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(57)摘要

本发明公开了一种和肽素免疫层析检测试

剂卡及其制备方法，旨在提供一种快速简便，灵

敏度高且检测结果可靠的和肽素检测方法；该检

测试剂卡，包括盒体，所设盒体设有底板和盒盖，

所述盒盖设有加样孔和结果检测窗口，所述盒体

内设有检测试纸，所述检测试纸下方设有底板，

所述检测试纸设有检测区，所述检测区设有样品

垫、抗和肽素抗体示踪物标记垫、包被膜和吸水

垫，所述包被膜上设有一条和肽素抗体检测区T

线和一条质控区C线，所述检测区T线与质控区C

线平行排列。利用本发明的试剂盒和方法具有灵

敏度高、特异性强、快速、简便、可实现对分析物

进行定量或定性的测定等优点。

权利要求书2页  说明书7页  附图2页

CN 109061140 A

2018.12.21

CN
 1
09
06
11
40
 A



1.一种和肽素免疫层析检测试剂卡，包括盒体，其特征在于：所设盒体设有底板和盒

盖，所述盒盖设有加样孔和结果检测窗口，所述盒体内设有检测试纸，所述检测试纸下方设

有底板，所述检测试纸设有检测区，所述检测区设有样品垫、抗和肽素抗体示踪物标记垫、

包被膜和吸水垫，所述包被膜上设有一条和肽素抗体检测区T线和一条质控区C线，所述和

肽素抗体检测区T线与质控区C线平行排列。

2.根据权利要求1所述的一种和肽素免疫层析检测试剂卡，其特征在于：所述包被膜两

端分别与吸水垫和抗和肽素抗体示踪物标记垫相互交叠连接，所述抗和肽素抗体示踪物标

记垫上压贴有样品垫，所述抗和肽素抗体示踪物表面设有修饰活性基团，所述抗和肽素抗

体示踪物为量子点、镧系稀土络合物、纳米荧光微球或有色纳米颗粒，所述量子点为CdSe、

ZnS，所述镧系稀土络合物为Eu  (TTA)  3Phen，所述纳米荧光微球为聚苯乙烯纳米荧光微

球，所述有色纳米颗粒为胶体金、有色聚苯乙烯微球。

3.根据权利要求1所述的一种和肽素免疫层析检测试剂卡，其特征在于：所述样品垫为

玻璃纤维样品垫，所述包被膜为硝酸纤维素膜，所述抗和肽素抗体示踪物标记垫为玻璃纤

维或聚酯纤维。

4.一种和肽素免疫层析检测试剂卡的制备方法，其特征在于：所述方法包括样品垫、抗

和肽素抗体示踪物标记垫与包被膜的制备方法。

5.根据权利要求4所述的一种和肽素免疫层析检测试剂卡的制备方法，其特征在于：所

述抗和肽素抗体示踪物标记垫包括抗和肽素抗体量子点、稀土络合物、抗和肽素抗体聚苯

乙烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球和抗和肽素抗体胶体金。

6.根据权利要求5所述的一种和肽素免疫层析检测试剂卡的制备方法，其特征在于：所

述抗和肽素抗体量子点与稀土络合物标记垫的制备步骤为：

①用标记缓冲液将水溶性羧基量子点、镧系稀土络合物溶解；

②在量子点、镧系稀土络合物溶液中加入1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸

溶液，室温反应1～2小时，超滤除去未反应的化学物质后加入标记缓冲液；

③将抗和肽素抗体加入上述活化的量子点、镧系稀土络合物溶液中，室温偶联反应1～

2小时，加入封闭液反应30～60min，超滤除去未反应的化学物质后加入抗体保存液，即可得

抗和肽素抗体量子点、稀土络合物标记溶液；

④将上述所得的抗和肽素抗体量子点、稀土络合物标记溶液用喷金划膜仪喷至玻璃纤

维或聚酯纤维上，喷量为1～5μL/cm，干燥裁剪后即得抗和肽素抗体量子点、稀土络合物标

记垫；

所述抗和肽素抗体聚苯乙烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球标记垫的制备步骤为：

①用标记缓冲液将羧基聚苯乙烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球稀释至固含量约

0.2%；

②在上述聚苯乙烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球溶液中加入EDC溶液和sulfo-NHS

溶液，活化10～20min，高速离心30min，去上清后加入适量抗和肽素抗体溶液，混合偶联反

应1～2h；

③将聚苯乙烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球溶液与抗和肽素抗体偶联溶液，加入

封闭液反应30～60min，高速离心20min，去上清，加入抗体保存液即得抗和肽素抗体聚苯乙

烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球标记溶液；
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④将上述所得的标记溶液用喷金划膜仪喷至玻璃纤维或聚酯纤维上，喷量为1～5μL/

cm，干燥裁剪后即得抗和肽素抗体聚苯乙烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球标记垫；

所述抗和肽素抗体胶体金标记垫的制备步骤为：

①制备粒径在  30nm左右的胶体金溶液；

②在磁力搅拌下，胶体金溶液中逐滴加入0.05  MK2CO3调节pH值为8.0～8.5，加入抗和

肽素抗体，减慢转速，充分混匀30min；按BSA终浓度质量比1%～2%，加入10％的BSA溶液进行

封闭反应，充分混匀30min；

③冷冻高速离心30min，弃上清，按原初始标记时所用胶体金溶液体积的40％～100％

加入抗体保存液复溶，即得抗和肽素抗体胶体金标记溶液；

④将上述所得的标记溶液用喷金划膜仪喷至玻璃纤维或聚酯纤维上，喷量为1～5μL/

cm，干燥裁剪后即得抗和肽素抗体胶体金标记垫。

7.根据权利要求4所述的一种和肽素免疫层析检测试剂卡的制备方法，其特征在于：所

述包被膜的制备方法的步骤为：

①将羊抗兔或羊抗鼠抗体用0.02M  磷酸盐缓冲液稀释0.5～2mg/mL，加入3%的甲醇，即

为质控区工作液；

②将抗和肽素抗体用0.02M  磷酸盐缓冲液稀释至0.8～1.5mg/mL，加入3%的甲醇，即为

检测区工作液；

③将步骤①、步骤②所得的溶液，用喷金划膜仪以0.8～1.2μL/cm包被到硝酸纤维膜

上，检测区与质控区间距为0.4～0.7cm，位于硝酸纤维素膜中间位置，将硝酸纤维膜放入37

℃烘箱中，干燥即可。

8.根据权利要求4所述的一种和肽素免疫层析检测试剂卡的制备方法，其特征在于：所

述样品垫的制备方法为将样品垫用样品垫缓冲液浸泡，所述的样品垫缓冲液为含0.5～

5wt%BSA、0.5～5wt%聚乙烯吡咯烷酮、0.5～5wt%聚乙二醇、0.1～5wt%吐温-20、1～5wt%曲

拉通-100的0.01M磷酸盐缓冲液。

9.根据权利要求6所述的一种和肽素免疫层析检测试剂卡的制备方法，其特征在于：所

述标记缓冲液为pH  5.0～9.0的0.1M  MES缓冲液；所述抗体保存液为含1wt%  BSA，20wt%蔗

糖，10wt%  海藻糖，0.1wt%吐温-20，0.1wt%聚乙烯吡咯烷酮的0.05M  Tris-HCl缓冲液。
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一种和肽素免疫层析检测试剂卡及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物医药领域，具体涉及一种测定血液（血清、血浆、全血）中的和肽素

含量的检测试剂卡及其制备方法。

背景技术

[0002] 下丘脑-脑垂体-肾上腺这一条轴线也被称作“压力轴线”，每次在中风发作时都会

被激活。在发病过程中，脑垂体后叶分泌的精氨酸加压素（AVP，又称抗利尿激素、后叶加压

素等）扮演着重要角色。然而，精氨酸加压素（AVP）呈脉冲式分泌、释放，结构极不稳定，半衰

期短，极易被清除，很难在体外进行准确测量。

[0003] 和肽素（copeptin）作为精氨酸加压素原的碳端部分肽段，不但与AVP等摩尔浓度

产生，而且稳定性好、检测方便，因此它可以作为AVP检测的理想替代物，在中风、心衰患者

的诊断、病情和预后评估方面发挥积极作用。但现市面上的试剂盒检测操作复杂，费时且结

果具有一定偏差，不能满足检测需求。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于提供一种操作简单、诊断迅速、检测结果可靠的和肽素免疫层

析检测试剂卡。

[0005] 为了达到本发明的目的，本发明提供的技术方案如下：一种和肽素免疫层析检测

试剂卡，包括盒体，所设盒体设有底板和盒盖，所述盒盖设有加样孔和结果检测窗口，所述

盒体内设有检测试纸，所述检测试纸下方设有底板，所述检测试纸设有检测区，所述检测区

设有样品垫、抗和肽素抗体示踪物标记垫、包被膜和吸水垫，所述包被膜上设有一条和肽素

抗体检测区T线和一条质控区C线，所述和肽素抗体检测区T线与质控区C线平行排列。

[0006] 进一步，所述包被膜两端分别与吸水垫和抗和肽素抗体示踪物标记垫相互交叠连

接，所述抗和肽素抗体示踪物标记垫上压贴有样品垫，所述抗和肽素抗体示踪物表面设有

修饰活性基团，优选地活性基团为氨基、羧基或巯基，所述抗和肽素抗体示踪物为量子点、

镧系稀土络合物、纳米荧光微球或有色纳米颗粒，所述量子点为CdSe、ZnS，所述镧系稀土络

合物为Eu  (TTA)  3Phen，所述纳米荧光微球为聚苯乙烯纳米荧光微球，所述有色纳米颗粒

为胶体金、有色聚苯乙烯微球。

[0007] 进一步，所述样品垫为玻璃纤维样品垫，所述包被膜为硝酸纤维素膜，所述抗和肽

素抗体示踪物标记垫为涂布标记和肽素抗体玻璃纤维或聚酯纤维。

[0008] 一种和肽素免疫层析检测试剂卡的制备方法，包括样品垫、抗和肽素抗体示踪物

标记垫与包被膜的制备方法。

[0009] 进一步，所述抗和肽素抗体示踪物标记垫包括量子点、稀土络合物标记抗和肽素

抗体，聚苯乙烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球标记抗和肽素抗体和胶体金标记抗和肽

素抗体。

[0010] 进一步，所述抗和肽素抗体量子点与稀土络合物标记垫的制备步骤为：
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①用标记缓冲液将水溶性羧基量子点、镧系稀土络合物溶解；

②在量子点、镧系稀土络合物溶液中加入1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸

溶液，室温反应1～2小时，超滤除去未反应的化学物质后加入标记缓冲液；

③将抗和肽素抗体加入上述活化的量子点、镧系稀土络合物溶液中，室温偶联反应1～

2小时，加入封闭液反应30～60min，超滤除去未反应的化学物质后加入抗体保存液，即可得

抗和肽素抗体量子点、稀土络合物标记溶液；

④将上述所得的抗和肽素抗体量子点、稀土络合物标记溶液用喷金划膜仪喷至玻璃纤

维或聚酯纤维上，喷量为1～5μL/cm，干燥裁剪后即得抗和肽素抗体量子点、稀土络合物标

记垫；

所述抗和肽素抗体聚苯乙烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球标记垫的制备步骤为：

①用标记缓冲液将羧基聚苯乙烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球稀释至固含量约

0.2%；

②在上述聚苯乙烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球溶液中加入EDC溶液和sulfo-NHS

溶液，活化10～20min，高速离心30min，去上清后加入适量抗和肽素抗体溶液，混合偶联反

应1～2h；

③将聚苯乙烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球溶液与抗和肽素抗体偶联溶液，加入

封闭液反应30～60min，高速离心20min，去上清，加入抗体保存液即得抗和肽素抗体聚苯乙

烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球标记溶液；

④将上述所得的标记溶液用喷金划膜仪喷至玻璃纤维或聚酯纤维上，喷量为1～5μL/

cm，干燥裁剪后即得抗和肽素抗体聚苯乙烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球标记垫；

所述抗和肽素抗体胶体金标记垫的制备步骤为：

①制备粒径在  30nm左右的胶体金溶液；

②在磁力搅拌下，胶体金溶液中逐滴加入0.05  MK2CO3调节pH值为8.0～8.5，加入抗和

肽素抗体，减慢转速，充分混匀30min；按BSA终浓度质量比1%～2%，加入10％的BSA溶液进行

封闭反应，充分混匀30min；

③冷冻高速离心30min，弃上清，按原初始标记时所用胶体金溶液体积的40％～100％

加入抗体保存液复溶，即得抗和肽素抗体胶体金标记溶液；

④将上述所得的标记溶液用喷金划膜仪喷至玻璃纤维或聚酯纤维上，喷量为1～5μL/

cm，干燥裁剪后即得抗和肽素抗体胶体金标记垫。

[0011] 进一步，所述包被膜的制备方法的步骤为：

①将羊抗兔或羊抗鼠抗体用0.02M  磷酸盐缓冲液稀释0.5～2mg/mL，加入3%的甲醇，即

为质控区工作液；

②将抗和肽素抗体用0.02M  磷酸盐缓冲液稀释至0.8～1.5mg/mL，加入3%的甲醇，即为

检测区工作液；

③将步骤①、步骤②所得的溶液，用喷金划膜仪以0.8～1.2μL/cm包被到硝酸纤维膜

上，检测区与质控区间距为0.4～0.7cm，位于硝酸纤维素膜中间位置，将硝酸纤维膜放入37

℃烘箱中，干燥即可。

[0012] 进一步，所述样品垫的制备方法为将样品垫用样品垫缓冲液浸泡，所述的样品垫

缓冲液为含0.5～5wt%BSA、0.5～5wt%聚乙烯吡咯烷酮、0.5～5wt%聚乙二醇、0.1～5wt%吐
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温-20、1～5wt%曲拉通-100的0.01M磷酸盐缓冲液。

[0013] 进一步，所述标记缓冲液为pH  5.0～9.0的0.1M  MES缓冲液；所述抗体保存液为含

1wt%  BSA，20wt%蔗糖，10wt%  海藻糖，0.1wt%吐温-20，0.1wt%聚乙烯吡咯烷酮的0.05M 

Tris-HCl缓冲液。

[0014] 与现有技术相比，本发明所提供的和肽素免疫层析检测试剂卡具有如下优点：本

发明提供的技术方案，利用免疫层析技术，两种抗体的特异结合反应，形成特异的“抗体-抗

原-抗体”免疫复合物，再结合荧光或有色的示踪物标记，试剂卡与荧光仪相配合可对人体

血液样本的和肽素进行定量或定性检测。本方法操作简单，诊断迅速，特异性强，灵敏度高，

易储存，无须专门的操作人员，只需简单的仪器设备，即可得出结果。这样有利于医护人员

抓住最佳治疗时间，在中风、心衰患者的诊断、病情和预后评估方面发挥积极作用。

附图说明

[0015] 图1是本发明的检测试剂卡结构示意图；

图2是本发明的检测试剂卡的盒盖俯视图；

图3是本发明的检测试纸结构示意图；

图4是本发明的检测试纸俯视图；

图5是本发明的检测卡判定结果为阴性时示意图；

图6是本发明的检测卡判定结果为阳性时示意图；

图中：1、底板；2、样品垫；3、抗和肽素抗体示踪物标记垫；4、包被膜；5、吸水垫；6、盒体；

61、盒盖；71、加样孔；72、结果观察窗口；8、和肽素抗体检测区T线；9、质控区C线。

具体实施方式

[0016] 为了使本发明的目的、技术方案及优点更加清楚明白，以下结合附图及实施例，对

本发明进行进一步详细说明。应当理解，此处所描述的具体实施例仅仅用以解释本发明，并

不用于限定本发明。

[0017] 除非上下文另有特定清楚的描述，本发明中的检测物名称和参数，数量既可以单

个的形式存在，也可以多个的形式存在，本发明并不对此进行限定。本发明中的步骤虽然用

标号进行了排列，但并不用于限定步骤的先后次序，除非明确说明了步骤的次序或者某步

骤的执行需要其他步骤作为基础，否则步骤的相对次序是可以调整的。可以理解，本文中所

使用的术语“和/或”涉及且涵盖相关联的所列项目中的一者或一者以上的任何和所有可能

的组合。

[0018] 参见图1-图6，一种和肽素免疫层析检测试剂卡，包括盒体6，所设盒体6设有底板1

和盒盖61，所述盒盖61设有加样孔71和结果检测窗口72，所述盒体6内设有检测试纸，所述

检测试纸下方设有底板1，所述检测试纸设有检测区，所述检测区设有样品垫2、抗和肽素抗

体示踪物标记垫3、包被膜4和吸水垫5，所述包被膜上设有一条和肽素抗体检测区T线8和一

条质控区C线9，所述和肽素抗体检测区T线8与质控区C线9平行排列。所述包被膜4两端分别

与吸水垫5和抗和肽素抗体示踪物标记垫3相互交叠连接，所述抗和肽素抗体示踪物标记垫

3上压贴有样品垫2，所述抗和肽素抗体示踪物表面设有修饰活性基团，优选地活性基团为

氨基、羧基或巯基，所述抗和肽素抗体示踪物为量子点、镧系稀土络合物、纳米荧光微球或
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有色纳米颗粒，所述量子点为CdSe、ZnS，所述镧系稀土络合物为Eu  (TTA)  3Phen，所述纳米

荧光微球为聚苯乙烯纳米荧光微球，所述有色纳米颗粒为胶体金、有色聚苯乙烯微球。所述

样品垫2为玻璃纤维样品垫，所述包被膜4为硝酸纤维素膜，所述抗和肽素抗体示踪物标记

垫3为涂布标记和肽素抗体玻璃纤维或聚酯纤维。

[0019] 一种和肽素免疫层析检测试剂卡的制备方法，包括样品垫、抗和肽素抗体示踪物

标记垫与包被膜的制备方法。所述抗和肽素抗体示踪物标记垫包括抗和肽素抗体量子点、

稀土络合物、抗和肽素抗体聚苯乙烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球和抗和肽素抗体胶

体金。所述抗和肽素抗体量子点与稀土络合物标记垫的制备步骤为：

①  用标记缓冲液将水溶性羧基量子点、镧系稀土络合物溶解；

②  在量子点、镧系稀土络合物溶液中加入1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸

溶液，室温反应1～2小时，超滤除去未反应的化学物质后加入标记缓冲液；

③  将抗和肽素抗体加入上述活化的量子点、镧系稀土络合物溶液中，室温偶联反应1

～2小时，加入封闭液反应30～60min，超滤除去未反应的化学物质后加入抗体保存液，即可

得抗和肽素抗体量子点、稀土络合物标记溶液；

④  将上述所得的抗和肽素抗体量子点、稀土络合物标记溶液用喷金划膜仪喷至玻璃

纤维或聚酯纤维上，喷量为1～5μL/cm，干燥裁剪后即得抗和肽素抗体量子点、稀土络合物

标记垫；

所述抗和肽素抗体聚苯乙烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球标记垫的制备步骤为：

①  用标记缓冲液将羧基聚苯乙烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球稀释至固含量约

0.2%；

②  在上述聚苯乙烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球溶液中加入EDC溶液和sulfo-

NHS溶液，活化10～20min，高速离心30min，去上清后加入适量抗和肽素抗体溶液，混合偶联

反应1～2h；

③  将聚苯乙烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球溶液与抗和肽素抗体偶联溶液，加入

封闭液反应30～60min，高速离心20min，去上清，加入抗体保存液即得抗和肽素抗体聚苯乙

烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球标记溶液；

④  将上述所得的标记溶液用喷金划膜仪喷至玻璃纤维或聚酯纤维上，喷量为1～5μL/

cm，干燥裁剪后即得抗和肽素抗体聚苯乙烯纳米荧光微球、有色聚苯乙烯微球标记垫；

所述抗和肽素抗体胶体金标记垫的制备步骤为：

②制备粒径在  30nm左右的胶体金溶液；

②  在磁力搅拌下，胶体金溶液中逐滴加入0.05  M  K2CO3调节pH值为8.0～8.5，加入抗

和肽素抗体，减慢转速，充分混匀30min；按BSA终浓度质量比1%～2%，加入10％的BSA溶液进

行封闭反应，充分混匀30min；

③ 冷冻高速离心30min，弃上清，按原初始标记时所用胶体金溶液体积的40％～100％

加入抗体保存液复溶，即得抗和肽素抗体胶体金标记溶液；

④  将上述所得的标记溶液用喷金划膜仪喷至玻璃纤维或聚酯纤维上，喷量为1～5μL/

cm，干燥裁剪后即得抗和肽素抗体胶体金标记垫。

[0020] 进一步，所述包被膜的制备方法的步骤为：

①  将羊抗兔或羊抗鼠抗体用0.02M  磷酸盐缓冲液稀释0.5～2mg/mL，加入3%的甲醇，
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即为质控区工作液；

②  将抗和肽素抗体用0.02M  磷酸盐缓冲液稀释至0.8～1.5mg/mL，加入3%的甲醇，即

为检测区工作液；

③  将步骤①、步骤②所得的溶液，用喷金划膜仪以0.8～1.2μL/cm包被到硝酸纤维膜

上，检测区与质控区间距为0.4～0.7cm，位于硝酸纤维素膜中间位置，将硝酸纤维膜放入37

℃烘箱中，干燥即可。

[0021] 所述样品垫的制备方法为将样品垫用样品垫缓冲液浸泡，所述的样品垫缓冲液为

含0.5～5wt%BSA、0.5～5wt%聚乙烯吡咯烷酮、0.5～5wt%聚乙二醇、0.1～5wt%吐温-20、1～

5wt%曲拉通-100的0.01M磷酸盐缓冲液。所述标记缓冲液为pH  5.0～9.0的0.1M  MES缓冲

液；所述抗体保存液为含1wt%  BSA，20wt%蔗糖，10wt%  海藻糖，0.1wt%吐温-20，0.1wt%聚乙

烯吡咯烷酮的0.05M  Tris-HCl缓冲液。

[0022] 实施例1，和肽素免疫层析检测试剂卡的制备方法（量子点、稀土络合物标记）：

1）样品垫的制备方法是：

将样品垫用含0.5～5wt%BSA、0.5～5wt%聚乙烯吡咯烷酮、0.5～5wt%聚乙二醇、0.1～

5wt%吐温-20、1～5wt%曲拉通-100的0.01M磷酸盐缓冲液（0.01  M  磷酸氢二钠：0.01M磷酸

二氢钠=81:19（V：V））（pH  7.4）浸泡完全后，37℃  烘干或在相对湿度≤35%的环境下干燥，

裁剪待用。

[0023] 样品垫缓冲液优选为0.01M磷酸盐缓冲液中溶解0.5wt%BSA、0.5wt%聚乙烯吡咯烷

酮、0.5wt%聚乙二醇、0.25wt%吐温-20和1wt%曲拉通-100。

[0024] 2）抗和肽素抗体量子点或稀土络合物标记垫的制备方法是：

①  用pH  8.0的0.1M  MES缓冲液（配0.1M  MES水溶液，用1  M  NaOH溶液调整pH），将水溶

性羧基CdSe/ZnS或Eu  (TTA)  3Phen溶解并稀释至1μM。

[0025] ②  取1mL  1μM的CdSe/ZnS或Eu  (TTA)  3Phen，加入30μL  10mg/mL的1-(3-二甲氨

基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸溶液，室温反应1～2小时。用30kDa的超滤管超滤，除去未反

应的1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸，吸取超滤管内剩余液体，加入0.1M  MES缓

冲液恢复为体积至1mL。

[0026] ③  将抗和肽素抗体（一抗）加入100kDa的超滤管中，用0.1M  MES缓冲液调整抗体

含量为4mg/mL；  按200μg/1mL的量，将抗和肽素抗体加入到步骤②活化后CdSe/ZnS或Eu 

(TTA)  3Phen溶液中，室温反应1～2小时。

[0027] ④  按10μL/1mL 的量，向步骤③中加入10mg/mL的甘氨酸，封闭未偶联抗体的活化

羧基位点，反应30～60min。

[0028] ⑤  将偶联抗体的CdSe/ZnS或Eu  (TTA)  3Phen溶液加入到30kDa的超滤管中，加入

pH  9.0浓度  0.05M  Tris-HCl溶液置换溶液缓冲体系，重复3～5次，恢复终体积为1mL。

[0029] ⑥  将步骤⑤中的溶在液4℃  1800g离心，取上清液。

[0030] ⑦  在步骤⑥所得的上清液中加入1mL抗体保存液，所述的抗体保存液为含1wt% 

BSA，20wt%  蔗糖，10wt%  海藻糖，0.1wt%  吐温-20和0 .1wt%  聚乙烯吡咯烷酮的0.05M 

Tris-HCl缓冲液。

[0031] ⑧  将上述所得的溶液用喷金划膜仪喷至玻璃纤维或聚酯纤维上，喷量为1～5μL/

cm（优选2μL/cm），放入37℃烘箱，干燥2～5小时，裁剪待用。
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[0032] 3）包被膜的制备方法是：

①  将羊抗兔/羊抗鼠抗体用0.02M  磷酸盐缓冲液稀释至1mg/mL，加入3%的甲醇，即为

质控区工作液。

[0033] ②  将抗和肽素抗体（二抗）用0.02M  磷酸盐缓冲液稀释至1.2mg/mL，加入3%的甲

醇，即为检测区工作液。

[0034] ③  将①、②所得的溶液，用喷金划膜仪以1μL/cm包被到硝酸纤维膜上。检测区与

质控区间距为0.4～0.7cm（优选0.5cm），位于硝酸纤维素膜中间位置。

[0035] ④  将步骤③硝酸纤维膜放入37℃烘箱中，干燥过夜。

[0036] 4）组装：

①  硝酸纤维素膜的粘贴：轻轻揭开PVC板上NC膜粘贴处的保护膜，将NC膜从左向右均

匀推进，使其牢固的粘贴在PVC板上。

[0037] ② 吸水垫的粘贴：将PVC板平铺于工作台面上，轻轻揭开PVC板上吸收垫粘贴处的

保护膜，将吸收垫粘附于其上，均匀、轻微滚动式推进，以加强粘合力，并防止产生气泡，吸

收垫覆盖在NC膜上1mm处。

[0038] ③  抗和肽素抗体示踪物标记垫的粘贴：将量子点或镧系稀土络合物标记垫裁为

5mm×300mm。轻轻揭开PVC底板标记垫粘贴处的保护膜，将量子点或镧系稀土络合物标记垫

粘附于其上，方法同吸收垫。抗和肽素抗体量子点或镧系稀土络合物标记垫3覆盖在NC膜上

1mm处。

[0039] ④  样品垫的粘贴：将干燥后的样品垫裁为18mm×300mm后，轻轻揭开PVC底板最上

端的保护膜，将样品垫粘附于抗和肽素抗体示踪物标记垫3上部，方法同吸收垫。样品垫覆

盖在抗和肽素抗体示踪物标记垫上2mm处。

[0040] ⑤  抗和肽素示踪物标记垫的加固：将衔接胶带裁为12mm×300mm，粘贴到样品垫

处，顶端距试纸条样品垫端15mm。

[0041] ⑥  切条与装卡：将粘贴好的PVC板切成3.0mm（2.5～4.5mm）宽的试纸条。将每一试

纸条装入塑料卡盒内，将每一试剂卡置于铝膜袋中，并加入1g干燥剂1包，热合封口。

[0042] 实施例2，和肽素免疫层析检测试剂卡的制备方法（纳米荧光微球或有色纳米微球

标记）：

1）抗和肽素抗体聚苯乙烯纳米荧光微球或有色聚苯乙烯微球标记垫的制备：

①  用pH  6.0的0.1M  MES缓冲液（配0.1M  MES水溶液，用1  M  NaOH溶液调整pH）将羧基

聚苯乙烯纳米荧光微球（粒径190nm）或有色聚苯乙烯微球（粒径200nm）稀释至固含量约

0.2%；

② 取1mL固含量0.2%的聚苯乙烯纳米荧光微球或有色聚苯乙烯微球，加入50μL  EDC溶

液(10mg/mL)和50μL  sulfo-NHS溶液（50mg/mL），活化10min，16500r/min  离心30min，去上

清后加入240μg抗和肽素抗体（一抗），混合偶联反应1h；

③  在偶联溶液中，加入650μL封闭液（10%BSA溶液），反应30min，13000r/min离心

20min，去上清，加入2500μL抗体保存液，超声分散即得抗和肽素抗体聚苯乙烯纳米荧光微

球或有色聚苯乙烯微球标记溶液；

④  将上述所得的标记溶液用喷金划膜仪喷至玻璃纤维或聚酯纤维上，喷量为2μL/cm，

干燥裁剪后即得抗和肽素抗体聚苯乙烯纳米荧光微球或有色聚苯乙烯微球标记垫；
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2）其他的步骤如样品垫制备、包被膜制备、组装等与实施例1相同。

[0043] 实施例3，和肽素免疫层析检测试剂卡的制备方法（胶体金标记）：

1）抗和肽素抗体胶体金标记垫的制备：

①  使用粒径为30nm的胶体金溶液，取20ml，逐滴加入0.05  M  K2CO3调节pH值为8.0；

②在磁力慢速搅拌下，在上述胶体金溶液中加入200μg抗和肽素抗体（一抗），充分混匀

30min；然后逐滴加入10％的BSA溶液2mL进行封闭反应，缓慢搅拌30min；

③  在冷冻离心机中(4～10)℃、10000rpm离心30min，弃上清，加入1mL抗体保存液复

溶，即得抗和肽素抗体胶体金标记溶液；

④  将上述所得的标记溶液用喷金划膜仪喷至玻璃纤维或聚酯纤维上，喷量为3μL/cm，

干燥裁剪后即得抗和肽素抗体胶体金标记垫；

2）其他的步骤如样品垫制备、包被膜制备、组装等与实施例1相同。

[0044] 实施例4，一种和肽素免疫层析检测试剂卡的具体使用方法：

精确吸取10μl样本（血清、血浆、全血），加入到稀释液中，混合均匀；打开铝箔袋包装，

取出检测卡，水平放置；吸取稀释后的样本75μl，加入到检测卡的加样孔中，然后开始计时，

室温反应5min。

[0045] 用有色纳米颗粒作为示踪标记物的试剂卡，凭肉眼观察，根据质控区C线、检测区T

线显色结果进行定性判读。当C线显色，T线不显色，结果为阴性，即样本中无目标分析物或

目标分析物低于试剂卡灵敏度；当C线显色，T线也显色，结果为阳性，即样本中含目标分析

物，并且T线显色越深，目标分析物含量越高。当C线不显色，无论T线显不显色，表明该测试

无效，需要重测。

[0046] 用荧光示踪物标记的试剂卡可通过荧光定量仪对试纸条进行检测，获取测试线及

质控线的荧光信号强度，并依据标准曲线实现对目标分析物的定量检测。正常人群的血液

和肽素界限值为11pmol／L，少于或等于该数值为阴性，高于该数值为阳性。

[0047] 上述实施例仅例示性说明本发明的原理及其功效，而非用于限制本发明。任何熟

悉此技术的人士皆可在不违背本发明的精神及范畴下，对上述实施例进行修饰或改变。因

此，举凡所属技术领域中具有通常知识者在未脱离本发明所揭示的精神与技术思想下所完

成的一切等效修饰或改变，仍应由本发明的权利要求所涵盖。
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