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(57)摘要

本发明公开了一种柯萨奇A16病毒IgA抗体

量子点免疫荧光层析试纸条。本发明的柯萨奇

A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析纸条包括

背板以及设置于背板上的样品垫、量子点颗粒标

记垫、硝酸纤维素膜、吸水纸。本发明的试纸条利

用量子点免疫荧光技术，并基于唾液标本中柯萨

奇A16病毒IgA抗体作为检测靶位，能够高度灵

敏、简单快速地对柯萨奇A16病毒早期感染进行

诊断，有助于及时监控手足口病疫情，并防止疫

情的蔓延。
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1.一种柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条，其包括背板以及依次置于

所述背板上的样品垫、量子点颗粒标记垫、硝酸纤维素膜和吸水纸，所述样品垫和所述量子

颗粒标记垫依次搭接在所述硝酸纤维素膜的一端上，所述吸水纸搭接在所述硝酸纤维素膜

的另一端上，其特征在于：所述量子点颗粒标记垫吸附有抗人IgA抗体量子点微球标记物，

所述硝酸纤维素膜上具有间隔开的检测线和对照线，所述检测线包被有柯萨奇A16病毒VP3

蛋白多肽，所述对照线包被有人IgA抗体。

2.根据权利要求项1所述的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条，其特

征在于：所述柯萨奇A16病毒VP3蛋白多肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：1所示。

3.根据权利要求1所述的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条，其特征

在于：所述抗人IgA抗体量子点微球标记物包括抗人IgA抗体和量子点微球。

4.根据权利要求项3所述的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条，其特

征在于：所述量子点微球是CdTe/ZnSe量子点微球。

5.根据权利要求项3所述的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条，其特

征在于：所述抗人IgA抗体是羊抗人IgA多克隆抗体、鼠抗人IgA单克隆抗体、兔抗人IgA单克

隆抗体、兔抗人IgA多克隆抗体中的任意一种。

6.根据权利要求项1所述的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条，其特

征在于：所述量子点颗粒标记垫还包括吸附所述抗人IgA抗体量子点微球标记物的基底。

7.根据权利要求项1所述的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条，其特

征在于：所述柯萨奇A16病毒VP3蛋白多肽的包被浓度为0.2-2mg/ml。

8.根据权利要求项1所述的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条，其特

征在于：所述人IgA抗体的包被浓度为0.5-3mg/ml。

9.一种柯萨奇A16病毒IgA抗体检测试剂盒，其包括如权利要求项1至8任一项所述的柯

萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条。

10.根据权利要求9所述的柯萨奇A16病毒IgA抗体检测试剂盒，其特征在于还包括紫外

照射装置。
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柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条及试剂盒

技术领域

[0001] 本发明属于微生物检测领域，具体地公开了一种柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免

疫荧光层析试纸条。

背景技术

[0002] 柯萨奇A16病毒属于脊髓灰质炎病毒，与EV71病毒被称为引起手足口病的主要病

原。柯萨奇A16病毒主要的症状包括发绕、食欲不振、咽喉痛、口腔溃疡、手部脚部水泡等，有

时也会引发神经重症，部分会导致婴幼儿死亡。在中国，基本每年都流行柯萨奇A16病毒，流

行发生率比EV71病毒还高。流行爆发时间主要是每年的5-6月，9-10月也会有流行的小高

峰。发病人群主要是5岁以下的儿童，发病的场所主要是托儿所、幼儿园。目前柯萨奇A16病

毒尚未有效的药物进行治疗，临床是采用对症治疗的方式进行救治。另外柯萨奇A16病毒的

疫苗还处在临床研发阶段，真正进入市场使用还有很长的时间。因此目前预防控制柯萨奇

A16病毒的关键是研发出一种高灵敏的早期诊断试剂，做到早确症，早救治，早隔离，防止柯

萨奇A16病毒的疫情蔓延。

[0003] 柯萨奇A16病毒早期诊断的方法有RT-PCR方法、血清IgM抗体检测。RT-PCR方法是

目前市场的主流方法，灵敏度高，特异性强。但也存在一些不足之处，RT-PCR荧光检测技术

需要严格认证的实验室条件、昂贵的荧光检测仪、专业培训的技术员，因此比较难以在基层

的医疗单位推广。另外由于病毒感染不同阶段，病毒所在的人体部位会有不同，有时在咽喉

处，有时在肛门处，因此对单一的标本检测出阴性并不意味着柯萨奇病毒不存在。血清IgM

抗体检测方法主要有两种方式，酶联免疫诊断方法和胶体金免疫层析方法。血清中IgM抗体

存在的时间长，长达6个月，意味患者痊愈后血液中还可以检测出柯萨奇A16病毒IgM抗体。

另外很多儿童对采集血液天生恐惧，在采血过程中产生抵触行为会干扰到医务人员的工

作。

发明内容

[0004] 本发明的目的是针对以上要解决的技术问题，提供一种简单、快速、准确的柯萨奇

A16病毒检测技术。

[0005] 为了实现上述目的，本发明提供了以下技术方案：

[0006] 一种柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条，其包括背板以及依次置

于所述背板上的样品垫、量子点颗粒标记垫、硝酸纤维素膜和吸水纸，所述样品垫和所述量

子颗粒标记垫依次搭接在所述硝酸纤维素膜的一端，所述吸水纸搭接在所述硝酸纤维素膜

的另一端，其中所述量子点颗粒标记垫吸附有抗人IgA抗体-量子点微球标记物，所述硝酸

纤维素膜上具有间隔开的检测线和对照线，所述检测线包被有柯萨奇A16病毒VP3蛋白多

肽，所述对照线包被有人IgA抗体。

[0007] 根据本发明的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条，其中所述柯萨

奇A16病毒VP3蛋白多肽的氨基酸序列如SEQ  ID  NO：1所示。优选地，柯萨奇A16病毒VP3蛋白
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多肽的包被浓度为0.2-2mg/ml，更优选为0.2-1mg/ml，最优选为0.5mg/ml。

[0008] 优选地，检测线和对照线之间的距离为0.5cm至1.5cm，更优选为至少1cm，最优选

为1cm。其中，检测线靠近标记垫，对照线靠近吸水纸。

[0009] 根据本发明的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条，其中所述抗人

IgA抗体量子点微球标记物包括抗人IgA抗体和量子点微球。优选地，所述抗人IgA抗体量子

点微球标记物通过EDC(1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐)/NHS(N-羟基琥珀酰

亚胺)交联制备得到。

[0010] 更优选地，制备所述抗人IgA抗体量子点微球标记物的步骤如下：吸取将表面羧基

修饰的水溶性CdTe/ZnSe核壳量子点离心后，加入PBS(磷酸缓冲盐溶液)溶解，得到量子点

溶液，然后再加入N-羟基琥珀酰亚胺和1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐到量

子点溶液中，再加入抗人IgA抗体溶液，室温搅拌，反应完全后，离心得到沉淀物，向沉淀物

加入牛血清白蛋白溶液封闭处理，再离心得到沉淀物，向沉淀物加入PBS溶解，得到抗人IgA

抗体-量子点微球标记物。

[0011] 根据本发明的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条，其中所述量子

点微球是CdTe/ZnSe量子点微球。

[0012] 根据本发明的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条，其中所述抗人

IgA抗体是羊抗人IgA多克隆抗体、鼠抗人IgA单克隆抗体、兔抗人IgA单克隆抗体、兔抗人

IgA多克隆抗体中的任意一种。更优选地，所述抗人IgA抗体是羊抗人IgA多克隆抗体。

[0013] 优选地，所述的人IgA抗体的包被浓度为0.5-3mg/ml，更优选为0.5-2mg/ml，最优

选为1mg/ml。

[0014] 优选地，所述量子点颗粒标记垫还包括吸附所述抗人IgA抗体量子点微球标记物

的基底。所述基底优选为玻璃纤维素膜。

[0015] 优选地，所述背板的材质为PVC(聚氯乙烯)，特别是具有胶粘剂的粘性PVC。

[0016] 本发明还提供了一种柯萨奇A16病毒IgA抗体检测试剂盒，其包括如上文所述的柯

萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条。

[0017] 优选地，本发明的柯萨奇A16病毒IgA抗体检测试剂盒还包括紫外照射装置。

[0018] 更优选地，所述紫外照射装置为紫外线灯手电筒。紫外线的波长范围为200-

400nm。

[0019] 本发明的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条的测试对象是受试

者标本(血液、唾液、肛门拭子、尿液)中的IgA抗体，优选人唾液中的IgA抗体。

[0020] 应用本发明的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条检测柯萨奇A16

病毒的过程如下：

[0021] 将棉棒伸入受试者的口腔中，在腮帮、舌下收集唾液样品，采集后的棉棒放置到装

有样品稀释液的样品管中充分挤压，得到样品溶液，吸取100-200μl样品溶液滴在本发明的

柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条的样品垫上，20-30分钟后用紫外线手

电筒照射试纸条观察结果。

[0022] 如果检测线和质控线均具有荧光条带，则判断为柯萨奇A16病毒IgA抗体阳性；如

果只有质控线有荧光条带，检测线无荧光条带，则判断为柯萨奇A16病毒IgA抗体阴性；如果

质控线没有荧光条带，检测线有或者无荧光条带，则结果均为无效。
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[0023] 棉棒的材料优选为聚酯棉、脱脂棉，更优选为聚酯棉。

[0024] 根据本发明的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫层析检测试纸条利用量子捕获

法原理技术，选取CdTe/ZnSe微球作为量子点标记物，检测的是人唾液中IgA抗体，灵敏度可

以比常见的胶体金标记物高10倍以上，能够有效提高检测的灵敏度。此外，本发明是试纸条

的检测对象是受试者的唾液标本，唾液中IgA抗体一般在病毒感染后2天就可以产生，因此

检测的窗口期很短，最为早期诊断非常合适，IgA抗体存在的周期比较短，一般患者病毒感

染痊愈后1周后病毒特异的IgA抗体就会消失，不会造成假阳性的结果。量子点标记物具有

荧光强度高、荧光寿命长、激发波带宽肉眼可见等优势，作为检测的标记物具备先天性信号

强的特点。本发明利用量子点优势可以有效提高柯萨奇A16病毒IgA抗体的检测灵敏度，为

柯萨奇A16病毒的早期诊断技术提供有益的补充。此外，本发明的试纸条在采样方面更为方

便简单，对操作人员来说简单易学不用专业培训便可容易掌握，特别适合托儿所、幼儿园等

机构筛查柯萨奇A16病毒感染，及时隔离可疑的儿童患者，可以有效避免柯萨奇A16病毒疫

情的蔓延传播。

附图说明

[0025] 图1为根据本发明的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条的结构示

意图。

[0026] 图2为根据本发明的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条的检测过

程示意图。

[0027] 图3为根据本发明的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条的结果判

断示意图。

具体实施方式

[0028] 下面结合附图和具体实施例对本发明的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光

层析试纸条作进一步的详述，但本发明的保护范围并不受到其限制。

[0029] 如未特别指出，本发明所使用的试剂和处理手段均为本领域技术人员所知晓的。

[0030] 实施例1：制备柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条

[0031] 1、制备量子点颗粒标记垫

[0032] 吸取10-50μl水溶性CdTe/ZnSe核壳量子点(表面羧基修饰，北京中科物源生物技

术有限公司，货号W-3006-570)，6000rpm离心5-10min，加入100μl  10mM  PBS(pH  7.2)溶解，

得到量子点溶液。加入10-50μl的2％(质量浓度)N-羟基琥珀酰亚胺和2％(质量浓度)1-(3-

二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐到量子点溶液中，再加入100-1500μl的浓度为5mg/

ml羊抗人IgA抗体(sigma公司，货号10884)溶液，室温搅拌1-6小时。反应完全后，6000rpm离

心5-10min，得到沉淀物，向沉淀物加入1％(质量体积浓度)BSA(牛血清白蛋白)溶液封闭处

理2小时。6000rpm离心5-10min，得到沉淀物，向沉淀物加入10mM  PBS缓冲溶液(pH＝7.2)溶

解，得到抗人IgA抗体-量子点微球标记物，4℃保存备用。将抗人IgA抗体-量子点微球标记

物喷涂到基底玻璃纤维膜上，稀释参数为30cm2/ml，并在湿度15％、温度30℃条件下干燥12

小时以上，制备得到量子点颗粒标记垫2，密封备用。

[0033] 优选地，量子点颗粒标记垫2的基底玻璃纤维素膜在被喷涂之前经过质量浓度为
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0.5％的Tween-20和浓度为10mM的PBS浸泡处理，其pH值为7.2。

[0034] 2、硝酸纤维素膜包被

[0035] 用包被液(50mM碳酸盐缓冲液，pH9.6)稀释人IgA抗体(sigma公司，货号14036)、柯

萨奇A16病毒VP3抗原多肽(氨基酸序列如SEQ  ID  NO：1所示，由商业公司合成)，其中人IgA

抗体的浓度为1mg/ml，柯萨奇A16病毒VP3抗原多肽浓度为0.5mg/ml。将两者均匀喷涂到硝

酸纤维素膜3上，其中将人IgA抗体浓度为1mg/ml喷涂到硝酸纤维素膜上的对照线7位置，将

柯萨奇A16病毒VP3抗原多肽(浓度为0.5mg/ml)喷涂到硝酸纤维素膜3上检测线6位置。

[0036] 检测线6和对照线7以一定距离间隔开，优选两者之间的距离为1cm(可在0.5至

1.5cm之间)。其中，检测线6靠近羊抗人IgA抗体量子点标记垫2，对照线7靠近吸水纸4。

[0037] 将喷涂好的硝酸纤维素膜3放置在湿度10-30％、温度20-35℃条件下烘干处理至

少12小时，烘干好的硝酸纤维素膜3密封备用。

[0038] 3、组装、切条

[0039] 图1为本发明的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条的结构示意

图。按照图1所示结构，将吸水纸4、硝酸纤维素膜3、量子颗粒标记垫2、样品垫1依次搭接粘

附在PVC背板5上，其中样品垫1和量子颗粒标记垫2依次搭接在硝酸纤维素膜3的一端，吸水

纸4搭接在硝酸纤维素膜3的另一端。然后调整切条机参数进行切条，切成宽3-4mm的试纸条

(优选宽4mm)。试纸条的尺寸可以根据实际使用要求而改变。

[0040] 具体地，本发明的柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条包括背板5、

背板5上表面的中间位置覆盖有硝酸纤维素膜3，背板5上表面还设置有吸水纸4，该吸水纸4

的一端搭接在硝酸纤维素膜3的第一端上，吸水纸4的其余部分与背板5的上表面贴合，背板

5上表面在与吸水纸4相对的一端依次设置有量子颗粒标记垫2和样品垫1，量子颗粒标记垫

2的第一端搭接在硝酸纤维素膜3的第二端上，量子颗粒标记垫2的第二端与背板5的上表面

贴合，样品垫1的一端搭接在量子颗粒标记垫2的第二端上，样品垫1的其余部分与背板5的

上表面贴合。

[0041] 实施例2：标本测试及结果判断

[0042] 将棉棒伸入受试者的口腔中，在腮帮、舌下收集唾液，采集后的棉棒放置到装有样

品稀释液的样品管中充分挤压，得到样品溶液8，吸取100-200μl样品溶液8沿方向A滴在本

发明的免疫荧光层析试纸条的样品垫1上，样品溶液8沿层析方向B朝吸水纸移动。20-30分

钟用紫外线手电筒9照射试纸条观察结果。紫外线的波长范围为200-400nm。

[0043] 样品稀释液的配方如下：

[0044] 质量分数为0.3％的明胶、质量分数为0.15％的酪蛋白、质量分数为0.1％的胰蛋

白胨、体积分数为0.1％的ProClin300、浓度为10mM的PBS，pH值为7.2。

[0045] 图2示出了本发明柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条的检测过程

示意图。

[0046] 如果检测线和质控线具有荧光条带，则判断为柯萨奇A16病毒IgA抗体阳性；如果

只有质控线有荧光条带，检测线无荧光条带，则判断为柯萨奇A16病毒IgA抗体阴性；如果质

控线没有荧光条带，检测线有或者无荧光条带，则结果均为无效。结果判定示意图参见图3。

[0047] 实施例3：本发明柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫层析试纸条与荧光PCR方法结

果对比
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[0048] 筛选临床手足口病患者100例，分别采集患者的唾液标本和咽拭子标本，分别用柯

萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫层析试纸条诊断方法与柯萨奇A16病毒荧光PCR方法进行

测试，结果如以下表1所示：

[0049] 表1：柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点检测试纸条诊断方法与荧光PCR方法比较结果

[0050]

[0051] 由此可见，本发明柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫层析试纸条与荧光PCR方法

比较，阳性率达到94.59％，特异性92.06％，可以符合临床检测的条件。

[0052] 实施例4：本发明柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫层析试纸条检测方法特异性

研究

[0053] 临床上选择EV71病毒、呼吸道合胞病毒、呼吸道腺病毒、甲型流感病毒、乙型流感

病毒、柯萨奇A6病毒、柯萨奇A10病毒感染患者唾液标本各3份，分别用本发明柯萨奇A16病

毒IgA抗体量子点免疫层析试纸条进行测试，结果均显示阴性。由此说明本发明柯萨奇A16

病毒IgA抗体量子点免疫层析试纸条与上述的病毒感染标本无交叉，特异性高，可用于特异

性检测柯萨奇A16病毒。

[0054] 本发明并不局限于上述实施方式，如果对本发明的各种改动或变形不脱离本发明

的精神和范围，倘若这些改动和变形属于本发明的权利要求和等同技术范围之内，则本发

明也意图包含这些改动和变形。
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序列表

<110>  广州市妇女儿童医疗中心（广州市妇幼保健院、广州市儿童医院、广州市妇婴医

院、广州市妇幼保健计划生育服务中心）

<120>  柯萨奇A16病毒IgA抗体量子点免疫荧光层析试纸条及试剂盒

<160>  1

<170>  SIPOSequenceListing  1.0

<210>  1

<211>  52

<212>  PRT

<213>  柯萨奇病毒(Coxsackie  virus)

<400>  1

Leu  Ile  Ala  Tyr  Thr  Pro  Pro  Gly  Gly  Asn  Val  Pro  Ala  Asp  Arg  Ile

1               5                   10                  15

Thr  Ala  Met  Leu  Gly  Thr  His  Val  Ile  Trp  Asp  Phe  Gly  Leu  Gln  Ser

            20                  25                  30

Ser  Val  Thr  Leu  Val  Val  Pro  Trp  Ile  Ser  Asn  Thr  His  Tyr  Arg  Ala

        35                  40                  45

His  Ala  Arg  Thr

    50
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图1

图2

图3
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