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(57)摘要

本发明公开了一种检测苯二氮卓的FITC试

纸条及其制备方法和应用方法。该试纸条构成依

次包括样品吸收垫、结合物释放垫、反应膜、吸水

垫和底板；结合物释放垫上喷涂有FITC标记的抗

体；所述的反应膜上包被有半抗原-载体蛋白偶

联物的检测线和羊抗鼠二抗的质控线；本发明以

FITC标记抗体，采用免疫层析技术，实现苯二氮

卓的快速免疫分析。本发明还提供一种应用上述

试纸条检测样品中苯二氮卓的方法。本发明的优

点是灵敏度高，可准确定量，检测快速、操作方

便，经济实用，能够实现对大批量的苯二氮卓样

品进行快速检测和现场检测。
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1.一种检测苯二氮卓的FITC试纸条，包括样品吸收垫、结合物释放垫、反应膜、吸水垫

和底板；其特征在于：所述结合物释放垫上喷涂有FITC标记的抗体；所述反应膜上包被有半

抗原-载体蛋白偶联物的检测线和羊抗鼠二抗的质控线。

2.根据权利要求1所述的FITC试纸条，其特征在于：所述样品吸收垫、结合物释放垫、反

应膜和吸水垫均粘贴在底板上且中任意相邻两个沿上下方向部分叠加，结合物释放垫的1/

3-1/2被覆盖于样品吸收垫下。

3.根据权利要求1所述的FITC试纸条，其特征在于：所述结合物释放垫为玻璃纤维或聚

酯材料。

4.根据权利要求1所述的FITC试纸条，其特征在于：所述反应膜为硝酸纤维素膜或醋酸

纤维素膜。

5.一种制备权利要求1-4任一项所述FITC试纸条的方法，其特征在于，包括以下步骤：

1）用FITC标记苯二氮卓抗体，并将其喷涂在结合物释放垫上，以制备喷涂有苯二氮卓

单克隆抗体-FITC标记物的结合物释放垫；

2）将半抗原-载体蛋白偶联物和羊抗鼠二抗分别喷涂于反应膜上作为检测线（T）和质

控线（C）；

3）将1）和2）制备好的结合物释放垫、反应膜与样品吸收垫、吸水垫和底板组装成试纸

条。

6.根据权利要求5所述的制备FITC试纸条的方法，其特征在于：在步骤1）配置FITC溶

液，然后加入苯二氮卓抗体进行共价偶联，结束后加入封闭缓冲液进行封闭，离心洗涤后4

℃保存备用。

7.根据权利要求5所述的制备FITC试纸条的方法，其特征在于：在步骤1）中用喷膜仪将

FITC标记的苯二氮卓的抗体喷涂至结合物释放垫上，每1  cm结合物释放垫喷涂1-9 μL 

FITC标记的苯二氮卓抗体，37℃干燥1-2h，置于干燥环境中备用。

8.一种应用权利要求1-4任一项所述检测苯二氮卓的FITC试纸条检测样品中苯二氮卓

的方法，其特征在于，该方法包括以下步骤：

1）将试纸条和待测样品恢复至室温；

2）开启免疫荧光分析仪，插入对应ID卡，读取标准曲线；

3）向试纸条的样品孔中加入待测样本60-120μL，反应5-10min后，将检测卡插入免疫荧

光分析仪；

4）截留在检测线和质控线的FITC在最佳激发光下，发出强烈的荧光条带；

5）采用免疫层析分析仪读取检测线和质控线的荧光强度，并给出T/C值，分析仪可通过

内置的标准曲线计算出样品中苯二氮卓的浓度，并判断阴阳性。
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一种检测苯二氮卓的FITC试纸条及其制备方法和应用方法

技术领域

[0001] 本发明涉及苯二氮卓的检测，具体是一种利用FITC免疫层析技术定量检测苯二氮

卓的FITC试纸条及其制备方法和应用方法。

背景技术

[0002] 苯二氮卓，即安非他命，是一系列对中枢神经系统具有显著兴奋作用的合成药物

的原型。因静脉注射具有成瘾性，而被列为毒品。苯二氮卓引起的不良反应有过度兴奋、不

安、失眠、震颤、紧张和烦躁等症状。对苯二氮卓的躯体耐受性出现的非常快，所以长期服用

者必须越服用越多。服用大剂量苯二氮卓后最严重的后果就是一种毒性神经病，其症状类

似类偏执型精神分裂症。苯二氮卓的滥用常和巴比妥药物及酒精的滥用一同发生。苯二氮

卓超量或反复使用可产生病态嗜好，并引起兴奋与抑制过程的平衡失调而导致精神症状，

故使用应严加控制。

[0003] 目前针对苯二氮卓的检测和监控方法主要包括高效液相色谱、气相色谱、液质或

气质连用等。这些色谱方法具有很好的灵敏度和特异性，但操作复杂，通量不高，耗时较长，

仪器设备昂贵。酶联免疫吸附测定(ELISA)以及胶体金免疫层析法是目前国际公认的主流

技术，这两种方法具有检测速度快，价格便宜，操作简单等优点。但ELISA检测仍需专业人

员，且需要较长时间显示结果；胶体金法能对苯二氮卓进行定性分析，操作简单，检测时间

较短，但灵敏度低、人为因素干扰较大。

[0004] 综上所述，目前苯二氮卓的检测技术尚不成熟，开发一种灵敏度高、操作简便并且

能够实现对大批量样品进行快速检测的产品和方法成为迫切需要解决的问题。

发明内容

[0005] 本发明的目的在于克服现有的检测苯二氮卓的方法存在的操作复杂、耗时较长，

并且不能够实现对大批量样品的快速检测的特点，提供一种操作简单、灵敏度高、检测速度

快、成本低的检测苯二氮卓的FITC试纸条及其制备方法和应用方法，以实现对大批量的苯

二氮卓样品进行快速检测和现场监控。

[0006] 为了实现本发明的目的，本发明的一种检测苯二氮卓的FITC试纸条采用以下技术

方案：一种检测苯二氮卓的FITC试纸条，包括样品吸收垫、结合物释放垫、反应膜、吸水垫和

底板；其特征在于：所述的结合物释放垫上喷涂有FITC标记的抗体；所述反应膜上包被有半

抗原-载体蛋白偶联物的检测线和羊抗鼠二抗的质控线。

[0007] 所述样品吸收垫、结合物释放垫、反应膜和吸水垫均粘贴在底板上且中任意相邻

两个沿上下方向部分叠加，结合物释放垫的1/3-1/2被覆盖于样品吸收垫下。

[0008] 所述样品吸收垫为玻璃纤维素膜。

[0009] 所述结合物释放垫为玻璃纤维或聚酯材料。

[0010] 所述反应膜为硝酸纤维素膜或醋酸纤维素膜。

[0011] 所述底板为PVC底板或其他硬质不吸水的材料。
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[0012] 所述吸水垫为吸水纸。

[0013] 本发明的一种制备上述检测苯二氮卓的FITC试纸条的方法，包括以下步骤：

1）用FITC标记苯二氮卓抗体，并将其喷涂在结合物释放垫上，以制备喷涂有苯二氮卓

单克隆抗体-FITC标记物的结合物释放垫；

2）将半抗原-载体蛋白偶联物和羊抗鼠二抗分别喷涂于反应膜上作为检测线（T）和质

控线（C）；

3）将1）和2）制备好的结合物释放垫、反应膜与样品吸收垫、吸水垫和底板组装成试纸

条。

[0014] 在步骤1）中配置FITC溶液，然后加入苯二氮卓抗体进行共价偶联，结束后加入封

闭缓冲液进行封闭，离心洗涤后4℃保存备用。

[0015] 在步骤1）中用喷膜仪将FITC标记的苯二氮卓的抗体喷涂至结合物释放垫上，每1 

cm结合物释放垫喷涂1-9 μL  FITC标记的苯二氮卓抗体，37℃干燥1-2h，置于干燥环境中备

用。

[0016] 本发明的一种应用方法上述检测苯二氮卓的FITC试纸条检测样品中苯二氮卓的

方法，包括如下步骤：

（1）将试纸条和待测样品恢复至室温。

[0017] （2）开启免疫荧光分析仪，插入对应ID卡，读取标准曲线。

[0018] （3）向试纸条的样品孔中加入待测样本60-120μL，反应5-10min后，将检测卡插入

免疫荧光分析仪。

[0019] （4）截留在检测线和质控线的FITC在最佳激发光下，发出强烈的荧光条带；

（5）采用免疫层析分析仪读取检测线和质控线的荧光强度，并给出T/C值，分析仪可通

过内置的标准曲线计算出样品中苯二氮卓的浓度，并判断阴阳性。

[0020] 本发明与现有技术相比，有如下优点：

（1）本发明能够准确定量待测样本中的苯二氮卓的含量。

[0021] （2）本发明采用独立的质控线和检测线的反应系统，互不干扰和影响，并采用T/C

值的方式进行标定，保证了测试结果的准确性。

[0022] 本发明的试纸条具有灵敏度高、特异性强、成本低、操作简单、检测时间短、不受检

测设备限制、储存简单、保质期长的优点。用本发明试纸条检测苯二氮卓的方法，简便、快

速、准确、适用范围广、成本低、易推广使用。

[0023] 进一步地，结合物释放垫的1/3-1/2被样品吸收垫覆盖可以延长检测结果观察时

间，可使样品吸收垫将检测液体充分吸收并与抗体充分反应，从而减少误差。

附图说明

[0024] 图1是是本发明的一种检测苯二氮卓的FITC试纸条的结构示意图；

图2是检测卡的结构示意图；

图3是试纸条样品检测结果示意图；

图4是本发明试纸条的标准曲线；

图5是唾液采集装置结构示意图；

1、样品吸收垫；2、结合物释放垫；3、反应膜；4、吸水垫；5、底板；6、检测线；7、质控线；8、
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检测窗；9、样品孔；10、采集槽盖；11、采集槽；12、采集管；13、采集管盖；14、最低收集线。

具体实施方式

[0025] 下面结合具体的实施例来进一步阐述本发明。应理解，这些实施例仅用于说明本

发明，而不用来限制本发明的范围。另外，本领域的技术人员在所附权利要求书限定的范围

内可能会对本发明进行各种改动或修饰，这些改动或修饰同样应落入发明的保护范围。

[0026] 本发明的一种检测苯二氮卓的FITC试纸条，如图1所示，包括样品吸收垫1、结合物

释放垫2、反应膜3、吸水垫4和底板5；结合物释放垫上喷涂有FITC标记的抗体；反应膜上包

被有半抗原-载体蛋白偶联物的检测线6和羊抗鼠二抗的质控线7。样品吸收垫、结合物释放

垫、反应膜和吸水垫均粘贴在底板上且中任意相邻两个沿上下方向部分叠加，结合物释放

垫的1/3被覆盖于样品吸收垫下，结合物释放垫的1/3被样品吸收垫覆盖可以延长检测结果

观察时间，可使样品吸收垫将检测液体充分吸收并与抗体充分反应，从而减少误差，在其他

实施例中，也可以结合物释放垫的1/2被覆盖于样品吸收垫下。FITC是一种常用于标记各种

蛋白的荧光染料，主要应用于免疫荧光检测。FITC能与各种抗体蛋白结合，结合后的抗体不

丧失与抗原结合的特异性，而它在紫外波长下所发出的黄绿色荧光可以经由光学仪器检

测，实现定量检测。样品吸收垫为玻璃纤维素膜。结合物释放垫为玻璃纤维或聚酯材料。反

应膜为硝酸纤维素膜或醋酸纤维素膜。底板为PVC底板或其他硬质不吸水的材料。吸水垫为

吸水纸。

[0027] 该检测苯二氮卓的FITC试纸条的制备方法主要包括以下步骤：

1）用FITC标记苯二氮卓抗体，并将其喷涂在结合物释放垫上，以制备喷涂有FITC标记

的苯二氮卓抗体的结合物释放垫；

2）将半抗原-载体蛋白偶联物和羊抗鼠二抗分别喷涂于反应膜上作为检测线（T）和质

控线（C），以制备包被有苯二氮卓半抗原-载体蛋白偶联物的检测线和包被有羊抗鼠二抗的

质控线的反应膜；

3）将1）和2）制备好的结合物释放垫、反应膜与样品吸收垫、吸水垫和底板组装成试纸

条。

[0028] 下面分步详细叙述：

1、FITC标记物的制备：

FITC标记苯二氮卓抗体的制备：将待标记的苯二氮卓单克隆抗体溶解于1M的碳酸盐缓

冲液（pH9.0）中，抗体终浓度不小于2mg/mL。用DMSO避光配制1mg/mL的FITC溶液（DMSO溶液

需现配现用）。避光，将50-100μL的FITC溶液缓慢地加入1mL抗体溶液中，在加入FITC的过程

中轻轻混匀抗体溶液。将混合后的溶液避光、4℃搅拌反应8h。然后加入5M的NH4Cl，4℃搅拌

2h。然后将反应液置于PBS（pH7.4）中透析，直至透析液清凉。即为制备好的FITC标记的苯二

氮卓的抗体，放置于4℃备用。

[0029] 2、FITC垫的制备：

用喷膜仪将FITC标记的苯二氮卓的抗体喷涂至结合物释放垫上，每1  cm结合物释放垫

喷涂1-9 μL  FITC标记的苯二氮卓抗体，37℃干燥1-2h，置于干燥环境中备用。

[0030] 3、NC膜的制备：

将苯二氮卓半抗原-载体蛋白偶联物和羊抗鼠抗体分别包被于NC膜上：用0.02M  pH7.4
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的PBS将苯二氮卓半抗原-载体蛋白偶联物调节至0.5-2mg/mL，包被在NC膜上形成检测线，

包被量为5-10 μL/cm；用0.01M  pH7.4的PBS将羊抗鼠二抗调节至0.1-0.5mg/mL，包被在NC

膜上形成质控线，包被量为5-10 μL/cm。将包被好的反应膜置于37℃干燥1-2  h，置于干燥

环境中备用。

[0031] 4、FITC免疫检测卡的制备

在PVC底板上依次粘贴样品吸收垫，喷涂有FITC标记的苯二氮卓抗体的结合物释放垫，

喷涂有苯二氮卓半抗原-载体蛋白偶联物作为检测线和羊抗鼠二抗作为质控线的反应膜，

吸水垫；其中，结合物释放垫从起始端有1/3区域被样品吸收垫覆盖，结合物释放垫的末端

与反应膜的始端连接，反应膜的末端与吸水垫的始端相连，样品吸收垫的始端与PVC底板的

始端对齐，吸水垫的末端与PVC底板的末端对齐；所述反应膜上的检测线和质控线与所述试

纸条的长相呈垂直的条状带；检测线位于靠近结合物释放垫的末端的一侧；质控线位于远

离结合物释放垫的末端的一侧；组装完成后剪切成4mm的宽度，即成为免疫层析试纸条。

[0032] 把免疫层析试纸条固定在塑料底卡上，试纸条表面用面卡压紧，面卡在对应试纸

条样品吸收垫和NC膜的部分分别预留加样孔和检测窗。该检测卡组装好后装入铝箔袋，加

入干燥剂封口，放置于室温干燥环境下可保存12个月。

[0033] 一种应用方法上述试纸条检测样品中苯二氮卓的方法，该方法包括以下步骤：

1）将试纸条和待测样品恢复至室温；

2）开启免疫荧光分析仪，插入对应ID卡，读取标准曲线；

3）向试纸条的样品孔9中加入待测样本60-120μL，反应5-10min后，将检测卡插入免疫

荧光分析仪；

4）截留在检测线和质控线的FITC在最佳激发光下，发出强烈的荧光条带；

5）采用免疫层析分析仪读取检测线和质控线的荧光强度，并给出T/C值，分析仪可通过

内置的标准曲线计算出样品中苯二氮卓的浓度，并判断阴阳性，如图3所示。

[0034] 试验例1  毛发样品中苯二氮卓含量的检测

1、苯二氮卓检测试纸条标准曲线的建立

取空白毛发样品，剪碎后超声，在超声后的溶液中分别添加苯二氮卓至终浓度为0ppb、

0.4ppb、0.8ppb、1.6ppb、3.2ppb、6.4ppb、12.8ppb、25.6ppb、51.2ppb、102.4bbp，取试纸条

进行检测，每个样品重复测定五次。将测定的五次重复结果取平均值后，在免疫荧光分析仪

上进行标定。

[0035] 2、毛发样品中苯二氮卓的检测

（1）样本的前处理

①检测前将样本恢复至室温20-25℃；

②称取20-50  mg毛发样本剪碎至聚苯乙烯离心管中；

③加入1  mL样品提取液，水浴超声3  min；

（2）用试纸条进行检测

①开启免疫荧光分析仪，插入对应ID卡，读取标准曲线。

[0036] ②正面朝上平放检测卡，向试纸条的样品孔中加入待测样本60-120μL，室温反应

5-10min后，将检测卡放入免疫荧光分析仪中进行检测

③截留在检测线和质控线的FITC在最佳激发光下，发出强烈的荧光条带；
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④采用免疫层析分析仪读取检测线和质控线的荧光强度，并给出T/C值，分析仪可通过

内置的标准曲线计算出样品中苯二氮卓的浓度，并判断阴阳性。

[0037] 试验例2 血液样品中苯二氮卓含量的检测

该实施例中，所有制备方法与实施例1相同，除样品吸收垫为滤血膜。

[0038] 1、溶血血液样品

（1）苯二氮卓检测试纸条标准曲线的建立

取空白血液样品，用样品稀释液按1:5-1:20的比例进行稀释，向稀释后的溶血血液样

品溶液中分别添加苯二氮卓至终浓度为0ppb、0.4ppb、0.8ppb、1.6ppb、3.2ppb、6.4ppb、

12.8ppb、25.6ppb、51.2ppb、102.4bbp，取试纸条进行检测，每个样品重复测定五次。将测定

的五次重复结果取平均值后，在免疫荧光分析仪上进行标定。

[0039] （2）溶血血液样品中苯二氮卓的检测

①样本的前处理

a检测前将样本恢复至室温20-25℃；

b用样品稀释液按1:5-1:20的比例对溶血血液样品进行稀释。

[0040] ②用试纸条进行检测

a开启免疫荧光分析仪，插入对应ID卡，读取标准曲线。

[0041] b正面朝上平放检测卡，向试纸条的样品孔中加入待测样本60-120μL，室温反应5-

10min后，将检测卡放入免疫荧光分析仪中进行检测

c截留在检测线和质控线的FITC在最佳激发光下，发出强烈的荧光条带；

d采用免疫层析分析仪读取检测线和质控线的荧光强度，并给出T/C值，分析仪可通过

内置的标准曲线计算出样品中苯二氮卓的浓度，并判断阴阳性。

[0042] 2、新鲜血液样品

该实施例与上述溶血血液样品实施例相同，但是新鲜血液样品测试前无需稀释可直接

加样进行检测。

[0043] 试验例3  尿液样品中苯二氮卓含量的检测

该实施例中，试纸条所有制备方法与样品检测方法与实施例1相同。

[0044] 试验例4 唾液样品中苯二氮卓含量的检测

该实施例中，试纸条所有制备方法与样品检测方法与实施例1相同，唾液的采集会用到

唾液采集装置，如图5所示，包括采集槽盖10，采集槽11，采集管12，采集管盖13，采集管12上

设置有最低收集线14。

[0045] 唾液样品的采集按照如下步骤进行：

1、将唾液吐进采集槽中直至唾液量达到最低采集线。

[0046] 2、将采集槽盖盖紧，直到听见咔嗒声，盖子中的样品稀释液流入采集管中，与唾液

样品混和。

[0047] 3、将采集槽拧下，盖上采集管盖，上下颠倒混匀。

[0048] 4、吸取稀释后的唾液样品进行检测。

[0049] 基本参数的建立

检出限：用空白样品进行重复测定20次，计算20次结果的均值M与标准差SD，以空白均

值加两倍标准差（M+2SD）报告方法的检测限，结果为0.2ppb。线性范围：取0ppb、0.4ppb、
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0.8ppb、1.6ppb、3.2ppb、6.4ppb、12.8ppb、25.6ppb、51.2ppb、102.4bbp等浓度值进行检测，

每个浓度重复测量五次，将测定浓度平均值与理论值进行线性分析，得到线性方程y=-

2.0321x+1.6886，R2=0.9912。（实验结果及分析见表1、图4）。

[0050] 表1 苯二氮卓标准品检测结果

准确度：用样品稀释液配制浓度为10ppb的苯二氮卓标品，用所制备试纸条进行检测，

重复检测三次，检测结果取平均值进行计算。回收率=检测浓度/实际加入浓度×100%，计算

得样品回收率为107.1%。

[0051] 精密度：取三批实施例1中所制备的时间分辨荧光定量苯二氮卓检测试纸条，检测

20ppb浓度标品，每批试纸条标品平行检测10次，结果显示，三批批次内CV值分别为

10.630%，14.556%，12.511%，三批批次间CV值为12.738%。

[0052] 从上述数据可以看出，本发明所述试纸条，相比现有的检测苯二氮卓的方法，具有

更灵敏、更快速、可准确定量的特点，不受操作地点的限制，且配套的检测仪器小巧轻便，人

员要求更低，适合大范围的推广使用。

说　明　书 6/6 页

8

CN 108918896 A

8



图1

图2

说　明　书　附　图 1/3 页

9

CN 108918896 A

9



图3

图4

说　明　书　附　图 2/3 页

10

CN 108918896 A

10



图5

说　明　书　附　图 3/3 页

11

CN 108918896 A

11



专利名称(译) 一种检测苯二氮卓的FITC试纸条及其制备方法和应用方法

公开(公告)号 CN108918896A 公开(公告)日 2018-11-30

申请号 CN201810531071.2 申请日 2018-05-29

[标]发明人 贾嘉
张振兴
吕小翠
赵琳
周亮
崔浩哲
张鹏
高翔

发明人 贾嘉
张振兴
吕小翠
赵琳
周亮
崔浩哲
张鹏
高翔

IPC分类号 G01N33/94 G01N33/68 G01N33/577 G01N33/558 G01N33/533 G01N21/64

CPC分类号 G01N33/558 G01N21/6428 G01N33/533 G01N33/577 G01N33/68 G01N33/946

代理人(译) 赵娟

外部链接  Espacenet SIPO

摘要(译)

本发明公开了一种检测苯二氮卓的FITC试纸条及其制备方法和应用方
法。该试纸条构成依次包括样品吸收垫、结合物释放垫、反应膜、吸水
垫和底板；结合物释放垫上喷涂有FITC标记的抗体；所述的反应膜上包
被有半抗原‑载体蛋白偶联物的检测线和羊抗鼠二抗的质控线；本发明以
FITC标记抗体，采用免疫层析技术，实现苯二氮卓的快速免疫分析。本
发明还提供一种应用上述试纸条检测样品中苯二氮卓的方法。本发明的
优点是灵敏度高，可准确定量，检测快速、操作方便，经济实用，能够
实现对大批量的苯二氮卓样品进行快速检测和现场检测。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/7aa4ca6d-b30f-4a06-8807-21751a1c5bef
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/064418301/publication/CN108918896A?q=CN108918896A
http://epub.sipo.gov.cn/tdcdesc.action?strWhere=CN108918896A

