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(57)摘要

本发明属于体外诊断试剂免疫层析诊断技

术领域，具体涉及一种检测人幽门螺旋杆菌抗体

的荧光免疫层析试剂盒及其制备方法，所述试剂

盒包括支持物，固定在支持物上的印迹膜，固定

在印迹膜一端的吸水垫和另一端的结合垫，结合

垫的另一端固定有样本垫，样本垫另一端固定有

滤血膜；所述印迹膜上设置有包被Caga A、尿素

酶和细胞空泡毒素重组抗原混合物的检测线，以

及包被羊抗鼠IgG的控制线；所述结合垫喷制有

偶联鼠抗人IgG的荧光乳胶微球。该试剂盒利用

间接法原理结合荧光乳胶微球的荧光特性实现

了采用荧光免疫层析的方法对幽门螺旋杆菌抗

体进行快速、灵敏的定量检测。
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1.一种检测人幽门螺旋杆菌抗体的荧光免疫层析试剂盒，包括支持物（1），固定在支持

物（1）上的印迹膜（2），固定在印迹膜（2）一端的吸水垫（3）和另一端的结合垫（4），结合垫

（4）的另一端固定有样本垫（5），样本垫（5）另一端固定有滤血膜（6）；其特征在于：所述印迹

膜（2）上设置有包被Caga  A、尿素酶和细胞空泡毒素重组抗原混合物的检测线（21），以及包

被羊抗鼠IgG的控制线（22）；所述结合垫（4）喷制有偶联鼠抗人IgG的荧光乳胶微球。

2.根据权利要求1所述的一种检测人幽门螺旋杆菌抗体的荧光免疫层析试剂盒，其特

征在于：所述支持物（1）为塑料板。

3.根据权利要求1所述的一种检测人幽门螺旋杆菌抗体的荧光免疫层析试剂盒，其特

征在于：所述印迹膜（2）为硝酸纤维素膜。

4.根据权利要求1所述的一种检测人幽门螺旋杆菌抗体的荧光免疫层析试剂盒，其特

征在于：所述检测线（21）上包被的Caga  A、尿素酶和细胞空泡毒素重组抗原的质量比为（2-

3）:（0.5-1.5）:（0.5-1.5）。

5.根据权利要求1所述的一种检测人幽门螺旋杆菌抗体的荧光免疫层析试剂盒，其特

征在于：所述荧光乳胶微球为结合荧光标记物探针的聚苯乙烯乳胶微球。

6.一种权利要求1~5任一项所述的检测人幽门螺旋杆菌抗体的荧光免疫层析试剂盒的

制备方法，其特征在于，包括以下步骤：

（1）制备划有检测线（21）、控制线（22）的印迹膜（2），在37℃环境下干燥0.5-1.5小时；

（2）制备喷制有偶联鼠抗人IgG荧光乳胶微球的结合垫（4），在37℃环境下干燥2-4小

时；

（3）在支持物（1）上放置步骤（1）制备的印迹膜（2），在印迹膜（2）一端设置吸水垫，另一

端设置步骤（2）制备的结合垫（4），在结合垫（4）另一端设置样本垫（5），在样本垫（5）另一端

设置滤血膜（6）。

7.根据权利要求6所述的一种检测人幽门螺旋杆菌抗体的荧光免疫层析试剂盒的制备

方法，其特征在于：步骤（1）所述的检测线（21）与控制线（22）需连续且粗细均匀。

8.根据权利要求6所述的一种检测人幽门螺旋杆菌抗体的荧光免疫层析试剂盒的制备

方法，其特征在于，步骤（2）所述制备喷制有偶联鼠抗人IgG荧光乳胶微球的结合垫具体包

括以下顺序步骤：

（21）取荧光乳胶微球加入初洗液超声混匀后转速10000-15000rpm，离心不少于15min，

弃上清液；

（22）依次加入活化液1和活化液2，活化10-30min，活化条件为35-40℃，100-150rpm；活

化后转速10000-15000rpm，离心不少于15min，弃上清液；

（23）加偶联缓冲液超声至清透后离心不少于15min，弃上清液，得偶联液；

（24）加入鼠抗人IgG与偶联液混匀，偶联，反应结束后离心不少于15min；

（25）加封闭液封闭，封闭结束后离心不少于15min，弃上清液；

（26）加终洗液超声至清透后离心不少于15min，弃上清液；

（27）加微球稀释液稀释定容；

（28）将定容后的微球用微球稀释液稀释后喷在玻璃纤维素膜上，喷涂体积为8-12μL/

cm；

其中，初洗液为1.95g/L的吗啉乙磺酸与0.5‰的Tween-20，NaOH调pH至5.5；
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活化液1为初洗液配制的N-羟基硫代琥珀酰亚胺钠盐，浓度20mg/mL；

活化液2为初洗液配制的1-乙基-（3-二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐，浓度20mg/mL；

偶联缓冲液为1.95g/L的吗啉乙磺酸与0.5‰的Tween-20，NaOH调pH至7.0；

封闭液为5g/L的牛血清白蛋白，2‰的Tween-20与0.2mol/L的硼酸缓冲液；

终洗液为6g/L的Trisbase、0.5‰的Tween-20、0.3‰的Proclin  300与5g/L的牛血清白

蛋白，调pH至8.0；

微球稀释液为20%海藻糖、1%S9、0 .5%牛血清白蛋白、0 .5‰的Tween-20与10mM 

Trisbase，调pH至8.0。

9.根据权利要求8所述的一种检测人幽门螺旋杆菌抗体的荧光免疫层析试剂盒的制备

方法，其特征在于：步骤（22）所述荧光微球活化过程需避光进行；

步骤（24）所述鼠抗人IgG与偶联液的质量比为（0.5-1 .0）:（3-6），偶联方法为37℃、

100-150rpm偶联不少于2小时；

步骤（25）所述封闭方法为加封闭液37℃、100-150rpm封闭活性基团30-45min；

所述超声均使微球及其偶联抗体完全分散，离心管内溶液清澈透光；

步骤（28）所述喷出来的微球应呈雾状分散在玻璃纤维素膜上。
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一种检测人幽门螺旋杆菌抗体的荧光免疫层析试剂盒及其制

备方法

技术领域

[0001] 本发明属于体外诊断试剂免疫层析诊断技术领域，具体涉及一种检测人幽门螺旋

杆菌抗体的荧光免疫层析试剂盒及其制备方法。

背景技术

[0002] 幽门螺杆菌(Helicobacter  pylori，HP)是一种寄生在胃部和十二指肠的革兰氏

阴性微量需氧细菌，其感染非常普遍，全球自然人群感染率超过50％。几乎所有的幽门螺杆

菌感染者在组织学上均存在慢性活动性炎性反应，最新的专家共识将HP胃炎明确为“一种

感染(传染)性疾病”，但其中约70％以上感染者无症状，其他可导致慢性胃炎、消化性溃疡

等，常见症状包括胃上部不适感以及疼痛、胀气、厌食、恶心、呕吐以及深色或焦油色粪便

等。研究表明幽门螺杆菌是胃炎、消化性溃疡的主要致病因素，并且与功能性消化不良、胃

黏膜相关性淋巴组织(MALT)淋巴瘤、胃癌的发生密切相关，世界卫生组织国际癌症研究机

构已将其纳入一类致癌因子。有关幽门螺杆菌感染的国际指南中指出，根除幽门螺杆菌可

显著减少胃和十二指肠疾病包括胃癌的发病率，并可在未来减少幽门螺杆菌感染的新发病

例。

[0003] 幽门螺杆菌感染的诊断方法依据取材有无创伤性分为两大类：侵入性检测方法和

非侵入性检测方法。前者是指依赖胃镜取材的检测方法，包括组织学检测(如HE染色、

Warthin-Starry银染、改良Giemsa染色、甲苯胺蓝染色、丫啶橙染色、免疫组织化学染色

等)、细菌培养和快速尿素酶试验(RUT)等；后者则包括血清学(抗体)检测、粪便抗原检测和

尿素呼气试验(UBT)等。不同的诊断方法有各自的优势和局限性。

[0004] 现有的幽门螺旋杆菌的检测试剂盒存在制备方法复杂、耗时长、价格昂贵等问题。

发明内容

[0005] 本发明的目的是解决上述现有技术的不足，提供一种检测人幽门螺旋杆菌抗体的

荧光免疫层析试剂盒及其制备方法。

[0006] 本发明是通过以下技术方案实现的：

[0007] 一种检测人幽门螺旋杆菌抗体的荧光免疫层析试剂盒，包括支持物(1)，固定在支

持物(1)上的印迹膜(2)，固定在印迹膜(2)一端的吸水垫(3)和另一端的结合垫(4)，结合垫

(4)的另一端固定有样本垫(5)，样本垫(5)另一端固定有滤血膜(6)；所述印迹膜(2)上设置

有包被Caga  A、尿素酶和细胞空泡毒素(vacA)重组抗原混合物的检测线(21)，以及包被羊

抗鼠IgG的控制线(22)；所述结合垫(4)喷制有偶联鼠抗人IgG的荧光乳胶微球。

[0008] 优选地，所述支持物(1)为塑料板。

[0009] 优选地，所述印迹膜(2)为硝酸纤维素膜。

[0010] 优选地，所述检测线(21)上包被的Caga  A、尿素酶和细胞空泡毒素重组抗原的质

量比为(2-3)：(0.5-1.5)：(0.5-1.5)。
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[0011] 优选地，所述荧光乳胶微球为结合荧光标记物探针的聚苯乙烯乳胶微球，可由光

电倍增管直接检测激发荧光信号，具有较高温度信噪比、更高的信号检测量和检测灵敏度。

[0012] 一种所述的检测人幽门螺旋杆菌抗体的荧光免疫层析试剂盒的制备方法，包括以

下步骤：

[0013] (1)制备划有检测线(21)、控制线(22)的印迹膜(2)，在37℃环境下干燥0.5-1.5小

时；

[0014] (2)制备喷制有偶联鼠抗人IgG荧光乳胶微球的结合垫(4)，在37℃环境下干燥2-4

小时；

[0015] (3)在支持物(1)上放置步骤(1)制备的印迹膜(2)，在印迹膜(2)一端设置吸水垫，

另一端设置步骤(2)制备的结合垫(4)，在结合垫(4)另一端设置样本垫(5)，在样本垫(5)另

一端设置滤血膜(6)。

[0016] 优选地，步骤(1)所述的检测线(21)与控制线(22)需连续且粗细均匀。

[0017] 优选地，步骤(2)所述制备喷制有偶联鼠抗人IgG荧光乳胶微球的结合垫具体包括

以下顺序步骤：

[0018] (21)取荧光乳胶微球加入初洗液超声混匀后转速10000-15000rpm，离心不少于

15min，弃上清液；

[0019] (22)依次加入活化液1和活化液2，活化10-30min，活化条件为35-40℃，100-

150rpm；活化后转速10000-15000rpm，离心不少于15min，弃上清液；

[0020] (23)加偶联缓冲液超声至清透后离心不少于15min，弃上清液，得偶联液；

[0021] (24)加入鼠抗人IgG与偶联液混匀，偶联，反应结束后离心不少于15min；

[0022] (25)加封闭液封闭，封闭结束后离心不少于15min，弃上清液；

[0023] (26)加终洗液超声至清透后离心不少于15min，弃上清液；

[0024] (27)加微球稀释液稀释定容；

[0025] (28)将定容后的微球用微球稀释液稀释后喷在玻璃纤维素膜上，喷涂体积为8-12

μL/cm；

[0026] 其中，初洗液为1.95g/L的吗啉乙磺酸与0.5‰的Tween-20，NaOH调pH至5.5；

[0027] 活化液1为初洗液配制的N-羟基硫代琥珀酰亚胺钠盐，浓度20mg/mL；

[0028] 活化液2为初洗液配制的1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐，浓度

20mg/mL；

[0029] 偶联缓冲液为1.95g/L的吗啉乙磺酸与0.5‰的Tween-20，NaOH调pH至7.0；

[0030] 封闭液为5g/L的牛血清白蛋白，2‰的Tween-20与0.2mol/L的硼酸缓冲液；

[0031] 终洗液为6g/L的Trisbase、0.5‰的Tween-20、0.3‰的Proclin  300与5g/L的牛血

清白蛋白，调pH至8.0；

[0032] 微球稀释液为20％海藻糖、1％S9、0.5％牛血清白蛋白、0.5‰的Tween-20与10mM 

Trisbase，调pH至8.0。

[0033] 优选地，步骤(22)所述荧光微球活化过程需避光进行。

[0034] 优选地，步骤(24)所述鼠抗人IgG与偶联液的质量比为(0.5-1.0)：(3-6)，偶联方

法为37℃、100-150rpm偶联不少于2小时。

[0035] 优选地，步骤(25)所述封闭方法为加封闭液37℃、150rpm封闭活性基团不少于30-
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45min。

[0036] 优选地，所述超声均使微球及其偶联抗体完全分散，离心管内溶液清澈透光。

[0037] 优选地，步骤(28)所述喷出来的微球应呈雾状分散在玻璃纤维素膜上。

[0038] 本发明的设计原理是：幽门螺旋杆菌检测试剂盒在使用时，将待测样本加入试剂

盒的样品点样处(滤血膜)，滤血膜可除去血清中的血液凝块，样本经过结合垫时，结合垫上

的微球偶联抗体鼠抗人IgG能无差别的吸附血清中人IgG抗体，微球经过印迹膜的检测线

时，其上吸附的人IgG抗体中的HP抗体可被检测线上包被的特异性HP重组抗原抓住，之后通

过控制线时，微球吸附的鼠抗人IgG抗体被检测线包被的羊抗鼠IgG抗体捕获，因此可定量

检测样本中的幽门螺旋杆菌抗原。

[0039] 本发明的有益效果在于：

[0040] 本发明幽门螺旋杆菌检测用试剂盒，利用间接法原理结合荧光乳胶微球的荧光特

性实现了采用荧光免疫层析的方法对幽门螺旋杆菌抗体进行快速、灵敏的定量检测。本发

明幽门螺旋杆菌检测用试剂盒的制备方法，操作简单快捷，便于控制，成本较低。

附图说明

[0041] 图1为本发明检测人幽门螺旋杆菌抗体的荧光免疫层析试剂盒的示意图；

[0042] 图2为本发明实施例3中检测线(T线)和控制线(C线)的发光值比值(T/C值)与相应

标准品浓度的标准曲线。

[0043] 附图标记：

[0044] 1，支持物；2，印迹膜；3，吸水垫；4，结合垫；5，样本垫；6，滤血膜。

具体实施方式

[0045] 为更好理解本发明，下面结合实施例及附图对本发明作进一步描述，以下实施例

仅是对本发明进行说明而非对其加以限定。

[0046] 实施例1

[0047] 本实施例幽门螺旋杆菌检测用试剂盒，如图1所示，包括支持物1，设置在支持物1

上的印迹膜2，设置在印迹膜2一端为吸水垫3，对应另一端为结合垫4，设置在结合垫4另一

端为样本垫5，设置在样本垫5另一端为滤血膜6。其中，支持物1选用塑料板，印迹膜2选用硝

酸纤维素膜。硝酸纤维膜上设置有检测线21和控制线22，检测线21包被有Caga  A、尿素酶和

细胞空泡毒素(vacA)重组抗原混合物；控制线22包被有羊抗鼠IgG。结合垫4喷制有偶联鼠

抗人IgG的荧光乳胶微球。硝酸纤维膜检测线21上包被的Caga  A、尿素酶和细胞空炮毒素基

因(vacA)重组抗原的混合质量比为(2-3):(0.5-1.5):(0.5-1.5)。

[0048] 本实施例幽门螺旋杆菌检测用试剂盒的制备方法，具体步骤为：

[0049] ⑴硝酸纤维素膜制备：

[0050] 将Caga  A、尿素酶和细胞空炮毒素(vacA)重组抗原用磷酸缓冲液稀释成浓度为2-

3mg/mL、0.5-1.5mg/mL、0.5-1.5mg/mL的混合抗原。将羊抗鼠IgG用磷酸缓冲液稀释成浓度

为1mg/mL。采用喷膜划线仪将HP重组抗原(Caga  A、尿素酶和vacA重组抗原混合物)与羊抗

鼠IgG分别划线在硝酸纤维素膜上，37℃干燥1小时，备用。

[0051] ⑵结合垫制备：
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[0052] ①溶液配制

[0053] a：初洗液为1.95g/L的吗啉乙磺酸与万分之五的Tween-20，氢氧化钠调pH至5.5。

[0054] b：活化液1为初洗液稀释的N-羟基硫代琥珀酰亚胺钠盐，浓度20mg/mL；活化液2为

初洗液稀释的1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐，浓度20mg/mL。

[0055] c：偶联液为1.95g/L的吗啉乙磺酸与0.5‰的Tween-20，氢氧化钠调PH至7.0。

[0056] d：封闭液为5g/L的牛血清白蛋白，2‰的Tween-20与0.2mol/L的硼酸缓冲液。

[0057] e：终洗液为6g/L的Trisbase、0.5‰的Tween-20、0.3‰的Proclin  300与5g/L的牛

血清白蛋白，调PH值8.0。

[0058] f：微球稀释液为20％海藻糖、1％S9、0.5％牛血清白蛋白、0.5‰的Tween-20与

10mM  Trisbase，调PH至8.0。

[0059] ②荧光乳胶微球偶联抗体

[0060] A：取荧光乳胶微球加入初洗液超声混匀后15000rpm离心15min，弃上清液。

[0061] B：依次加入活化液1和活化液2，于37℃150rpm活化15min；活化后15000rpm离心

15min，弃上清液。

[0062] C：加偶联液超声至清透后15000rpm离心15min，弃上清液。

[0063] D：加入鼠抗人IgG与偶联液混匀，于37℃150rpm摇床上偶联2小时，离心15min，弃

上清液。

[0064] E：加500uL封闭液封闭微球的活性基团，37℃150rpm摇床上封闭30min，15000rpm

离心15min，弃上清液。

[0065] F：加终洗液超声至清透后离心15min，弃上清液。

[0066] G：加微球稀释液稀释定容至1毫升。

[0067] ③结合垫制备

[0068] 将定容后的微球用微球稀释液10倍稀释后在喷7毫米宽度的玻璃纤维素膜上，喷

制体积为12μL/cm。37℃干燥3小时，备用。

[0069] ⑶试剂条组装

[0070] 在塑料板上放置步骤(1)制备的硝酸纤维素膜，在硝酸纤维素膜一端为吸水垫，对

应另一端为结合垫，设置在结合垫另一端为样本垫，设置在样本垫另一端为滤血膜。

[0071] 实施例2

[0072] 本实施例幽门螺旋杆菌检测用试剂盒，与实施例1不同的是，在微球偶联抗体过程

中，于37℃100-150rpm摇床上偶联1小时，偶联后不离心直接加500uL封闭液封闭微球的活

性基团，37℃150rpm摇床上封闭30min。其他同实施例1。实施例1和实施例2检测相同的样

本，数据见表1。

[0073] 表1
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[0074]

[0075]

[0076] 实施例1和实施例2检测相同的样本时检测浓度的变异系数CV<15％，实施例1和实

施例2两种试剂条检测结果无明显差别。

[0077] 实施例3

[0078] 将幽门螺旋杆菌抗体稀释成1.56ug/L、3.13ug/L、6.25ug/L、12.5ug/L、25ug/L、

50ug/L共6个浓度梯度作为标准品溶液，同时配制空白溶液。

[0079] 分别取6个标准品及空白溶液各80微升加入到试剂条的加样区(样本垫)，15min后

插入HitFia-必欧瀚荧光免疫分析仪上(必欧瀚生物技术(合肥)有限公司)读数，每个标准

品检测3次。读取检测线(T线)和控制线(C线)的发光值及T/C值，见表2。计算T/C值与相应标

准品的浓度关系，绘制标准曲线，见图2。标准曲线回归方程见表3。检测限可达到0.5ug/L。

[0080] 表2

说　明　书 5/10 页

8

CN 109342740 A

8



[0081]

[0082] 表3四参数Logistic曲线拟合
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[0083]

[0084] 实施例4

[0085] 取36例随机的临床样本，采用本发明实施例1制备的试剂盒对幽门螺旋杆菌的抗

体进行检测。检测方法为：80微升待测样本滴入试剂条加样区(样本垫)上，15min后插入

HitFia-必欧瀚荧光免疫分析仪上(必欧瀚生物技术(合肥)有限公司)读数，每个标准品检

测2次。读取检测线(T线)和控制线(C线)的发光值、T/C值，将样本的T/C值代入标准曲线中，

计算浓度值，结果见表4。本实施例试剂条的灵敏度和精密度见表5。

[0086] 表4

[0087]

临床样本 T线 C线 T/C值 浓度(ug/L)

1 9061588 26882920 0.3371 2.705698

2 4994028 23538712 0.2122 1.689066

3 45583015 19509403 2.3365 15.162556
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4 11802745 21893044 0.5391 4.203843

5 18458660 23788326 0.776 5.831909

6 100258949 23906532 4.1938 25.008855

7 18279147 30951452 0.5906 4.567257

8 5492716 24792292 0.2215 1.768491

9 91866619 22031306 4.1698 24.886184

10 12072586 24707389 0.4886 3.841189

11 51319854 17477930 2.9363 18.435057

12 51220547 16113473 3.1787 19.728712

13 5222179 19047003 0.2742 2.205924

14 18215609 29574256 0.6159 4.743642

15 19353300 17600183 1.0996 7.920355

16 8156382 24811035 0.3287 2.640127

17 14644277 23667593 0.6187 4.763081

18 28539918 22067688 1.2933 9.118542

19 6764029 27531361 0.2457 1.971845

20 6605618 21368035 0.3091 2.485797

21 21021202 26887948 0.7818 5.870533

22 16358589 20769579 0.7876 5.909105

23 7193799 32566038 0.2209 1.763389

24 5533710 20988091 0.2637 2.12031

25 25105438 20151398 1.2458 8.827686

26 48177466 20517652 2.3481 15.226955

27 13881880 22176175 0.626 4.813686

28 7040884 31932716 0.2205 1.759986

29 18220062 22778997 0.7999 5.990741

30 15222162 22975404 0.6625 5.065139

31 4861388 19546091 0.2487 1.996745

32 8000173 27909558 0.2866 2.306158

33 15559180 20174699 0.7712 5.799906

34 5466543 22621667 0.2417 1.938543

35 7460661 21102269 0.3535 2.832793

36 13380333 26930125 0.4969 3.901256

[0088] 表5
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[0089]
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[0090]

[0091] 由此可见，本方法可直接定量测定幽门螺旋杆菌抗体浓度，操作简单快速，15min

即可获得结果，且成本低廉，灵敏度高，特异性强。

[0092] 以上所述实施方式仅仅是对本发明的优选实施方式进行描述，并非对本发明的范

围进行限定，在不脱离本发明设计精神的前提下，本领域普通技术人员对本发明的技术方

案作出的各种变形和改进，均应落入本发明的权利要求书确定的保护范围内。
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图1

图2
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