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(57)摘要

本发明公开了一种肿瘤关联糖蛋白-72免疫

层析电化学检测试剂盒及制法。本发明的试剂盒

本发明从提高检测灵敏度与缩短检测时间出发，

将免疫层析技术与电化学分析技术优势相结合

提供了，即免疫层析技术特异性强、简单快速、易

于操作、结果容易判读等优点，又电化学分析法

具有灵敏度较高、准确度高、测量范围宽、仪器设

备较简单等特点的方便快速的肿瘤关联糖蛋白-

72检测试剂盒及制备方法。本发明的试剂盒操作

简单方便，灵敏度大幅提高，检测时间缩短至10

～20分钟。
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1.肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒，其特征在于，所述试剂盒包括：肿

瘤关联糖蛋白-72检测试纸条，所述肿瘤关联糖蛋白-72检测试纸条包含亚甲基蓝标肿瘤关

联糖蛋白-72抗体垫(1)、样品垫(2)、C线(3)和T线(4)，所述C线(3)和T线(4)划线或点样于

硝酸纤维素膜(5)上不同位置，所述硝酸纤维素膜(5)粘贴于底板(6)上，所述底板(6)一端

粘贴加厚吸水纸(7)，所述底板(6)另一端粘贴有所述亚甲基蓝标记肿瘤关联糖蛋白-72抗

体垫(1)和样品垫(2)，所述肿瘤关联糖蛋白-72检测试纸条还包含工作电极(8)、参比电极

(9)、辅助电极(10)贴片贴合于硝酸纤维素膜上T线(4)抗体区。

2.根据权利要求1所述的肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒，其特征在

于，所述肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒还包括反应溶液，样本稀释溶液，

清洗液。

3.根据权利要求1所述的肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒，其特征在

于，所述亚甲基蓝偶联肿瘤关联糖蛋白-72抗体垫(1)由亚甲基蓝偶联肿瘤关联糖蛋白-72

抗体、抗体垫结合稀释液和玻璃纤维素膜制成。

4.根据权利要求3所述的肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒，其特征在

于，所述亚甲基蓝偶联肿瘤关联糖蛋白-72抗体中亚甲基蓝和肿瘤关联糖蛋白-72的摩尔比

为5:1～50:1。

5.根据权利要求4所述的肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒，其特征在

于，所述抗体垫结合稀释液包含：PBS、蔗糖、海藻糖、BSA、PVP、表面活性剂和NaN3，所述PVP

质量浓度范围：0.5％～10％，所述表面活性剂浓度范围：0.5％～5％。

6.根据权利要求6所述的肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒，其特征在

于，所述反应液包含：浓度为0.1～10mM三氯化六铵合钌、浓度为0.1～20mM三(2-羧乙基)膦

盐酸盐。

7.肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒制备方法，其特征在于，方法包括如

下步骤：

亚甲基蓝标肿瘤关联糖蛋白-72抗体垫的制备；

层析试纸条C线与T线的制备；

层析试纸条的组装。

8.根据权利要求8所述的肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒制备方法，其

特征在于，所述亚甲基蓝标肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)抗体垫的制备方法为：

将肿瘤关联糖蛋白-72抗体和DMSO溶解亚甲基蓝-琥珀酰亚胺酯加入3ml  0 .02M  MES

(PH  8.0)，4℃轻轻摇晃过夜；标记抗体装入分子量10000D的透析袋，4℃在PBS溶液中透析

4h，用截留分子量30000D的超滤管离心浓缩，用保存液收集，4℃保存；将保存的亚甲基蓝标

记肿瘤关联糖蛋白-72抗体用垫结合稀释液按1：4稀释，铺于玻璃纤维素膜，真空干燥后密

封保存。

9.根据权利要求8所述的肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒制备方法，其

特征在于，所述层析试纸条C线与T线的制备方法为：将羊抗鼠IgG抗体稀释成1mg/ml、肿瘤

关联糖蛋白-72鼠单克隆抗体稀释成1mg/ml别划线或点样于硝酸纤维素膜上不同位置，C线

为羊抗鼠IgG线，T线为肿瘤关联糖蛋白-72鼠单克隆抗体线，于37度干燥2-3小时，密封保

存。
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10.根据权利要求8所述的肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒制备方法，

其特征在于，所述层析试纸条的组装方法为：

将含C线、T线的硝酸纤维素膜粘贴于底板中间，底板一端粘贴加厚吸水纸，另一端粘贴

上制作好的亚甲基蓝标记肿瘤关联糖蛋白-72抗体垫和样品垫，切条机切成所需大小试纸

条，将工作电极、参比电极、辅助电极贴片贴合于NC膜T线肿瘤关联糖蛋白-72抗体区，压卡

机压入塑料卡中，加入干燥剂，密封包装保存。
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肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒及制法

技术领域

[0001] 本发明属于肿瘤关联糖蛋白检测技术，特别涉及肿瘤关联糖蛋白-72。

背景技术

[0002] 肿瘤相关糖蛋白-72(TAG-72)是一种高分子质量的类黏液糖蛋白，主要表达在人

结肠癌、胃癌、卵巢癌、乳腺癌及肺癌中。其高表达常伴有恶性预后，几乎不表达于正常上皮

及良性病变中。已有研究表明TAG-72对多种恶性肿瘤有提示诊断价值。

[0003] 现有检测肿瘤相关糖蛋白-72的手段是ELISA法。检测酶联免疫吸附实验(ELISA)

即将已知的抗原或抗体吸附在固相载体表面，使酶标记的抗原抗体反应在固相表面进行的

技术。常用于检测大分子抗原和特异性抗体等，具有灵敏、简便、载体易于标准化等优点。

[0004] 酶联免疫吸附试验法虽然灵敏度较好，但其对实验人员操作技术要求高，操作过

程有些繁琐，检测时间长达几个小时。

发明内容

[0005] 为了解决上述现有各种方法的不足，本发明的目的是提供肿瘤关联糖蛋白-72免

疫层析电化学检测试剂盒及制法。本发明从提高检测灵敏度与缩短检测时间出发，将免疫

层析技术与电化学分析技术优势相结合提供了，即免疫层析技术特异性强、简单快速、易于

操作、结果容易判读等优点，又电化学分析法具有灵敏度较高、准确度高、测量范围宽、仪器

设备较简单等特点的方便快速的肿瘤关联糖蛋白-72检测试剂盒及制备方法。

[0006] 根据本发明的一方面提供了肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒，该

试剂盒包括：肿瘤关联糖蛋白-72检测试纸条，肿瘤关联糖蛋白-72检测试纸条包含亚甲基

蓝标肿瘤关联糖蛋白-72抗体垫、样品垫、C线和T线，C线和T线划线或点样于硝酸纤维素膜

上不同位置，硝酸纤维素膜粘贴于底板上，底板一端粘贴加厚吸水纸，底板另一端粘贴有所

述亚甲基蓝标记肿瘤关联糖蛋白-72抗体垫和样品垫，肿瘤关联糖蛋白-72检测试纸条还包

含工作电极、参比电极、辅助电极贴片贴合于硝酸纤维素膜上T线抗体区。其中样品垫即玻

璃纤维素膜。

[0007] 根据本发明的一方面提供了肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒，其

中上述亚甲基蓝标肿瘤关联糖蛋白-72抗体垫和样品垫是有接触的即重叠约2毫米、亚甲基

蓝标肿瘤关联糖蛋白-72抗体垫和硝酸纤维素膜有接触的即重叠约2毫米。抗体垫、样品垫

还有吸水纸为柔性材质和底板接触贴合的。

[0008] 根据本发明的另一方面提供了肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒，

该肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒还包括反应溶液，样本稀释溶液，清洗

液。

[0009] 根据本发明的另一方面提供了肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒，

该亚甲基蓝偶联肿瘤关联糖蛋白-72抗体垫由亚甲基蓝偶联肿瘤关联糖蛋白-72抗体、抗体

垫结合稀释液和玻璃纤维素膜制成。
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[0010] 根据本发明的另一方面提供了肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒，

其中亚甲基蓝偶联肿瘤关联糖蛋白-72抗体中亚甲基蓝和肿瘤关联糖蛋白-72的摩尔比为

5:1～50:1，最佳为30:1。

[0011] 根据本发明的另一方面提供了肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒，

其中抗体垫结合稀释液包含：PBS、蔗糖、海藻糖、BSA、PVP、表面活性剂和NaN3，PVP质量浓度

范围：0.5％～10％，表面活性剂浓度范围：0.5％～5％。本发明的还提供了一种抗体垫结合

稀释液组成为：10mM  PBS(74)，10％蔗糖，5％海藻糖，2％BSA，2％PVP，2％表面活性剂，

0.05％NaN3。本发明一方案的PVP浓度范围：0.5％～10％，最佳为2％；表面活性剂浓度范

围：0.5％～5％，最佳为2％。

[0012] 根据本发明的另一方面提供了肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒，

其中反应液包含：浓度为0.1～10mM三氯化六铵合钌(Ru(NH3)6
3+)和浓度为0.1～20mM三(2-

羧乙基)膦盐酸盐(TCEP)。其中三氯化六铵合钌最佳浓度1mM；三(2-羧乙基)膦盐酸盐

(TCEP)最佳浓度2mM。

[0013] 根据本发明的还有一方面提供了肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒

制备方法，该方法包括如下步骤：

[0014] 亚甲基蓝标肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)抗体垫的制备；

[0015] 层析试纸条C线与T线的制备；

[0016] 层析试纸条的组装。

[0017] 根据本发明的另一方面提供了肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒，

其中亚甲基蓝标肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)抗体垫的制备方法为：

[0018] 将肿瘤关联糖蛋白-72抗体和DMSO溶解亚甲基蓝-琥珀酰亚胺酯加入3ml  0 .02M 

MES(PH  8.0)，4℃轻轻摇晃过夜；标记抗体装入分子量10000D的透析袋，4℃在PBS溶液中透

析4h，用截留分子量30000D的超滤管离心浓缩，用保存液收集，4℃保存；将保存的亚甲基蓝

标记肿瘤关联糖蛋白-72抗体用垫结合稀释液按1：4稀释，铺于玻璃纤维素膜，真空干燥后

密封保存。

[0019] 根据本发明的另一方面提供了肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒，

层析试纸条C线与T线的制备方法为：将羊抗鼠IgG抗体稀释成1mg/ml、肿瘤关联糖蛋白-72

鼠单克隆抗体稀释成1mg/ml别划线或点样于硝酸纤维素膜上不同位置，C线为羊抗鼠IgG

线，T线为肿瘤关联糖蛋白-72鼠单克隆抗体线，于37度干燥2-3小时，密封保存。

[0020] 根据本发明的另一方面提供了肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒，

层析试纸条的组装方法为：

[0021] 将含C线、T线的硝酸纤维素膜粘贴于底板中间，PVC板一端粘贴加厚吸水纸，另一

端粘贴上制作好的亚甲基蓝标记肿瘤关联糖蛋白-72抗体垫和样品垫，切条机切成所需大

小试纸条，将工作电极、参比电极、辅助电极贴片贴合于NC膜T线肿瘤关联糖蛋白-72抗体

区，压卡机压入塑料卡中，加入干燥剂，密封包装保存。

[0022] 本发明从提高检测灵敏度与缩短检测时间出发，将免疫层析技术与电化学分析技

术优势相结合，提供一种方便快速的肿瘤关联糖蛋白-72免疫层析电化学检测试剂盒。

[0023] 本发明结合免疫层析和底物循环电化学法检测样本中肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-

72)。试纸条中检测线包被有肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)鼠单克隆抗体，质控线包被有羊
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抗鼠IgG抗体；在检测卡加样端的抗体垫有另一亚甲基蓝标记的肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-

72)鼠单克隆抗体。当样本中存在肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)抗原时，其先与亚甲基蓝标

记抗体反应，形成肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)～亚甲基蓝标抗肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-

72)抗体复合物，依靠毛细作用在纤维膜上层析，运行至检测线时，遇到包被抗体形成肿瘤

关联糖蛋白-72(TAG-72)抗体～肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)抗原～亚甲基蓝标肿瘤关联

糖蛋白-72(TAG-72)抗体复合物。滴加反应溶液后放入检测仪。反应液在试纸条检测区与抗

体复合物中的亚甲基蓝形成氧化还原反应，循环产生电流，电流大小与抗体复合物中亚甲

基蓝标肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)抗体量成正比。依据检测仪内置标准曲线计算出样本

中肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)浓度或含量。

[0024] 本发明的其中一种方案试剂盒组成为：

[0025]

  试剂盒组成 包装 保存条件

1 肿瘤关联糖蛋白-72检测试纸条 10条 4℃

2 反应溶液 2ml 4℃

3 样本稀释溶液 4ml 4℃

4 清洗液 2ml 4℃

[0026] 用本发明试剂盒检测肿瘤关联糖蛋白-72的步骤：

[0027] 1.处理待测样本，制备待测样本溶液；

[0028] 2.将室温平衡肿瘤关联糖蛋白-72检测试纸条从密封包装取出；

[0029] 3.取待80ul样本溶液加入试纸条样本孔，样本孔无明显液体后滴加80ul清洗液；

[0030] 4.待清洗液流尽，加入80ul反应溶液；

[0031] 5.将试纸条放入内置标准曲线检测仪，检测试纸条检测区产生的电流大小。

[0032] 6.依据检测仪内置标准曲线计算出样本中肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)浓度或含

量。

[0033] 注意：先将试剂盒中的肿瘤关联糖蛋白-72检测试纸条、反应溶液、样本稀释溶液、

清洗液在室温放置20～30分钟进行室温平衡。

附图说明

[0034] 图1是本发明的一实施例中肿瘤关联糖蛋白-72检测试盒中试剂纸条结构示意；

[0035] 图2是本发明的一实施例中标准曲线图。

具体实施方式

[0036] 实施例1试剂盒制备

[0037] 肿瘤关联糖蛋白-72检测试纸条制备：

[0038] 1.亚甲基蓝标肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)抗体垫制备

[0039] 1.1亚甲基蓝偶联肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)抗体

[0040] 将1mg肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)抗体、300ul  DMSO溶解亚甲基蓝-琥珀酰亚胺

酯(1mg/ml)加入3ml  0.02M  MES(PH  8.0)，4℃轻轻摇晃过夜。标记抗体装入透析袋(分子

量：10000D)，4℃在PBS溶液中透析4h，用截留分子量30000D的超滤管离心浓缩，用保存液收
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集，4℃保存。

[0041] 1.2制作亚甲基蓝标记肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)抗体垫

[0042] 垫结合稀释液：10mM  PBS(74)，10％蔗糖，5％海藻糖，2％BSA，2％PVP，2％表面活

性剂，0.05％NaN3。

[0043] 将保存的亚甲基蓝标记肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)抗体用垫结合稀释液按1：4

稀释，铺于玻璃纤维素膜(Ahlstrom  8964)，真空干燥后密封保存。

[0044] 2.层析试纸条C线与T线制备

[0045] 将羊抗鼠IgG抗体稀释成1mg/ml、肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)鼠单克隆抗体稀释

成1mg/ml别划线或点样于硝酸纤维素膜(NC膜)上不同位置，于37度干燥2～3小时，密封保

存。

[0046] 3.层析试纸条的组装

[0047] 将含C线、T线的硝酸纤维素膜(NC膜)粘贴于PVC底板(DB-6)中间，PVC板一端粘贴

加厚吸水纸，另一端粘贴上制作好的亚甲基蓝标记肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)抗体垫和

样品垫，切条机切成所需大小试纸条，将工作电极、参比电极、辅助电极贴片贴合于NC膜T线

肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)抗体区，压卡机压入塑料卡中，加入干燥剂，密封包装保存。反

应溶液：

[0048] PBS中含有1mM三氯化六铵合钌(Ru(NH3)63+)；2mM三(2-羧乙基)膦盐酸盐(TCEP)。

[0049] 样本稀释溶液:

[0050] PBS中含0.2％Tween  20。

[0051] 清洗液:

[0052] PBS中含0.2％Tween  20；0.5％BSA。

[0053] 实施例2检测血液样本中肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)含量。

[0054] 1.将肿瘤关联糖蛋白-72检测试纸盒于室温平衡。

[0055] 2.处理样本1～8，制备样本1～8溶液；

[0056] 3.将室温平衡肿瘤关联糖蛋白-72检测试纸条从密封包装取出；

[0057] 3.取待80ul样本溶液加入试纸条样本孔，样本孔无明显液体后滴加80ul清洗液；

[0058] 4.待清洗液流尽，加入80ul反应溶液；

[0059] 5.将试纸条放入内置标准曲线检测仪，检测试纸条检测区产生的电流大小。试纸

条放入仪器内后，仪器开始连续监测检测区电流并记录，当电流低于背景值后不再记录电

流。仪器根据峰值电流数值代入标准曲线回归方程中得出所测样本中肿瘤关联糖蛋白-72

(TAG-72)浓度或含量。

[0060] 放入仪器中，检测时间5分钟之内。

[0061] 每批次样品制备工艺参数会波动，标准曲线(计算公式，标准曲线公式：Y＝aX+b，

a、b为常数，Y为样品所测浓度，X为样品所测电流值。)会参考标准品而校准以便得出更准确

数值。

[0062] 6.依据检测仪内置标准曲线计算出样本中肿瘤关联糖蛋白-72(TAG-72)浓度或含

量。

[0063] 每个样品检测3次，实验结果如下：
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[0064]

[0065] 本发明操作简单方便，灵敏度大幅提高，检测时间缩短至10～20分钟。

[0066] 上述的实施例是为了进一步说明本发明的一些优选实施例，并非全部实施例。本

领域专业人员在没有进行创造性劳动的前提下做出的基于本发明的其他实施例，都属于本

发明的权利保护范围。
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