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定量检测胃泌素G17的时间分辨免疫层析试

纸条及其制备方法

(57)摘要

本发明揭示了一种定量检测胃泌素G17的试

纸条的制备方法，包括：将硝酸纤维素膜包被检

测线与质控线，检测线使用胃泌素G17包被抗体，

质控线使用胃泌素G17捕获抗体的二抗；制备结

合垫，其包括：离心洗涤捕获抗体，将纳米增强型

时间分辨荧光微球与胃泌素G17捕获抗体溶解于

PBS，加入EDC室温反应30min-12h；加入封闭液封

闭30min-12小时；离心后PBS洗涤沉淀，使用微球

稀释液稀释后定量喷涂到第一载体；其中，捕获

抗体为胃泌素G17捕获抗体；还包括制备样品垫，

包括将第二载体浸泡于含有0.9％NaCl和0 .5-

3％的表面活性剂S9的水溶液中，然后烘干。
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1.一种定量检测胃泌素G17的时间分辨免疫层析试纸条的制备方法，其特征在于，所述

方法包括，

将硝酸纤维素膜包被检测线与质控线，所述检测线使用胃泌素G17包被抗体，所述质控

线使用胃泌素G17捕获抗体的二抗；

还包括制备结合垫，其包括：使用洗涤液离心洗涤捕获抗体，所述洗涤液为纯水；纳米

增强型时间分辨荧光微球与胃泌素G17捕获抗体溶解于PH6-8、浓度0.05mol/L的PBS，加入

EDC使终浓度为10mg/ml，室温反应30min-12h；加入封闭液封闭30min-12h，所述封闭液含有

0.1-1％F68、10-50mmol/ml甘氨酸；离心后PBS洗涤沉淀，使用微球稀释液稀释到30-120倍，

所述微球稀释液为PBS溶液，其含有1-3％吐温20及20％海藻糖或蔗糖；将稀释的微球定量

喷涂到第一载体；

还包括制备样品垫，其包括将第二载体浸泡于含有0.9％NaCl和0.5-3％的表面活性剂

S9的水溶液中，然后烘干；

其中，所述捕获抗体为胃泌素G17捕获抗体，所述百分比浓度为质量百分比。

2.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，所述纳米增强型时间分辨荧光微球与

捕获抗体溶解于PH6、浓度0.05mol/L的PBS，加入EDC使终浓度为10mg/ml，室温反应30min；

加入封闭液封闭12h，所述封闭液含有1％F68、50mmol/ml甘氨酸；离心后PBS洗涤沉淀，使用

微球稀释液稀释到120倍，所述微球稀释液为PBS溶液，所述PBS溶液含有3％吐温20及20％

海藻糖或蔗糖。

3.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，纳米增强型时间分辨荧光微球与捕获

抗体溶解于PH8、浓度0.05mol/L的PBS，加入EDC使终浓度为10mg/ml，室温反应12h；加入封

闭液封闭30min，所述封闭液含有0.1％F68、10mmol/ml甘氨酸；离心后PBS洗涤沉淀，使用微

球稀释液稀释到30倍，所述微球稀释液为PBS溶液，所述PBS溶液含有1％吐温20及20％海藻

糖或蔗糖。

4.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，所述纳米增强型时间分辨荧光微球直

径为100nm-300nm。

5.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，所述捕获抗体与微球混合的重量比是

1/5-1/20。

6.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，所述第一载体为玻璃纤维膜。

7.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，所述第二载体为玻璃纤维膜。

8.一种定量检测胃泌素G17的时间分辨免疫层析试纸条，由底板、样品垫、结合垫、硝酸

纤维素膜和吸水纸组成，所述底板、硝酸纤维素膜、吸水纸、结合垫、样品垫依次交错黏贴，

其特征在于，所述试纸条由权利要求1-7任一所述的方法制得。
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定量检测胃泌素G17的时间分辨免疫层析试纸条及其制备

方法

技术领域

[0001] 本发明涉及临床免疫学检测领域，具体涉及一种采用时间分辨免疫层  析技术进

行定量检测试纸条及其制备方法。

背景技术

[0002] 胃泌素是一种主要由胃窦和十二指肠的G细胞分泌的胃肠激素，对调  节消化道功

能和维持其结构完整有重要作用。人体中,95％以上有生物活  性的胃泌素是α-酰胺化胃泌

素，主要含两种异构体G17和G34，其中  80％～90％是G17。G-17仅由胃窦部G细胞分泌，因此

G17是反映胃黏膜损  伤情况的重要指标。

发明内容

[0003] 本发明的目的在于提供应用于临床的检测胃泌素G17的定量检测试纸  条，以提供

高灵敏度、特异性的检测，满足临床的需求。

[0004] 为实现上述发明目的，本发明提供定量检测胃泌素G17的时间分辨免  疫层析试纸

条的制备方法，其包括：

[0005] 将硝酸纤维素膜包被检测线与质控线，检测线使用胃泌素G17包被抗  体，质控线

使用胃泌素G17捕获抗体的二抗；

[0006] 还包括制备结合垫，其包括：使用洗涤液离心洗涤捕获抗体，洗涤液  为纯水；纳米

增强型时间分辨荧光微球与胃泌素G17捕获抗体溶解于  PH6-8、浓度0.05mol/L的PBS，加入

EDC使终浓度为10mg/ml，室温反应  30min-12h；加入封闭液封闭30min-12h，封闭液含有

0.1-1％的F68、  10-50mmol/ml甘氨酸；离心后PBS洗涤沉淀，使用微球稀释液稀释到  30-

120倍，微球稀释液为PBS溶液，其含有1-3％吐温20及20％海藻糖或  蔗糖；将稀释的微球定

量喷涂到第一载体。

[0007] 该方法还包括制备样品垫，其包括将第二载体浸泡于含有0.9％NaCl和  0.5-3％

的表面活性剂S9的水溶液中，然后烘干；

[0008] 该方法中，捕获抗体为胃泌素G17捕获抗体，百分比浓度为质量百分 比。

[0009] 因活化的—COOH易导致抗体分子之间的聚集，通过改进抗体与微球偶  联过程，将

活化的羧基保护起来，利于提高抗体的偶联效率。与现有技术  相比，采用本方法制备结合

垫可减少活化抗体自身的聚集，提高偶联效率。

[0010] 作为本发明一实施方式的进一步改进，纳米增强型时间分辨荧光微球  与捕获抗

体溶解于PH6、浓度0.05mol/L的PBS，加入EDC使终浓度为  10mg/ml，室温反应30min；加入封

闭液封闭12h，封闭液含有1％F68、  50mmol/ml甘氨酸；离心后PBS洗涤沉淀，使用微球稀释

液稀释到120 倍，微球稀释液为PBS溶液，PBS溶液含有3％吐温20及20％海藻糖或蔗  糖。

[0011] 作为本发明一实施方式的进一步改进，纳米增强型时间分辨荧光微球  与捕获抗

体溶解于PH8、浓度0.05mol/L的PBS，加入EDC使终浓度为  10mg/ml，室温反应12h；加入封闭
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液封闭30min，封闭液含有0.1％F68、  10mmol/ml甘氨酸；离心后PBS洗涤沉淀，使用微球稀

释液稀释到30倍， 微球稀释液为PBS溶液，PBS溶液含有1％吐温20及20％海藻糖或蔗糖。

[0012] 作为本发明一实施方式的进一步改进，纳米增强型时间分辨荧光微球  直径为

100nm-300nm。

[0013] 作为本发明一实施方式的进一步改进，捕获抗体与微球混合的重量比  是1/5-1/

20。

[0014] 作为本发明一实施方式的进一步改进，第一载体为玻璃纤维膜。

[0015] 作为本发明一实施方式的进一步改进，第二载体为玻璃纤维膜。

[0016] 为实现上述目的，本发明一实施方式提供一种定量检测胃泌素G17的 时间分辨免

疫层析试纸条，由底板、样品垫、结合垫、硝酸纤维素膜和吸  水纸组成，底板、硝酸纤维素

膜、吸水纸、结合垫、样品垫依次交错黏贴， 该试纸条由上述任一的方法制得。

[0017] 与现有技术相比，本发明通过将双抗体夹心法和时间分辨免疫层析技  术引入胃

泌素G17的检测中，结合荧光检测仪，实现了胃泌素G17的定量  检测，且灵敏度高，批内、批

间差小，为临床使用提供了极大便利。

附图说明

[0018] 图1是本发明实施例1胃泌素G17检测的标准曲线图；

[0019] 图2是本发明实施例2胃泌素G17检测的标准曲线图。

具体实施方式

[0020] 以下将结合附图所示的具体实施方式对本发明进行详细描述。但这些  实施方式

并不限制本发明，本领域的普通技术人员根据这些实施方式所做  出的结构、方法、或功能

上的变换均包含在本发明的保护范围内。

[0021] 本发明提供的试纸条由塑料卡壳、底板、样品垫、结合垫、硝酸纤维  素膜(NC膜)和

吸水纸组成。结合垫上包被有纳米增强型时间分辨荧光微  球标记的胃泌素G17捕获抗体

(capture  antibody)。NC膜上包被有检测  线和质控线，其中，检测线固定有识别不同抗原

表位的胃泌素G17包被抗  体(test  antibody)，质控线固定有能结合抗胃泌素G17捕获抗体

的二抗。

[0022] 结合垫为玻璃纤维膜，其上喷涂了连接有抗体的纳米增强型时间分辨 微球。

[0023] NC膜上包被的检测线和质控线相互平行，并且相互之间保持一定间 隔。

[0024] 纳米增强型时间分辨荧光微球选用直径100nm-300nm的微球。

[0025] 试纸条装于塑料卡壳内，在湿度小于35％的环境中组装。

[0026] 本发明的试纸条由如下步骤制得：

[0027] NC膜上制备检测线和质控线，检测线为胃泌素G17包被抗体，质控线  为能结合胃

泌素G17捕获抗体的二抗；

[0028] 玻璃纤维膜上喷涂连接有胃泌素G17捕获抗体的纳米增强型时间分辨  微球，制得

结合垫；

[0029] 处理玻璃纤维膜，使玻璃纤维膜上含有一定量的表面活性剂等，制得  样品垫；

[0030] 底板、NC膜、吸水纸、结合垫、样品垫依次交错黏贴，切割成相应尺  寸，装入塑料卡
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壳。

[0031] 其中，NC膜上包被检测线、质控线的方法包括如下步骤：

[0032] 检测线使用胃泌素G17包被抗体，用量为每检测线0.5-2.5mg。抗体使  用稀释液稀

释到浓度范围后使用，稀释液为含有1-10％海藻糖及0-5％NaCl 的PBS，所述百分比为质量

百分比。

[0033] 质控线使用抗胃泌素G17捕获抗体的二抗，用量为每质控线  0.5-2.5mg。高于此浓

度的抗体使用稀释液稀释到浓度范围后使用，稀释  液为含有1-10％的海藻糖及0-5％的

NaCl的PBS，所述百分比为质量百分 比。

[0034] 使用定量喷膜仪以1-2ul/cm的浓度将上述抗体分划于NC膜上，保持两  线间隔

0.5cm以上。

[0035] 25-60℃烘干1-5小时，干燥保存。

[0036] 结合垫的制作方法包括如下步骤，其中，如无特别说明，浓度百分比  均为质量百

分比：

[0037] 胃泌素G17捕获抗体使用 的超滤离心管洗涤3遍，洗涤液为 纯水；

[0038] 纳米增强型时间分辨荧光微球与胃泌素G17捕获抗体溶解于PH6-8、浓  度

0.05mol/L的PBS，控制抗体与微球重量比为1/5-1/20，加入EDC使终  浓度为10mg/ml，室温

反应30min-12h。

[0039] 加入封闭液封闭，反应30min-12h。封闭液含有0.1-1％质量百分比浓  度的F68、

10-50mmol/ml甘氨酸。

[0040] 15000-25000rpm/min离心10min，去上清，PBS洗涤2遍；

[0041] 使用微球稀释液稀释到30-120倍，微球稀释液配方：PBS+20％海藻糖  或者蔗糖+

1-3％吐温20。

[0042] 将上述溶液定量(3.0-8.0ul/cm)喷涂到玻纤上制成结合垫。25-60℃  烘干1-4小

时，干燥保存。

[0043] 样品垫的制作方法包括如下步骤：

[0044] 配制含有0.9％NaCl+0.5-3％的表面活性剂S9的水溶液；

[0045] 将玻璃纤维膜浸泡于上述溶液中；

[0046] 取出玻璃纤维膜，25-60℃烘干，至重量不再变化，取出切割成1.7cm  x  30cm宽度

的长条备用。

[0047] 使用时，在样品垫上加入待测样品液。在毛细作用下，样品液向吸水  纸一端泳动，

当待测样品中含有胃泌素G17时，胃泌素G17与微球上的捕 获抗体形成抗原一抗体复合物，

随着层析作用，复合物向前移动，到达检  测线时与对应的包被抗体(test  antibody)形成

抗体-抗原-抗体夹心复合  物，聚集在检测线T线处。未结合的微球继续前行，到达质控线C

时，二  抗与微球上的捕获抗体结合，在C线处出现聚集。整个反应在15分钟内  完成。进行上

机读卡，T线和C线都会产生相应的荧光信号，荧光检测  仪会根据定标卡上的信息将实际检

测荧光信号值带入预设的标准曲线中计 算出胃泌素G17的含量。

[0048] 本发明通过应用纳米增强型时间分辨荧光微球，将时间分辨免疫层析  技术引入

胃泌素G17的检测中，结合时间分辨荧光免疫检测仪，有效的提 高了平台灵敏度，提升对低

值荧光信号的检测效果，从而实现了胃泌素  G17的简单、快速、低成本检测，且灵敏度高，批
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内、批间差小，为临床  使用提供了极大便利，为实现床旁检测提供了方法。

[0049] 实施例1

[0050] 本实施例的试纸条由如下步骤制得：

[0051] NC膜上制备检测线和质控线。

[0052] 其中，检测线使用胃泌素G17包被抗体，浓度为0.5mg，高于此浓度的  抗体使用稀

释液稀释到浓度范围后使用，稀释液是含1％海藻糖的PBS。

[0053] 质控线使用抗胃泌素G17捕获抗体的二抗，用量为0.5mg。抗体使用稀  释液稀释到

浓度范围后使用，稀释液是PBS+1％海藻糖。

[0054] 使用定量喷膜仪以1ul/cm数量将两者划于NC膜上，保持两线间隔  0.5cm以上，距

离NC膜边缘0.2mm以上。

[0055] 60℃烘干1小时，干燥保存。

[0056] 另一方面，制备结合垫。胃泌素G17捕获抗体使用 的超滤离  心管洗涤3

遍，洗涤液为纯水；

[0057] 选择100nm的纳米增强型时间分辨荧光微球，与胃泌素G17捕获抗体溶  解于PH6、

浓度0.05mol/L的PBS，控制抗体与微球重量比为1/5，加入  EDC使终浓度为10mg/ml，室温反

应30min。

[0058] 加入封闭液封闭，反应12小时。封闭液含有1％质量百分比浓度的  F68、50mmol/ml

甘氨酸。

[0059] 15000rpm/min离心10min，去上清，PBS洗涤2遍；

[0060] 使用微球稀释液稀释到120倍，微球稀释液配方：PBS+20％海藻糖或者  蔗糖+3％

吐温20。

[0061] 定量(8.0ul/cm)喷涂到玻纤上制成结合垫。60℃烘干4小时，干燥保  存。

[0062] 另一方面，处理玻璃纤维膜，使玻璃纤维膜上含有一定量的表面活性  剂等，以制

备样品垫。

[0063] 具体地，配制含有0.9％NaCl+0.5％的表面活性剂S9的水溶液；

[0064] 将玻璃纤维膜浸泡于上述溶液中；

[0065] 取出玻璃纤维膜，25℃烘干，至重量不再变化，取出切割成1.7cm  x  30cm宽度的长

条备用。

[0066] 最后，将底板、NC膜、吸水纸、结合垫、样品垫依次交错黏贴，切割  成3.7mm，装入塑

料卡壳。

[0067] 参图1，对采用本实施例制得的试纸条绘制标准曲线。

[0068] 胃泌素G17标准品及质控品采用如下步骤制得：

[0069] 购买胃泌素G17重组蛋白，使用超纯水配置成1mg/ml的储存原液，用  PBS稀释到工

作浓度，使用胃泌素G17检测试剂(必欧瀚)检测确定浓度，  稀释到指定浓度制成标准品和

质控品。

[0070] 具体的，采用制得的时间分辨免疫层析试纸条，检测不同浓度的胃泌  素G17标准

品。取胃泌素G17  11个不同的浓度，分别为0ng/L、  0 .244140625ng/L、0.48828125ng/L、

0.9765625ng/L、1 .953125ng/L、  3 .90625ng/L、7.8125ng/L、15 .625ng/L、31 .25ng/L、

62.5ng/L、  125ng/L，每个浓度做5个平行样。膜层析反应15分钟后，仪器读取质控  线C、检
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测线T信号，以检测的样品荧光值信号比值T/C为横坐标，胃泌  素G17标准品浓度为纵坐标，

建立方程并拟合成标准曲线。

[0071] 图1标准曲线y＝150.31x-1.3，R2＝0.9928，y代表加入的抗原  浓度，x代表试纸条

上T线与C线的荧光强度比值。结果显示，该标准曲  线的相关系数R2大于0.99，线性较好，可

以通过该标准曲线对样品中所  含胃泌素G17浓度进行定量分析。

[0072] 实施例2

[0073] 本实施例的试纸条由如下步骤制得：

[0074] NC膜上制备检测线和质控线。

[0075] 其中，检测线使用胃泌素G17包被抗体，浓度为2.5mg，高于此浓度的  抗体使用稀

释液稀释到浓度范围后使用，稀释液是PBS+1％海藻糖+5％NaCl。

[0076] 质控线使用抗胃泌素G17捕获抗体的二抗，用量为2.5mg。抗体使用稀  释液稀释到

浓度范围后使用，稀释液是PBS+10％海藻糖+5％NaCl。

[0077] 使用定量喷膜仪以2ul/cm数量将两者划于NC膜上，保持两线间隔  0.5cm以上，距

离NC膜边缘0.2mm以上。

[0078] 25℃烘干5小时，干燥保存。

[0079] 另一方面，制备结合垫。胃泌素G17捕获抗体使用 的超滤离  心管洗涤3

遍，洗涤液为纯水；

[0080] 选择300nm的纳米增强型时间分辨荧光微球，与胃泌素G17捕获抗体溶  解于PH8、

浓度0.05mol/L的PBS，控制抗体与微球重量比为1/20，加入  EDC使终浓度为10mg/ml，室温

反应12h。

[0081] 加入封闭液封闭，反应30min。封闭液含有0.1％质量百分比浓度的  F68、10mmol/

ml甘氨酸。

[0082] 25000rpm/min离心10min，去上清，PBS洗涤2遍；

[0083] 使用微球稀释液稀释到30倍，微球稀释液配方：PBS+20％海藻糖或者  蔗糖+1％吐

温20。

[0084] 定量(3.0ul/cm)喷涂到玻纤上制成结合垫。25℃烘干1h，干燥保存。

[0085] 另一方面，处理玻璃纤维膜，使玻璃纤维膜上含有一定量的表面活性  剂等，以制

备样品垫。

[0086] 具体地，配制含有0.9％NaCl+3％的表面活性剂S9的水溶液；

[0087] 将玻璃纤维膜浸泡上述溶液中；

[0088] 取出玻璃纤维膜，60℃烘干，至重量不再变化，取出切割成1.7cm  x  30cm宽度的长

条备用。

[0089] 最后，将底板、NC膜、吸水纸、结合垫、样品垫依次交错黏贴，切割  成3.7mm，装入塑

料卡壳。

[0090] 参图2，采用本实施例制得的试纸条绘制标准曲线，方法同实施例1。

[0091] 图2标准曲线y＝120.02x-0.0227，R2＝0.999。结果显示，该标  准曲线的相关系数

R2大于0.99，线性较好，可以通过该标准曲线对样品 中所含胃泌素G17浓度进行定量分析。

[0092] 实施例3

[0093] 胃泌素G17质控品浓度分别为3ng/L(质控品1)和15ng/L(质控品2)。
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[0094] 采用上述实施例1及2的试纸条对质控品1及质控品2分别进行胃泌素  G17检测，以

验证准确度。参表1，结果显示，本发明的试纸条具有较高 的准确度。

[0095] 表1：本发明试纸条胃泌素G17检测准确度验证

[0096]

[0097]

[0098] 实施例4

[0099] 以PBS稀释标准品至目标浓度作为待测样品，对实施例1及2的试纸条  进行重复性

试验，重复次数n＝10。

[0100] 参表2，结果显示CV≤15.0％，本发明的试纸条重复性好。

[0101] 表2：本发明试纸条胃泌素G17检测重复性验证
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[0102]

[0103]

[0104] 实施例5

[0105] 采用阴性样本分别对实施例1及2的试纸条进行灵敏度检测，检测次数n＝20，得到 

试纸条相应的测量结果的相对荧光值，分别计算其测定结果平均值AVERAGE和标准偏  差

SD，得出AVERAGE+2SD所对应的相对荧光值；根据图1到图2得到的定标曲线方程  计算出
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所对应的浓度值，即为最低检出限。

[0106] 参表3，结果显示，本发明的试纸条最低检出限能达到胃泌素G17小  于1ng/L。

[0107] 表3：本发明试纸条胃泌素G17检测灵敏度验证

[0108]
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[0109]

[0110] 应当理解，虽然本说明书按照实施方式加以描述，但并非每个实施方 式仅包含一

个独立的技术方案，说明书的这种叙述方式仅仅是为清楚起  见，本领域技术人员应当将说

明书作为一个整体，各实施方式中的技术方  案也可以经适当组合，形成本领域技术人员可
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以理解的其他实施方式。

[0111] 上文所列出的一系列的详细说明仅仅是针对本发明的可行性实施方 式的具体说

明，它们并非用以限制本发明的保护范围，凡未脱离本发明技  艺精神所作的等效实施方式

或变更均应包含在本发明的保护范围之内。
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图1

图2
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