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(57)摘要

假单胞菌多肽、抗体捕获器件及试剂盒。本

发明公开一种SEQ ID：1所示假单胞菌多肽的核

心序列、含核心序列的假单胞菌多肽、抗体捕获

器件、试剂盒及检测方法，属于免疫学技术领域。

本发明的技术方案是克隆表达含有SEQ ID：1核

心序列的假单胞菌多肽，通过固相载体及其上含

核心序列的多肽捕获样本中的抗体，达到辅助诊

断自体免疫性肠病的作用。
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1.一种SEQ  ID：1所示假单胞菌多肽，其特征在于，包含3个核心序列及连接序列xxx。

2.权利要求1所述的假单胞菌多肽，其特征在于，连接序列xxx可变异，优选地，为SEQ 

ID：2、SEQ  ID：3或SEQ  ID：4多肽。

3.一种抗体捕获器件，其特征在于，固相载体及其上包被的权利要求1～2所述的假单

胞菌多肽。

4.权利要求3所述的固相载体，其特征在于，包括但不限于荧光微球、乳胶微球、树脂微

球、磁性微球、胶体金颗粒、微孔板、薄膜、微孔膜、硝酸纤维素膜。

5.一种自体免疫性肠病检测试剂盒及方法，其特征在于，包括权利要求1～2所述的多

肽或者权利要求3～4所述的抗体捕获器件，其方法包括步骤：

(1)将样本作用于抗体捕获器件；

(2)通过标记物测定样本中抗假单胞菌多肽抗体的含量。

6.权利要求5所述的样本，其特征在于，血清、血浆、全血、尿液或粪便。

7.权利要求5所述的标记物，其特征在于，包括但不限于辣根过氧化物酶、碱性磷酸酶、

吖啶酯、稀土元素、胶体金、彩色乳胶。
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假单胞菌多肽、抗体捕获器件及试剂盒

技术领域

[0001] 本发明涉及一种假单胞菌多肽的核心序列，及其包含多肽的抗体捕获器和试剂

盒，属于 免疫学检测技术领域。

背景技术

[0002] 炎症性肠病(inflammatory  bowel  disease，IBD)是一种自体免疫性肠病，包括溃

疡性结  肠炎(ulcerative  colitis，UC)和克罗恩病(Crohn’s  disease，CD)，近10多年来在

我国发病  率呈逐步增高趋势。IBD的临床表现复杂多样，不仅有消化道症状，还可有肠外表

现。由于  症状为腹痛、腹泻、便血等非特异性肠炎表现，CD与UC，以及IBD与结核性肠炎等其

他肠道  慢性疾病很难鉴别诊断。血清学指标有助于鉴别CD与UC，以及IBD与非IBD。

[0003] IBD的发病机理复杂，其中之一的机制是由于遗传、环境等因素影响，使肠道粘膜

的屏 障功能障碍，免疫系统对正常肠道存在的抗原产品免疫反应，表现为体内可检测到对

肠道微  生物抗原及代谢物的抗体。通过对这些抗体的检测，可辅助诊断自体免疫学肠病包

括IBD。 目前已明确的具有IBD辅助诊断作用的抗微生物抗体包括抗CBirl抗体、抗Fla-X抗

体、抗  4aFla-2抗体等细菌鞭毛抗体，以及抗荧光假单胞菌I2抗体和抗大肠杆菌外膜孔道

蛋白OmpC  抗体等。由于微生物基因的易变异性和多态性，新的微生物抗原不断出现，其中

一些参与肠  道粘膜的免疫调节。本发明所公布的假单胞菌多肽与对比文献CN  103175971B

公布的多肽序  列不同。经过序列分析，发现与假单胞菌自身抗体产生有关的是某些核心序

列，含有该核心  序列的假单胞菌多肽经临床确诊的患者样本验证，具有鉴别健康人与IBD

的能力。

发明内容

[0004] 本发明的第一方面，公布SEQ  ID：1所示的假单胞菌多肽及三个核心序列，连接核

心序列 之间的氨基酸序列xxx可有多种变异，如SEQ  ID：2、SEQ  ID：3和SEQ  ID：4所示。

[0005] 本发明的第二方面，提供一种抗体捕获器件的制备方法，把所述的假单胞菌多肽

直接或 间接固定在固相载体上，用于捕获样本中的抗假单胞菌抗体。

[0006] 固相载体包括微孔板、荧光微球、乳胶微球、树脂微球、磁性微球、薄膜、微孔膜、硝 

酸纤维素膜等。

[0007] 一个优选例中，固相载体为微孔板，另一个优选例中为磁性微球，第3个优选例中

同时  选了荧光微球和硝酸纤维膜，第4个优选例中为胶体金。

[0008] 多肽固定在固相载体的方法是直接包被或通过载体蛋白间接包被，优选地，载体

蛋白为  BSA，或者生物素-链酶亲和素。

[0009] 一个优选例中，把所述多肽与BSA偶联，然后再包被在固相载体上。

[0010] 另一个优选例中，先把多肽与生物素反应，然后把生物素化的多肽与链霉亲和素

偶联， 形成多肽与链亲合素的复合物，再把复合物包被在固相载体上。

[0011] 本发明的第三方面，公开前述的假单胞菌多肽、抗体捕获器件组成的自体免疫性
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肠病检  测试剂盒及测定方法，本发明所述的试剂盒和方法是基于免疫学反应，对样本中抗

假单胞菌 抗体的测定方法，包括如下步骤：

[0012] (1)待检测样本作用于抗体捕获器件，使样本中的抗假单胞菌抗体与抗体捕获器

件上的多  肽结合；(2)通过标记物测定样品中抗假单胞菌多肽抗体的含量。

[0013] 假单胞菌抗原或抗原表位偶联物可通过目前任何一种免疫学检测方法检测样本

中的抗假  单胞菌抗体，比如ELISA、板式化学发光、化学发光、免疫层析、免疫渗滤等等，所

对应的标  记物分别为辣根过氧化物酶、碱性磷酸酶、吖啶酯、稀土元素和胶体金等。

[0014] 实施例4提供两种抗假单胞菌抗体的酶促板式试剂盒及检测方法，假单胞菌多肽

包被在微  孔板上，与样本中的抗体反应形成抗原-抗体复合物，把抗人IgG或IgA酶标记，所

用的酶为辣 根过氧化物酶和碱性磷酸酶，所用的样本为粪便和尿液。

[0015] 实施例5提供一种吖啶酯标记的化学发光试剂盒及检测方法，所述假单胞菌多肽

生物素化  后通过与链亲合素包被在磁性微球上，与血浆样本中的待检抗体反应形成抗原

抗体复合物，  清洗后用吖啶酯标记的抗人抗体对抗原抗体复合物进行定量检测。该检测方

法具有灵敏度高、  检测时间短、全自动检测等优点。

[0016] 实施例6提供一种抗假单胞菌多肽抗体的荧光免疫层析试剂盒及检测方法，所述

方法是把  假单胞菌多肽直接或通过生物素-链亲合素包被到含稀土元素的荧光微球上，同

时把多肽包被  到检测线T线上，形成双抗原夹心法检测血清样本中的抗假单胞菌抗体含

量。该检测方法具有 快速、检测时间短、灵敏度高等优点。

[0017] 实施例7提供一种抗假单胞菌多肽抗体的胶体金或彩色乳胶层析试剂盒及检测方

法，所述  方法是把假单胞菌多肽用胶体金颗粒或彩色乳胶微球标记，喷在样品垫上，同时

把多肽包被  在检测线T线上，形成双抗原夹心法检测全血样本中抗假单胞菌多肽抗体。该

检测方法可肉眼  观察结果，具有快捷、仪器成本小等优点。

[0018] 与现有技术相比，本发明提供的假单胞菌多肽及抗体捕获器件，用于自体免疫性

肠病辅助  诊断时，具有灵敏度高、性能稳定、操作简单等优点。

附图说明

[0019] 图1化学发光定量检测标准曲线

[0020]

[0021] 图2化学发光定量检测的特异性与灵敏度

[0022]

[0023] 图3荧光免疫层析试剂标准曲线

[0024]

具体实施方式

[0025]

[0026] 本发明所用的生物素、羊抗人IgG、羊抗人IgA购自Sigma。亲和素购自盘古基因。磁

性  微球及预包被有链霉亲和素的磁性微球购自南京迪格诺斯。微孔板购自苏州海狸。乳胶

微球、  彩色乳胶微球、树脂微球购自天津赛尔群。稀土元素荧光微球及时间分辨荧光阅读

器购自深  圳微测。其他试剂购自国药试剂和上海生工。
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[0027] 下面结合具体实施例和附图，进一步阐述本发明。

[0028] 实施例1 假单胞菌多肽的制备

[0029] 1、SEQ  ID：2、SEQ  ID：3和SEQ  ID：4多肽制备

[0030] SEQ  ID：2、SEQ  ID：3和SEQ  ID：4全基因组序列由金唯智合成。

[0031] 1)试剂

[0032] 克隆载体pCR2.1  T-vector，表达质粒pET28a(+)，转染大肠杆菌宿主菌DH5α、BL21

(DE3)，  DNA聚合酶rTaq，T4DNA连接酶，DNA聚合酶rTaq、LA  Taq以及限制性内切酶BamH  I、

Hind  III和EcoR  I、BamH  I，DL2000DNA  Marker、T4DNA连接酶，低分子量标准蛋白，DNA胶回 

收试剂盒，IPTG等

[0033] 2)仪器

[0034] 普通摇床SCS-24；隔水式恒温电热培养箱；Biophotometer分光光度计、台式冷冻

离心  机Centrifuge5810R、台式离心机MiniSpin；高速冷冻离心机；蛋白质电泳仪以及凝胶

成像  系统；PCR仪；超声裂解仪；恒温金属浴；HIS蛋白纯化柱等。

[0035] 2.实验方法

[0036] 1)载体构建：

[0037] 设计引物，从模板DNA中PCR扩增出SEQ  ID：2、SEQ  ID：3和SEQ  ID：4片段，胶回收试 

剂盒回收片段后连接到pCR2.1克隆载体进行测序鉴定。将鉴定正确的序列克隆至表达载体 

pET28a(+)中，酶切位点为EcoR  I、BamH  I，同时载体上有6×HIS标签，便于后续的蛋白纯 

化。

[0038] 2)表达

[0039] 将得到的质粒转化至大肠杆菌BL21(DE3)，通过抗性筛选阳性表达菌株。将筛选出

来的阳  性菌液按1∶1000的比例接种加有Kan抗性的LB培养基中，每个菌接种两管，一管用

于诱  导，另一管用于非诱导对照，同时要接种一管空质粒菌作对照。37℃过夜培养至OD600

值约  为0.4-0.6时，诱导管和空质粒对照管加入IPTG至终浓度为1mmol/L，非诱导对照不

加，  最终选择表达能力高的两个菌，用于大量的蛋白的表达。并按照常规的SDS-PAGE方法

对表达  产物进行鉴定。

[0040] 3)纯化

[0041] 将表达的产物用HIS蛋白纯化柱纯化蛋白，并透析脱盐，纯化后的SEQ  ID：2、SEQ 

ID：3  和SEQ  ID：4低温保存备用。

[0042] 实施例2  制备抗假单胞菌多肽抗体

[0043] 1.动物免疫

[0044] 分别用SEQ  ID：2、SEQ  ID：3和SEQ  ID：4免疫小鼠，免疫剂量为50μg/只。产生阳性

血  清后，加强免疫一次后进行细胞融合。

[0045] 如需要制备多克隆抗体，可同样方法免疫山羊或兔子，取血清获得多克隆抗体。

[0046] 2.细胞融合

[0047] PEG1500预温，吸取1×107个SP2/0骨髓瘤细胞悬液和5×107个免疫后的小鼠脾脏B

淋 巴细胞悬液(细胞数1∶5)与预温的50％PEG1500溶液融合，离心弃上清，加入10ml  HAT

(SIGMA)  培养基重悬细胞，接种至已铺有滋养细胞的96孔细胞培养板进行培养。

[0048] 3.筛选和克隆
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[0049] 融合细胞培养10-14天后，用SEQ  ID：2、SEQ  ID：3或SEQ  ID：4包被微孔板进行筛

选，  阳性孔进行有限稀释，然后再培养10～14天，如此反复3～4次，获得抗SEQ  ID：2单抗细

胞株、 抗SEQ  ID：3单抗细胞株以及抗SEQ  ID：4单抗细胞株。

[0050] 4.腹水制备

[0051] 单克隆细胞接种小鼠腹腔，待小鼠腹水积聚后收集腹水。将腹水在4℃条件下，

10000转  /分钟离心10分钟，去除脂类物质。离心后吸取上清，并用用0 .45μm膜过滤。

protein  G  进行纯化。纯化后的单抗浓度测定、分装、冻存备用。

[0052] 实施例3 抗假单胞菌抗体捕获器件制备

[0053] 1、SEQ  ID：2、SEQ  ID：3和SEQ  ID：4包被微孔板

[0054] 用磷酸盐缓冲液配制SEQ  ID：2、SEQ  ID：3和SEQ  ID：4的浓度约为5ug/mL，每孔

100uL  包被96孔微孔板，4℃过夜，弃去包被液，洗板一次，用含1％小牛血清的封闭缓冲液

每孔  200uL，37℃孵育2小时，拍干，烘干备用。

[0055] 2、SEQ  ID：2、SEQ  ID：3和SEQ  ID：4包被磁性微球

[0056] 取适量氨基磁性微球，以PBS缓冲液清洗并重悬，加入5％戊二醛溶液，室温搅拌反

应1  小时；以PBS缓冲液清洗并重悬，超声分散后，按100μg/mg磁性微球加入SEQ  ID：2、SEQ 

ID：3  或SEQ  ID：4后室温反应6小时；以PBS缓冲液清洗并重悬，加入1％BSA封闭30分钟后， 

再加入1％甘氨酸封闭30分钟后以PBS缓冲液清洗后重悬，即得SEQ  ID：2磁性微球、SEQ  ID：

3  磁性微球和SEQ  ID：4磁性微球。

[0057] 3、SEQ  ID：2、SEQ  ID：3和SEQ  ID：4生物素化

[0058] 取生物素、二环己基碳二亚胺(DCC)和N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)溶于DMF中，室  温

磁力搅拌反应3小时，离心收集上清液；将上清液逐滴加入到SEQ  ID：2、SEQ  ID：3或SEQ  ID：

4溶液中，2-8℃搅拌反应6小时；将反应液取出用磷酸盐缓冲液透析，得到生物素化SEQ  ID：

2、生物素化SEQ  ID：3和生物素化SEQ  ID：4

[0059] 4、SEQ  ID：2、SEQ  ID：3和SEQ  ID：4包被荧光微球和检测线T线

[0060] 1)荧光微球、彩色胶乳微球和树脂微球标记

[0061] 取荧光微球、彩色乳胶微球或树脂微球200μl(210nm)(1％原液)，13000rpm，4℃离

心10min，  弃上清，加入400ul去离子水超声10S混匀；离心，加入MES  buffer(50mM，PH6.0)

400μl，  超声混匀；离心，加入EDC溶液，室温反应15分钟；离心，加入标记抗体(SEQ  ID：2～4

和  兔抗鸡IgY)100ug，室温摇床中速反应2小时；离心，加入封闭液，冰水超声混匀，室温摇 

床中速反应1小时；离心，加入400μl硼酸盐缓冲液(20mM  PH8.0)，冰水超声混匀，4℃  保存

待用。

[0062] 2)检测线T线包被

[0063] 用磷酸盐缓冲液将SEQ  ID：2～4多肽分别稀释至1mg/ml，按1μl/cm划液量，用喷金

划膜  仪均匀的划至NC膜上制备T线；将划好的NC膜放置于37℃干燥箱中，干燥16h。

[0064] 5、SEQ  ID：2、SEQ  ID：3和SEQ  ID：4标记胶体金

[0065] 取胶体金10ml，加入适量0.1M  K2CO3调节pH。混匀后加入适量式SEQ  ID：2、SEQ  ID：

3  或SEQ  ID：4，继续搅拌30min；加入10％BSA至其终浓度为1％，继续搅拌30min；10000rpm 

4℃离心20min，收集沉淀，以胶体金稀释液(0 .2M  BB，1％BSA，3％海藻糖，0 .03％

procline300)  定容至1ml，即得SEQ  ID：2、SEQ  ID：3和SEQ  ID：4胶体金复合物。
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[0066] 实施例4 假单胞菌多肽用于制备酶促板式检测试剂盒

[0067] 1、SEQ  ID：2～4多肽包被微孔板

[0068] 见实施例3捕获抗体器件步骤1.

[0069] 2、抗多肽IgG抗体检测

[0070] (1)将10例健康人粪便和10例自体免疫性肠病患者粪便样本以样本稀释液稀释后

加入  到包被好的微孔板中，室温反应1h，洗板4次；

[0071] (2)加入辣根过氧化物酶标记的羊抗人IgG，37℃反应0.5h，洗板4次；

[0072] (3)加辣根过氧化物酶底物显色；

[0073] (4)终止，读数。

[0074] 3、抗多肽IgA抗体检测

[0075] (1)将10例健康人尿液和10例自体免疫性肠病患者尿液以样本稀释液稀释后加入

到包  被好的微孔板中，室温反应1h，洗板4次；

[0076] (2)加入碱性磷酸酶标记的羊抗人IgG，37℃反应0.5h，洗板4次；

[0077] (3)加碱性磷酸酶底物显色；

[0078] (4)终止，读数。

[0079] 4、数据分析

[0080] 计算10例健康人样本的平均OD值，2.5倍的OD值作为区分阴性和阳性的数值，高 

于此值的为阳性(+)，低于或等于此值的为阴性(-)，统计10例患者粪便样本和尿液  样本的

检测数据，结果提示，自体免疫性肠病患者的粪便中抗SEQ  ID：2～4多肽的IgG抗  体阳性率

分别为30％、20％和20％(见表1)；尿液样本中的阳性率分别为20％、10％和  20％。抗SEQ 

ID：2～4多肽的IgA抗体粪便中的阳性率分别为20％、20％和10％，尿液中  未测到抗SEQ 

ID：2～4多肽的IgA抗体。

[0081] 表1 假单胞菌多肽抗体在粪便样本的检测结果

[0082]

[0083] 实施例5  用于制备吖啶酯标记化学发光检测试剂盒

[0084] 可有两种不同的实现方法：

[0085] 第一种：(1)按实施例3的步骤2方法，把SEQ  ID：2～4直接包被在磁性微球上，此微 

球溶液为R1；(2)R2为吖啶酯标记的羊抗人IgG/IgA抗体。检测时把待检测样本与R1反应， 

之后磁性分离去除样本杂质，清洗3次，与R2反应，形成含有抗原-抗体-抗抗体夹心复合体， 
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复合物进行吖啶酯荧光定量分析。

[0086] 第二种：(1)按实施例3的步骤3方法，把SEQ  ID：2～4生物素化，此溶液为R1；(2) 

R2为预包被SA的磁性微球；(2)R3为吖啶酯标记的羊抗人IgG/IgA抗体。检测时可用一  步法

或二步法，前者把代检样本、R1和R2同时反应；后者先把SA磁性微球与生物素化的  R1反应，

磁性分离并洗涤后加入代检样本。两种方法同样有效。一步法或二步法形成含有抗  原-抗

体-抗抗体夹心复合体，复合物进行吖啶酯荧光定量分析。

[0087] 1)标准曲线制作

[0088] 把吖啶酯标记的羊抗人IgG或IgA抗体稀释5个浓度，分别：把吖啶酯标记的羊抗人

IgG  和IgA抗体各稀释5个浓度，分别为0ng/ml、50ng/ml、100ng/ml、200ng/ml、400ng/ml。 

用上述第一种和第二种检测方法制作标准曲线，其中第二种方法的抗人IgG和IgA标准曲线 

见图1，R2值分别为0.9982和0.9976。

[0089] 2)样本检测

[0090] 用上述第一种和第二种方法检测100例健康人血浆或血清及100例克隆恩病患者

血浆或  血清，两种检测方法的灵敏度以第二种为优，其中第二种方法检测的ROC曲线见图

2。抗SEQ  ID：2、SEQ  ID：3和SEQ  ID：4的IgG的曲线下面积分别为0.735、0.612和0.715，说明

用于诊  断自体免疫性肠病时，SEQ  ID：2的检测灵敏度与特异性最佳，其次是SEQ  ID：4和

SEQ  ID：3。  抗SEQ  ID：2、SEQ  ID：3和SEQ  ID：4的IgA的曲线下面积分别为0.740、0.641和

0.721。

[0091] 实施例6 假单胞菌多肽用于制备稀土元素荧光免疫层析检测试剂盒

[0092] 1、荧光免疫层析试剂盒的制备

[0093] (1)荧光微球的标记和检测线T线包被

[0094] SEQ  ID：2～4多肽标记荧光微球的方法见实施例3步骤4。

[0095] (2)样品垫和结合垫的制备

[0096] 玻璃纤维素膜用含有表面活性剂的缓冲液(配方：100mM  pH  7.4PB，其中含有2％

NaCl，  2％BSA、0.5％酪蛋白、0.1％吐温-20、0.5％S9和5％蔗糖)浸泡进行预封闭后，37℃

干燥过 夜，制备得到样品垫；

[0097] 取制备好的样品垫，用喷金划膜仪将标记有荧光微球的SEQ  ID：2～4多肽和兔抗

鸡IgY  抗体按照5μl/cm的量喷至预处理过宽为1cm的样品垫上，37℃干燥5h，制备得到结合

垫。

[0098] (3)硝酸纤维素膜(NC膜)的包被

[0099] 用磷酸盐缓冲液将SEQ  ID：2～4多肽分别稀释至1mg/ml，用于制备T线；将鸡IgY抗

体  稀释至0.5mg/ml，用于制备C线；按1μl/cm划液量，用喷金划膜仪将上述两种溶液均匀的 

划至NC膜上制备T线和C线；将划好的NC膜放置于37℃干燥箱中，干燥16h。

[0100] (4)组装

[0101] 将步骤2)得到的结合垫叠压在步骤3)得到的硝酸纤维素膜的一端，并将吸水垫固

定  叠压在硝酸纤维素膜的另一端，最后将步骤2)得到的样品垫叠压在结合垫另一端，用微

电  脑自动斩切机按每条5.5mm的宽度进行裁剪，并装入层析条壳体中，即得成品。

[0102] 2、标准曲线

[0103] 用实施例2制备的抗SEQ  ID：2单抗、抗SEQ  ID：3单抗以及抗SEQ  ID：4单抗分别稀
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释5  个浓度，分别：0ng/ml、25ng/ml、50ng/ml、100ng/ml、200ng/ml，将50μl以上校准品分 

别滴加到加样孔上，15分钟后用荧光检测仪检测，可在检测线T和质控线C位置上采集到荧 

光。以样品浓度与T/C值进行二次多项式拟合，绘制标准曲线，R2为0.9984、0.995和0.9938， 

见图3。根据对200例健康人血清样本的检测，90％的健康人抗SEQ  ID：2～4抗体判断为阴性

的cut-off 值分别是25ng/ml、30ng/ml和30ng/ml。

[0104] 3.样品检测

[0105] 取50μl的待检血样，滴加到加样孔上，15分钟后用荧光检测仪检测，如果检测线出

现  条带，说明样品中含抗假单胞菌多肽抗体，其含量可依据标准曲线计算公式获得。20例

样本 的检测结果见表3，SEQ  ID：2～4的检测特异性分别为80％、70％和80％，灵敏度分别

为40％、30％和50％。

[0106] 表2 荧光免疫层析测试结果

[0107]

[0108] 实施例7 假单胞菌多肽用于制备金标定性检测试剂盒

[0109] 1、SEQ  ID：2～4金标试剂卡制备

[0110] 1)胶体金的制备

[0111] 在圆底烧瓶中加入100ml  0.01％氯金酸溶液，置于电热套上加热至沸腾，立刻加

入2ml  1％  柠檬酸三钠溶液，继续搅拌15min，自然冷却后4℃保存备用。

[0112] 2)胶体金标记

[0113] 见实施例3步骤5。

[0114] 3)样品垫和金标垫的制备

[0115] 玻璃纤维素膜用处理液液(配方：100mM  pH  7.4PB，其中含有2％BSA、0.5％吐温-

20、  0.5％S9和5％蔗糖)浸泡进行预封闭后，37℃干燥过夜，制备得到样品垫；

[0116] 取制备好的样品垫，用喷金划膜仪将标记有SEQ  ID：2、SEQ  ID：3和SEQ  ID：4的金

标复  合物和兔抗鸡IgY抗体标记的金标复合物按照5μl/cm的量喷至预处理过宽为1cm的样

品垫 上，37℃干燥5h，制备得到金标垫。

[0117] 4)硝酸纤维素膜(NC膜)的包被

[0118] 用磷酸盐缓冲液将SEQ  ID：2、SEQ  ID：3和SEQ  ID：4多肽稀释至1mg/ml，用于制备T 

线；将鸡IgY抗体稀释至0.5mg/ml，用于制备C线；按1μl/cm划液量，用喷金划膜仪将上  述两

种溶液均匀的划至NC膜上制备T线和C线；将划好的NC膜放置于37℃干燥箱中，干 燥16h。
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[0119] 5)组装

[0120] 将上述金标垫、样品垫、包被好的NC膜以及吸水垫等辅料组装成金标试剂盒。

[0121] 2、试剂盒检测

[0122] (1)检测方法

[0123] 取样本以样本稀释液(BB，0.5％s9，1％BSA)稀释后取100μl，直接加入层析条中样

品窗 口；15min后，目测观察结果。

[0124] (2)结果判定

[0125] 阴性结果(-)：仅出现质控线，无检测线；

[0126] 阳性结果(+)：质控线与检测线同时出现；

[0127] 无效结果：质控线不出现，表明操作错误或试剂盒失效。

[0128] (3)检测

[0129] 取100μl实施例5配制的标准品及20例全血样本分别加入层析条中样品窗口；

15min后，  目测观察结果(表3)，SEQ  ID：2～4用于判断自体免疫性肠病的特异性分别为

90％、80％  和80％，灵敏度分别为30％、30％和40％。

[0130] 表3 金标试剂测试结果

[0131]
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