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(57)摘要

本发明涉及一种双抗体夹心免疫竞争法检

测奥沙普嗪的量子点免疫层析检测卡及检测方

法。所述检测卡包括衬板、检测抗原释放垫、量子

点探针释放垫、层析膜和吸水垫；检测抗原释放

垫包含由卵清白蛋白和奥沙普嗪偶联而成的检

测抗原；量子点探针释放垫包含标记有抗卵清白

蛋白抗体的量子点探针；层析膜设有检测线和质

控线，检测线固定抗奥沙普嗪抗体，质控线固定

卵清白蛋白抗原。检测抗原从释放垫溶入检测体

系，与检测抗体和标记抗体形成双抗体夹心免疫

复合物，产生荧光检测信号。在质控线的检测参

照作用之下，根据检测线上的荧光信号来判断样

品中是否含有奥沙普嗪，增加了检测的信号强度

和稳定性，提高了检测灵敏度和定量精密度。
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1.双抗体夹心免疫竞争法检测奥沙普嗪的量子点免疫层析检测卡，其特征在于：包括

衬板、以及依次粘附于衬板上且相邻之间部分叠置的检测抗原释放垫、量子点探针释放垫、

层析膜和吸水垫；所述检测抗原释放垫包含由卵清白蛋白和奥沙普嗪偶联而成的检测抗

原；所述量子点探针释放垫包含标记有抗卵清白蛋白抗体的量子点探针；所述层析膜设有

检测线和质控线，所述检测线固定抗奥沙普嗪抗体，所述质控线固定卵清白蛋白抗原。

2.根据权利要求1所述的双抗体夹心免疫竞争法检测奥沙普嗪的量子点免疫层析检测

卡，其特征在于：所述检测抗原释放垫采用玻璃纤维素膜吸收含有检测抗原、表面活性剂、

甘露醇、蔗糖的PBS溶液制得。

3.根据权利要求1所述的双抗体夹心免疫竞争法检测奥沙普嗪的量子点免疫层析检测

卡，其特征在于：所述量子点探针释放垫采用人造纤维素膜吸收含有量子点荧光探针、聚乙

二醇、甘露醇、蔗糖、甘氨酸的PBS溶液制得。

4.根据权利要求1所述的双抗体夹心免疫竞争法检测奥沙普嗪的量子点免疫层析检测

卡，其特征在于：所述层析膜采用硝酸纤维素膜，所述检测线由含有抗奥沙普嗪抗体和蔗糖

的PBS溶液喷涂在硝酸纤维素膜上制得。

5.根据权利要求4所述的双抗体夹心免疫竞争法检测奥沙普嗪的量子点免疫层析检测

卡，其特征在于：所述质控线由含有卵清白蛋白和蔗糖的PBS溶液喷涂在硝酸纤维素膜上制

得。

6.双抗体夹心免疫竞争法检测奥沙普嗪的量子点免疫层析检测方法，其特征在于：包

括以下步骤：

S1：制备检测抗原、量子点探针、检测线和质控线；所述检测抗原由卵清白蛋白和奥沙

普嗪偶联而成，所述量子点探针标记有抗卵清白蛋白抗体，所述检测线固定抗奥沙普嗪抗

体，所述质控线固定卵清白蛋白抗原；

S2：将样品溶液、检测抗原和量子点探针混合，一起输送至检测线和质控线，根据检测

线和质控线上的荧光信号来判断样品中是否含有奥沙普嗪。

7.根据权利要求6所述的双抗体夹心免疫竞争法检测奥沙普嗪的量子点免疫层析检测

方法，其特征在于：步骤S2中，通过以下方法进行判断：检测线和质控线都显示荧光信号，断

定结果为阴性，样品中不含奥沙普嗪；检测线不显示荧光信号，质控线显示荧光信号，断定

结果为阳性，样品中含有奥沙普嗪。

8.根据权利要求6所述的双抗体夹心免疫竞争法检测奥沙普嗪的量子点免疫层析检测

方法，其特征在于：所述量子点探针在365nm光源激发下，产生630nm的发射光。
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双抗体夹心免疫竞争法检测奥沙普嗪的量子点免疫层析检测

卡及检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及食品药品安全检测领域，尤其涉及一种将免疫化学检测技术应用于保

健品、中成药违法添加化学药品的检测，尤其是双抗体夹心免疫竞争法检测奥沙普嗪的量

子点免疫层析检测卡及检测方法。

背景技术

[0002] 奥沙普嗪的化学名为2‑(‑4‑异丁基苯基)丙酸，属于非甾体抗炎药，具有抗炎、镇

痛及解热作用，用于风湿性关节炎、粘连性脊椎炎、非炎性关节痛、关节炎、非关节性风湿

病、非关节性炎症引起的疼痛，各种神经痛、癌症疼痛、创伤后疼痛及各种炎症所致发热等，

但有一定的副作用，在临床上属于处方药，必须在医生的指导下服用。

[0003] 风湿性疾病是以关节、肌肉、软组织、神经等疼痛为主要症状，病程多呈慢性和反

复发作。我国有通过“食疗”或中药调理慢性疾病的传统，在化学合成药品存在诸多副作用

的背景下，针对风湿性疾病的保健食品(以保健酒为主)、中成药近年来广受市场青睐。

[0004] 奥沙普嗪止痛效果迅速且价格低廉，于是有不法厂家在保健食品、中成药中违法

添加奥沙普嗪，以增强疗效牟取不正当利益。不当服用奥沙普嗪可能产生恶心、头痛或过敏

性皮疹等不良反应，对消化道、肝脏和肾脏造成损伤，严重的甚至导致过敏性休克和急性肾

功能衰竭。患者不知情而长期服用含奥沙普嗪的保健食品，其危害性是非常严重的，必须加

强对违法添加奥沙普嗪产品的监督检查。目前，检测违法添加奥沙普嗪的确证方法是高效

液相色谱、液质联用检测。但是这些方法设备投入大、运行费用高，样品预处理复杂，不能够

现场进行检测，难以大规模对违法添加现象展开筛查。

[0005] 现有的奥沙普嗪快速检测方法主要是化学检测方法和薄层色谱检测方法，检测的

灵敏度和抗干扰能力有提高的需要。免疫学检测方法灵敏、特异、快速和价廉，在环境监测

和食品安全领域已广泛应用。目前报道的检测小分子化合物的免疫学方法，都是基于检测

抗原和检测抗体的“二元体系免疫竞争法”，其将信号物质标记于检测抗体上，与层析膜上

固定的检测抗原形成免疫复合物，产生检测信号。“二元体系免疫竞争法”存在以下缺点：1、

需对每种检测抗体分别标记信号物质，导致信号物质无法统一制备；2、检测抗体在液相，稳

定性不足；3、检测信号强度和灵敏度较低。

发明内容

[0006] 基于此，本发明的目的在于，提供一种双抗体夹心免疫竞争法检测奥沙普嗪的量

子点免疫层析检测卡及检测方法，具有增加检测信号强度和稳定性、提高检测灵敏度的优

点。

[0007] 本发明的目的是通过以下技术方案实现的：

[0008] 双抗体夹心免疫竞争法检测奥沙普嗪的量子点免疫层析检测卡，包括衬板、以及

依次粘附于衬板上且相邻之间部分叠置的检测抗原释放垫、量子点探针释放垫、层析膜和
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吸水垫；所述检测抗原释放垫包含由卵清白蛋白和奥沙普嗪偶联而成的检测抗原；所述量

子点探针释放垫包含标记有抗卵清白蛋白抗体的量子点探针；所述层析膜设有检测线和质

控线，所述检测线固定抗奥沙普嗪抗体，所述质控线固定卵清白蛋白抗原。

[0009] 相比于传统的“二元体系免疫竞争法”，本发明的检测卡利用了“双抗体夹心免疫

竞争法”原理，在“检测抗原”和“检测抗体”这两个免疫检测要素之外，增加了针对检测抗原

载体蛋白的“标记抗体”。本发明在载体蛋白(卵清白蛋白)上共价连接检测物质(奥沙普嗪)

合成检测抗原，将标记抗体(抗卵清白蛋白抗体)标记于量子点上，将检测抗体(抗奥沙普嗪

抗体)固定于层析膜上，从而检测抗体捕获检测抗原上偶联的检测物质，标记抗体结合检测

抗原上偶联的载体蛋白，形成双抗体夹心免疫复合物，产生荧光检测信号。当检测抗体被游

离的检测物质结合，荧光强度将被抑制，从而产生抑制检测信号。

[0010] 具体的，检测时将样品溶液滴到检测抗原释放垫上，样品溶液运动的过程中将检

测抗原和量子点探针溶解，并携带到检测线和质控线，被携带的量子点探针标记的抗卵清

白蛋白(OVA)抗体、检测抗原与检测线上的抗奥沙普嗪抗体形成双抗体夹心免疫结合物，使

检测线产生荧光信号；被携带的量子点探针标记的抗OVA抗体与质控线上固定的OVA抗原结

合，在质控线上堆积形成荧光信号。当样品中存在游离的奥沙普嗪达到一定浓度，检测线上

免疫反应就会被竞争阻断，荧光信号被抑制；而质控线上的荧光信号，不受奥沙普嗪浓度的

影响。

[0011] 目前利用荧光量子点免疫层析方法检测奥沙普嗪的相关报道较少，本发明为食品

药品安全检测工作提供新的工具。量子点是由200‑10000原子集聚在三个球形空间的纳米

半导体晶体，球形晶核直径2‑8nm，为了增加量子点的水溶性和生物相容性，球形晶核外层

通常会被有机分子包覆引入功能基团，直径会提高到15‑30nm，具有很好的胶体性能和动力

学特性，适合作为生物学检测的纳米标记材料。与传统有机荧光染料填充的纳米微球相比，

量子点具有宽且呈连续分布的激发谱、窄而对称的发射峰；稳定性强、抗光漂白性强；光能

力转化效率高、亮度是有机染料的数十倍甚至更多。

[0012] 相对于现有技术，本发明的检测卡具有以下优点：1、统一用抗载体蛋白抗体标记

的量子点产生检测信号，只需集中制备一种作为荧光探针，有利于检测工作的规模化和标

准化；2、检测抗体固定在层析膜上，通过对膜的封闭和干燥，对抗体的活性保护作用更为有

利，增加抗体稳定性；3、免疫结合时空间位阻更小，提高检测信号强度和灵敏度；4、特异性

强，检测时间短(5‑10分钟)，可现场操作，且借助便携360nm光源即可激发荧光信号，肉眼判

读结果，检测成本低，操作简便，适合基层检测人员操作。

[0013] 进一步地，所述检测抗原释放垫采用玻璃纤维素膜吸收含有检测抗原、表面活性

剂、甘露醇、蔗糖的PBS溶液制得。优选的，采用厚度为0.85mm的玻璃纤维素膜充分吸收含有

10μg/mL检测抗原、50μg/mL表面活性剂、30mg/mL甘露醇、50mg/mL蔗糖的PBS溶液。其中，甘

露醇作为冻干支架用于确保检测过程中检测抗原迅速溶解；蔗糖用于调节检测溶液黏度控

制层析展开速度；表面活性剂用于消除检测过程的非特异性吸附，优选聚乙二醇辛基苯基

醚(Triton  X‑100)；检测抗原由OVA和奥沙普嗪共价偶联合成，既能被膜上检测抗体结合，

又能被量子点上的标记抗体结合。

[0014] 进一步地，所述量子点探针释放垫采用人造纤维素膜吸收含有量子点荧光探针、

聚乙二醇、甘露醇、蔗糖、甘氨酸的PBS溶液制得。优选的，采用厚度为0.34mm的人造纤维素
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膜吸收含有20μg/mL量子点荧光探针、60μg/mL聚乙二醇(PEG‑500)、10mg/mL甘露醇、60mg/

mL蔗糖、10mg/mL甘氨酸的PBS溶液。其中，甘露醇作为冻干支架用于确保检测过程中量子点

探针迅速溶解；聚乙二醇、蔗糖用于调节检测溶液黏度控制层析展开速度；甘氨酸用于消除

检测过程的非特异性吸附；量子点荧光探针由量子点表面标记抗OVA抗体构成，能够结合被

捕获在检测线上的检测抗原和固定在质控线上的OVA抗原，分别产生荧光检测信号。

[0015] 进一步地，所述层析膜采用硝酸纤维素膜，所述检测线由含有抗奥沙普嗪抗体和

蔗糖的PBS溶液喷涂在硝酸纤维素膜上制得。优选的，将含有0.3mg/mL抗奥沙普嗪抗体和

10mg/mL蔗糖的0.05M  PBS溶液(pH  7.4)，以1.0～4.0μg/cm的量喷涂在硝酸纤维素膜上。检

测线荧光信号形成的基础是抗体与检测抗原所偶联奥沙普嗪的免疫反应，会被检品中游离

的奥沙普嗪竞争抑制。

[0016] 进一步地，所述质控线由含有卵清白蛋白和蔗糖的PBS溶液喷涂在硝酸纤维素膜

上制得。优选的，将含有0.2mg/mL  OVA和10mg/mL蔗糖的0.05M  PBS溶液(pH  7.4)，以1.0～

3.0μg/cm的量喷涂在硝酸纤维素膜上。质控线荧光信号形成的基础是量子点的抗OVA抗体

与质控OVA抗原的免疫反应，与奥沙普嗪检品无关，不会被检品中游离的奥沙普嗪竞争抑

制。

[0017] 双抗体夹心免疫竞争法检测奥沙普嗪的量子点免疫层析检测方法，包括以下步

骤：

[0018] S1：制备检测抗原、量子点探针、检测线和质控线；所述检测抗原由卵清白蛋白和

奥沙普嗪偶联而成，所述量子点探针标记有抗卵清白蛋白抗体，所述检测线固定抗奥沙普

嗪抗体，所述质控线固定卵清白蛋白抗原；

[0019] S2：将样品溶液、检测抗原和量子点探针混合，一起输送至检测线和质控线，根据

检测线和质控线上的荧光信号来判断样品中是否含有奥沙普嗪。

[0020] 奥沙普嗪是小分子化合物，常规检测小分子化合物的免疫检测原理是“检测抗原”

与“检测抗体”形成的“二元体系免疫竞争法”，针对该方法在量子点侧向免疫层析中的不

足，本发明在“检测抗原”与“检测抗体”的基础上，加入“标记抗体”形成“双抗体夹心免疫竞

争法”，并对各免疫反应要素在层析系统中的组合也进行了调整，将检测抗体固定在检测

线，在量子点上标记抗OVA抗体构成荧光探针，与检测抗原(OVA‑奥沙普嗪)“桥连”形成“双

抗体夹心”免疫复合物，荧光探针积累形成检测信号，增加了检测的信号强度和稳定性，提

高了检测灵敏度，当检测抗体被游离的检测物质结合，荧光强度将被抑制，从而产生抑制检

测信号。利用本发明的检测方法对样品溶液中奥沙普嗪的最低检出限度为2.0ng/mL，对保

健品、中成药中违法添加奥沙普嗪及其类似物的最低检出限度为2.0μg/kg，且可在5分钟内

完成快速检测。

[0021] 进一步地，步骤S2中，通过以下方法进行判断：检测线和质控线都显示荧光信号，

断定结果为阴性，样品中不含奥沙普嗪；检测线不显示荧光信号，质控线显示荧光信号，断

定结果为阳性，样品中含有奥沙普嗪。其中，质控线是为了检验方法有效与否而设定，质控

线显示荧光信号表明方法有效，质控线不显示荧光信号表明方法本身无效；而检测线形成

双抗体夹心免疫复合物时产生荧光信号，当样品中存在游离的奥沙普嗪时，检测线上的免

疫反应就会被竞争阻断，从而荧光信号消失。

[0022] 进一步地，所述量子点探针在365nm光源激发下，产生630nm的发射光。
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[0023] 为了更好地理解和实施，下面结合附图详细说明本发明。

附图说明

[0024] 图1为实施例的双抗体夹心免疫竞争法检测奥沙普嗪的量子点免疫层析检测卡的

结构示意图。

[0025] 图2a为检测线上发生免疫反应、产生荧光信号的示意图。

[0026] 图2b为检测线上免疫反应被竞争阻断、荧光信号消失的示意图。

[0027] 图3为质控线上发生免疫反应、产生荧光信号的示意图。

[0028] 图4为荧光免疫检测结果产生的原理及检测结果的判断原则。

具体实施方式

[0029] 请参阅图1，其为本实施例的双抗体夹心免疫竞争法检测奥沙普嗪的量子点免疫

层析检测卡，包括PVC衬板、以及依次粘附于PVC衬板上且相邻之间部分叠置的检测抗原释

放垫、量子点探针释放垫、硝酸纤维素膜(NC膜)和吸水垫；所述检测抗原释放垫包含由OVA

和奥沙普嗪偶联而成的检测抗原；所述量子点探针释放垫包含标记有抗OVA抗体的量子点

探针；所述硝酸纤维素膜设有检测线和质控线，所述检测线固定抗奥沙普嗪抗体，所述质控

线固定OVA抗原。

[0030] 具体的，检测抗原释放垫的制备方法如下：采用厚度为0.85mm的玻璃纤维素膜充

分吸收含有10μg/mL检测抗原、50μg/mL  Triton  X‑100、30mg/mL甘露醇、50mg/mL蔗糖的PBS

溶液，冷冻干燥后备用。

[0031] 具体的，量子点探针释放垫的制备方法如下：首先，采用活泼酯法对羧基化量子点

进行标记，取1.0mL羧基化量子点稀释在20mL超纯水中，加入0.05mL新鲜配制的EDC溶液

(10mg/mL)，室温搅拌20分钟使羧基活化；在预活化微球中加入0.45mg抗OVA抗体，室温搅拌

30分钟使活化羧基与抗体的氨基连接；溶液在16000rpm低温离心30分钟，弃去上清液以分

离未结合的抗体；量子点探针用含10％Triton  X‑100的PBS溶液重悬，避光4℃保存备用。然

后，采用厚度为0.34mm的Whatman  85人造纤维素膜吸收含有20μg/mL量子点荧光探针、60μ

g/mL  PEG‑500、10mg/mL甘露醇、60mg/mL蔗糖、10mg/mL甘氨酸的PBS溶液，冷冻干燥后备用。

[0032] 具体的，检测线的制备方法如下：将含有0.3mg/mL抗奥沙普嗪特异性抗体和10mg/

mL蔗糖的0.05M  PBS溶液(pH  7.4)，以1.00μg/cm的量喷涂在硝酸纤维素膜上，形成检测线。

[0033] 具体的，质控线的制备方法如下：将含有0.2mg/mL  OVA和10mg/mL蔗糖的0.05M 

PBS溶液(pH  7.4)，以1.00μg/cm的量喷涂在硝酸纤维素膜上，形成质控线。

[0034] 奥沙普嗪及其类似物的特异性抗体诱导产生方法、抗OVA抗体诱导产生方法、以及

在量子点上标记抗OVA抗体、制备量子点荧光探针的方法均采用现有技术。

[0035] 本实施例的双抗体夹心免疫竞争法检测奥沙普嗪的量子点免疫层析检测方法如

下：

[0036] 取0.2g(或0.2mL)样品，溶解在2.0mL无水乙醇中充分抽提目标检品，抽提液静止

10分钟使杂质充分沉淀，取0.2mL上清液加入到20mL样品缓冲液，充分摇匀成为样品溶液；

用滴管在检测抗原释放垫上滴加3‑4滴样品溶液，样品溶液向硝酸纤维素膜运动的过程中

使检测抗原和量子点探针释放，并先后越过检测线和质控线，根据检测线和质控线上的荧
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光信号来判断样品中是否含有奥沙普嗪。

[0037] 在硝酸纤维素膜检测线上的抗奥沙普嗪抗体、量子点探针上标记的抗OVA抗体，分

别与检测抗原结合，形成双抗体夹心免疫结合物，使检测线产生荧光检测信号，如图2a所

示。当样品中存在游离的奥沙普嗪达到一定浓度，检测线上免疫反应就会被竞争阻断，荧光

信号会消失，如图2b所示。量子点探针通过标记的抗OVA抗体与硝酸纤维素膜质控线上固定

的OVA抗原结合，在质控线上堆积形成荧光信号，如图3所示。质控线是检验方法本身有效与

否而设定，显色有效，不显色表明方法本身无效。

[0038] 如图4所示，量子点探针在365nm光源激发下，产生630nm的发射光，检测结果的判

断原则为：检测线和质控线都显示荧光信号，断定结果为阴性(A)，样品中不含奥沙普嗪；检

测线不显示荧光信号，质控线显示荧光信号，断定结果为阳性(B和C)，样品中含有奥沙普

嗪，其中，阳性结果B中奥沙普嗪浓度为1.0ng/mL，阳性结果C中奥沙普嗪浓度高于2.0ng/

mL。

[0039] 相对于现有技术，本发明采用的“双抗体夹心免疫竞争法”具有以下优点：1、统一

用抗载体蛋白抗体标记的量子点产生检测信号，只需集中制备一种作为荧光探针，有利于

检测工作的规模化和标准化；2、检测抗体固定在层析膜上，通过对膜的封闭和干燥，对抗体

的活性保护作用更为有利，增加抗体稳定性；3、免疫结合时空间位阻更小，提高检测信号强

度和灵敏度。利用本发明的检测方法对样品溶液中对奥沙普嗪的最低检出限度为2.0ng/

mL，对保健品、中成药中违法添加奥沙普嗪及其类似物的最低检出限度为2.0μg/kg，且可在

5分钟内完成快速检测。

[0040] 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。
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