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(57)摘要

本实用新型涉及一种快速定量检测抗CCP抗

体的免疫荧光层析试剂盒，试剂盒包括检测卡和

套设在检测卡外周的护套，检测卡包括底板、设

于底板上的硝酸纤维素膜、设于底板上的且分别

位于硝酸纤维素膜长度方向两侧的样本垫和吸

水纸、设于硝酸纤维素膜上的检测线和质控线，

护套包括分别位于检测卡上方和下方的上盖和

下盖，上盖开设有分别与硝酸纤维素膜和样本垫

对应的可视窗和加样口，上盖还开设有用于添加

缓冲液的缓冲液添加口。本实用新型快速定量检

测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒，相较于

ELISA和化学发光法，操作简单，耗时短，成本低。

本试剂盒可以定性、定量测定抗CCP抗体，弥补了

胶体金免疫层析法无法定量检测抗CCP抗体的不

足。
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1.一种快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒，所述试剂盒包括检测卡和套

设在所述检测卡外周的护套，其特征在于：所述检测卡包括底板、设于所述底板上的硝酸纤

维素膜、设于所述底板上的且分别位于所述硝酸纤维素膜长度方向两侧的样本垫和吸水

纸、设于所述硝酸纤维素膜上的检测线和质控线，所述护套包括分别位于所述检测卡上方

和下方的上盖和下盖，所述上盖开设有分别与所述硝酸纤维素膜和样本垫对应的可视窗和

加样口，所述上盖还开设有用于添加缓冲液的缓冲液添加口，所述缓冲液添加口位于所述

加样口远离所述可视窗的一侧且与所述样本垫相对应设置，所述检测线和质控线有且仅设

置有一条。

2.根据权利要求1所述的快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒，其特征在

于：所述缓冲液由包含有牛血清白蛋白、Tween  20及抗人IgG标记的荧光微球的Tris缓冲液

构成。

3.根据权利要求1所述的快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒，其特征在

于：所述检测线位于靠近所述样本垫的一侧，所述质控线位于靠近所述吸水纸的一侧。

4.根据权利要求1~3中任一项所述的快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒，

其特征在于：所述检测线由包含有PBS缓冲液的CCP抗原检测溶液包被于所述硝酸纤维素膜

上构成。

5.根据权利要求1~3中任一项所述的快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒，

其特征在于：所述质控线由包含有PBS缓冲液的羊抗鼠IgG抗体质控溶液包被于所述硝酸纤

维素膜上构成。

6.根据权利要求1所述的快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒，其特征在

于：所述样本垫的材质为玻璃纤维。

7.根据权利要求1所述的快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒，其特征在

于：所述硝酸纤维素膜、样本垫和吸水纸沿所述底板的长度方向将所述底板覆盖，所述样本

垫的长度为所述底板长度的1/4~1/3。

8.根据权利要求1所述的快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒，其特征在

于：所述样本垫的靠近所述硝酸纤维素膜的一侧覆盖在所述硝酸纤维素膜之上，所述吸水

纸的靠近所述硝酸纤维素膜的一侧覆盖在所述硝酸纤维素膜之上。

9.根据权利要求1所述的快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒，其特征在

于：所述护套还包括形成于所述上盖的内表面且分别位于所述可视窗长度方向两侧的压条

柱和压条板。

10.根据权利要求1所述的快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒，其特征在

于：所述护套还包括分别形成于所述下盖长度方向两侧的第一限位框和第二限位框、形成

所述下盖中部且位于所述下盖宽度方向两侧的压块。
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一种快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒

技术领域

[0001] 本实用新型涉及一种快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒。

背景技术

[0002] 抗环瓜氨酸肽抗体（CCP）是风湿自身抗体系统的一种，它是一种环状聚丝蛋白的

多肽片段，是以IgG型为主的抗体，对类风湿性关节炎（RA）具有很好的特异性和敏感性。类

风湿性关节炎（RA）是一种常见的慢性自身免疫性疾病。在全世界大约有1%的人罹患此病。

RA能引起关节的疼痛、僵直及肿胀。在发病两年内极可能出现不可逆的骨关节损伤，并可引

起多种并发症，如神经系统疾病、心包炎、淋巴腺炎等。因此，及早诊断RA并及时给予缓解病

情的药物治疗，对控制病情非常重要。CCP抗体对类风湿性关节炎（RA）具有相当高的特异性

和敏感性（68%~75%），即使是RA早期患者，敏感度也有40%~60%。虽然抗CCP抗体在RA发病的

致病机制尚未阐明，但作为疾病的早期诊断和进展标记显示了较好的前景。抗CCP抗体主要

为IgG类抗体，对RA的特异性约为96%，在RA的早期阶段即可出现阳性，并且具有很高的阳性

预报道。抗CCP抗体除早期诊断RA外，对疾病的预后评估也有重要意义，它是鉴别侵蚀性、非

侵蚀性RA的灵敏指标，抗CCP抗体阳性患者通常出现、或较抗体阴性者更易发展成更严重的

关节骨质破坏。目前抗环瓜氨酸肽  (CCP)  抗体的检测方法主要包括酶联免疫试验

(ELISA)、化学发光法(CLIA)、胶体金免疫层析法、荧光免疫层析法等，这些方法都有各自的

优势和缺点。

[0003] 在目前较常用的抗环瓜氨酸肽  (CCP)  抗体的检测方法中，ELISA法操作程序烦

琐，完成整个实验过程需三小时左右，亦需要专业免疫学技术人员在实验室中进行实验操

作。化学发光法成本高，在基层医疗机构的实验室和小型门诊中较难实现该检测项目的广

泛应用。胶体金层析只能定性或半定量检测抗CCP抗体。传统免疫荧光层析检测抗CCP抗体

采用一步法检测，因CCP抗原小肽难以同待检测物（抗CCP抗体）充分结合，导致检测的灵敏

度低、准确性差。

发明内容

[0004] 本实用新型所要解决的技术问题是克服现有技术的不足，提供一种快速定量检测

抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒，其操作简单，耗时短，可以定性及定量测定抗CCP抗体，

且成本较低。

[0005] 为解决上述技术问题，本实用新型采取的技术方案如下：

[0006] 一种快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒，试剂盒包括检测卡和套设

在检测卡外周的护套，检测卡包括底板、设于底板上的硝酸纤维素膜、设于底板上的且分别

位于硝酸纤维素膜长度方向两侧的样本垫和吸水纸、设于硝酸纤维素膜上的检测线和质控

线，护套包括分别位于检测卡上方和下方的上盖和下盖，上盖开设有分别与硝酸纤维素膜

和样本垫对应的可视窗和加样口，上盖还开设有用于添加缓冲液的缓冲液添加口，缓冲液

添加口位于加样口远离可视窗的一侧且与样本垫相对应设置，检测线和质控线有且仅设置
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有一条。

[0007] 根据两步法检测的操作需求，增设了缓冲液添加口，其作用一是延长样本流动时

间，使待测样本中的抗CCP抗体与硝酸纤维素膜上包被的CCP抗原充分结合，提高检测灵敏

度。作用二是提示用户准确加样，检测时可以根据缓冲液添加口处的样本垫浸润情况进行

判断，以免错加或漏加缓冲液，在同时使用多卡条分别检测多个样本时尤为重要。

[0008] 优选地，缓冲液由包含有牛血清白蛋白、Tween  20及抗人IgG标记的荧光微球的

Tris缓冲液构成。

[0009] 优选地，检测线位于靠近样本垫的一侧，质控线位于靠近吸水纸的一侧。

[0010] 优选地，检测线由包含有PBS缓冲液的CCP抗原检测溶液包被于硝酸纤维素膜上，

[0011] 优选地，质控线由包含有PBS缓冲液的羊抗鼠IgG抗体质控溶液包被于硝酸纤维素

膜上构成。

[0012] 优选地，样本垫的材质为玻璃纤维。

[0013] 优选地，硝酸纤维素膜、样本垫和吸水纸沿底板的长度方向将底板覆盖，样本垫的

长度为底板长度的1/4~1/3。

[0014] 优选地，样本垫的靠近硝酸纤维素膜的一侧覆盖在硝酸纤维素膜之上，吸水纸的

靠近硝酸纤维素膜的一侧覆盖在硝酸纤维素膜之上。

[0015] 优选地，护套还包括形成于上盖的内表面且分别位于可视窗长度方向两侧的压条

柱和压条板。

[0016] 优选地，护套还包括分别形成于下盖长度方向两侧的第一限位框和第二限位框、

形成下盖中部且位于下盖宽度方向两侧的压块。

[0017] 由于以上技术方案的实施，本实用新型与现有技术相比具有如下优点：

[0018] 本实用新型快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒，相较于ELISA和化学

发光法，操作简单，耗时短，成本低。本试剂盒可以定性、定量测定抗CCP抗体，弥补了胶体金

免疫层析法无法定量检测抗CCP抗体的不足。此外，相较于传统的免疫荧光层析，本试剂盒

采用两步法检测，大大提高了检测的灵敏度和准确性。

附图说明

[0019] 图1为本实用新型检测卡的侧向剖面结构示意图；

[0020] 图2为本实用新型上盖的俯视结构示意图；

[0021] 图3为本实用新型上盖的仰视结构示意图；

[0022] 图4为本实用新型下盖的俯视结构示意图；

[0023] 其中：10、底板；1、样本垫；2、硝酸纤维素膜；21、检测线；22、质控线；3、吸水纸；4、

上盖；401、加样口；402；缓冲液添加口；403、可视窗；404、压条柱；405、压条板；5、下盖；501、

第一限位框；502、第二限位框；503、压块。

具体实施方式

[0024] 下面结合附图和具体的实施例对本实用新型做进一步详细的说明。

[0025] 如图1至图4所示，一种快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒，试剂盒包

括检测卡和套设在检测卡外周的护套，检测卡包括底板10、设于底板10上的硝酸纤维素膜
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2、设于底板10上的且分别位于硝酸纤维素膜2长度方向两侧的样本垫1（样本垫1的材质为

玻璃纤维）和吸水纸3、设于硝酸纤维素膜2上的检测线21和质控线22，护套包括分别位于检

测卡上方和下方的上盖4和下盖5（上盖4、下盖5均为塑料材质，），上盖4开设有分别与硝酸

纤维素膜2和样本垫1对应的可视窗403和加样口401，上盖4还开设有用于添加缓冲液的缓

冲液添加口402，缓冲液添加口402位于加样口401远离可视窗403的一侧且与样本垫1相对

应设置，检测线21和质控线22有且仅设置有一条，检测线21位于靠近样本垫1的一侧，质控

线22位于靠近吸水纸3的一侧。根据两步法检测的操作需求，增设了缓冲液添加口402，其作

用一是延长样本流动时间，使待测样本中的抗CCP抗体与硝酸纤维素膜2上包被的CCP抗原

充分结合，提高检测灵敏度。作用二是提示用户准确加样，检测时可以根据缓冲液添加口

402处的样本垫1浸润情况进行判断，以免错加或漏加缓冲液，在同时使用多卡条分别检测

多个样本时尤为重要。

[0026] 具体地，样本垫1的靠近硝酸纤维素膜2的一侧覆盖在硝酸纤维素膜2之上，吸水纸

3的靠近硝酸纤维素膜2的一侧覆盖在硝酸纤维素膜2之上，硝酸纤维素膜2、样本垫1和吸水

纸3沿底板10的长度方向将底板10覆盖，样本垫1的长度为底板10长度的1/4。

[0027] 缓冲液由包含有牛血清白蛋白、Tween  20及抗人IgG标记的荧光微球的Tris缓冲

液构成。检测线21由包含有缓冲液的CCP抗原检测溶液包被于硝酸纤维素膜2上，质控线22

由包含有缓冲液的羊抗鼠IgG抗体质控溶液包被于硝酸纤维素膜2上构成。经特殊修饰的

CCP抗原浓度为1.5mg/ml-2.5mg/ml，作为捕获抗原。羊抗鼠IgG抗体浓度为1-2mg/ml，作为

控制线。

[0028] 进一步地，护套还包括形成于上盖4的内表面且分别位于可视窗403长度方向两侧

的压条柱404和压条板405。护套还包分别形成于下盖5长度方向两侧的第一限位框501和第

二限位框502、形成下盖5中部且位于下盖5宽度方向两侧的压块503。

[0029] 本实用新型的快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒包括如下生产工

艺：

[0030] （一）将CCP抗原进行特殊修饰：

[0031] 1、配制1%  BSA溶于10mM  PBS缓冲液、50mg/ml  EDC溶于10mM  PBS缓冲液、4mg/ml 

CCP抗原溶于10mM  PBS缓冲液。2、按2:1:5的比例将步骤（1）中配制好的1%  BSA、50mg/ml 

EDC、4mg/ml  CCP抗原溶液混匀，置于摇床孵育2小时，孵育条件：室温，250rpm。3、将孵育后

的混合溶液（2）加入超滤管，14000xg离心12min。4、在超滤管中加入400ul  10mM  PBS缓冲

液，洗涤后14000xg离心12min。5、弃去过滤液，用10mM  PBS缓冲液洗涤管底并弃去清洗缓冲

液，不留残余液体。将超滤管倒扣，10000xg离心2min。6、取出管底浓缩液，用10mM  PBS缓冲

液复溶，终浓度2.5mg/ml，置于2-8℃保存。

[0032] （二）标记抗人IgG抗体于荧光微球：

[0033] 1、配制50mg/ml  EDC溶于10mM  PBS缓冲液。2、将20ul的300nm荧光微球加入至80ul 

10mM  PBS缓冲液中，震荡混匀。3、在荧光微球溶液（2）中加入2.5ul  EDC活化溶液（1），震荡

混匀，置于摇床活化15min，活化条件：室温，250rpm。4、用10mM  PBS缓冲液配制抗人IgG抗体

溶液，终浓度0.2mg/ml，配制体积100ul。5、将活化后的荧光微球溶液（3）置于离心机，

15000rpm，离心15min，弃上清。6、将0.2mg/ml的抗人IgG抗体溶液（4）加入至荧光微球（5）

中，震荡混匀。超声3min，再次震荡混匀后置于摇床孵育2小时，孵育条件：室温，250rpm。7、
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将20ul  封闭液（1%牛血清白蛋白溶于10mM  PBS缓冲液）加入至孵育后的荧光微球溶液（6）

中，置于摇床封闭2小时，封闭条件：室温，250rpm。8、将封闭好的荧光微球溶液（7）置于离心

机，15000rpm，离心15min，弃上清。9、将500ul  10mM  PBS缓冲液加入至（8），复溶荧光微球，

震荡混匀后置于离心机，15000rpm，离心15min，弃上清。10、将200ul微球保存液（0.1%BSA溶

于10mM  PBS缓冲液）加入至（9），复溶荧光微球，震荡混匀并超声3min，置于2-8℃保存。

[0034] （三）经修饰后的CCP抗原、羊抗鼠IgG抗体包被于NC膜

[0035] 1、配制CCP抗原检测线溶液：使用10mM  PBS缓冲液配制，终浓度为2mg/ml  CCP抗

原。2、配制羊抗鼠IgG质控线溶液：使用10mM  PBS缓冲液配制，终浓度为1mg/ml羊抗鼠IgG抗

体。3、将硝酸纤维素膜（NC膜）贴于底板，使用划膜喷金仪，将（1）（2）溶液以1ul/cm的划膜速

率划于NC膜。将经过上述处理的NC膜置于37℃烘箱烘烤2小时。

[0036] （四）样本垫封闭

[0037] 1、配制封闭液：使用50  mM  Tris缓冲液配制，终浓度为1%BSA、0.2%  Tween  20、

0.5%蔗糖。2、将上述封闭液均匀涂抹于样本垫，置于37℃烘箱烘烤2小时。

[0038] （五）检测卡制作

[0039] 1、NC膜置于37℃烘箱烘烤2小时后取出，分别将吸水纸和封闭好的样本垫贴于底

板上的相应位置。2、按固定尺寸裁切，将裁切后的检测卡置于护套下盖中的相应位置（吸水

纸一端置于第一限位框内，样本垫一端置于第二限位框内），安装护套上盖，按压固定。

[0040] （六）缓冲液配制

[0041] 1、配制基础缓冲液：0.1%牛血清白蛋白、0.1%  Tween20溶于50  mM  Tris缓冲液。2、

按1:250的比例，在基础缓冲液中添加抗人IgG抗体标记的荧光微球，震荡混匀。

[0042] 本实用新型试剂盒采用两步法检测样本，具体步骤如下：

[0043] 1、吸取40ul待测样本，滴加至样本加入口，计时3min。2、吸取40ul缓冲液，滴加至

缓冲液加入口，计时10min，将卡条插入免疫荧光分析仪，检测并读取数据及检测结果。

[0044] 综上所述，本实用新型快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒，相较于

ELISA和化学发光法，操作简单，耗时短，成本低。本试剂盒可以定性、定量测定抗CCP抗体，

弥补了胶体金免疫层析法无法定量检测抗CCP抗体的不足。此外，相较于传统的免疫荧光层

析，本试剂盒采用两步法检测，大大提高了检测的灵敏度和准确性。

[0045] 以上对本实用新型做了详尽的描述，其目的在于让熟悉此领域技术的人士能够了

解本实用新型的内容并加以实施，并不能以此限制本实用新型的保护范围，凡根据本实用

新型的精神实质所作的等效变化或修饰，都应涵盖在本实用新型的保护范围内。
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摘要(译)

本实用新型涉及一种快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光层析试剂盒，
试剂盒包括检测卡和套设在检测卡外周的护套，检测卡包括底板、设于
底板上的硝酸纤维素膜、设于底板上的且分别位于硝酸纤维素膜长度方
向两侧的样本垫和吸水纸、设于硝酸纤维素膜上的检测线和质控线，护
套包括分别位于检测卡上方和下方的上盖和下盖，上盖开设有分别与硝
酸纤维素膜和样本垫对应的可视窗和加样口，上盖还开设有用于添加缓
冲液的缓冲液添加口。本实用新型快速定量检测抗CCP抗体的免疫荧光
层析试剂盒，相较于ELISA和化学发光法，操作简单，耗时短，成本
低。本试剂盒可以定性、定量测定抗CCP抗体，弥补了胶体金免疫层析
法无法定量检测抗CCP抗体的不足。
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