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(57)摘要

本发明涉及一种适用于国内市场的定量检

测犬瘟热病毒抗原检测卡的制备方法，具体步骤

为：（1）犬瘟热病毒的分离、培养、纯化；（2）抗犬

瘟热病毒配对单克隆抗体的制备，包括免疫程

序、细胞融合、杂交瘤筛选及克隆化、抗体制备及

纯化；（3）犬瘟热病毒快速检测胶体金检测卡及

其制备方法，包括样品垫处理、喷膜、C,T线确定、

被测样本的处理、检测卡性能测定。本发明可以

快速、灵敏、准确的定性检测国内犬瘟热病毒，克

服了国内检测犬瘟热病毒胶体金检测卡开发用

的配对单抗为进口原料，进口原料的单抗以某个

国家分离的当前病毒制备，克服了检测过程中因

地域遥远病毒变异漏检的现象。
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1.一种快速检测犬瘟热病毒病原的检测卡，所述检测卡包括依次相连接的吸水垫、基

膜、金标垫和样品垫，其特征在于，所述基膜上设置有C线和T线，所述C线上包被有羊抗鼠

IgG的抗体，所述金标垫中含有胶体金标记的第一单克隆抗体，所述T线上包被有第二单克

隆抗体；所述第一单克隆抗体由保藏编号为CCTCC  NO:  C2018146的杂交瘤细胞株分泌得

到。

2.根据权利要求1所述的快速检测犬瘟热病毒病原的检测卡，所述第二单克隆抗体由

保藏编号为保藏编号为CCTCC  NO:  C2018147的杂交瘤细胞株分泌得到。

3.权利要求1或2所述的快速检测犬瘟热病毒病原的检测卡的制备方法，包括以下步

骤：

步骤一，抗体制备及纯化：采用动物体内腹水诱生法制备单克隆抗体36D9和37C7；采用

SPA柱法对腹水进行纯化，即得抗犬瘟热病毒单克隆抗体36D9和37C7  ；

步骤二，胶体金溶液的熬制；

步骤三，抗犬瘟热病毒37C7单克隆抗体的标记：每  1  ml金液先加45  微升1%  K2CO3，然

后再加入37C7单克隆抗体，按照每1  mL胶体金溶液加入6μg抗犬瘟热病毒单克隆抗体37C7，

室温下120rpm摇30  min，加入10%牛血清白蛋白  20μL，室温下120rpm摇30  min，12000rpm离

心20  min，弃上清，用0.01MPBS  溶解沉淀，即得到标记好的抗犬瘟热病毒37C7单克隆抗体

标记物；

步骤四，金标垫处理及胶体金膜的制备：选择聚脂纤维6613作为金标结合垫；将金标垫

浸泡在处理液A中5min，处理液A为0.01M  PBS，pH7.4，0.2%Triton  X-100，取出37℃烘干，备

用；将标记好的抗犬瘟热病毒37C7单克隆抗体标记物用划膜仪以5μL/cm的浓度喷涂在处理

好的金标垫上，室温自然晾干或者37℃烘干，制成含有抗犬瘟热病毒37C7单克隆抗体标记

物的胶体金膜；

步骤五，样品垫处理：选择DL42为样品垫，将样品垫，浸泡在处理液B中5min，处理液B为 

0.01  M  PBS，pH7.4，1%Triton  X-100，1%BSA，0.05%  NaN3，取出37℃烘干，备用；

步骤六，C、T线确定：选择Sartorius  CN140膜，分别将抗犬瘟热病毒36D9单克隆抗体和

羊抗鼠二抗作为T线和C线划在NC膜上，浓度分别为1  mg/mL和0.6mg/mL，用划膜仪依次以1μ

L/cm的浓度喷涂在NC膜上，  37℃包被2h后，室温自然晾干或者37℃烘干，制成基膜；

步骤七，检测卡的组装。

4.根据权利要求3所述的快速检测犬瘟热病毒病原的检测卡的制备方法，所述胶体金

溶液的熬制采用柠檬酸三钠还原法制备胶体金，具体步骤为：量取99  mL的超纯水装入250 

mL的圆底烧瓶，放入搅拌子，置于磁力搅拌器上，加入1%氯金酸溶液1  mL，适当速度搅拌，打

开加热开关，待溶液沸腾后迅速一次性加入1.6  mL  1%柠檬酸三钠溶液，氯金酸溶液由灰色

逐渐变为酒红色，颜色稳定后继续加热10  min，待溶液冷却后，用微孔滤膜过滤，4℃保存备

用，紫外扫描得到最大吸收峰为523nm的胶体金颗粒。

5.根据权利要求4所述的制备方法，其特征在于，所述胶体金颗粒大小为25nm。

6.根据权利要求3所述的制备方法，其特征在于，所述胶体金标记的抗犬瘟热病毒37C7

单克隆抗体的悬浮保存液配方组成为pH  8.5的0.01MTris缓冲液，内含2%酪蛋白、1%  牛血

清白蛋白、0.  5%聚乙二醇20000、0.1%叠氮钠。

7.根据权利要求3所述的制备方法，其特征在于，所述检测线包被时的缓冲液配方成分
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为pH  8.5的0.01M  Tris缓冲液，内含10%  牛血清白蛋白、0.  5%聚乙二醇20000、0.1%叠氮

钠；质控线包被时的缓冲液配方成分为pH  8.5的0.01M  PBS缓冲液，内含10%  牛血清白蛋

白、0.  5%聚乙二醇20000、0.1%叠氮钠。

8.一种快速检测犬瘟热病毒病原的测试剂盒，其包括权利要求1或2所述的一种快速检

测犬瘟热病毒病原的检测卡和样本稀释液，所述样本稀释液的配方为0.9%生理盐水溶液，

内含5% 牛血清白蛋白、0.  1%吐温20、0.1%叠氮钠，0.5%丙氨酸。

9.一种分泌抗犬瘟热病毒抗体的杂交瘤细胞株，所述分泌抗犬瘟热病毒抗体的杂交瘤

细胞株Cdv  36D9于2018年6月15日保藏于中国典型培养物保藏中心，保藏编号为CCTCC  NO: 

C2018147，保藏地址为中国武汉-武汉大学。

10.一种分泌抗犬瘟热病毒抗体的杂交瘤细胞株，所述分泌抗犬瘟热病毒抗体的杂交

瘤细胞株Cdv  37C7于2018年6月15日保藏于中国典型培养物保藏中心，保藏编号为CCTCC 

NO:  C2018146，保藏地址为中国武汉-武汉大学。

权　利　要　求　书 2/2 页

3

CN 109975541 A

3



一种快速检测犬瘟热病毒抗原的检测卡及其制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种适用于国内市场的定性检测犬瘟热病毒抗原的检测卡及其制备

方法，属于生物检测技术领域。

背景技术

[0002] 犬瘟热是一种急性、传染性极强的病毒病，在幼犬中本病的死亡率较任何其他传

染病为高。犬瘟热也是水貂的一种传染病，又称貂瘟，死亡率很高，引起严重的经济损失。10

多年来，中国的犬貂市场越来越大，在宠物店，我们能看到琳琅满目的写着英文字母的诊断

产品，可食用产品，治疗性用品，喜爱宠物的人们不计价钱的高低信赖进口的产品。即使是

开发抗原诊断试纸产品的原材料--单克隆抗体，也是依赖进口，几年来芬兰HyTest，韩国金

诺JBT  等品牌几乎如垄断性的占据了中国大部分市场，但是由于他们开发抗体用的免疫原

都是分离的他们本国本土的病毒，众所周知，在不同国家，不同区域都可以分离获得多株病

毒，变异程度随区域而改变。市场客户反馈的问题大多是某些株型出现漏检现象，灵敏度逊

色于进口产品。

[0003] 实用新型专利CN207601094Y公开了一种犬瘟热病毒试剂卡，包括试剂卡壳体及上

下叠设于壳体内的多个试纸条；所述试纸条的靠近所述样品垫的一端固定有拉手；加样孔

上层叠套设有多层可分离的膜套。通过在试剂卡壳体内部设置可容纳多个试纸条的腔体，

并将试纸条层叠设置，需要使用时，使得最上端的试纸条以及膜套为未使用的即可，也可将

已经使用的试纸条抽出丢弃或更换至最下端。本实用新型的犬瘟热病毒试剂卡只需要一张

试剂卡即可对多个样本进行检测，或对同一样本进行多次检测，有效的降低了成本。然而，

该实用新型专利中并未公开具体的单抗类型，且相关申请人也未公开使用何种单抗，其仅

属于结构上的改进。发明专利申请CN201711054386.4公开了一种犬瘟热病毒抗体快速定量

检测卡及使用方法，包括检测卡外壳和装配在检测卡外壳内的试纸条，所述试纸条包括带

压敏胶的塑料底板，在底板上依次粘贴样品垫、标记物垫、硝酸纤维素膜和吸水纸，所述标

记物垫由载体基层和标记物组成，标记物为载体基层上喷涂镧系荧光检测微球和镧系荧光

质控微球形成的一层膜，所述硝酸纤维素膜上包被犬瘟热病毒H蛋白抗原为检测线，包被兔

抗鸡lgY抗体为质控线，标记物为标记有犬瘟热病毒结构蛋白H蛋白重组抗原的荧光检测微

球和标记鸡lgY抗体的荧光质控微球。该方法检测灵敏度高，检测的批内差及批间差小，有

较好的重复性，性能稳定，既可检测全血样本，也可以检测血清和血浆样本，与RV（狂犬病

毒）、CPV（犬细小病毒)、CPIV（犬副流感病毒）、CAV（犬腺病毒)、CCV（犬冠状病毒）等抗体没

有交叉反应。可实现犬瘟热病毒抗体现场快速检测，但是该方法仅能用于检测血清中的抗

体含量，不能有效区分是因为病毒感染产生的抗体还是接种疫苗后产生的抗体。发明专利

申请201610537306.X公开了犬瘟热病毒胶体金免疫层析检测试纸条及其制备方法，该试纸

条包括PVC底板，依次粘贴在PVC底板上的样品垫、金标结合垫、带有检测线和质控线的硝酸

纤维素膜、吸收垫：金标结合垫包被有纯化的犬瘟热病毒单克隆抗体N18与胶体金的偶联标

记物，硝酸纤维素膜上的检测线包被有纯化的犬瘟热病毒单克隆抗体C42，硝酸纤维素膜上
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的质控线包被有羊抗鼠IgG。

[0004] 我们通过分离中国区域内不同株病毒，选择致病强的毒株作为免疫原，肩负着沉

重的社会责任感，致力于为中国市场提供自给自足的原材料，减弱进口的垄断，至此CDV病

毒诊断的配对单抗在灵敏度方面、检测的迅速程度、漏检控制等方面都做出了积极贡献。

发明内容

[0005] 本发明提供了一种快速检测犬瘟热病毒病原的检测卡及其制备方法，本发明为快

速、灵敏、准确的检测犬瘟热病毒减少了时间和成本。

[0006] 为解决以上技术问题，本发明采用如下技术方案：

一种快速检测犬瘟热病毒病原的检测卡，所述检测卡包括依次相连接的吸水垫、基膜、

金标垫和样品垫，其特征在于，所述基膜上设置有C线和T线，所述C线上包被有羊抗鼠IgG的

抗体，所述金标垫中含有胶体金标记的第一单克隆抗体，所述T线上包被有第二单克隆抗

体；所述第一单克隆抗体由保藏编号为CCTCC  NO:  C2018146的杂交瘤细胞株分泌得到。

[0007] 所述的快速检测犬瘟热病毒病原的检测卡，所述第二单克隆抗体由保藏编号为保

藏编号为CCTCC  NO:  C2018147的杂交瘤细胞株分泌得到。

[0008] 一种分泌抗犬瘟热病毒抗体的杂交瘤细胞株，所述分泌抗犬瘟热病毒抗体的杂交

瘤细胞株Cdv  36D9于2018年6月15日保藏于中国典型培养物保藏中心，保藏编号为CCTCC 

NO:  C2018147，保藏地址为中国武汉-武汉大学。

[0009] 一种分泌抗犬瘟热病毒抗体的杂交瘤细胞株，所述分泌抗犬瘟热病毒抗体的杂交

瘤细胞株Cdv  37C7于2018年6月15日保藏于中国典型培养物保藏中心，保藏编号为CCTCC 

NO:  C2018146，保藏地址为中国武汉-武汉大学。

[0010] 所述的快速检测犬瘟热病毒病原的检测卡的制备方法，包括以下步骤：

步骤一，抗体制备及纯化：采用动物体内腹水诱生法制备单克隆抗体36D9和37C7；采用

SPA柱法对腹水进行纯化，即得抗犬瘟热病毒单克隆抗体36D9和37C7  ；

步骤二，胶体金溶液的熬制；

步骤三，抗犬瘟热病毒37C7单克隆抗体的标记：每  1  ml金液先加45  微升1%  K2CO3， 

然后再加入37C7单克隆抗体，按照每1  mL胶体金溶液加入6μg抗犬瘟热病毒单克隆抗体

37C7，室温下120rpm摇30  min，加入10%牛血清白蛋白  20μL，室温下120rpm摇30  min，

12000rpm离心20  min，弃上清，用0.01MPBS  溶解沉淀，即得到标记好的抗犬瘟热病毒37C7

单克隆抗体标记物；

步骤四，金标垫处理及胶体金膜的制备：选择聚脂纤维6613作为金标结合垫。将金标垫

浸泡在处理液A中5min，处理液A为0.01M  PBS，pH7.4，0.2%Triton  X-100，取出37℃烘干，备

用；将标记好的抗犬瘟热病毒37C7单克隆抗体标记物用划膜仪以5μL/cm的浓度喷涂在处理

好的金标垫上，室温自然晾干或者37℃烘干，制成含有抗犬瘟热病毒37C7单克隆抗体标记

物的胶体金膜；

步骤五，样品垫处理：选择DL42为样品垫，将样品垫，浸泡在处理液B中5min，处理液B为 

0.01  M  PBS，pH7.4，1%Triton  X-100，1%BSA，0.05%  NaN3，取出37℃烘干，备用；

步骤六，C、T线确定：选择Sartorius  CN140膜，分别将抗犬瘟热病毒36D9单克隆抗体和

羊抗鼠二抗作为T线和C线划在NC膜上，浓度分别为1  mg/mL和0.6mg/mL，用划膜仪依次以1μ
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L/cm的浓度喷涂在NC膜上，  37℃包被2h后，室温自然晾干或者37℃烘干，制成基膜；

步骤七，检测卡的组装。

[0011] 所述胶体金溶液的熬制采用柠檬酸三钠还原法制备胶体金，具体步骤为：量取99 

mL的超纯水装入250  mL的圆底烧瓶，放入搅拌子，置于磁力搅拌器上，加入1%氯金酸溶液1 

mL，适当速度搅拌，打开加热开关，待溶液沸腾后迅速一次性加入1.6  mL  1%柠檬酸三钠溶

液，氯金酸溶液由灰色逐渐变为酒红色，颜色稳定后继续加热10  min，待溶液冷却后，用微

孔滤膜过滤，4℃保存备用，紫外扫描得到最大吸收峰为523nm的胶体金颗粒。

[0012] 所述胶体金颗粒大小为25nm。

[0013] 所述胶体金标记的抗犬瘟热病毒37C7单克隆抗体的悬浮保存液配方组成为pH 

8.5的0.01MTris缓冲液，内含2%酪蛋白、1%  牛血清白蛋白、0.  5%聚乙二醇20000、0.1%叠氮

钠。

[0014] 所述检测线包被时的缓冲液配方成分为pH  8.5的0.01M  Tris缓冲液，内含10%  牛

血清白蛋白、0.  5%聚乙二醇20000、0.1%叠氮钠；质控线包被时的缓冲液配方成分为pH  8.5

的0.01M  PBS缓冲液，内含10% 牛血清白蛋白、0.  5%聚乙二醇20000、0.1%叠氮钠。

[0015] 一种快速检测犬瘟热病毒病原的测试剂盒，其包括所述的一种快速检测犬瘟热病

毒病原的检测卡和样本稀释液。

[0016] 所述样本稀释液的配方为0.9%生理盐水溶液，内含5%  牛血清白蛋白、0.  1%吐温

20、0.1%叠氮钠，0.5%丙氨酸。

[0017] 基于以上技术方案，本发明具有如下优点和有益效果：

首先，本发明采用采用双抗体夹心法模式的免疫层析定性检测方法，直接检测病原本

身，解决了现有技术胶体金试纸条不能有效区分是犬瘟热病毒感染导致的血清阳性还是疫

苗接种后产生的血清阳性的问题，从而能够准确发现犬瘟热病毒的感染，实现疾病的有效

控制。另外，相比传统的ELISA、PCR等检测手段，本发明的检测方法更加简单，适合推广使

用，且经过试验验证，本发明的胶体金检测卡的敏感度更高。

[0018] 其次，本发明通过特定配对单克隆抗体的组合实现了犬瘟热病毒的高效和灵敏检

测，本发明实施例1所制备得到的快速检测犬瘟热病毒病原检测卡的敏感性高于对比实施

例1，且也高于目前市场、文献上所报道的检测灵敏度，如CN2016…..306.X所报道的检测灵

敏度为3.13μg/mL。研究发现，配对抗体的使用位置也影响了快速检测犬瘟热病毒病原的检

测卡检测的灵敏度，当将实施例1结合垫上的单克隆抗体和T线的单克隆抗体交换后得到的

对比实施例1，其检测灵敏度明显低于本发明实施例1，这对于本领域技术人员而言是预料

不到的。

[0019] 再次，基于本发明的快速检测犬瘟热病毒病原的检测卡，本发明开发了相关的检

测试剂盒，并对其中的稀释液进行了优化，尽管从检测结果可知，常规的生理盐水溶液或者

稀释液二作为样品稀释液也能实现犬瘟热病毒的准确检测，然而，本发明的稀释液一作为

样品稀释液，能够提高病原检测的灵敏度，相比稀释液二能够检测到32倍稀释度下的阳性

样品和稀释液三能够检测到8倍稀释度下的阳性样品，本发明的稀释液一更能检测到64倍

稀释度下的阳性样品，可见，稀释液中丙氨酸的加入提高了检测卡检测的灵敏度，取得了预

料不到的技术效果。

[0020] 综上所述，本发明可以快速、灵敏、准确的检测犬瘟热病毒的感染，大大缩短了检
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测时间，为现场检测提供了方便。

[0021] 附图说明：

图1：本发明快速检测犬瘟热病毒病原的检测卡结构示意图；其中：1.样品垫、2.PVC板、

3.金标垫、4.检测线、5.质控线、6.基膜、7.吸水垫。

[0022] 图2：本发明快速检测犬瘟热病毒病原的检测卡阳性结果判定图，若C线显色，而T

线显色，判为阳性。

[0023] 图3：本发明快速检测犬瘟热病毒病原的检测卡阴性结果判定图，若C线显色，T线

不显色，判为阴性。

[0024] 图4：本发明快速检测犬瘟热病毒病原的检测卡无效结果判定图，在观察孔内，若C

线不显色，则结果无效，建议重新测试。

[0025] 具体实施方式：

下面结合具体实施例来进一步描述本发明，本发明的优点和特点将会随着描述而更为

清楚。但实施例仅是范例性的，并不对本发明的范围构成任何限制。本领域技术人员应该理

解的是，在不偏离本发明的精神和范围下可以对本发明技术方案的细节和形式进行修改或

替换，但这些修改和替换均落入本发明的保护范围内。

[0026] 实施例1：一种快速检测犬瘟热病毒病原检测卡的制备方法，具体步骤为：

（1）犬瘟热病毒的分离、培养、纯化。

[0027] 选取山东，广东，四川等3个地区，经PCR确诊为强阳性的眼睛分泌物，接种至F81细

胞盲传3代，收集病变显著的细胞，冻存，并扩大培养，收毒，超滤浓缩10倍，然后反复冻融3

次，10000rpm离心30分钟，上蔗糖密度梯度，30%，35%，40%，45%  4个梯度，26000rpm离心  30

分钟，分别取出各层，测定病毒所在位置和含量。

[0028] （2）抗犬瘟热病毒配对单克隆抗体的制备

①免疫程序

将纯化的1mg/ml左右的三个地区的病毒作为免疫原与501佐剂按体积比1:0.2-0.3的

比例混合，对8-10周龄Balb/c小鼠进行免疫，腿部肌肉注射，50μg/只，以后每隔1周免疫一

次，免疫剂量、部位同上；5免后加强免疫，腹腔注射，不加佐剂，剂量加倍；

②细胞融合

将Balb/c小鼠体内的脾细胞与其腹腔内的骨髓瘤细胞按照细胞数量20：0.5-1.5的比

例混合，800rpm离心5-8min，弃去上清，于30S内加入1mL50%PEG（W/W），静置1min，在第一个

1min内缓慢加入1mL无血清的DMEM培养基，在第二个1min内缓慢加入2mL无血清的DMEM培养

基，在第三个1min内缓慢加入2mL无血清的DMEM培养基，在第四个1min内缓慢加入5mL无血

清的DMEM培养基，在第五个1min内缓慢加入10mL无血清的DMEM培养基，800rpm离心10min，

弃上清，用含20%小牛血清的完全培养基重悬细胞，细胞计数为3-6×105个/mL铺于含2-6×

104个/mL饲养细胞的细胞培养板，置于CO2培养箱中；

  ③杂交瘤筛选及克隆化

待细胞长至孔底的1/3时，采用间接竞争ELISA测定细胞上清液，筛选阳性孔，将阳性孔

采用有限稀释法进行亚克隆，第6天，取细胞上清检测，经过多次配对测试，最终选取抗犬瘟

热病毒配对杂交瘤细胞株之一Cdv  36D9于2018年6月15日保藏于中国典型培养物保藏中

心，保藏编号为CCTCC  NO:  C2018147，保藏地址为中国武汉-武汉大学；分泌抗犬瘟热病毒
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的配对杂交瘤细胞株之二Cdv  37C7于2018年6月15日保藏于中国典型培养物保藏中心，保

藏编号为CCTCC  NO:  C2018146，保藏地址为中国武汉-武汉大学；

④ 抗体制备及纯化

单克隆抗体的生产：采用动物体内腹水诱生法；

单克隆抗体的纯化：采用SPA柱法对腹水进行纯化，即得本发明抗犬瘟热病毒单克隆抗

体  ；

（3）犬瘟热病毒抗原快速检测卡的制备

①胶体金溶液的熬制

采用柠檬酸三钠还原法制备胶体金；

②抗犬瘟热病毒37C7株单克隆抗体的标记

每  1  ml金液先加45  微升1%K2CO3，  然后再加入抗体，按照每1  mL胶体金溶液加入6μg

抗犬瘟热病毒单克隆抗体，室温下120rpm摇30  min，加入10%牛血清白蛋白  20μL，室温下

120rpm摇30  min，12000rpm离心20  min，弃上清，用0.01M  PBS  溶解沉淀，即得到标记好的

抗犬瘟热病毒单克隆抗体标记物；

③金标垫处理

选择聚脂纤维6613作为金标结合垫。将金标垫浸泡在处理液A中5min，处理液A为

0.01Mpbs，pH7.4，0.2%Triton  X-100，取出37℃烘干，备用；将标记好的抗犬瘟热病毒单克

隆抗体标记物用划膜仪以5μL/cm的浓度喷涂在处理好的金标垫上，室温自然晾干或者37℃

烘干，制成含有抗犬瘟热病毒单克隆抗体标记物的胶体金膜；

④样品垫处理

选择DL42为样品垫，将样品垫，浸泡在处理液B中5min，处理液B为  0.01  Mpbs，pH7.4，

1%Triton  X-100，1%BSA，0.05%  NaN3），5min，取出37℃烘干，备用；

⑤  C、T线确定

选择Sartorius  Cn140膜，分别将抗犬瘟热病毒36D9单克隆抗体和羊抗鼠二抗作为T线

和C线划在NC膜上，浓度分别为1  mg/mL和0.6mg/mL，用划膜仪依次以1μL/cm的浓度喷涂在

NC膜上，  37℃包被2h后，室温自然晾干或者37℃烘干，制成基膜。

检测卡的组装。

[0029] 实施例2：被测样本前处理方法和检测方法

本发明犬瘟热病毒病原快速检测卡的使用方法如下：

a.用棉签收集狗、貂、狐狸眼分泌物或者鼻液，唾液。

[0030] b．打开样本收集试管，插入棉签。

[0031] c.  充分搅动棉签直至棉签上的样本溶入稀释液，然后丢弃棉签。

[0032] d.  振荡、混匀后，垂直样品管，吸取上清液并滴加3-5滴到检测卡中的样品孔中。

[0033] e.  5分钟时判断结果，其他时间判读无效。

[0034] （1）阳性（图2）：若C线显色，而T线显色，判为阳性。

[0035] （2）阴性（图3）：若C线显色，T线不显色，判为阴性。

[0036] （3）无效（图4）：在观察孔内，若C线不显色，则结果无效，建议重新测试。

[0037] 实施例3：检测卡性能测定

（1）稳定性
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①37℃加速稳定性试验

取三个批次（LD160613、LD170312、LD170920）的犬瘟热检测卡若干置于37℃保存。每次

测定各取三个批次的检测卡若干，测定时间间隔为第3天、第7天、第10天、第14天、第17天、

第20天，测定内容为显色情况、符合率。当实验结果中NC膜显色异常并且测试结果不准确

时，则判定检测卡失效。

[0038] ②常温下稳定性试验

取三个批次（LD160613、LD170312、LD170920）的检测卡置于常温下保存，每次测定各取

三个批次的检测卡若干，测试时间间隔为第1个月、第3个月、第6个月、第12个月、第18个月、

第24个月；测定内容为显色情况、符合率。当实验结果中NC膜显色异常并且测试结果不准确

时，则判定检测卡失效。

[0039] ③ 稳定性测定结果

表1稳定性测定结果

基于以上稳定性测定结果可知，无论是37℃加速稳定性试验还是常温下稳定性试验，

本发明所述的犬瘟热检测卡均表现为良好的稳定性，检测结果假阳性率、假阴性率均为0%。

说明本发明的检测卡产品具有良好的流通特性，无需冷藏等低温保藏手段，便于该项检测

手段的推广。

[0040] （2）特异性测定

特异性通常用交叉反应率来表示，交叉反应指抗体除与其相应的抗原发生特异性反应

外还与其它抗原发生反应，交叉反应率越低表明特异性越强。

[0041] 为了测试本发明所述的犬瘟热检测卡的特异性，选取了犬瘟热病毒、犬细小病毒、

犬腺病毒、犬冠状病毒、犬轮状病毒、狂犬病毒作为对照，采用本发明的犬瘟热检测卡分别

进行检测。特异性检测结果参见表2：

表2 特异性检测结果

犬瘟热病毒 犬细小病毒 犬腺病毒

+ - -

犬冠状病毒 犬轮状病毒 狂犬病毒

- - -

+  代表阳性；-代表阴性

基于以上特异性检测结果可知，本发明所述的犬瘟热检测卡仅能检测出犬瘟热病毒，

而对于犬细小病毒、犬腺病毒、犬冠状病毒、犬轮状病毒、狂犬病毒等犬类常见病毒均表现
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为阴性，这说明本发明所述的犬瘟热检测卡具有良好的特异性，能够特异性的检测犬瘟热

病毒。

[0042] （3）符合率

临床收集到的100份样品，用此犬瘟热病原检测卡与PCR实验同时测定进行结果比对，

发现两种方法对阳性和阴性的敏感度为100%。

[0043] 实施例4：敏感性试验

为了验证本发明的检测所述的快速检测犬瘟热病毒病原检测卡的敏感性，选择检测卡

对稀释的不同浓度的犬瘟热病毒细胞毒样品进行检测，稀释浓度依次为25μg/mL、12.5μg/

mL、6.25μg/mL、3.12μg/mL，1.56μg/mL，0.78μg/mL。同时，在本实施例中还设置了对比试验

例1，其是在实施例1的基础上，所述金标垫中含有胶体金标记的第一单克隆抗体由保藏编

号为保藏编号为CCTCC  NO:  C2018147的杂交瘤细胞株分泌得到，所述T线上包被有第二单

克隆抗体由保藏编号为CCTCC  NO:  C2018146的杂交瘤细胞株分泌得到。即采用抗犬瘟热病

毒37C7单克隆抗体作为检测线T的抗体，而抗犬瘟热病毒36D9单克隆抗体与胶体金结合后

划到结合垫上，其他工艺见实施例1。检测结果如下：

表3敏感性检测结果

+  代表阳性；-代表阴性

基于以上敏感性检测结果可知，本发明实施例1所制备得到的快速检测犬瘟热病毒病

原检测卡的敏感性可以检测到稀释浓度0.78μg/mL的犬瘟热病毒细胞毒样品，而对比实施

例1仅能检测到稀释浓度0.78μg/mL的犬瘟热病毒细胞毒样品，说明本发明实施例1所制备

得到的快速检测犬瘟热病毒病原检测卡的敏感性高于对比实施例1，且也高于目前市场、文

献上所报道的检测灵敏度，如CN2016…..306.X所报道的检测灵敏度为3.13μg/mL。另外，通

过实施例1和对比实施例1的比较可知，两者的区别仅在于配对单克隆抗体使用的差异，当

将实施例1结合垫上的单克隆抗体和T线的单克隆抗体交换后得到的对比实施例1，其检测

灵敏度明显低于本发明实施例1，这对于本领域技术人员而言是预料不到的。

[0044] 实施例5：病原检测试验

选择经鉴定为犬瘟热病毒感染阳性的肉狗2只，用棉签收集狗者鼻液，打开样本收集试

管，插入棉签，充分搅动棉签直至棉签上的样本溶入稀释液（2mL），然后丢弃棉签，振荡、混

匀后，垂直样品管，吸取上清液，即制备得到样品原液。

[0045] 在检测过程中，分别采用了三种不同的稀释液进行比较，其中稀释液一为：0.9%生

理盐水溶液，内含5%  牛血清白蛋白、0.  1%吐温20、0.1%叠氮钠，0.5%丙氨酸；稀释液二为：

0.9%生理盐水溶液，内含5%  牛血清白蛋白、0.  1%吐温20、0.1%叠氮钠，1.0%丙氨酸；稀释液

三为：0.9%生理盐水溶液，内含5%  牛血清白蛋白、0.  1%吐温20、0.1%叠氮钠；稀释液四为
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0.9%生理盐水溶液。并且对采样的样品原液采用相应稀释液进行稀释，分别是样品原液（1

倍稀释）、2倍稀释、4倍稀释、8倍稀释、16倍稀释、32倍稀释、64倍稀释，分别采用实施例1制

备得到的快速检测犬瘟热病毒病原检测卡进行检测，滴加3-5滴到检测卡中的样品孔中进

行检测。具体检测结果如下表4：

表4病原检测试验结果

稀释倍数 1 2 4 8 16 32 64 128

稀释液一 +++ +++ +++ +++ ++ ++ + -

稀释液二 +++ +++ ++ ++ ++ + - -

稀释液三 +++ ++ ++ + + - - -

稀释液四 +++ ++ + + - - - -

+  代表阳性；-代表阴性

基于以上结果可知，在本发明快速检测犬瘟热病毒病原检测卡的检测过程中，缓冲液

的组成对于检测卡的灵敏度也有一定的影响，尽管从以上表4的检测结果可知，常规的生理

盐水溶液或者稀释液二、三作为样品稀释液也能实现犬瘟热病毒的准确检测，然而，本发明

的稀释液一作为样品稀释液，能够提高病原检测的灵敏度，相比稀释液二能够检测到32倍

稀释度下的阳性样品、稀释液三能够检测到16倍稀释度下的阳性样品、稀释液四能够检测

到8倍稀释度下的阳性样品，本发明的稀释液一更能检测到64倍稀释度下的阳性样品，可

见，稀释液中特定浓度的丙氨酸的加入提高了检测卡检测的灵敏度，取得了预料不到的技

术效果。
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