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本发明涉及用于测定样品中的分析物的方

法，其包括a)使所述样品与至少第一和第二检测

剂化合物接触；b)测定包含至少一种检测剂化合

物的复合物的量；和c)基于步骤b)的结果测定样

品中的所述分析物，其中所述第一检测剂化合物

包含第一结合部分和第一标记物，且所述第二检

测剂化合物包含第二结合部分和第二标记物，且

其中所述第一标记物和所述第二标记物是不同

的。本发明进一步涉及用于检测样品中的分析物

的试剂盒，其至少包含所述分析物的第一和第二

检测剂化合物，其中所述第一检测剂化合物包含

第一结合部分和第一标记物，且所述第二检测剂

化合物包含第二结合部分和第二标记物，且其中

所述第一标记物和所述第二标记物是不同的；和

用于测定样品中的分析物的设备，其至少包含所

述分析物的第一和第二检测剂化合物，其中所述

第一检测剂化合物包含第一结合部分和第一标

记物，且所述第二检测剂化合物包含第二结合部

分和第二标记物，且其中所述第一标记物和所述

第二标记物是不同的；和用于测定从所述第一标

记物和所述第二标记物获得的至少一种信号的

装置；和至少包含第一和第二检测剂化合物的组

合物用于检测分析物的用途，其中所述第一检测

剂化合物包含第一结合部分和第一标记物，且所

述第二检测剂化合物包含第二结合部分和第二

标记物，且其中所述第一标记物和所述第二标记

物是不同的。
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1.用于测定样品中的分析物的方法，其包括

a)  使所述样品与至少第一和第二检测剂化合物接触；

b)  测定包含至少一种检测剂化合物的复合物的量；和，

c)  基于步骤b)的结果测定样品中的所述分析物，

其中所述第一检测剂化合物包含第一结合部分和第一标记物，且所述第二检测剂化合

物包含第二结合部分和第二标记物，且其中所述第一标记物和所述第二标记物是不同的。

2.权利要求1的方法，其中所述第一和第二标记物提供相同的可检测特性。

3.权利要求1或2的方法，其中由所述第一和/或第二检测剂化合物提供的可检测特性

是辐射特性，在一个实施方案中是发光特性，在进一步的实施方案中是化学发光特性。

4.权利要求1至3中任一项的方法，其中所述第一检测剂化合物中的标记物包括Ru

(bpy)2-bpyCO-OSu  (CAS登记号137323-76-3)和/或其中所述第二检测剂化合物中的标记

物包含磺基-BPRu  NHS酯(CAS登记号482618-42-8)。

5.权利要求1至4中任一项的方法，其中在步骤b)中测定复合物的量包括检测所述第一

检测剂化合物和所述第二检测剂化合物的可检测特性，在一个实施方案中包括同时检测所

述第一检测剂化合物和所述第二检测剂化合物的可检测特性。

6.权利要求1至5中任一项的方法，其中所述方法是免疫测定法。

7.权利要求1至6中任一项的方法，其中所述样品是体液样品，在一个实施方案中是血

液、血清或血浆样品。

8.权利要求1至7中任一项的方法，其中所述分析物是多肽。

9.权利要求1至8中任一项的方法，其中所述分析物是抗体，在一个实施方案中是抗甲

型肝炎抗体或抗弓形虫抗体。

10.权利要求1至8中任一项的方法，其中所述分析物是来自致病性生物的抗原，在一个

实施方案中是病毒抗原或细菌抗原。

11.用于检测样品中的分析物的试剂盒，其至少包含所述分析物的第一和第二检测剂

化合物，其中所述第一检测剂化合物包含第一结合部分和第一标记物，且所述第二检测剂

化合物包含第二结合部分和第二标记物，且其中所述第一标记物和所述第二标记物是不同

的。

12.权利要求11的试剂盒，其中所述试剂盒进一步包含至少一种用于所述分析物的捕

获化合物和/或用于固定所述捕获化合物或包含至少所述分析物的所述样品的组分的固体

支持物。

13.用于测定样品中的分析物的设备，其至少包含所述分析物的第一和第二检测剂化

合物，其中所述第一检测剂化合物包含第一结合部分和第一标记物，且所述第二检测剂化

合物包含第二结合部分和第二标记物，且其中所述第一标记物和所述第二标记物是不同

的；和用于测定从所述第一标记物和所述第二标记物获得的至少一种信号的装置。

14.至少包含第一和第二检测剂化合物的组合物用于检测分析物的用途，其中所述第

一检测剂化合物包含第一结合部分和第一标记物，且所述第二检测剂化合物包含第二结合

部分和第二标记物，且其中所述第一标记物和所述第二标记物是不同的。

15.权利要求1至10中任一项的方法、权利要求11或12的试剂盒、权利要求13的设备和/

或权利要求14的用途，其中所述第一和第二检测剂化合物的结合部分是相同的。
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减少免疫测定中的干扰

[0001] 本发明涉及用于测定样品中的分析物的方法，其包括a)使所述样品与至少第一和

第二检测剂化合物接触；b)测定包含至少一种检测剂化合物的复合物的量；和，c)基于步骤

b)的结果测定样品中的所述分析物，其中所述第一检测剂化合物包含第一结合部分和第一

标记物，且所述第二检测剂化合物包含第二结合部分和第二标记物，且其中所述第一标记

物和所述第二标记物是不同的。本发明进一步涉及用于检测样品中的分析物的试剂盒，其

至少包含所述分析物的第一和第二检测剂化合物，其中所述第一检测剂化合物包含第一结

合部分和第一标记物，且所述第二检测剂化合物包含第二结合部分和第二标记物，且其中

所述第一标记物和所述第二标记物是不同的；和用于测定样品中的分析物的设备，其至少

包含所述分析物的第一和第二检测剂化合物，其中所述第一检测剂化合物包含第一结合部

分和第一标记物，且所述第二检测剂化合物包含第二结合部分和第二标记物，且其中所述

第一标记物和所述第二标记物是不同的；和用于测定从所述第一标记物和所述第二标记物

获得的至少一种信号的装置；和至少包含第一和第二检测剂化合物的组合物用于检测分析

物的用途，其中所述第一检测剂化合物包含第一结合部分和第一标记物，且所述第二检测

剂化合物包含第二结合部分和第二标记物，且其中所述第一标记物和所述第二标记物是不

同的。

[0002] 实验室测试，特别是免疫学测试，已成为疾病诊断中的无价工具。具体地，免疫测

定已提供了在复杂混合物，例如体液诸如血液、血清或血浆中特异性检测单一分析物或分

析物组的可能性。然而，已经鉴定了免疫测定中的干扰的几个原因，例如，干扰物质与捕获

化合物的交叉反应性，检测剂化合物与固相的非特异性结合，通过异嗜性抗体或人抗小鼠

抗体(HAMA)对捕获化合物和检测剂化合物的“桥接”结合，仅举几例(参见例如WO 

2016097116  A1;  Park  &  Kricka  (2013) ,  Ch.  5.3-  Interferences  in  Immunoassay, 

The  Immunoassay  Handbook  (第四版) , 由David  Wild编辑,  Elsevier,  Oxford:  403; 

Schiettecatte  (2012) ,  Interferences  in  Immunoassays,  Advances  in  Immunoassay 

Technology,  Dr.  Norman  H.L.  Chiu  (编))。干扰的另外的靶标可以是标记物，即测定中

的信号生成单元(例如Buijs等人  (2011) ,  Ann  Clin  Biochem.  48(Pt  3):276;  Heijboer

等人  (2009) ,  Ann  Clin  Biochem.46(Pt  3):263;  Ando等人  (2007) ,  Intern  Med .  46

(15):1225)。

[0003] 在竞争性免疫测定中，包含在样品中的分析物与标记的分析物(指定剂)竞争结合

捕获化合物，其经常为抗体，或者在测试例如病原体的抗体的存在的情况下，所述病原体的

抗原。在样品中分析物的浓度高的情况下，则存在强烈竞争，导致指定剂与捕获化合物的结

合减少，引起信号降低，其取决于测试形式，导致定量或定性测试结果。如果存在由抗标记

物干扰引起的信号减少，则这可以引起假阳性结果。

[0004] 在非竞争性免疫测定中，通过使分析物与特异性结合分析物并本身携带标记物或

作为携带标记物的第二分子的靶标的化合物接触来检测分析物。因此，在非竞争性免疫测

定中，通过测定分析物和携带标记物的检测剂化合物之间形成的复合物的量来测定分析物

的量。因此，可能面临类似的特异性问题，如上所述。抗标记物干扰倾向于通过与标记物结

说　明　书 1/25 页

3

CN 111868526 A

3



合而减少信号，引起信号产量下降，且由此引起假阴性结果。在一些情况下，抗标记物干扰

也可以以非竞争性测定形式增加信号，由此导致假阳性结果。

[0005] 目前，存在已知如何减少抗标记物干扰的两种不同的策略：最常用的方法是将干

扰物质的靶标(标记物或无法生成信号的稍微修饰的靶标(标记物-类似物)以通常超过原

始标记物浓度的浓度添加至测定法。标记物或标记物-类似物的添加充当干扰物质的替代

靶标，导致干扰物与标记物的结合减少，消除或减少干扰。然而，不可能通过添加更多的活

性标记物来充分减少干扰，例如，因为活性标记物的添加会干扰测定。在这种情况下，选择

的方法是添加不生成信号、但被干扰物靶向的非活性标记物类似物。然而，由于在反应性标

记物和标记物-类似物之间存在结构差异，标记物-类似物减少抗标记物干扰的效率可以受

到限制。

[0006] 用于减少标记物-特异性干扰的第二种可能性是用添加至测定法中的结合配偶体

特异性靶向受影响的标记物，所述结合配偶体在测定中是非反应性的，但屏蔽干扰物质使

其不结合标记物，因此也导致干扰减少(参见，例如，DE  19519973  A1、WO  2017093271  A1; 

Sapin等人  (2007) ,  Clin  Chern  Lab  Med .  45(3):416;  DeForge  (2010) ,  J  Immunol 

Methods.  362(1-2):70)。然而，这种过程可能需要信号产量的显著降低，且由此引起检测

限值的降低或受损。

[0007] 待解决的问题

因此，本发明的目的是提供避免上述问题的改进的免疫测定法。

[0008] 发明概述

这些问题通过具有独立权利要求的特征的方法、试剂盒、设备和组合物来解决。在从属

权利要求中列出了可能以分离的方式或任何任意组合实现的典型实施方案。

[0009] 因此，本发明涉及用于测定样品中的分析物的方法，其包括

a)  使所述样品与至少第一和第二检测剂化合物接触；

b)  测定包含至少一种检测剂化合物的复合物的量；和，

c)  基于步骤b)的结果测定样品中的所述分析物，

其中所述第一检测剂化合物包含结合部分和第一标记物，且所述第二检测剂化合物包

含结合部分和第二标记物，且其中所述第一标记物和所述第二标记物是不同的。

[0010] 如以下中所使用，术语“具有”、“包含”或“包括”或其任何任意语法变体以非排他

性的方式使用。因此，这些术语既可以是指其中除了这些术语引入的特征之外在本上下文

中描述的实体中没有另外特征存在的情况，而且可以是指其中存在一个或多个另外特征的

情况。作为实例，表述“A具有B”、“A包含B”和“A包括B”既可以是指其中除了B之外在A中没有

另外要素存在的情况(即其中A单独且仅由B组成的情况)，而且可以是指其中除了B之外在

实体A中存在一种或多种另外要素诸如要素C、要素C和D或甚至其他要素的情况。

[0011] 此外，如下所用，术语“优选”、“更优选”、“最优选”、“具体地”、“更具体地”、“特别

地”、“更特别地”或类似术语与任选的特征结合使用，而不限制进一步可能性。因此，这些术

语引入的特征是任选的特征，并不意图以任何方式限制权利要求的范围。如本领域技术人

员将认识到，可以通过使用替代特征来执行本发明。类似地，通过“在本发明的实施方案中”

或类似表述引入的特征意图是任选的特征，没有关于本发明的进一步实施方案的任何限

制，没有关于本发明的范围的任何限制，并且没有关于将以这样的方式引入的特征与本发
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明的其他任选或非任选特征组合的可能性的任何限制。

[0012] 如果没有另外指明，术语“约”是指具有相关领域中普遍接受的技术精度的指示

值，优选地涉及指示值±20%，更优选地±10%，最优选地±5%。进一步，术语“基本上”表明不

存在对指示的结果或使用具有影响的偏差，即，潜在的偏差不引起指示的结果偏差超过±

20%、更优选±10%、最优选±5%。因此，“基本上由…组成”意指包括指定的组分，但不包括其

他组分，除了作为杂质存在的材料、由于用于提供所述组分的过程而存在的不可避免的材

料以及为了除了达到本发明的技术效果以外的目的而添加的组分。例如，使用短语“基本上

由...组成”定义的组合物涵盖任何已知的可接受的添加剂、赋形剂、稀释剂、载体等。优选

地，基本上由一组组分组成的组合物将包含小于5重量%、更优选小于3重量%、甚至更优选小

于1重量%、最优选小于0.1重量%的非指定组分。

[0013] 在一个实施方案中，本发明的方法是体外方法。此外，它可以包括除了具体提到的

步骤之外的步骤。具体地，步骤a)之前可以是提供样品的步骤，或者步骤a)和/或b)可以包

括添加其他化合物以促进结合和检测。此外，一些或所有步骤可以通过自动化设备辅助。在

一个实施方案中，所述方法是免疫学方法，即，在一个实施方案中，分析物和检测剂化合物

中的至少一种是抗体或包含抗体。

[0014] 术语“生物分子”是技术人员已知的，并且通常是指由至少一种生物体的代谢产生

的分子。因此，在一个实施方案中，术语“生物大分子”是指由生物体从单体前体产生的聚合

物。典型的生物大分子是多肽、DNA、RNA或多糖。

[0015] 在一个实施方案中，如本文所用的术语“多肽”包括特别指定的多肽的变体和片

段。变体包括包含如下的多肽，所述多肽包含与特别指定的氨基酸序列具有至少50%、至少

60%、至少70%、至少75%、至少80%、至少85%、至少90%、至少95%、至少98%或至少99%同一性的

氨基酸序列。百分比同一性值优选地在整个氨基酸序列区域计算。技术人员可获得基于各

种算法的一系列程序，用于比较不同序列。在这种背景下，Needleman和Wunsch或Smith和

Waterman的算法给出特别可靠的结果。为了进行序列比对，可使用程序PileUp  (J .  Mol. 

Evolution.,  25,  351-360,  1987,  Higgins  et  al.,  CABIOS,  5  1989:151-153)或程序

Gap和BestFit  [Needleman和Wunsch  (J.  Mol.  Biol.  48;  443-453  (1970))和Smith和

Waterman  (Adv .  Appl .  Math .  2;  482-489  (1981))]，它们是GCG软件包的一部分

[Genetics  Computer  Group,  575  Science  Drive ,  Madison ,  Wisconsin ,  USA  53711 

(1991)]。优选地使用程序GAP在整个序列区域用以下设置测定以百分比(%)表示的上述序

列同一性值：空位权重：50，长度权重：3，平均匹配：10.000和平均错配：0.000，其除非另有

规定，否则应始终用作序列比对的标准设置。在一个实施方案中，包含任何前述多肽序列的

片段的多肽也作为本发明的多肽被包括。该片段是这样的多肽，其仍适合作为分析物或用

于本文别处指定的检测剂化合物，例如具有作为如本文别处指定的结合部分的活性。因此，

多肽可以包含赋予所述生物活性的本发明多肽的结构域或由其组成。如本文意指的片段优

选包含前述氨基酸序列中任一个的至少50个、至少100个、至少250个或至少500个连续的氨

基酸残基，其包含前述氨基酸序列中任一个的至少20个、至少30个、至少50个、至少80个、至

少100个或至少150个连续氨基酸。本发明的多肽也可以含有另外的多肽序列。具体地，本发

明的多肽可以是融合蛋白，其中融合蛋白的一个配偶体是如本文所指定的多肽。这样的融

合蛋白可以包含作为其他部分的用于监测表达的多肽(例如绿色、黄色、蓝色或红色荧光蛋
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白、碱性磷酸酶等)或所谓的“标签”，其可以用作可检测标记或用作用于纯化目的或将所述

多肽结合至固体表面的辅助措施。用于不同目的的标签是本领域中众所周知的，并且包含

FLAG-标签、6-组氨酸-标签、MYC-标签、生物素等。

[0016] 如本文所用的术语“抗体”包括单克隆抗体，由至少两个完整抗体形成的多特异性

抗体(例如双特异性抗体)，和抗体片段，只要它们显示出如本文别处所指定的所需结合活

性。在一个实施方案中，抗体不是包含在抗血清中的抗体，通常不是多克隆抗体或多克隆血

清。因此，在一个实施方案中，抗体是包含在混合物中的抗体，其中包含在所述混合物中的

至少80%，在一个实施方案中至少90%，在进一步的实施方案中至少95%的抗体分子是本发明

的检测剂化合物。在一个实施方案中，所述抗体是单克隆抗体。在一个实施方案中，所述抗

体是全长抗体或抗体片段。

[0017] 根据其重链的恒定结构域的氨基酸序列，抗体(免疫球蛋白)可以被分配到不同的

类别。存在五种主要类别的免疫球蛋白：IgA、IgD、IgE、IgG和IgM，并且其中几种可进一步分

为亚类(同种型)，例如IgG1、IgG2、IgG3、IgG4、IgA1和IgA2。不同类别的免疫球蛋白的亚基

结构和三维构型是众所周知的，并且通常描述于例如Abbas等人 ,  Cellular  and 

Mol.Immunology,  第4版,  W.B.  Saunders,  Co.  (2000)。抗体可以是通过抗体与一种或多

种其他蛋白或肽的共价或非共价缔合形成的较大融合分子的一部分。

[0018] 术语“全长抗体”、“完整抗体”和“整个抗体”在本文中可互换地用于指其基本上完

整形式的抗体，而不是如下定义的抗体片段。所述术语特别是指具有含有Fc区的重链的抗

体。在一个实施方案中，“抗体片段”包含完整抗体的一部分，其包含其抗原结合区。抗体片

段的实例包括Fab、Fab'、F(ab')2和Fv片段；双体；线性抗体；单链抗体分子；和由抗体片段

形成的多特异性抗体。抗体的木瓜蛋白酶消化产生两个相同的抗原结合片段(称为“Fab”片

段，各自具有单一抗原结合位点)和剩余的“Fc”片段(其名称反映了其容易结晶的能力)。胃

蛋白酶处理产生一个F(ab')2片段，其具有两个抗原结合位点且仍能够交联抗原。“Fv”是含

有完整抗原结合位点的最小抗体片段。在一个实施方案中，双链Fv种类由紧密、非共价缔合

的一个重链可变结构域和一个轻链可变结构域的二聚体组成。在单链Fv(scFv)种类中，一

个重链可变结构域和一个轻链可变结构域可以通过柔性肽接头共价连接，使得轻链和重链

可以以类似于双链Fv种类的“二聚”结构缔合。正是以这种构型，每个可变结构域的三个高

变区(HVR)相互作用以限定抗原结合位点。总共六个HVR赋予抗体抗原结合特异性。然而，甚

至单个可变结构域(或仅包含对抗原特异性的三个HVR的半个Fv)也具有识别和结合抗原的

能力，尽管亲和力低于整个结合位点。术语“双体”是指具有两个抗原结合位点的抗体片段，

所述片段包含与相同多肽链(VH-VL)中的轻链可变结构域(VL)连接的重链可变结构域

(VH)。

[0019] 如本文所用的术语“单克隆抗体”是指从基本上均质的抗体群体获得的抗体，即构

成群体的单个抗体除了可以少量存在的可能突变(例如天然存在的突变)以外是相同的。因

此，修饰语“单克隆”表示抗体的特征不是离散抗体的混合物。在某些实施方案中，这样的单

克隆抗体通常包括包含结合分析物的多肽序列的抗体，其中通过包括从多个多肽序列中选

择单个分析物结合多肽序列的方法获得分析物结合多肽序列。例如，选择过程可以是从许

多克隆诸如杂交瘤克隆、噬菌体克隆或重组DNA克隆的合并物中选择独特克隆。与包括针对

不同决定簇(表位)的不同抗体的多克隆抗体制备物相反，单克隆抗体制备物的每种单克隆
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抗体针对抗原上的单一决定簇。除了其特异性之外，单克隆抗体制备物的优势在于它们通

常未被其他免疫球蛋白污染。

[0020] 如本文所用，术语“分析物”是指化学分子，在一个实施方案中为有机分子，其以足

够的亲和力结合本发明的检测剂化合物，以允许检测分析物/检测剂化合物复合物。在一个

实施方案中，分析物/检测剂化合物复合物的解离常数(Kd)为至多10-7  mol/L，在进一步的

实施方案中为至多10-8  mol/l，在进一步的实施方案中为至多10-9  mol/L。在一个实施方案

中，分析物是生物分子，在进一步的实施方案中，分析物是生物大分子。在进一步的实施方

案中，分析物是多肽。

[0021] 在一个实施方案中，在所述分析物是多肽的情况下，所述多肽是由病原体、例如病

毒、细菌或原生动物生物产生的抗原；或分析物是受试者产生的针对由病原体、例如病毒、

细菌或原生动物生物产生的抗原的抗体。

[0022] 在一个实施方案中，所述分析物是细菌抗原，例如梅毒螺旋体抗原，疏螺旋体抗

原，布鲁氏菌抗原，衣原体抗原，支原体抗原，李斯特氏菌抗原或源自单细胞生物、诸如原生

动物的抗原，在一个实施方案中克氏锥虫抗原。在一个实施方案中，所述分析物是针对细菌

抗原的抗体，在进一步的实施方案中，针对细菌多肽的抗体。在一个实施方案中，所述抗体

是抗梅毒螺旋体抗体，抗疏螺旋体抗体，抗布鲁氏菌抗体，抗衣原体抗体，抗支原体抗体或

抗李斯特氏菌抗体。在又另一个实施方案中，所述分析物是针对单细胞生物的抗体，在一个

实施方案中抗克氏锥虫抗体。在进一步的实施方案中，所述分析物是抗自身抗体，即识别受

试者自身产生的抗原的抗体，在一个实施方案中是疾病的诊断和/或预后性抗自身抗体，在

一个实施方案中是自身免疫性疾病的诊断和/或预后性抗自身抗体。诊断性和预后性抗自

身抗体是本领域中已知的，并且包括例如指示系统性红斑狼疮或多肌炎的抗核抗体，指示

桥本氏甲状腺炎或格雷夫氏病的抗甲状腺抗体，指示贫血的抗内在因子抗体以及指示乳糜

泻或谷蛋白敏感性的抗组织转谷氨酰胺酶抗体。

[0023] 在一个实施方案中，所述分析物是病毒抗原，例如病毒的抗原，在一个实施方案

中，病毒的抗原选自由以下组成的列表：肝炎病毒，虫媒病毒，腺病毒，柯萨奇病毒，埃可病

毒，流感病毒，副流感病毒，巨细胞病毒，疱疹病毒，爱泼斯坦-巴尔病毒，腮腺炎病毒，诺如

病毒，轮状病毒，风疹病毒，麻疹病毒，人免疫缺陷病毒，水痘带状疱疹病毒，脊髓灰质炎病

毒和肠病毒。在一个实施方案中，所述分析物是针对病毒抗原的抗体，在进一步的实施方案

中，针对病毒多肽的抗体，或者在进一步的实施方案中，针对病毒衣壳多肽的抗体，一个实

施方案中，针对医学相关病毒的抗体，在一个实施方案中，针对选自如上文所指定的列表的

病毒的抗体。在一个实施方案中，所述病毒是甲型肝炎病毒，乙型肝炎病毒，丙型肝炎病毒。

在一个实施方案中，所述病毒衣壳多肽是肝炎病毒衣壳多肽，在一个实施方案中，甲型肝炎

(HA)病毒衣壳多肽。因此，在一个实施方案中，所述分析物是针对肝炎病毒衣壳多肽、例如

针对甲型肝炎病毒衣壳多肽的抗体。

[0024] 在一个实施方案中，所述分析物是原生动物抗原，例如，来自弓形虫，在一个实施

方案中，刚地弓形虫。在一个实施方案中，所述分析物是针对原生动物抗原的抗体，在进一

步的实施方案中，针对原生动物多肽的抗体。在一个实施方案中，所述分析物是针对刚地弓

形虫p30多肽(Genbank登录号：S85174.1)的抗体。

[0025] 然而，还设想所述分析物是低分子量化合物，其可通过与检测剂化合物形成复合
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物来确定。在一个实施方案中，所述分析物具有至少100的分子质量(对应于100原子质量单

位，且对应于100  Da；1  Da对应于1.66×10−27  kg)，在进一步的实施方案中，至少250，在进

一步的实施方案中，至少500，或者，在进一步的实施方案中，至少1000的分子质量。在一个

实施方案中，所述分析物是甲状腺素(T4)、三碘甲状腺原氨酸(T3)、叶酸、叶酸结合蛋白、维

生素B12、或内在因子。

[0026] 如本文所用，术语“检测剂化合物”是指包含结合部分和标记物(两者均如本文别

处所指定)的化合物。在一个实施方案中，所述结合部分和所述标记物在所述检测剂化合物

中形成亲和复合物，在一个实施方案中，其中所述结合部分/标记物复合物的解离常数(Kd)

为至多10-8  mol/L，在进一步的实施方案中，至多10-9  mol/l,，在进一步的实施方案中，至

多10-10  mol/L。在一个实施方案中，所述结合部分和所述标记物是共价连接的。在一个实施

方案中，用于测定分析物的方法是非竞争性免疫测定法。在进一步的实施方案中，用于测定

分析物的方法是竞争性免疫测定法；如将理解，在这种情况下，所述检测剂化合物是测定的

化合物，其在本领域中也称为“指定剂”，即是键合至标记物并与分析物竞争结合捕获化合

物的化合物。

[0027] 如本文所用的术语“结合部分”是指检测剂化合物的结构，其不是本文别处所指定

的标记物。因此，例如，在所述检测剂化合物是染料标记的抗体的情况下，所述抗体将是结

合部分；并且在所述检测剂化合物是染料标记的F(ab)片段的情况下，F(ab)片段将是结合

部分。相反，术语“亲和结构域”用于指介导检测剂化合物对分析物的亲和力的检测剂化合

物的亚结构。因此，所述亲和结构域是结合部分的亚结构，其包含在所述检测剂化合物/分

析物复合物中接触分析物的原子。因此，所述结合部分可以包含多于一个亲和结构域，例

如，在一个实施方案中，两个相同的亲和结构域(在所述结合部分是IgG的情况下)，在进一

步的实施方案中，十个相同的亲和结构域(在所述结合部分是IgM的情况下)，在进一步的实

施方案中，两个不同的亲和结构域(在所述结合部分是双体的情况下)。在进一步的实施方

案中，在所述结合部分是多表位抗原的情况下，所述结合部分可以包含多个，即大于2的任

意数目的相同或不同的亲和结构域。

[0028] 在一个实施方案中，第一检测剂化合物的结合部分与第二检测剂化合物的结合部

分不同。因此，在一个实施方案中，第一和第二检测剂化合物可以是不同的单克隆抗体，在

一个实施方案中，其识别所述抗体的相同表位。在一个实施方案中，在这种情况下，第一检

测剂化合物和分析物之间形成的复合物的解离常数和第二检测剂化合物和分析物之间形

成的复合物的解离常数相差不超过5倍；在一个实施方案中不超过2倍；在进一步的实施方

案中不超过1.5倍。在一个实施方案中，第一检测剂化合物和分析物之间形成的复合物的解

离常数具有第二检测剂化合物和分析物之间形成的复合物的解离常数的70%至130%的值。

在进一步的实施方案中，第一检测剂化合物和分析物之间形成的复合物的解离常数具有第

二检测剂化合物和分析物之间形成的复合物的解离常数的80%至120%的值。在进一步的实

施方案中，第一检测剂化合物和分析物之间形成的复合物的解离常数具有第二检测剂化合

物和分析物之间形成的复合物的解离常数的90%至110%的值。在进一步的实施方案中，第一

检测剂化合物和分析物之间形成的复合物的解离常数和第二检测剂化合物和分析物之间

形成的复合物的解离常数基本上相等或相等。

[0029] 在进一步的实施方案中，所述第一检测剂化合物的结合部分和所述第二检测剂化
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合物的结合部分是基本上相同的，即仅在与分析物结合无关的结构决定簇中不同。在进一

步的实施方案中，所述第一检测剂化合物的结合部分和所述第二检测剂化合物的结合部分

是相同的；因此，在一个实施方案中，所述第一检测剂化合物和所述第二检测剂化合物仅在

标记物中不同。如技术人员将理解的，在一个实施方案中，该差异可以包括由第一和第二标

记物的不同偶联化学决定的差异。

[0030] 如本文所用的术语“标记物”是指适于使包含所述标记物的分子或复合物的存在

可检测的化合物。通常，所述标记物具有可检测的特性，通常为光学或/和酶特性。然而，还

设想所述可检测特性是发射放射性的特性。如将理解，被确定为检测所述可检测特性的参

数也将被称为“信号”或“可检测信号”。为了避免疑问，注意，也可以将信号检测为零或低于

检测限值。

[0031] 如本文所用的术语“酶特性”是指通过生物催化的方式从底物产生可检测产物的

标记物的特性。因此，酶特性通常由所述标记物中具有所述酶特性的多肽的存在赋予。通

常，酶特性是选自以下的至少一种酶活性：磷酸酶活性(例如碱性磷酸酶中)、过氧化物酶活

性(例如辣根过氧化物酶中)和糖苷酶活性(例如β-半乳糖苷酶中)。酶活性的典型底物是本

领域中众所周知的。通常，所述酶活性产生具有如上文所述的可检测光学特性的产物，或/

和所述酶活性产生可由电子仪器检测的产物。

[0032] 如本文所用的术语“光学特性”是指可由光学仪器检测的任何特性。具体地，光学

可测定的特性可以是或可以包含至少一种选自以下的特性：反射性、透射性、发射性、散射

性、荧光性、磷光性、衍射性和偏振性。本发明设想的另外的光学特性是颜色、荧光、发光或

折射。在一个实施方案中，本文所提及的光学可测定的特性是指可以光学检测的化学化合

物的特性，诸如光吸收、发光、光漫反射或与其相关的特性。应当理解，检测如本文所用的光

学可测定的特性包括检测以前不可检测的特性的存在，检测以前检测到的特性的不存在，

以及检测特性的定量变化，即检测与至少一种光学特性的变化程度相关的信号强度的变

化。应当理解，在一个实施方案中，术语“光学特性”也涉及发光，在一个实施方案中，化学发

光，在进一步的实施方案中，电化学发光，其也称为电致化学发光。因此，在一个实施方案

中，所述可检测信号可以是发光信号，在一个实施方案中，化学发光信号，在进一步的实施

方案中，电化学发光信号。根据以上，在一个实施方案中，所述标记物是染料，在一个实施方

案中，是化学发光化合物。

[0033] 如本文所提及，所述第一检测剂化合物包含第一结合部分和第一标记物，且所述

第二检测剂化合物包含第二结合部分和第二标记物，并且所述第一标记物和所述第二标记

物是不同的。本发明的所述第一和第二标记物是不同的，即，两种标记物可以在至少一种物

理、生物学和/或化学特性中有所不同。例如，所述第一和第二标记物可以通过它们与某些

抗血清或抗体的相互作用或通过色谱和/或质谱分析来区分。在一个实施方案中，所述区分

特性是结构特性。因此，在一个实施方案中，所述第一和第二标记物在它们的化学结构的至

少一种特征中是不同的，例如，不同在于至少一个原子、化学键和/或电荷。在一个实施方案

中，区分所述第一和第二标记物的特征与所述第一和第二标记物的可检测特性无关；因此，

在一个实施方案中，所述第一和第二标记物的可检测特性是相同的，尽管所述第一和第二

标记物在结构上不同。在进一步的实施方案中，区分所述第一和第二标记物的特征与所述

第一和第二标记物的可检测特性相关；因此，在一个实施方案中，所述第一和第二标记物的
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可检测特性是不同的，并且所述第一和第二标记物在结构上是不同的。

[0034] 在一个实施方案中，(不同的)第一和第二标记物提供相同的可检测特性的特质

(quality)。如本文所用，术语“可检测特性的特质”是指决定其检测模式的可检测特性的物

理性质；因此，具有相同可检测特性的特质的两种标记物是这样的两种标记物，其允许通过

相同的测量原理，即辐射、透射、发光(包括化学发光)、吸光度等的的测量来检测其可检测

特性。在进一步的实施方案中，所述第一和第二标记物提供了基本上相同的可检测特性，

即，允许通过基本上相同的方法检测其可检测特性，如果至多一种测量参数、例如检测波长

重新调整至多2倍，在一个实施方案中至多1.5倍，在进一步的实施方案中至多1.2倍，在进

一步的实施方案中至多1.1倍，则两种方法是“基本上相同的”。在进一步的实施方案中，所

述第一和第二标记物提供相同的可检测特性，即允许通过相同方法检测其可检测特性。如

将理解，在后一种情况下，可以同时检测所述第一和第二标记物的可检测特性。如将进一步

理解，所述第一和/或第二标记物的可检测特性的检测可以在对于一种或两种标记物的非

最佳条件下进行；例如，在两种标记物具有重叠的吸收光谱的情况下，可以在两种标记物具

有相同的摩尔消光系数的非最大吸收波长处测量吸收。因此，在一个实施方案中，在步骤b)

中测定复合物的量包括检测所述第一检测剂化合物和所述第二检测剂化合物的特性，在一

个实施方案中，包括同时检测所述第一检测剂化合物和所述第二检测剂化合物的特性。

[0035] 在一个实施方案中，所述第一标记物是Ru(bpy)2-bpyCO-OSu  (也称为“BP-Ru”；

CAS 登记号137323-76-3，=  钌(2+) ,  双(2,2'-联吡啶-κN1,κN1')[1-[4-(4'-甲基[2,2'-联

吡啶]-4-基-κN1,κN1')-1-氧代丁氧基]-2,5-吡咯烷二酮]-,  (OC-6-33)  Ru(bpy)2-bpyCO2H

的反应性酯(=  BPRu，或Ru-bpy)，CAS登记号115239-59-3))，并且第二标记物是磺基-BPRu 

NHS酯(也称为“磺基-Ru”；CAS登记号482618-42-8，在本领域中也称为钌酸盐(2-)，双[[2,

2'-联吡啶]-4,4'-二甲磺酸根基(2-)-κN1 ,κN1 '][1-[4-(4'-甲基[2,2'-联吡啶]-4-yl-κ

N1,κN1')-1-氧代丁氧基]-2,5-吡咯烷二酮]-，钠(1:2) ,  (OC-6-31)。

[0036] 如本文所用，术语“测定”是指测定样品中待通过本发明的方法测定的分析物的至

少一种可检测特征。在一个实施方案中，本方法适用于任何测定，包括使用和检测至少一种

如本文所指定的检测剂化合物。因此，在一个实施方案中，测定包括测定分析物的特征与检

测剂化合物的直接或间接相互作用。在一个实施方案中，所述分析物的特征是结合检测剂

化合物的结构域，在一个实施方案中，是特异性结合检测剂化合物的结构域。因此，在一个

实施方案中，所述分析物的可检测特征是受体或其受体结构域、凝集素、适体(其可以是肽

适体或多核苷酸适体)、抗运载蛋白(anticalin)、设计的锚蛋白重复蛋白，或免疫球蛋白或

其结合亚结构域，并且所述检测剂化合物包含由所述可检测特征特异性结合的化学结构。

相反，在一个实施方案中，所述检测剂化合物包含受体或其受体结构域、凝集素、适体(其可

以是肽适体或多核苷酸适体)、抗运载蛋白、设计的锚蛋白重复蛋白，或免疫球蛋白或其结

合亚结构域，并且所述分析物的可检测特征包含由所述检测剂化合物特异性结合的化学结

构。

[0037] 在本发明的上下文中，“适体”是特异性结合其相互作用配偶体的大分子。适体可

以是肽或多核苷酸适体，并且原则上是技术人员已知的。如本文所用的术语“肽适体”是指

特异性结合其相互作用配偶体且包含8-80个氨基酸、在一个实施方案中10-50个氨基酸、在

进一步的实施方案中15-30个氨基酸的肽。它们可以例如分离自合适的宿主系统(如面包酵
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母)中的随机化的肽表达文库(参见，例如，Klevenz等人,  Cell  Mol  Life  Sci.  2002,  59: 

1993–1998)。

[0038] 如本文所用，术语“抗运载蛋白”是指衍生自特异性结合其相互作用配偶体的脂质

运载蛋白的人工多肽。类似地，如本文所用的“设计的锚蛋白重复蛋白”或“DARPin”是包含

几个锚蛋白重复基序且特异性结合其相互作用配偶体的人工多肽。

[0039] 在一个实施方案中，所述分析物和/或所述检测剂化合物的可检测特征包含免疫

球蛋白或其结合亚结构域。因此，在一个实施方案中，测定包括测定分析物的免疫学特征与

检测剂化合物的直接或间接相互作用和/或分析物的特征与检测剂化合物的免疫学特征的

直接或间接相互作用。因此，在一个实施方案中，所述方法是免疫测定法。在一个实施方案

中，根据本发明的免疫学特征是分析物的结构特征，其促进通过免疫学方式检测样品中的

分析物。在一个实施方案中，所述免疫学特征促进鉴定，在进一步的实施方案中，通过免疫

学方式定量分析物。因此，典型的免疫学特征是促进区分所述分析物与样品中其他化合物

的特征。在一个实施方案中，测定分析物是确定分析物是否以高于方法检测限值的浓度存

在于样品中。确定检测限值的方法是本领域技术人员已知的。在进一步的实施方案中，测定

是半定量或定量地测定样品中分析物的量或浓度。为了进行定量测定，将测定分析物的绝

对或精确量，或将测定分析物的相对量。可以在分析物的精确量无法测定或不应测定的情

况下测定相对量。在所述情况下，可以确定分析物的存在量相对于包含第二量的所述分析

物的第二样品是增加还是减少。

[0040] 如本领域技术人员将理解，通常不需要分别测定第一检测剂化合物/分析物和第

二检测剂化合物/分析物复合物。因此，在一个实施方案中，一起测定第一检测剂化合物和

分析物的复合物以及第二检测剂化合物和分析物的复合物，即在所述第一和所述第二检测

剂化合物之间不加区分。因此，在一个实施方案中，测定与第一检测剂化合物或第二检测剂

化合物或两者的复合物中存在的分析物的总量。在一个实施方案中，这可以通过如下来完

成：在步骤b)中同时测定第一和第二标记物的可检测特性，如上所指定；或者在步骤b)中分

别测定第一和第二标记物的可检测特性，但在步骤c)中测定第一检测剂化合物的特性和第

二检测剂化合物的特性的和值。如从上面所理解，第一和第二标记物可以与相同类型的结

合部分结合；因此，所述第一和第二结合部分可以是不同的，但也可以是相同的。因此，测定

可以通过使样品与单克隆抗体(其第一级分与第一标记物结合，且其第二级分与第二标记

物结合)接触来实现。这加上必要的变更也适用于多克隆抗体制备物。

[0041] 如技术人员将进一步理解，分析物/捕获化合物复合物的测定可以包括另外的步

骤和/或另外的化合物的使用。例如，可以使用至少关于标记物与第一和第二检测剂化合物

不同的一种或多种另外的检测剂化合物。在一个实施方案中，第一和第二检测剂化合物以

1:5至5:1、通常1:2至2:1、约1:1或1:1的比率使用。在进一步的实施方案中，三种检测剂化

合物以约2:1:1、1:2:1或1:1:2、约1:1:1或1:1:1的比率使用。因此，在一个实施方案中，第

一和第二检测剂化合物和潜在存在的另外的检测剂化合物以约相同量(在进一步的实施方

案中以相同量)存在于反应混合物中。在一个实施方案中，使用2至10种检测剂化合物，在一

个实施方案中，2至5种检测剂化合物，在一个实施方案中，2至4种检测剂化合物，在一个实

施方案中，2至3种检测剂化合物，并且所使用的所有检测剂化合物的标记物是互相不同的。

在一个实施方案中，所述检测剂化合物以基本上相等的量使用，在一个实施方案中以相等
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的量使用。

[0042] 进一步，取决于选择的测定形式，捕获抗体可用于将分析物和分析物/检测剂化合

物复合物结合至固体表面。在一个实施方案中，测定法是竞争性免疫测定法，通常是竞争

性、非均相免疫测定法，即免疫测定法，其中分析物与所述分析物的标记衍生物竞争结合与

固体表面结合的捕获化合物，且其中测定与所述捕获化合物结合的所述分析物的标记衍生

物的量。因此，在这种情况下，该方法还包括将指定剂混合至样品。在一个实施方案中，本发

明的方法是非均相竞争性免疫测定，并且包括通过测定在所述指定剂和所述不同的捕获化

合物之间形成的复合物的量来间接测定分析物与两种不同的捕获化合物之间形成的复合

物的量。在一个实施方案中，竞争性测定法是抗HAV(抗甲型肝炎病毒)、抗HBc(抗乙型肝炎

核心抗原)、抗HBe(抗乙型肝炎e抗原)、叶酸、叶酸RBC(红血细胞)、抗TSH-R、总维生素D、维

生素B12、甲状腺素(Tyroxin)  T4、FT4(游离甲状腺素)、甲状腺素T3、FT  3(游离三碘甲状腺

原氨酸)、睾酮、孕酮、洋地黄毒苷、抗TG、抗TPO(抗甲状腺过氧化物酶)、DGEA或雌二醇的测

定法。

[0043] 在另一个实施方案中，免疫测定法是双抗原夹心测定法(“DAGS”)，其中二价分析

物，例如，抗体结合至与固体表面结合的捕获化合物，且其中通过如下文所述的检测剂化合

物与所述分析物/捕获化合物复合物的结合来测定分析物/捕获化合物复合物的量。在一个

实施方案中，DAGS测定法是抗弓形虫IgG、抗风疹IgG、抗HBs(乙型肝炎病毒表面抗原)抗体、

HCV(丙型肝炎病毒)核心抗原或抗HCV抗体、CMV抗体(巨细胞病毒)IgG、梅毒(梅毒螺旋体)

抗体、HTLV(人类T细胞淋巴细胞病毒)抗体或查加斯病(美洲锥虫病)抗体。

[0044] 如本文所用，术语“捕获化合物”是指直接或间接地结合如上文所指定的分析物的

化学分子。在一个实施方案中，所述捕获化合物结合至固体表面或适于结合至固体表面。在

一个实施方案中，捕获化合物是有机分子，在进一步的实施方案中，是如上文所述的生物大

分子，例如上文所述的多肽。在一个实施方案中，捕获化合物以足够的亲和力间接结合本发

明的分析物，以允许检测包含分析物和捕获化合物的复合物；即在这种情况下，捕获化合物

是间接配体。如本文所用，术语“间接结合”是指结合，其中配体不直接接触分析物，但接触

结合分析物的化学分子，在一个实施方案中，特异性结合分析物的化学分子，其中，在一个

实施方案中，结合分析物的所述分子是直接结合分析物的分子，即是直接配体。因此，在一

个实施方案中，分析物，结合分析物的化学分子，和间接配体形成具有上述特性的复合物，

特别是具有如所示的解离常数。在进一步的实施方案中，捕获化合物以足够的亲和力直接

结合本发明的分析物，以允许检测如上文所述的分析物/捕获化合物复合物。因此，在一个

实施方案中，捕获化合物是直接配体。

[0045] 如本文所用，术语“固体表面”是指适于结合本发明的捕获化合物且适于例如通过

物理方式与样品分离的任何合适的固体表面。在一个实施方案中，所述固体表面是珠粒的

表面，在一个实施方案中，是微珠例如磁性或顺磁性微珠。在一个实施方案中，所述表面适

于改进捕获化合物的结合，例如通过共价或非共价地附接结合捕获化合物的亚结构的分

子。结合捕获化合物的亚结构的典型分子是，例如抗体、链霉抗生物素蛋白、复合镍离子、其

中化合物“X”特异性结合“抗X”的任何X-抗X系统的组分(如例如糖和糖-结合蛋白/凝集素

或激素及其受体)等。在进一步的实施方案中，固体表面通过共价或非共价键结合所述捕获

化合物，例如，通过疏水相互作用。因此，在一个实施方案中，所述固体表面是多簇板的表
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面。在一个实施方案中，将多簇板的表面预处理以增加结合捕获化合物的亲和力和/或能

力。合适的预处理是本领域中已知的。

[0046] 将生物分子(通常为多肽)与固体表面结合的方法是本领域中众所周知的，并且包

括例如，通过疏水相互作用结合，生物素化和经由固定的链霉抗生物素蛋白结合，共价结

合，抗体-抗原相互作用等，或这些相互作用的组合，例如抗体和病原体多肽之间的抗体-抗

原相互作用，其中所述抗体被生物素化并经由固定的链霉抗生物素蛋白结合至固体表面。

因此，捕获化合物也可以优选为捕获复合物。在一个实施方案中，捕获化合物是直接结合分

析物的捕获复合物的化合物。本领域技术人员知道如何将捕获化合物或复合物与固体表面

结合，这取决于所选择的固体表面。在一个实施方案中，捕获化合物是病毒多肽，例如病毒

衣壳多肽。在一个实施方案中，所述捕获化合物是肝炎病毒衣壳多肽，在一个实施方案中是

甲型肝炎病毒(HAV)衣壳多肽。然而，也设想捕获化合物是抗体。

[0047] 如本文所用的术语“样品”是指体液的样品，来自组织或器官的样品，或洗涤/漂洗

液的样品或从外或内体表面获得的拭子或涂片。在一个实施方案中，怀疑所述样品包含如

本文所指定的分析物。在一个实施方案中，所述样品包含至少一种如本文别处指定的分析

物。在一个实施方案中，所述样品是血液、血浆、血清、尿液、唾液或泪液样品。可以通过使用

刷子、(棉花)拭子、抹刀、漂洗/洗涤液、钻取活检设备、用针或柳叶刀穿刺腔或通过外科手

术仪器化来获得样品。然而，通过众所周知的技术获得的样品，包括在一个实施方案中，来

自泌尿生殖道、肛周区域、肛管、口腔、上呼吸消化道和表皮的刮擦物、拭子或活检，也被包

括作为本发明的样品。可以通过裂解技术诸如均质化和/或通过分离技术诸如过滤或离心

从体液或组织或器官获得无细胞的液体。在一个实施方案中，样品获得自已知包含HA病毒

多肽或/和针对至少一种HA病毒多肽的抗体的体液，即在一个实施方案中，血液、血浆、血

清、唾液等，在一个实施方案中，来自血浆或血清。应当理解，可以进一步处理样品以便实施

本发明的方法。具体地，可以通过本领域中已知的方法和方式从样品中除去细胞。此外，可

以通过本领域中已知的方法和方式从样品提取和/或纯化至少一种分析物。因此，术语“样

品”还可以指包含或怀疑包含至少一种从样品稀释、富集、纯化和/或提取的分析物的制备

物。

[0048] 如本发明的方法的上下文中使用的术语“接触”是本领域技术人员理解的。在一个

实施方案中，该术语是指使本发明的化合物与样品或与另外的化合物物理接触，且由此例

如允许样品和化合物相互作用。

[0049] 如本文所用的术语“受试者”是指脊椎动物，在一个实施方案中，哺乳动物受试者。

在一个实施方案中，所述受试者是农场动物、伴侣动物或实验动物，例如牛、绵羊、山羊、马、

猫、狗、豚鼠、小鼠或大鼠。在一个实施方案中，所述受试者是人。在进一步的实施方案中，所

述受试者是怀疑包含如本文所指定的分析物的人。

[0050] 有利地，在作为本发明基础的工作中发现，通过在免疫测定中使用不同的标记物

(其可以提供基本上相同的量和/或特质的信号)，可以减少来自样品的抗标记物化合物的

干扰。例如，在竞争性免疫测定中，可以减少引起假阳性结果的由抗标记物干扰引起的信号

降低。类似地，在夹心/双抗原夹心免疫测定中，抗标记物干扰倾向于通过结合标记物而降

低信号，引起信号产量的降低，且由此引起假阴性结果。在一些情况下，还已经观察到信号

增加，由此引起假阴性结果。至少在所有这些情况下，使用至少两种不同的标记物避免干扰
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引起错误结果。

[0051] 以上作出的定义加上必要的变更适用于以下内容。下面进一步做出的另外的定义

和解释也加上必要的变更适用于本说明书中所述的所有实施方案。

[0052] 本发明还涉及用于提高测定中的分析物的检测特异性的方法，其包括用具有不同

标记物的第二检测剂化合物替代10%至90%的第一检测剂化合物。

[0053] 如本文所用，术语“用第二检测剂化合物替代一定分数的第一检测剂化合物”是指

从测定中省略指示分数的第一检测剂化合物，并且以对应于省略的第一检测剂化合物的量

新包括所述第二检测剂化合物。在一个实施方案中，所述第一和第二检测剂化合物的分数

和量是基于摩尔计算的；因此，在测定中的所述第一检测剂化合物的浓度最初为10  pM并替

代50%的情况下，将以5  pM的浓度包括所述第二检测剂化合物。在进一步的实施方案中，所

述第一和第二检测剂化合物的分数和量是基于信号产量计算的。因此，例如原始测定中的

所述第一检测剂化合物的浓度可以设置为100%的任意信号产量；因此，在基于信号产量应

当替代50%的第一检测剂化合物的情况下，省略一定量的第一检测剂化合物，使得信号产量

降低至50%，并且添加第二检测剂化合物，使得信号产量再次上升至100%。如将理解，如果第

一检测剂化合物被多于一种另外的检测剂化合物替代，并且如果多于一种检测剂化合物被

一种或多种另外的检测剂化合物替代，则以上加上必要的变更适用。

[0054] 通常，将选择替代的捕获化合物或检测剂化合物的分数，使得可以理论上预期替

代的可测量的影响。如本领域技术人员将理解，可测量的效果的预期将取决于用于替代的

不同标记物的数量。例如，如果在改进后的测定中使用三种代替一种检测剂化合物，则优选

替代例如66%的初始检测剂化合物。通常，设想给定检测剂化合物的分数为(100%  /  n)  ± 

50%，其中n  =(测定中使用的不同检测剂化合物的数目)。在另一个实施方案中，使用(100% 

/  n)  ±  20%的分数。如本领域技术人员将理解，使用的分数的总和将加起来为100%。因此，

在一个实施方案中，替代的检测剂化合物的分数为10%至90%，在一个实施方案中为25%至

75%，在进一步的实施方案中为40%至60%，在进一步的实施方案中为约50%。

[0055] 本发明进一步涉及用于检测样品中的分析物的试剂盒，其至少包含所述分析物的

第一和第二检测剂化合物，其中所述第一检测剂化合物包含第一结合部分和第一标记物，

且所述第二检测剂化合物包含第二结合部分和第二标记物，且其中所述第一标记物和所述

第二标记物是不同的。

[0056] 如本文所用的术语“试剂盒”是指可以包装在一起或可以不包装在一起的本发明

的上述化合物、装置或试剂的集合。试剂盒的组分可以由单独的小瓶(即，作为单独部分的

试剂盒)包含或提供在单个小瓶中。此外，在一个实施方案中，本发明的试剂盒用于实施上

文所述的方法。在一个实施方案中，设想为了实践上述方法，所有组分都以即用方式提供。

此外，在一个实施方案中，试剂盒含有用于实施所述方法的说明书。说明书可以由用户手册

以纸张或电子形式提供。例如，所述手册可以包含用于解释当使用本发明的试剂盒实施上

述方法时获得的结果的说明书。在一个实施方案中，用于检测样品中的分析物的试剂盒(包

含至少两种不同的检测剂化合物)，还包含至少一种捕获化合物。在进一步的实施方案中，

所述试剂盒还包含用于固定所述捕获化合物或用于固定分析物的固体支持物。在一个实施

方案中，所述试剂盒中包含2至10种用于所述分析物的检测剂化合物，在一个实施方案中，2

至5种用于所述分析物的检测剂化合物，在一个实施方案中，2至4种检测剂化合物，在一个
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实施方案中，2至3种用于所述分析物的检测剂化合物。

[0057] 进一步地，本发明涉及用于测定样品中的分析物的设备，其至少包含所述分析物

的第一和第二检测剂化合物，其中所述第一检测剂化合物包含第一结合部分和第一标记

物，且所述第二检测剂化合物包含第二结合部分和第二标记物，且其中所述第一标记物和

所述第二标记物是不同的；和用于测定从所述第一标记物和所述第二标记物获得的至少一

种信号的装置。

[0058] 如本文所用，术语“设备”是指包含至少上述可操作相互连接以允许测定的装置的

装置系统。上文结合本发明的方法公开了用于测定分析物的量的典型装置和用于进行测定

的装置，例如用于测定至少一种信号的装置。如技术人员所理解，用于测定至少一种信号的

装置包括能够测定一种信号的装置；也如技术人员所理解，甚至在信号是零或低于特定样

品的检测限值的情况下，用于测定信号的装置也是具有检测所述信号的能力的装置。

[0059] 如何以操作方式连接装置将取决于设备中包含的装置的类型。在一个实施方案

中，所述装置由单个设备包含。因此，所述设备可以包括(i)用于测量所应用样品中分析物

的量的分析单元和(ii)用于处理用于评估的所得数据的计算机单元。公开了用于检测的典

型装置，连同涉及上述本发明的方法的实施方案。在这种情况下，可操作连接所述装置，其

中系统的用户基于手册中给出的说明和解释将标记物的可检测特性、在一个实施方案中标

记物的光学或/和电化学可测定的特性的测定结果汇集在一起；或者所述说明和解释包括

在所述设备中包含的可执行程序代码中，使得作为测定的结果，将所应用的样品中的分析

物的量或浓度输出至所述用户。本领域技术人员将意识到如何连接所述装置而无需再费周

折。典型的设备是可以在没有专门技术人员的特定知识的情况下应用的设备，例如仅需要

用样品上样的测试条或电子设备。结果可以给出为原始数据的输出，其需要由技术人员解

释。然而，在一个实施方案中，该设备的输出是处理，即评估的原始数据，其解释不需要技术

人员。其他典型的设备包括分析单元/设备(例如，生物传感器，阵列，与特异性识别肽的配

体偶联的固体支持物，等离子体表面共振设备，NMR光谱仪，质谱仪等)或上述根据本发明的

方法提及的评估单元/设备。在一个实施方案中，所述设备中包含2至10种用于所述分析物

的检测剂化合物，在一个实施方案中，2至5种用于所述分析物的检测剂化合物，在一个实施

方案中，2至4种检测剂化合物，在一个实施方案中，2至3种用于所述分析物的检测剂化合

物。

[0060] 此外，本发明涉及至少包含第一和第二检测剂化合物的组合物用于检测分析物的

用途，其中所述第一检测剂化合物包含第一结合部分和第一标记物，且所述第二检测剂化

合物包含第二结合部分和第二标记物，且其中所述第一标记物和所述第二标记物是不同

的；且本发明涉及至少分析物的第一和第二检测剂化合物用于制备诊断组合物或诊断设备

的用途，其中所述第一检测剂化合物包含第一结合部分和第一标记物，且所述第二检测剂

化合物包含第二结合部分和第二标记物，且其中所述第一标记物和所述第二标记物是不同

的；且本发明涉及至少包含分析物的第一和第二检测剂化合物的组合物用于测定样品中的

所述分析物的用途，其中所述第一检测剂化合物包含第一结合部分和第一标记物，且所述

第二检测剂化合物包含第二结合部分和第二标记物，且其中所述第一标记物和所述第二标

记物是不同的。

[0061] 鉴于上述内容，特别设想了以下实施方案：
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1.  用于测定样品中的分析物的方法，其包括

a)  使所述样品与至少第一和第二检测剂化合物接触；

b)  测定包含至少一种检测剂化合物的复合物的量；和，

c)  基于步骤b)的结果测定样品中的所述分析物，

其中所述第一检测剂化合物包含第一结合部分和第一标记物，且所述第二检测剂化合

物包含第二结合部分和第二标记物，且其中所述第一标记物和所述第二标记物是不同的。

[0062] 2 .  实施方案1的方法，其中所述第一和第二标记物提供相同的可检测特性的特

质。

[0063] 3. 实施方案1或2的方法，其中所述第一和第二标记物提供相同的可检测特性。

[0064] 4.  实施方案1至3中任一项的方法，其中所述第一和第二标记物提供基本上相同

量的可检测特性。

[0065] 5.  实施方案1至4中任一项的方法，其中由所述第一和/或第二检测剂化合物提供

的可检测特性是辐射特性，在一个实施方案中是发光特性，在进一步的实施方案中是化学

发光特性。

[0066] 6.  实施方案1至5中任一项的方法，其中所述第一检测剂化合物中的标记物包括

Ru(bpy)2-bpyCO-OSu  (CAS登记号137323-76-3)。

[0067] 7.  实施方案1至6中任一项的方法，其中所述第二检测剂化合物中的标记物是磺

基-BPRu  NHS酯(CAS登记号482618-42-8)。

[0068] 8.  实施方案1至7中任一项的方法，其中在步骤b)中测定复合物的量包括检测所

述第一检测剂化合物和所述第二检测剂化合物的特性，在一个实施方案中包括同时检测所

述第一检测剂化合物和所述第二检测剂化合物的特性。

[0069] 9.  实施方案1至8中任一项的方法，其中在步骤c)中测定所述分析物包括测定所

述第一检测剂化合物的特性和所述第二检测剂化合物的特性的和值。

[0070] 10.  实施方案1至9中任一项的方法，其中所述结合部分特异性结合所述分析物或

特异性结合所述分析物的捕获化合物。

[0071] 11.  实施方案1至9中任一项的方法，其中所述结合部分与所述分析物竞争结合捕

获化合物。

[0072] 12.  实施方案1至11中任一项的方法，其中所述结合部分是生物分子或其片段，在

一个实施方案中是多肽或其片段。

[0073] 13. 实施方案1至12中任一项的方法，其中所述结合部分是抗体或其片段。

[0074] 14. 实施方案1至13中任一项的方法，其中所述方法是免疫测定法。

[0075] 15. 实施方案1至14中任一项的方法，其中所述方法是竞争性测定法。

[0076] 16.  实施方案1至14中任一项的方法，其中所述方法是夹心测定法，在一个实施方

案中是双抗原夹心测定法。

[0077] 17. 实施方案1至16中任一项的方法，其中所述方法是定性或半定量测定法。

[0078] 18. 实施方案1至17中任一项的方法，其中所述方法是定量测定法。

[0079] 19. 实施方案1至18中任一项的方法，其中所述分析物是多肽。

[0080] 20.  实施方案1至19中任一项的方法，其中所述分析物是抗体，在一个实施方案中

是针对来自致病性生物的抗原的抗体，在一个实施方案中是针对病毒抗原的抗体，在一个
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实施方案中是针对原生动物抗原的抗体。

[0081] 21 .  实施方案1至20中任一项的方法，其中所述分析物是抗甲型肝炎抗体或抗弓

形虫抗体。

[0082] 22.  实施方案1至19中任一项的方法，其中所述分析物是来自致病性生物的抗原，

在一个实施方案中是细菌抗原。

[0083] 23.  实施方案1至22中任一项的方法，其中使用2至10种检测剂化合物，在一个实

施方案中，2至5种检测剂化合物，在一个实施方案中，2至4种检测剂化合物，在一个实施方

案中，2至3种检测剂化合物，且其中所有检测剂化合物的标记物互相不同。

[0084] 24.  用于提高测定中的分析物的检测特异性的方法，其包括用具有不同标记物的

第二检测剂化合物替代10%至90%的第一检测剂化合物。

[0085] 25.  实施方案24的方法，其中25%至75%，在进一步的实施方案中40%至60%，在进一

步的实施方案中约50%的所述第一检测剂化合物被替代。

[0086] 26.  用于鉴定包含干扰物的样品的方法，所述干扰物扰乱使用具有第一标记物的

检测剂化合物的分析物测定，所述方法包括

a)  使所述样品的等分试样与具有所述第一标记物的第一检测剂化合物接触；

b)  使所述样品的等分试样与具有第二标记物的第二检测剂化合物接触；

c)  测定由所述第一标记物生成的第一信号；

d)  测定由所述第二标记物生成的第二信号；

e)  通过将步骤c)的第一信号与步骤d)的第二信号进行比较，来鉴定包含扰乱使用具

有第一标记物的检测剂化合物的分析物测定的干扰物的样品。

[0087] 27. 实施方案26的方法，其进一步包括测定多种分析物。

[0088] 28.  用于检测样品中的分析物的试剂盒，其至少包含所述分析物的第一和第二检

测剂化合物，其中所述第一检测剂化合物包含第一结合部分和第一标记物，且所述第二检

测剂化合物包含第二结合部分和第二标记物，且其中所述第一标记物和所述第二标记物是

不同的。

[0089] 29.  实施方案28的试剂盒，其中所述试剂盒进一步包含至少一种用于所述分析物

的捕获化合物。

[0090] 30.  实施方案28或29的试剂盒，其中所述试剂盒进一步包含用于固定所述捕获化

合物或包含至少所述分析物的所述样品的组分的固体支持物。

[0091] 31.  用于测定样品中的分析物的设备，其至少包含所述分析物的第一和第二检测

剂化合物，其中所述第一检测剂化合物包含第一结合部分和第一标记物，且所述第二检测

剂化合物包含第二结合部分和第二标记物，且其中所述第一标记物和所述第二标记物是不

同的；和用于测定从所述第一标记物和所述第二标记物获得的至少一种信号的装置。

[0092] 32.  至少包含第一和第二检测剂化合物的组合物用于检测分析物的用途，其中所

述第一检测剂化合物包含第一结合部分和第一标记物，且所述第二检测剂化合物包含第二

结合部分和第二标记物，且其中所述第一标记物和所述第二标记物是不同的。

[0093] 33.  至少分析物的第一和第二检测剂化合物用于制备诊断组合物或诊断设备的

用途，其中所述第一检测剂化合物包含第一结合部分和第一标记物，且所述第二检测剂化

合物包含第二结合部分和第二标记物，且其中所述第一标记物和所述第二标记物是不同
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的。

[0094] 34.  实施方案32或33的用途，其中所述分析物是如实施方案19至22中任一项中所

指定的分析物。

[0095] 35.  至少包含分析物的第一和第二检测剂化合物的组合物用于测定样品中的所

述分析物的用途，其中所述第一检测剂化合物包含第一结合部分和第一标记物，且所述第

二检测剂化合物包含第二结合部分和第二标记物，且其中所述第一标记物和所述第二标记

物是不同的。

[0096] 36.  实施方案1至27中任一项的方法、实施方案28至30中任一项的试剂盒、实施方

案31的设备和/或实施方案32至35中任一项的用途，其中所述第一和第二检测剂化合物的

亲和结构域和/或结合部分是相同的。

[0097] 37.  实施方案1至27中任一项的方法、实施方案28至30中任一项的试剂盒、实施方

案31的设备和/或实施方案32至35中任一项的用途，其中所述第一和第二检测剂化合物的

亲和结构域和/或结合部分是不同的。

[0098] 本说明书中引用的所有参考文献就其整个公开内容和本说明书中具体提及的公

开内容而言在此通过引用并入。

[0099] 以下实施例应当仅举例说明本发明。它们无论如何不应被解释为限制本发明的范

围。

[0100] 实施例1：定性和竞争性Elecsys抗甲型肝炎病毒(抗HAV)测定的特异性增加

根据生产商的说明，在自动化的Elecsys®  cobas分析仪(Roche  Diagnostics  GmbH)上

进行用于体外测定抗HAV抗体的免疫测定。Elecsys®是Roche集团的注册商标。

[0101] 该测定根据竞争原理实施。在第一次孵育中，将50µl样品与添加的HAV抗原一起孵

育，使得样品抗HAV结合HAV抗原。在第二次(随后的)孵育步骤中，将对HAV抗原特异性的生

物素化和钌-标记的抗体连同链霉抗生物素蛋白包被的微粒一起添加至样品-HAV抗原混合

物中，使得HAV抗原上仍然游离的结合位点变成被占据的。经由生物素和链霉抗生物素蛋白

的相互作用使整个复合物与固相(微粒)结合。接下来，将反应混合物吸入测量室中，在此

处，将微粒磁性捕获至电极的表面上。然后用ProCell/ProCell  M(信号生成所必需的包含

三丙基胺的缓冲溶液)除去未结合的物质。然后，向电极施加电压诱导化学发光发射，其通

过光电倍增管测量。经由校准曲线测定结果，其为通过2-点校准专门生成的仪器(Cal1  = 

包含人抗HAV阴性血清的阴性校准物；Cal2  =  包含人血清中的人抗HAV的阳性校准物)。详

细地，使用单克隆MAK<HAV>M-2.157-F(ab')2-抗体片段，一个等分试样用BP-Ru标记，另一

个等分试样用磺基-Ru标记；这些用于生成3种不同版本的抗HAV测定：

测定1：R2中使用的100%的MAK<HAV>M-2.157-F(ab')2用磺基-Ru标记

测定2：R2中使用的100%的MAK<HA  V>M-2.157-F(ab')2用BP-Ru标记

测定3：已使用测定1  R2和测定2  R2的1  +1混合物(意指BP-Ru和磺基-Ru的混合物)。

BP-Ru和磺基-Ru对总体信号的信号贡献是相似的。

[0102] 第一标记物是“BP-Ru”，也称为Ru(bpy)2-bpyCO-OSu  (CAS登记号137323-76-3,  = 

钌(2+) ,  双(2,2'-联吡啶-κN1,κN1')[1-[4-(4'-甲基[2,2'-联吡啶]-4-基-κN1,κN1')-1-氧

代丁氧基]-2,5-吡咯烷二酮]-,  (OC-6-33)  Ru(bpy)2-bpyCO2H的反应性酯(=  BPRu，或Ru-

bpy)，CAS登记号115239-59-3)  )，并且第二标记物是“磺基-Ru”，也称为磺基-BPRu  NHS酯
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(CAS登记号482618-42-8，在本领域中也称为钌酸盐(2-)，双[[2,2'-联吡啶]-4,4'-二甲磺

酸根基(2-)-κN1,κN1'][1-[4-(4'-甲基[2,2'-联吡啶]-4-yl-κN1,κN1')-1-氧代丁氧基]-2,

5-吡咯烷二酮]-，钠(1:2) ,  (OC-6-31  )。

[0103] 用校准物和标准样品的结果显示于表1。此外，用全部3种测定法测试27种已知的

抗标记物干扰样品，诸如抗磺基-Ru干扰样品以及一种已知的抗BP-Ru干扰样品(表2)。已知

这些样品当在各自的抗HAV测定变式中使用时，引起假阳性结果。如所预期，抗Sulfu-Ru干

扰样品在测定1中是假阳性的，但在测定2中是正确阴性的，并且抗BP-Ru干扰样品在测定1

中是正确阴性的，但在测定2中是假阳性的。有趣的是，除了一种抗磺基Ru干扰样品

(PN0206_0925)以外的所有样品都在含有BP-Ru和磺基Ru的标记物混合物的测定3中是正确

阴性的，意味着特异性的显著提高。

[0104] 截止值指数(COI)如下计算：

截止值是使用阴性(Cal1)和阳性(Cal2)校准物使用2-点校准测定的。截止值指数

(COI)是通过将计数(样品)除以截止值测定的。如果COI  ≤  1，则结果被解释为反应性的，

并且如果COI  >  1，则是非反应性的。

[0105] 实施例2：定量DAGS  Elecsys  Toxo  IgG测定的灵敏度的增加

根据生产商的说明，在自动化的Elecsys®  cobas分析仪(Roche  Diagnostics  GmbH)上

实施用于体外测定Toxo-IgG抗体的免疫测定。Elecsys®是Roche集团的注册商标。

[0106] 根据夹心原理(夹在两个Toxo-p30抗原之间的IgG抗体)实施测定。在第一次孵育

10  µl样品中，生物素化的重组刚地弓形虫特异性抗原和用钌复合物标记的刚地弓形虫特

异性重组抗原形成夹心复合物。在第二步中，添加链霉抗生物素蛋白-包被的微粒，使得经

由生物素和链霉抗生物素蛋白的相互作用将样品抗体和Toxo-抗原的免疫复合物与固相结

合。接下来，将反应混合物吸入测量室中，在此处，将微粒磁性捕获至电极的表面上。然后用

ProCell/ProCell  M  (信号生成所必需的包含三丙基胺的缓冲溶液)除去未结合的物质。然

后，向电极施加电压诱导化学发光发射，其通过光电倍增管测量。经由校准曲线测定结果，

其为通过2-点校准专门生成的仪器(Cal1  =  包含抗弓形虫阴性的人血清的阴性校准物；

Cal2  =  包含对于抗弓形虫IgG反应性的人血清的阳性校准物)。

[0107] 详细地，使用两种差异标记的重组Toxo-p30抗原特质，一种用BP-Ru标记，另一种

用磺基-Ru(标记物的化学名称，参见实施例1)标记。使用两种重组Toxo-p30抗原特质来生

成3种不同版本的Toxo  IgG测定：

测定1：R2中使用的100%的重组Toxo-p30抗原用磺基-Ru标记

测定2：R2中使用的100%的重组Toxo-p30抗原用BP-Ru标记

测定3：已使用测定1  R2和测定2  R2的1  +1混合物(意指BP-Ru和磺基-Ru的混合物)。

BP-Ru和磺基-Ru对总体信号的信号贡献是相似的。

[0108] 根据制造商的说明，如果<  1  IU/mL，则结果被解释为非反应性的；如果≥  1至<3 

IU/mL，则为不确定的，并且如果≥  3  IU/mL，则是反应性。用校准物和标准样品的结果显示

于表3中。此外，用所有3种测定法检测在各自的测定变式中引起假阴性或假不确定结果的

几种抗磺基-Ru和抗BP-Ru干扰样品(表4)。如所预期，抗磺基-Ru干扰样品在测定1中是假阴

性或假不确定的，但在测定2中是正确不确定或正确阳性的。反之亦然，对于抗BPRu干扰样

品干扰测定2也是如此。有趣的是，在含有BP-Ru和磺基  Ru的标记物混合物的测定3中，发现
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所有样品是正确不确定或正确阴性的，意味着灵敏度的显著增加。
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