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本发明专利公布了一种抗双链DNA抗体快速

检测方法，DNA提取步骤包括：生物素标记双链

DNA抗原、荧光标记鼠抗人免疫球蛋白G、制备试

纸条和样本稀释液、测定，利用离心管、离心机、

水浴箱、电子pH计、荧光免疫分析仪、连续点膜喷

金一体机，再加上相应的试剂和材料进行快速而

准确的检测。本发明试纸条进行检测，时间很短，

利用生物素标记质粒双链DNA对链霉亲和素蛋白

进行固定，以提高灵敏度，试纸条和样本稀释液

可提前制备且便于存储，使用时取用方便，提供

一种操作简便、节约时间、检测准确性高的抗双

链DNA抗体快速检测方法。
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1.一种抗双链DNA抗体快速检测方法，其特征在于：所需试剂和材料包括：质粒、重蒸

水、缓冲液、限制性内切酶、乙二胺四乙酸、无水乙醇、乙醇溶液、生物素酰水溶撤肼、戊二

醛、1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐溶液、F1-Y030微球溶液、N-羟基琥珀酰亚

胺溶液、NaOH溶液、NH4Cl溶液、待标记抗体、PBS缓冲液、牛血清白蛋白溶液、链霉亲和素、羊

抗鼠免疫球蛋白G、NC膜、样本垫、吸水纸、NaN3、PVC底板，所需设备包括：离心管、离心机、水

浴箱、电子pH计、荧光免疫分析仪、连续点膜喷金一体机。

2.根据权利要求1所述的一种抗双链DNA抗体快速检测方法，其特征在于：所述方法如

下：

(一)生物素标记双链DNA抗原：将质粒与重蒸水加入离心管并将二者融合，再加入缓冲

液以及限制性内切酶，混合均匀后利用离心机进行轻微离心使得溶液集中，并在37℃下静

置3小时，然后加入乙二胺四乙酸溶液并混合均匀，再加入无水乙醇混合均匀后放入水浴箱

内冰浴3分钟，之后用离心机在11000r/min下离心处理6分钟，再用75％的乙醇溶液洗涤处

理后的双链DNA沉淀，再用离心机在11000r/min下离心处理3分钟，去除上清液后晾干双链

DNA沉淀；将生物素酰肼水溶液：戊二醛：双链DNA按照5：6：10的比例进行混合均匀，并放入

水浴箱中在37℃下10min，最后将混合溶液进行1×PBS透析，以得到被生物素标记的双链

DNA抗原；

(二)荧光标记鼠抗人免疫球蛋白G：将1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐溶

液、F1-Y030微球溶液、N-羟基琥珀酰亚胺溶液混合均匀并在35℃下反应20分钟，然后加入

NaOH溶液，在pH计的检测下将混合溶液的pH值调整到7.2-7.4之间，按照所需标记比例将向

混合溶液中加入待标记的抗体，在30℃下反应30分钟，反应后加入NH4Cl溶液，同样在30℃

下静置15分钟，以终止反应，然后进行PBS缓冲液透析并回收混合溶液，然后加入牛血清白

蛋白溶液，将混合溶液保持与4℃的环境下；

(三)制备试纸条和样本稀释液：利用连续点膜喷金一体机将链霉亲和素与羊抗鼠免疫

球蛋白G划线在NC膜的指定位置上，然后37℃下烘干5小时，按照样品垫、NC膜及吸水纸的顺

序将三者从左到右排列在PVC底板上，且三者交界处有1mm的重叠宽度，将其裁剪成4mm宽制

成试纸条，并装入塑料卡壳再用铝箔袋每个单独密封，存储于4℃的温度下；将牛血清白蛋

白、步骤(一)制备的生物素标记双链DNA抗原与步骤(二)制备的荧光标记鼠抗人免疫球蛋

白G混合并加入NaN3防腐剂制成样本稀释液，并保存在4℃的温度下；

(四)测定：从4℃的保存条件下取出步骤(三)试纸条和样本稀释液并使其温度恢复至

室温，将待测样本加入到样本稀释液中，混合均匀，并在混合后将其滴在试纸条的样本孔

上，15分钟后将试纸条放入荧光免疫分析仪中进行检测。

3.根据权利要求1、2所述的一种抗双链DNA抗体快速检测方法，其特征在于：所述步骤

(四)中，待测样本与样本稀释液混合稀释比例经过研究确定为1：49。
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一种抗双链DNA抗体快速检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及快速检测领域，尤其涉及抗双链DNA抗体快速检测方法。

背景技术

[0002] 现在社会生活中，人们对身体健康格外看重，而疾病对健康的威胁却一直没有减

少，尤其是自身免疫性疾病，许多疾病陆续被定义为自身免疫性疾病，为了遏制自身免疫性

疾病继续危害人们的健康，提高医疗水平，改善人们的健康水平，对自身免疫性疾病的提前

诊断进行了大量的研究，以求遭到准确快捷的诊断方法。

[0003] 自身免疫性疾病是由于对自身抗原发生免疫反应而导致自身组织受到损害而形

成的疾病，具体临床表现为器官特异性自身免疫病和系统性自身免疫病，而系统性自身免

疫病又包括：系统性血管炎、甲状腺自身免疫疾病、天疱疮、系统性红斑狼疮等，这些疾病的

病因有自身抗原的出现、免疫调节异常、交叉抗原以及遗传因素，通过进行抗双链DNA抗体

检测可提前发现自身免疫性疾病的存在，已采取相应措施。

[0004] 对于系统性红斑狼疮的诊断而言，抗双链DNA抗体是一项重要指标，其具有相当高

的特异性，容易被检测，同时与系统性红斑狼疮又有一定联系，会随该疾病的活动程度而发

生变化，因此，对双链DNA抗体进行检测，可快速准确的判断系统性红斑狼疮。

[0005] 目前进行诊断检测的方法主要有化学发光分析法、酶联免疫吸附测定、胶体金免

疫层析法、免疫荧光分析法、间接免疫荧光法等，其中在临床上应用最为广泛的是间接免疫

荧光法，该方法灵敏度高，但其过程包括手工操作和荧光显微镜观察，同时需要丰富的经

验，收到多种因素的影响，存在操作时间长的缺陷，酶联免疫吸附测定法也是一种较为常见

的临床方法，但与间接免疫荧光法一样，存在耗时较长、影响就医，导致病情恶化，其他方法

虽然较为快捷，但在实际应用当中存在较多限制，有些方法并不成熟，需要进一步研究探

索，诊断的准确性有待进一步提高，因此，目前对于系统性红斑狼疮等自身免疫性疾病的诊

断检测，准确性高的方法耗时较长，而方便快捷的方法有不成熟，需要进一步的对其准确性

进行提高，缺乏一种准确性高且方便快捷，耗时较少的诊断方法。

发明内容

[0006] 本发明的目的是解决系统性红斑狼疮在检测中存在的检测准确性低、操作繁琐、

耗费时间长的问题，提供一种操作简便、节约时间、检测准确性高的抗双链DNA抗体快速检

测方法。

[0007] 本发明所采用的技术方案：一种抗双链DNA抗体快速检测方法，所需试剂和材料包

括：质粒、重蒸水、缓冲液、限制性内切酶、乙二胺四乙酸、无水乙醇、乙醇溶液、生物素酰水

溶撤肼、戊二醛、1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐溶液、F1-Y030微球溶液、N-

羟基琥珀酰亚胺溶液、NaOH溶液、NH4Cl溶液、待标记抗体、PBS缓冲液、牛血清白蛋白溶液、

链霉亲和素、羊抗鼠免疫球蛋白G、NC膜、样本垫、吸水纸、NaN3、PVC底板，所需设备包括：离

心管、离心机、水浴箱、电子pH计、荧光免疫分析仪、连续点膜喷金一体机。
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[0008] 本发明一种抗双链DNA抗体快速检测方法如下：

[0009] (一)生物素标记双链DNA抗原：将质粒与重蒸水加入离心管并将二者融合，再加入

缓冲液以及限制性内切酶，混合均匀后利用离心机进行轻微离心使得溶液集中，并在37℃

下静置3小时，然后加入乙二胺四乙酸溶液并混合均匀，再加入无水乙醇混合均匀后放入水

浴箱内冰浴3分钟，之后用离心机在11000r/min下离心处理6分钟，再用75％的乙醇溶液洗

涤处理后的双链DNA沉淀，再用离心机在11000r/min下离心处理3分钟，去除上清液后晾干

双链DNA沉淀；将生物素酰肼水溶液：戊二醛：双链DNA按照5：6：10的比例进行混合均匀，并

放入水浴箱中在37℃下10min，最后将混合溶液进行1×PBS透析，以得到被生物素标记的双

链DNA抗原。

[0010] (二)荧光标记鼠抗人免疫球蛋白G：将1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸

盐溶液、F1-Y030微球溶液、N-羟基琥珀酰亚胺溶液混合均匀并在35℃下反应20分钟，然后

加入NaOH溶液，在pH计的检测下将混合溶液的pH值调整到7.2-7.4之间，按照所需标记比例

将向混合溶液中加入待标记的抗体，在30℃下反应30分钟，反应后加入NH4Cl溶液，同样在

30℃下静置15分钟，以终止反应，然后进行PBS缓冲液透析并回收混合溶液，然后加入牛血

清白蛋白溶液，将混合溶液保持与4℃的环境下。

[0011] (三)制备试纸条和样本稀释液：利用连续点膜喷金一体机将链霉亲和素与羊抗鼠

免疫球蛋白G划线在NC膜的指定位置上，然后37℃下烘干5小时，按照样品垫、NC膜及吸水纸

的顺序将三者从左到右排列在PVC底板上，且三者交界处有1mm的重叠宽度，将其裁剪成4mm

宽制成试纸条，并装入塑料卡壳再用铝箔袋每个单独密封，存储于4℃的温度下；将牛血清

白蛋白、步骤(一)制备的生物素标记双链DNA抗原与步骤(二)制备的荧光标记鼠抗人免疫

球蛋白G混合并加入NaN3防腐剂制成样本稀释液，并保存在4℃的温度下。

[0012] (四)测定：从4℃的保存条件下取出步骤(三)试纸条和样本稀释液并使其温度恢

复至室温，将待测样本加入到样本稀释液中，混合均匀，并在混合后将其滴在试纸条的样本

孔上，15分钟后将试纸条放入荧光免疫分析仪中进行检测。

[0013] 所述步骤(四)中，待测样本与样本稀释液混合稀释比例经过研究确定为1：49。

[0014] 本发明的有益效果：(1)本发明中样本吸收液和试纸条可提前制备，且便于保存，

取用方便，简化了检测时的步骤；(2)本发明利用试纸条进行检测，时间很短；(3)利用生物

素标记质粒双链DNA对链霉亲和素蛋白进行固定，确保了检测准确度满足临床需求。

附图说明

[0015] 图1是本发明的流程示意图。

具体实施方式：

[0016] 下面结合附图与具体实例对本发明进行详细说明。

[0017] 本发明结合实例进行说明，所需试剂和材料包括：质粒、重蒸水、缓冲液、限制性内

切酶、乙二胺四乙酸、无水乙醇、乙醇溶液、生物素酰水溶撤肼、戊二醛、1-(3-二甲氨基丙

基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐溶液、F1-Y030微球溶液、N-羟基琥珀酰亚胺溶液、NaOH溶液、

NH4Cl溶液、待标记抗体、PBS缓冲液、牛血清白蛋白溶液、链霉亲和素、羊抗鼠免疫球蛋白G、

NC膜、样本垫、吸水纸、NaN3、PVC底板，所需设备包括：离心管、离心机、水浴箱、电子pH计、荧
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光免疫分析仪、连续点膜喷金一体机。

[0018] 本发明一种抗双链DNA抗体快速检测方法步骤如下：

[0019] (一)生物素标记双链DNA抗原：将质粒与重蒸水加入离心管并将二者融合，再加入

缓冲液以及限制性内切酶，混合均匀后利用离心机进行轻微离心使得溶液集中，并在37℃

下静置3小时，然后加入乙二胺四乙酸溶液并混合均匀，再加入无水乙醇混合均匀后放入水

浴箱内冰浴3分钟，之后用离心机在11000r/min下离心处理6分钟，再用75％的乙醇溶液洗

涤处理后的双链DNA沉淀，再用离心机在11000r/min下离心处理3分钟，去除上清液后晾干

双链DNA沉淀；将生物素酰肼水溶液：戊二醛：双链DNA按照5：6：10的比例进行混合均匀，并

放入水浴箱中在37℃下10min，最后将混合溶液进行1×PBS透析，以得到被生物素标记的双

链DNA抗原。

[0020] (二)荧光标记鼠抗人免疫球蛋白G：将1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸

盐溶液、F1-Y030微球溶液、N-羟基琥珀酰亚胺溶液混合均匀并在35℃下反应20分钟，然后

加入NaOH溶液，在pH计的检测下将混合溶液的pH值调整到7.2-7.4之间，按照所需标记比例

将向混合溶液中加入待标记的抗体，在30℃下反应30分钟，反应后加入NH4Cl溶液，同样在

30℃下静置15分钟，以终止反应，然后进行PBS缓冲液透析并回收混合溶液，然后加入牛血

清白蛋白溶液，将混合溶液保持与4℃的环境下。

[0021] (三)制备试纸条和样本稀释液：利用连续点膜喷金一体机将链霉亲和素与羊抗鼠

免疫球蛋白G划线在NC膜的指定位置上，然后37℃下烘干5小时，按照样品垫、NC膜及吸水纸

的顺序将三者从左到右排列在PVC底板上，且三者交界处有1mm的重叠宽度，将其裁剪成4mm

宽制成试纸条，并装入塑料卡壳再用铝箔袋每个单独密封，存储于4℃的温度下；将牛血清

白蛋白、步骤(一)制备的生物素标记双链DNA抗原与步骤(二)制备的荧光标记鼠抗人免疫

球蛋白G混合并加入NaN3防腐剂制成样本稀释液，并保存在4℃的温度下。

[0022] (四)测定：从4℃的保存条件下取出步骤(三)试纸条和样本稀释液并使其温度恢

复至室温，将待测样本加入到样本稀释液中，混合均匀，并在混合后将其滴在试纸条的样本

孔上，15分钟后将试纸条放入荧光免疫分析仪中进行检测。

[0023] 所述步骤(四)中，待测样本与样本稀释液混合稀释比例经过研究确定为1：49。
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摘要(译)

本发明专利公布了一种抗双链DNA抗体快速检测方法，DNA提取步骤包
括：生物素标记双链DNA抗原、荧光标记鼠抗人免疫球蛋白G、制备试
纸条和样本稀释液、测定，利用离心管、离心机、水浴箱、电子pH计、
荧光免疫分析仪、连续点膜喷金一体机，再加上相应的试剂和材料进行
快速而准确的检测。本发明试纸条进行检测，时间很短，利用生物素标
记质粒双链DNA对链霉亲和素蛋白进行固定，以提高灵敏度，试纸条和
样本稀释液可提前制备且便于存储，使用时取用方便，提供一种操作简
便、节约时间、检测准确性高的抗双链DNA抗体快速检测方法。
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