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(57)摘要

本申请公开了一种免疫荧光层析试纸及其

制备方法和应用。本申请的免疫荧光层析试纸，

包括依序搭接在PVC底板上的样品垫、标记垫、层

析条和吸水纸，其中，层析条以反蛋白石结构硝

酸纤维素光子晶体薄膜为固相载体。本申请的免

疫荧光层析试纸，采用反蛋白石结构硝酸纤维素

光子晶体薄膜替换传统的硝酸纤维素膜，不仅提

高了免疫荧光层析试纸的检测灵敏度，同时也能

降低假阳性和假阴性等非特异性结合，而且，有

效降低了背景信号干扰，提高了信噪比和分辨

率，缩短了反应时间，还可较大的降低捕获抗体

包被浓度，降低试剂成本，为心肌损伤标志物免

疫荧光层析试纸检测技术提供了一种新的灵敏

度高、重复性好的免疫荧光层析试纸。
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1.一种免疫荧光层析试纸，包括依序搭接在PVC底板上的样品垫、标记垫、层析条和吸

水纸，其特征在于：所述层析条以反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜为固相载体。

2.根据权利要求1所述的免疫荧光层析试纸，其特征在于：所述标记垫上喷涂有荧光微

球标记的抗cTnI单克隆抗体、荧光微球标记的抗CK-MB单克隆抗体、荧光微球标记的抗Myo

单克隆抗体，以及荧光微球标记的亲和素。

3.根据权利要求2所述的免疫荧光层析试纸，其特征在于：所述标记垫上，荧光微球标

记的抗cTnI单克隆抗体的浓度为0.1～1.0mg/mL，按照稀释比例为5％～20％稀释后，喷量

为3～6μL/cm喷涂至标记垫上；

荧光微球标记的抗CK-MB单克隆抗体的浓度为0.1～1.0mg/mL，按照稀释比例为5％～

20％稀释后，喷量为3～6μL/cm喷涂至标记垫上；

荧光微球标记的抗Myo单克隆抗体的浓度为0.1～1 .0mg/mL，按照稀释比例为5％～

20％稀释后，喷量为3～6μL/cm喷涂至标记垫上；

荧光微球标记的亲和素的浓度为0.1～1.0mg/mL，按照稀释比例为0.5％～5％稀释后，

喷量为3～6μL/cm喷涂至标记垫上。

4.根据权利要求2或3所述的免疫荧光层析试纸，其特征在于：所述反蛋白石结构硝酸

纤维素光子晶体薄膜上包被有三条检测线和一条质控线，三条检测线分别为cTnI检测线、

CK-MB检测线和Myo检测线；

所述cTnI检测线包被有与所述荧光微球标记的抗cTnI单克隆抗体处于不同表位的另

一种抗cTnI单克隆抗体，所述CK-MB检测线包被有与所述荧光微球标记的抗CK-MB单克隆抗

体处于不同表位的另一种抗CK-MB单克隆抗体，所述Myo检测线包被有与所述荧光微球标记

的抗Myo单克隆抗体处于不同表位的另一种抗Myo单克隆抗体；

所述质控线包被有特异性识别亲和素的兔抗亲和素抗体。

5.根据权利要求4所述的免疫荧光层析试纸，其特征在于：所述cTnI检测线上，与所述

荧光微球标记的抗cTnI单克隆抗体处于不同表位的另一种抗cTnI单克隆抗体的浓度为0.1

～0.5mg/mL，喷量为0.1～0.2μL/mm喷涂至cTnI检测线上；

所述CK-MB检测线上，与所述荧光微球标记的抗CK-MB单克隆抗体处于不同表位的另一

种抗CK-MB单克隆抗体的浓度为0.1～0.5mg/mL，喷量为0.1～0.2μL/mm喷涂至CK-MB检测线

上；

所述Myo检测线上，与所述荧光微球标记的抗Myo单克隆抗体处于不同表位的另一种抗

Myo单克隆抗体的浓度为0.1～0.5mg/mL，喷量为0.1～0.2μL/mm喷涂至Myo检测线上；

所述质控线上，所述兔抗亲和素抗体的浓度为0.1～0.5mg/mL，喷量为0.1～0.2μL/mm

喷涂至质控线上。

6.根据权利要求2-5任一项所述的免疫荧光层析试纸，其特征在于：所述荧光微球标记

中所采用的荧光微球的粒径为100～500nm，所述荧光微球的激发波长为310～550nm，发射

波长为340～620nm。

7.根据权利要求1-6任一项所述的免疫荧光层析试纸在制备检测心肌标志物的装置或

试剂盒中的应用；

或者在制备急性心肌损伤性疾病临床检测试剂盒或装置中的应用，所述急性心肌损伤

性疾病包括但不仅限于急性冠心病、急性心肌梗死或急性心肌炎。
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8.反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜在免疫荧光层析试纸中的应用。

9.根据权利要求1-6任一项所述的免疫荧光层析试纸的制备方法，其特征在于：包括以

下步骤，

荧光微球标记单克隆抗体或亲和素的制备：荧光微球于10000～15000rpm离心5～15分

钟，沉淀物用10～100mM  pH6.0～7.0的磷酸盐缓冲液调节浓度为0.1％～1％，并超声分散；

加入终浓度为0.1～5mg/mL的碳二亚胺，混匀，再加入终浓度为0.1～5mg/mL的N-羟基琥珀

酰亚胺，混匀；室温孵育20～40分钟后10000～15000rpm离心5～15分钟，沉淀物用10～

100mM  pH6.0～7.0的磷酸盐缓冲液溶解，将复溶后的荧光微球超声分散，按照0.1～1.0mg/

mL荧光微球的比例分别加入抗cTnI单克隆抗体、抗CK-MB单克隆抗体、抗Myo单克隆抗体和

亲和素中，混匀后室温旋转混合反应1.5～3小时，10000～15000rpm离心5～15分钟，沉淀物

用含10～40mM乙醇胺和0.05％-1％酪蛋白的10～40mM  pH  7.0-8.0的Tris-HCl复溶，超声

分散后旋转混合反应0.5～1h；10000～15000rpm离心5～15分钟，沉淀用微球保存液复溶，2

～8℃保存备用，即获得荧光微球标记的单克隆抗体或亲和素；

样品垫的预处理：将样品垫用封闭液浸泡后，置于湿度＜20％、温度为40～50℃的烘

箱，干燥12～24h，然后于2～30℃密封保存；

标记垫的制备：将荧光微球标记的抗cTnI单克隆抗体、荧光微球标记的抗CK-MB单克隆

抗体、荧光微球标记的抗Myo单克隆抗体和荧光微球标记的亲和素分别用标记垫处理液喷

涂在标记垫上，喷量为3～6μL/cm，喷涂完成后，将标记垫置于湿度＜20％的40～50℃的烘

箱，干燥12～24h，然后于2～30℃密封保存；

层析条的制备：将另一种抗cTnI单克隆抗体、另一种抗CK-MB单克隆抗体、另一种抗Myo

单克隆抗体，以及兔抗亲和素抗体分别用包被缓冲液调节至浓度为0.1～0.5mg/mL，然后分

别喷到反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜的三条检测线或一条质控线上，喷量均为

0.1～0.2μL/mm，三条检测线和质控线分别间隔2～5mm、5～8mm、9～12mm，喷涂完成后，将反

蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜置于湿度＜20％的40～50℃烘箱，干燥24～72h，然后

于2～30℃密封保存；

将制备的样品垫、标记垫、层析条，以及吸水纸依序搭接黏贴在PVC底板上，并按照切割

要求切割成3～4mm宽度的试纸条，即得所述免疫荧光层析试纸。

10.根据权利要求9所述的制备方法，其特征在于：所述样品垫的预处理中，封闭液含

0.1～1％的Tris，0.1～1％的Tween20，0.1～1％的酪蛋白，0.1～2％的PEG，0.005～0.05％

的鼠抗人红细胞单克隆抗体；

所述标记垫的制备中，标记垫处理液含0.2～2％的酪蛋白，5％～20％的蔗糖，0.1～

1％的Tween-20，0.1～0.5％的PVP，0.02～0.05％的Proclin300，0.01～0.05M、pH7.4的PBS

缓冲液。
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一种免疫荧光层析试纸及其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本申请涉及免疫荧光层析试纸检测领域，特别是涉及一种免疫荧光层析试纸及其

制备方法和应用。

背景技术

[0002] 急性心肌梗死(Acute  Myocardial  Infarction，AMI)是临床最常见、最危重的心

脏急症之一，也是导致患者住院和死亡的主要原因。心肌标志物作为心肌损伤的筛查、诊

断、评定预后和随访治疗效果的标志，可用于包括急性冠心病、急性心肌梗死、急性心肌炎

等急性心肌损伤性疾病临床检测。目前，用于分析检测心肌损伤标志物的技术有很多，如放

射免疫分析(radioimmunoassay,RIA)，酶联免疫吸附分析(enzyme-linked  immunosorbent 

assay,ELISA)和化学发光免疫分析(chemiluminescence  immunoassay,CLIA)等分析方法。

这些分析方法灵敏度高、重复性好，但存在样品前处理复杂、操作繁琐、耗时、成本高、需要

大型仪器设备和专业人员支持等不足，并且还不能同时检测多个标志物，这些因素极大的

限制了以上分析方法在床旁快速检测(point-of-care,POCT)的应用。

[0003] 免疫层析试纸条(Lateral  Flow  Immunoassay,LFIA)是二十世纪八十年代初发展

起来的一种新型的快速免疫分析技术，与RIA、ELISA和CLIA等分析方法相比，具有操作简

单、快速、成本低、无需大型仪器，也无需专业人员操作等优点，并且，可以实现采样现场即

时检测，即实现床旁快速检测，被广泛应用于医学诊断和治疗监测、司法科学、环境监测和

食品安全等领域中标志物的识别和检测。

[0004] 目前，急性心肌梗死检测的主要方法是，定量检测人血清、血浆和全血样本中的心

肌肌钙蛋白I(cTnI)、肌酸激酶同工酶(CK-MB)和肌红蛋白(Myo)三种心肌损伤生物标志物。

而目前市面上用于即时检测心肌损伤标志物的市售产品屡见不鲜，其中也不乏可同时检测

cTnI、CK-MB和Myo三种心肌损伤生物标志物的多靶标免疫荧光层析试纸。虽然这些多靶标

快速分析试纸在一定程度上有助于临床上对AMI的早期诊断，但仍然存在两个方面的不足：

一是灵敏度不足，抗原抗体等原料对免疫试剂的性能起着决定性的作用，合适的原料可以

从根本上提升试剂的性能，因此原材料筛选是开发高灵敏免疫检测试剂的关键步骤；二是

重复性不理想，检测结果的可重现性是临床工作者评估试剂性能最关注的指标之一，良好

的重复性也为临床工作者评估和判断患者病情提供了进一步的依据。而现有的多靶标免疫

荧光层析试纸无论是灵敏度还是重复性都难以满足临床使用需求。因此，缺乏高灵敏度、高

精密性的心肌损伤标志物免疫荧光层析试纸检测技术是亟待解决的重大问题。

发明内容

[0005] 本申请的目的是提供一种新的免疫荧光层析试纸及其制备方法和应用。

[0006] 为了实现上述目的，本申请采用了以下技术方案：

[0007] 本申请的一方面公开了一种免疫荧光层析试纸，包括依序搭接在PVC底板上的样

品垫、标记垫、层析条和吸水纸，其中，层析条以反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜为
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固相载体。

[0008] 需要说明的是，本申请创造性的采用反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜作为

免疫荧光层析试纸的固相载体，采用反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜的优点是：

[0009] 1 .反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜内部结构高度有序，抗体蛋白能够有

序、定向排列固定至膜表面，构象均一，抗原结合部位活性位点充分暴露，增加抗原抗体的

结合效率，有效提高试剂检测灵敏度，同时也能降低假阳性和假阴性等非特异性结合。

[0010] 2.反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜内部结构高度有序，孔径大小均一，保

证荧光标记物在层析过程中能够均匀释放和流动，有效降低背景信号干扰，提高信噪比和

分辨率。

[0011] 3.反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜内部结构高度有序，孔径大小均一，能

够加快标记物的释放，提高标记物的层析速度，有效缩短反应时间。

[0012] 4 .反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜作为固相载体，抗体在膜表面有序排

列，避免堆积，增加有效活性抗体数量，可较大的降低捕获抗体包被浓度，从产业化角度来

看，将极大地降低试剂成本。

[0013] 优选的，免疫荧光层析试纸中，标记垫上喷涂有荧光微球标记的抗cTnI单克隆抗

体、荧光微球标记的抗CK-MB单克隆抗体、荧光微球标记的抗Myo单克隆抗体，以及荧光微球

标记的亲和素。

[0014] 优选的，标记垫上，荧光微球标记的抗cTnI单克隆抗体的浓度为0.1～1.0mg/mL，

按照稀释比例为5％～20％稀释后，喷量为3～6μL/cm喷涂至标记垫上；荧光微球标记的抗

CK-MB单克隆抗体的浓度为0.1～1.0mg/mL，按照稀释比例为5％～20％稀释后，喷量为3～6

μL/cm喷涂至标记垫上；荧光微球标记的抗Myo单克隆抗体的浓度为0.1～1.0mg/mL，按照稀

释比例为5％～20％稀释后，喷量为3～6μL/cm喷涂至标记垫上；荧光微球标记的亲和素的

浓度为0.1～1.0mg/mL，按照稀释比例为0.5％～5％稀释后，喷量为3～6μL/cm喷涂至标记

垫上。

[0015] 优选的，免疫荧光层析试纸中，反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜上包被有

三条检测线和一条质控线，三条检测线分别为cTnI检测线、CK-MB检测线和Myo检测线；cTnI

检测线包被有与荧光微球标记的抗cTnI单克隆抗体处于不同表位的另一种抗cTnI单克隆

抗体，CK-MB检测线包被有与荧光微球标记的抗CK-MB单克隆抗体处于不同表位的另一种抗

CK-MB单克隆抗体，Myo检测线包被有与荧光微球标记的抗Myo单克隆抗体处于不同表位的

另一种抗Myo单克隆抗体；质控线包被有特异性识别亲和素的兔抗亲和素抗体。

[0016] 优选的，cTnI检测线上，与荧光微球标记的抗cTnI单克隆抗体处于不同表位的另

一种抗cTnI单克隆抗体的浓度为0.1～0.5mg/mL，喷量为0.1～0.2μL/mm喷涂至cTnI检测线

上；CK-MB检测线上，与荧光微球标记的抗CK-MB单克隆抗体处于不同表位的另一种抗CK-MB

单克隆抗体的浓度为0.1～0.5mg/mL，喷量为0.1～0.2μL/mm喷涂至CK-MB检测线上；Myo检

测线上，与荧光微球标记的抗Myo单克隆抗体处于不同表位的另一种抗Myo单克隆抗体的浓

度为0.1～0.5mg/mL，喷量为0.1～0.2μL/mm喷涂至Myo检测线上；质控线上，兔抗亲和素抗

体的浓度为0.1～0.5mg/mL，喷量为0.1～0.2μL/mm喷涂至质控线上。

[0017] 优选的，荧光微球标记中所采用的荧光微球的粒径为100～500nm，荧光微球的激

发波长为310～550nm，发射波长为340～620nm。
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[0018] 需要说明的是，本申请在对急性心肌梗死多靶标检测免疫荧光层析试纸的研究过

程中发现采用反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜替换传统的硝酸纤维素膜，能够有效

的提高检测的特异性和灵敏度，并且能够降低背景信号干扰，提高信噪比和分辨率，缩短检

测时间，提高检测效率，更重要的是能够提高检测重复性，能够满足临床使用需求。可以理

解，产生以上效果的关键在于反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜的使用，并不仅限于

急性心肌梗死多靶标检测免疫荧光层析试纸，只需要更换相应的包被抗体，即可实现其他

靶标的检测，在此不做具体限定。

[0019] 本申请的另一方面公开了本申请的免疫荧光层析试纸在制备检测心肌标志物的

装置或试剂盒中的应用；或者在制备急性心肌损伤性疾病临床检测试剂盒或装置中的应

用，其中，急性心肌损伤性疾病包括但不仅限于急性冠心病、急性心肌梗死或急性心肌炎。

[0020] 本申请的免疫荧光层析试纸能够快速、简便、高效、灵敏、特异的对心肌标志物进

行检测，心肌标志物作为心肌损伤的筛查、诊断、评定预后和随访治疗效果的标志，可用于

包括急性冠心病、急性心肌梗死、急性心肌炎等急性心肌损伤性疾病临床检测。因此，本申

请的免疫荧光层析试纸可以制成各种形式的急性冠心病、急性心肌梗死或急性心肌炎的检

测装置或试剂盒。

[0021] 本申请的再一方面公开了反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜在免疫荧光层

析试纸中的应用。

[0022] 可以理解，本申请的免疫荧光层析试纸由于采用了反蛋白石结构硝酸纤维素光子

晶体薄膜作为层析条的固相载体，提高了免疫荧光层析试纸的检测效率和质量，因此，反蛋

白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜可以适用于各种靶标的免疫荧光层析试纸，不仅限于本

申请的心肌标志物多靶标免疫荧光层析试纸。

[0023] 本申请的再一方面公开了本申请的免疫荧光层析试纸的制备方法，包括以下步

骤，

[0024] 荧光微球标记单克隆抗体或亲和素的制备：荧光微球于10000～15000rpm离心5～

15分钟，沉淀物用10～100mM  pH6.0～7.0的磷酸盐缓冲液调节浓度为0.1％～1％，并超声

分散；加入终浓度为0.1～5mg/mL的碳二亚胺，混匀，再加入终浓度为0.1～5mg/mL的N-羟基

琥珀酰亚胺，混匀；室温孵育20～40分钟后10000～15000rpm离心5～15分钟，沉淀物用10～

100mM  pH6.0～7.0的磷酸盐缓冲液溶解，将复溶后的荧光微球超声分散，按照0.1～1.0mg/

mL荧光微球的比例分别加入抗cTnI单克隆抗体、抗CK-MB单克隆抗体、抗Myo单克隆抗体和

亲和素中，混匀后室温旋转混合反应1.5～3小时，10000～15000rpm离心5～15分钟，沉淀物

用含10～40mM乙醇胺和0.05％-1％酪蛋白的10～40mM  pH  7.0-8.0的Tris-HCl复溶，超声

分散后旋转混合反应0.5～1h；10000～15000rpm离心5～15分钟，沉淀用微球保存液复溶，2

～8℃保存备用，即获得荧光微球标记的单克隆抗体或亲和素；

[0025] 样品垫的预处理：将样品垫用封闭液浸泡后，置于湿度＜20％、温度为40～50℃的

烘箱，干燥12～24h，然后于2～30℃密封保存；

[0026] 标记垫的制备：将荧光微球标记的抗cTnI单克隆抗体、荧光微球标记的抗CK-MB单

克隆抗体、荧光微球标记的抗Myo单克隆抗体和荧光微球标记的亲和素分别用标记垫处理

液喷涂在标记垫上，喷量为3～6μL/cm，喷涂完成后，将标记垫置于湿度＜20％的40～50℃

的烘箱，干燥12～24h，然后于2～30℃密封保存；
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[0027] 层析条的制备：将另一种抗cTnI单克隆抗体、另一种抗CK-MB单克隆抗体、另一种

抗Myo单克隆抗体，以及兔抗亲和素抗体分别用包被缓冲液调节至浓度为0.1～0.5mg/mL，

然后分别喷到反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜的三条检测线或一条质控线上，喷量

均为0.1～0.2μL/mm，三条检测线和质控线分别间隔2～5mm、5～8mm、9～12mm，喷涂完成后，

将反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜置于湿度＜20％的40～50℃烘箱，干燥24～72h，

然后于2～30℃密封保存；

[0028] 将制备的样品垫、标记垫、层析条，以及吸水纸依序搭接黏贴在PVC底板上，并按照

切割要求切割成3～4mm宽度的试纸条，即得所述免疫荧光层析试纸。

[0029] 优选的，样品垫的预处理中，封闭液含0.1～1％的Tris，0.1～1％的Tween20，0.1

～1％的酪蛋白，0.1～2％的PEG，0.005～0.05％的鼠抗人红细胞单克隆抗体；标记垫的制

备中，标记垫处理液含0.2～2％的酪蛋白，5％～20％的蔗糖，0.1～1％的Tween-20，0.1～

0.5％的PVP，0.02～0.05％的Proclin300，0.01～0.05M、pH7.4的PBS缓冲液。

[0030] 由于采用以上技术方案，本申请的有益效果在于：

[0031] 本申请的免疫荧光层析试纸，采用反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜替换传

统的硝酸纤维素膜，不仅提高了免疫荧光层析试纸的检测灵敏度，同时也能降低假阳性和

假阴性等非特异性结合，而且，有效降低了背景信号干扰，提高了信噪比和分辨率，缩短了

反应时间，还可较大的降低捕获抗体包被浓度，降低试剂成本，为心肌损伤标志物免疫荧光

层析试纸检测技术提供了一种新的灵敏度高、重复性好的免疫荧光层析试纸。

附图说明

[0032] 图1是本申请实施例中免疫荧光层析试纸的结构示意图；

[0033] 图2是采用不同的固相载体，其有效抗体的分析示意图，图中a图为传统的商品化

的硝酸纤维素膜的有效抗体量，b图为本申请反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜的有

效抗体量；

[0034] 图3是本申请实施例中218例样品cTnI检测的统计分析结果；

[0035] 图4是本申请实施例中182例样品CK-MB检测的统计分析结果；

[0036] 图5是本申请实施例中183例样品Myo检测的统计分析结果。

具体实施方式

[0037] 随着精准医疗、个性化医疗的迅速发展，检测试剂的精密性和准确度越来越被重

视和关注，传统技术面临着前所未有的考验和挑战。现有市售免疫荧光试纸产品均采用商

品化硝酸纤维素膜作为抗体或抗原的固相载体，硝酸纤维素膜也是抗原抗体免疫复合物的

形成和信号的产生地。本申请研究发现，传统商品化的硝酸纤维素膜材孔径大小不均一，内

部结构杂乱无序，导致标记物释放不均匀，背景信号提高，信噪比降低；另外，捕获抗体通过

疏水作用或静电吸附等物理方式固定在硝酸纤维素膜表面，固相抗体构象不一致，甚至出

现抗体堆叠的现象，不利于抗体的舒展和活性位点的暴露，如图2的a图所示。因此，以传统

硝酸纤维素膜作为固相载体的市售免疫荧光层析试纸产品存在检测灵敏度低、精密性差、

批间差大等缺点。

[0038] 通过人工合成技术将单分散胶体纳米粒子组装成有序的硝酸纤维素胶体晶体结
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构薄膜，即反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜，其内部结构高度有序，将其替代传统硝

酸纤维素膜运用于免疫层析技术，一方面可以提供较大的孔径以使蛋白通过，另一方面高

度有序的内部结构可以使固相抗体发生定向排列，暴露更多的活性位点，定向有序排列也

增加了有效活性抗体的数量，且保证标记物的均匀释放，从而提高分辨率和灵敏度，如图2

的b图所示；同时，光子晶体薄膜高度有序的内部结构能够使免疫复合物释放均一。相比于

市售免疫荧光层析试纸，本申请的基于有序微纳结构的高灵敏、多靶标免疫荧光层析试纸，

无论是在检测灵敏度，还是结果精密度方面均有较大的提升，同时能够在5-10min内快速、

定量检测人血清、血浆和全血样本中心肌肌钙蛋白I(cTnI)、肌酸激酶同工酶(CK-MB)和肌

红蛋白(Myo)三种心肌损伤生物标志物的浓度，有效弥补了传统荧光微球免疫层析技术在

诊断心肌损伤生物标志物上缺乏灵敏度的不足，有助于临床上对AMI的诊断和病情进展的

分析，对临床急性心肌损伤性疾病早期预警、筛查、诊断、评定预后具有十分重要的现实意

义。本申请的免疫荧光层析试纸能够满足心梗、心衰类疾病生物标记物的检测技术需要具

备快速准确、高灵敏度、联合检测的特点。

[0039] 下面通过具体实施例和附图对本申请作进一步详细说明。以下实施例仅对本申请

进行进一步说明，不应理解为对本申请的限制。

[0040] 实施例

[0041] 本例的免疫荧光层析试纸，如图1所示，包括依序搭接在PVC底板9上的样品垫1、标

记垫2、层析条3和吸水纸4，其中，层析条以反蛋白石结构硝酸纤维素光子晶体薄膜为固相

载体。具体的，本例制备了急性心肌梗死检测的多靶标免疫荧光层析试纸，标记垫上喷涂有

荧光微球标记的抗cTnI单克隆抗体、荧光微球标记的抗CK-MB单克隆抗体、荧光微球标记的

抗Myo单克隆抗体，以及荧光微球标记的亲和素。其中，标记垫上，荧光微球标记的抗cTnI单

克隆抗体的浓度为0.1～1.0mg/mL，按照稀释比例为5％～20％稀释后，喷量为3～6μL/cm喷

涂至标记垫上；荧光微球标记的抗CK-MB单克隆抗体的浓度为0.1～1.0mg/mL，按照稀释比

例为5％～20％稀释后，喷量为3～6μL/cm喷涂至标记垫上；荧光微球标记的抗Myo单克隆抗

体的浓度为0.1～1.0mg/mL，按照稀释比例为5％～20％稀释后，喷量为3～6μL/cm喷涂至标

记垫上；荧光微球标记的亲和素的浓度为0.1～1.0mg/mL，按照稀释比例为0.5％～5％稀释

后，喷量为3～6μL/cm喷涂至标记垫上。免疫荧光层析试纸中，反蛋白石结构硝酸纤维素光

子晶体薄膜上包被有三条检测线和一条质控线5，三条检测线分别为cTnI检测线6、CK-MB检

测线7和Myo检测线8；cTnI检测线包被有与荧光微球标记的抗cTnI单克隆抗体处于不同表

位的另一种抗cTnI单克隆抗体，CK-MB检测线包被有与荧光微球标记的抗CK-MB单克隆抗体

处于不同表位的另一种抗CK-MB单克隆抗体，Myo检测线包被有与荧光微球标记的抗Myo单

克隆抗体处于不同表位的另一种抗Myo单克隆抗体；质控线包被有特异性识别亲和素的兔

抗亲和素抗体。cTnI检测线上，与荧光微球标记的抗cTnI单克隆抗体处于不同表位的另一

种抗cTnI单克隆抗体的浓度为0.1～0.5mg/mL，喷量为0.1～0.2μL/mm喷涂至cTnI检测线

上；CK-MB检测线上，与荧光微球标记的抗CK-MB单克隆抗体处于不同表位的另一种抗CK-MB

单克隆抗体的浓度为0.1～0.5mg/mL，喷量为0.1～0.2μL/mm喷涂至CK-MB检测线上；Myo检

测线上，与荧光微球标记的抗Myo单克隆抗体处于不同表位的另一种抗Myo单克隆抗体的浓

度为0.1～0.5mg/mL，喷量为0.1～0.2μL/mm喷涂至Myo检测线上；质控线上，兔抗亲和素抗

体的浓度为0.1～0.5mg/mL，喷量为0.1～0.2μL/mm喷涂至质控线上。本例的荧光微球标记
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中所采用的荧光微球的粒径为100～500nm，荧光微球的激发波长为310～550nm，发射波长

为340～620nm。

[0042] 本例检测急性心肌梗死的多靶标免疫荧光层析试纸，具体制备方法如下：

[0043] (1)荧光微球

[0044] 本例采用购买自Bangs  Lab、Merck或Thermo  Fisher的粒径为100～500nm，激发波

长为310～550nm，发射波长为340～620nm的荧光微球。

[0045] (2)荧光微球标记单克隆抗体或亲和素的制备

[0046] 取一定量的荧光微球，10000～15000rpm离心5～15分钟，沉淀物用10～100mM  pH 

6.0～7.0磷酸盐缓冲液调节浓度为0.1％～1％，并超声分散；加入终浓度为0.1～5mg/mL的

碳二亚胺(EDC)，混匀，再加入终浓度为0.1～5mg/mL的N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)，混匀；室温

孵育20～40分钟后10000～15000rpm离心5～15分钟，沉淀物用10～100mM  pH6.0～7.0磷酸

盐缓冲液溶解。将复溶后的荧光微球超声分散，按照0.1～1.0mg/mL荧光微球的比例分别加

入抗cTnI、抗CK-MB、抗Myo单克隆抗体和亲和素，混匀后室温旋转混合反应1.5～3小时，

10000～15000rpm离心5～15分钟，沉淀物用含10～40mM乙醇胺和0.05％-1％酪蛋白的

Tris-HCl(10～40mM，pH  7 .0-8 .0)复溶，超声分散后旋转混合反应0.5～1h；10000～

15000rpm离心5～15分钟，沉淀用微球保存液复溶，2～8℃保存备用。

[0047] (3)样品垫的预处理

[0048] 将样品垫用封闭液浸泡5分钟后，置于湿度＜20％的40～50℃的烘箱，干燥12～

24h后于2～30℃密封保存。封闭液含0.1～1％的Tris，0.1～1％的Tween20，0.1～1％的酪

蛋白，0.1～2％的PEG，0.005～0.05％的鼠抗人红细胞单克隆抗体。

[0049] (4)标记垫的制备

[0050] 将荧光微球标记的抗cTnI单克隆抗体、抗CK-MB单克隆抗体、抗Myo单克隆抗体和

荧光微球标记的亲和素分别用标记垫处理液喷涂在标记垫上，喷量为3～6μL/cm；具体的，

荧光微球标记的抗cTnI单克隆抗体的浓度为0.1～1.0mg/mL，按照稀释比例为5％～20％稀

释后，喷量为3～6μL/cm喷涂至标记垫上；荧光微球标记的抗CK-MB单克隆抗体的浓度为0.1

～1.0mg/mL，按照稀释比例为5％～20％稀释后，喷量为3～6μL/cm喷涂至标记垫上；荧光微

球标记的抗Myo单克隆抗体的浓度为0.1～1.0mg/mL，按照稀释比例为5％～20％稀释后，喷

量为3～6μL/cm喷涂至标记垫上；荧光微球标记的亲和素的浓度为0.1～1.0mg/mL，按照稀

释比例为0.5％～5％稀释后，喷量为3～6μL/cm喷涂至标记垫上。

[0051] 其中，标记垫处理液中含有0.2～2％的酪蛋白，5％～20％的蔗糖，0.1～1％的

Tween-20，0.1～0.5％的PVP，0.02～0.05％的Proclin300，0.01～0.05M、pH  7.4的PBS缓冲

液。

[0052] 将制备好的标记垫置于湿度＜20％的40～50℃的烘箱，干燥12～24h后于2～30℃

密封保存。

[0053] (5)层析条的制备

[0054] 将另一株抗cTnI、抗CK-MB、抗Myo单克隆抗体和兔抗亲和素用包被缓冲液调节浓

度为0.1～0.5mg/mL，分别喷到层析条3的cTnI检测线6、CK-MB检测线7和Myo检测线8上形成

检测线，将兔抗亲和素抗体喷到层析条3上的质控线5上，另一株抗cTnI、抗CK-MB、抗Myo单

克隆抗体和兔抗亲和素抗体的包被液量均为0.1～0.2μL/mm，三条检测线和质控线分别间

说　明　书 6/12 页

9

CN 108318690 A

9



隔2～5mm、5～8mm、9～12mm；将制备好的包被膜置于湿度＜20％的40～50℃的烘箱，干燥24

～72h后于2～30℃密封保存备用。

[0055] (6)在底板上顺次相互搭接地黏贴样品垫、标记垫、有序微纳结构包被膜和吸水纸

得到试纸板，按照切割要求切割成3～4mm宽度的试纸条。

[0056] 采用本例的免疫荧光层析试纸，分别对218例cTnI样本，182例CK-MB样本和183例

Myo样本进行检测，检测样品中心肌肌钙蛋白I(cTnI)、肌酸激酶同工酶(CK-MB)和肌红蛋白

(Myo)三种心肌损伤生物标志物的含量。具体检测方法包括：

[0057] 1、将试剂和待检样本恢复至室温；

[0058] 2、按深圳市亚辉龙生物科技股份有限公司出品的UNICELL-S免疫荧光分析仪使用

说明书开启分析仪；

[0059] 3、按试剂说明书进行操作：去除试剂外包装，用滴管垂直加入3滴，约100μL，的待

测样本至样品垫对应的检测卡加样孔内，孵育15分钟。

[0060] 4、孵育完成后，分析仪对检测卡进行检测，并报告相应的浓度结果，以“ng/mL”表

示。

[0061] 同时，采用贝克曼-Access  AccuTNI化学发光法对相同的样本进行cTnI、CK-MB和

Myo检测，作为对比。

[0062] 结果如表1至表3，以及图3至图5所示。表1和图3为218例样品cTnI检测的统计分析

结果，表2和图4为182例样品CK-MB检测的统计分析结果，表3和图5为183例样品Myo检测的

统计分析结果。表1至表3中，对比试验为贝克曼-Access  AccuTNI的测试结果，本试验为采

用本例的免疫荧光层析试纸的测试结果。图3至图5中，横坐标为贝克曼-Access  AccuTNI的

测试结果，纵坐标为采用本例的免疫荧光层析试纸的测试结果。

[0063] 表1  cTnI临床样本比对结果

[0064]
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[0065]
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[0066]

[0067] 表2  CK-MB临床样本比对结果

[0068]
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[0069]

[0070] 表3  Myo临床样本比对结果

[0071]
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[0072]

[0073] 表1和图3的结果显示，采用本例的免疫荧光层析试纸，即心肌肌钙蛋白I/肌酸激

酶同工酶/肌红蛋白三合一测定试剂盒，对218例cTnI样本进行测试，结果与贝克曼库尔特

Access  AccuTNI(化学发光法)进行方法学比对，经统计，本申请制备的心肌肌钙蛋白I/肌

酸激酶同工酶/肌红蛋白三合一测定试剂盒(免疫荧光层析法)与贝克曼库尔特贝克曼库尔

特Access  AccuTNI(化学发光法)具有较高的临床一致性，斜率K＝0.9626，和较好的临床相

关性r≥0.99。

[0074] 表2和图4的结果显示，使用本申请制备的心肌肌钙蛋白I/肌酸激酶同工酶/肌红

蛋白三合一测定试剂盒(免疫荧光层析法)对182例CK-MB样本进行测试，结果与贝克曼库尔

特Access  CK-MB(化学发光法)进行方法学比对，经统计，本申请制备的心肌肌钙蛋白I/肌

酸激酶同工酶/肌红蛋白三合一测定试剂盒(免疫荧光层析法)与贝克曼库尔特贝克曼库尔

特Access  CK-MB(化学发光法)具有较高的临床一致性，斜率K＝0.9998，和较好的临床相关

性r≥0.99。

[0075] 表3和图5的结果显示，使用本申请制备的心肌肌钙蛋白I/肌酸激酶同工酶/肌红

蛋白三合一测定试剂盒(免疫荧光层析法)对183例Myo样本进行测试，结果与贝克曼库尔特
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Access  Myoglobin(化学发光法)进行方法学比对，经统计，本申请制备的心肌肌钙蛋白I/

肌酸激酶同工酶/肌红蛋白三合一测定试剂盒(免疫荧光层析法)与贝克曼库尔特贝克曼库

尔特Access  Myoglobin(化学发光法)具有较高的临床一致性，斜率K＝0.981，和较好的临

床相关性r≥0.98。

[0076] 以上测试结果说明，本申请的免疫荧光层析试纸能够稳定，且灵敏的对心肌肌钙

蛋白I(cTnI)、肌酸激酶同工酶(CK-MB)和肌红蛋白(Myo)进行检测；为临床评估和判断患者

病情提供了一种新的灵敏度高、重复性好的检测工具和途径。

[0077] 以上内容是结合具体的实施方式对本申请所作的进一步详细说明，不能认定本申

请的具体实施只局限于这些说明。对于本申请所属技术领域的普通技术人员来说，在不脱

离本申请构思的前提下，还可以做出若干简单推演或替换，都应当视为属于本申请的保护

范围。
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图1

图2
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图3

图4
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图5
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