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(57)摘要

本发明涉及一种医学检测技术领域，尤指一

种心肌损伤标志物MMPs、TIMPs及cTnI检测试剂

盒及检测方法，所述试剂盒主要组成：荧光标记

探针、抗MMPs、TIMPs及cTnI单克隆抗体、抗鼠IgG

抗体、固相膜、检测卡，本发明首先建立MMPs、

TIMPs并结合cTnI的检测，用于心肌损伤的组合

检测和诊断方案，优于传统心衰标志物配组，为

临床判断心肌梗死和基质重构相关的心力衰竭

提供更准确的科学依据，其次基于荧光胶乳免疫

层析定量技术的免疫层析荧光定量检测方法，组

合及分别检测MMPs、TIMPs及cTnI，心肌损伤检测

体系，建立了免疫层析，荧光定量检测方法，突破

传统的酶联免疫法（ELISA），率先在国内建立基

于荧光胶乳免疫层析定量技术的心肌损伤检测

体系，具有快速、准确、灵敏度高、特异性高的特

点。

权利要求书2页  说明书5页  附图1页

CN 109470848 A

2019.03.15

CN
 1
09
47
08
48
 A



1.一种心肌损伤标志物MMPs、TIMPs及cTnI试剂盒，其特征在于，所述试剂盒主要组成：

荧光标记探针、抗MMPs、TIMPs及cTnI单克隆抗体、抗鼠IgG抗体、固相膜、检测卡。

2.根据权利要求1所述的一种心肌损伤标志物MMPs、TIMPs及cTnI试剂盒，其特征在于，

所述荧光标记探针为纳米级高保真荧光标记探针；其制备方法为：利用胶乳表面的羧基与

蛋白质的胺基连接，将蛋白质连接到胶乳颗粒的表面以制备荧光标记探针。

3.根据权利要求1所述的一种心肌损伤标志物MMPs、TIMPs及cTnI试剂盒，其特征在于，

所述抗MMPs、TIMPs及cTnI单克隆抗体为荧光胶乳微粒标记抗MMPs、TIMPs及cTnI单克隆抗

体，其制备方法包括：

1）将荧光胶乳微球溶解于磷酸缓冲液中；

2）加入N-羟基硫代琥珀酰亚胺和碳化二亚胺，进行超声清洗，时间为30s；

3）放置于室温避光孵育30min以进行活化；

4）对其离心后沉淀用柠檬酸缓冲液溶解；

5）活化后的荧光胶乳以0.5mg/ml的比例将抗  MMPs、TIMPs及cTnI单克隆抗体加入至荧

光胶乳中；

6）混合均匀后于室温搅拌反应，时间为2h；

7）采用磷酸缓冲液离心洗涤，重复3次操作；

8）沉淀后采用磷酸缓冲液溶解，并置于4℃的条件下储存备用。

4.根据权利要求1所述的一种心肌损伤标志物MMPs、TIMPs及cTnI试剂盒，其特征在于，

所述的固相膜为硝酸纤维素膜。

5.根据权利要求1所述的一种心肌损伤标志物MMPs、TIMPs及cTnI试剂盒，其特征在于，

所述检测卡的制备方法包括：首先采用包被缓冲液分别将抗MMPs、TIMPs及cTnI单克隆抗体

和抗鼠IgG抗体稀释至1.0mg／ml，然后喷洒至硝酸纤维素膜上相对应的检测区和质控区，在

室温处晾干以完成包被，最后在底衬上依次黏接贴样品垫、包被膜及吸水纸，组装成试剂检

测卡，置于4-30℃条件下储存备用。

6.根据权利要求5所述的一种心肌损伤标志物MMPs、TIMPs及cTnI试剂盒，其特征在于，

所述的包被缓冲液的制备方法包括：将荧光胶乳微粒标记抗  MMPs、TIMPs及cTnI单克隆抗

体以  1：50～1000比例稀释到磷酸缓冲液中，并将其加入至结合垫中。

7.一种心肌损伤标志物MMPs、TIMPs及cTnI检测试剂盒的检测方法，其特征在于，所述

的检测方法主要包括：

S1、建立标准曲：

对MMPs、TIMPs及cTnI质控品稀释为不同浓度，分别对每一种浓度重复测定若干次取均

值，以质控品浓度为横坐标  ，荧光信号强度测试值为纵坐标，建立拟合标准曲线；

S2、精密度与准确度测试：

抽取两个批次的MMPs、TIMPs及cTnI检测试剂，分别对MMPs、TIMPs及cTnI质控品中浓度

为0.5、10.0、65.0ug／L的质控品进行测定，每个浓度重复20次，计算批内和批间各浓度测试

结果的精密度，并统计各浓度测试结果偏倚情况；

S3、干扰试验：

用试剂盒分别检测含有2.0g／L胆红素、30 .0g／L三酰甘油、15 .0g／L胆固醇的MMPs、

TIMPs及cTnI质控品，质控品浓度分别为5.0ug／L和50.0ug／L；若测试结果相对偏差在±
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20％以内时，干扰物不影响标本测试；

S4、稳定性测试：

将成品试剂置于阴凉库密封保存，于14个月内，期间每个月分别测试浓度为0.5、1.0、

22.0、65.0ug／L的MMPs、TIMPs及cTnI质控品，每个浓度重复5次，检测结果用均值±SD表示，

若测试结果相对偏差在±20％以内，则判定试剂稳定性良好。
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心肌损伤标志物MMPs、TIMPs及cTnI检测试剂盒及检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种医学检测技术领域，尤指一种心肌损伤标志物MMPs、TIMPs及cTnI

检测试剂盒及检测方法。

背景技术

[0002] 过去认为心脏重构只是由于心肌细胞内源性的变化，现在认识到心肌细胞外基质

中胶原的数量、组成和结构的变化也参与了心脏重构，即基质组织修复再生的过程，并且是

心室重构的重要原因，又称为心肌基质重构；心肌基质重构是决定心脏病患者心功能及其

预后的主要因素之一，是心脏基质成分合成或降解代谢失平衡的结果，心脏基质在维持心

脏结构和功能完整性方面起着重要的作用；基质组织修复再生引起心肌纤维化和进行性心

室扩张，最终导致心力衰竭。

[0003] 基质金属蛋白酶（matrixmetalloproteinase,MMPs）在心肌中存在的能降解所有

心脏基质成分，是重构过程中心脏基质降解的主要因素；在衰竭的心脏中，MMPs活性升高导

致纤维胶原降解、细胞外基质重构，导致左室进行性扩张、收缩功能逐渐下降，MMPs在转录

前和转录后水平都可被调节，而且可以通过底物间的相互作用和通过内源性生理抑制剂即

基质金属蛋白酶组织抑制剂（tissue  inhibitor  of  metalloproteinase,  TIMps）来调节；

因此MMPs、TIMPs及其调节因子间的相互作用决定了心肌纤维化过程的进展，调节心肌

MMPs、TIMPs的表达和活性，成为控制心衰进展中心脏基质的组织修复和再生的重要治疗手

段。

[0004] 经多项研究表明，MMPs、TIMPs在心肌损伤中，较以往所检测的标志物而言，具有更

加敏感，更加准确地反映心肌损伤程度的特性；但是目前国内对心机损伤标志物以及MMPs、

TIMPs的检测方法均步骤繁多，检测速度慢，硬件要求高，且价格成本非常昂贵，大多限于在

中心实验室使用，不能满足临床快速诊断、准确诊断的要求和大管理的需求，同时在基层医

院、现场急救大规模推广应用方面也受到严重制约；因此研究相关简便低耗的新型检测方

式及开发新型、低成本、简便易用的检测产品成为快速诊断的重要战略问题。

发明内容

[0005] 为解决上述问题，本发明旨在公开一种医学检测技术领域，尤指一种心肌损伤标

志物MMPs、TIMPs及cTnI检测试剂盒及检测方法。

[0006] 为实现上述目的，本发明采用的技术方案是：

一种心肌损伤标志物MMPs、TIMPs及cTnI试剂盒，其特征在于，所述试剂盒主要组成：荧

光标记探针、抗MMPs、TIMPs及cTnI单克隆抗体、抗鼠IgG抗体、固相膜、检测卡。

[0007] 优选地，所述荧光标记探针为纳米级高保真荧光标记探针；其制备方法为：利用胶

乳表面的羧基与蛋白质的胺基连接，将蛋白质连接到胶乳颗粒的表面以制备荧光标记探

针。

[0008] 优选地，所述抗MMPs、TIMPs及cTnI单克隆抗体为荧光胶乳微粒标记抗MMPs、TIMPs
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及cTnI单克隆抗体，其制备方法包括：

1）将荧光胶乳微球溶解于磷酸缓冲液中；

2）加入N-羟基硫代琥珀酰亚胺和碳化二亚胺，进行超声清洗，时间为30S；

3）放置于室温避光孵育30min以进行活化；

4）对其离心后沉淀用柠檬酸缓冲液溶解；

5）活化后的荧光胶乳以0.5mg/ml的比例将抗  MMPs、TIMPs及cTnI单克隆抗体加入至荧

光胶乳中；

6）混合均匀后于室温搅拌反应，时间为2h；

7）采用磷酸缓冲液离心洗涤，重复3次操作；

8）沉淀后采用磷酸缓冲液溶解，并置于4℃的条件下储存备用。

[0009] 优选地，所述的固相膜为硝酸纤维素膜。

[0010] 优选地，所述检测卡的制备方法包括：首先采用包被缓冲液分别将抗MMPs、TIMPs

及cTnI单克隆抗体和抗鼠IgG抗体稀释至1.0mg／ml，然后喷洒至硝酸纤维素膜上相对应的

检测区和质控区，在室温处晾干以完成包被，最后在底衬上依次黏接贴样品垫、包被膜及吸

水纸，组装成试剂检测卡，置于4-30℃条件下储存备用。

[0011] 优选地，所述的包被缓冲液的制备方法包括：将荧光胶乳微粒标记抗  MMPs、TIMPs

及cTnI单克隆抗体以  1：50～1000比例稀释到磷酸缓冲液中，并将其加入至结合垫中。

[0012] 一种心肌损伤标志物MMPs、TIMPs及cTnI检测试剂盒的检测方法，其特征在于，所

述的检测方法主要包括：

S1、建立标准曲：

对MMPs、TIMPs及cTnI质控品稀释为不同浓度，包括以下浓度：0、0.3、0.  5、1.  0、2.0、 

5.  0、10  .0、22.0、65  .0、125.0  ug／L，分别对每一种浓度重复测定若干次取均值，优选为

20次，以质控品浓度为横坐标  ，荧光信号强度测试值为纵坐标，建立拟合标准曲线；

S2、精密度与准确度测试：

抽取两个批次的MMPs、TIMPs及cTnI检测试剂，分别对MMPs、TIMPs及cTnI质控品中浓度

为0.5、10.0、65.0ug／L的质控品进行测定，每个浓度重复20次，计算批内和批间各浓度测试

结果的精密度，并统计各浓度测试结果偏倚情况；

S3、干扰试验：

用试剂盒分别检测含有2.0g／L胆红素、30.0g／L三酰甘油、15.0g／L胆固醇的MMPs、

TIMPs及cTnI质控品，质控品浓度分别为5.0ug／L和50.0ug／L；若测试结果相对偏差在±

20％以内时，干扰物不影响标本测试；

S4、稳定性测试：

将成品试剂置于阴凉库密封保存，于14个月内，期间每个月分别测试浓度为0.5、1.0、

22.0、65.0ug／L的MMPs、TIMPs及cTnI质控品，每个浓度重复5次，检测结果用均值±SD表示，

若测试结果相对偏差在±20％以内，则判定试剂稳定性良好。

[0013] 本发明的有益效果体现在：本发明首先建立MMPs、TIMPs并结合cTnI的检测，用于

心肌损伤的组合检测和诊断方案，优于传统心衰标志物配组，为临床判断心肌梗死和基质

重构相关的心力衰竭提供更准确的科学依据，其次基于荧光胶乳免疫层析定量技术的免疫

层析荧光定量检测方法，组合及分别检测MMPs、  TIMPs及cTnI，心肌损伤检测体系，建立了
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免疫层析，荧光定量检测方法，突破传统的酶联免疫法（ELISA），率先在国内建立基于荧光

胶乳免疫层析定量技术的心肌损伤检测体系，与传统方法相比，具有快速、准确、灵敏度高、

特异性高的特点；且自主制备高特异性的单克隆、多克隆抗体，能大幅度地降低检测成本，

满足生产所需，利于cTnI试剂盒的产业化，最终降低患者治疗成本，利于广泛应用。

附图说明

[0014] 图1是本发明的免疫层析荧光定量检测卡结构图。

[0015] 图2是本发明的免疫层析荧光定量标准曲线。

[0016] 附图标注说明：1-控制线，2-MMPs包被线，3-TIMPs包被线，4-cTnI包被线；5-样品

垫。

具体实施方式

[0017] 下面结合附图详细说明本发明的具体实施方式：

一种心肌损伤标志物MMPs、TIMPs及cTnI试剂盒，所述试剂盒主要组成：荧光标记探针、

抗MMPs、TIMPs及cTnI单克隆抗体、抗鼠IgG抗体、固相膜、检测卡；

进一步地，所述荧光标记探针为纳米级高保真荧光标记探针；其制备方法为：利用胶乳

表面的羧基与蛋白质的胺基连接，将蛋白质连接到胶乳颗粒的表面以制备荧光标记探针；

筛选高度保真的荧光信号胶乳时，通过优化反应物的比例、连接方法、温度、时间、介质、pH 

值等，提高荧光信号的稳定性；

进一步地，所述抗MMPs、TIMPs及cTnI单克隆抗体为荧光胶乳微粒标记抗MMPs、TIMPs及

cTnI单克隆抗体，其制备方法包括：

1）将荧光胶乳微球溶解于磷酸缓冲液中；

2）加入N-羟基硫代琥珀酰亚胺和碳化二亚胺，进行超声清洗，时间为30S；优选功率为

200W的超声波清洗机；

3）放置于室温避光孵育30min以进行活化；

4）对其离心后沉淀用柠檬酸缓冲液溶解；

5）活化后的荧光胶乳以0.5mg/ml的比例将抗  MMPs、TIMPs及cTnI单克隆抗体加入至荧

光胶乳中；

6）混合均匀后于室温搅拌反应，时间为2h；

7）采用磷酸缓冲液离心洗涤，重复3次操作；

8）沉淀后采用磷酸缓冲液溶解，并置于4℃的条件下储存备用；

进一步地，所述的固相膜为硝酸纤维素膜；选择固相膜时，从材质、孔径等指标筛选合

适的膜，优化膜的预处理工艺，降低非特异性反应；优化蛋白与膜的结合工艺，包括溶液配

方，喷涂参数，优化多通道检测模式条件：包括反应体系的优化，蛋白材料的匹配优化，保障

各指标的灵敏度、特异性不会相互干扰；

进一步地，所述检测卡的制备方法包括：首先采用包被缓冲液分别将抗MMPs、TIMPs及

cTnI单克隆抗体和抗鼠IgG抗体稀释至1.0mg／ml，然后喷洒至硝酸纤维素膜上相对应的检

测区和质控区，在室温处晾干以完成包被，最后在底衬上依次黏接贴样品垫、包被膜及吸水

纸，组装成试剂检测卡，置于4-30℃条件下储存备用；

说　明　书 3/5 页

6

CN 109470848 A

6



进一步地，所述的包被缓冲液的制备方法包括：将荧光胶乳微粒标记抗  MMPs、TIMPs及

cTnI单克隆抗体以  1：50～1000比例稀释到磷酸缓冲液中，并将其加入至结合垫中；

本发明利用微激光、微校准技术，分析各显示信号与检测实际浓度的线性关系，确定检

测阈值，定标曲线，确定试剂盒的灵敏度、特异性、稳定性，批差，进行试剂盒性能考核，确定

质量标准，检定流程，确定生产和质量规程，从而优化优化荧光定量免疫层析系统。

[0018] 一种心肌损伤标志物MMPs、TIMPs及cTnI检测试剂盒的检测方法，所述的检测方法

主要包括：

S1、建立标准曲：

对MMPs、TIMPs及cTnI质控品稀释为不同浓度，包括以下浓度：0、0.3、0.  5、1.  0、2.0、 

5.  0、10  .0、22.0、65  .0、125.0  ug／L，分别对每一种浓度重复测定若干次取均值，优选为

20次，以质控品浓度为横坐标  ，荧光信号强度测试值为纵坐标，建立拟合标准曲线；

S2、精密度(coeficientofvariation，CV)与准确度(偏倚)  测试：

抽取两个批次的MMPs、TIMPs及cTnI检测试剂，分别对MMPs、TIMPs及cTnI质控品中浓度

为0.5、10.0、65.0ug／L的质控品进行测定，每个浓度重复20次，计算批内和批间各浓度测试

结果的精密度，并统计各浓度测试结果偏倚情况；

S3、干扰试验：

用试剂盒分别检测含有2.0g／L胆红素、30.0g／L三酰甘油、15.0g／L胆固醇的MMPs、

TIMPs及cTnI质控品，质控品浓度分别为5.0ug／L和50.0ug／L；若测试结果相对偏差在±

20％以内时，干扰物不影响标本测试；

S4、稳定性测试：

将成品试剂置于阴凉库密封保存，于14个月内，期间每个月分别测试浓度为0.5、1.0、

22.0、65.0ug／L的MMPs、TIMPs及cTnI质控品，每个浓度重复5次，检测结果用均值±SD表示，

若测试结果相对偏差在±20％以内，则判定试剂稳定性良好。

[0019] 一种心肌损伤标志物MMPs、TIMPs及cTnI检测试剂盒，所述的抗MMPs、TIMPs及cTnI

单克隆抗体的制备还包括：

A1、单克隆抗体原材料制备与筛选；

A2、单克隆抗体应用效率检测；

A3、定量曲线的拟合校正与优化；

A4、检测模式条件的优化；

A5、仪器的匹配研究；

A6、定量曲线的拟合校正与优化；

工艺还包括：

B1、蛋白与功能性载体标记工艺的研究；

B2、膜与辅料处理工艺及处理配方研究；

B3、蛋白与固相膜固化包被工艺；

B4、试剂反应体系开发；

B5、试剂性能指标匹配和优化；

B6、试剂特异性曲线及批次校正；

B7、试剂性能确认及临床试验；
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B8、数据拟合程序重新设计；

B9、荧光定量检测仪；

B10、仪器与试剂联调工艺研究；

B11、操作过程程序化与标准化；

B12、定量曲线的拟合校正与优化；

B13、仪器与试剂质控标准SOP；

B14、试剂与仪器的批量化生产。

[0020] 本发明首先建立MMPs、TIMPs并结合cTnI的检测，用于心肌损伤的组合检测和诊断

方案，优于传统心衰标志物配组，为临床判断心肌梗死和基质重构相关的心力衰竭提供更

准确的科学依据，其次基于荧光胶乳免疫层析定量技术的免疫层析荧光定量检测方法，组

合及分别检测MMPs、  TIMPs及cTnI，心肌损伤检测体系，建立了免疫层析，荧光定量检测方

法，突破传统的酶联免疫法（ELISA），率先在国内建立基于荧光胶乳免疫层析定量技术的心

肌损伤检测体系，与传统方法相比，具有快速、准确、灵敏度高、特异性高的特点；且自主制

备高特异性的单克隆、多克隆抗体，能大幅度地降低检测成本，满足生产所需，利于cTnI试

剂盒的产业化，最终降低患者治疗成本，利于广泛应用。

[0021] 如图1-2，本发明的新型心肌损伤标记物MMPs、TIMPs具有明显的检测价值，其在心

肌损伤极早期就会出现含量变化，特异性高，较以往所检测的标志物而言，具有更加早期，

更加准确，更好的推广使用的特性。应用本发明标志物检测技术，即荧光胶乳免疫层析定量

技术进行检测，在检测卡上的硝酸纤维膜包被抗  MMPs、TIMPs及cTnI抗体，结合垫含有荧光

标记的抗  MMPs、TIMPs及cTnI抗体，然后将血清标本加入样品垫处，结合垫中的荧光标记抗 

MMPs、TIMPs及cTnI抗体和血清中的MMPs、TIMPs及cTnI抗原结合  ，形成复合物；在层析作用

下反应复合物沿着硝酸纤维素膜向前移动，被硝酸纤维素膜上检测区预先包被的抗  MMPs、

TIMPs及cTnI抗体捕获，血清标本中的MMPs、TIMPs及cTnI越多  ，检测线上的复合物积聚越

多，荧光信号强度反映了被捕获的MMPs、TIMPs及cTnI数量，通过免疫荧光检测仪可检测出

血清标本中  MMPs、TIMPs及cTnI的浓度；同时需要注意：不同疾病的MMPs和TIMPs的表达水

平存在差异，通过差异性可对不同疾病进行分析以完成分类检测；病人的样本量大，可先将

病人按疾病谱分类筛选、分类检测，以分析不同疾病的MMPs和TIMPs的表达水平差异；血液

的采集严格遵守无菌操作和相关原则，样本的收集和储存合理，从而确保后续研究结果的

准确性和稳定性；蛋白样本的提取和制备准确按照试验步骤进行，凝胶电泳和图像采集准

确，且化学发光显影和定影时杜绝污染和干扰。

[0022] 以上所述，仅是本发明的较佳实施例，并非对本发明的技术范围作任何限制，本行

业的技术人员，在本技术方案的启迪下，可以做出一些变形与修改，凡是依据本发明的技术

实质对以上的实施例所作的任何修改、等同变化与修饰，均仍属于本发明技术方案的范围

内。
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图1

图2
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