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(57)摘要

本发明提供一种快速定量检测心肌肌钙蛋

白Ｉ与心型脂肪酸结合蛋白的免疫荧光试剂盒，

涉及生物技术领域。该试剂盒包括免疫荧光试剂

条，试纸条包括支撑垫片、检测膜、过滤垫片、吸

水垫片和样本垫片；样本垫片包被有红细胞阻断

剂，检测膜上依次设有心肌肌钙蛋白Ｉ、心型脂肪

酸结合蛋白测试带和质控带，心肌肌钙蛋白Ｉ、心

型脂肪酸结合蛋白测试带分别包被有心肌肌钙

蛋白Ｉ抗体A和心型脂肪酸结合蛋白抗体A，质控

带上包被有抗链霉亲和素抗体，偶合物垫片上包

被有异嗜性抗体阻断剂、荧光染料偶合物。本发

明免疫荧光试剂盒能够快速、准确、高灵敏度的

同时检测样本中的心肌肌钙蛋白Ｉ与心型脂肪酸

结合蛋白，有助于快速诊断心肌梗死和微小型心

肌损伤。
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1.一种快速定量检测心肌肌钙蛋白Ｉ与心型脂肪酸结合蛋白的免疫荧光试剂盒，其特

征在于包括免疫荧光试剂条，所述试纸条包括支撑垫片、设置于所述支撑垫片上的检测膜，

所述检测膜的两端分别连接有过滤垫片和吸水垫片，所述过滤垫片连接有偶合物垫片，所

述偶合物垫片的另一端连接有样本垫片；所述样本垫片包被有红细胞阻断剂，自样本垫片

至吸水垫片方向所述检测膜上依次设有心肌肌钙蛋白Ｉ测试带、心型脂肪酸结合蛋白测试

带和质控带，所述心肌肌钙蛋白Ｉ测试带包被有心肌肌钙蛋白Ｉ抗体A，所述心型脂肪酸结合

蛋白测试带包被有心型脂肪酸结合蛋白抗体A，所述质控带上包被有抗链霉亲和素抗体，所

述偶合物垫片上包被有异嗜性抗体阻断剂、荧光染料标记的心肌肌钙蛋白Ｉ抗体B和心型脂

肪酸结合蛋白抗体B。

2.根据权利要求1所述一种快速定量检测心肌肌钙蛋白Ｉ与心型脂肪酸结合蛋白的免

疫荧光试剂盒，其特征在于所述心肌肌钙蛋白Ｉ抗体A是购自Hytest公司的鼠抗人心肌肌钙

蛋白Ｉ单克隆抗体，货号4T21；所述心型脂肪酸结合蛋白抗体A是购自Medix公司的鼠抗人心

型脂肪酸结合蛋白抗体，货号：  100292；所述抗链霉亲和素抗体购自Prospec公司，货号：

ANT-345。

3.根据权利要求1或2所述一种快速定量检测心肌肌钙蛋白Ｉ与心型脂肪酸结合蛋白的

免疫荧光试剂盒，其特征在于所述异嗜性抗体阻断剂购自Scantibodies  Laboratory公司，

货号：3KG775。

4.根据权利要求3所述一种快速定量检测心肌肌钙蛋白Ｉ与心型脂肪酸结合蛋白的免

疫荧光试剂盒，其特征在于所述红细胞阻断剂是小鼠抗人红细胞单克隆抗体。

5.根据权利要求4所述一种快速定量检测心肌肌钙蛋白Ｉ与心型脂肪酸结合蛋白的免

疫荧光试剂盒，其特征在于所述心肌肌钙蛋白Ｉ抗体B是Hytest公司的鼠抗人心肌肌钙蛋白

Ｉ单克隆抗体，货号为17F3，所述心型脂肪酸结合蛋白抗体B是Medix公司的鼠抗人心型脂肪

酸结合蛋白抗体，货号：100293。

6.根据权利要求5所述一种快速定量检测心肌肌钙蛋白Ｉ与心型脂肪酸结合蛋白的免

疫荧光试剂盒，其特征在于所述样本垫片、偶合物垫片、过滤垫片、检测膜和吸水垫片均设

置于支撑垫片上、且呈直线排布。

7.根据权利要求6所述一种快速定量检测心肌肌钙蛋白Ｉ与心型脂肪酸结合蛋白的免

疫荧光试剂盒，其特征在于所述心肌肌钙蛋白Ｉ测试带、心型脂肪酸结合蛋白测试带和质控

带三者平行。
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一种快速定量检测心肌肌钙蛋白I与心型脂肪酸结合蛋白的

免疫荧光试剂盒

技术领域

[0001] 本发明涉及生物技术领域，具体涉及一种快速定量检测心肌肌钙蛋白I  与心型脂

肪酸结合蛋白的免疫荧光试剂盒。

背景技术

[0002] 心肌肌钙蛋白I(cTnI)与心型脂肪酸结合蛋白(H-FABP)均是目前认为较好的心肌

损害标志物，可用于诊断心肌梗塞MI、评价溶栓治疗的效果、评价再栓塞或栓塞范围和危险

程度。心型脂肪酸结合蛋白(H-FABP)是早期标志物(症状出现6小时内血中就有增高)；心肌

肌钙蛋白I(cTnI)是确定标志物(发病后6-9  小时血中出现增高并持续数天，对心肌酸上的

敏感性和特异性都较高)  cTnI/h-FABP联合检测具有一定得临床价值，可应用于心内科，急

诊科，检验科，儿科，外科病房，血液科，肿瘤科等多个科室以及各基层医院，可大大缩短出

报告时间。这项应用使医生能在第一时间获得临床检验结果，有利于迅速做出决策并采取

干预措施，使急危重症患者得到及时诊断、救治，大大加快患者接受进一步治疗的进程，同

时可以更好地实施急诊流程管理，提高患者满意度。

[0003] 现有技术中，检测心肌肌钙蛋白I(cTnI)与心型脂肪酸结合蛋白(H-FABP)  的方

法，灵敏度低，对于无心电图改变和无临床典型症状的微小型心肌损伤患者，不能更早发现

心肌损伤。另外，现有检测方法还存在耗时长的问题。

发明内容

[0004] 本发明的目的是提供一种快速定量检测心肌肌钙蛋白I与心型脂肪酸结合蛋白的

免疫荧光试剂盒，能够快速、准确、高灵敏度的同时检测全血、血清或血浆中的心肌肌钙蛋

白I与心型脂肪酸结合蛋白，有助于快速诊断心肌梗死和微小型心肌损伤。

[0005] 本发明的目的采用如下技术方案实现。

[0006] 一种快速定量检测心肌肌钙蛋白I与心型脂肪酸结合蛋白的免疫荧光试剂盒，包

括免疫荧光试剂条，所述试纸条包括支撑垫片、设置于所述支撑垫片上的检测膜，所述检测

膜的两端分别连接有过滤垫片和吸水垫片，所述过滤垫片连接有偶合物垫片，所述偶合物

垫片的另一端连接有样本垫片；所述样本垫片包被有红细胞阻断剂，自样本垫片至吸水垫

片方向所述检测膜上依次设有心肌肌钙蛋白  I测试带、心型脂肪酸结合蛋白测试带和质控

带，所述心肌肌钙蛋白I测试带包被有心肌肌钙蛋白I抗体A，所述心型脂肪酸结合蛋白测试

带包被有心型脂肪酸结合蛋白抗体A，所述质控带上包被有抗链霉亲和素抗体，所述偶合物

垫片上包被有异嗜性抗体阻断剂、荧光染料标记的心肌肌钙蛋白I抗体B和心型脂肪酸结合

蛋白抗体B。

[0007] 在本发明中，所述心肌肌钙蛋白I抗体A是购自Hytest公司的鼠抗人心肌肌钙蛋白

I单克隆抗体，货号4T21；所述心型脂肪酸结合蛋白抗体A是购自  Medix公司的鼠抗人心型

脂肪酸结合蛋白抗体，货号：100292；所述抗链霉亲和素抗体购自Prospec公司，货号：ANT-
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345。

[0008] 在本发明中，所述异嗜性抗体阻断剂购自Scantibodies  Laboratory公司，货号：

3KG775。

[0009] 在本发明中，所述红细胞阻断剂是小鼠抗人红细胞单克隆抗体。

[0010] 在本发明中，所述心肌肌钙蛋白I抗体B是Hytest公司的鼠抗人心肌肌钙蛋白I单

克隆抗体，货号为17F3，所述心型脂肪酸结合蛋白抗体B是Medix公司的鼠抗人心型脂肪酸

结合蛋白抗体，货号：100293。

[0011] 在本发明中，所述样本垫片、偶合物垫片、过滤垫片、检测膜和吸水垫片均设置于

支撑垫片上、且呈直线排布。

[0012] 在本发明中，所述心肌肌钙蛋白I测试带、心型脂肪酸结合蛋白测试带和质控带三

者平行。

[0013] 本发明试剂盒可以用于快速、准确、高灵敏度的检测全血、血清和血浆中的  cTnI

和H-FABP，有助于快速诊断心肌梗死。本发明试纸条对样本中cTnI的检测限为0.04ng/ml，

检测的线性范围是0.06ng/ml～40ng/ml；对H-FABP的检测限为2ng/ml，检测的线性范围是

2ng/ml～256ng/ml。在线性范围内，剂量-反应曲线相关系数(r)不低于0.990。由于本发明

试剂盒的检测限浓度较低，因此对于无心电图改变和无临床典型症状的微小型心肌损伤患

者，能被更早发现。另外，本发明试纸条重复性检测结果的变异系数均<10％，说明本试剂检

测结果重复性好，精密度高。

附图说明

[0014] 图1是本发明中试纸条的结构简图，其中1-样本垫片，2-偶合物垫片，3-  过滤垫

片，4-检测膜，5-支撑垫片，6-吸水垫片。

具体实施方式

[0015] 实施例1制备定量检测心肌肌钙蛋白I与心型脂肪酸结合蛋白的免疫荧光

[0016] 试剂条

[0017] 定量检测心肌肌钙蛋白I与心型脂肪酸结合蛋白的免疫荧光试剂条，该试纸条包

括支撑垫片5、设置于支撑垫片上的检测膜4，检测膜的两端分别连接有过滤垫片3和吸水垫

片6，过滤垫片连接有偶合物垫片2，偶合物垫片的另一端连接有样本垫片1，其中样本垫片

包被有红细胞阻断剂，自样本垫片至吸水垫片方向检测膜上依次设有心肌肌钙蛋白I测试

带、心型脂肪酸结合蛋白测试带和质控带，心肌肌钙蛋白I测试带包被有心肌肌钙蛋白I抗

体，心型脂肪酸结合蛋白测试带包被有心型脂肪酸结合蛋白抗体，质控带上包被有抗链霉

亲和素抗体，偶合物垫片上包被有异嗜性抗体阻断剂、荧光染料标记的心肌肌钙蛋白I抗体

和心型脂肪酸结合蛋白抗体。

[0018] 样本垫片采用如下方法制备：将小鼠抗人红细胞单克隆抗体采用含有0.5％  (质

量百分浓度)牛血清白蛋白的PBS缓冲液，配制成终浓度为1.35mg/ml的溶液，使用均匀喷涂

的方法对玻璃纤维垫片进行包被，包被后37℃烘干24小时，得到样本垫片，保存备用。

[0019] 偶合物垫片采用如下方法制备：将鼠抗人心肌肌钙蛋白I单克隆抗体(购自 

Hytest公司，货号17F3)采用生物素进行标记，采用链霉亲和素标记荧光染料  ALEXA  FLUOR 
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488(购自Invitrogen公司，货号A10266)，然后将两者按链霉亲和素与生物素的摩尔比为1：

4混合于pH＝8.4的磷酸缓冲液中，25℃孵育30min，两者桥连形成心肌肌钙蛋白I抗体-生物

素-链霉亲和素-荧光偶合物(缩写为偶合物A)。以含有0.5％牛血清白蛋白的磷酸缓冲液为

溶剂，配制0.34mg/ml的偶合物A溶液。将鼠抗人心型脂肪酸结合蛋白抗体(购自Medix公司，

货号：100293)  采用生物素进行标记，采用链霉亲和素标记荧光染料ALEXA  FLUOR  488(购

自  Invitrogen公司，货号A10266)，然后将两者按链霉亲和素与生物素的摩尔比为  1：4混

合于pH＝8.4的磷酸缓冲液中，25℃孵育30min，两者桥连形成心型脂肪酸结合蛋白抗体-生

物素-链霉亲和素-荧光偶合物(缩写为偶合物B)。以含有0.5％牛血清白蛋白的磷酸缓冲液

为溶剂，配制浓度为0.21mg/ml的偶合物B溶液。将偶合物A、偶合物B溶液用均匀划线的方式

分别包被在同一张玻璃纤维垫片上，包被区域均为带状、且相互平行，然后用均匀喷涂的方

式封闭0 .7mg/ml的异嗜性抗体阻断剂(购自Scantibodies  Laboratory公司，货号：

3KG775)，真空抽干，得到偶合物垫片，备用。

[0020] 检测膜采用如下方法制备：自样本垫片至吸水垫片方向(即按样本流动的方向)，

在硝酸纤维素膜上依次包被心肌肌钙蛋白I测试带、心型脂肪酸结合蛋白测试带和质控带。

将鼠抗人心肌肌钙蛋白I单克隆抗体(购自Hytest公司，货号4T21)用磷酸缓冲液稀释成终

浓度为0.65mg/ml的溶液，使用均匀划线的方式包被在硝酸纤维膜上形成心肌肌钙蛋白I测

试带。将鼠抗人心型脂肪酸结合蛋白抗体(购自Medix公司，货号：100292)用磷酸缓冲液稀

释成终浓度为0.36mg/ml 的溶液，使用均匀划线的方式包被在硝酸纤维素膜上形成心型脂

肪酸结合蛋白测试带。将鼠抗链霉亲和素抗体(购自Prospec公司，货号：ANT-345)加入含有 

0.5％牛血清白蛋白的磷酸缓冲液，配制成终浓度为0.018mg/ml的溶液，使用均匀划线的方

式包被在硝酸纤维膜上形成质控带。

[0021] 支撑垫片的材质为聚氯乙烯。

[0022] 吸水垫片的材质为玻璃纤维和棉绒混合(购自Ahlstrom公司，货号：320)。

[0023] 过滤垫片的材料为棉纤维。

[0024] 样本垫片1、偶合物垫片2、过滤垫片3、检测膜4和吸水垫片6均设置于支撑垫片5

上、且呈直线排布。

[0025] 心肌肌钙蛋白I测试带、心型脂肪酸结合蛋白测试带和质控带三者平行。

[0026] 在支撑垫片上，将样本垫片、偶合物垫片、过滤垫片和检测膜沿着样本流动方向依

次搭接，吸水垫片搭接在检测膜样本流动方向的末端，得到免疫荧光试纸条。

[0027] 实施例2免疫荧光试纸条的灵敏度及检测线性范围

[0028] 本发明免疫荧光试纸条(实施例1制备)的使用方法：取临床病人血浆样本  60ul滴

加在免疫荧光试纸条的样本垫片上，在18℃条件下孵育8min后，置于瑞莱TZ-301型免疫荧

光检测仪中进行检测，按照常规方法，计算获得cTnI和  H-FABP浓度，具体来说通过检测测

试带与质控带上的荧光强度，计算相对光密度，然后通过相对光密度-浓度标准曲线计算得

出cTnI和H-FABP浓度。将临床  cTnI阳性血浆样本倍比稀释，并使用贝克曼库尔特Enhanced 

Accu  TnI试剂(国食药监械(进)字2013第2401177号)检测cTnI的浓度，其结果为0.06ng/

ml、  0.3125ng/ml、0.625ng/ml、2.5ng/ml、10ng/ml、40ng/ml。将临床H-FABP阳性样本倍比

稀释并使用Biolinks心型脂肪酸结合蛋白H-FABP检测试剂盒(国食药监械(进)字2012第

2402682号)定值，其结果2ng/ml、8ng/ml、32ng/ml、128ng/ml、  256ng/ml。采用本发明免疫
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荧光试纸条检测各浓度临床cTnI阳性样本和临床  H-FABP阳性样本，每个稀释浓度测试3

次，分别求出检测结果的均值。以现有检测方法检测到的浓度为自变量x，以本发明免疫荧

光试纸条检测结果均值为因变量y,对两组数据进行回归分析，求出线性回归方程(即剂量-

反应曲线)，计算线性回归的相关系数。结果如下表1和表2。

[0029] 表1现有检测方法与本发明试纸条对cTnI的检测结果

[0030]

现有检测方法对cTnI的定值结果(ng/ml) 本发明试纸条测试结果平均值(ng/ml) 

0.06 0.06 

0.3125 0.25 

0.625 0.58 

2.5 2.66 

10 9.48 

40 38.74 

线性回归相关系数 0.9951 

[0031] 表2现有检测方法与本发明试纸条对H-FABP的检测结果

[0032]

[0033] 结果可知，本发明试纸条对cTnI检测的线性范围是0.06ng/ml～40ng/ml，对H-

FABP检测的线性范围是2ng/ml～256ng/ml，在线性范围内，剂量-反应曲线相关系数(r)不

低于0.990。

[0034] 采用上述方法检测本发明试纸条对全血样本中cTnI和H-FABP的检测灵敏度，结果

发现本发明试纸条对全血样本中cTnI的检测限为0.04ng/ml，对H-FABP  的检测限为2ng/

ml。

[0035] 实施例3

[0036] 采用本发明试纸条检测2份临床样本，每个样本重复10次检测。具体检测方法：取

临床病人样本(血清)60ul加入本发明试纸条的样本垫片上，在18℃条件下孵育8min后，置

于瑞莱TZ-301型免疫荧光检测仪中进行检测，通过检测测试带与质控带上的荧光强度，并

根据预设的计算公式和换算曲线得出cTnI  和H-FABP浓度，对同一样本检测结果进行平均

数、方差分析，并计算变异系数，结果如表3和表4。

[0037] 表3本发明试纸条对样本1中的cTnI和H-FABP浓度的检测结果
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[0038]

[0039] 表4本发明试纸条对样本2中的cTnI和H-FABP浓度的检测结果

[0040]

[0041]

[0042] 上述结果显示：重复性检测结果变异系数均<10％，说明本试剂检测结果重复性

好，精密度高。
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图1
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