剂区的试剂之间形在成试剂区内的混合物；

沿着诊断道流动样品试剂混合物；

检测由于在对照区的样品试剂混合物的成分的相互作用引起的响应；

检测由于在测定区的样品试剂混合物的成分的相互作用引起的响应；以及

基于在对照区获得的响应调制测定区的响应。

[0032] 在该方法的各种实施例中，

(i)由于试剂区中掺入试剂，对照区的响应独特地发生；

(ii)由于样品的成分，未发生对照区的响应；和/或

(iii)基于对照区的响应，增加或减少测定区的响应。

[0033] 在又一方面，本发明提供了一种装置，包括：

基质，其限定至少一个诊断道；

样品施加区；

干试剂区；

检测区，其包括组合的测定区和对照区；

其中，组合的测定区和对照区包含对CDWRKNIDAL肽具有结合特异性的第一特异性结合

试剂(例如抗体)和对目标分析物特异的第二特异性结合试剂。

[0034] 在各种实施例中，该装置进一步定义如下：

(i)第一特异性结合试剂是特异性地结合包含序列SEQ  ID  NO：8的肽的抗体，其中肽优

选为CDWRKNIDAL(SEQ  ID  NO：8)；

(ii)干试剂区或组合的测定区和对照区包含含有序列SEQ  ID  NO：8的肽，其中肽优选

为CDWRKNIDAL(SEQ  ID  NO：8)；

(iii)特异性结合试剂选自以下组从而特异性地结合SEQ  ID  NO：8：单克隆抗体、多克

隆抗体、Fab片段、Fab2片段、Fv片段、ScFv片段或以上的其它肽片段；
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(iv)干试剂区或组合的测定和对照区包含已与可检测标记组合的肽，其中可检测标记

优选为酶、金属溶胶颗粒、胶乳颗粒、易感磁性颗粒，并且最优选为荧光标记的胶乳颗粒；

(v)干试剂区或对照区包含已与可检测标记组合的抗体，其中可检测标记优选为酶、金

属溶胶颗粒、胶乳颗粒、易感磁性颗粒，最优选为荧光标记的乳胶颗粒。

[0035] 另一方面，本发明提供了一种标准化特异性结合(例如免疫测定)的测定结果的方

法，包括：

提供如段落[0032]或[0033]中所述的装置，其中CDWRKNIDAL肽与表位序列缀合或以肽

键与表位序列结合，该表位序列包含心肌肌钙蛋白I的表位、脑利钠肽的表位、胎盘生长因

子的表位、可溶性fms如酪氨酸的表位和/或内皮糖蛋白的表位；

将样品施加于样品施加区；

在样品、荧光标记颗粒和CDWRKNIDAL肽之间形成在试剂区内的混合物，由此目标分析

物和CDWRKNIDAL肽都被荧光标记颗粒上的特异性结合试剂结合；

沿着诊断道流动样品试剂混合物；

检测由于CDWRKNIDAL肽上存在的SEQ  ID  NO：8的表位与固定在对照区的抗体相互作用

引起的响应；

检测由于目标分析物的表位与固定在测定区的抗体相互作用引起的响应；以及

基于在对照区获得的响应调制测定区的响应。

[0036] 在该方法的各种实施例中，

(i)由于CDWRKNIDAL肽，对照区的响应独特地发生；

(ii)由于样品的成分，未发生对照区的响应；

(iii)基于对照区的响应，增加或减少测定区确定的响应；以及

(iv)CDWRKNIDAL肽由CDWRKNIDAL(SEQ  ID  NO：8)和目标分析物特有的肽序列组成。

[0037] 技术人员将认识到本文所述的CPRRPYIL肽及其对应的抗体，本文所述的

ELAGLGFAELQC肽及其对应的抗体，以及本文所述的CDWRKNIDAL肽及其对应的抗体也可以在

同一装置内一起被使用。因此，在某些方面，本发明提供了一种装置，包括：

基质，其限定至少一个诊断道；

样品施加区；

干试剂区；以及

检测区包括至少一个对照区和至少一个测定区；

其中a-f中的一个或多个为真：

(a)至少一个对照区包含特异性地结合具有与SEQ  ID  NO：1至少87.5％同源的序列的

肽的抗体，并且其中，干试剂区包含与SEQ  ID  NO：1具有87.5％同源性的肽，或者

(b)至少一个对照区包含与SEQ  ID  NO：1具有87.5％同源性的肽，并且其中，干试剂区

包含特异性地结合具有与SEQ  ID  NO：1至少87.5％同源的序列的肽的抗体，或者

(c)至少一个对照区包含特异性地结合具有与SEQ  ID  NO：4至少87.5％同源的序列的

肽的抗体，并且其中，干试剂区包含与SEQ  ID  NO：4具有87.5％同源性的肽，或者

(d)至少一个对照区包含与SEQ  ID  NO：4具有87.5％同源性的肽，并且其中，干试剂区

包含特异性地结合具有与SEQ  ID  NO：4至少87.5％同源的序列的肽的抗体，或者

(e)至少一个对照区包含特异性地结合具有与SEQ  ID  NO：8至少87.5％同源的序列的
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肽的抗体，并且其中，干试剂区包含与SEQ  ID  NO：8具有87.5％同源性的肽，或者

(f)至少一个对照区包含与SEQ  ID  NO：8具有87.5％同源性的肽，并且其中，干试剂区

包含特异性地结合具有与SEQ  ID  NO：8至少87.5％同源的序列的肽的抗体。

[0038] 在某些实施例中，(a)和(b)中的至少一个为真，(c)和(d)中的至少一个为真，并且

(e)和(f)中的至少一个为真。

[0039] 在某些实施例中，特异性地结合具有与SEQ  ID  NO：1至少87.5％同源的序列的肽

的抗体是特异性地结合具有序列CPRRPYIL(SEQ  ID  NO：1)的肽的抗体，优选地，具有与SEQ 

ID  NO：1至少87.5％同源的序列的肽是包含SEQ  ID  NO：1的肽。最优选地，该肽由SEQ  ID 

NO：1组成。

[0040] 在某些实施例中，特异性地结合具有与SEQ  ID  NO：4至少87.5％同源的序列的肽

的抗体是特异性地结合具有序列ELAGLGFAELQC(SEQ  ID  NO：4)的肽的抗体，优选地，具有与

SEQ  ID  NO：4至少87.5％同源的序列的肽是包含SEQ  ID  NO：4的肽。最优选地，该肽由SEQ 

ID  NO：4组成。

[0041] 在某些实施例中，特异性地结合具有与SEQ  ID  NO：8至少87.5％同源的序列的肽

的抗体是特异性地结合具有序列CDWRKNIDAL(SEQ  ID  NO：8)的肽的抗体，优选地，具有与

SEQ  ID  NO：8至少87.5％同源的序列的肽是包含SEQ  ID  NO：8的肽。最优选地，该肽由SEQ 

ID  NO：8组成。

[0042] 干试剂区或对照区可包括已与可检测标记组合的肽或抗体。可检测标记可以是

酶、金属溶胶颗粒、胶乳颗粒、易感磁性颗粒或荧光标记的乳胶颗粒。根据以下详细说明、示

例性实施例和权利要求，本发明的其他实施例将是显而易见的。

附图说明

[0043] 图1描绘了本发明的示例性测定装置。

具体实施方式

[0044] 本发明涉及使用测定，特别是免疫测定，以及在某些实施例中为免疫色谱测定法

测量分析物的量的方法和组合物。特别地，本发明涉及其中提供对照的测定，其使用与测量

分析物或目标分析物无关的特异性结合试剂。这些特异性结合试剂与具有序列CPRRPYIL

(SEQ  ID  NO：1)或其类似物的肽(本文统称为“CPRRPYIL肽”)结合；与具有序列

ELAGLGFAELQC(SEQ  ID  NO：4)或其类似物的肽(本文中统称为“ELAGLGFAELQC肽”)结合；或

与具有序列CDWRKNIDAL(SEQ  ID  NO：8)或其类似物的肽(本文统称为“CDWRKNIDAL肽”)结

合。如下文所述，特异性结合试剂与CPRRPYIL肽、ELAGLGFAELQC肽或CDWRKNIDAL肽的结合用

于标准化或以其他方式调制测定结果。

[0045] 为清楚起见，提供了关于本发明化合物的以下术语的定义。

[0046] 如本文所用，“测定”是指用于分析样品以确定一种或多种分析物的存在、不存在

或数量的体外程序。本发明的测定通常利用分析物和至少一种特异性地结合分析物的分析

物结合剂。分析物和分析物结合剂是特定“结合对”的构件，其中结合对的第一构件(例如，

分析物)与第二构件(例如结合剂)特异性地反应。结合对的一个或两个构件可以是抗体。例

如，结合对的第一构件(例如，目标分析物)可以是抗体，结合对的第二构件(例如，结合剂)
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可以是抗免疫球蛋白抗体；或者，结合对的第一构件(例如，分析物)可以是抗原，结合对的

第二构件(例如，结合剂)可以是抗体(在本文称为“免疫测定”)。

[0047] 在一个优选的实施例中，该测定是“夹心”测定，这是对分析物的测试，其中用来测

定分析物的存在或不存在，或分析物的数量的流体样品与第一分析物结合剂接触，和与第

二分析物结合剂接触，第一分析物结合剂与分析物结合(例如抗体)，第二分析物结合剂也

与分析物结合。检测分析物和两种结合试剂的“夹心”复合物。通常以这种形式，一种抗体被

可检测地标记，而另一种抗体与固相结合。

[0048] 术语“侧向流动测定”是指将样品施加到侧向流动基质的测定形式。样品沿着侧向

流动基质流动，并且样品中待检测的一种或多种分析物成分与至少一种试剂反应，所述试

剂被提供在侧向流动基质中或被添加到侧向流动基质中。通常将至少一种试剂固定在装置

中以与待检测的分析物成分或其试剂反应，并且通常使用标记物以测量与固定化试剂的反

应程度。参见，例如，美国专利和专利申请公开：5,602,040；5,622,871；5,656,503；6,187,

598；6,228,660；6,818,455；2001/0008774；2005/0244986；6,352 ,862；2003/0207465；

2003/0143755；2003/0219908；5,714,389；5,989,921；6,485,982；11/035,047；5,656,448；

5,559,041；5,252,496；5,728,587；6,027 ,943；6,506,612；6,541 ,277；6,737 ,277B1；5,

073,484；5,654,162；6,020,147；4,956,302；5,120,643；6,534,320；4,942,522；4,703,

017；4,743,560；5,591,645以及RE  38,430。侧向流动测定装置可包括壳体，该壳体具有样

品端口和样品端口下游的结果窗口，并且可选地，在结果窗口下游具有对照窗口。样品端口

适于接收一定量的流体缓冲液或施加于其上的样品，其经由壳体内的侧向流动基质横穿侧

向流动路径，从样品端口延伸到下游位置。壳体可以由任何合适的材料形成，其示例包括模

制塑料，并且优选地足够刚性以为侧向流动路径或容纳在其中的路径提供支撑和稳定性，

粘合剂可以被组装在壳体表面上，其中粘合剂面向侧向流动基质以有助于将侧向流动基质

保持在壳体内的适当位置。

[0049] 在本发明测定的某些实施例中，一种或多种结合剂不是抗体：例如，结合对的第一

构件可以是配体，结合对的第二构件可以是受体；或者，结合对的第一构件可以是凝集素，

结合对的第二构件可以是糖。在另一个实施例中，结合对的第一构件可以是核酸(例如DNA、

RNA)，结合对的第二构件可以是与结合对的第一构件特异性地杂交的核酸。无论分析物和

结合剂的组合物如何，这两种成分仍形成特异性结合对，其中第一构件与第二构件特异性

地反应。结合对的构件之间的特异性相互作用表明结合对的第一构件优先结合或以其他方

式与结合对的第二构件相互作用，优选地排除与测定中的另一种化合物的任何结合。

[0050] 如本文所用，术语“分析物”或“目标分析物”是指将测量其量的分子或化合物。分

析物的示例包括孢子；蛋白质，如激素或酶；糖蛋白；肽；小分子；多糖；抗体；核酸；药物；毒

素(例如环境毒素)；病毒或病毒颗粒；细胞壁的一部分；以及其他化合物。在一个优选的实

施例中，分析物是“免疫原性的”，其表明抗体(如下所述)可以被提升至分析物，或提升至与

载体结合的分析物(例如，半抗原-载体缀合物，其抗体可以被提升至半抗原)。在一些代表

性实施例中，目标分析物可以是肌红蛋白；CK-MB；肌钙蛋白I；PSA；地高辛；茶碱；激素(例如

T-3或T-4)；滥用药物(LSD、THC、巴比妥类药物等)；或炭疽芽孢杆菌(炭疽)的孢子。目标分

析物可以是流体样品；或者，目标分析物可以是干燥的(非流体)样品(例如，固体，例如颗粒

样品、粉末样品或土壤样品)。
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[0051] 在某些实施例中，测定流体样品的目标分析物的存在或不存在或数量。流体可以

是润湿膜材料的流体；其支持目标分析物和分析物结合剂之间的反应，例如抗体/抗原反应

(即，不干扰抗体/抗原相互作用)；并且其粘性足够低以允许通过毛细管作用移动流体。在

优选的实施例中，流体是水溶液(例如体液)。流体样品可以是具有相对较少成分的流体，例

如含有目标分析物的水溶液；或者，流体样品可以是具有许多成分的流体，例如复杂的环境

样品(例如，污水、废水、地下水或其他水样品)，或复杂的生物流体(例如，全血、血浆、血清、

尿液、脑脊液、唾液、精液、玻璃体液、滑液或其他生物流体)。在流体是生物流体的优选实施

例中，流体是全血、血浆或血清。如果需要，可以稀释流体样品；例如，如果使用复杂的生物

流体作为流体样品，可以用溶液(例如水溶液)稀释。

[0052] 如本文所用的术语“抗体”是指衍生自、模拟或基本上由免疫球蛋白基因或其免疫

球蛋白基因或其片段编码的肽或多肽，其能够特异性地结合抗原或表位。参见，例如，

Fundamental  Immunology，第3版，W.E.Paul，ed.，Raven  Press，N.Y(1993)；Wilson(1994；

J.Immunol.Methods  175∶267-273；Yarmush(1992)J.Biochem.Biophys.Methods  25：85-

97。术语抗体包括抗原结合部分，即保留结合抗原能力的“抗原结合位点”(例如，片段、子序

列、互补性决定区(CDR))，其包括：(i)Fab片段，由VL、VH、CL和CH1结构域组成的单价片段；

(ii)F(ab′)2片段、包含两个Fab片段的二价片段，所述Fab片段在铰链区通过二硫键连接；

(iii)由VH和CH1结构域组成的Fd片段；(iv)由抗体单臂的VL和VH结构域组成的Fv片段，(v)

dAb片段(Ward  et  al.，(1989)Nature  341：544-546)，其由VH结构域组成；以及(vi)分离的

互补性决定区(CDR)。单链抗体也包括在术语“抗体”中作为参考。

[0053] 如本文所用的术语“多肽”是指具有通过肽键连接的氨基酸序列的分子。该术语包

括蛋白质、融合蛋白、寡肽、环肽和多肽衍生物。以上在单独的部分中讨论了抗体和抗体衍

生物，但出于本发明的目的，抗体和抗体衍生物被视为多肽和衍生物的亚类。术语蛋白质是

指从天然来源分离的多肽，或使用重组DNA技术从分离的cDNA产生的多肽，并且具有长度为

至少约200个氨基酸的氨基酸序列。

[0054] 本文所用的术语“肽”是指70个氨基酸或更少，更优选是50个氨基酸或更少，更优

选是25个氨基酸或更少，最优选是12个氨基酸或更少的多肽。“合成肽”是指通过体外或重

组方法合成的肽，与通过表达和加工生物体内源基因而获得的肽相反。

[0055] 本文所用的术语“核酸”应该通用于多脱氧核糖核苷酸(含有2′-脱氧-D-核糖或其

修饰形式)、多核糖核苷酸(含有D-核糖或其修饰形式)，以及任何其他类型的多核苷酸，它

是嘌呤或嘧啶碱基的N-糖苷，或修饰的嘌呤或嘧啶碱基。

[0056] 如本文所用的术语“适体”是单链或双链寡脱氧核糖核苷酸、寡核糖核苷酸或特异

性地结合和改变目标分子的生物功能的修饰衍生物。目标分子定义为蛋白质、肽及其衍生

物。适体能够在生理条件下结合目标分子。适体效应与反义效应的区别在于，通过与蛋白

质、肽及其衍生物结合诱导了适体效应，并且不是通过在生理条件下与核酸的相互作用或

结合诱导的。

[0057] 如本文所用的术语“多糖”是指包含多于10个糖苷键连接的单糖残基的分子，而术

语“寡糖”是指包含2-10个糖苷键连接的单糖残基的分子。

[0058] 术语“小分子”包括分子量小于约5,000道尔顿(Da)，优选小于约2,500Da，更优选

小于1,000Da，最优选小于约500Da的任何分子。
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[0059] CPRRPYIL肽

[0060] 如本文所述，特异性结合试剂与CPRRPYIL肽的结合用于标准化或以其他方式调制

测定结果。术语“CPRRPYIL肽”在本文中用于指包含序列CPRRPYIL(SEQ  ID  NO：1)的合成肽，

和在连续的8个残基段上与序列CPRRPYIL(SEQ  ID  NO：1)具有至少87.5％同源性的一种或

多种合成肽。属于CPRRPYIL肽定义内的该序列的类似物的示例是序列KPRRPYIL(SEQ  ID 

NO：5)，其代表人神经降压素(Swiss-Prot  P30990)的残基156-163(SEQ  ID  NO：3)：

[0061] ELAGLGFAELQC肽

[0062] 如本文所述，特异性结合试剂与ELAGLGFAELQC肽的结合用于标准化或以其他方式

调制测定结果。术语“ELAGLGFAELQC肽”在本文中用于指包含序列ELAGLGFAELQC(SEQ  ID 

NO：4)的合成肽，以及在连续的8个残基段上与ELAGLGFAELQC序列(SEQ  ID  NO：4)具有至少

87.5％同源性的一种或多种合成肽。属于ELAGLGFAELQC肽定义内的该序列的类似物的示例

是序列ELAGLGFAELQD(SEQ  ID  NO：6)，其代表来自心肌的肌钙蛋白I(Swiss-Prot  P19429)

的残基84-95(SEQID  NO：7)：

[0063] CDWRKNIDAL肽

[0064] 如本文所述，特异性结合试剂与CDWRKNIDAL肽的结合用于标准化或以其他方式调

制测定结果。术语“CDWRKNIDAL肽”在本文中用于指包含序列CDWRKNIDAL(SEQ  ID  NO：8)的

合成肽，以及在连续的8个残基段上与序列CDWRKNIDAL(SEQ  ID  NO：8)具有至少87.5％的同

源性的一种或多种合成肽。属于CDWRKNIDAL肽定义内的该序列的类似物的示例是序列

GDWRKNIDAL(SEQ  ID  NO：9)，其代表来自心肌的人肌钙蛋白I的残基189-198(Swiss-Prot 

P19429)(SEQ  ID  NO：7)：
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[0065] 本发明的CPRRPYIL肽、ELAGLGFAELQC肽和CDWRKNIDAL肽可用于产生抗体。使用合

成肽免疫的优点是可以使用无限量的纯稳定抗原。该方法涉及合成短肽序列，将它们与大

载体分子联接，并使用肽-载体分子免疫选择的动物。抗体的性能取决于一级序列信息。通

常可以通过仔细选择序列和联接方法产生对所需肽的良好响应。大多数联接方法依赖于氨

基酸中的反应性官能团，例如-NH2、-COOH、-SH和酚-OH。以下描述示例性的联接方法。

[0066] 本发明的小分子例如CPRRPYIL肽、ELAGLGFAELQC肽和CDWRKNIDAL肽通常不具有免

疫原性，即使在佐剂存在下给药也是如此。为了产生对这些化合物的免疫响应，通常需要将

它们附着到蛋白质或其他化合物(称为载体)上，该化合物具有免疫原性。当附着于载体蛋

白时，小分子免疫原被称为半抗原。半抗原还与载体蛋白缀合，用于免疫测定。载体蛋白提

供了将半抗原连接到固体支持物如微量滴定板或硝酸纤维素膜上的方法。当与琼脂糖连接

时，它们可用于纯化抗半抗原抗体。它们还可以用于产生能够形成大抗原-抗体复合物的多

价抗原。当选择载体蛋白时，请记住动物会形成载体蛋白以及附着的半抗原的抗体。因此，

选择与可能在测定样品中发现的蛋白质无关的免疫载体蛋白是重要的。如果半抗原被缀合

用于免疫和测定，则两种载体蛋白应尽可能不同。这允许使用抗血清而不必将抗半抗原抗

体与抗载体抗体分离。

[0067] 匙孔血蓝蛋白(keyhole  limpet  hemocyanin，KLH)是一种在软体动物中发现的呼

吸蛋白。其大尺寸使其具有非常好的免疫原性，并且可用于缀合的大量赖氨酸残基使其非

常适用作小肽例如本发明的CPRRPYIL肽的载体。哺乳动物和软体动物之间的系统发育分离

增加了免疫原性并降低了抗KLH载体的抗体与哺乳动物样品中天然存在的蛋白质之间交叉

反应的风险。

[0068] 结合试剂

[0069] 优选地，选择在测定中使用的抗体或其他结合配偶体，其特异性地结合目标标记

物，在这种情况下为CPRRPYIL肽，并且不结合可能存在于样品中的某些不需要的非目标分

子。术语“特异性地结合”并不意味着抗体/结合配偶体仅与其预期目标结合。相反，如果抗

体/结合配偶体对其预期目标的亲和力与其对非目标分子的亲和力相比大约高5倍，则抗

体/结合配偶体“特异性地结合”。优选地，抗体对于目标分子的亲和力比其对非目标分子的

亲和力大至少约5倍，优选10倍，更优选25倍，甚至更优选50倍，最优选100倍或更多。在优选

的实施例中，抗体或其他结合剂与抗原之间的特异性结合意指至少106M-1的结合亲和力。优

选的抗体结合的亲和力至少约为107M-1，优选地为约108M-1至约109M-1，约109M-1至约1010M-1，

或约1010M-1至约1011M-1。

[0070] 亲和力被计算为Kd＝k0ff/kon(kOff是解离速率常数、kon结合速率常数，以及Kd是平
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衡常数。通过测量不同浓度(c)的标记配体的结合部分(r)，可以在平衡时确定亲和力。使用

斯卡查德方程绘制数据：r/c＝K(n-r)

其中：

r＝结合配体的摩尔数/平衡时受体的摩尔数；

c＝平衡时游离配体浓度；

K＝平衡关联常数；以及

n＝每个受体分子的配体结合位点数

通过图形分析，在Y轴上绘制r/c，在X轴上绘制r，从而产生斯卡查德图。亲和力是线的

负斜率。koff可以通过竞争结合的标记配体与未标记的过量配体来确定(参见，例如，美国专

利号6,316,409)。靶向剂对其目标分子的亲和力优选为至少约1×10-6摩尔/升，更优选为至

少约1×10-7摩尔/升，甚至更优选为至少约1×10-8摩尔/升，甚至更优选为至少约1×10-9摩

尔/升，最优选至少约1×10-10摩尔/升。通过斯卡查德分析的抗体亲和力测量是本领域熟知

的。参见，例如van  Erp  et  al.，J.Immunoassay  12：425-43,1991；Nelson  and  Griswold，

Comput.Methods  Programs  Biomed.27：65-8,1988。

[0071] 抗体的产生和选择可以通过几种方式完成。例如，一种方法是使用例如本领域熟

知的固相肽合成方法纯化目标多肽或合成目标多肽。参见，例如Guide  to  Protein 

Purification，Murray  P.Deutcher，ed .，Meth .Enzymol .Vol  182(1990)；Solid  Phase 

Peptide  Synthesis，Greg  B.Fields  ed .，Meth.Enzymol.Vol  289(1997)；Kiso  et  al.，

Chem.Pharm.Bull.(Tokyo)38：1192-99，1990；Mostafavi  et  al.，Biomed.Pept.Proteins 

Nucleic  Acids  1：255-60，1995；Fujiwara  et  al.，Chem.Pharm.Bull.(Tokyo)44：1326-

31，1996。然后可以将选择的多肽注射到例如小鼠或兔子中，以产生多克隆或单克隆抗体。

本领域技术人员将认识到许多方法可用于产生抗体，例如，在Antibodies，A  Laboratory 

Manual，Ed  Harlow  and  David  Lane，Cold  Spring  Harbor  Laboratory(1988)，Cold 

Spring  Harbor，N.Y中所述。本领域技术人员还将理解，模拟抗体的结合片段或Fab片段也

可以通过各种程序从遗传信息被制备(Antibody  Engineering：A  Practical  Approach

(Borrebaeck，C，ed .)，1995，Oxford  University  Press，Oxford；J.Immunol.149，3914-

3920(1992))。

[0072] 此外，许多出版物报道了使用噬菌体展示技术来产生和筛选多肽文库以结合选定

的目标。参见，例如Cwirla  et  al.，Proc.Natl.Acad .Sci.USA  87，6378-82,1990；Devlin 

et  al.，Science  249，404-6，1990，Scott  and  Smith，Science  249,386-88,1990；以及

Ladner  et  al.，U.S.Pat.No.5,571,698。噬菌体展示方法的基本概念是在编码待筛选多肽

的DNA与多肽之间建立物理关联。这种物理结合由噬菌体颗粒提供，其显示多肽作为包围编

码多肽的噬菌体基因组的衣壳的一部分。多肽与其遗传物质之间的物理关联的建立允许同

时大量筛选携带不同多肽的大量噬菌体。展示对目标具有亲和力的多肽的噬菌体与目标结

合，并且通过对目标的亲和力筛选以丰富这些噬菌体。来自这些噬菌体展示的多肽的身份

可以从它们各自的基因组确定。使用这些方法，然后可以通过常规方法大量合成鉴定为对

所需目标具有结合亲和力的多肽。参见，例如美国专利No.6,057,098，其全部内容通过引用

并入本文，包括所有表格、附图和权利要求。

[0073] 然后可以通过首先用纯化的目标多肽筛选亲和力和特异性来选择通过这些方法
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产生的抗体，并且如果需要，将结果与抗体与希望从结合中排除的多肽的亲和力和特异性

进行比较。筛选程序可包括将纯化的多肽固定在微量滴定板的不同孔中。然后将含有潜在

抗体或抗体组的溶液置于各自的微量滴定孔中并孵化约30分钟至2小时。然后洗涤微量滴

定孔，并向孔中加入标记的第二抗体(例如，如果提升的抗体是小鼠抗体则碱性磷酸酶与抗

小鼠抗体缀合)并孵化约30分钟然后洗涤。将基质加入孔中，并且出现颜色反应，其中存在

针对固定化多肽的抗体。

[0074] 或者，为了优化抗原特异性噬菌体的捕获并使无关噬菌体抗体的结合最小化，采

用同时的阳性和阴性选择策略。在这种情况下，在少量抗原(例如在细胞表面、磁性颗粒、其

他固相等)和过量的不需要的交叉的反应物之间建立竞争，所述交叉反应物用作无关噬菌

体抗体非特异性粘附的接收器。举例来说，可以将携带目标抗原(CPRRPYIL肽)的细胞稀释

成过量的不需要的交叉反应物纤维蛋白原。在将细胞混合物与噬菌体文库一起孵化后，回

收抗原阳性细胞群，并在细菌培养物中洗脱并繁殖编码抗原特异性抗体的噬菌体。

[0075] 然后可以在所选择的测定设计中进一步分析如此鉴定的抗体的亲和力和特异性。

在开发目标蛋白的免疫测定中，纯化的目标蛋白作为标准，用于使用所选抗体判断免疫测

定的灵敏度和特异性。因为各种抗体的结合亲和力可能不同；某些抗体对(例如，在夹心测

定中)可以在空间上相互干扰等，抗体的测定性能可能是比抗体的绝对亲和力和特异性更

重要的量度。

[0076] 本领域技术人员将认识到，可以采用许多方法产生抗体或结合片段，并筛选和选

择各种多肽的亲和力和特异性，但这些方法不改变本发明的范围。

[0077] 除抗体外，可以使用不依赖于免疫球蛋白支架的其他特异性结合物质来代替它

们。举例来说，核酸适体是通过重复的体外选择进行工程改造的核酸种类，或者等效地，

SELEX(通过指数富集系统进化配体)以结合各种分子目标的核酸种类，各种分子目标例如

小分子、蛋白质、核酸，甚至细胞、组织和生物体。肽适体是设计用于干扰细胞内其他蛋白质

相互作用的蛋白质。它们由在两端连接到蛋白质支架的可变肽环组成。这种双重结构约束

极大地增加了肽适体的结合亲和力到与抗体相当的水平(纳摩尔范围)。适体在生物技术和

治疗应用中是有用的，因为它们提供的分子识别特性可与常用的生物分子抗体相媲美。除

了它们的区别识别之外，适体还提供优于抗体的优点，因为它们可以在试管中完全工程化，

易于通过化学合成产生，具有期望的储存性能，并且在治疗应用中引起很少或没有免疫原

性。自从适体发现以来，许多研究人员已经使用适体选择作为产生用于结合测定的合适结

合配偶体的手段。

[0078] 免疫测定对照中的CPRRPYIL肽、ELAGLGFAELQC肽以及CDWRKNIDAL肽和结合试剂

[0079] CPRRPYIL肽、ELAGLGFAELQC肽和CDWRKNIDAL肽及其对应的结合试剂可用作任何免

疫测定形式的测定对照。基本上，试剂用作结合对，当与样品基质混合时，其与目标分析物

测定类似地反应，因为CPRRPYIL肽、ELAGLGFAELQC肽或CDWRKNIDAL肽与其对应的结合配偶

体的结合暴露于作为分析物测定的相同的样品基质、温度、储存条件等。

[0080] 在一个实例中，测试装置用于检测“分析物A”的存在或量。包含序列CPRRPYIL(SEQ 

ID  NO：1)和/或ELAGLGFAELQC(SEQ  ID  NO：4)和/或CDWRKNIDAL(SEQ  ID  NO：8)的肽被可检

测地标记，并且特异性地分别结合到SEQ  ID  NO：1、SEQ  ID  NO：4或SEQ  ID  NO：8的抗体或其

他结合试剂被固定在固相上的“对照捕获区”。对照捕获区定位成使得其紧邻分析物捕获区
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(例如，固相上的“分析物捕获试剂”，例如分析物A的抗体被固定的位置)，使得在对照捕获

区和分析物捕获区两者中，测定条件相似(例如，基本上相同)。

[0081] 在替代实施例中，测试装置用于检测“分析物B”的存在或量。包含序列CPRRPYIL

(SEQ  ID  NO：1)和/或ELAGLGFAELQC(SEQ  ID  NO：4)和/或CDWRKNIDAL(SEQ  ID  NO：8)或由其

组成的肽固定在固相上的“对照捕获区”上，而可检测地标记分别与SEQ  ID  NO：1、SEQ  ID 

NO：4或SEQ  ID  NO：8特异性地结合的抗体或其他结合试剂。对照捕获区定位成使得其与分

析物捕获区紧密相邻(例如，固相上的“分析物捕获试剂”，例如分析物B的抗体被固定的位

置)，使得在对照捕获区和分析物捕获区两者中，测定条件相似(例如，基本上相同)。

[0082] 在每种情况下，将可检测标记的CPRRPYIL肽/结合试剂对和/或ELAGLGFAELQC肽/

结合试剂对和/或CDWRKNIDAL肽/结合试剂对的构件与待分析的样品混合，然后施加到测试

装置，使其与对照捕获区和分析物捕获区接触。从分析物捕获区产生测定信号，其与分析物

的存在或量相关，并且从对照捕获区产生对照信号，其与CPRRPYIL肽和/或ELAGLGFAELQC肽

和/或CDWRKNIDAL肽与其结合试剂的结合有关。使用适用于所用标签类型的装置检测信号。

在一个优选的实施例中，通过光学方法检测该量，例如通过测量分析物结合颗粒的标记的

荧光量。或者，可以使用电导率或电介质(电容)来检测信号。或者，可以使用电化学检测释

放的电活性剂，如铟、铋、镓或碲离子，如下所述：Hayes  et  al .(Analytical  Chem .66：

1860-1865(1994))或者Roberts  and  Durst建议的亚铁氰化物(Analytical  Chem.67：482-

491(1995))。

[0083] 免疫测定对照中的特异性肽和结合试剂

[0084] 可以进行免疫测定，其中制备载体和合成肽的预定义缀合物，其代表目标分析物

的目标表位，并固定在测定装置内测试位置下游的位置。载体缀合物以这样的方式配置，使

得一个或多个合成表位存在于诊断测试道的表面，使与标记的检测抗体混合的样品流动。

未与样品中存在的目标结合的任何标记的检测抗体将沿着测试道流动，其中它可以与载体

缀合物上存在的一个或多个合成表位结合，载体缀合物固定在测试区下游的固相位置。

[0085] 在测试点下游使用这样的合成表位将产生指示(i)标记的捕获抗体成功再水化并

悬浮在样品流体中以及(ii)标记的捕获抗体的抗体具有生物活性和功能的信号。因此，在

测定装置中实施这种阳性对照装置使得确定指定的试剂如期发挥作用。

[0086] 在人心肌肌钙蛋白I(hcTn1)的测定中，可以合成具有代表hcTn1的氨基酸区域84-

94的氨基酸序列ELAGLGFAELQC的合成肽，并将其掺入测定中。任选地或另外地，可以合成具

有代表hcTn1的氨基酸区域190-198的氨基酸序列CDWRKNIDAL的合成肽并将其掺入测定中。

使用标准肽固定化学技术将合成的ELAGLGFAELQC和/或CDWRKNIDAL肽与合适的载体蛋白缀

合，例如人血清白蛋白。随后将载体蛋白质固定在测定装置的测试道内，所述测定装置位于

抗hcTn1抗体的区域下游(即，在测试道的另一个距离处，样本流体迁移到首次施用样品的

位置)，其中抗hcTn1抗体识别不同的表位区，例如hcTn1的氨基酸27-39和34-55(捕获抗体)

已被固定。

[0087] 在免疫测定中使用针对氨基酸区域84-94或氨基酸区域190-198的抗体，其与可检

测标记缀合。合适的标记的示例包括酶、荧光标记、放射性核素、电化学活性物质、化学发光

物质、胶体溶胶颗粒(例如金溶胶或乳胶颗粒)。在一些实施例中，标记是荧光能量转移胶乳

(FETL)颗粒。检测抗体能够同时结合已被捕获抗体结合的hcTn1。因此，氨基酸区域27-39/
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34-55和84-94或190-198在空间上充分分离，当捕获抗体和检测抗体都与hcTn1结合时，不

会发生空间位阻。

[0088] 图1描绘了示例性实施例的测定装置，其包括测定测试点，其被配置成检测hcTn1

(Tn1点)的存在以及特定对照点(预缀合肽点)，其位于测试点的下游相对于沿着诊断道的

测试样品的流动。测试点包含针对hcTn1的氨基酸区域27-39/34-55的固定的捕获抗体。对

照点包含由合成肽组成的缀合物，所述合成肽具有与人血清白蛋白载体(HSA)蛋白共价偶

联的氨基酸序列ELAGLGFAELQC。CPRRPYIL肽和CDWRKNIDAL肽将以类似的方式使用。

[0089] 将怀疑含有目标靶标(hcTn1)的样品流体(例如血液、血清、血浆、尿液、唾液、精

液、脑脊髓液)应用于上游位置的测试装置。在上游位置内提供过量的干燥检测抗体，其被

样品流体溶解。检测抗体随后与样品中存在的任何目标相互作用并结合。之后，标记的样品

沿着诊断道流动。样品最初接触测试点，其中目标可以与固定的捕获抗体相互作用并被捕

获。当样品流体沿着诊断道继续流动时，过量的检测抗体与固定在对照点上的合成肽相互

作用并结合。

[0090] 因此，可检测信号分别在测试点和对照点处发展。测试点处的信号强度指示样品

流体中存在目标的存在或量。对照中信号的存在表明(i)将足够的样品施加到装置上以使

干燥的检测抗体重新悬浮并沿着测试点将其携带至对照点，以及(ii)检测抗体具有生物活

性并能够结合目标。

[0091] 校正测定信号

[0092] 使用如美国专利5,356,782、5,753,517、7,691,595和7,713,703中所述的方法，使

用对照信号校正测定信号。在一个示例中，可以根据以下等式确定校正的测定信号：

归一化的测定信号＝A*(SignalAssay)/SignalControl

[0093] 在另一个示例中，可以根据以下等式确定校正的测定信号：

归一化的测定信号＝A*(SignalAssay)B3/(SignalControl1B1*SignalControl2B2)

[0094] 如上所述，诸如免疫测定的测定需要检测方法，并且用于定量结果的最常用方法

之一是缀合酶、荧光团或其他分子以形成抗体-标记缀合物。可检测标记可包括本身可检测

的分子(例如，荧光部分、电化学标记、金属螯合物等)以及可通过产生可检测的反应产物间

接检测的分子(例如，诸如辣根过氧化物酶的酶、碱性磷酸酶等)或通过本身可检测的特异

性结合分子(例如，生物素、洋地黄毒苷、麦芽糖、寡聚组氨酸、2，4-二溴苯、苯基胂酸盐、

ssDNA、dsDNA等)。特别优选的可检测标记是荧光乳胶颗粒，如美国专利5,763,189、6,238,

931和6,251,687中所述的那些；以及国际公布WO95/08772，其各自通过引用整体并入本文。

下文描述了与这种颗粒的示例性缀合。直接标记包括附着于抗体的荧光或发光标签、金属、

染料、放射性核素等。间接标记包括本领域熟知的各种酶，例如碱性磷酸酶、辣根过氧化物

酶等。

[0095] 固相固定化

[0096] 如上所述，诸如免疫测定的测定通常依赖于固定在固相基质上的试剂用作亲和支

持物或用于样品分析。因此，抗体或其结合片段、CPRRPYIL肽、ELAGLGFAELQC肽、CDWRKNIDAL

肽等可以固定在固相基质上。本文所用的术语“固相”是指多种材料，包括本领域技术人员

通常使用的固体、半固体、凝胶、薄膜、膜、网、毛毡、复合材料、颗粒、纸等以隔离分子。固相

可以是无孔的或多孔的。合适的固相包括在固相结合测定中开发和/或使用的固相。参见，
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例如，Immunoassay第9章，E.P.Dianiandis和T.K.Christopoulos  eds.，Academic  Press：

New  York，1996，在此引入作为参考。合适的固相的示例包括膜过滤器、纤维素基纸、珠(包

括聚合物、乳胶和顺磁颗粒)、玻璃、硅晶片、微粒、纳米颗粒、Tenta凝胶、Agro凝胶、PEGA凝

胶、SPOCC凝胶和多孔板。参见，例如Leon  et  ah，Bioorg .Med .Chem .Lett.8：2997，1998；

Kessler  et  ah，Agnew .Chem .Int .Ed .40：165，2001；Smith  et  ah，J.Comb.Med .1：326，

1999；Orain  et  al，Tetrahedron  Lett .42：515，2001；Papanikos  et  al，

J.Am.Chem.Soc.123：2176，2001；Gottschling  et  al，Bioorg .Med .Chem.Lett.11：2997，

2001。

[0097] 可以修饰如上所述的表面以提供连接位点，例如通过溴乙酰化、硅烷化、使用硝酸

添加氨基，以及中间蛋白、树枝状大分子和/或星形聚合物的附接。该列表不意味着限制，可

以采用本领域技术人员已知的任何方法。

[0098] 试剂的联接

[0099] 化学交联剂是制备抗体-可检测标记的缀合物、抗原构建体、免疫毒素和其他标记

的蛋白质和核酸试剂的有价值的工具。这些试剂可根据以下分类：

1.功能组和化学特异性；

2.交联桥的长度和组合物组成；

3.交联组是相似的(同双功能的)还是不同的(异双功能的)；

4.这些组是化学反应还是光化学反应；

5.试剂是否可裂解；以及

6.试剂是否可以放射性标记或用其他标签标记。

[0100] 由于本发明的CPRRPYIL、ELAGLGFAELQC和CDWRKNIDAL肽的半胱氨酸残基提供可用

的硫醇作为连接点，可以制备目标以提供合适的硫醇反应性位点。通过巯基(硫醇)偶联的

交联剂可从许多商业来源获得。马来酰亚胺、烷基和芳基卤化物和α-卤代酰基与巯基反应

形成硫醇醚键，而吡啶基二硫化物与巯基反应生成混合的二硫化物。吡啶基二硫化物产物

是可裂解的。此类试剂可以是双功能的，因为试剂上的第二位点可用于修饰缀合目标以掺

入硫醇反应性位点。除了硫醇之外，可以使用交联剂靶向的反应性基团包括伯胺、羰基化合

物、碳水化合物和羧酸。此外，许多反应性基团可以使用交联剂(例如光反应性苯基叠氮化

物)非选择性地偶联。对于合适的试剂，参见Pierce  2003-2004Appplications  Handbook 

and  Catalog#1600926，其通过引用并入本文。在一端具有胺反应性且在另一端具有巯基反

应性的交联剂是非常常见的。如果使用异双功能试剂，通常首先使最不稳定的基团反应以

确保有效的交联并避免不希望的聚合。

[0101] 必须考虑许多因素来确定最佳的交联剂与目标摩尔比。根据应用，缀合程度是一

个重要因素。例如，当制备免疫原缀合物时，通常需要高度缀合以增加抗原的免疫原性。然

而，当与抗体或酶缀合时，低至中等程度的缀合可能是最佳的，以确保保留蛋白质的生物活

性。考虑蛋白质表面上反应基团的数量也很重要。如果存在许多目标组，则可以使用较低的

交联剂与蛋白质比率。对于有限数量的潜在目标，可能需要更高的交联剂与蛋白质比率。对

于小分子量蛋白质，这转化为每克更多的交联剂。

[0102] 还可以通过在相互作用之前和之后进行交联研究来分析与特定相互作用相关的

蛋白质的结构变化。通过使用不同的臂长交联剂并分析缀合的成功进行比较。当蛋白质的
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构象改变使得受阻氨基酸变得可用于交联时，可能需要使用具有不同反应基团和/或间隔

臂的交联剂。

[0103] 交联剂可具有不同长度的间隔臂或连接反应性末端的桥。该桥最明显的属性是它

能够处理要连接的部分的空间考虑。因为空间效应决定了交联的潜在反应位点之间的距

离，所以可以考虑不同长度的桥用于相互作用。较短的间隔臂通常用于分子内交联研究，而

分子间交联有利于含有较长间隔臂的交联剂。

[0104] 包含聚合物部分(例如，聚乙二醇(“PEG”)均聚物、聚丙二醇均聚物、其他烷基-聚

环氧乙烷、双聚环氧乙烷和共聚物或聚(环氧烷)的嵌段共聚物)在某些情况下，交联可以是

有利的。参见，例如，美国专利5,643,575、5,672,662、5,705,153、5,730,990、5,902,588和

5,932,462；以及Topchieva  ef  ah，Bioconjug .Chem .6：380-8，1995)。例如，美国专利5,

672,662公开了包含PEG聚合物部分和单酯键的双功能交联剂。据说这种分子在水中提供约

10至25分钟的半衰期。

[0105] 设计交联剂涉及选择要使用的功能部分。功能部分的选择完全取决于待交联物种

上可用的目标位点。一些物种(例如，蛋白质)可以存在许多可用于靶向的位点(例如，赖氨

酸E-氨基、半胱氨酸巯基、谷氨酸羧基等)，并且可以凭经验选择特定的功能部分，以便最好

地保留目标的生物特性(例如，抗体的结合亲和力、酶的催化活性等)。

[0106] 1.通过胺基团联接

[0107] 亚氨酸酯和N-羟基琥珀酰亚胺基(“NHS”)酯通常用作胺特异性官能部分。NHS酯与

伯胺或仲胺反应后产生稳定的产物。联接在生理pH下是有效的，并且NHS-酯交联剂在溶液

中比它们的亚氨酸酯对应物更稳定。同双功能NHS-酯缀合通常用于在一步或两步反应中交

联含胺蛋白。伯胺是NHS-酯的主要目标。存在于蛋白质N-末端的可接近的α-胺基团与NHS-

酯反应形成酰胺。然而，由于蛋白质上的α-胺并不总是可用，因此与氨基酸侧链的反应变得

重要。虽然五个氨基酸在其侧链中具有氮，但只有赖氨酸的ε-氨基与NHS-酯显着反应。当

NHS-酯交联剂与伯胺反应，释放N-羟基琥珀酰亚胺时，形成共价酰胺键。

[0108] 2.通过巯基组联接

[0109] 马来酰亚胺、烷基和芳基卤化物、α-卤代酰基和吡啶基二硫化物通常用作巯基特

异性官能部分。当反应混合物的pH保持在pH6.5-7.5之间时，马来酰亚胺基团对巯基具有特

异性。在pH7下，马来酰亚胺与巯基的反应比与胺快1000倍。马来酰亚胺不与酪氨酸、组氨酸

或蛋氨酸反应。当游离巯基不足量存在时，通常可通过还原可用的二硫键产生它们。

[0110] 3.通过羧基联接

[0111] 碳二亚胺将羧基与伯胺或酰肼联接，导致形成酰胺或腙键。碳二亚胺与其他共轭

反应不同，因为在碳二亚胺和联接的分子之间不形成交叉桥；相反，在可用的羧基和可用的

胺基之间形成肽键。蛋白质的羧基末端、以及谷氨酸和天冬氨酸侧链可以被靶向。在过量交

联剂存在下，可能发生聚合，因为蛋白质含有羧基和胺。没有形成交叉桥，并且酰胺键与肽

键相同，因此在不破坏蛋白质的情况下不可能逆转交联。

[0112] 4.非选择性标记

[0113] 光亲和试剂是化学惰性但在暴露于紫外或可见光时变得具有反应性的化合物。芳

基叠氮化物是光亲和试剂，其在250-460nm之间的波长下光解，形成反应性芳基氮宾。芳基

氮烯非选择性地反应形成共价键。必须谨慎使用还原剂，因为它们可以还原叠氮基。
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[0114] 5.羰基特异性交联剂

[0115] 羰基化合物(醛和酮)在pH5-7下与胺和酰肼反应。与酰肼的反应比使用胺更快，这

使得它可用于位点特异性交联。羰基化合物不易存在于蛋白质中；然而，使用偏高碘酸钠轻

微氧化糖部分会将邻位羟基转化为醛或酮。

[0116] 测定系统

[0117] 本领域技术人员熟知许多方法和装置用于受体结合测定的实践。参见，例如，美国

专利6,143,576；6,113,855；6,019,944；5,985,579；5,947,124；5,939,272；5,922,615；5,

885,527；5,851,776；5,824,799；5,679,526；5,525,524；以及5,480,792，其中的每个都通

过引用整体并入本文，包括所有表格、附图和权利要求。这些装置和方法可以利用各种夹

心、竞争或非竞争性测定形式的可检测标记的分子和抗体固相，以产生与目标分析物的存

在或量相关的信号。本领域技术人员还认识到机器人仪器包括但不限于Beckman  Access、

Abbott  AxSym、Roche  ElecSys、Dade  Behring  Stratus系统，其是能够进行这种免疫测定

的免疫测定分析仪。另外，可以采用某些方法和装置，例如生物传感器和光学免疫测定来确

定分析物的存在或量，而不需要标记的分子。参见，例如，美国专利5,631,171；以及5,955,

377，其中的每个都通过引用整体并入本文，包括所有表格、附图和权利要求。如本文所述，

优选的测定使用针对CPRRPYIL肽产生的抗体。

[0118] 在其最简单的形式中，根据本发明的测定装置可以包含固体表面，所述固体表面

包含特异性结合一种或多种目标分析物的受体。例如，可以将抗体固定在各种固体支持物

上，例如磁性或色谱基质颗粒、测定板的表面(例如微量滴定孔)、固体基质材料或膜(例如

塑料、尼龙、纸)等，其使用本发明的交联剂。多种分析物的分析可以与一种测试样品分开或

同时进行。对于标记物的单独或顺序测定，合适的装置包括临床实验室分析仪，例如

El e c S y s (罗氏 R o c h e) 、A x S y m (雅培A b b o t t) 、A c c e s s (贝克曼Be c k m a n) 、

(拜尔Bayer)免疫测定系统、NICHOLS (尼科尔

斯研究所Nichols  Institute)免疫测定系统等。优选的装置或蛋白质芯片在单个表面上进

行多种分析物的同时测定。特别有用的物理形式包括具有多个离散的可寻址位置的表面，

用于检测多种不同的分析物。这些形式包括蛋白质微阵列或“蛋白质芯片”(参见，例如Ng和

Ilag，J.Cell  Mol.Med .6：329-340(2002))和某些毛细管装置(参见，例如美国专利6,019,

944)。在这些实施例中，每个离散的表面位置可以包含固定一种或多种分析物(例如标记

物)的抗体，用于在每个位置进行检测。表面可替代地包括固定在表面的离散位置的一个或

多个离散颗粒(例如，微粒或纳米颗粒)，其中微颗粒包含抗体以固定一种分析物(例如标记

物)用于检测。

[0119] 示例

[0120] 以下实施例用于说明本发明。这些实施例决不旨在要限制本发明的范围。

[0121] 实施例1.PLYENKPRRPYILC和CPRRPYIL肽缀合物

[0122] 将匙孔血蓝蛋白(KLH，Calbiochem#374817，甘油中50mg/mL)通过在0.1M磷酸钾、

0.1M硼酸盐、0.15M氯化钠缓冲液(pH7.5)中平衡的40mL  GH25柱以除去甘油。加入1.5倍摩

尔过量的N-乙基马来酰亚胺，并将混合物在室温下温育30分钟。在涡旋的同时加入来自

50mM蒸馏水原液的200倍摩尔过量的磺基-SMCC(Pierce#22322)。继续涡旋另外30秒，然后

在室温下孵化10分钟。在涡旋的同时加入来自80mM乙腈原液的100倍摩尔过量的SMCC
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(Pierce#22360)。加入1M  KOH以保持pH在7.2和7.4之间。将混合物在室温下搅拌90分钟。孵

化90分钟后，使用在0.1M磷酸钾、0.02M硼酸盐、0.15M氯化钠缓冲液、pH7.0中平衡的GH25

柱，通过凝胶过滤纯化KLH-SMCC。

[0123] 肽-匙孔血蓝蛋白(KLH)缀合物基本上如美国专利No.6,057,098的实施例21中所

述制备，修改如下：KLH-SMCC与2倍过量的肽和各5％的PADRE(来自Alexander等的肽

1024.03，Immunity  1：751-761，1994)反应。

[0124] 具有肽的牛血清白蛋白(BSA)缀合物基本上如美国专利No.6,057,098的实施例21

中所述制备。通过首先将BSA生物素化(美国专利号6,057,098的实施例9)，然后使用SMCC与

肽缀合，制备BSA生物素肽缀合物。对于如下所述的噬菌体展示淘选，使用与BSA-SMCC缀合

的PLYENKPRRPYILC(SEQ  ID  NO：2)。

[0125] 实施例2.磁性乳胶颗粒

[0126] 将磁性乳胶(Estapor，10％固体，邦斯实验室Bangs  Laboratories，Fishers，

Ind.)彻底重悬浮，并将2ml等分到15ml锥形管中。将磁性乳胶悬浮在12ml蒸馏水中，并使用

磁铁将其与溶液分离10分钟。在仍然在磁体中的同时，用10mL无菌移液管小心地移除液体。

该洗涤过程重复三次。最后一次洗涤后，将胶乳重新悬浮在2ml蒸馏水中。在单独的50ml锥

形管中，将10mg抗生物素蛋白-HS(NeutrAvidin，Pierce，Rockford，111.)溶于18ml  40mM 

Tris、0.15M氯化钠、pH7.5(TBS)中。在涡旋的同时，将2ml经洗涤的磁性胶乳加入稀释的抗

生物素蛋白-HS中，并将混合物再涡旋30秒。将该混合物在45℃下孵化2小时，每30分钟振荡

一次。使用磁铁将抗生物素蛋白磁性胶乳与溶液分离，并如上所述用20ml  BBS洗涤三次。最

后一次洗涤后，将胶乳重悬于10ml  BBS中并在4℃下储存。

*在即将使用之前，将抗生物素蛋白磁性胶乳在淘选缓冲液(40mM  TRIS、150mM  NaCl、

20mg/mL  BSA、0.1％Tween  20(Fisher  Scientific，Pittsburgh，PA)，pH  7.5)中平衡。将淘

选实验所需的抗生物素蛋白磁性乳胶(200μl/样品)加入无菌的15ml离心管中，并用淘洗缓

冲液加至10ml。将管置于磁体上10分钟以分离胶乳。如上所述，用10mL无菌移液管小心地移

除溶液。将磁性胶乳重悬于10mL淘洗缓冲液中以开始第二次洗涤。用淘洗缓冲液将磁性胶

乳洗涤总共3次。最后一次洗涤后，将胶乳重新悬浮在淘洗缓冲液中至初始等分试样体积。

[0127] 实施例3.表达抗PL  YENKPRRPYILC抗体的噬菌体的选择和PLYENKPRRPYILC的单克

隆Fab的选择

[0128] 第一轮抗体噬菌体通常如美国专利No.6,057,098的实施例7中所述制备，其来自

用与KLH和PADRE缀合的PLYENKPRRPYILC(SEQ  ID  NO：2)免疫的小鼠分离的RNA(pan-DR  T-

辅助表位)。用Dynal  M-280链霉抗生物素蛋白磁性乳胶(Life  Technologies，Carlsbad)淘

选抗体噬菌体样品，一般如美国专利No.6,057,098的实施例16中所述。使用与BSA-SMCC-生

物素缀合的PLYENKPRRPYILC(SEQ  ID  NO：2)以2x10-9M最终BSA浓度选择第一轮抗体噬菌体

样品(来自5个不同脾脏的10个样品)，添加9X10-7M  BSA-SMCC以去除SMCC臂特异性抗体。洗

脱的第二轮噬菌体富集7F11磁性胶乳(美国专利号6,057,098的实施例22)，然后富集的噬

菌体以2×10-9M最终BSA-肽生物素浓度和9×10-7M  BSA-SMCC被第二次淘选。合并从第二轮

淘选中洗脱的噬菌体，并用2×10-9M最终BSA肽生物素浓度进行第三轮淘选。将选择的噬菌

体亚克隆到质粒表达载体中，一般如美国专利No.6,057,098的实施例18中所述。从亚克隆

文库中选择单克隆抗体，其显示在N末端结合肽。该单克隆抗体是ST0115Z1ZM  01421。该抗
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体通常如美国专利No.6,057,098的实施例9中所述进行生物素化。

[0129] 实施例4.选择表达抗ELAGLGFAELQC抗体的噬菌体和选择ELAGLGFAELQC的单克隆

抗体，其中抗体与肌钙蛋白I复合物交叉反应

[0130] 第一轮抗体噬菌体通常如美国专利No.6，057，098的实施例7中所述制备，其来自

用缀合KLH的ELAGLGFAELQC(SEQ  ID  NO：4)免疫的小鼠分离的RNA。用Dynal  M-280链霉抗生

物素蛋白磁性乳胶(Life  Technologies，Carlsbad)淘选抗体噬菌体样品，一般如美国专利

No.6，057，098的实施例16中所述。使用与BSA-SMCC-生物素缀合的ELAGLGFAELQC(SEQ  ID 

NO：4)以1×10-9M最终BSA浓度选择第一轮抗体噬菌体样品(来自2个不同脾脏的4个样品)，

添加1.4x10-6M  BSA-SMCC以去除SMCC臂特异性抗体。用1x10-8M肌钙蛋白TIC复合物生物素

第二次淘洗洗脱的第二轮噬菌体。合并从第二轮淘选中洗脱的噬菌体，并用1×10-8M肌钙蛋

白TIC复合物生物素进行第三轮淘选。将从第三轮淘选洗脱的噬菌体用5×10-10M肌钙蛋白

TIC复合物生物素第四次淘选。将选择的噬菌体亚克隆到质粒表达载体中，一般如美国专利

No.6,057,098的实施例18中所述。

[0131] 实施例5.选择表达抗CDWRKNIDAL抗体的噬菌体和选择CDWRKNIDAL的单克隆抗体，

其中抗体与肌钙蛋白I复合物交叉反应

[0132] 第一轮抗体噬菌体通常如美国专利No.6,057,098的实施例7中所述制备，其来自

用心肌肌钙蛋白I(Dako，Finland)免疫的小鼠分离的RNA。用Dynal  M-280链霉抗生物素蛋

白磁性乳胶(Life  Technologies，Carlsbad)淘选抗体噬菌体样品，一般如美国专利No.6,

057,098的实施例16中所述。使用与肌钙蛋白C和肌钙蛋白T(TIC复合物)生物素复合的心肌

肌钙蛋白I以5×10-9M最终TIC生物素浓度选择第一轮抗体噬菌体样品(来自5个不同脾的10

个样品)。用1x10-9M  TIC复合物生物素第二次淘洗洗脱的第二轮噬菌体。合并从第二轮淘选

中洗脱的噬菌体，并用1×10-9M心肌肌钙蛋白I生物素进行第三轮淘选。将选择的噬菌体亚

克隆到质粒表达载体中，一般如美国专利No.6，057，098的实施例18中所述。

[0133] 实施例6.选择表达抗CPRRPYIL(SEQ  ID  NO：1)抗体的噬菌体和选择CPRRPYIL的单

克隆抗体

[0134] 第一轮抗体噬菌体通常如美国专利No.6,057,098的实施例7中所述制备，其来自

用与KLH和PADRE(pan-DR  T-辅助表位)缀合的CPRRPYIL(SEQ  ID  NO：1)免疫的小鼠分离的

RNA。通常如上文实施例2中所述，用Dynal  M-280链霉抗生物素蛋白磁性乳胶(Life 

Technologies，Carlsbad)淘选抗体噬菌体样品，其不同之处在于BSA肽生物素浓度为1×

10-9M。在第二轮选择后，合并各个噬菌体样品，并使用1x10-8M的生物素化的ST0115  Z1ZM 

01421抗体和1x10-9M的未标记的神经降压肽(Bachem，Torrance)选择合并的噬菌体，通常如

美国专利No.6,057,098的实施例15所述。第二次重复该选择，将得到的第四轮噬菌体亚克

隆到质粒表达载体中，一般如美国专利No .6 ,057 ,098中所述。单克隆抗体ST0128  Z7ZM 

01421选自所得的单克隆抗体。

[0135] 实施例7.免疫测定形式

[0136] 对于夹心免疫测定，将血浆样品添加到微流体装置中，所述微流体装置包含干燥

形式的所有必需的测定试剂，包括HAMA抑制剂。等离子体通过过滤器以去除颗粒物质。等离

子体通过毛细管作用进入“反应室”。该反应室含有适合于目标分析物的荧光胶乳颗粒-抗

体缀合物(下文称为FETL-抗体缀合物)，并且可含有与几种选定分析物的FETL-抗体缀合
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物。将FETL-抗体缀合物溶解到血浆中以形成反应混合物，将其保持在反应室中一段孵化期

(约1分钟)以使血浆中的目标分析物与抗体结合。在孵化期后，反应混合物通过毛细管作用

向下移动到检测道。将目标分析物的抗体固定在“检测道”表面上的离散捕获区中。在合适

的检测区上捕获在反应室中形成的分析物/抗体-FETL复合物以形成夹心复合物，而通过过

量血浆将未结合的FETL-抗体缀合物从检测道洗涤到废物室中。通过在整个点上整合信号，

用荧光计( MeterPro，Alere)定量捕获区上结合的分析物/抗体-FETL复合物的量，

并且与血浆样本中所选分析物的量相关。在这种情况下，在装置上在两个单独确定的捕获

区中同时进行两种测定--B型利尿钠肽(“BNP”)和半乳糖凝集素-3(“Gal-3”)。

[0137] 仪表确定每个点的荧光强度积分(或信号)，其与结合到固相点的FETL的量成比

例。对于每个分析物点，通过校准曲线将信号转换成分析物浓度单位。这是用数学符号写

的，如下所示：

X＝分析物点信号(积分)

Y＝分析物浓度(测试结果)＝R(X)

[0138] R(X)是所研究的特定分析物测定的校准曲线，其等于在每批测试装置的校准期间

确定的剂量/响应曲线的倒数。通常，剂量/响应曲线是S形的，并且在分析物的可测量(报告

的)范围内可以近似线性。

[0139] 校准曲线R(X)表示为三次样条，给定R必须通过的一些(X，Y)对(称为“结”)。可测

量的测定范围分为11个校准品水平(A，B，C，...J和Z)，其中Cal  A高于可测量范围的上限，

Cal  J接近(但高于)可测量范围的下限，并且Cal  Z是包含零浓度分析物的“空白”样品。从

5-8结开始，用于表示这11个校准品水平的校准曲线。

[0140] 在校准之前分配每个校准样品的分析物浓度。在校准期间，每个校准样品(水平A-

J和Z)在被校准的装置批次上进行重复测试(通常每水平20至32次测试)，并计算每个水平

的X0平均值。通过将X0的平均值与已知的校准物浓度对齐来确定校准曲线。

[0141] 实施例8.测定标准化

[0142] 基于8个氨基酸的肽序列(CPRRPYIL；SEQ  ID  NO：1)和对该肽特异的抗体(本文称

为“ST128”)，在该装置内包括测定标准化系统。选择ST128抗体，因为它不结合天然神经降

压肽，也不结合源自人和CHO细胞系的细胞培养上清液。将CPRRPYIL肽置于测试装置的反应

室中的FETL上，并将抗体置于检测道中的独特区域上。

[0143] 来自ST  128检测区的信号紧密地分布在总体中，其平均值和标准偏差基于单独装

置的可以预期量级的精确度(即具有最小的基质效应或干扰)。

[0144] 将分析物信号和ST128信号组合在4参数回归模型中，该模型设计用于保持相对于

未标准化信号的校准曲线。

[0145] 通过消除各个测试设备之间不同的矩阵和设备效应，并且不通过基于批次的校准

曲线来解释，测定标准化的目的是提高精度(改进的变异系数或CV″)。简单的″除以″标准化

可以通过以下等式应用：

Y＝A*X0/(X1*X2)1/2

其中A是所有重复的(X1*X2)1/2平均值；X0＝分析物点信号(积分)；X1＝对照点1信号

(积分)；X2＝对照点2信号(积分)；Y＝标准化分析物信号＝F(X0，X1，X2)；以及分析物浓度

(测试结果)＝R(Y)。对此的简单概括是：
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Y＝A*X0β0/(X1β1*X2β2)

其中(A，β0，β1，β2)是通过普通最小二乘回归确定的系数，残差定义为

残差＝log(Yik)-log(平均X0)k

其中平均值超过每个校准品水平k的所有重复i。对给定分析物的所有校准物水平进行

回归。每个分析物具有针对每个单独批次优化的其自己独特的系数组(A，β0，β1，β2)。

[0146] 简单的“除以”标准化(固定系数β0＝1，β1＝0.5，β2＝0.5)与具有批次特异性(和

分析物特异性)系数的4参数(A，β0，β1，β2)模型的表现不同。对于某些分析物，可以看到“除

以”标准化实际上增加了测定CV。因此，通过调整每种分析物来改善标准化系数。通过探索

具有附加自由参数的替代函数形式Y＝F(X0，X1，X2)，可以构建更复杂的模型。例如，通过允

许Y的对数是以下形式的二次多项式

[0147] InY＝A+β0*lnX0+β1*1nX1+β2*1nX2+β3*1nX0*1nX1+β3*1nX0*1nX2+β5*1nX1*1nX2

+β6*1nX0*1nX0+β7*1nX1*1nX1+β8*1nX2*1nX2

其中(A，β0，β1，β2，...β8)是通过普通最小二乘回归确定的10个系数，其中先前定义了

残差。然而，二次项在CV减少方面没有任何益处。这些考虑表明，4参数(A，β0，β1β2)模型足

以用最少的自由参数调整每个分析物(和每个批次)的标准化。但是，应该注意，这个4参数

模型的特定功能形式不是唯一的解决方案。残基的替代功能形式和/或替代定义可用于调

整标准化以在可测量范围的某一部分中提高精确度，例如，与较低浓度相反，向较高浓度加

权。

[0148] 示例9.空白限制(LOB)的计算

[0149] 重要的是有一种与标准化方法一致的计算空白限制(LOB)的方法。

[0150] 虽然Y是在可测量范围内定义的，但我们在确定标准化系数时排除了Cal  Z，即，回

归仅限于样品Cal  A-J和Cal  J高于LOB。

[0151] 在检查Cal  Z时出现了另一个问题，因为它由于仪表的背景扣除而具有近似为零

的平均信号，并且没有为X0＜0定义标准化模型的函数形式。为了计算LOB，Y的等式重新安

排如下

Y＝A*X0β0/(X1β1*X2β2)＝(X0/D)β0其中D＝(X1β1*X2β2/A)1/β0

[0152] LOB定义为“空白”样品(Cal  Z)分布的上限第97.5百分位数。因此，我们对X0/D的

分布进行抽样，并估计其上限第97.5百分位数。这可以使用参数近似(正态分布噪声)来实

现，以得到标准化信号Y的LOB的以下表达式：

LOB(Y)＝(1.96*SD)β0其中SD是X0/D的标准偏差。

[0153] 这可以直接与未标准化信号X0的LOB进行比较，未标准化信号X0是单独X0标准偏

差的1.96倍。LOB随着标准化而增加，因为在Cal  Z处，分析物信号X0是纯噪声，与对照(X1，

X2)不相关，因此X0比XO/D噪声小。尽管LOB随着标准化而增加，但它仅增加了非标准化系统

的LOB的1.05和1.15倍之间的乘数。通常，LOB比测定的可测量(可报告的)范围的下限低至

少2倍，因此预期该效应对高于测定下限的假升高的数量具有可忽略的影响。特别是，对于

标准化或未标准化的方法，TNI的正常参考范围的上限第99百分位数(基于血浆或来自表观

正常健康个体的全血)应低于0.05ng/mL。

[0154] 实施例10.预缀合的固相

[0155] 在另一个示例性实施例中，进行测定，其中制备载体和合成肽的预定义缀合物，其
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代表目标分析物的目标表位，并固定在测定装置内测试位置下游的位置。以这样的方式配

置载体缀合物，使得在诊断测试道的表面呈现一种或多种合成表位，通过所述表面，与标记

检测抗体混合的样品被流动。任何未与样品中存在的目标结合的标记检测抗体沿着测试道

流动，其中它与载体缀合物上呈递的一个或多个合成表位结合，所述载体缀合物固定在测

试区下游的固相位置。

[0156] 在测试点下游使用这样的合成表位产生了一个信号，其表明(i)标记的捕获抗体

成功再水合并悬浮在样品液中，以及(ii)标记的捕获抗体的抗体具有生物活性和功能。因

此，在测定装置中实施这种阳性对照装置使得确定指定的试剂如预期的那样表现。

[0157] 在人心肌肌钙蛋白I(hcTn1)的测定中，合成了具有氨基酸序列ELAGLGFAELQC的合

成肽，其代表hcTn1的氨基酸区域84-94。任选地或另外地，合成具有代表hcTn1的氨基酸区

域190-198的氨基酸序列CDWRKNIDAL的合成肽。随后使用标准肽固定化学技术将合成的

ELAGLGFAELQC和/或CDWRKNIDAL肽缀合至合适的载体蛋白。随后将载体蛋白固定在测定装

置的测试道内，所述测定装置位于抗hcTn1抗体的区域下游，所述抗hcTn1抗体识别不同的

表位区域，例如hcTn1(捕获抗体)的氨基酸27-39和34-55。

[0158] 将针对氨基酸区域84-94或氨基酸区域190-198的抗体与可检测标记缀合。合适的

标记的示例包括酶、荧光标记、放射性核素、电化学活性物质、化学发光物质、胶体溶胶颗粒

(例如金溶胶或乳胶颗粒)。在一些实施例中，标记是荧光能量转移胶乳(FETL)颗粒。检测抗

体能够同时结合已被捕获抗体结合的hcTn1。因此，氨基酸区域27-39/34-55和84-94或190-

198在空间上充分分离，当捕获抗体和检测抗体都与hcTn1结合时不会发生空间位阻。

[0159] 对照点包含由合成肽组成的缀合物，所述合成肽具有与人血清白蛋白载体(HSA)

蛋白共价偶联的氨基酸序列ELAGLGFAELQC或CDWRKNIDAL。随后将HSA固定在诊断道上。

[0160] 将怀疑含有目标靶标(hcTn1)的样品流体(例如血液、血清、血浆、尿液、唾液、精

液、脑脊髓液)施加到上游位置的测试装置。在上游位置内提供过量的干燥检测抗体，其被

样品流体溶解。随后，检测抗体与样品中存在的任何目标相互作用并结合。然后，标记的样

品沿着诊断道流动。样品最初接触测试点，其中目标与固定的捕获抗体相互作用并被捕获。

当样品流体沿着诊断道继续时，过量的检测抗体与固定在对照点上的合成肽相互作用并结

合。

[0161] 分别在测试点和对照点产生可检测信号。测试点处的信号强度指示样品流体中存

在目标的存在或量。对照中信号的存在表明(i)将足够的样品施加到装置上以使干燥的检

测抗体重新悬浮并沿着测试点将其携带至对照点，以及(ii)检测抗体具有生物活性并能够

结合目标。

[0162] 尽管已经足够详细地描述和举例说明了本发明以使本领域技术人员制造和使用

本发明，但是在不脱离本发明的精神和范围的情况下，各种替换、修改和改进应该是显而易

见的。

[0163] 本领域技术人员容易理解，本发明非常适合于实现所述目的并获得所述的目的和

优点，以及其中固有的目的和优点。本文提供的实施例是优选实施方案的代表，是示例性

的，并不意图作为对本发明范围的限制。本领域技术人员将想到其中的修改和其他用途。这

些修改包含在本发明的精神内，并由权利要求的范围限定。

[0164] 对于本领域技术人员显而易见的是，在不脱离本发明的范围和精神的情况下，可
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以对本文公开的发明进行各种替换和修改。

[0165] 本说明书中提及的所有专利和出版物表示本发明所属领域普通技术人员的水平。

所有专利和出版物在此引入作为参考，其程度如同每个单独的出版物被具体和单独地指出

通过引用并入。

[0166] 本文说明性地描述的本发明可适当地在缺少本文未具体公开的任何要素、限制的

情况下实施。因此，例如，在本文的每种情况下，任何术语“包含”、“基本上由..组成”和

“由..组成”可以用其他两个术语中的任一个替换。已经使用的术语和表达用作描述的术语

而非限制，并且无意在使用这些术语和表达来排除所示和所描述的特征的任何等同物或其

部分，而是认识到在所要求保护的本发明的范围内可以进行各种修改。因此，应该理解，尽

管已经通过优选实施例和可选特征具体公开了本发明，但是本领域技术人员可以采用本文

公开的概念的修改和变化，并且这些修改和变化被认为是在由所附权利要求限定的本发明

的范围内。

[0167] 在以下权利要求中阐述了其他实施例。
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图1
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