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提供一种采用甲壳素/壳聚糖纤维膜作为胶

体标记垫组装制备的免疫层析法试纸及其制备

方法，该试纸具有负电胶体颗粒吸附均匀，亲水

稳流性，生物大分子中性，测试稳定性及灵敏度

高，使用有效期长等优点。本发明的胶体标记垫

由纯甲壳素纤维及脱酰化的壳聚糖纤维以任意

比例混合，并由制浆法、纺丝法或溶液法制备成

厚度0.2-4mm的纤维膜，可负载多种胶体颗粒标

记物，与不同检测膜配合组装制备的试纸，可广

泛用于生理健康、疾病检测，毒品、兴奋剂检测，

转基因蛋白检测等领域。
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1.一种用于生物检测的免疫层析法试纸，其特征在于，采用甲壳素/壳聚糖纤维膜作为

胶体标记物的承载元件，将用于标记生物因子的胶体颗粒溶液，或胶体+抗体溶液均匀分散

在0.2-4mm厚度的甲壳素/壳聚糖纤维膜后烘干制成胶体释放垫，并作为引流方向上的第二

级结构组装制成试纸条，使得液体样品通过毛细作用流过该元件时，胶体标记物可与目标

检测物结合，并继续流向检测膜，实现T线显色检测。

2.如权利要求1所述的免疫层析法试纸，其中甲壳素/壳聚糖纤维膜，由纯甲壳素纤维

原材料出发，经过脱乙酰基反应，制成甲壳素/壳聚糖混合纤维，再制备成膜，两者的比例由

脱酰化程度决定，甲壳素含量的范围为0%至100%，根据实际使用需要及性能需求，采用纯甲

壳素纤维，或纯壳聚糖纤维，或两者任意比例的混合纤维。

3.如权利要求1或2所述的免疫层析法试纸，其中制备甲壳素/壳聚糖纤维膜的方法采

用机械盘磨法，具体步骤为：若物料以甲壳素成份为主，以水、质量分数<20%的氢氧化钠、质

量分数<20%的碳酸钠为辅料；若物料以壳聚糖成份为主，以水、质量分数<20%的乙酸为辅

料，将甲壳素/壳聚糖混合料制备成湿浆；采用滚筒涂膜机从浆液槽中取浆后，经电热滚筒、

卷片滚筒或收片滚筒得到厚度为0.2-4mm的干燥膜材。

4.如权利要求1或2所述的免疫层析法试纸，其中制备甲壳素/壳聚糖纤维膜的方法采

用湿法纺丝、造纸或无纺布工艺，具体步骤为：若物料以甲壳素成份为主，将甲壳素/壳聚糖

原料溶解于离子溶剂或氢氧化钠/尿素溶剂体系中，若物料以壳聚糖成份为主，将甲壳素/

壳聚糖原料溶解于酸性溶剂体系中，经湿法纺丝工艺制得甲壳素/壳聚糖纤维，经一般造纸

工艺或一般无纺布织造工艺，得到厚度为0.2-4mm的干燥膜材。

5.如权利要求1或2所述的免疫层析法试纸，其中制备甲壳素/壳聚糖纤维膜的方法采

用原位膜流延法，具体步骤为：若物料以甲壳素成份为主，将甲壳素/壳聚糖原料溶解于离

子溶剂、氢氧化钠/尿素溶剂体系中，若物料以壳聚糖成份为主，将甲壳素/壳聚糖原料溶解

于酸性溶剂体系中，将溶液流延于模板上，等待溶剂挥发后加热烘干，得到厚度为0.2-4mm

的甲壳素/壳聚糖原位膜材。

6.如权利要求1或2所述的免疫层析法试纸，其中所述胶体释放垫采用以下两种方法中

的任一种制成：方法1，将胶体颗粒溶液、或胶体+抗体颗粒溶液按1毫升铺10-20平方厘米的

比例均匀喷涂于甲壳素/壳聚糖膜材上，在湿度小于42%、温度在10℃-30℃之间的环境中干

燥2~6小时，制成胶体释放垫；或者方法2，将甲壳素/壳聚糖膜材浸入胶体颗粒溶液、或胶体

+抗体颗粒溶液，充分浸润后取出，在湿度小于42%，温度范围10℃-30℃之间的环境中干燥2

~6个小时，制成胶体释放垫。

7.如权利要求1至6中任意一项的制备方法制成的免疫层析法试纸，其中所用加样垫可

同时采用相同质地的甲壳素/壳聚糖纤维膜，代替一般使用的玻璃纤维膜、无纺布或滤纸。

8.权利要求1至7中任意一项的制备方法制成的免疫层析法试纸，其特征在于用于制备

针对转基因表达蛋白的试纸，所述试纸可实现对生物转基因成份进行快速检测。

9.权利要求1至7中任意一项的制备方法制成的免疫层析法试纸，其特征在于用于制备

针对小分子物质的竞争测试法试纸，其工艺手段及检测操作一致，当试纸的测试线显色时

为阴性，当测试线不显色时为阳性。
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一种以甲壳素/壳聚糖纤维膜作为胶体标记垫组装的免疫层

析法试纸及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物检测及生物材料学领域，具体涉及一种采用甲壳素/壳聚糖纤维

膜作为胶体载体的免疫层析法试纸。

背景技术

[0002] 免疫层析法(immunochromatography)是近年来兴起并广泛应用的一种快速诊断

技术，其原理是将特异抗体先固定于硝酸纤维素膜的某一区带，当干燥的硝酸纤维素一端

浸入样品（即可能含有目标检测物的溶液）后，由毛细管作用，样品将沿着该膜向前移动，当

移动至固定有抗体的区域时，样品中相应抗原即与该抗体发生特异性结合，若用免疫胶体

金或免疫酶联染色可使该区域显示一定颜色，从而实现特异性免疫诊断。免疫层析法可通

过不同的抗体或组合来实现多种生物因子检测，例如经典的孕检（针对孕激素hCG）、毒品、

兴奋剂检测（竞争抑制法针对小分子待测物）、疾病检测（针对HIV、乙肝病毒抗原等）、农作

物转基因检测（针对转基因表达蛋白如Bt  Cry系列抗虫蛋白）等。

[0003] 实际应用中多采用免疫层析原理制备的双抗夹心试纸，此类试纸性价比高，操作

简单，现场使用方便。双抗夹心试纸通常包括一个样品垫、一个标记物释放垫、一个检测反

应膜和一个吸收垫。液体待检物滴加到样品垫上后，通过毛细作用流经标记物释放垫，目标

检测物与垫上胶体金结合的标记抗体结合形成复合物，继续流向检测反应膜，在反应膜上

的测试线（T线）与固定于反应膜上的固定抗体结合，形成标记抗体-目标蛋白-固定抗体的

双抗夹心复合物，显示出层析线，其余未结合目标蛋白的标记抗体则通过检测线后，被质控

线（C线）处的抗标记抗体的二抗结合，显示另一条层析线。此检测过程中，试纸的各级元件

应具备一定的孔隙度和润湿性以保证水性样品的毛细流动。

[0004] 纳米胶体颗粒物，例如胶体金颗粒、胶体金+抗体的预吸附颗粒，是常用的负载于

标记物释放垫上的标记物质，此类胶体颗粒可与等待检测的物质，如蛋白质有效结合，在待

检物与针对性检测物质结合时（例如蛋白抗原-单抗抗体结合），胶体颗粒发生显色反应，实

现检测，如中国发明专利CN105021830A公开了一种使用胶体金颗粒标记的人乳铁蛋白双抗

夹心胶体金检测试纸条，中国发明专利申请CN106153937A公开了一种使用胶体碳颗粒标记

的快速检测植物转基因蛋白Bt-Cry1Ab/Ac等技术。因而，标记物释放垫也需要具备能够有

效分散并负载胶体颗粒，对检测液中生物因子成份友好的特性。目前公开的现有技术中，这

一元件普遍采用的材料为玻璃纤维膜、滤纸或聚丙烯纤维无纺布，虽然能够满足一般使用

需求，但并没有特别强调上述材料在性能上具有优异特性。

发明内容

[0005] 本发明针对现有技术的不足，提供一种采用天然高分子甲壳素/壳聚糖体系作为

原材料制备标记物释放垫、试纸及其制备方法，以实现更优异的检测性能。与现有技术中常

见的玻璃纤维、无纺布基材相比，本发明采用甲壳素/壳聚糖纤维膜具有以下优点：1、甲壳
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素/壳聚糖纤维是目前为止自然界中发现的唯一带正电荷纤维，一般采用的胶体颗粒均为

负电性，因此，胶体颗粒通过静电吸附作用可以更加有效均匀地分布在甲壳素/壳聚糖纤维

膜中；2、 甲壳素/壳聚糖纤维膜具有良好的亲水性，一般检测样本均为水相溶液，可提高检

测液毛细管流的稳定性并通过制备工艺调节液流速度；3、甲壳素/壳聚糖材料具有优良的

生物亲和性，由其制备的试纸具有更好的生物大分子相容性，即不需要改性、不影响抗体与

待测物的既有性质及结构，以提高试纸的测试稳定性及灵敏度；4、甲壳素/壳聚糖材料具有

优良的抗菌性和抗霉性，因而可有效延长试纸的使用有效期。

[0006] 为解决上述技术问题，本发明采用的一个技术方案是：提供一种用于生物检测的

免疫层析法试纸的制备方法，其特征在于，采用甲壳素/壳聚糖纤维膜作为胶体标记物的承

载元件，将用于标记生物因子的胶体颗粒溶液，或胶体+抗体颗粒溶液均匀分散在0.2-4mm

厚度的甲壳素/壳聚糖纤维膜后烘干制成胶体释放垫，并作为引流方向上的第二级结构组

装制成试纸条，使得液体样品通过毛细作用流过该元件时，胶体标记物可与目标检测物结

合，并继续流向检测膜，实现T线显色检测。

[0007] 所述不同脱酰度的甲壳素/壳聚糖原材料可直接购得备用。

[0008] 所述甲壳素/壳聚糖纤维膜，由纯甲壳素纤维原材料出发，经过脱乙酰基反应，制

成甲壳素/壳聚糖混合纤维，再制备成膜，两者的比例由脱酰化程度决定，甲壳素含量的范

围为0%至100%，两者的区别在于甲壳素正电性更强，蛋白亲和力更好，但加工困难，加工成

本高，壳聚糖正电性略差，但是加工容易，加工成本低，因此可即根据实际使用的性能需求

及成本考虑，可以采用纯甲壳素纤维，或纯壳聚糖纤维，或两者任意比例的混合纤维，作为

试纸制备的原材料。

[0009] 制备甲壳素/壳聚糖纤维膜的方法有以下几种，包括机械盘磨法、湿法纺丝造纸或

无纺布工艺、原位膜流延法。

[0010] 采用机械盘磨法制备甲壳素/壳聚糖纤维膜，具体步骤为：若物料以甲壳素成份为

主，以水、质量分数<20%的氢氧化钠、质量分数<20%的碳酸钠为辅料；若物料以壳聚糖成份

为主，以水、质量分数<20%的乙酸为辅料，将甲壳素/壳聚糖混合料制备成湿浆；采用滚筒涂

膜机从浆液槽中取浆后，经电热滚筒、卷片滚筒或收片滚筒得到厚度为0.2-4mm的干燥膜

材。

[0011] 采用湿法纺丝、造纸或无纺布工艺制备甲壳素/壳聚糖纤维膜，具体步骤为：若物

料以甲壳素成份为主，将甲壳素/壳聚糖原料溶解于离子溶剂或氢氧化钠/尿素溶剂体系

中，若物料以壳聚糖成份为主，将甲壳素/壳聚糖原料溶解于酸性溶剂体系中，经湿法纺丝

工艺制得甲壳素/壳聚糖纤维，经一般造纸工艺或一般无纺布织造工艺，得到厚度为0.2-

4mm的干燥膜材。

[0012] 采用原位膜流延法制备甲壳素/壳聚糖纤维膜，具体步骤为：若物料以甲壳素成份

为主，将甲壳素/壳聚糖原料溶解于离子溶剂、氢氧化钠/尿素溶剂体系中，若物料以壳聚糖

成份为主，将甲壳素/壳聚糖原料溶解于酸性溶剂体系中，将溶液流延于模板上，等待溶剂

挥发后加热烘干，得到厚度为0.2-4mm的甲壳素/壳聚糖原位膜材。

[0013] 所述胶体颗粒溶液、或胶体+抗体颗粒溶液通过已有技术制得，其溶液浓度根据使

用需求确定。

[0014] 所述胶体释放垫的制备方法包括以下两种：
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方法1：将胶体颗粒溶液、或胶体+抗体颗粒溶液按1毫升铺10-20平方厘米的比例均匀

喷涂于甲壳素/壳聚糖膜材上，在湿度小于42%、温度在10℃-30℃之间的环境中干燥2~6小

时，制成胶体释放垫；或

方法2，将甲壳素/壳聚糖膜材浸入胶体颗粒溶液、或胶体+抗体颗粒溶液，充分浸润后

取出，在湿度小于42%，温度范围10℃-30℃之间的环境中干燥2~6个小时，制成胶体释放垫。

[0015] 在上述用于生物检测的免疫层析法试纸的制备方法中，所用加样垫可同时采用相

同质地的甲壳素/壳聚糖纤维膜，代替一般使用的玻璃纤维膜、无纺布或滤纸。

[0016] 本发明采用的另一技术方案为，由上述制备方法制成的免疫层析法试纸。

[0017] 本发明采用的另一技术方案为，所述免疫层析法试纸用于制备针对转基因表达蛋

白试纸的用途，所述试纸可实现对生物转基因成份进行快速检测。

[0018] 本发明采用的另一技术方案为，所述免疫层析法试纸用于制备针对小分子物质的

竞争测试法试纸，其工艺手段及检测操作一致，当试纸的测试线显色时为阴性，当测试线不

显色时为阳性。

[0019]

附图说明

[0020] 图1为本发明制备用于生物检测的免疫层析法试纸的使用方法。在图中：  1  =  加

样垫，2  =  标记物释放垫，3  =  硝化纤维膜检测垫，4  = 吸收垫，5  =  背衬底板，6  =  质控线

（C线），7  =  检测线（T线）。

[0021] 在湿度小于42%，温度为10℃-30℃的环境下，顺序将包被好T线（7）和C线（6）的硝

化纤维膜3，胶体释放垫2，加样垫1，吸水层4搭接粘贴在PVC基板5上，用适当压力压制成型

并烘干后，裁切为适当尺寸。

[0022] 优选的，在试纸组装元件中，加样垫1可采用相同质地的甲壳素/壳聚糖纤维膜，代

替一般使用的玻璃纤维膜、无纺布或滤纸。

[0023] 试纸使用方法：如图1所示，黑色箭头为液流方向，将液体待检物滴加到样品垫1上

后，因吸水垫4的引流，液体通过毛细作用流经标记物释放垫2，目标检测物与垫上预先负载

的胶体标记抗体结合，并继续流向检测反应膜3；当检测物到达T线7时，可再与包被于检测

反应膜上的固定抗体结合，形成双抗夹心复合物而显示出测试线；待检液体继续流向C线6，

标记抗体与C线处包被的二抗结合显示出质控线。

[0024] 图2是本发明制备的双抗夹心试纸的使用效果示例图，图中黑色箭头为液流方向，

1为T线和C线同时显色，说明检测结果为阳性，2为T线不显色，C线显色，说明检测结果为阴

性，3为C线不显色，说明测试无效，检测液或操作可能存在问题。

[0025] 另外，本发明原理也可应用于毒品等小分子检测的竞争抑制法试纸，其技术原理、

工艺手段及操作基本一致，区别在于竞争抑制法中，待检液体中含有的大量目标检测物结

合标记抗体后，竞争性抑制其与T线处固定的抗原结合，因而试纸T线不明显显色为阳性；若

待检液体中不含目标检测物或目标检测物含量过低，则标记抗体可顺利结合T线处固定的

抗原，因而试纸的T线显色为阴性；而两种情况下继续流动的标记抗体均应与C线处二抗结

合显色，否则检测过程无效。

[0026] 本发明所提供的采用甲壳素/壳聚糖纤维膜作为胶体标记物组装制备的免疫层析
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法试纸，具有以下优点：1、利用甲壳素/壳聚糖纤维的正电荷特性，可使得带负电的胶体颗

粒更加有效均匀地分布其中；2、利用甲壳素/壳聚糖纤维良好的亲水性，可提高检测液毛细

管流的稳定性并调节液流速度；3、利用甲壳素/壳聚糖材料优良的生物亲和性，使得该试纸

具有更好的生物大分子中性，即不改性、不影响抗体及待测物的既有性质及结构，以提升测

试稳定性及灵敏度；4、利用甲壳素/壳聚糖材料优良的抗菌性、抗霉性，可有效延长试纸的

使用有效期。

具体实施方式

[0027] 为了使本发明实现的技术手段、创作特征、达成目的与功效易于明白了解，下面结

合具体实施例，进一步阐述本发明。

[0028] 实施例1 采用甲壳素/壳聚糖纤维膜胶体金垫的孕检试纸

1.  选取30%脱酰度的甲壳素/壳聚糖原材料；

2.  采用机械盘磨法，以水，质量分数5%的氢氧化钠，质量分数5%的碳酸钠为辅料，将甲

壳素/壳聚糖混合料制备成湿浆；采用滚筒涂膜机从浆液槽中取浆后，经电热滚筒、卷片滚

筒、收片滚筒得到厚度为2mm的膜材，洗涤后干燥备用；

3.  制备胶体金标记的人绒毛膜促性腺激素（HCG）小鼠抗体1溶液。

[0029] 4.  将溶液按1毫升铺15平方厘米的比例均匀喷涂于甲壳素/壳聚糖膜材上，在湿

度25%，温度30摄氏度的环境中干燥2个小时，制成胶体释放垫。

[0030] 5.  在湿度小于25%，温度30摄氏度的环境下，顺序将包被好T线（包被抗-HCGα）和C

线（包被羊抗鼠IgG多克隆抗体）的硝化纤维膜，胶体释放垫，加样垫，吸水层搭接粘贴在PVC

基板上，用适当压力压制成型并烘干后，裁切为适当尺寸。

[0031] 6.  将尿液样本滴加到样品垫上后，因吸水垫的引流，液体通过毛细作用流经标记

物释放垫，目标检测物与垫上预先负载的胶体金标记的鼠抗人HCG抗体结合，并继续流向检

测反应膜；当检测物到达T线时，若存在HCG，则会与T线上的抗-HCGα抗体结合并显色；待检

液体继续流向C线，鼠抗人HCG抗体与C线上的羊抗鼠IgG多克隆抗体结合并显色。若T线和C

线同时显色，说明检测结果为阳性，若T线不显色，C线显色，说明检测结果为阴性，若C线不

显色，说明测试无效，检测液或操作可能存在问题。

[0032] 实施例2  采用甲壳素/壳聚糖纤维膜胶体金垫的甲基苯丙胺（冰毒）竞争抑制法检

测试纸

1.  选取纯壳聚糖原材料；

2.  将壳聚糖原料溶解于乙酸中，经湿法纺丝工艺制得壳聚糖纤维，经一般无纺布织造

工艺，得到厚度为1.5mm的干燥膜材备用。

[0033] 3.  制备甲基苯丙胺单克隆抗体-胶体金溶液。

[0034] 4.将壳聚糖膜材浸润于抗体-胶体金溶液后取出，在湿度35%，温度20摄氏度的环

境中干燥6个小时，制成胶体释放垫。

[0035] 5.在湿度35%，温度20摄氏度的环境下，顺序将包被好T线（包被甲基苯丙胺-牛血

清白蛋白）和C线（包被羊抗鼠IgG多克隆抗体）的硝化纤维膜，胶体释放垫，加样垫，吸水层

搭接粘贴在PVC基板上，用适当压力压制成型并烘干后，裁切为适当尺寸。

[0036] 6.将尿液样本滴加到样品垫上后，因吸水垫的引流，液体通过毛细作用流经标记
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物释放垫，如尿液中无甲基苯丙胺，甲基苯丙胺单克隆抗体-胶体金将在T线处与甲基苯丙

胺-牛血清白蛋白结合而显色，为阴性结果。如果尿液中含有甲基苯丙胺，它将和甲基苯丙

胺-牛血清白蛋白竞争甲基苯丙胺抗体上的结合位点，当甲基苯丙胺浓度达到一定量时，它

将占据所有的抗体结合位置，从而阻止甲基苯丙胺-牛血清白蛋白与甲基苯丙胺单克隆抗

体-胶体金的结合，T线位置无显色反应，为阳性结果。待检液体继续流向C线，小鼠甲基苯丙

胺单克隆抗体-胶体金与C线上的羊抗鼠IgG多克隆抗体结合并显色。若C线不显色，说明测

试无效，样本或操作可能存在问题。

[0037] 实施例3 采用甲壳素/壳聚糖纤维膜胶体碳垫的大豆转基因Bt-Cry1Ab/Ac检测试

纸

1.  选取5%脱酰度的甲壳素/壳聚糖原材料；

2.甲壳素/壳聚糖原料溶解于离子溶剂LiCl/DMAc制成溶液、将溶液流延于聚四氟乙烯

模板上，等待溶剂挥发后加热烘干，得到厚度为2.5mm的甲壳素/壳聚糖原位膜材备用；

3.制备胶体碳标记的Bt-Cry1Ab/Ac单克隆抗体溶液。

[0038] 4.将溶液按1毫升铺16平方厘米的比例均匀喷涂于甲壳素/壳聚糖膜材上，在湿度

20%，温度27摄氏度的环境中干燥5个小时，制成胶体释放垫。

[0039] 5.  剪裁合适尺寸的甲壳素/壳聚糖膜作为加样垫备用。

[0040] 6.在湿度20%，温度27摄氏度的环境下，顺序将包被好T线（包被Bt-Cry1Ab/Ac单克

隆抗体）和C线（包被羊抗鼠IgG多克隆抗体）的硝化纤维膜，胶体释放垫，加样垫，吸水层搭

接粘贴在PVC基板上，用适当压力压制成型并烘干后，裁切为适当尺寸。

[0041] 7.  将大豆油：水=1：10的混合乳浊液样本滴加到样品垫上后，因吸水垫的引流，液

体通过毛细作用流经标记物释放垫，若存在Bt-Cry1Ab/Ac转基因表达蛋白则与垫上预先负

载的抗体-胶体标记物结合，并继续流向检测反应膜；当检测物到达T线时，若存在Bt-

Cry1Ab/Ac转基因表达蛋白，则会再与T线上的抗体结合并显色；待检液体继续流向C线，抗

体与C线上的羊抗鼠IgG多克隆抗体结合并显色。因此，若T线和C线同时显色，说明检测结果

为阳性；若T线不显色，C线显色，说明检测结果为阴性；若C线不显色，说明测试无效，检测液

或操作可能存在问题。

[0042] 以上所述，仅是本发明的原理示意方案，并非对本发明的结构作其它形式上的限

制。未表述的部分默认为采用本领域公知的方案，凡是依据本发明的技术实质对以上实施

例所作的任何简单修改、等同变化与修饰，均仍属于本发明的技术方案的范围内。
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