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(57)摘要

本发明提供了一种胱抑素C荧光免疫层析检

测用试纸条及其应用，本发明的试纸条是在硝酸

纤维素膜上沿着层析方向依次设置辅助线、检测

线和质控线；所述辅助线包被抗胱抑素C单克隆

抗体2，所述检测线包被抗胱抑素C单克隆抗体1，

所述质控线包被质控物。将本发明的试纸条与含

有荧光标记的抗胱抑素C单克隆抗体2的反应液

联合使用以检测样品中胱抑素C的浓度，检测的

线性范围宽，可达0.20mg/L～10.0mg/L，可检测

血清、血浆、全血样本，操作简单，易于推广，具有

良好的市场应用前景。
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1.一种胱抑素C荧光免疫层析检测用试纸条在制备用于检测样品中胱抑素C的试剂盒

中的应用，其特征在于，所述试纸条是在硝酸纤维素膜上沿着层析方向依次设置辅助线、检

测线和质控线；所述辅助线包被抗胱抑素C单克隆抗体2，所述检测线包被抗胱抑素C单克隆

抗体1，所述质控线包被质控物，所述质控物为抗兔IgG、抗羊IgG、抗马IgG、生物素、亲和素、

结合有生物素或亲和素的蛋白；

所述抗胱抑素C单克隆抗体1与所述抗胱抑素C单克隆抗体2的抗原表位不同；

所述辅助线包被抗体的浓度为0.5‑5 .0mg/ml；所述检测线包被抗体的浓度为1 .0‑

5.0mg/ml；

所述试纸条在进行所述样品检测时配合反应液使用，所述反应液含有荧光标记的抗胱

抑素C单克隆抗体2和能够与质控物特异结合的荧光标记的兔IgG、抗兔IgG、亲和素、生物

素、或结合有生物素或亲和素的蛋白；

将待测样品先加入到反应液中，反应液中荧光标记的抗胱抑素C单克隆抗体2与样品中

的抗原结合形成抗原抗体复合物，得到混合样品，将所述混合样品滴加到试纸条上，在层析

作用下沿着硝酸纤维素膜向前扩散，游离抗原与辅助线反应，抗原抗体复合物被固定在检

测线上的抗胱抑素C单克隆抗体1所捕获；

所述样品为血清、血浆或全血样本。

2.根据权利要求1所述的应用，其特征在于，所述辅助线和所述检测线间距为3～7mm；

检测线和质控线划线间距为3mm～7mm。

3.根据权利要求2所述的应用，其特征在于，所述辅助线包被抗体的浓度为1.0‑3.0mg/

ml。

4.根据权利要求3所述的应用，其特征在于，所述辅助线包被抗体的浓度均为2.0mg/

ml。

5.根据权利要求1‑4任一所述的应用，其特征在于，所述质控线包被质控物的浓度为

0.5‑5.0mg/ml。

6.根据权利要求1‑4任一所述的应用，其特征在于，所述检测线包被抗体的浓度为

2.0mg/ml，所述质控线包被质控物的浓度为1.0mg/ml。
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一种胱抑素C荧光免疫层析检测用试纸条及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物检测技术领域，具体地说，涉及一种胱抑素C荧光免疫层析检测用

试纸条及其应用。

背景技术

[0002] 胱抑素C(Cys‑C)，是一种反映肾小球滤过率变化的内源性标志物，并在近曲小管

重吸收，但重吸收后被完全代谢分解，不返回血液，因此，其血中浓度同肾小球滤过决定，而

不依赖任何外来因素，如性别、年龄、饮食的影响，是一种反映肾小球滤过率变化的理想同

源性标志物。

[0003] 目前已知的测定胱抑素C的方法有放射免疫测定法、荧光免疫测定法、时间分辨荧

光免疫测定法、酶联免疫测定法。这些方法具有操作繁琐、耗时长、过度浪费资源的缺点，且

对操作者有一定的专业技能要求，不适于常规检验，而且均不能够测定全血样本，仅能够测

定血清和血浆样品，对检测样品有特殊的要求，在使用便捷性方面收到一定程度的制约，并

且现有技术的测定胱抑素C的方法或试剂盒中，检测的线性范围较窄，在检测结果的准确

性、高效性、便捷性方面均有待进一步提高以满足临床检测的需求。

发明内容

[0004] 本发明的目的是提供一种使用方便、快捷，检测线性范围宽且可检测全血样品的

检测胱抑素C的试剂盒。

[0005] 本发明首先提高一种胱抑素C荧光免疫层析检测用试纸条，所述试纸条是在硝酸

纤维素膜上沿着层析方向依次设置辅助线、检测线和质控线；所述辅助线包被抗胱抑素C单

克隆抗体2，所述检测线包被抗胱抑素C单克隆抗体1，所述质控线包被有质控物，所述质控

物为抗兔IgG、抗羊IgG、抗马IgG、生物素、亲和素、结合有生物素或亲和素的蛋白。优选地，

所述质控物为抗兔IgG。

[0006] 所述抗胱抑素C单克隆抗体1与所述抗胱抑素C单克隆抗体2的抗原表位不同。

[0007] 进一步地，本发明试纸条中，所述辅助线和所述检测线间距为3～7mm；检测线和质

控线划线间距为3mm～7mm。优选地，所述辅助线和所述检测线间距为5mm；检测线和质控线

划线间距为5mm。

[0008] 所述辅助线包被抗胱抑素C单克隆抗体2的浓度为0.5‑5.0mg/ml。

[0009] 优选地，所述辅助线包被抗胱抑素C单克隆抗体2的浓度为1.0‑3.0mg/ml。

[0010] 更优选地，所述辅助线包被抗胱抑素C单克隆抗体2的浓度均为2.0mg/ml。

[0011] 另一方面，本发明的试纸条上，所述检测线包被抗胱抑素C单克隆抗体1的浓度为

0.5‑5.0mg/ml，所述质控包被物的浓度为0.5‑5.0mg/ml。

[0012] 优选地，所述检测线包被抗胱抑素C单克隆抗体1的浓度为2.0mg/ml，所述质控包

被物的浓度为1.0mg/ml。

[0013] 本发明提供了上述胱抑素C荧光免疫层析检测用试纸条在检测样品中胱抑素C的
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应用，所述样品为血清、血浆或全血样本。

[0014] 本发明提供了上述胱抑素C荧光免疫层析检测用试纸条在制备检测胱抑素C试剂

盒中的应用。

[0015] 进一步，本发明提供了上述胱抑素C荧光免疫层析检测用试纸条在检测胱抑素C中

的应用。

[0016] 本发明还提供了一种用于检测胱抑素C的试剂盒，该试剂盒含有本发明所述胱抑

素C荧光免疫层析检测用试纸条。

[0017] 更进一步地，本发明的检测胱抑素C的试剂盒还包括反应液，所述反应液含有荧光

标记的抗胱抑素C单克隆抗体2和能够与质控物特异结合的荧光标记的兔IgG、抗兔IgG、亲

和素、生物素、或结合有生物素或亲和素的蛋白。

[0018] 在本发明的实施例中，所用反应液的配方为：0.002‑0.02OD600荧光标记的兔IgG、

0.01‑0.05OD600荧光标记的抗胱抑素C单克隆抗体2和0.005～0.5mg/mL的抗红细胞抗体，

优选地包含0.003‑0.01OD600荧光标记的兔IgG、0.015‑0.03OD600荧光标记的抗胱抑素C单克

隆抗体2和0.01～0.1mg/mL的抗红细胞抗体。

[0019] 本发明中，通过在反应液中添加0.005～0.5mg/mL的抗红细胞抗体，能够和全血样

本中的红细胞反应，规避了红细胞对检测结果的影响，成功地实现了全血样本的检测。

[0020] 使用本发明的试剂盒检测样本时，将待测样品先加入到反应液中，反应液中荧光

标记的胱抑素C单克隆抗体2与样本中的抗原结合形成抗原抗体复合物，将混合样本滴加到

检测卡加样孔中，在层析作用下沿着硝酸纤维素膜向前扩散，游离抗原与辅助线反应，复合

物被固定在检测线上的抗胱抑素C单克隆抗体1所捕获，层析膜上质控区包被有抗兔IgG,可

以直接和反应液中荧光标记的兔IgG结合，在检测高浓度抗原时辅助线优先反应结合过量

的抗原，使参与检测线反应的抗原量减少，可以使检测线与荧光标记胱抑素C单克隆抗体2‑

抗原复合物的实际反应效率降低，测定高浓度抗原浓度梯度时所对应的信号值梯度更大，

线性范围更宽。反应后可使用荧光分析仪进行检测，采集检测线(T线)和质控线(C线)的信

号值，计算T/C的数值作为最终的试剂发光值。

[0021] 本发明提供的荧光免疫层析检测用试纸条能够检测人血浆、血清和全血中胱抑素

C的浓度。比对在售试剂为迈克生物胱抑素C测定试剂盒(胶乳免疫比浊法)，线性范围是

0.13mg/L～7.8mg/L，测定样本类型是血清、血浆，本发明试剂与在售试剂方法学存在差异，

但本发明通过体系优化，设置辅助线的方式，其线性范围能够达到甚至超越与目前市场在

售试剂相当的线性范围，其线性范围达到为0.20mg/L～10.0mg/L，线性相关系数由未使用

本发明时的R2＝0.9104提高到R2＝0.9527，且除了血清、血浆之外，还可以测定全血样本。

极大地降低了检测成本，提高了检测准确度，达到快速、准确检测的目的，取得了很好的检

测效果，在检测胱抑素C领域具有良好的市场应用前景。

附图说明

[0022] 图1为本发明胱抑素C荧光免疫层析检测用试纸条的结构示意图。其中1为试纸条

底板，2为样品垫，3为包被膜，4为吸水纸，5为辅助线，6为检测线，7为质控线。

[0023] 图2A‑图2E为辅助线不同包被浓度时的线性拟合图。

[0024] 图3A‑图3B为有、无辅助线时的线性拟合图。
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[0025] 图4A‑图4E为检测线不同浓度时的线性拟合图。

具体实施方式

[0026] 通过下面给出的本发明的具体实施例和实验例可以进一步清楚地理解本发明，但

不是对本发明的限定。

[0027] 若未特别指明，实施例中所用的技术手段为本领域技术人员所熟知的常规手段。

本发明实施例所用生化试剂均为市售。

[0028] 实施例1

[0029] 本发明设计的用于检测胱抑素C的免疫层析试纸条结构示意图见图1，在硝酸纤维

素膜上沿着层析方向依次设置辅助线、检测线和质控线；辅助线包被抗胱抑素C单克隆抗体

2，检测线包被抗胱抑素C单克隆抗体1，质控线包被物为抗兔IgG。

[0030] 本试纸条是指免疫层析技术中常用的层析系统方式，可以是试纸条、试纸卡等常

用形式。包含底板、样品垫、包被膜、吸水垫，通过端部互相连接，保证样品连续地依次通过

每个部件。

[0031] 底板可以是免疫层析技术中常用的各种惰性底板，优选聚氯乙烯PVC底板。

[0032] 样品垫是将样品从添加点均匀而一致地转移到检测试剂的载体。可以是玻璃纤维

素膜、聚酯膜、尼龙膜等，优选玻璃纤维素膜。

[0033] 吸水垫可以是免疫层析技术中常用的吸水材料，可选自吸水滤纸。

[0034] 膜本体可以是免疫层析技术中常用的固相膜，例如硝酸纤维素膜、玻璃纤维素膜、

尼龙膜等等，优选硝酸纤维素膜。

[0035] 检测时样本先加入到反应液中，反应液含有0 .005OD600荧光标记的兔IgG、

0.02OD600荧光标记的抗胱抑素C单克隆抗体2和0.01mg/mL的抗红细胞抗体。反应液中荧光

标记的胱抑素C单克隆抗体2与样本中的抗原结合形成抗原抗体复合物，将混合样本滴加到

检测卡加样孔中，在层析作用下沿着硝酸纤维素膜向前扩散，游离抗原与辅助线反应，复合

物被固定在检测线上的抗胱抑素C单克隆抗体1所捕获，层析膜上质控区包被有抗兔IgG,可

以直接和反应液中荧光标记的兔IgG结合，在检测高浓度抗原时辅助线优先反应结合过量

的抗原，使参与检测线反应的抗原量减少，可以使检测线与荧光标记胱抑素C单克隆抗体2‑

抗原复合物的实际反应效率降低，测定高浓度抗原浓度梯度时所对应的信号值梯度更大，

线性范围更宽。反应后可使用荧光分析仪进行检测，采集检测线(T线)和质控线(C线)的信

号值，计算T/C的数值作为最终的试剂发光值。

[0036] 固定设置检测线划线位置，从样品垫至NC膜下边缘一端测量，检测线划线位置分

别为12mm±1mm。同时需考虑每条线之间的间距不能影响信号值检测，显色峰之间不可交

叉，设置辅助线和检测线间距为3mm～7mm，检测线和质控线划线间距为3mm～7mm，质控线作

为单独的质控作用，对线性范围不会产生影响，可选择包被浓度范围为0.5～5.0mg/ml，结

合试剂性能并从成本上考虑，优选包被浓度为1.0mg/ml。通过每个条件下线性相关系数R2

的大小，比较线性范围，R2越趋近于1，表示拟合曲线更趋近于直线，说明浓度及发光值两个

变量的相关性更好，相应的线性范围则更宽。具体设置见表1和表2。

[0037] 表1
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[0038]

[0039] 表2

[0040]

[0041] 替代方案:抗兔IgG可被抗羊、抗马IgG、生物素、亲和素以及结合有生物素或亲和

素的蛋白替代。

[0042] 设置辅助线包被抗体浓度从0.1mg/ml、0.5mg/ml、1mg/ml、2mg/ml、5.0mg/ml，比较

辅助线不同浓度时对线性范围的影响，随着辅助线浓度升高，检测信号值逐渐降低，高端信

号梯度逐渐增大，通过以下测定数据进行线性拟合。在辅助线浓度为0.1mg/ml，线性范围和

无辅助线时基本无差异，相关系数R2仅0.9077，此条件下辅助线对线性范围无改善作用，当

辅助线包被浓度在0.5mg/ml～5.0mg/ml时R2逐渐增大，此时辅助线起到了改善线性范围的

作用，但浓度大于2.0mg/ml之后，R2不再增加，说明包被浓度已得到上限，可作为最优辅助

线浓度。辅助线不同包被浓度线性拟合图见图2A‑图2E。

[0043] 实施例2有、无辅助线时线性范围的差异比较

[0044] 检测线划线位置12mm，辅助线和检测线间距为4mm，比较有无辅助线时线性范围的

差异，通过测定数据进行线性拟合，比较线性拟合R2的大小，有辅助线时，线性相关系数R2＝

0.9527，大于无辅助线时R2＝0.9104。图3A、图3B为使用和未使用本发明试纸条线性范围比

较。两种试纸条除辅助线有无存在差异外，其他结构设置一律相同，参数选择实施例1的优

选参数。

[0045] 实施例3辅助线和检测线划线间距确定

[0046] 设置辅助线和检测线间距为3～7mm，检测线和辅助线包被浓度均为2.0mg/ml,检

测线划线位置控制在12±1mm。随间距增加，辅助线显色减弱，检测线显色增强,但对线性相

关系数无显著影响，间距控制在此范围内均可到达效果，但从操作难易度上考虑，优选间距

为5mm。

[0047] 实施例4

[0048] 设置检测线包被抗体浓度从0.5mg/ml、1mg/ml、1.5mg/ml、2mg/ml、5.0mg/ml，比较

检测线不同浓度时对线性范围的影响，随着检测线浓度升高，检测信号值逐渐升高，高端信

号梯度逐渐增大，通过测定数据进行线性拟合。在检测线浓度为0.5mg/ml时，测定信号值较

低，线性相关系数R2为0.7981，提高包被浓度在1.0mg/ml～5.0mg/ml时R2逐渐增大，但浓度

大于2.0mg/ml之后，R2不再增加，说明包被浓度已得到上限，可作为最优检测线包被浓度。

结果见表3，图4A‑图4E。
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[0049] 表3

[0050]

[0051] 实施例5

[0052] 使用本发明试纸条检测EDTA‑Na2抗凝的全血样本25例，各取一半体积离心后取得

相应的血浆，以及同源性的血清样本，同时检测，分别计算全血和血清及全血和血浆结果的

偏差，偏差均在±20％以内，检测结果无显著差异，一致性较好，说明本发明试纸能够用于

血清、血浆、全血检测。

[0053] 表4
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[0054]

[0055] 虽然，上文中已经用一般性说明及具体实施方案对本发明作了详尽的描述，但在

本发明基础上，可以对之作一些修改或改进，这对本领域技术人员而言是显而易见的。因

此，在不偏离本发明精神的基础上所做的这些修改或改进，均属于本发明要求保护的范围。
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图1

图2A

图2B
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图2C

图2D

说　明　书　附　图 2/6 页

10

CN 108469518 B

10



图2E

图3A
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图3B

图4A

说　明　书　附　图 4/6 页

12

CN 108469518 B

12



图4B

图4C
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图4D

图4E
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