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本发明公开了一种快速检测游离雌三醇的

试剂盒，包括包被有E3的鼠抗羊IgG-Fc单抗的磁

微粒，标记被载体蛋白修饰过的E3衍生物酶结合

物，E3兔多抗抗体溶液，含有E3抗原的校准品溶

液，浓缩洗液和底物；其中E3衍生物酶结合物先

由E3半抗原与载体蛋白偶联，然后载体通过过碘

酸钠氧化辣根过氧化酶标记；E3兔多抗抗体由E3

衍生物半抗原偶联大分子蛋白质作为免疫原制

备而成。本发明采用磁微粒化学发光的方法定量

检测样品中E3的含量，对样品的前处理要求不

高，能同时快速检测大批量的样本；试剂以工作

液形式提供，检验方法易行，灵敏度高，特异性

强，操作简便；且试剂盒结构简单，使用方便，储

存运输方便，检测准确、快速、省时高效，适用于

大批样品的检测。
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1.一种快速检测游离雌三醇的试剂盒，其特征在于：包括包被有E3的鼠抗羊IgG-Fc单

抗的磁微粒，标记被载体蛋白修饰过的E3衍生物酶结合物，E3兔多抗抗体溶液，含有E3抗原

的校准品溶液，浓缩洗液和底物；其中所述的E3衍生物酶结合物先由E3半抗原与载体蛋白

偶联，然后载体通过过碘酸钠氧化辣根过氧化酶标记；所述E3兔多抗抗体由E3衍生物半抗

原偶联大分子蛋白质作为免疫原制备而成。

2.根据权利要求1所述的快速检测游离雌三醇的试剂盒，其特征在于：所述E3半抗原是

通过假象方案对E3不同位点的分子结构的设计，在E3-3-CMO后连接载体蛋白再进行过碘酸

钠方法标记而成；所述载体蛋白为甲状腺蛋白、牛血清白蛋白、人血清蛋白、卵清蛋白或者

纤维蛋白原。

3.根据权利要求1所述的快速检测游离雌三醇的试剂盒，其特征在于：所述浓缩洗液为

含有2%Tween20、1%Procline300 的  pH7.5、2mol/L的磷酸盐缓冲液。

4.根据权利要求1所述的快速检测游离雌三醇的试剂盒，其特征在于：所述底物由鲁米

诺和双氧水组成。
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一种快速检测游离雌三醇的试剂盒

技术领域

[0001] 本发明涉及生物检测技术领域，尤其是涉及一种利用磁微粒化学发光法快速检测

游离雌三醇的试剂盒。

背景技术

[0002] 雌三醇（E3）是人体合成的三种雌激素之一，雌激素的代谢主要发生在肝脏和胃肠

道组织，绝大部分代谢和结合过程都在肝脏完成。主要的一个代谢途径是从雌二醇到雌一

醇，然后，雌一醇可以进一步代谢为16-羟雌(甾)酮(16-hydroxyestrone)，最后16-羟雌

(甾)酮(16-hydroxyestrone)转化为雌三醇。在孕期，雌三醇的合成量比较显著，能够达到

非孕期的1000倍。妊娠期主要由胎儿胎盘合成，合成后通过母体血循环，在肝脏代谢，和硫

酸或葡萄糖醛酸结合形成结合型雌三醇，从尿中排出。雌三醇在调节胎儿宫内发育的过程

中起重要作用，并能影响妊娠子宫对催产素的敏感性。

[0003] 母体血清中E3水平随着孕周的增长而增加，其检测可以作为胎儿生长和胎盘功能

的良好指标。当孕妇胎儿患唐氏综合征（21-三体）时，由于胎儿生长发育迟缓，肝脏、胎盘的

功能不良，合成E3能力降低，致使孕中期母血清E3水平下降。连续监测孕妇血清中的E3，还

可用于高危妊娠及过期妊娠的监护。

[0004] 临床上，检测人体中游离雌三醇的作用主要有以下几点：1、监测胎盘功能：胎盘功

能不良，胎盘硫酸脂酶缺乏症以及妊娠高血压综合征影响子宫胎盘血液循环者，均可导致

雌三醇值下降。2、监护高危妊娠：定期动态检测孕妇血或尿液雌三醇含量，可帮助估计孕

期；雌三醇继续上升，提示妊娠未足月；若几次检测均在同一水平，提示为足月妊娠；如测定

值逐渐下降则常为过期妊娠；明显降低，提示胎儿宫内窘迫，临床应严密监测胎动、胎心等

指标，并针对实际情况积极采取相应措施；血浆雌三醇含量＜2mg/L，则胎儿宫内死亡的可

能性很大。3、协助诊断胎儿疾病：胎儿宫内生长发育迟缓、因孕妇吸烟过多或营养不良而影

响胎儿发育者，雌三醇下降；胎儿先天性肾上腺发育不全或因无脑儿等畸形影响肾上腺功

能者，雌三醇下降,而仅为正常值的10%左右。4、协助诊断其他疾病：冠心病、肝硬化等疾病

时，雌三醇含量增高。5、联合AFP和β-HCG进行唐氏综合症患儿的筛查，当患唐氏综合征时，

患儿母血E3下降，可能是由于胎儿的肾上腺皮质发育不良，导致E3的前体—硫酸脱氢表雄

酮的合成减少，进而使E3减少。

[0005] 游离雌三醇（E3）是一种甾体类激素，前体来源于胎儿肾上腺和肝，由胎盘合成分

泌，是妊娠期的主要雌激素。血清雌三醇水平的高低与胎盘－胎儿单位及胎儿有效的代谢

功能有密切关系，直接影响胎儿的生长发育。E3不经母体的肾脏排泄，故所受干扰小，其在

母血中的半衰期也只有20～30分钟，故母体血中E3 的水平能准确反映胎儿胎盘功能的变

化。

[0006] 在女性中，体血中E3的值随妊娠的进展而升高，在20周开始会逐渐升高，在孕晚期

会增加更快，产后迅速下降。而在妊娠42周后，每周测定2次E3，若持续低水平，说明胎盘功

能衰退，需短期内终止妊娠。而与甲胎蛋白（AFP）、人绒毛促性腺激素（β-HCG）联合检测，可
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进行中期唐氏筛查。

[0007] 目前PerkinElmer提供的检测游离雌三醇试剂盒是一种固相、时间分辨的荧光免

疫测定法，它基于铕标记雌三醇和血清样本中雌三醇竞争结合雌三醇多克隆抗体上（兔源）

有限的结合位点。直接针对兔IgG的第二个抗体包被于固相上，使抗体结合抗原和游离抗原

易于分离。增强液将铕离子从铕标记抗原上洗脱到溶剂中，它们与增强液中的成分形成荧

光螯合物。随后对每个微孔的荧光强度进行测量。每个样品中的荧光强度与样品中游离雌

三醇的浓度成反比。但是此方法操作繁琐，需要时间周期较长。

[0008] 化学发光法(chemiluminescent  immunoassay，CLIA)克服了RIA放射性污染的不

足、酶标记物的不稳定性和定量范围窄的缺陷以及荧光标记易受环境干扰的难点的缺点，

检测灵敏度高，应用范围广，能够应用于自动化和半自动化仪器，相应的磁微粒化学发光法

试剂盒已成为生物医学研究和临床超微量生化检验中非常具有发展前景的产品。

发明内容

[0009] 本发明的目的在于提供一种采用化学发光技术快速检测游离雌三醇的试剂盒，采

用该试剂盒可以高效、准确、简便的对大批量样本进行定量检测、筛选。

[0010] 为实现上述目的，本发明可采取下述技术方案：

本发明所述的快速检测游离雌三醇的试剂盒，包括包被有E3的鼠抗羊IgG-Fc单抗的磁

微粒，标记被载体蛋白修饰过的E3衍生物酶结合物，E3兔多抗抗体溶液，含有E3抗原的校准

品溶液，浓缩洗液和底物；其中所述的E3衍生物酶结合物先由E3半抗原与载体蛋白偶联，然

后载体通过过碘酸钠氧化辣根过氧化酶标记；所述E3兔多抗抗体由E3衍生物半抗原偶联大

分子蛋白质作为免疫原制备而成。

[0011] 所述E3半抗原是通过假象方案对E3不同位点的分子结构的设计，通过换臂换位点

的方法去减少位阻效应，制备出E3衍生物，并且突破原有标记模式，在E3-3-CMO后连接载体

蛋白再进行过碘酸钠方法标记而成，提高了酶结合物的亲和力；所述载体蛋白为甲状腺蛋

白、牛血清白蛋白、人血清蛋白、卵清蛋白或者纤维蛋白原。

[0012] 所述浓缩洗液为含有2%Tween20、1%Procline300 的  pH7.5、2mol/L的磷酸盐缓冲

液。

[0013] 所述底物由鲁米诺和双氧水组成。

[0014] 本发明试剂盒采用直接竞争法，用鼠抗羊IgG-Fc单抗包被磁微粒，E3兔多抗制备

抗体溶液，辣根过氧化物酶标记载体蛋白修饰过的E3衍生物制备酶结合物。通过免疫反应

形成二抗-抗体-酶标抗原复合物，该复合物催化发光底物液发出光子，并运用发光强度与

E3的含量成反比的关系，通过校准品定标得出E3的含量，与PerkinElmer提供的检测游离雌

三醇试剂盒相比，本发明可在15min内检测出人血清中游离雌三醇的含量，更加方便快捷，

且灵敏度高，特异性强。

[0015] 本发明的优点在于采用磁微粒化学发光的方法定量检测样品中E3的含量，对样品

的前处理要求不高，不存在新旧样本差异，能同时快速检测大批量的样本；使用的主要试剂

是以工作液的形式提供，检验方法易行，灵敏度高，特异性强，操作简便，可在15min内出结

果，省时省力。与现有技术相比，本发明制备的磁微粒化学发光试剂盒，结构简单，使用方

便，储存运输方便，且检测方法准确、快速、省时高效，能更快的适用于大批样品的检测。
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具体实施方式

[0016] 下面通过具体实施例对本发明做更加详细的说明。如无特殊说明，实施例中所用

的试剂和试验仪器均为常规的市售产品。

[0017] 实施例1  制备检测游离雌三醇的试剂盒

1、磁微粒混悬液的制备

将粒径1 .15μm的磁微粒原液充分混匀、洗涤后，加入EDC和NHS活化剂（用50mmol/

LpH5.0的MES溶解），混匀震荡、洗涤后，加入E3鼠抗羊IgG-Fc单抗，混匀震荡，采用两步封

闭，首先用乙醇胺封闭30min，再用封闭液封闭，封闭液移除后加入含有5%蔗糖、1%BSA、1.5%

EDTA、0.1%  Proclin  300、0.1%蛋白保护剂的pH7.5的磷酸盐缓冲液进行储存。2～8℃保存

备用。

[0018] 2、酶结合物的制备

1）将E3-3-CMO的COOH端与BSA（0.01molpH7.04的PB溶解）按20:1的比例于10mg/ml的二

态环氧烷下偶联过夜；

2）然后用EDC和NHS活化30min，用过碘酸钠法进行标记；

3）用0.01mol  pH7.d的PB于2-8℃过夜透析2天；

4）用紫外分光光度计测蛋白含量，-20℃保存；

5）称取Tris  6g、Nacl  8g，然后在烧杯中加入800mL纯化水，充分混匀，使

试剂完全溶解；

6）调整pH，使其控制在7.4±0.05；

7）称取  BSA  10g、ProClin  300  2g、Bro  1.0g、胭脂红色素0.1g，倒入上述烧杯中；

8）最后定容至1000mL，用0.3μm滤器过滤，即得酶结合物稀释液；

9）取上述获得的酶标抗原；按照1:8000的比例添加上述获得的酶反应物稀释液，混合

均匀，即为酶结合物。

[0019] 3、抗体溶液的制备

1）称取 Tris  6g，Nacl  8g，ProClin300  2g，然后在烧杯中加入800mL纯化水，充分混

匀，使试剂完全溶解；

2）调整pH，使其控制在7.4±0.05；

3）称取BSA  10g，倒入上述烧杯中；

4）最后定容至1000mL，用0.3μm滤器过滤，再加入合适比例的兔多克隆抗体即得抗体溶

液。

[0020] 4、校准品的制备

将孕期为14-21周的混合样本（该样本用乙肝表面抗原、艾滋、梅毒检测均为阴性）进行

浓缩和亲和层析纯化，提纯后的的E3抗原用含有BSA、pH7.4的PBS缓冲液稀释成编号为S0～

S5的6个校准品，校准品中包含浓度分别约为0、0.2、0.4、1、4、8ng/mL。

[0021] 5、试剂盒组装完成，包括：

1)磁微粒抗体混悬液：包被有鼠抗羊IgG-Fc的磁微粒；

2)E3校准品：校准品S1-S5中含有E3抗原；

3)酶标记物：辣根过氧化物酶标记的修饰的E3与蛋白偶联的衍生物；

4)抗体溶液：E3兔多抗抗体溶液；
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5)浓缩洗液：含有2%  Tween20、1%  Procline300 的  pH7.5、2mol/L的磷酸盐缓冲液；

6)底物：鲁米诺和双氧水。

[0022] 实施例2  使用实施例1制备的试剂盒检测人体中E3含量的方法

1、样品前处理

普通采血管，采血结束后，37℃温育30min，然后4000rpm离心10min，要严格按照标准处

理方式进行样本处理，消除纤维蛋白原对实验的影响。

[0023] 2、检测

1)试剂准备

标准品和磁微粒：将试剂取出并平衡至室温(20～25℃)；

洗涤液：将10ml浓缩洗液和990ml纯化水在干净的容器中混合，作为工作洗涤液备用。

纯化水敬请用户自备  ；

底物：取出并平衡至室温；

  2)试验操作

①吸取25μl的E3校准品、待测样本依次加入20μl磁微粒混悬液，同时加入50μl酶标记

抗原和体50μl抗体溶液；

②混合溶液在室温下，振荡孵育15min；

③孵育结束后，用洗涤工作液洗涤6次；

④向每个反应位中加入底物A和B各100μl；

⑤固相载体于室温下振荡混匀18秒后检测，并进行分析结果。

[0024] 3）检测结果分析

本试剂盒采用四参数拟合方式，以校准品浓度值为X轴，以校准品发光值log值为Y轴，

建立定标曲线，根据待测样本的发光值强度回算相应的浓度值。仪器自动操作系统可通过

存储的定标曲线以及样本测试得到的信号值自动计算样本测试结果。

[0025] 实施例3   本发明试剂盒性能测试实验

1、试剂盒灵敏度和检测限

参照CLSI  EP-17A  文件推荐的实验方案检测试剂盒的灵敏度，测得E3的最低检出量不

高于0.02ng/mL，功能灵敏度为0.13ng/mL。

[0026]   2、线性

  磁微粒E3在0.2～8ng/mL间，实测值与理论值的线性相关系数r大于0.99。

[0027]   3、稳定性

试剂盒自成品生产之日起于37℃放置10天(有效期为18个月)；成品剩余效期内，则按

37℃放置  10 天有效期为18个月推算37℃放置的时间进行检测，结果符合各项目规定的要

求。

[0028]   4、特异性检测。

[0029]   1）磁微粒化学发光法干扰物质检测结果如下表1。

[0030] 表1
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在所示浓度检测以下内源性物质，没有发现显著的干扰性。

[0031]   2）在所示浓度检测以下交叉物质，检测结果如表2所示。

[0032] 表2

没有发现显著的干扰性。
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摘要(译)

本发明公开了一种快速检测游离雌三醇的试剂盒，包括包被有E3的鼠抗
羊IgG‑Fc单抗的磁微粒，标记被载体蛋白修饰过的E3衍生物酶结合物，
E3兔多抗抗体溶液，含有E3抗原的校准品溶液，浓缩洗液和底物；其中
E3衍生物酶结合物先由E3半抗原与载体蛋白偶联，然后载体通过过碘酸
钠氧化辣根过氧化酶标记；E3兔多抗抗体由E3衍生物半抗原偶联大分子
蛋白质作为免疫原制备而成。本发明采用磁微粒化学发光的方法定量检
测样品中E3的含量，对样品的前处理要求不高，能同时快速检测大批量
的样本；试剂以工作液形式提供，检验方法易行，灵敏度高，特异性
强，操作简便；且试剂盒结构简单，使用方便，储存运输方便，检测准
确、快速、省时高效，适用于大批样品的检测。
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