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摘
!

要"目的
!

建立本教研室纳米金侧流免疫快速检测试纸研发的技术平台$方法
!

通过柠檬酸三钠还原法制备纳米金颗

粒$以免疫纳米金"

=>'&g=>B&

#为纵坐标!相应的金标记参数"

8

+

值&抗体量#为横坐标绘制曲线!曲线拐点为选择参数$标记

缓冲体系的选择主要依据标记过程中纳米金聚沉与否确定$根据免疫金的释放程度和速度!选择合适的硝酸纤维素膜和作为结

合垫和样品垫的玻璃纤维素膜&结合垫及样品垫预处理液配方$依据点加抗体的硝酸纤维素膜和结合垫在不同条件下干燥后组

装试纸!免疫金的释放程度和速度确定干燥条件$组装试纸检测临床血清标本!比较与
_*#[=

检测法的阳性符合率$结果
!

成

功制备了
K&IF

的纳米金$甲胎蛋白"

="4

#抗体
&

最适标记
8

+

值为
B@>

!最适抗体标记量为
JBF

S

%

F*

纳米金!标记缓冲体系

为
8

+

值
B@>%&F5$:7H1+6.

溶液$硝酸纤维素膜为
TO-NF-I#FFMI9

8

9:;!4

!以玻璃纤维素膜
=O.HN:9FBA(K

作为结合垫和样

品垫$结合垫选择
8

+

值
B@>

的处理液预处理!样品垫选择
8

+

值
A@>

的处理液预处理$硝酸纤维素膜封闭洗涤后在
'(Z

湿度

'(D

条件下干燥
%O

!结合垫在
'(Z

湿度
'(D

条件下干燥
'O

$当
="4

含量大于
%&I

S

%

F*

时!组装试纸检测临床血清标本的阳

性检出率与
_*#[=

法符合率为
%&&D

$结论
!

成功建立了本组纳米金侧流免疫快速检测试纸研发的技术平台!适用于病原微生

物感染及肿瘤特异性标志物的现场快速检测$

关键词"甲胎蛋白类'

!

纳米金'

!

侧流免疫'

!

试纸'

!

技术平台
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纳米金是指分散粒子直径在
%

%

%>&IF

之间的金溶胶#属

于多相不均匀体系#颜色呈橘红色到紫红色'

%

(

+目前在医学检

验中的应用主要是免疫层析法$

7FFMI90O:9F-N9

S

:-

8

O

Q

#

#6

%和

快速免疫金渗滤法$

R9N17FFM9

S

9.RP7.N:-N79I-HH-

Q

#
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%#

用于检测
+,H=

S

,

+6a

和抗双链
<3=

抗体等#具有简单,快

速,准确和无污染等优点'

'

(

+

="4

的纳米金快速检测试纸国

内已有多家公司生产#本组以甲胎蛋白$

="4

%相对低廉的抗

原,抗体为研究材料#建立本教研室的纳米金侧流免疫层析快

速检测试纸的研究平台#为后期研发传染病类或肿瘤特异性标

志物的纳米金快速诊断试纸奠定基础+

A

!

材料与方法

A@A

!

仪器及试剂
!

]b'&&&

微电脑自动斩切机$上海金标生物

科技有限公司%#

=*4+=%1'*<

冷冻干燥机$德国%#

[4̂1%>&,

生化培养箱$上海佳胜实验设备有限公司%+甲胎蛋白$
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国际检验医学杂志
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基金项目!第三军医大学科技成果转化基金项目$
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测定试剂盒$酶联免疫法%$批号!

'&&>&B%&

#郑州安图绿科生物

工程有限公司%#羊抗小鼠
#

S

a

#

="4

单抗
&

$货号!

''&1%&%%

%,

$

$货号!

''&1%&%C

%'均为天健生物制药$天津%有限公司产

品(&氯金酸$上海国药集团化学试剂有限公司%#小牛血清清蛋

白$

!90O;

公司%#其他常规试剂为国产分析纯试剂+

A@B

!

方法

A@B@A

!

烧金
!

用柠檬酸钠还原法制备
K&IF

的纳米金溶

液'

C

(

+

A@B@B

!

标金
!

确定最适抗体标记
8

+

用
&@%5 )

'

6Y

C

将纳

米金溶液
8

+

值分别调为
(@&

,

(@>

,

J@&

,

J@>

,

B@&

,

B@>

,

A@&

+

%F*

不同
8

+

值的纳米金溶液各标记
%&F

S

="4

单抗
&

#加

入
%&&

)

*%&D3-6.

后测定各管在
>'&

,

>B&IF

的吸光度值+

以
=>'&

%

=>B&

为纵坐标#

8

+

值为横坐标#绘制曲线#曲线拐

点即为最适
8

+

值+每个
8

+

值重复
C

次实验+

确定最适抗体标记量
%F*

8

+

值
B@>

的纳米金溶液分别

标记抗体量为
&

,

>

,

%&

,

%>

,

'&

,

'>

,

C&

,

C>

,

K&

,

K> F

S

#加入

%&&

)

*%&D3-6.

溶液后测定各管在
>'&

,

>B&IF

的吸光度

值+以
=>'&

%

=>B&

为纵坐标#各抗体量为横坐标#绘制曲线#

曲线拐点即为最小抗体标记量#该量的
%C&D

即为最适抗体标

记量+每个抗体量重复
C

次实验+

确定最适抗体标记缓冲体系'

K

(

#分别配制
8

+

值
B@>

的

&@&%F9.

"

*

柠檬酸盐缓冲溶液#

&@&'F9.

"

*

磷酸氢二钠缓冲

溶液#

&@&%F9.

"

*

磷酸氢二钠缓冲溶液#

&@&%F9.

"

*

磷酸二氢

钠缓冲溶液#

&@&%F9.

"

*$:7H1+6.

缓冲溶液#所有缓冲溶液配

制好后
&@''

)

F

滤膜过滤后备用+

%F*

纳米金溶液
%&B&C

S

离心
%&F7I

后将沉淀重悬于各缓冲溶液中#

%F*

纳米金溶液

标记
="4

单抗
&

JBF

S

#加入
%&&

)

*%&D3-6.

溶液后通过

肉眼观察颜色变化来判断纳米金的聚沉+每种缓冲溶液重复

C

次+抗体金标记参照文献'
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!

硝酸纤维素膜和结合垫及样品垫的选择
!

从上海捷宁生

物科技有限公司购回
#FFMI9

8

9:;"4

,

[-:N9:7MH63%K&

,

XO-N1

F-I=_AA

,

TO-NF-I#FFMI9

8

9:;!4

,

57..7

8

9:;,>

硝酸纤维

素膜#分别用玻璃纤维素膜
=O.HN:9FBA(K

,

="1&(

,聚酯膜
JB

+

作为结合垫,样品垫#组装纸条后观察免疫金的释放程度和

速度+

A@D

!

结合垫,样品垫预处理液的选择
!

结合垫和样品垫均用

=O.HN:9FBA(K

玻璃纤维素膜#预处理液浸泡后烘干#密封放于

干燥器中备用+将各处理的结合垫,样品垫分别组装试纸#检

测三蒸水#根据免疫金的释放程度和速度选择结合垫和样品垫

预处理液配方+

A@I

!

结合垫和硝酸纤维素膜的干燥条件
!

点加了抗体的硝酸

纤维素膜于
CJZ

以
CD,[=

封闭#洗涤后冷冻干燥
%O

#或是

'(Z

"

CJZ

干燥
%O

#点加了免疫纳米金的结合垫冷冻干燥
'

O

#或是
'(Z

"

CJZ

干燥
'O

#湿度
'(D

+组装试纸#检测三蒸

水#根据免疫金的释放程度和速度选择合适的干燥条件+

A@J

!

试纸组装
!

见图
%

+

!!

%@

样品垫&

'@

结合垫&

C@

硝酸纤维素膜&

K@

检测线&

>@

对照线&

(@

吸

水纸&

J@

底板&

B@

免疫胶体金+

图
%

!!

试纸组装示意图

A@R

!

方法学比较
!

共
C

次从西南医院检验科免疫室取回用化

学发光法检测了
="4

的临床患者血清标本共计
>A

份#分别用

本室设计的试纸,

_*#[=

试剂盒检测
="4

#比较试纸与
_*#[=

法检测结果的阳性符合率+

A@S

!

试纸检测程序
!

将待检样品
%&&

)

*

点加在试纸样品垫

上或者将试纸浸入待测样品中$液面不要浸湿结合垫%

C&H

#平

放试纸#

>F7I

内观察结果#硝酸纤维素膜上出现两条红色线

表示检测结果阳性#只在质控位置出现一条红色线表示检测结

果阴性#不出现红色线表明试纸失效+

A@T

!

统计学处理
!

实验所得数据用$

Ji.

%表示#统计学分析

采用
[4[[%C@&

软件#组间比较采用单因素方差分析+

B

!

结
!!

果

B@A

!

所制备纳米金颗粒的质量
!

透射电镜结果表明#所制备

的纳米金颗粒大小较均匀#为$

K&@Ji'@'

%

IF

#见图
'

+

图
'

!!

纳米金的透射电镜照片

B@B

!

抗体金标记结果
!

最适标记的
8

+

值为
B@>

#最小标记的

抗体量为
(&F

S

"

F*

纳米金#最适标记抗体量为
JBF

S

"

F*

+

根据
3-6.

肉眼观察法#除
8

+

值
B@>%&F5$:7H1+6.

缓冲液

外#其他缓冲液都发生了不同程度的聚沉+

B@C

!

结合垫和样品垫预处理液配方
!

根据免疫金的释放程度

和速度#结合垫选择
8

+

值
B@>

的预处理液处理#样品垫选择

8

+

值
A@>

的预处理液处理+

B@D

!

硝酸纤维素膜和样品垫及结合垫的选择
!

根据组装试纸

后免疫纳米金的释放程度和速度#选择硝酸纤维素膜
TO-NF-I

#FFMI9

8

9:;!4

#选择
=O.HN:9FBA(K

玻璃纤维素膜作为样品

垫和结合垫+

B@I

!

硝酸纤维素膜和结合垫干燥条件
!

冷冻干燥处理的硝酸

纤维素膜和结合垫组装试纸后#免疫金释放快#检测线和质控

线成色清晰#但冻干的膜和垫在室温下容易潮解+膜和垫在

'(Z

和
CJZ

#湿度
'(D

条件下干燥处理#组装试纸免疫金的

释放前者较后者好+

硝酸纤维素膜
'(Z

干燥
%O

#点加了免疫纳米金的结合垫

'(Z

干燥
'O

#湿度
'(D

+

B@J

!

方法学比较
!

试纸检测的质控线和检测线在
>F7I

内呈

现#无假阳性+与
_*#[=

检测法比较#

="4

&

%&I

S

"

F*

检测

阳性率差异有统计学意义$

"

&

&@&%

%#

="4

'

%&I

S

"

F*

时#检

测阳性率达
%&&D

+

C

!

讨
!!

论

纳米金与蛋白质的结合是通过正负电荷间的静电力所吸

附#两者之间当达到范得华引力范围内而形成牢固的结合#本

结合是一种物理过程'

(

(

+因此#标记体系的
8

+

值,离子浓度

以及两者的比例均影响胶体金对蛋白质的吸附+一般而言#当

8

+

值接近和稍高于蛋白质的等电点时#胶体金对蛋白质的吸

附力最强+反之#当胶体金的
8

+

值低于蛋白质的等电点时#

-
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则会聚集而失去结合能力+静电排斥和范得华引力的相互作

用的平衡使纳米金溶液保持稳定的胶体状态+然而#当额外的

离子物质使范得华引力大于静电排斥力时#纳米金发生聚沉#

颜色由红色$

,

F-̀

(

>'&IF

#

=>'&

%变为蓝色$

,

F-̀

(

>B&IF

#

=>B&

%

'

(

(

+纳米金表面包被蛋白质分子#如抗体能阻止这种不

稳定+金标抗体的最适
8

+

值和最适抗体量可以通过比较

$

=>'&g=>B&

%值确定+本实验
8

+

值在
B@>

时出现拐点#因

此
B@>

是最适标记
8

+

值+

(&F

S

"

F*

纳米金时抗体曲线图出

现拐点#则最小抗体稳定量为
(&F

S

"

F*

纳米金#最适抗体标

记量是
(&F

S

"

F*

纳米金
e%C&D ?JBF

S

"

F*

纳米金+

虽然点加了抗体的硝酸纤维素膜和结合垫冷冻干燥条件

下组装的试纸免疫金的释放速度和程度最好#但膜和垫很容易

在室温下潮解#而且在工业化生产时成本增加+

'( Z

和

CJZ

,湿度
'(D

条件下干燥#免疫金的释放程度和速度#前者

较后者好#从温度对抗体活性的影响及工业生产成本等角度考

虑#选择
'(Z

,湿度
'(D

的干燥条件较为合理+

本法与
_*#[=

法同时检测#用化学发光法测定了
="4

含

量的血清标本的阳性符合率结果显示#

="4

&

%&I

S

"

F*

时两

者阳性率差异有统计学意义$

"

&

&@&%

%#当
="4

'

%&I

S

"

F*

时#两者的阳性符合率为
%&&D

+当血清中
="4?'A%'I

S

"

F*

时#只出现了检测线未出现质控线#即出现明显的后带现

象#与理论相符+临床上用化学发光法检测
="4

含量时#通常

将
="4

'

'&I

S

"

F*

作为临床阳性筛检的标准#表明本法研制

的
="4

侧流免疫快速检测试纸#在检测
%&I

S

"

F*

以上的

="4

含量时是可信的#其检测结果能满足临床筛检的需要+

有学者也认为免疫层析法是一种简便,快速的检测分析法#而

且无需特殊仪器设备#值得在各级医院推广#因此建立这样的

研究平台对于开发病原微生物感染及肿瘤特异标志物的快速

检测有重要意义'

J1A

(

+但纳米金试纸的关键就是要解决灵敏度

低的问题#这方面可以考虑选择特异性好的抗体及优化试纸研

制的各项工艺参数'
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