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本发提供一种分离从全血中分离红细胞的

方法，其核心在于一种红细胞分离剂，包括以下

组分：羧基聚苯乙烯微球、活性基团树枝状聚合

物和抗人RBC抗体；其中所述活性基团树枝状聚

合物为多聚赖氨酸、树枝状聚酰胺胺或聚丙烯亚

胺正三十二烷胺。本发明的红细胞分离剂是利用

多聚赖氨酸修饰聚苯乙烯微球-抗人RBC抗体复

合物实现的，通过预先将该红细胞分离剂添加到

免疫层析试剂盒的样本稀释液或其特定血液处

理管中，在检验过程中该红细胞分离剂会与测试

样本中的红细胞快速结合，快速形成庞大的网状

结构，在重力的作用下实现快速沉降，由此得到

反应需要的上清液。
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1.一种红细胞分离剂，其特征在于，包括以下组分：羧基聚苯乙烯微球、活性基团树枝

状聚合物和抗人RBC抗体；其中所述活性基团树枝状聚合物为多聚赖氨酸、树枝状聚酰胺胺

或聚丙烯亚胺正三十二烷胺。

2.如权利要求1所述的红细胞分离剂，其特征在于，所述羧基聚苯乙烯微球的质量浓度

为1.0-5.0％，活性基团树枝状聚合物在反应体系中的浓度为0.05％-1.0％，抗人RBC抗体

在反应体系中的浓度为0.05-5.0mg/mL。

3.一种用于免疫层析检测试剂盒的快速分离红细胞的方法，其特征在于，包括以下步

骤：

S1：制备活性基团树枝状聚合物修饰的聚苯乙烯微球；

S2：制备活性基团树枝状聚合物修饰的聚苯乙烯微球-抗人RBC抗体红细胞分离剂；

S3：将步骤S2制备的所述红细胞分离剂添加至免疫层析检测试剂盒中的样本稀释液；

或将所述涂覆在所述试剂盒的血液处理管内壁。

4.如权利要求3所述的快速分离红细胞的方法，其特征在于，所述步骤S1制备活性基团

树枝状聚合物修饰的聚苯乙烯微球的方法包括以下步骤：

S1：将羧基聚苯乙烯微球加入到微球稀释液中，超声分散处理，得到均匀分散的微球悬

浊液；

S2：对羧基聚苯乙烯微球进行活化处理，活化结束后离心去除上清液，得到活化的羧基

聚苯乙烯微球；

S3：向活化后的羧基聚苯乙烯微球悬浊液中，滴加含有活性基团树枝状聚合物溶液，搅

拌反应结束后，离心去掉上清液，得到活性基团树枝状聚合物修饰的聚苯乙烯微球。

5.如权利要求4所述的快速分离红细胞的方法，其特征在于，所述活化剂为1-(3-二甲

氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC)和N-羟基丁二酰亚胺(NHS)，其中EDC使用的反应

浓度为100-800mM，NHS使用的反应浓度为100-800mM。

6.如权利要求4所述的快速分离红细胞的方法，其特征在于，所述活性基团树枝状聚合

物为多聚赖氨酸、树枝状聚酰胺胺或聚丙烯亚胺正三十二烷胺，反应体系中活性基团树枝

状聚合物使用的反应浓度为0.05％-1.0％。

7.如权利要求4所述的快速分离红细胞的方法，其特征在于，所述步骤S2制备活性基团

树枝状聚合物修饰的聚苯乙烯微球-抗人RBC抗体红细胞分离剂方法包括以下步骤：

S1：将活性基团树枝状聚合物修饰的聚苯乙烯微球溶液，加入到微球稀释液中，超声分

散，加入活化剂进行活化处理；

S2：活化后的活性基团树枝状聚合物修饰的聚苯乙烯微球，经离心去掉上清液，将得到

的活化微球重新分散到标记稀释液中；

S3：将抗人RBC抗体加入到上述活化的活性基团树枝状聚合物修饰的聚苯乙烯微球溶

液中，37℃反应1～6小时，反应结束后离心去掉上清液，得到的活性基团树枝状聚合物修饰

的聚苯乙烯微球-标记抗人RBC抗体复合物，即为红细胞分离剂。

8.如权利要求7所述的快速分离红细胞的方法，其特征在于，所述活化剂为1-(3-二甲

氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC)和N-羟基丁二酰亚胺(NHS)，其中EDC使用的反应

浓度为100-800mM，NHS使用的反应浓度为100-800mM。

9.如权利要求7所述的快速分离红细胞的方法，其特征在于，所述抗人RBC抗体的在反
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应体系中的浓度为0.05-5.0mg/mL。

10.如权利要求3所述的快速分离红细胞的方法，其特征在于，所述步骤S3中将红细胞

分离剂添加至免疫层析检测试剂盒中的样本稀释液，所述红细胞分离剂的添加量为0.05-

1％(V/V)；或将红细胞分离剂涂覆在免疫层析检测试剂盒的血液处理管内壁，所述红细胞

分离剂的用量为2-20微升。
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一种用于免疫层析检测试剂盒的快速分离红细胞的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及生物制剂技术领域，具体涉及一种快速从全血中分离除去红细  胞的

方法。

背景技术

[0002] 即时检验(Point  of  care  testing，POCT)是指能在病人医疗现场进行的快速  检

验，其核心在于满足临床治疗或家用监护所需要的快速诊断需求，及时提供  准确可靠的检

验结果。凭借其操作简单、反应快速的优势，POCT已逐渐成为临  床医生判断病情重要的依

靠手段。

[0003] 随着临床检测技术的不断发展，为了满足快速的床边检测的需求，检测试  剂对血

液样本种类的涵括越来越广，不仅能适用于血清血浆样本，更要适用于  全血样本，以实现

快速检测。然而全血样本中的红细胞对临床诊断检测会造成  不明确的干扰，影响结果的准

确性。特别地，在免疫层析检测中，液体的流动  对免疫层析检测反应具有重要的影响。而红

细胞的存在可能影响影响整个反应  体系的流动过程以及影响免疫反应。因此，研发高效快

速分离血液样本中红细 胞的分析方法对提升免疫层析检测技术的性能具有重要意义。

[0004] 目前，从血液样本中分离红细胞得到血清或血浆的常用方法包括自然沉降  和离

心，前者需要较长的等待时间，后者需要使用到专用的离心设备，两者难 以满足POCT快速

检测的需求。因此，目前大部分能用于检测全血样本的荧光  免疫层析试剂盒中，主要通过

在试剂条上贴加滤血膜，或者在样本垫上添加抗  RBC抗体，来实现分离全血样本中的红细

胞。然而，这些方法中，一方面，红  细胞仍然存在于免疫试剂条上的反应体系中，对层析反

应的流动有着明显影响。  另一方面，当待测全血样本存在溶血情况时，红细胞碎片难以被

截留在滤血膜  或样本垫中，会随着反应液层析到硝酸纤维膜上，进而影响免疫层析反应或

造 成强烈的背景干扰。

[0005] 为了减少全血样本中红细胞在免疫层析检测中的影响，提高免疫诊断结果  的可

靠性，在样本前处理中预先把红细胞从全血样本中快速分离出是提高检测  灵敏度与准确

性的重要途径。为此，本发明第一次公开一种能从全血样本中快  速分离红细胞的方法，且

该方法能适用于目前常用的免疫层析检测方法。

发明内容

[0006] 本发明提出的在全血样本中快速分离红细胞的方法是利用树枝状聚合物修  饰聚

苯乙烯微球-抗人红细胞(RBC)单克隆抗体复合物实现的，通过预先将该  红细胞分离剂添

加到免疫层析试剂盒的样本稀释液或其特定血液处理管中，在  检验过程中该红细胞分离

剂会与测试样本中的红细胞快速结合，快速形成庞大 的网状结构，在重力的作用下实现快

速红细胞的快速沉降，由此得到反应所需 的上清液。

[0007] 为实现上述目的，本发明采取的技术方案为：

[0008] 一种红细胞分离剂，其包括以下组分：羧基聚苯乙烯微球、活性基团树枝  状聚合
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物和抗人RBC抗体；其中所述活性基团树枝状聚合物为多聚赖氨酸、树  枝状聚酰胺胺或聚

丙烯亚胺正三十二烷胺。

[0009] 优选地，所述羧基聚苯乙烯微球的质量浓度为1.0-5.0％，活性基团树枝状聚  合

物在反应体系中的浓度为0.05％-1 .0％，抗人RBC抗体在反应体系中的浓度为  0 .05-

5.0mg/mL。

[0010] 优选地，所述羧基聚苯乙烯微球的直径为100～300nm.

[0011] 本发明还提一种用于免疫层析检测试剂盒的快速分离红细胞的方法，包括以  下

步骤：

[0012] S1：制备活性基团树枝状聚合物修饰的聚苯乙烯微球；

[0013] S2：制备活性基团树枝状聚合物修饰的聚苯乙烯微球-抗人RBC抗体红细胞  分离

剂；

[0014] S3：将步骤S2制备的所述红细胞分离剂添加至免疫层析检测试剂盒中的样  本稀

释液或将所述红细胞分离剂涂覆在免疫层析检测试剂盒的离心管内壁内。

[0015] 进一步地，所述步骤S1制备活性基团树枝状聚合物修饰的聚苯乙烯微球的  方法

包括以下步骤：

[0016] S1：将羧基聚苯乙烯微球加入到微球稀释液中，超声分散处理，得到均匀分  散的

微球悬浊液；

[0017] S2：对羧基聚苯乙烯微球进行活化处理，活化结束后离心去除上清液，得到  活化

的羧基聚苯乙烯微球；

[0018] S3：向活化后的羧基聚苯乙烯微球悬浊液中，滴加具有活性基团树枝状聚合  物溶

液，搅拌反应结束后，离心去掉上清液，得到的活性基团树枝状聚合物修  饰的聚苯乙烯微

球。

[0019] 优选地，所述活化剂为1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC)  和N-

羟基丁二酰亚胺(NHS)，其中EDC使用的反应浓度为100-800mM，NHS  使用的反应浓度为100-

800mM。

[0020] 优选地，所述活性基团树枝状聚合物为多聚赖氨酸、树枝状聚酰胺胺或聚丙  烯亚

胺正三十二烷胺，反应体系中活性基团树枝状聚合物使用的反应浓度为  0.05％-1.0％。

[0021] 进一步地，所述步骤S2制备活性基团树枝状聚合物修饰的聚苯乙烯微球-  抗人

RBC抗体红细胞分离剂方法包括以下步骤：

[0022] S1：将活性基团树枝状聚合物修饰的聚苯乙烯微球溶液，加入到微球稀释  液中，

超声分散，加入活化剂进行活化处理；

[0023] S2：活化后的活性基团树枝状聚合物修饰的聚苯乙烯微球，经离心去掉上  清液，

将得到的活化微球重新分散到标记稀释液中；

[0024] S3：将抗人RBC抗体加入到上述活化的活性基团树枝状聚合物修饰的聚苯 乙烯微

球溶液中，37℃反应1～6小时，反应结束后离心去掉上清液，得到的活  性基团树枝状聚合

物修饰的聚苯乙烯微球-标记抗人RBC抗体复合物，即为红细 胞分离剂。

[0025] 优选地，所述活化剂为1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC)  和N-

羟基丁二酰亚胺(NHS)，其中EDC使用的反应浓度为100-800mM，NHS  使用的反应浓度为100-

800mM。
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[0026] 优选地，所述抗人RBC抗体的在反应体系中的浓度为0.05-5.0mg/mL。

[0027] 优选地，所述步骤S3中将红细胞分离剂添加至免疫层析检测试剂盒中的样  本稀

释液，所述红细胞分离剂的添加量为0.05-1％(V/V)。

[0028] 本发明的有益效果：

[0029] (1)本发明的红细胞分离剂以聚苯乙烯微球为载体，将大量的抗RBC抗  体交联到

微球上。一方面，在分离全血样本的红细胞的过程中，得益于微球的  增敏效应，使红细胞分

离剂能与红细胞快速结合，把大量的红细胞捕获凝集在  一起，形成分子量巨大的聚集体，

在重力的作用下快速沉降，由此得以将全血  样本中的红细胞与检测成分分离。另一方面，

聚苯乙烯微球具有良好的生物相 容性，保障了交联在微球上的抗RBC抗体的生物活性。

[0030] (2)本发明红细胞分离剂在聚苯乙烯微球为载体上修饰了活性基团丰富的  活性

基团树枝状聚合物，经其修饰，微球载体表面具有更多的活性基团，能够  负载更多抗RBC抗

体，使红细胞分离剂对红细胞具有更好的结合能力。此外，  树枝状聚合物能丰富聚苯乙烯

微球表面的三围空间结构，扩展抗RBC抗体之间 的空间，一方面降低红细胞分离剂同时与

大量红细胞结合过程中的空间位阻效  应，提高结合效率；另一方面，能有效减小被捕获的

红细胞之间的相互挤压，  避免红细胞破碎造成溶血，减少对检测结果的不利影响。

[0031] (3)本发明红细胞分离方法能简单应用到免疫层析检测中，无需额外的实  验仪

器，操作简单便捷，适合快速诊断的要求。

具体实施方式

[0032] 为了更加简洁明了的展示本发明的技术方案、目的和优点，下面结合具体  实施例

对本发明做进一步的详细描述。

[0033] 实施例1

[0034] 本实施的红细胞分离其特征包括：羧基聚苯乙烯微球3.0％、多聚赖氨酸  0.05％、

抗人RBC抗体0.05mg/mL。制备方法如下：

[0035] S1、制备多聚赖氨酸修饰的聚苯乙烯微球

[0036] ①取1.0mL  3.0％羧基聚苯乙烯微球，加入到9.0mL微球稀释液中，超声  分散处理

10min，得到均匀分散的微球悬浊液；

[0037] ②在快速搅拌下，向上述均匀分散的微球悬浊液中加入10倍浓度的1-(3-  二甲氨

基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC)/N-羟基丁二酰亚胺(NHS)活化  剂，对羧基聚苯乙烯

微球进行活化处理10-120min。活化反应体系中，EDC使  用的反应浓度为100mM，NHS使用的

反应浓度为100mM。

[0038] ③活化结束后，反应液进行离心处理，13000r/min离心20min，去掉上清  液，用清

洗液清洗，该离心清洗步骤反复进行3次，得到的活化微球重新分散  到9.0mL微球保存液

中。

[0039] ④在快速搅拌下，向活化后的羧基聚苯乙烯微球悬浊液中，逐滴加入10倍  浓度的

多聚赖氨酸溶液，搅拌反应0.5-12.0h；反应体系中多聚赖氨酸使用的反  应浓度为0.05％。

[0040] ⑤反应结束后，进行离心处理，13000r/min离心20min，去掉上清液，用  清洗液清

洗，该离心清洗步骤反复进行3次，得到的多聚赖氨酸修饰聚苯乙烯  微球重新分散到1.0mL

微球保存液中，在2-8℃环境中保存待用。
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[0041] S2、制备多聚赖氨酸修饰的聚苯乙烯微球标记抗人RBC抗体的红细胞分离  剂

[0042] ①取1.0mL上述多聚赖氨酸修饰聚苯乙烯微球溶液，加入到9.0mL微球  稀释液中，

超声分散10min，加入EDC/NHS活化剂进行活化处理，搅拌反应  10-120min。活化反应中体

系，EDC使用的反应浓度为100mM，NHS使用的反  应浓度为100mM。

[0043] ②活化后的多聚赖氨酸修饰聚苯乙烯微球经13000r/min离心20min，去掉  上清

液，用清洗液清洗，离心清洗步骤反复进行3次，得到的活化微球重新分  散到9.0mL标记稀

释液中。

[0044] ③在快速搅拌下，将抗人RBC抗体加入到上述活化的多聚赖氨酸修饰聚苯 乙烯微

球溶液中，37℃反应1小时。标记反应体系中，抗人RBC抗体的整体浓  度为0.05mg/mL。

[0045] ④反应结束后，反应溶液进行13000r/min离心20min，去掉上清液，用清  洗液清

洗，清洗步骤反复进行3次，得到的聚赖氨酸修饰聚苯乙烯微球标记抗  人RBC抗体，重新分

散到5.0mL标记物保存液中，在2-8℃环境中保存待用。

[0046] 实施例2

[0047] 本实施例与实施例1的唯一区别在于，本实施使用的多聚赖氨酸的浓度为  0.1％。

[0048] 实施例3

[0049] 本实施例与实施例1的唯一区别在于，本实施使用的活性基团树枝状聚合  物为树

枝状聚酰胺胺，其浓度为0.1％。

[0050] 实施例4

[0051] 本实施例与实施例1的唯一区别在于，本实施使用的活性基团树枝状聚合  物为聚

丙烯亚胺正三十二烷胺，其浓度为0.1％。

[0052] 实施例5

[0053] 本实施例与实施例1的唯一区别在于，本实施使用的抗人RBC抗体在反应  体系中

的浓度为1mg/mL。

[0054] 实施例6

[0055] 本实施例与实施例1的唯一区别在于，本实施使用的抗人RBC抗体在反应  体系中

的浓度为3mg/mL。

[0056] 实施例7

[0057] 本实施例与实施例1的唯一区别在于，本实施使用的抗人RBC抗体在反应  体系中

的浓度为5mg/mL。

[0058] 实施例8

[0059] 本实施例与实施例1的唯一区别在于，本实施使用的活化剂EDC使用的反  应浓度

为800mM，NHS使用的反应浓度为800mM。

[0060] 实施例9将本发明的红细胞分离剂用于肌酸激酶同工酶MB(CK-MB)荧  光免疫层析

检测试剂盒

[0061] 肌酸激酶同工酶MB(CK-MB)荧光免疫层析检测试剂盒由荧光免疫层析  检测试剂

卡与样本稀释液组成，该试剂盒可检测的样本包括血清、血浆、全血。  本实施例中，将本发

明的红细胞分离剂直接添加到样本稀释液中，所述分离剂  会快速与样本中的红细胞进行

反应，促进红细胞的凝集，使红细胞快速沉降。

[0062] 本实施例中，为了充分验证本发明红细胞分离剂的效果，对制备过程中使  用的抗
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RBC抗体浓度设置四个方案，

[0063] ①取1.0mL  3.0％羧基聚苯乙烯微球，加入到9.0mL微球稀释液中，超声  分散处理

10min，得到均匀分散的微球悬浊液；聚苯乙烯微球直径约为300nm， 其表面基团为羧基。

[0064] ②在快速搅拌下，向上述均匀分散的微球悬浊液中加入10倍浓度的1-(3-  二甲氨

基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC)/N-羟基丁二酰亚胺(NHS)活化  剂，对羧基聚苯乙烯

微球进行活化处理30min；活化过程中，EDC使用的反应  浓度为200mM，NHS使用的反应浓度

为200mM。

[0065] ③活化结束后，反应液进行离心处理，13000r/min离心20min，去掉上清  液，用清

洗液清洗，该离心清洗步骤反复进行3次，得到的活化微球重新分散  到9.0mL微球保存液

中。

[0066] ④在快速搅拌下，向活化后的羧基聚苯乙烯微球悬浊液中，逐滴加入10倍  浓度的

多聚赖氨酸溶液，其使用的反应浓度为0.5％，搅拌反应3.0h。

[0067] ⑤反应结束后，进行离心处理，13000r/min离心20min，去掉上清液，用  清洗液清

洗，该离心清洗步骤反复进行3次，得到的多聚赖氨酸修饰聚苯乙烯  微球重新分散到1.0mL

微球保存液中。

[0068] ⑦取1.0mL上述多聚赖氨酸修饰聚苯乙烯微球溶液，加入到9.0mL微球  稀释液中，

超声分散10min，加入EDC/NHS活化剂进行活化处理，搅拌反应  30min；活化反应中体系，EDC

使用的反应浓度为400mM，NHS使用的反应  浓度为400mM。

[0069] ⑧活化后的多聚赖氨酸修饰聚苯乙烯微球经13000r/min离心20min，去掉  上清

液，用清洗液清洗，离心清洗步骤反复进行3次，得到的活化微球重新分  散到9.0mL标记稀

释液中。

[0070] ⑨在快速搅拌下，将抗人RBC抗体加入到上述活化的多聚赖氨酸修饰聚苯 乙烯微

球溶液中，37℃反应3小时；标记反应体系中，依据设计的四个方案，  抗人RBC抗体使用的反

应浓度分别为0.2mg/mL、0.5mg/mL、1.0mg/mL和  2.0mg/mL。

[0071] ⑩反应结束后，反应溶液进行13000r/min离心20min，去掉上清液，用清  洗液清

洗，清洗步骤反复进行3次，得到的聚赖氨酸修饰聚苯乙烯微球标记抗  人RBC抗体，重新分

散到5.0mL标记物保存液中，在2-8℃环境中保存待用。

[0072] 将上述步骤制备得到的红细胞分离剂添加到CK-MB免疫层析检测试剂盒  的样本

稀释液中，添加的体积比例为0.5％。将50微升的全血样本加入到200  微升上述样本稀释液

中，用移液器吹打混匀3次，静止放置，观察红细胞凝集 沉降情况，结果见表1。

[0073] 表1：红细胞沉降时间
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[0074]

[0075] 根据表1中的实验数据分析可得，本发明的红细胞分离剂能适用于肌酸激  酶同工

酶MB(CK-MB)荧光免疫层析检测试剂盒，在全血样本稀释过程中快  速完成红细胞分离。随

着抗人RBC抗体的使用浓度不断升高，所得的红细胞分  离剂分离沉降红细胞所用时间逐渐

缩短。根据表1中的实验数据分析，本专利  提出的分离红细胞方法的分离时间远小于常规

全血中红细胞自然沉降所需的时  间。而且本发明的高效红细胞分离剂在该案例的使用过

程中，无需额外的工具  与操作，相对于常规的电动离心分离，该方法更加简单可靠，适用于

POCT的  床边诊断需求。

[0076] 为验证本发明的红细胞分离剂在肌酸激酶同工酶MB荧光免疫层析检测试  剂盒上

的使用效果，使用上述方案3分离后得到的上清液进行免疫层析检测，  分析结果的准确性

与重复性。其中，对照方案A使用的肌酸激酶同工酶MB荧  光免疫层析检测试剂盒的性能指

标与方案3的相同，唯一不同之处在于，对照  方案A中，在荧光免疫层析检测试剂卡制备过

程中是将抗RBC抗体固化在样本  垫上，利用样本垫上的抗RBC抗体对全血检测过程中的红

细胞进行分离，结果 见表2。

[0077] 表2 上述方案的肌酸激酶同工酶MB荧光免疫层析检测试剂盒的检测结果
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[0078]

[0079] 由表2结果可见，在样本稀释液中加入了本发明的红细胞分离剂，CK-MB  荧光免疫

层析检测试剂盒能准确地检测全血样本中的CK-MB含量，结果与常规  对照方案A的检测结

果基本一致。分析上述结果发现，使用本发明红细胞分离  剂的方案3的检测结果的重复性

更好，CV优于常规对照方案。这是因为红细胞  分离剂能在样本稀释处理阶段就把红细胞分

离除去，加到荧光免疫层析试机卡  上的反应液对层析流动的影响较小，同时也避免了层析

过程中少量红细胞溶血  造成的背景干扰。

[0080] 综上可见，在肌酸激酶同工酶MB荧光免疫层析检测试剂盒的应用上，本  发明的红

细胞分离剂能在样本稀释处理阶段快速凝集分离红细胞，降低反应液  对层析流动的影响，

降低反应液的背景干扰。

[0081] 实施例9将本发明的红细胞分离剂用于心肌肌钙蛋白(cTnI)荧光免疫层析  定量

测定试剂盒

[0082] 本实施例将本发明的红细胞分离剂应用到心肌肌钙蛋白(cTnI)的荧光免疫  层析

定量测定试剂盒中。其中，该心肌肌钙蛋白(cTnI)的荧光免疫层析定量测  定试剂盒由荧光

免疫层析检测试剂卡组成，无样本稀释液，属于一步法加样。  该试剂盒可检测的样本包括

血清、血浆、全血。本实施例中，将本发明的红细  胞分离剂涂覆在前处理全血样本的离心管
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中。在测试前，仅需要简单地把全血  样本加到该管中，摇匀，静置，即可实现全血样本中红

细胞的简单快速分离。  得到上清的血浆可直接用于心肌肌钙蛋白(cTnI)的荧光免疫层析

定量测定试剂 盒。

[0083] 本实施例中，对制备过程中使用的抗RBC抗体浓度设置四个方案，具体如 下：

[0084] ①取1.0mL  3.0％羧基聚苯乙烯微球，加入到9.0mL微球稀释液中，超声  分散处理

10min，得到均匀分散的微球悬浊液；聚苯乙烯微球直径约为100nm， 其表面基团为羧基。

[0085] ②在快速搅拌下，向上述均匀分散的微球悬浊液中加入10倍浓度的1-(3-  二甲氨

基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐(EDC)/N-羟基丁二酰亚胺(NHS)活化  剂，对羧基聚苯乙烯

微球进行活化处理30min；活化过程中，EDC使用的反应  浓度为400mM，NHS使用的反应浓度

为400mM。

[0086] ③活化结束后，反应液进行离心处理，13000r/min离心20min，去掉上清  液，用清

洗液清洗，该离心清洗步骤反复进行3次，得到的活化微球重新分散  到9.0mL微球保存液

中。

[0087] ④在快速搅拌下，向活化后的羧基聚苯乙烯微球悬浊液中，逐滴加入10倍  浓度的

多聚赖氨酸溶液，其使用的反应浓度为1.0％，搅拌反应3.0h。

[0088] ⑤反应结束后，进行离心处理，13000r/min离心20min，去掉上清液，用  清洗液清

洗，该离心清洗步骤反复进行3次，得到的多聚赖氨酸修饰聚苯乙烯  微球重新分散到1.0mL

微球保存液中。

[0089] ⑦取1.0mL上述多聚赖氨酸修饰聚苯乙烯微球溶液，加入到9.0mL微球  稀释液中，

超声分散10min，加入EDC/NHS活化剂进行活化处理，搅拌反应  30min；活化反应中体系，EDC

使用的反应浓度为400mM，NHS使用的反应  浓度为400mM。

[0090] ⑧活化后的多聚赖氨酸修饰聚苯乙烯微球经13000r/min离心20min，去掉  上清

液，用清洗液清洗，离心清洗步骤反复进行3次，得到的活化微球重新分  散到9.0mL标记稀

释液中。

[0091] ⑨在快速搅拌下，将抗人RBC抗体加入到上述活化的多聚赖氨酸修饰聚苯 乙烯微

球溶液中，37℃反应3小时；标记反应体系中，依据设计的四个方案，  抗人RBC抗体使用的反

应浓度分别为0.5mg/mL、1.0mg/mL和2.0mg/mL。

[0092] ⑩反应结束后，反应溶液进行13000r/min离心20min，去掉上清液，用清  洗液清

洗，清洗步骤反复进行3次，得到的聚赖氨酸修饰聚苯乙烯微球标记抗  人RBC抗体，重新分

散到5.0mL标记物保存液中，在2-8℃环境中保存待用。

[0093] 取10微升上述步骤制备得到的高效红细胞分离剂溶液加入到所述试剂盒的  离心

管中，震荡离心管，使红细胞分离剂均匀涂覆在离心管内壁，即得到全血  样本处理管。取

200微升全血样本加入到上述全血样本处理管中，上下颠倒摇  匀8次，静止放置，观察红细

胞凝集沉降情况，结果见表3。

[0094] 表3：红细胞沉降时间
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[0095]

[0096]

[0097] 根据表3中的实验数据分析可得，本发明的红细胞分离剂能直接与全血样  本作

用，通过简单便捷的混匀操作，就能加速全血样本中的红细胞凝集沉降，  实现红细胞在全

血样本中的快速分离，适用于一步法加样的荧光免疫层析试剂  盒。随着抗人RBC抗体的使

用浓度不断升高，所得的红细胞分离剂分离沉降红  细胞的所用时间越短。在本专利所提出

的反应浓度范围内，所得红细胞分离剂 的效果随抗人RBC抗体的使用浓度增高而增强。根

据表3中的实验数据所示，  上述方案中，分离全血中的红细胞的完成时间约为1-3min，稍长

于本发明红细  胞分离剂在样本稀释液中的应用，但仍远快于常规自然沉降的所需的时间，

满 足心肌肌钙蛋白(cTnI)荧光免疫层析定量测定试剂盒快速检测的要求。

[0098] 为了验证本发明的高效红细胞分离剂在cTnI荧光免疫层析定量测定试剂盒  上的

使用效果，使用上述方案7分离后得到的上清液进行免疫层析检测，分析  结果的准确性与

重复性。其中，对照方案B和C使用的cTnI荧光免疫层析定量  测定试剂盒的性能指标与方案

7的相同，唯一不同之处在于，对照方案B中，  在荧光免疫层析检测试剂卡制备过程中把抗

RBC抗体固化在样本垫上，并利用  样本垫上的抗RBC抗体对全血检测过程中的红细胞进行

分离；而对照方案C中，  先通过离心处理全血样本，再直接检测离心分离等到的血浆样本。

上述方案的  cTnI荧光免疫层析定量测定试剂盒的测试结果如表4所示。

[0099] 表4 上述方案的cTnI荧光免疫层析定量测定试剂盒的检测结果
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[0100]

[0101] 由上述结果可见，方案7对全血样本的cTnI检测结果与对照方案C的检测  结果整

体一致，说明本发明的红细胞分离剂适用于一步法加样的cTnI荧光免疫  层析定量测定试

剂盒，检测结果具有良好的准确性。比较分析方案7与对照方  案B的cTnI检测结果可见，利

用本发明红细胞分离剂的方案7相对于对照方案  B具有更好的准确性。因为，方案7中在加

样前利用红细胞分离剂快速分离沉降  全血样本中的红细胞，检测过程中加到试剂卡上的

血浆与离心分离得到的血浆  基本一致，保障了检测结果的准确性。而对照方案B是把全血

样本直接加样到  试剂卡上，这无法避免不同患者全血样本中血浆与红细胞比值差异导致

的检测  结果偏差。此外，与对照方案B相比，方案7的检测结果具有良好的重复性，  与离心

血浆的检测结果的重复性一致。由此可见，方案7有效避免了红细胞对  免疫层析过程的流

动影响及背景干扰，且红细胞分离剂不会对检测体系引入额  外的干扰。而相较于对照方案

C，方案7的操作简单，无需电动的离心设备，在 快速检测中具有更好的适用性。

[0102] 以上所述实施例仅表达了本发明的几种实施方式，其描述较为具体和详细，  但并

不能因此而理解为对发明专利范围的限制。应当指出的是，对于本领域的  普通技术人员来

说，在不脱离本发明构思的前提下，还可以做出若干变形和改  进，这些都属于本发明的保

护范围。因此，本发明专利的保护范围应以所附权  利要求为准。
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