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本发明公开了一种免疫探针降解PCR层析核

酸检测法，包括扩增和免疫层析检测等步骤。扩

增的体系中包括可以随基因扩增而降解的特异

性免疫标记探针、不随扩增反应降解的内标探

针。将扩增的产物进行免疫层析检测。通过结果

判读是否有目的基因存在。本发明提供了一种不

依赖昂贵仪器，便于操作特点的基础上，兼顾灵

敏性高，稳定性强，不受二聚体、气溶胶等PCR技

术自身特点的基因检测方法。特别适用于各领域

内基因检测的应用和推广。实用价值高。
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1.一种免疫探针降解PCR层析核酸检测法，体特征在于：包括PCR扩增和免疫层析检测

等步骤。

2.根据权利要求1所述的一种免疫探针降解PCR层析核酸检测法，其扩增步骤的特征在

于：扩增反应液中添加免疫探针和内标探针。

3.根据权利要求1所述的一种免疫探针降解PCR层析核酸检测法，其免疫探针的特征在

于：成分为可以与待测目的基因特异性结合的寡聚核苷酸序列，其两端分别标记不同的免

疫源性分子，在扩增的过程中，该探针可以被水解；内标探针的特征在于：成分为不能与待

测目的基因特异性结合的寡聚核苷酸，其两端分别标记不同的免疫源性分子，在扩增的过

程中，该探针不可被水解。

4.根据权利要求1所述的一种免疫探针降解PCR层析核酸检测法，其免疫层析检测步骤

的特征在于：使用的免疫层析试纸包括加样垫（1）、样品垫（2）、层析膜（3）、吸水纸（4）。

5.根据权利要求3所述的免疫源性分子，其特征在于：可以结合在寡聚核苷酸片段的一

端结合，并可以制备相应的蛋白抗体，并能和抗体特异性结合。其中样品垫（2）上含有示踪

物，层析膜（3）上分别标记不同的抗体。

6.根据权利要求4中所述的示踪物，其特征在于：富集之后肉眼可见或可被机器读取含

量的物质，并且可以连接蛋白抗体。

7.一种免疫探针降解PCR层析核酸检测法，其特征在于：根据不同的检测需要，可以设

置多条免疫降解探针，相对应地，免疫层析试纸层析膜上可以设置多条检测区域。
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免疫探针降解PCR层析核酸检测法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种免疫探针降解PCR层析法，具体而言是一种适用于基因快速、可视

化检测的方法，属于分子诊断领域，。

背景技术

[0002] 随着分子生物学的发展，以聚合酶链式反应（PCR）技术为基础的基因诊断得到了

广泛的应用，特别在感染性病毒、微生物、肿瘤标志物等检测领域中，起到了越来越重要的

作用。

[0003] PCR技术的原理是，使用特异性引物，在体外重建的PCR扩增体系中，通过聚合酶使

目的基因得到扩增，并通过琼脂糖电泳、荧光实时收集、胶体金免疫层析等方法，对扩增产

物进行跟踪，从而达到检测的目的。

[0004] 目前常用到的PCR核酸检测法有实时荧光定量PCR法、PCR免疫层析法、数字PCR法

等。

[0005] 如公开号为CN105018468A的专利，提出了一种荧光定量PCR试剂盒和方法，使用两

端带有免疫发光基团标记的探针，随着扩增的进行，探针上的淬灭基团被降解，另一端标记

的荧光基团发光，通过收集和分析荧光信号，从而表征基因的扩增情况。该方法具有精确、

高效等优点。但存在着自身的不足，如必须依赖于昂贵的荧光定量PCR检测系统，该系统属

于精密仪器，其自带的软件需要专业人员进行操作和判读。另外，鉴于PCR检测法自身的特

点，需要比较严格的实验室环境，扩增样本提取、扩增检测等步骤，需要在特定条件的实验

室下进行，不利于广泛推广。

[0006] 再例如，公开号为CN102520172A的专利，提出了一种结合PCR技术和免疫胶体金层

析技术的核酸检测方法，使用了地高辛和生物素标记特异性探针，经过PCR反应过程，获得

的核酸产物两端带有生物素和地高辛的标记。将扩增产物进行免疫层析试纸检测，试纸上

固定地高辛抗体，金颗粒标记生物素抗体。在层析过程中，金颗粒、待测核酸片段和地高辛

抗体之间形成三层夹心状结构，并截留于检测线。从而根据检测线的显色，表征是否有目的

基因的扩增。该方可以不借住高精密度的仪器，操作简单，检测结果可以肉眼判读。但根据

PCR反应自身的特点，该反应体系中的引物二聚体会严重的影响免疫层析结果。并且随着模

板和反应循环数的变化，以及非特异性扩增产生的产物，这些都能使检测结果容易出现假

阳性。另外，大量的标记扩增产物会随着反应管的打开，散发与空气之中，形成气溶胶，从而

导致了胶体金检测结果的不准确。

[0007] 为了使基因检测在不依赖昂贵仪器，便于操作特点的基础上，兼顾灵敏性高，稳定

性强，不受二聚体、气溶胶等PCR技术自身特点的限制。本发明提供了一种免疫探针降解PCR

层析核酸检测法。为基因检测领域提供一种高效且可靠的方法，成为检测手段有力的支撑，

具有很高的实际应用价值。

发明内容
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[0008] 本发明的目的是：提供一种快速的基因检测方法。以克服传统检测方法耗时长、依

赖精密仪器、依赖专业人员、精度低、易受污染等缺点。另外，本发明以内标探针为参照验证

检测结果是否正确，在一定程度上能有效避免探针无法完全降解等问题造成的检测问题。

从而有效的对检测结果作出科学和准确的判断。

[0009] 本发明目的的实现：

一种免疫探针降解PCR层析核酸检测法，包括核酸扩增过程和胶体金免疫层析过程。其

特征在于。

[0010] 针对待测基因，设计特异性结合的免疫探针序列，两端分别标记不同的可被抗体

特异性识别的分子物质，作为一个实施例，所标记的分子为地高辛和生物素。

[0011] 同时设计内标探针，该探针是其他源性的寡聚核酸片段，该片段不与待测基因结

合，不参与扩增反应。两侧标记可被抗体特异性识别的分子物质。作为一个实施例，所标记

的分子为生物素和多巴胺。

[0012] 将上述的探针等量加入到PCR反应体系中，进行扩增反应，根据PCR扩增的原理，免

疫探针将会和目的基因特异性结合，随着特异性引物和扩增酶的作用下，半保留复制将从

3’端开始，向5’端延伸，DNA扩增酶不但具有3’端的聚合酶活性，也具有5’端的降解酶的活

性，随着延伸，结合在前方的探针将被降解，使免疫探针上结合的两个免疫源性分子分离。

游离于体系中；内标探针不结合于目的基因，所以内标探针并不降解。保持了结构的完整。

[0013] 若模板中不存在目的基因，则免疫探针和内标探针都不降解。保持其结构的完整。

[0014] 一种免疫探针降解PCR层析核酸检测法，其层析检测的特征在于：使用抗原抗体三

层夹心法原理检测，使用的示踪物可以是肉眼可见的金颗粒，也可以是机器可以判读的荧

光微球。

[0015] 作为一个实施例，在免疫层析试纸应该包括样品垫、层析膜、加样垫、吸水垫等，在

样品垫上铺设标记生物素抗体的金颗粒，在检测线（T线）上标记地高辛抗体，在控制线（C

线）上标记多巴胺抗体。

[0016] 若扩增体系中不存在目的基因，那么免疫探针不被降解。体系中存留结构完整的

免疫探针和内标探针。将上述扩增产物滴入样品垫中，液体会由于虹吸效应向吸水垫方向

层析，金标颗粒标记的生物素抗体会和探针上的生物素分子结合，使金标颗粒结合在探针

的一端。

[0017] 层析至检测线（T）时，此处固定的地高辛抗体和免疫探针的地高辛一端的地高辛

分子结合，形成了地高辛抗体-地高辛-探针-生物素-生物素抗体-金颗粒的三层夹心结构，

将金颗粒截留于T线，肉眼可观测。若探针被讲解，则不能生成三层夹心结构，无法截留金颗

粒，则不发生显色。

[0018] 同里，内标探针的多巴胺一端，被控制线（C线）上的多巴胺抗体识别并结合，生物

素一端被金颗粒上标记的生物素抗体结合，形成三层夹心结构，在控制线（C线）聚集显色。

[0019] 一种免疫探针降解PCR层析核酸检测法，通过免疫层析试纸的显色程度或荧光程

度显示是否有目的基因的存在。

[0020] 本发明的优势在于。

[0021] 本发明提供了一种不依赖昂贵仪器，便于操作特点的基础上，兼顾灵敏性高，稳定

性强，不受二聚体、气溶胶等PCR技术自身特点的基因检测方法。通过特异性引物和特异性
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免疫探针双重保证反应的特异性，不受非特异性扩增和引物二聚体的影响，随着扩增的进

行，免疫探针被降解，而不是大量生成，避免了气溶胶对后续免疫层析测量结果的影响。针

对免测层析检测结果，可以表征待测样本中是否含有目的基因。同时引入等量内标探针作

为参比，确保了反应的灵敏度。

附图说明

[0022] 图1：层析试纸结构示意图。

[0023] 图2：HCV检测阳性结果。

[0024] 图3：HCV检测弱阳性结果。

[0025] 图4：HCV检测阴性对照结果。

具体实施方式

[0026] 实施例1。

[0027] 作为一种本发明的实施例，样本为HCV  2a分型感染血浆样本和阴性对照样本，使

用试剂盒法提取，试剂盒为宝瑞源生物技术（北京）有限公司生产的核酸纯化试剂（磁珠

法）。提取结束获得检测模板。

[0028] 配制反应体系如下：

.

其中设计的序列为：

上游引物：ATC  CCT  CGC  TTC  TAT  CCT  GAC；

下游引物：TTC  ATG  GCT  TGG  AAT  ATA  CTC  A。

[0029] 作为本发明的一个实施例，设计的免疫探针和内标探针的序列为：

免疫探针：地高辛-ATC  CCT  GTT  TTA  AAG  GCT  TGC  TTA  GGG-生物素；

内标探针：多巴胺-CCC  CTA  AAT  TGC  CCT  TCA  AAA  CTA  GAG-生物素。

[0030] 将上述混合液置于PCR仪上进行反应，循环参数设计如下。

[0031] 一种免疫探针降解PCR层析法的免疫层析试纸，作为一个实施例，在免疫层析试纸

应该包括样品垫、层析膜、加样垫、吸水垫等，在样品垫上铺设标记生物素抗体的金颗粒，在

检测线（T线）上标记地高辛抗体，在控制线（C线）上标记多巴胺抗体。
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[0032] 将反应结束后的扩增产物进行免疫层析检测。检测结果如附图1，C线显色深，T线

无显色，说明探针被降解，不能生成三层夹心结构，无法截留金颗粒，则不发生显色。结论是

待测样本为含有HCV  2a的目的基因，该血浆样本为HCV  2a阳性。

[0033] 检测结果显示如附图3，C线显色深，T线显色远远低于C线，说明探针被降解，但不

完全，该血浆样本为HCV  2a弱阳性。

[0034] 阴性对照样本T线显色，且与C线深浅一致，说明免疫探针未被降解，说明该样本为

HCV  2a阴性，见附图4  。

[0035] 以上实施例仅为本发明在HCV定性检测中的应用案例之一，而不是对本发明进行

的具体限定，本发明可以运用于微生物检测、转基因检测、体外诊断检测等所有与基因检测

有关的领域中，本领域技术人员，利用本发明的思想，设计的探针、标记分子、示踪物都应落

在本发明的保护范围内，例如应用本发明的设计思路，对甲肝病毒、乙肝病毒、转基因外源

启动子等检测，都属于对本发明的应用。同时，本领域内技术人员易知的、显而易见的对本

发明的改进，如各组分的用量的优化，也落入本发明的范围。
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图2

图3
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图4
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