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(57)摘要

本发明公开了一种胶体金利用标记羊抗鼠

二抗后间接连接鼠抗标记的金标免疫层析试纸

条的制备方法，包括以下步骤：（1）利用柠檬酸三

钠还原氯金酸制备胶体金溶液；（2）利用胶体金

溶液标记羊抗鼠二抗；（3）将需要标记的鼠抗加

入到上述标记羊抗鼠二抗的胶体金溶液；（4）将

上述间接标记鼠抗的胶体金溶液处理在结合垫

上；（5）将对应抗原处理在硝酸纤维素膜上；（6）

将硝酸纤维素膜、吸水纸、结合垫、样品垫贴于

PVC塑料底板上；（7）将制备好的金标免疫层析试

纸条按照产品质量标准进行质量鉴定。本发明的

优点是提高了金标免疫层析试纸条的检测灵敏

度并减少了标记使用的抗体量，在减少成本的同

时能提高试纸的性能，且检测结果稳定可靠。
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1.一种胶体金利用标记羊抗鼠二抗后间接连接鼠抗标记的金标免疫层析试纸条的制

备方法，其特征在于，包括以下步骤：

（1）利用柠檬酸三钠还原氯金酸制备胶体金溶液，制备的胶体金粒径在20nm〜30nm范

围内；

（2）利用胶体金溶液标记羊抗鼠二抗，使用0.1M碳酸钾溶液调整胶体金溶液的PH接近

羊抗鼠二抗的等电点，从而使胶体金溶液与羊抗鼠二抗形成牢固结合，由于这种结合是静

电结合，所以不影响抗体的生物特性。

2.除此之外，标记过程中还需注意体系中的离子浓度以及蛋白质纯度，并在标记后通

过离心浓缩的方式对胶体金溶液进行纯化及浓缩；

（3）将需要标记的鼠抗加入到上述标记羊抗鼠二抗的胶体金溶液，由于胶体金溶液上

标记了羊抗鼠二抗，所以鼠抗加入后能通过羊抗鼠二抗间接标记在胶体金溶液上；

（4）将上述间接标记鼠抗的胶体金溶液处理在结合垫上，需要注意处理的均一性以及

干燥保存条件；

（5）将对应抗原处理在硝酸纤维素膜上，将对应的抗原用1×PBS溶液稀释到合适浓度

后，使用划膜仪处理在硝酸纤维素膜上；

（6）将硝酸纤维素膜、吸水纸、结合垫、样品垫贴于PVC塑料底板上，切条并干燥保存。

3.如果是卡壳或笔型试纸，则需要将试纸条放置在卡壳的指定槽内；

（7）将制备好的金标免疫层析试纸条按照产品质量标准进行质量鉴定。

4.根据权利要求1所述的一种胶体金利用标记羊抗鼠二抗后间接连接鼠抗标记的金标

免疫层析试纸条的制备方法，其特征在于，所述步骤（1）中使用的还原剂为柠檬酸三钠。

5.根据权利要求1所述的一种胶体金利用标记羊抗鼠二抗后间接连接鼠抗标记的金标

免疫层析试纸条的制备方法，其特征在于，所述步骤（2）中胶体金直接标记的抗体是羊抗鼠

二抗。

6.根据权利要求1所述的一种胶体金利用标记羊抗鼠二抗后间接连接鼠抗标记的金标

免疫层析试纸条的制备方法，其特征在于，所述步骤（3）中待标记鼠抗是利用羊抗鼠间接连

接在胶体金溶液上。

7.根据权利要求1所述的一种胶体金利用标记羊抗鼠二抗后间接连接鼠抗标记的金标

免疫层析试纸条的制备方法，其特征在于，所述步骤（4）中结合垫为聚酯膜。
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一种胶体金利用标记羊抗鼠二抗后间接连接鼠抗标记的金标

免疫层析试纸条的制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及生物医药领域的体外诊断试剂技术领域，更具体地说，它涉及一种胶

体金利用标记羊抗鼠二抗后间接连接鼠抗标记的金标免疫层析试纸条的制备方法。

背景技术

[0002] 1971年Faulk和Taytor将胶体金引入免疫化学，此后免疫胶体金技术作为一种新

的免疫学方法。胶体金标记，实质上是蛋白质等高分子被吸附到胶体金颗粒表面的包被过

程。吸附机理可能是胶体金颗粒表面负电荷，与蛋白质的正电荷基团因静电吸附而形成牢

固结合。用还原法可以方便地从氯金酸制备各种不同粒径、也就是不同颜色的胶体金颗粒。

这种球形的粒子对蛋白质有很强的吸附功能，可以与葡萄球菌A蛋白、免疫球蛋白、毒素、糖

蛋白、酶、抗生素、激素、牛血清白蛋白多肽缀合物等非共价结合，因而在基础研究和临床实

验中成为非常有用的工具。

[0003] 羊抗鼠二抗是由鼠源性抗原注射到羊体内产生的抗体，同时具有能与胶体金结合

且能免疫鼠源性抗体的特性。

[0004] 胶体金免疫层析技术目前已经在体外诊断技术领域广泛运用，但现在传统胶体金

标记技术多为直接将待标记抗体直接标记在胶体金溶液上，耗费抗体过多且标记方法复

杂，从而影响胶体金免疫层析技术的发展及推广。

发明内容

[0005] 针对现有技术存在的不足，本发明的目的在于提供一种能解决上述胶体金标记问

题的制备方法，以解决上述背景技术中提出的问题。

[0006] 为实现上述目的，本发明提供如下技术方案：

一种胶体金利用标记羊抗鼠二抗后间接连接鼠抗标记的金标免疫层析试纸条的制备

方法，包括以下步骤：

（1）利用柠檬酸三钠还原氯金酸制备胶体金溶液，制备的胶体金粒径在20nm〜30nm范

围内；

（2）利用胶体金溶液标记羊抗鼠二抗，使用0.1M碳酸钾溶液调整胶体金溶液的PH接近

羊抗鼠二抗的等电点，从而使胶体金溶液与羊抗鼠二抗形成牢固结合，由于这种结合是静

电结合，所以不影响抗体的生物特性。除此之外，标记过程中还需注意体系中的离子浓度以

及蛋白质纯度，并在标记后通过离心浓缩的方式对胶体金溶液进行纯化及浓缩；

（3）将需要标记的鼠抗加入到上述标记羊抗鼠二抗的胶体金溶液，由于胶体金溶液上

标记了羊抗鼠二抗，所以鼠抗加入后能通过羊抗鼠二抗间接标记在胶体金溶液上；

（4）将上述间接标记鼠抗的胶体金溶液处理在结合垫上，需要注意处理的均一性以及

干燥保存条件；

（5）将对应抗原处理在硝酸纤维素膜上，将对应的抗原用1×PBS溶液稀释到合适浓度
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后，使用划膜仪处理在硝酸纤维素膜上；

（6）将硝酸纤维素膜、吸水纸、结合垫、样品垫贴于PVC塑料底板上，切条并干燥保存。如

果是卡壳或笔型试纸，则需要将试纸条放置在卡壳的指定槽内；

（7）将制备好的金标免疫层析试纸条按照产品质量标准进行质量鉴定。

[0007] 进一步的，所述步骤（1）中使用的还原剂为柠檬酸三钠。

[0008] 进一步的，所述步骤（2）中胶体金直接标记的抗体是羊抗鼠二抗。

[0009] 进一步的，所述步骤（3）中待标记鼠抗是利用羊抗鼠二抗间接连接在胶体金溶液

上。

[0010] 进一步的，所述步骤（4）中结合垫为聚酯膜。

[0011] 综上所述，本发明与现有技术相比具有以下有益效果：

1.本发明具有标记羊抗鼠二抗后可以用于其他任何鼠源性抗体的间接标记，且只需要

将带标记的鼠源性抗体加入已标记羊抗鼠二抗的胶体金中混匀即可，不需要每种抗体重复

标记过程，节省了多个产品的标记时间；

2.本发明通过标记羊抗鼠二抗从而间接标记鼠抗的方法能大幅度减少标记时所使用

的鼠抗量，且市场上鼠抗价格远远高于羊抗鼠二抗；

3.发明通过标记羊抗鼠二抗从而间接标记鼠抗的方法能大幅度提高产品灵敏度，以孕

酮胶体金免疫层析试纸条为例，目前市场上已有多种孕酮胶体金免疫层析试纸条，但灵敏

度多低于2ng/ml，应用本发明的胶体金标记羊抗鼠二抗后间接标记抗体的方法后，能将胶

体金免疫层析试纸条的灵敏度提高到0.5ng/ml以上；

4.本发明所制备的胶体金免疫层析试纸条，操作简便，原料节省，检测结果准确且灵敏

度高，具有较强的实用价值和显示意义。

[0012] 为更清楚地阐述本发明的结构特征和功效，下面结合具体实施例来对本发明进行

详细说明。

具体实施方式

[0013] 下面结合具体实施例对本发明的技术方案做进一步的说明，但所举实例不作为对

本发明的限定。

[0014] 本发明的一种胶体金利用标记羊抗鼠二抗后间接连接鼠抗标记的金标免疫层析

试纸条的制备方法，包括以下步骤：

1）利用柠檬酸三钠还原氯金酸制备胶体金溶液，制备的胶体金粒径在20nm〜30nm范围

内；

2）利用胶体金溶液标记羊抗鼠二抗，使用0.1  M碳酸钾溶液调整胶体金溶液的PH接近

羊抗鼠二抗的等电点，从而使胶体金溶液与羊抗鼠二抗形成牢固结合，由于这种结合是静

电结合，所以不影响抗体的生物特性。除此之外，标记过程中还需注意体系中的离子浓度以

及蛋白质纯度，并在标记后通过离心浓缩的方式对胶体金溶液进行纯化及浓缩；

3）将需要标记的鼠抗加入到上述标记羊抗鼠二抗的胶体金溶液，以孕酮胶体金免疫层

析试纸为例，由于胶体金溶液上标记了羊抗鼠二抗，所以鼠源性孕酮抗体加入后能通过羊

抗鼠二抗间接标记在胶体金溶液上；

4）将上述间接标记鼠源性孕酮抗体的胶体金溶液处理在结合垫上，需要注意处理的均
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一性以及干燥保存条件；

5）将孕酮重组抗原处理在硝酸纤维素膜上，将对应的抗原用1×PBS溶液稀释到合适浓

度后，使用划膜仪处理在硝酸纤维素膜上；

6）将硝酸纤维素膜、吸水纸、结合垫、样品垫贴于PVC塑料底板上，切条并干燥保存。如

果是卡壳或笔型试纸，则需要将试纸条放置在卡壳的指定槽内；

7）将制备好的金标免疫层析试纸条按照产品质量标准进行质量鉴定。

[0015] 优选的，在本实施例中，进一步的，所述步骤1）中使用的还原剂为柠檬酸三钠。

[0016] 进一步的，所述步骤2）中胶体金直接标记的抗体是羊抗鼠二抗。

[0017] 进一步的，所述步骤3）中待标记鼠抗是利用羊抗鼠二抗间接连接在胶体金溶液上

进一步的，所述步骤4）中结合垫为聚酯膜。

[0018] 本发明具有以下优点：

1.本发明具有标记羊抗鼠二抗后可以用于其他任何鼠源性抗体的间接标记，且只需要

将带标记的鼠源性抗体加入已标记羊抗鼠二抗的胶体金中混匀即可，不需要每种抗体重复

标记过程，节省了多个产品的标记时间；

2.本发明通过标记羊抗鼠二抗从而间接标记鼠抗的方法能大幅度减少标记时所使用

的鼠抗量，且市场上鼠抗价格远远高于羊抗鼠二抗；

3.发明通过标记羊抗鼠二抗从而间接标记鼠抗的方法能大幅度提高产品灵敏度，以孕

酮胶体金免疫层析试纸条为例，目前市场上已有多种孕酮胶体金免疫层析试纸条，但灵敏

度多低于2ng/ml，应用本发明的胶体金标记羊抗鼠二抗后间接标记抗体的方法后，能将胶

体金免疫层析试纸条的灵敏度提高到0.5ng/ml以上；

4.本发明所制备的胶体金免疫层析试纸条，操作简便，原料节省，检测结果准确且灵敏

度高，具有较强的实用价值和显示意义。

[0019] 以上所述方法及实例仅为充分说明本发明的具体实施方式，本发明的保护范围不

限于此。本技术领域的技术人员在本发明基础上所做的变换和替换，都在本发明的保护范

围内。

[0020] 以上结合具体实施例描述了本发明的技术原理，仅是本发明的优选实施方式。本

发明的保护范围并不仅局限于上述实施例，凡属于本发明思路下的技术方案均属于本发明

的保护范围。本领域的技术人员不需要付出创造性的劳动即可联想到本发明的其它具体实

施方式，这些方式都将落入本发明的保护范围之内。
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摘要(译)

本发明公开了一种胶体金利用标记羊抗鼠二抗后间接连接鼠抗标记的金
标免疫层析试纸条的制备方法，包括以下步骤：（1）利用柠檬酸三钠还
原氯金酸制备胶体金溶液；（2）利用胶体金溶液标记羊抗鼠二抗；
（3）将需要标记的鼠抗加入到上述标记羊抗鼠二抗的胶体金溶液；
（4）将上述间接标记鼠抗的胶体金溶液处理在结合垫上；（5）将对应
抗原处理在硝酸纤维素膜上；（6）将硝酸纤维素膜、吸水纸、结合垫、
样品垫贴于PVC塑料底板上；（7）将制备好的金标免疫层析试纸条按照
产品质量标准进行质量鉴定。本发明的优点是提高了金标免疫层析试纸
条的检测灵敏度并减少了标记使用的抗体量，在减少成本的同时能提高
试纸的性能，且检测结果稳定可靠。
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