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(57)摘要

一种自身免疫性糖尿病检测用反应膜条、制

备和使用方法，本发明属于生物医学领域，本发

明的目的在于针对目前缺乏多种免疫性糖尿病

实验检查乃至体格检查专用的免疫印迹法产品，

以及现有的免疫印迹试剂存在的一些不足，提供

一种自身免疫性糖尿病检测用反应膜条，所述的

反应膜条包括有底衬板，以及设于所述的底衬板

上的一条以上的检测带和指示带，所述的检测带

之间、指示带以及检测带和指示带之间相互平

行；相对于现有技术，本发明具有如下优点：本发

明通过一份临床样本和一次检测反应检测多种

自身抗体，克服单一自身抗体检测灵敏度和特异

性不足、数种疾病相关自身抗体逐一单独检测在

操作上的繁琐，大大提高检测效率和结果判断的

准确度。
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1.一种自身免疫性糖尿病检测用反应膜条，其特征在于，所述的反应膜条包括有底衬

板，以及设于所述的底衬板上的一条以上的检测带和指示带，所述的检测带之间、指示带以

及检测带和指示带之间相互平行；

所述的检测带包括有

包被有GAD抗原的第一检测带，和/或

包被有IA-2A抗原的第二检测带，和/或

包被有IAA抗原的第三检测带，和/或

包被有ICA抗原的第四检测带，和/或

包被有ZnT-8A抗原的第五检测带，和/或

包被有CP-HA抗原的第六检测带，和/或

包被有SO-XA抗原的第七检测带，和/或

包被有UBE2L3抗原的第八检测带，和/或

包被有EEF1A1抗原的第九检测带；

所述的指示带包括有

包被有浓度为30~50μg/mL的人IgG、鼠IgG和/或抗羊IgG的第一高浓度指示带，和

包被有浓度为12~25μg/L的人IgG、鼠IgG和/或抗羊IgG的第二中浓度指示带，和

包被浓度为1~10μg/mL的人IgG、鼠IgG和/或抗羊IgG第三低浓度指示带。

2.如权利要求1所述的一种自身免疫性糖尿病检测用反应膜条，其特征在于，所述的检

测带和底衬板通过具有双面粘性的PVC板连接。

3.如权利要求1所述的一种自身免疫性糖尿病检测用反应膜条，其特征在于，所述的指

示带和底衬板通过具有双面粘性的PVC板连接。

4.如权利要求1所述的一种自身免疫性糖尿病检测用反应膜条，其特征在于，所述的底

衬板为透明的PET底衬板。

5.如权利要求1所述的一种自身免疫性糖尿病检测用反应膜条，其特征在于，所述的检

测带和指示带采用硝酸纤维素膜或尼龙膜制备而成。

6.一种自身免疫性糖尿病检测用试剂盒，其特征在于，所述的试剂盒包括有如权利要

求1-5任一权利要求所述的反应膜条。

7.一种自身免疫性糖尿病检测用反应膜条的制备方法，其特征在于，所述的方法包括

如下步骤：

1）配制点样溶液：准备GAD、IA-2A、IAA、ICA、ZnT-8A、CP-HA、SO-XA、UBE2L3和EEF1A1九

种抗原，及将人IgG、抗鼠IgG或抗羊IgG配制成浓度为30~50 μg/mL、12~25 μg/L和1~10 μg/

mL的高、中和低浓度三类点样溶液；

2）固定抗原：将硝酸纤维膜或尼龙膜栽成膜片，通过物理吸附和共价结合的方式，将1）

中准备的九种抗原分别包被到膜片上，形成独立的检测膜片；将高、中和低三类点样溶液包

被到膜片上，形成指示膜片；

3）干燥：将包被好的检测膜片和指示膜片干燥；

4）贴膜：将干燥好的检测膜片和指示膜片分别贴于双面粘性的PVC板的正面；

5）切膜：将4）中贴好的检测膜片和指示膜片切成条带；

6）组装：将5）中的条带按次序贴于透明的PET底衬板上，使得PVC板的背面和所述的PET
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底衬板相连接；

7）切条：将组装好的条带切成单人份反应膜条。

8.一种自身免疫性糖尿病检测用反应膜条的制备方法，其特征在于，所述的方法包括

如下步骤：

1）配制点样溶液：准备GAD、IA-2A、IAA、ICA、ZnT-8A、CP-HA、SO-XA、UBE2L3和EEF1A1九

种抗原，及将人IgG、抗鼠IgG或抗羊IgG配制成浓度为30~50 μg/mL、12~25 μg/L和1~10 μg/

mL的高、中和低浓度三类点样溶液；

2）固定抗原：使用免疫印迹点样器在一整张的硝酸纤维膜或尼龙膜上通过物理吸附和

共价结合的方式，将1）中准备的九种抗原分别包被到膜片上，形成独立的检测膜片；将高、

中和低三类点样溶液包被到膜片上，形成指示膜片；

3）干燥：将包被好的检测膜片和指示膜片干燥；

4）切条：将组装好的条带切成单人份反应膜条。

9.一种自身免疫性糖尿病检测用试剂盒的使用方法，其特征在于，所述的使用方法包

括如下步骤：

（一）洗涤液配制：  0×的浓缩洗涤液和蒸馏水按1:19的体积比，混匀，备用；

（二）检测步骤

2.1）将反应膜条放入孵育盘中；

2.2）用1mL孵育缓冲液润湿检测膜条，1分钟后移弃缓冲液；

2.3）加入1mL已稀释的样本，室温孵育30分钟，置摇床轻摇；

2.4）移弃已稀释的样本，不留残液；

2.5）用1.5mL洗涤液洗涤检测膜条，轻摇，每次5分钟，洗涤完后弃除洗涤液，重复3次；

2.6）加入1mL酶联物溶液，室温孵育30分钟,置摇床轻摇;

2.7）移弃酶联物溶液;

2.8）用1.5mL洗涤液洗涤检测膜条，轻摇，每次5分钟，洗涤完后弃除洗涤液，重复3次；

2.9）加入1mL  TMB底物溶液，室温避光孵育10分钟,置摇床轻摇;

3.0）移弃底物溶液;

3.1）用1.5mL蒸馏水洗涤，同时轻摇，1分钟后移弃蒸馏水;

3.2）加入1mL终止液，室温孵育5分钟;

3.3）移弃终止液;

3.4）用滤纸吸干检测膜条上残留的液体;

（三）结果判断:  采用目测、手工黏贴到扫描仪扫描固定卡然后借助特定的判读软件或

使用全自动的判读分析仪器对检测结果进行判读，结果可判断为阴性、弱阳性、中等阳性、

强阳性或输出为量化的数值。

10.如权利要求9所述的使用方法，其特征在于，所述的酶联物溶液为辣根过氧化酶标

记的鼠抗人IgG。
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一种自身免疫性糖尿病检测用反应膜条、制备和使用方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物医学领域，具体涉及一种自身免疫性糖尿病检测用反应膜条、制

备和使用方法。

背景技术

[0002] 人体免疫系统的主要功能是识别和清除抗原性异物。正常情况下，机体对自身组

织成分一般不会产生免疫应答，称为免疫耐受。一旦这种耐受被打破，就会发生自身免疫性

疾病。自身免疫性疾病突出表现为血清中多种自身抗体的形成及全身多脏器损伤。在自身

免疫性疾病中，自身免疫性糖尿病较常见。

[0003] 糖尿病主要依据其病因学的不同而进行分型，其中免疫介导的1型糖尿病，患者血

清中可检测到针对胰岛β细胞的自身抗体，是存在免疫损害的有力佐证。虽然在过去的数十

年中，人们在患者血清中发现了多种自身抗体，但目前认为主要以胰岛细胞抗体（ICA）、谷

氨酸脱羟酶抗体（GAD）、胰岛素自身抗体（IAA）、蛋白酪氨酸磷酸酶抗体（IA-2A）、锌转运蛋

白8抗体（Znt-8A）、人类重组酶（E2L3）、真核翻译延长因子（EEF1A1）、羧基肽酶H抗体（CP-

HA）、SOX13抗体（SO-XA）等，这些特异性自身抗体是自身免疫性糖尿病诊断标准中重要的组

成部分。

[0004] 谷氨酸脱羧酶(GAD)是人及动物体内抑制神经递质γ-氨基丁酸的合成酶。1型糖

尿病是遗传易感个体通过自身抗原介导的免疫反应所引起胰岛β细胞破坏的自身免疫性疾

病，GAD是此免疫反应关健的始动靶抗原，因此GAD-Ab是糖尿病前期个体较特异的免疫指

标。GAD-Ab的测定意义为：①可作为1型糖尿病的预测；②从2型糖尿病患者中鉴别迟发型1

型糖尿病，此类患者常可出现GAD-Ab的高水平，并稳定维持，可考虑早期干预治疗；③可作

为普查手段，以发现1型糖尿病的高危人群和个体。

[0005] 胰岛素自身抗体（IAA）出现在未使用过外源性胰岛素或使用时间不超过7-10天的

个体中产生针对内源性胰岛素的自身抗体，与年龄呈负相关，随着增龄，IAA阳性率呈现下

降趋势，被认为是持续时间最短的抗体。IAA单独测定意义不大，但与ICA、GAD等联合检测，

可增加对1型糖尿病的预测程度。

[0006] 胰岛细胞抗体(ICA)为抗胰岛β细胞所有抗体的总称。目前认为，ICA阳性预示β细

胞的自身免疫损害，只能作为糖尿病的高危指标。在儿童阳性或高水平持续阳性，对l型糖

尿病才具有较高的预测率。

[0007] 蛋白酪氨酸磷酸酶抗体（IA-2A）特异性较强，在不伴有1型糖尿病的自身免疫患者

中较少发现。可作为1型糖尿病高危人群筛查指标。

[0008] 锌转运蛋白8抗体（Znt-8A）具有高度的β细胞特异性，锌转运蛋白8（Znt-8）抗原是

通过影响锌离子浓度而在胰岛素合成和分泌中发挥重要作用，对糖尿病自身抗体免疫介导

的1型糖尿病有着重要的诊断和预测价值。特别是其他自身抗体阴性的患者有着重要的诊

断价值。

[0009] 人类重组酶（E2L3）以及真核翻译延长因子（EEF1A1）分别参与蛋白质的翻译和退
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化，EEF1A1与felty综合征有关，一种自身免疫性疾病。UBE2L3有自身免疫性疾病如类风湿

性关节炎、克罗恩病和系统性红斑狼疮有关，蛋白质体内平衡与这些自身抗体有关，可以反

映出T1DM的自身免疫。相应的两个自身抗原免疫荧光染色胰腺，结果抗原都结合在胰腺胰

岛β-cells而不是腺泡细胞和a-cells。这两个新颖的自身抗体可以添加一个新维度的诊

断、分类、治疗和1型糖尿病的发病机理。

[0010] 几种抗体联合检测可提高1型糖尿病的诊断敏感性和诊断符合率,对1型糖尿病早

期诊断具有重要价值。

[0011] 另外，世界卫生组织在对糖尿病分型的新建议中提出，成人隐匿性自身免疫糖尿

病（LADA）属于1型糖尿病的亚型，与1型糖尿病的自身免疫发病机制相同。胰岛自身抗体为

目前诊断该疾病的主要依据。

[0012] 羧基肽酶位于胰岛细胞分泌颗粒及神经内分泌细胞，是与肽类激素和神经递质的

产生有关的一种糖蛋白酶可催化胰岛素原向胰岛素的转化。羧基肽酶H抗体（CP-HA）对成人

隐匿性自身免疫糖尿病（LADA）有诊断价值。

[0013] SOX13抗体（SO-XA）诱发的自身免疫反应可发生于GAD-Ab和CP-HA均阴性的DM患者

在，SO-XA的检测可以提高诊断LADA的敏感性，SO-XA阳性患者具有病程长、临床多样等特

点。

[0014] GAD、CP-HA、SO-XA等是诊断LADA的主要传统学指标。

[0015] 本发明的自身免疫性糖尿病免疫印迹检测试剂盒可针对自身免疫性糖尿病的9种

抗体同时进行检测，从而使得我们该类患者的病况有了更快速、直观、准确、全面的判断，利

于对患者进行及时的诊断和正确的治疗，减少和延缓糖尿病并发症的发生和发展。

[0016]

发明内容

本发明的目的在于针对目前缺乏多种免疫性糖尿病实验检查乃至体格检查专用的免

疫印迹法产品，以及现有的免疫印迹试剂存在的一些不足，采用上述九种抗原对糖尿病的

筛查、鉴别诊断、预后判断、疗效评估，使之有了更明确具体的客观实验指标，从而提出的一

种检测自身免疫性糖尿病的免疫印迹试剂盒及其制备方法。

[0017] 为实现本发明的目的，采用如下技术方案：

一种自身免疫性糖尿病检测用反应膜条，所述的反应膜条包括有底衬板，以及设于所

述的衬板上的一条以上的检测带和指示带，所述的检测带之间、指示带以及检测带和指示

带之间相互平行；

所述的检测带包括有

包被有GAD抗原的第一检测带，和/或

包被有IA-2A抗原的第二检测带，和/或

包被有IAA抗原的第三检测带，和/或

包被有ICA抗原的第四检测带，和/或

包被有ZnT-8A抗原的第五检测带，和/或

包被有CP-HA抗原的第六检测带，和/或

包被有SO-XA抗原的第七检测带，和/或
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包被有UBE2L3抗原的第八检测带，和/或

包被有EEF1A1抗原的第九检测带；

所述的指示带包括有

包被有浓度为30~50μg/mL的人IgG、鼠IgG和/或抗羊IgG的第一高浓度指示带，和

包被有浓度为12~25μg/L的人IgG、鼠IgG和/或抗羊IgG的第二中浓度指示带，和

包被浓度为1~10μg/mL的人IgG、鼠IgG和/或抗羊IgG第三低浓度指示带。

[0018] 所述的检测带和底衬板通过具有双面粘性的PVC板连接。

[0019] 所述的指示带和底衬板通过具有双面粘性的PVC板连接。

[0020] 所述的底衬板为透明的PET底衬板。

[0021] 一种检测自身免疫性糖尿病抗体的免疫印迹试剂盒包括：反应膜条、酶结合物、显

色底物、洗涤液、样本稀释液和终止液；所述的反应膜条由载体和固定在载体上的硝酸纤维

素膜或尼龙膜所组成，在所述的硝酸纤维素膜或尼龙膜上含有：分别由GAD、IA-2A、IAA、

ICA、ZnT-8A、CP-HA、SO-XA、UBE2L3及EEF1A1九种天然或重组抗原包被而成的9条平行的第

一检测带-第九检测带，1条包被浓度为30~50 μg/mL的第一高浓度指示带，1条包被浓度为

12~25 μg/L的第二中浓度指示带，及1条包被浓度1~10 μg/mL的第三低浓度指示带。

[0022] 实现单人份膜条上同时包被有9种抗原，可实现一份临床样本和一次检测反应检

测多种自身抗体，可同时检测9种抗体，为自身免疫性糖尿病的临床诊断提供血清学依据。

[0023] 所述的第一高浓度指示带、第二中浓度指示带和第三低浓度指示带由人IgG，或鼠

IgG或抗羊IgG划线而成。

[0024] 所述的酶结合物为辣根过氧化酶标记的鼠抗人IgG。

[0025] 所述的显色底物为四甲基联苯胺。

[0026] 所述的洗涤液为20×Tirs缓冲液。

[0027] 所述样本稀释液为含封闭剂的Tirs缓冲液。

[0028] 所述的终止液为0.1  M/L硫酸。

[0029] 所述反应膜条制备方法有两种，包括贴膜法和划线法：

（1）贴膜法：

1）配制点样溶液：准备GAD、IA-2A、IAA、ICA、ZnT-8A、CP-HA、SO-XA、UBE2L3和EEF1A1九

种抗原，及将人IgG、抗鼠IgG或抗羊IgG配制成浓度为30~50 μg/mL、12~25 μg/L和1~10 μg/

mL的高、中和低浓度三类点样溶液；

2）固定抗原：将硝酸纤维膜或尼龙膜栽成膜片，通过物理吸附和共价结合的方式，将1）

中准备的九种抗原分别包被到膜片上，形成独立的检测膜片；将高、中和低三类点样溶液包

被到膜片上，形成指示膜片；

3）干燥：将包被好的膜片条放入37℃恒温干燥2个小时；

4）贴膜：将干燥好的膜片贴于双面粘性的PVC板的正面，PVC板的背面待用；

5）切膜：将4）中贴好的检测膜片和指示膜片按照独立检测线切成一定宽度的条带；

6）组装：通过模具，将5）中的条带按次序贴于透明的PET底衬板上；

7）切条：用切纸机将组装好的条带切成单人份反应膜条。

[0030] 在2）步完成点样后，将膜片从免疫印迹点样器取出温室下放置1小时。

[0031] 固定抗原和质控的点样量控制在10  ng~30  ng。
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[0032] 指示带的宽度均为7  mm，反应膜条的宽度均为5  mm。

[0033] （2）划线法：

1）配制点样溶液：配制点样溶液：准备GAD、IA-2A、IAA、ICA、ZnT-8A、CP-HA、SO-XA、

UBE2L3和EEF1A1九种抗原，及将人IgG、抗鼠IgG或抗羊IgG配制成浓度为30~50 μg/mL、12~
25 μg/L和1~10 μg/mL的高、中和低浓度三类点样溶液；

2）固定抗原：使使用免疫印迹点样器在一整张的硝酸纤维膜或尼龙膜上通过物理吸附

和共价结合的方式，将1）中准备的九种抗原分别包被到膜片上，形成独立的检测膜片；将

高、中和低三类点样溶液包被到膜片上，形成指示膜片；

3）干燥：将包被好的膜片条放入37℃恒温干燥2个小时；

4）切条：用切纸机将组装好的条带切成单人份反应膜条。

[0034] 一种自身免疫性糖尿病检测用试剂盒的使用方法，所述的使用方法包括如下步

骤：

1)洗涤液配制：  0×的浓缩洗涤液和蒸馏水按1:19的体积比，混匀，备用；

2)检测步骤

2.1)将反应膜条放入孵育盘中；

2.2)用1mL孵育缓冲液润湿检测膜条，1分钟后移弃缓冲液；

2.3)加入1mL已稀释的样本，室温孵育30分钟，置摇床轻摇；

2.4)移弃已稀释的样本，不留残液；

2.5)用1.5mL洗涤液洗涤检测膜条，轻摇，每次5分钟，洗涤完后弃除洗涤液，重复3次；

2.6)加入1mL酶联物溶液，室温孵育30分钟,置摇床轻摇;

2.7)移弃酶联物溶液;

2.8)用1.5mL洗涤液洗涤检测膜条，轻摇，每次5分钟，洗涤完后弃除洗涤液，重复3次；

2.9)加入1mL  TMB底物溶液，室温避光孵育10分钟,置摇床轻摇;

3.0)移弃底物溶液;

3.1)用1.5mL蒸馏水洗涤，同时轻摇，1分钟后移弃蒸馏水;

3.2)加入1mL终止液，室温孵育5分钟;

3.3)移弃终止液;

3.4)用滤纸吸干检测膜条上残留的液体;

3)结果判断:采用目测、手工黏贴到扫描仪扫描固定卡然后借助特定的判读软件或使

用全自动的判读分析仪器对检测结果进行判读，结果可判断为阴性、弱阳性、中等阳性、强

阳性或输出为量化的数值。

[0035] 相对于现有技术，本发明具有如下优点：

本发明通过一份临床样本和一次检测反应检测多种自身抗体，克服单一自身抗体检测

灵敏度和特异性不足、数种疾病相关自身抗体逐一单独检测在操作上的繁琐，大大提高检

测效率和结果判断的准确度。

[0036] 另外还有：

反应膜条上包被的抗原为从动物组织中提取的天然抗原或采用昆虫细胞或杆状病毒

真核表达的方式获得的重组蛋白，提高了自身免疫性疾病诊断的敏感性和特异性；

抗原包被采用全自动点样仪，保证膜条上判断指示带及各抗原带位置的准确性，且可
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根据检查需求进行合理排序，区别于传统的SDS~PAGE技术按分子量大小将抗原依次分开转

移至印迹膜上，同时保证了抗原决定簇构象的完整性；

单人份膜条上同时包被有9种抗原，可实现一份临床样本一次实验同时检测9种抗体，

为自身抗体免疫性糖尿病的临床诊断提供血清学依据；

具有高浓度判断指示带、中浓度判断指示带和低浓度判断指示带，使结果判断更为直

观准确，为自身免疫性糖尿病的病程检测及治疗后提供全面指导。

[0037]

附图说明

[0038] 图1为本发明所述的试剂盒中反应膜条上抗原及判断指示带分布示意图；

图2为本发明所述的试剂盒中反应膜条的PVC板、硝酸纤维素膜或尼龙膜和PET底衬板

的组合结构图。

[0039]

具体实施方式

[0040] 本发明公开了一种检测自身免疫性糖尿病相关抗体的免疫印迹试剂盒及其制备

方法，本领域技术人员可以借鉴本文内容，通过适当改进工艺参数而实现。特别需要指出的

是，所有类似的的替换和改动对本领域技术人员来说是显而易见的，他们都被视为包括在

本发明所要求保护的技术方案之内。本发明的产品及应用已经通过较佳实施实例进行了描

述，相关人员明显能在不脱离本发明内容、精神和范围内对本文所述的方法和应用进行改

动或适当变更组合，来实现和应用本发明技术。

[0041] 实施例1

请参照图1和图2，一种自身免疫性糖尿病检测用反应膜条，所述的反应膜条包括有底

衬板（13），以及设于所述的底衬板（13）上的一条以上的检测带和指示带，所述的检测带之

间、指示带以及检测带和指示带之间相互平行；

所述的检测带包括有

包被有GAD抗原的第一检测带（1），

包被有IA-2A抗原的第二检测带（2），

包被有IAA抗原的第三检测带（3），

包被有ICA抗原的第四检测带（4），

包被有ZnT-8A抗原的第五检测带（5），

包被有CP-HA抗原的第六检测带（6），

包被有SO-XA抗原的第七检测带（7），

包被有UBE2L3抗原的第八检测带（8），

包被有EEF1A1抗原的第九检测带（9）；

所述的指示带包括有

包被有浓度为30~50μg/mL的人IgG、鼠IgG和/或抗羊IgG的第一高浓度指示带（10），和

包被有浓度为12~25μg/L的人IgG、鼠IgG和/或抗羊IgG的第二中浓度指示带（11），和

包被浓度为1~10μg/mL的人IgG、鼠IgG和/或抗羊IgG第三低浓度指示带（12）。
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[0042] 所述的检测带（1、2、3、4、5、6、7、8、9）和底衬板（13）通过具有双面粘性的PVC板

（14）连接。

[0043] 所述的指示带（10、11、12）和底衬板（13）通过具有双面粘性的PVC板（14）连接。

[0044] 所述的底衬板（13）为透明的PET底衬板。

[0045] 实施例2

所述贴膜法，所述反应膜条的载体为双面粘性的PVC板（14），正面与形成检测带（1、2、

3、4、5、6、7、8、9）和指示带（10、11、12）的所述硝酸纤维素或尼龙膜固定粘接，背面固定粘接

有透明的PET底衬板（13）。所述的第一高浓度指示带（10）、第二中浓度指示带（11）、第三低

浓度指示带（12）由人IgG，或鼠IgG或抗羊IgG划线而成。所述的酶结合物为辣根过氧化酶标

记的鼠抗人IgG；所述的显色底物为四甲基联苯胺；所述的洗涤液为20×Tirs缓冲液；所述

样本稀释液为含封闭剂的Tirs缓冲液；所述的终止液为0.1  M/L硫酸。所述划线法中的反应

膜条直接使用硝酸纤维素或尼龙膜15为抗原载体。

[0046] 为是本发明更加容易理解，下面结合具体实施例，进一步阐述本发明，这些实施例

仅用于说明本发明而不用于限制本发明的范围。

[0047] 实施例3

将GAD、IA-2A、IAA、ICA、ZnT-8A、CP-HA、SO-XA、UBE2L3及EEF1A1抗原按照0.05~0.1  mg/

mL的浓度，及人IgG、抗鼠IgG或抗羊IgG质控按照浓度范围为30~50 μg/mL的第一高浓度指

示带（10）、浓度范围为12~25 μg/mL的第二中浓度指示带（11）、浓度范围为1~10 μg/mL的第

三低浓度指示带（12）配制成相应的包被浓度待用。根据免疫印迹点样器的大小，将硝酸纤

维膜或尼龙膜裁成膜片，通过物理吸附和共价结合的方式，将上述配置好的点样溶液以一

定的排列次序包被在膜片上，形成独立的检测线和判断指示带。将包被好的膜片放入37℃

恒温烘箱中干燥2小时后取出贴于双面粘性的PVC板的正面，PVC板的背面待用，再按照独立

检测线切成一定宽度条带，其中判断指示带的宽度为7mm，抗原条带宽度为5mm。通过模具将

切好的各条带按次序粘贴于透明的PET  底衬板上，再用滚切机将其切成宽度为2mm的单人

份反应膜条。本实施例制备的膜条可适用于1型糖尿病的检测。

[0048] 实施例4

样本要求：样本为人血清，使用新鲜样本或于~20℃冻存样本，冻存样本只能复溶一次，

勿使用热灭活的样本，避免使用严重脂血、黄疸、溶血及污染的样本。

[0049] 1.洗涤液配制：用19份蒸馏水稀释1份20×的浓缩洗涤液，混匀，备用。

[0050] 2.检测步骤

1.1)将检测膜条放入孵育盘中，有编码的一面朝上。

[0051] 1.2)用1mL孵育缓冲液润湿检测膜条，1分钟后移弃缓冲液。

[0052] 1.3)加入1mL已稀释的样本，室温孵育30分钟（置摇床轻摇）。

[0053] 1.4)移弃已稀释的样本，不留残液。

[0054] 1.5)用1.5mL洗涤液洗涤检测膜条，轻摇，每次5分钟，洗涤完后弃除洗涤液，重复3

次。

[0055] 1.6)加入1mL酶联物溶液，室温孵育30分钟（置摇床轻摇）。

[0056] 1.7)移弃酶联物溶液。

[0057] 1.8)重复步骤5。
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1.9)加入1mL  TMB底物溶液，室温避光孵育10分钟（置摇床轻摇）。

[0058] 2.0)移弃底物溶液。

[0059] 2.1)用1.5mL蒸馏水洗涤，同时轻摇，1分钟后移弃蒸馏水。

[0060] 2.2)加入1mL终止液，室温孵育5分钟。

[0061] 2.3)移弃终止液。

[0062] 2.4)用滤纸吸干检测膜条上残留的液体。

[0063] 3.结果判断

完成后，可采用目测、手工黏贴到扫描仪扫描固定卡然后借助特定的判读软件或使用

全自动的判读分析仪器对检测结果进行判读，结果可判断为阴性、弱阳性、中等阳性、强阳

性或输出为量化的数值。
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