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(57)摘要

本发明公开了基于氧化锌纳米线荧光增强

的纸基分析装置及纸基分析方法，包括检测层A、

样品加入层B，所述检测层A包括三个检测区域，

分别用于检测脂肪酸结合蛋白FABP、心肌肌钙蛋

白cTnI和肌红蛋白myoglobin，样品被加入到所

述样品加入层B的中心区域，然后将所述样品加

入层B折叠到所述检测层A上让所述样品分流到

所述三个检测区域实现对所述脂肪酸结合蛋白

FABP、心肌肌钙蛋白cTnI和肌红蛋白myoglobin

的同时检测。本发明的纸基分析装置及分析方法

可以实现对三种心肌标志物的同时检测，并且对

FABP、cTnI和myoglobin的检测都具有高灵敏度

和良好的选择性，其检测限分别为1.36 ng/mL、

1.00 ng/mL和2.38 ng/mL。
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1.基于氧化锌纳米线荧光增强的纸基分析装置，其特征在于，包括检测层A、样品加入

层B，所述检测层A包括三个检测区域，分别用于检测脂肪酸结合蛋白FABP、心肌肌钙蛋白

cTnI和肌红蛋白myoglobin，样品被加入到所述样品加入层B的中心区域，然后将所述样品

加入层B折叠到所述检测层A上让所述样品分流到所述三个检测区域实现对所述脂肪酸结

合蛋白FABP、心肌肌钙蛋白cTnI和肌红蛋白myoglobin的同时检测。

2.基于氧化锌纳米线荧光增强的纸基分析装置的纸基分析方法，其特征在于，包括如

下步骤：

步骤SS1：制备氧化锌纳米线纸基；

步骤SS2：制备纸基荧光免疫装置；

步骤SS3：采用双抗体夹心免疫法测定心肌标志物。

3.根据权利要求2所述的基于氧化锌纳米线荧光增强的纸基分析装置的纸基分析方

法，其特征在于，所述步骤SS1具体包括：

步骤SS11：制备氧化锌种子纸基；

步骤SS12：制备氧化锌纳米线生长溶液；

步骤SS13：将所述步骤SS11制备的所述氧化锌种子纸基放入所述步骤SS12制备的所述

氧化锌纳米线生长溶液中并用锡箔纸密封，置于烘箱中90  ℃反应3  h后取出，并用超纯水

充分冲洗，90  ℃干燥，即得到氧化锌纳米线纸基。

4.根据权利要求3所述的基于氧化锌纳米线荧光增强的纸基分析装置的纸基分析方

法，其特征在于，所述步骤SS11具体包括：将反应所用的纸基板浸没在氧化锌种子溶液即

0.1  mol/L的二水乙酸锌里60  s，取出放在烘箱中100  °C干燥1  h，得到氧化锌种子纸基备

用。

5.根据权利要求3所述的基于氧化锌纳米线荧光增强的纸基分析装置的纸基分析方

法，其特征在于，所述步骤SS12具体包括：按照以下比例称量3.72  g硝酸锌六水合物、0.88 

g六亚甲基四胺、1.52  g聚乙烯亚胺溶于500  mL超纯水中，再移取13.06  mL的氨水加入所述

超纯水中，超声得到均一相的溶液即为氧化锌纳米线生长液。

6.根据权利要求2所述的基于氧化锌纳米线荧光增强的纸基分析装置的纸基分析方

法，其特征在于，所述步骤SS2中的所述制备纸基荧光免疫装置具体包括：

步骤SS21：设计图案，使用蜡打印机将图案打印在所述氧化锌纳米线纸基上；冷却后，

将所述氧化锌纳米线纸基放在烘箱中加热，让蜡熔化渗入到整个所述氧化锌纳米线纸基的

内部，所述纸基分析装置的三个检测区域最终的孔直径为3.5  mm；

步骤SS22：用三甲氧基硅烷GPTMS处理所述氧化锌纳米线纸基的表面，以获得能与氨基

反应的环氧基团；

步骤SS23：将anti-FABP捕获抗体溶液、anti-cTnI捕获抗体溶液和anti-myoglobin捕

获抗体溶液分别滴入相应的检测区域，室温孵育30  min；

步骤SS24：使用1%的甲氧基聚乙二醇硫醇和1%的牛血清白蛋白BSA封闭所述氧化锌纳

米线纸基表面上未反应的环氧基团和降低非特异性吸附，获得纸基荧光免疫装置；

步骤SS25：将所述纸基荧光免疫装置储存在4  ℃下以备进一步使用。

7.根据权利要求2所述的基于氧化锌纳米线荧光增强的纸基分析装置的纸基分析方

法，其特征在于，所述步骤SS3具体包括：
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步骤SS31：将含有心肌标志物的样品加入纸基荧光免疫装置的中心样品区；

步骤SS32：心肌标志物特异性结合相应的捕获抗体；

步骤SS33：心肌标志物夹在捕获抗体和FITC标记的抗体之间；

步骤SS34：在自制紫外箱中进行检测，使用电池供电的紫外灯照射装置，用智能手机捕

获紫外灯激发的荧光图像。

8.根据权利要求7所述的基于氧化锌纳米线荧光增强的纸基分析装置的纸基分析方

法，其特征在于，所述步骤SS31具体包括：将纸基荧光免疫装置的样品加入层B的纸基折叠

到检测层A纸基的顶部；将含有不同浓度的FABP、cTnI和myoglobin的样品溶液加入样品加

入层B纸基的中心样品区，通过样品加入层B纸基的毛细驱动力将样品溶液分流到检测层A

纸基的三个检测区域。

9.根据权利要求7所述的基于氧化锌纳米线荧光增强的纸基分析装置的纸基分析方

法，其特征在于，所述步骤SS32具体包括：样品溶液中的目标抗原与检测区域上预先固定的

捕获抗体反应后，将样品加入层B纸基剪去，只留下检测层A纸基。

10.根据权利要求7所述的基于氧化锌纳米线荧光增强的纸基分析装置的纸基分析方

法，其特征在于，所述步骤SS33具体包括：将FITC标记的抗FABP、FITC标记的抗cTnI和FITC

标记的抗myoglobin分别加入相应的检测区域，反应一段时间；向检测区域加入包含0.05%

吐温20的磷酸盐缓冲溶液分别洗涤每个检测区域，在所述纸基分析装置的底部用一张吸水

纸吸收过量的剩余溶液并洗去多余的抗体。
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基于氧化锌纳米线荧光增强的纸基分析装置及方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种基于氧化锌纳米线荧光增强的纸基分析装置及方法，具体涉及一

种将氧化锌纳米线集成在纸基上，利用氧化锌纳米线荧光增强信号的方式同时检测多种心

肌标志物的纸基分析装置及方法，属于纸基分析检测技术领域。

背景技术

[0002] 自2007年哈佛大学Whitesides课题组开启了纸基分析检测方面的研究，利用光刻

法制备了纸基分析装置用于检测葡萄糖和蛋白质，促进了纸基分析技术在医学上的应用。

他们还将多层平面纸芯片进行叠加，采用双面胶固定制成了首个三维纸基分析装置，实现

了高通量检测多种物质，提出了将纸基作为多重分析物检测的微流体平台的概念。此后，纸

基分析技术引起了越来越多的研究者的关注。纸基分析装置具有以下优点：①原料丰富、廉

价易得；②纸的主要成分是纤维素，其内部结构是三维网状结构，具有毛细作用力，液体在

纸上通过自身毛细作用流动，不需外接泵；③样品用量少；④生物兼容性好，可通过物理或

化学修饰对纸基进行改性；⑤纸基柔性好、可折叠、可以实现高通量检测；⑥质地轻、便于携

带、操作简便。基于这些优点，纸基分析装置在近几年引起了人们广泛的关注，为分析检测

提供了很大的便利，可用于临床诊断、食品质量控制和环境监控等方面的分析检测。

[0003] 急性心肌梗塞（AMI）是威胁生命的严重心血管疾病，为了缓解急性心肌梗塞对人

类的危害和提高人们的健康水平，需要研制更灵敏的急性心肌梗塞疾病的检测办法。目前，

主要使用酶联免疫吸附实验、电化学发光、免疫比浊法和表面等离子体共振监测患者的

AMI，然而这些检测方法只能在医院或专业诊断中心进行，需要使用大型仪器和专业人员操

作，因此导致许多人不能得到及时诊断和治疗。而且传统检测方法耗时长、价格昂贵、灵敏

度低限制了其实际应用，尤其限制了其在医疗资源匮乏地区的使用。纸基分析装置因其便

宜、简单、便携、灵敏有望解决以上难题，开发一种简便廉价、灵敏度高、检测速度快的纸基

分析检测新技术有助于早期预防急性心肌梗塞疾病的发生。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于，克服现有技术存在的缺陷，解决上述技术问题，提出基于氧化

锌纳米线荧光增强的纸基分析装置及方法。

[0005] 本发明要解决的技术问题包括：第一，研发纸基分析装置价格低廉，解决了检测

AMI费用昂贵的问题；第二，研发的纸基分析装置具有可携带性，解决了检测AMI过度依赖检

测中心和医院的问题；第三，研发的纸基分析方法可同时检测三种心肌标志物，提高了对

AMI诊断的准确性。

[0006] 本发明采用如下技术方案：基于氧化锌纳米线荧光增强的纸基分析装置，其特征

在于，包括检测层A、样品加入层B，所述检测层A包括三个检测区域，分别用于检测脂肪酸结

合蛋白（FABP）、心肌肌钙蛋白I（cTnI）和肌红蛋白（myoglobin），样品被加入到所述样品加

入层B的中心区域，然后将所述样品加入层B折叠到所述检测层A上让所述样品分流到所述
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三个检测区域实现对所述FABP、cTnI和myoglobin的同时检测。

[0007] 本发明还提出基于氧化锌纳米线荧光增强的纸基分析装置的纸基分析方法，其特

征在于，包括如下步骤：

步骤SS1：制备氧化锌纳米线纸基；

步骤SS2：制备纸基荧光免疫装置；

步骤SS3：采用双抗体夹心免疫法测定心肌标志物。

[0008] 作为一种较佳的实施例，所述步骤SS1具体包括：

步骤SS11：制备氧化锌种子纸基；

步骤SS12：制备氧化锌纳米线生长溶液；

步骤SS13：将所述步骤SS11制备的所述氧化锌种子纸基放入所述步骤SS12制备的所述

氧化锌纳米线生长溶液中并用锡箔纸密封，置于烘箱中90  ℃反应3  h后取出，并用超纯水

充分冲洗，90  ℃干燥，即得到氧化锌纳米线纸基。

[0009] 作为一种较佳的实施例，所述步骤SS11具体包括：将反应所用的纸基板浸没在氧

化锌种子溶液即0.1  mol/L的二水乙酸锌里60  s，取出放在烘箱中100  °C干燥1  h，得到氧

化锌种子纸基备用。

[0010] 作为一种较佳的实施例，所述步骤SS12具体包括：按照以下比例称量3.72  g硝酸

锌六水合物、0.88  g六亚甲基四胺、1.52  g聚乙烯亚胺溶于500  mL超纯水中，再移取13.06 

mL的氨水加入所述超纯水中，超声得到均一相的溶液即为氧化锌纳米线生长液。

[0011] 作为一种较佳的实施例，所述步骤SS2中的所述制备纸基荧光免疫装置具体包括：

步骤SS21：设计图案，使用蜡打印机将图案打印在所述氧化锌纳米线纸基上；冷却后，

将所述氧化锌纳米线纸基放在烘箱中加热，让蜡熔化渗入到整个所述氧化锌纳米线纸基的

内部，所述纸基分析装置的三个检测区域最终的孔直径为3.5  mm；

步骤SS22：用三甲氧基硅烷GPTMS处理所述氧化锌纳米线纸基的表面，以获得能与氨基

反应的环氧基团；

步骤SS23：将anti-FABP捕获抗体溶液、anti-cTnI捕获抗体溶液和anti-myoglobin捕

获抗体溶液分别滴入相应的检测区域，室温孵育30  min；

步骤SS24：使用1%的甲氧基聚乙二醇硫醇和1%的牛血清白蛋白BSA封闭所述氧化锌纳

米线纸基表面上未反应的环氧基团和降低非特异性吸附，获得纸基荧光免疫装置；

步骤SS25：将所述纸基荧光免疫装置储存在4  ℃下以备进一步使用。

[0012] 作为一种较佳的实施例，所述步骤SS3具体包括：

步骤SS31：将含有心肌标志物的样品加入中心样品区；

步骤SS32：心肌标志物特异性结合相应的捕获抗体；

步骤SS33：心肌标志物夹在捕获抗体和FITC标记的抗体之间；

步骤SS34：在自制紫外箱中进行检测，使用电池供电的紫外灯照射装置，用智能手机捕

获紫外灯激发的荧光图像。

[0013] 作为一种较佳的实施例，所述步骤SS31具体包括：将纸基荧光免疫装置的样品加

入层B的纸基折叠到检测层A纸基的顶部；将含有不同浓度的FABP、cTnI和myoglobin的样品

溶液加入样品加入层B纸基的中心样品区，通过样品加入层B纸基的毛细驱动力将样品溶液

分流到检测层A纸基的三个检测区域。
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[0014] 作为一种较佳的实施例，所述步骤SS32具体包括：样品溶液中的目标抗原与检测

区域上预先固定的捕获抗体反应后，将样品加入层B纸基剪去，只留下检测层A纸基。

[0015] 作为一种较佳的实施例，所述步骤SS33具体包括：将FITC标记的抗FABP（FITC-

labeled  anti-FABP）、FITC标记的抗cTnI（FITC-labeled  anti-cTnI）和FITC标记的抗

myoglobin（FITC-labeled  anti-myoglobin）分别加入相应的检测区域，反应一段时间。向

检测区域加入包含0.05%吐温20的磷酸盐缓冲溶液分别洗涤每个检测区域，在所述纸基分

析装置的底部用一张吸水纸吸收过量的剩余溶液并洗去多余的抗体。

[0016] 本发明所达到的有益效果：第一，本发明的纸基分析装置和纸基分析方法可以实

现对三种心肌标志物的同时检测，并且对FABP、cTnI和myoglobin的检测都具有高灵敏度和

良好的选择性，其检测限分别为1.36  ng/mL、1.00  ng/mL和2.38  ng/mL；第二，本发明的检

测时间短，只需5  min即可快速完成检测，而且这种检测装置携带方便（检测过程仅需要智

能手机和便携式紫外灯）；第三，本发明采用纸是一种可降解的理想材料，用其代替传统的

塑料、玻璃等材料减轻了环境压力，价格低廉，环保，后处理简单。

附图说明

[0017] 图1是本发明的制备氧化锌纳米线纸基的流程图。

[0018] 图2是本发明的制备荧光免疫装置的流程图。

[0019] 图3是本发明的采用双抗体夹心免疫法测定心肌标志物的流程图。

具体实施方式

[0020] 下面结合附图对本发明作进一步描述。以下实施例仅用于更加清楚地说明本发明

的技术方案，而不能以此来限制本发明的保护范围。

[0021] 本发明采用如下技术方案：基于氧化锌纳米线荧光增强的纸基分析装置，其特征

在于，包括检测层A、样品加入层B，所述检测层A包括三个检测区域，分别用于检测脂肪酸结

合蛋白（FABP）、心肌肌钙蛋白I（cTnI）和肌红蛋白（myoglobin），样品被加入到所述样品加

入层B的中心区域，然后将所述样品加入层B折叠到所述检测层A上让所述样品分流到所述

三个检测区域实现对所述FABP、cTnI和myoglobin的同时检测。

[0022] 本发明还提出基于氧化锌纳米线荧光增强的纸基分析装置的纸基分析方法，其特

征在于，包括如下步骤：

步骤SS1：制备氧化锌纳米线纸基，如图1所示；

步骤SS2：制备纸基荧光免疫装置，如图2所示；

步骤SS3：采用双抗体夹心免疫法测定心肌标志物，如图3所示。

[0023] 作为一种较佳的实施例，所述步骤SS1具体包括：

步骤SS11：制备氧化锌种子纸基；

步骤SS12：制备氧化锌纳米线生长溶液；

步骤SS13：将所述步骤SS11制备的所述氧化锌种子纸基放入所述步骤SS12制备的所述

氧化锌纳米线生长溶液中并用锡箔纸密封，置于烘箱中90  ℃反应3  h后取出，并用超纯水

充分冲洗，90  ℃干燥，即得到氧化锌纳米线纸基。

[0024] 作为一种较佳的实施例，所述步骤SS11具体包括：将反应所用的whatman纸基板浸
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没在氧化锌种子溶液即0.1  mol/L的二水乙酸锌里60  s，取出放在烘箱中100  ℃干燥1  h，

得到氧化锌种子纸基备用。

[0025] 作为一种较佳的实施例，所述步骤SS12具体包括：按照以下比例称量3.72  g硝酸

锌六水合物、0.88  g六亚甲基四胺、1.52  g聚乙烯亚胺溶于500  mL超纯水中，再移取13.06 

mL的氨水加入所述超纯水中，超声得到均一相的溶液即为氧化锌纳米线生长液。

[0026] 作为一种较佳的实施例，所述步骤SS2中的所述制备纸基荧光免疫装置具体包括：

步骤SS21：设计图案，使用蜡打印机将图案打印在所述氧化锌纳米线纸基上；冷却后，

将所述氧化锌纳米线纸基放在烘箱中加热，让蜡熔化渗入到整个所述氧化锌纳米线纸基的

内部，所述纸基分析装置的三个检测区域最终的孔直径为3.5  mm，如图2A和图2B所示；

步骤SS22：为了增强氧化锌纳米线纸基板固定抗体的能力和提高纸基分析装置的检测

性能，用（3-缩水甘油基氧基丙基）三甲氧基硅烷GPTMS处理所述氧化锌纳米线纸基的表面，

以获得能与氨基反应的环氧基团；

步骤SS23：将anti-FABP捕获抗体溶液、anti-cTnI捕获抗体溶液和anti-myoglobin捕

获抗体溶液分别滴入相应的检测区域，室温孵育30  min；

步骤SS24：使用1%的甲氧基聚乙二醇硫醇和1%的牛血清白蛋白BSA封闭所述氧化锌纳

米线纸基表面上未反应的环氧基团和降低非特异性吸附，获得纸基荧光免疫装置；

步骤SS25：将所述纸基荧光免疫装置储存在4  ℃下以备进一步使用。

[0027] 作为一种较佳的实施例，所述步骤SS3具体包括：

步骤SS31：将含有心肌标志物的样品加入中心样品区；

步骤SS32：心肌标志物特异性结合相应的捕获抗体；

步骤SS33：心肌标志物夹在捕获抗体和FITC标记的抗体之间；

步骤SS34：在自制紫外箱中进行检测，使用电池供电的紫外灯照射装置，用智能手机捕

获紫外灯激发的荧光图像，用这种方法完成检测仅需约5  min。也可以通过肉眼方便快捷地

直接读取半定量测试结果，如图3A和图3B所示。

[0028] 作为一种较佳的实施例，所述步骤SS31具体包括：将纸基荧光免疫装置的样品加

入层B的纸基折叠到检测层A纸基的顶部；将含有不同浓度的FABP、cTnI和myoglobin的样品

溶液加入样品加入层B纸基的中心样品区，通过样品加入层B纸基的毛细驱动力将样品溶液

分流到检测层A纸基的三个检测区域。

[0029] 作为一种较佳的实施例，所述步骤SS32具体包括：样品溶液中的目标抗原与检测

区域上预先固定的捕获抗体反应后，将样品加入层B纸基剪去，只留下检测层A纸基。

[0030] 作为一种较佳的实施例，所述步骤SS33具体包括：将FITC标记的抗FABP（FITC-

labeled  anti-FABP）、FITC标记的抗cTnI（FITC-labeled  anti-cTnI）和FITC标记的抗

myoglobin（FITC-labeled  anti-myoglobin）分别加入相应的检测区域，反应一段时间；向

检测区域加入包含0.05%吐温20的磷酸盐缓冲溶液分别洗涤每个检测区域，在所述纸基分

析装置的底部用一张吸水纸吸收过量的剩余溶液并洗去多余的抗体。

名词解释：脂肪酸结合蛋白（fatty  acid-binding  protein，FABP）存在于多种组织中，

所结合的蛋白是清蛋白，以心肌和骨骼肌中的含量最丰富。FABP是细胞内脂肪酸载体蛋白，

其在细胞内利用脂肪酸中起重要作用。

[0031] 心肌肌钙蛋白（cardiac  troponin，cTn）是心肌肌肉收缩的调节蛋白。
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[0032] cTn是由三种不同基因的亚基组成：心肌肌钙蛋白T（cTnT）、心肌肌钙蛋白I（cTnI）

和肌钙蛋白C（TnC）。目前，用于ACS实验室诊断的是cTnT和cTnI。

[0033] 肌红蛋白（Myoglobin）是哺乳动物细胞(主要是肌细胞)储存和分配氧的蛋白质，

它是由一条多肽链和一个辅基血红素构成，相对分子质量为16700，含153个氨基酸残基。除

去血红素的脱辅基肌红蛋白称球蛋白(globin)，它和血红蛋白的亚基(a珠蛋白链和P-珠蛋

白链)  在氨基酸序列具有明显的同源性，它们的构象和功能也极其相似。

[0034] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出，对于本技术领域的普通技术人

员来说，在不脱离本发明技术原理的前提下，还可以做出若干改进和变形，这些改进和变形

也应视为本发明的保护范围。
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