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(57)摘要

本发明公开了一种基于碳量子点的胃蛋白

酶原免疫层析检测试剂盒及其制备方法。所述试

剂盒包括塑料板和固定在塑料板上的吸附层，所

述吸附层从测试端开始依次为互相搭接的样品

垫、玻璃纤维素膜、硝酸纤维素膜和吸水垫。所述

玻璃纤维素膜上包被有碳量子点标记的胃蛋白

酶原I和胃蛋白酶原II；所述硝酸纤维素膜上设

置有检测线1、检测线2和控制线，所述检测线1上

包被有胃蛋白酶原I二抗，所述检测线2上包被有

胃蛋白酶原II二抗，所述控制线上包被有羊抗鼠

IgG；所述碳量子点分别被乙二胺和N-羟基琥珀

酰亚胺修饰。本发明的试剂盒可用于胃蛋白酶原

I和胃蛋白酶原II的联合检测，其具有高效、低毒

地检测出血清中胃蛋白酶原的优点。
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1.一种基于碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒的制备方法，所述试剂盒包括

塑料板和固定在塑料板上的吸附层，所述吸附层从测试端开始依次为互相搭接的样品垫、

玻璃纤维素膜、硝酸纤维素膜和吸水垫，其特征在于：所述玻璃纤维素膜上包被有碳量子点

标记的胃蛋白酶原I和碳量子点标记的胃蛋白酶原II；所述硝酸纤维素膜上设置有检测线

1、检测线2和控制线，所述检测线1上包被有胃蛋白酶原I二抗，所述检测线2上包被有胃蛋

白酶原II二抗，所述控制线上包被有羊抗鼠IgG；

具体制备方法包括以下步骤：

（1）：原材料的制备：

A：制备玻璃纤维素膜：将碳量子点标记的胃蛋白酶原I和碳量子点标记的胃蛋白酶原

II混合包被在玻璃纤维素膜上，干燥，备用；

B：制备硝酸纤维素膜：取硝酸纤维素膜，间隔划分出检测线1、检测线2、和控制线，然后

将胃蛋白酶原I二抗、胃蛋白酶原II二抗和羊抗鼠lgG分别包被在硝酸纤维素膜的检测线1、

检测线2和控制线上，之后将包被后的硝酸纤维素膜放入封闭液中封闭，干燥，备用；

（2）：组装：在塑料板上放置吸附层，所述吸附层的组装步骤为：依次放置样品垫、步骤

（1）制备的玻璃纤维素膜、步骤（1）制备的硝酸纤维素膜和吸水垫，干燥，即完成；

其中，步骤A中首先包括首先制备碳量子点，具体方法包括以下操作步骤：

a：称取4-5  重量份的柠檬酸于30-50  重量份的超纯水中，搅拌至柠檬酸完全溶解；

b：称取5-6重量份的乙二胺，加入到步骤a制备得到的溶液中，搅拌均匀后加入35-65重

量份的超纯水，以300-400  rpm的转速搅拌20-30  min，于4  ℃储存备用；

c：取步骤b制备得到的溶液于微波反应器中，称取1-3重量份的芳香胺于微波反应器

中，在400-600  W的功率、150-250  ℃的条件下反应4-10  min，得到碳量子点产品；当溶液温

度下降至80  ℃以下后，得到含有碳量子点的透明褐黄色溶液；

d：所得碳量子点溶液经旋蒸、透析后，即得所需要的碳量子点。

2.根据权利要求1所述的一种基于碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒的制备

方法，其特征在于，所述步骤A中还包括制备碳量子点标记的胃蛋白酶原I和碳量子点标记

的胃蛋白酶原II，具体方法包括以下操作步骤：

e：将1重量份的二氯乙烷和3重量份的N-羟基琥珀酰亚胺，在室温下加入100重量份的

超纯水，搅拌均匀；

f：将3重量份的胃蛋白酶原I和3重量份的胃蛋白酶原II加入到步骤e所得的溶液中，室

温反应30-40  min；

g：向步骤f中制备得到的溶液里加入含巯基有机物，搅拌混合；

h：将步骤d中纯化得到的碳量子点溶液，加入到步骤g制备得到的胃蛋白酶原I和胃蛋

白酶原II的混合溶液中，室温反应4-5  h后得到碳量子点标记的胃蛋白酶原I和碳量子点标

记的胃蛋白酶原II混合溶液；

i：向步骤h中制备得到的碳量子点标记的胃蛋白酶原I和碳量子点标记的胃蛋白酶原

II混合溶液中加入磷酸缓冲盐溶液后透析，去除未被标记的胃蛋白酶原I、胃蛋白酶原II以

及未参加反应的N-羟基琥珀酰亚胺。

3.根据权利要求2所述的一种基于碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒的制备

方法，其特征在于，所述步骤h中，步骤g制备得到的胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II的混合溶
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液与步骤d中纯化得到的碳量子点溶液的质量比为1：1。

4.根据权利要求1所述的一种基于碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒的制备

方法，其特征在于，步骤A中将碳量子点标记的胃蛋白酶原I和碳量子点标记的胃蛋白酶原

II的混合包被在玻璃纤维素膜上的具体步骤为：将胃蛋白酶原I和碳量子点标记的胃蛋白

酶原II的混合物均匀喷涂于玻璃纤维素膜上。

5.根据权利要求1所述的一种基于碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒的制备

方法，其特征在于，步骤B中将胃蛋白酶原I二抗、胃蛋白酶原II二抗和羊抗鼠IgG分别喷涂

在硝酸纤维素膜的检测线1、检测线2和控制线上的具体方法为：分别取浓度均为1  mg/ml的

胃蛋白酶原I二抗、胃蛋白酶原II二抗和羊抗鼠IgG，以1  ul/cm、10  cm/s的速度分别喷涂到

硝酸纤维的检测线1、检测线2和控制线上。

6.根据权利要求1所述的一种基于碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒的制备

方法，其特征在于，步骤c中所述的芳香胺选自4-氨基苯甲酸乙酯、对苯二胺、间苯二胺和邻

甲苯胺中的一种。

7.根据权利要求2所述的一种基于碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒的制备

方法，其特征在于，步骤g中所述的含巯基有机物选自巯基乙醇、巯基乙酸、聚乙二醇中的一

种。

8.一种基于碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒，其特征在于，所述试剂盒由

权利要求书1~7任意一项所述的制备方法制备得到。

9.根据权利要求8所述的一种基于碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒，其特

征在于，所述硝酸纤维素膜上设置的检测线1与检测线2之间、检测线1与控制线之间的间隔

为5-8  mm。
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一种基于碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒及其制

备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及碳量子点的免疫层析检测试剂盒领域，更具体地说，它涉及一种基于

碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒及其制备方法。

背景技术

[0002] 胃蛋白酶原(Pepsinogen，胃蛋白酶原)由泌酸腺的主细胞合成，是分子质量为

42KDa的单链多肽，在胃腔内经盐酸(HCL)或已有活性的胃蛋白酶(pepsin)作用变成胃蛋白

酶，是胃液中胃蛋白酶(Pepsin)的无活性前体，将蛋白质分解成膘、胨及少量多肽。人类胃

蛋白酶原依其电泳迁移率可以分为7个组，根据其生化性质和免疫原性将其分成2个亚群，

1-5组分的免疫原性相同，称为胃蛋白酶原I(胃蛋白酶原I) ,主要由胃腺的主细胞和黏液颈

细胞分泌；组分6-7被称为胃蛋白酶原II(胃蛋白酶原II)。由胃主细胞和黏液细胞分泌，大

部分分泌到胃腔，通常情况下约有1％的胃蛋白酶原通过胃黏膜进入血液循环。

[0003] 血清的胃蛋白酶原水平是反映胃黏膜形态和功能的良好指标。当胃粘膜发生病变

时，血清中胃蛋白酶原的含量也随之发生改变。血清和血浆中胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II

比值的降低与胃体萎缩的严重程度呈正相关，中、重度萎缩性胃炎时，其比值为＜0.3，其胃

癌的发病率显著增加，因此，联合测定胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II比值可起到早期胃癌风

险提示的作用。

[0004] 目前对于胃蛋白酶原的主要检测的方法有酶联免疫吸附法、化学发光免疫测定、

免疫比浊法和荧光免疫层析法。其中荧光免疫层析法与酶联免疫吸附法、化学发光免疫测

定法和免疫比浊法相比，其检测灵敏度高、准确度高、操作简便、成本低的优势使其在胃蛋

白酶原的检测方面具有更大的产业价值。

[0005] 而半导体量子点近年来由于其在电学以及光学方面表现出的优势而受到广范关

注，常常与免疫层析法相结合进行相关的免疫检测研究。

[0006] 目前研究较多的是金属类半导体量子点，其中，II-Ⅵ族的CdAs、ZnS，Ⅲ-Ⅴ族的

GaAs、InP以及Ⅳ-Ⅵ族的PbS、PbSe，这三个系列的半导体量子点在生物医学领域，尤其是在

活细胞、活体的动态示踪和成像、显色的应用中已经显示处较大的潜力。但同时，由于其重

金属的毒性，限制了金属半导体量子点在生物医学领域，尤其是在活细胞、活体研究中的应

用。

[0007] 而碳量子点(Carbon  Quantum  Dots，碳量子点)，是由分散的类球状碳颗粒组成，

碳量子点最早是在2004年由美国克莱蒙森大学的科学家制备得到的。作为一种新型的荧光

碳纳米材料(粒径小于10nm)，碳量子点表面上的许多羧基等亲水性官能团使之在水中具有

优异的溶解性，和半导体量子点类似，碳量子点也有光致荧光性和电致荧光性：具有良好水

溶性的碳量子点在光照下其自身会有荧光现象。而且与半导体量子点相比，它对活细胞无

毒无害，能够通过细胞的内吞作用进入癌细胞的细胞膜和细胞质而不影响细胞核。同时与

可以与DNA这种生物大分子相互作用，因此用来进行DNA的识别与检测。除此之外，同一份碳
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量子点用不同频率的激光激发可以发出不同颜色的荧光，即碳量子点的激发波长和发射波

长可调控，这使得碳量子点有可能成为新的绿色光源。

[0008] 目前碳量子点的合成方法主要有两种：一种是自上而下(Top-Down)合成法，这种

方法是将较大的碳骨架分解，例如将石墨、碳纳米管、炭黑、活性炭和氧化石墨作为碳源制

得碳量子点。这种方法主要包括电弧放电法、激光刻蚀法、电化学合成法等，但这些方法难

以将碳骨架完全分离，因此产率很低。而另一种方法自下而上(Bottom-Up)合成法则更加直

接有效，以柠檬酸、糖类以及硅聚合物纳米复合材料作为分子前驱体，即直接以小分子的含

碳物质，利用水热氧化法、模板法或微波加热法来缩合成碳量子点。在利用水热法、以石墨

烯为原料制备碳量子点时，通过对碳量子点的芳基化修饰可以增强其荧光强度，但是此方

法制备碳量子点时耗时较长而且能耗较大，因此微波法制备碳量子点的快速及低能耗的优

势就凸显出来。

[0009] 随着对实际样品及生物复杂样品高灵敏、高特异性的检测需求不断提高，碳量子

点应用于生化检测方面同样面临着一些问题，如：相比于荧光染料，大多数碳量子点的荧光

量子产率普遍较低，不利于生物成像应用及传感检测灵敏度的提高；一些碳量子点表面缺

乏有效的识别基团，导致其与目标物特异性结合能力有限，选择性有待提高；碳量子点的探

针自身浓度及环境因素对荧光强度造成的干扰不可避免，限制了检测准确性的提高。而以

柠檬酸为原料、微波法制备得到的碳量子点同样存在上述技术缺陷。

[0010] 碳量子点的表面对所处环境有较高灵敏度，其表面性质很容易被溶液中微量的物

质影响。为了解决这个问题，研究发现通过对碳量子点进行表面钝化可以有效降低溶液环

境对碳量子点光学性质的有害影响。表面钝化通常通过薄绝缘层的形成得到，通常情况下

是将酸处理的碳量子点用PEG1500N类的聚乙二醇(PEG)聚合物修饰其表面。

[0011] 申请号为CN201811612977.3的发明专利公开了一种基于碳量子点的荧光免疫分

析方法，此发明提了供基于碳量子点的荧光免疫分析方法，将所述碳量子点应用于酶联免

疫分析方法中，建立一种基于碳量子点的高灵敏度的荧光免疫分析新方法，利用碳量子点

与酶催化的显色底物间产生高效的荧光内滤效应，成功地将酶联免疫分析中辣根过氧化物

酶/碱性磷酸酶催化底物反应形成的吸光度信号有效地转化为荧光信号。

[0012] 因此提供一种基于碳量子点的荧光特性与免疫层析相结合，进而高灵敏度、快速

以及环境友好地联合检测血清中胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II的试剂盒及其制备方法是很

有必要的。

发明内容

[0013] 针对现有技术存在的不足，本发明的目的之一在于提供一种基于碳量子点的胃蛋

白酶原免疫层析检测试剂盒，其具有高灵敏度、环境友好地联合检测出血清中胃蛋白酶原I

和胃蛋白酶原II的技术优势。

[0014] 本发明的目的还在于提供一种基于碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒

的制备方法。

[0015] 为实现以上目的，本发明提供了如下技术方案：一种基于碳量子点的胃蛋白酶原

免疫层析检测试剂盒的制备方法，所述试剂盒包括塑料板和固定在塑料板上的吸附层，所

述吸附层从测试端开始依次为互相搭接的样品垫、玻璃纤维素膜、硝酸纤维素膜和吸水垫，
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其特征在于：所述玻璃纤维素膜上包被有碳量子点标记的胃蛋白酶原I和碳量子点标记的

胃蛋白酶原II；所述硝酸纤维素膜上设置有检测线1、检测线2和控制线，所述检测线1上包

被有胃蛋白酶原I二抗，所述检测线2上包被有胃蛋白酶原II二抗，所述控制线上包被有羊

抗鼠IgG。

[0016] 具体制备方法包括以下步骤：

S1：原材料的制备：

A：制备玻璃纤维素膜：将碳量子点标记的胃蛋白酶原I和碳量子点标记的胃蛋白酶原

II混合包被在玻璃纤维素膜上，干燥，备用；

B：制备硝酸纤维素膜：取硝酸纤维素膜，间隔划分出检测线1、检测线2、和控制线，然后

将胃蛋白酶原I二抗、胃蛋白酶原II二抗和羊抗鼠lgG分别包被在硝酸纤维素膜的检测线1、

检测线2和控制线上，之后将包被后的硝酸纤维素膜放入封闭液中封闭，干燥，备用；

S2：组装：在塑料板上放置吸附层，所述吸附层的组装步骤为：依次放置样品垫、步骤

(1)制备的玻璃纤维素膜、步骤(1)制备的硝酸纤维素膜和吸水垫，干燥，即完成；

其中，步骤A中首先包括首先制备碳量子点，具体方法包括以下操作步骤：

a：称取4-5重量份的柠檬酸于30-50重量份的超纯水中，搅拌至柠檬酸完全溶解；

b：称取5-6重量份的乙二胺，加入到步骤a制备得到的溶液中，搅拌均匀后加入35-65重

量份的超纯水，以300-400rpm的转速搅拌20-30min，于4℃储存备用；

c：取步骤b制备得到的溶液于微波反应器中，称取1-3重量份的4-氨基苯甲酸乙酯于微

波反应器中，在400-600W的功率、150-250℃的条件下反应4-10min，得到碳量子点产品；当

溶液温度下降至80℃以下后，得到含有碳量子点的透明褐黄色溶液；

d：所得碳量子点溶液经旋蒸、透析后，即得所需要的碳量子点。

[0017] 通过采用上述技术方案，由于采用的是基于碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测

试剂盒，而荧光的碳量子点在制备的过程中与包含重金属的半导体量子点相比，对环境以

及人体的危害较小，因此具有环境友好的技术效果；同时，对碳量子点进行氮掺杂和芳基化

修饰，可以获得更高的荧光强度的碳量子点，使得试剂盒的检测灵敏度更高。

[0018] 作为一种优选的实施方案，所述步骤A中还包括制备碳量子点标记的胃蛋白酶原I

和碳量子点标记的胃蛋白酶原II，具体方法包括以下操作步骤：

e：将1重量份的二氯乙烷和3重量份的N-羟基琥珀酰亚胺，在室温下加入100重量份的

超纯水，搅拌均匀；

f：将3重量份的胃蛋白酶原I和3重量份的胃蛋白酶原II加入到步骤e所得的溶液中，室

温反应30-40min；

g：向步骤f中制备得到的溶液里加入包含巯基的有机物，搅拌混合；

h：将步骤d中纯化得到的碳量子点溶液，等质量份的加入到步骤g制备得到的胃蛋白酶

原I和胃蛋白酶原II中，室温反应4-5h后得到碳量子点标记的胃蛋白酶原I和碳量子点标记

的胃蛋白酶原II混合溶液；

i：向步骤h中制备得到的碳量子点标记的胃蛋白酶原I和碳量子点标记的胃蛋白酶原

II混合溶液中加入磷酸缓冲盐溶液后透析，去除未被标记的胃蛋白酶原I、胃蛋白酶原II以

及未参加反应的N-羟基琥珀酰亚胺。

[0019] 通过采用上述技术方案，首先将得到的由于胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II通过二
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氯乙烷和N-羟基琥珀酰亚胺进行活化，以便进行下一步骤中蛋白质的蛋白修饰。

[0020] 作为一种优选的实施方案，步骤c中所述的芳香胺选自4-氨基苯甲酸乙酯、对苯二

胺和邻甲苯胺中的一种，优选地，步骤c中所述的芳香胺为4-氨基苯甲酸乙酯。

[0021] 作为一种优选的实施方案，所述包含巯基的有机物选自巯基乙醇、巯基乙酸或聚

乙二醇中的一种，优选地，包含巯基的有机物选择为巯基乙醇。

[0022] 作为一种优选的实施方案，步骤h中，所述步骤g制备得到的胃蛋白酶原I和胃蛋白

酶原II的混合溶液与步骤d中纯化得到的碳量子点溶液的质量比为1：1。

[0023] 作为一种优选的实施方案，所述步骤A中将碳量子点标记的胃蛋白酶原I和碳量子

点标记的胃蛋白酶原II的混合包被在玻璃纤维素膜上的具体步骤为：将胃蛋白酶原I和碳

量子点标记的胃蛋白酶原II的混合物均匀喷涂于玻璃纤维素膜上。

[0024] 通过采用上述技术方案，使得本发明所述的试剂盒的检测更加精准，减小误差。

[0025] 作为一种优选的实施方案，所述步骤B中将胃蛋白酶原I二抗、胃蛋白酶原II二抗

和羊抗鼠IgG分别包被在硝酸纤维素膜的检测线1、检测线2和控制线上的具体方法为：分别

取浓度均为1mg/ml的胃蛋白酶原I二抗、胃蛋白酶原II二抗和羊抗鼠IgG，以1ul/cm、10cm/

秒的速度分别喷涂到硝酸纤维的检测线1、检测线2和控制线上。

[0026] 一种基于碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒，所述试剂盒由权利要求书

1～7任意一项所述的制备方法制备得到。

[0027] 作为一种优选的实施方案，所述硝酸纤维素膜上设置的检测线1与检测线2之间、

检测线1与控制线之间的间隔均为5-8mm；优选地，所述硝酸纤维素膜上设置的检测线1与检

测线2之间、检测线1与控制线之间的间隔为5mm。

[0028] 通过采用上述技术方案，使得检测线1与检测线2之间、检测线1与控制线之间的检

测结果相互独立，不受到彼此的影响。

[0029] 综上所述，本发明具有以下有益效果：

第一、由于本发明采用基于碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒的制备，由于

碳量子点的激发后的良好荧光特性、环境友好及生物相容性，得到一种制备过程快速、能耗

低、高灵敏度、环境友好地联合检测出血清中胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II的试剂盒。

[0030] 第二、本发明中优选采用乙二胺和4-氨基苯甲酸乙酯对碳量子点进行修饰，由于

碳量子点的含氮参杂和芳基化修饰，增大了荧光碳量子点的产率，进而得到了高效、快速检

测胃蛋白酶原的基于碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒。

附图说明

[0031] 图1是具体实施例1制备的试剂盒检测胃蛋白酶原I的标准样品发光值与实际浓度

间对应关系的标准曲线；

图2是具体实施例1制备的试剂盒检测胃蛋白酶原II的标准样品发光值与实际浓度间

对应关系的标准曲线；

图3是对比例1制备的试剂盒检测胃蛋白酶原I的标准样品发光值与实际浓度间对应关

系的标准曲线；

图4是对比例1制备的试剂盒检测胃蛋白酶原II的标准样品发光值与实际浓度间对应

关系的标准曲线。
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具体实施方式

[0032] 以下结合附图和实施例对本发明作进一步详细说明。

[0033] 本发明所述的一种基于碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒及其制备方

法，试剂盒包括塑料板和固定在塑料板上的吸附层，吸附层从测试端开始依次为互相搭接

的样品垫、玻璃纤维素膜、硝酸纤维素膜和吸水垫，玻璃纤维素膜上包被有质量比为1：1的

碳量子点标记的胃蛋白酶原I和碳量子点标记的胃蛋白酶原II；硝酸纤维素膜上设置有检

测线1、检测线2和控制线，检测线1上包被有胃蛋白酶原I二抗，检测线2上包被有胃蛋白酶

原II二抗，控制线上包被有羊抗鼠IgG。

[0034] 实施例1

一种基于碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒的制备方法包括以下步骤：

S1：碳量子点的制备：

a：称取4g的柠檬酸于30g的超纯水中，室温搅拌至柠檬酸完全溶解；

b：称取5g的乙二胺，加入到步骤a制备得到的溶液中，室温下用玻璃棒搅拌15-20min

后，溶液均匀，然后加入35g的超纯水，以400rpm的转速室温搅拌30min，于4℃储存备用；

c：取步骤b制备得到的溶液于微波反应器中，称取2.5g的4-氨基苯甲酸乙酯于微波反

应器中，在500W的功率、300℃的条件下反应10min，得到碳量子点产品，得到的碳量子点为

被乙二胺钝化并后并被4-氨基苯甲酸乙酯芳基化修饰，同时在乙二胺和4-氨基苯甲酸乙酯

作用下成为含N掺杂的荧光碳量子点溶液；当溶液温度下降至80℃以下后，得到含有碳量子

点溶液为透明褐黄色；

d：采用旋转蒸发仪在65℃下将步骤c制备得到的溶液浓缩后，并用500Da截留分子量的

透析袋透析2天，收集透析袋中的碳量子点，得到分子量大于500Da水溶性的荧光碳量子点

溶液备用。

[0035] S2：碳量子点标记的胃蛋白酶原I和碳量子点标记的胃蛋白酶原II混合液的制备：

e：将1g的二氯乙烷和3g的N-羟基琥珀酰亚胺，在室温下加入100g份的超纯水，用玻璃

棒搅拌5-10min后溶液均匀；

f：将3g的胃蛋白酶原I和3g的胃蛋白酶原II加入到步骤e所得的溶液中，室温反应

30min；

g：向步骤f中制备得到的溶液里加入巯基乙醇，搅拌混合；

h：将步骤d中纯化得到的碳量子点溶液，等质量份的加入到步骤g制备得到的胃蛋白酶

原I和胃蛋白酶原II中，室温反应4-5h后得到碳量子点标记的胃蛋白酶原I和碳量子点标记

的胃蛋白酶原II混合溶液；

i：向步骤h中制备得到的碳量子点标记的胃蛋白酶原I和碳量子点标记的胃蛋白酶原

II混合溶液中加入磷酸缓冲盐溶液后透析，去除未被标记的胃蛋白酶原I、胃蛋白酶原II以

及未参加反应的N-羟基琥珀酰亚胺。

[0036] S3：玻璃纤维素膜的制备：

将步骤i中制备得到的碳量子点标记的胃蛋白酶原I和碳量子点标记的胃蛋白酶原II

的溶液均匀喷涂在玻璃纤维素膜上，使得碳量子点标记的胃蛋白酶原I和碳量子点标记的

胃蛋白酶原II包被在玻璃纤维素膜上，干燥5-6h后，备用；

S4：硝酸纤维素膜的制备：
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取硝酸纤维素膜，间隔划分出检测线1、检测线2和控制线，然后将胃蛋白酶原I二抗、胃

蛋白酶原II二抗和羊抗鼠lgG分别以1uL/cm、10cm/s的速度喷涂到硝酸纤维素膜的检测线

1、检测线2和控制线上，检测线1和检测线2、检测线2和控制线之间的距离为5mm；之后将包

被后的硝酸纤维素膜放入封闭液中封闭，干燥，备用；

S5：一种基于碳量子点的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒的制备：

在塑料板上放置吸附层，所述吸附层的组装步骤为：依次放置样品垫、步骤S3制备得到

的玻璃纤维素膜、步骤S4制备的得到的硝酸纤维素膜和吸水垫，所述样品垫与玻璃纤维素

膜、玻璃纤维素膜与硝酸纤维素膜、硝酸纤维素膜与吸水垫之间有5mm的重叠，随后干燥，制

得本发明所需要的试剂盒。

[0037] 实施例2

本实施例与实施例1的不同之处在于，碳量子点的制备过程中，各原料用量及制备条件

的参数取值不同，具体步骤如下：

碳量子点的制备：

a：称取5g的柠檬酸于50g的超纯水中，室温搅拌至柠檬酸完全溶解；

b：称取6g的乙二胺，加入到步骤a制备得到的溶液中，搅拌均匀后加入65g的超纯水，以

400rpm的转速搅拌30min，于4℃储存备用；

c：取步骤b制备得到的溶液于微波反应器中，将3g的4-氨基苯甲酸乙酯于微波反应器

中，在600W的功率、250℃的条件下反应10min，得到碳量子点产品，得到的碳量子点为被乙

二胺钝化并后并被4-氨基苯甲酸乙酯芳基化修饰，同时在乙二胺和4-氨基苯甲酸乙酯作用

下成为含N掺杂的荧光碳量子点溶液；当溶液温度下降至80℃以下后，得到含有碳量子点溶

液为透明褐黄色；

d：采用旋转蒸发仪在65℃下将步骤c制备得到的溶液浓缩后，并用500Da截留分子量的

透析袋透析2天，收集透析袋中的碳量子点，得到分子量大于500Da水溶性的荧光碳量子点

溶液备用。

[0038] 其他的步骤包括碳量子点标记的胃蛋白酶原I和碳量子点标记的胃蛋白酶原II混

合液的制备、玻璃纤维素膜的制备、硝酸纤维素膜的制备以及一种基于碳量子点的胃蛋白

酶原免疫层析检测试剂盒的制备步骤如实施例1所述。

[0039] 实施例3

本实施例与实施例1的不同之处在于，步骤g中向步骤f中制备得到的溶液里加入的含

巯基有机物为巯基乙酸，其他的步骤和实施例1相同。

[0040] 实施例4

本实施例与实施例1的不同之处在于，步骤g中向步骤f中制备得到的溶液里加入的含

巯基有机物为聚乙二醇(PEG)，其他的步骤和实施例1相同。

[0041] 实施例5

本实施例与实施例1的不同之处在于，步骤c中芳香胺为对苯二胺，其他的步骤和实施

例1相同。

[0042] 实施例6

本实施例与实施例1的不同之处在于，步骤c中芳香胺为邻甲苯胺，其他的步骤和实施

例1相同。
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[0043] 实施例6

本实施例与实施例1的不同之处在于，步骤c中芳香胺为间苯二胺，其他的步骤和实施

例1相同。

[0044] 对比例

对比例与实施例1的不同之处之处在于，碳量子点的制备步骤不同，具体的制备过程如

下：碳量子点的制备：

a：称取4g的柠檬酸于30g的超纯水中，室温搅拌至柠檬酸完全溶解；

b：称取5g的乙二胺，加入到步骤a制备得到的溶液中，搅拌均匀后加入35g的超纯水，以

400rpm的转速搅拌30min，于4℃储存备用；

c：取步骤b制备得到的溶液于微波反应器中，在500W的功率、200℃的条件下反应4min，

得到碳量子点产品，得到的碳量子点为被乙二胺钝化制备得到的含N掺杂的荧光碳量子点

溶液；当溶液温度下降至80℃以下后，得到含有碳量子点溶液为透明褐黄色；

d：采用旋转蒸发仪在65℃下将步骤c制备得到的溶液浓缩后，并用500Da截留分子量的

透析袋透析2天，收集透析袋中的碳量子点，得到分子量大于500Da水溶性的荧光碳量子点

溶液备用。

[0045] 试验例

试验例1

将胃蛋白酶原I稀释为11.27ug/L、22.54ug/L、45ug/L、90ug/L、180ug/L、360ug/L、

720ug/L；将胃蛋白酶原II稀释为5.635ug/L、11 .27ug/L、22 .54ug/L、45ug/L、90ug/L、

180ug/L、360ug/L作为标准溶液，同时配置空白溶液。

[0046] 分别取各浓度的标准品100uL分别加入到实施例1或制备得到的试剂盒的样品垫

上，3min后将显色完成的试剂盒放入荧光免疫层析读数仪内，读取相应检测线的发光值并

记录数据，绘制标准曲线，如图1和图2所示，胃蛋白酶原I的标准曲线回归方程为：y＝-

0.000028x2+0 .0337x+0 .4896，R2＝0.99981；胃蛋白酶原II的标准曲线回归方程为：y＝-

0.000011x2+0.0675x+0.4888，R2＝0.99973。从上述标准曲线中得到本发明制备得到的试剂

盒对胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II的的最低检测限分别为：3ug/L和1.5ug/L。

[0047] 分别取各浓度的标准品100uL分别加入到对比例制备得到的试剂盒的样品垫上，

5min后将显色完成的试剂盒放入荧光免疫层析读数仪内，读取相应检测线的发光值并记录

数据，绘制标准曲线，如图3和图4所示，胃蛋白酶原I的标准曲线回归方程为：y＝-

0.000047x2+0 .0501x+0 .4611，R2＝0.99981；胃蛋白酶原II的标准曲线回归方程为：y＝-

0.000019x2+0.1x+0.46，R2＝0.99941。从上述标准曲线中得到本发明制备得到的试剂盒对

胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II的的最低检测限分别为：10.5ug/L和8.5ug/L。

[0048] 由上述的实验结果表明，本发明制备得到的试剂盒的最底检测限低于对比例中制

备得到的试剂盒的最底检测限。说明在制备碳量子点的过程中，4-氨基苯甲酸乙酯对碳量

子点的修饰使得碳量子点的检测灵敏度更高。这样的结果可能出于一下原因：4-氨基苯甲

酸乙酯的修饰，使得碳量子点与胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II的交联更加紧密，碳量子点对

胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II的包被效果更好；4-氨基苯甲酸乙酯的修饰，使得碳量子点的

荧光效应增强，从而提高了碳量子点对胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II的最低检测限。

[0049] 试验例2
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分别配制同试验例1中所述的胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II的标准溶液。

[0050] 分别取各浓度的标准品100uL分别加入到实施例1、实施例5和实施例6制备得到的

试剂盒的样品垫上，3min后将显色完成的试剂盒放入荧光免疫层析读数仪内，读取相应检

测线的发光值并记录数据，绘制标准曲线。

[0051] 实施例1、实施例5和实施例6制备得到的试剂盒的区别在于：制备是试剂盒的步骤

中，关于碳量子点的制备过程中对于芳香胺的选择不同。

[0052] 从上述标准曲线中得到实施例1、实施例5、实施例6和实施例7分别制备得到的试

剂盒对胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II的的最低检测限如表1所示。

[0053] 表1实施例1、实施例5、实施例6和实施例7制备得到的试剂盒对胃蛋白酶原I和胃

蛋白酶原II的的最低检测限(ug/L)

从表1中看出，虽然采用芳香胺掺杂的碳量子点制备得到的试剂盒对对胃蛋白酶原I和

胃蛋白酶原II的的最低检测限低于没有芳香胺掺杂的碳量子点制备得到的试剂盒对胃蛋

白酶原I和胃蛋白酶原II的的最低检测限，但是不同的芳香胺掺杂后制备得到的试剂盒对

于胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II的的最低检测限有所不同，其中4-氨基苯甲酸乙酯掺杂后

制备得到的试剂盒对于胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II的的最低检测限最低。

[0054] 试验例3

随机取50例的临床样品，分别采用实施例1和对比例制备得到的试剂盒对胃蛋白酶原I

和胃蛋白酶原II的浓度进行检测。检测的具体步骤包括：

取100uL的待测样品滴加到试剂盒的样品垫上，3-5min后将显色结束的标准品与待测

样品的试纸条放入荧光免疫层析读数仪中，读取相应检测线的发光值(T/C)并记录数据，将

得到的T/C值输入到试验例1或试验例2对应的标准曲线中，计算得到胃蛋白酶原I和胃蛋白

酶原II的浓度，具体的结果如表2所示。

[0055] 采用实施例1制备得到的试剂盒对胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II的浓度进行检测

的显色时间为3min；采用对比例制备得到的试剂盒对胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II的浓度

进行检测的显色时间为5min；结果表明，实施例1制备得到的试剂盒对胃蛋白酶原I和胃蛋

白酶原II的浓度检测更加快速、检测更加高效。

[0056] 表2实施1和对比例中的方案制备得到的试剂盒对50例临床样品的胃蛋白酶原I和

胃蛋白酶原II的浓度检测结果
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实施例1与对比例中的制备试剂盒的步骤的区别在于：实施例1制备一种基于碳量子点

的胃蛋白酶原免疫层析检测试剂盒的方法为，在制备碳量子点的步骤c中，置于微波反应器

中的反应原料包含2.5g的4-氨基苯甲酸乙酯；而对比例制备一种基于碳量子点的胃蛋白酶

原免疫层析检测试剂盒的方法为，在制备碳量子点的步骤c中，置于微波反应器中的反应原

料不包含2.5g的4-氨基苯甲酸乙酯。

[0057] 从表1中可以看出，以实施例1的方法制备得到的试剂盒和以对比例的方法制备得

到的试剂盒对于胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II的检测结果是类似的，表明本发明所制备得

到的试剂盒对胃蛋白酶原I和胃蛋白酶原II的检测结果的准确性。采用对比例的方法制备

得到的试剂盒在对低浓度(1ug/L-10ug/L)的胃蛋白酶原II的检测中，其检测数据有一定的

偏差，采用对比例的方法制备得到的试剂盒对低浓度的胃蛋白酶原II的检测的不准确性，

而本发明制备得到的试剂盒在对低浓度胃蛋白酶原II的检测更加的精准，使得其在微量检

测方面更具有竞争优势。

[0058] 在制备碳量子点的过程中，相比于荧光染料，大多数碳量子点的荧光量子产率普

遍较低，不利于生物成像应用及传感检测灵敏度的提高；一些碳量子点表面缺乏有效的识

别基团，导致其与目标物特异性结合能力有限，选择性有待提高；基于碳量子点的生化传感

大多以荧光“on-off”或“on-off-on”模式为信号输出单元，导致探针自身浓度及环境因素

对荧光强度造成的干扰不可避免，限制了检测准确性的提高。

[0059] 因此往往需要对制备得到的碳量子点进行进一步地修饰以增强碳量子点的荧光

强度。而在反应中添加碳量子点纯化与掺杂功能相结合的反应物，如乙二胺，乙二胺既充当

钝化剂，同时又包含了所要掺杂的氮原子，通过含氮原子的钝化试剂与碳源反应，氮原子可

以有效的交联在生成的碳量子点表面，提高荧光碳量子点的产率。而芳香胺(4-氨基苯甲酸

乙酯)的结构在氮上的孤电子对占据的是sp2杂化轨道，和苯环π电子轨道重叠，形成氮和苯

环在内的共轭π分子轨道；当在碳量子点上掺杂4-氨基苯甲酸乙酯的时候，进一步增强了荧

光的碳量子点的荧光强度。

[0060] 本具体实施例仅仅是对本发明的解释，其并不是对本发明的限制，本领域技术人

员在阅读完本说明书后可以根据需要对本实施例做出没有创造性贡献的修改，但只要在本

发明的权利要求范围内都受到专利法的保护。
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