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摘　要:目的　通过研究量子点标记免疫层析技术检测布鲁氏菌病抗体,制备量子点免疫层析试纸条,验证快速检测布

鲁氏菌病的可行性.方法　将蛋白 A和布鲁氏菌全菌蛋白分别作为质控线和检测线喷涂在硝酸纤维素膜上,以量子点标记

布鲁氏菌全菌蛋白,稀释后喷涂在玻璃纤维素膜上,最后进行组装、切割制成检测用试纸条.应用该试纸条检测布鲁氏菌病

患者样本１０２例,健康人血清４７例,以试管凝集试验为对照,比较两组方法的符合率.结果　建立的量子点免疫层析试纸条

性能较好,布鲁氏菌病抗体的检测敏感性为９９．０％,特异度为９５．８％,两者符合率为９８．０％;将阳性血清稀释至１２８倍,通过荧

光检测仪仍可检测到T线荧光值,该纸条重复性好,储存时间３０d内稳定性较好,其变异系数为４．１％.结论　该方法操作简

单、快速稳定、灵敏度高、成本低,１５min内完成检测,血清用量低,可实现现场快速检测,在布鲁氏菌病的早期检测中具有良

好前景.
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Abstract:Inthisstudy,wepreparedquantumdotsimmunochromatographicteststripsforthedetectionofbrucellosisantiＧ
bodiesbyimmunochromatographyandstudiedthefeasibilityofrapiddetectionofbrucellosis．ProteinAandBrucella Whole
Proteinweresprayedonnitrocellulosemembranesascontrollinesanddetectionlinesrespectively．Brucella WholeProteinwere
labeledwithquantumdotsdilutedandsprayedonglasscellulosemembranes．Pastethesamplepad,releasepad,reactionmemＧ
braneandabsorbentpadonthebackingcardinthecorrespondingorderandcutthemintoteststrips．Wecollected１４９effective
serumsamples,including１０２clinicalsamplesofbrucellosispatientsand４７healthyhumansera．TheTubeAgglutinationTest
(SAT)wasusedascontrolandthecoincidenceratesofthetwomethodswerecompared．TheresultsshowedthattheestabＧ
lishedquantumdotsimmunochromatographicstriphasgoodperformance．Thedetectionsensitivityofbrucellosisantibodyis
９９．０％,thespecificityis９５．８％,andthecoincidencerateis９８．０％．Thepositiveserum wasdilutedto１２８times,andTＧline
fluorescencevaluewasdetectedbyfluorescencedetector．ThestripspreparedinthesamebatchweretestedforbrucellosisposiＧ

tiveserumwithin３０days,andthecoefficientofvariationwas
４１％．Itisindicatedthatthismethodissimple,rapid,staＧ
ble,sensitive,andlowcost．Underoptimizedconditions,the
concentrationofbrucellosisantibodiescouldbedetermined
within１５minwithhighsensitivityandspecificityusingonly
１０μLofsample．Therefore,itcanrealizerapidonＧsitedetecＧ
tionandhasagoodprospectintheearlydetectionofbrucelloＧ
sis．
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　　布鲁氏菌病是一种世界范围内常见的人兽共患

疾病,全世界每年有超过５０万例新发病例诊断为布

鲁氏菌病[１].该病给养殖生产者和国家造成严重的

经济损失,作为生物恐怖病原被一些西方国家用作

生物战剂[２],危害国家安全和人民健康.近年来,布
鲁氏菌病的疫情出现回升趋势,并且引发严重的公

共卫生问题.传统鉴定布鲁氏菌方法主要以试管凝

集试验(SAT)和酶联免疫吸附试验(ELISA)为主.
随着科学技术的发展,一些新的方法技术被用到布

鲁氏菌的检测中来[３Ｇ４].而以胶体金为标记物的免

疫层析方法(GICA),因操作简单、结果易判读、血清

用量少、成本低、无需专业技术人员以及专业设备等

优点,广泛应用于布鲁氏菌病的现场检测.量子点

(Quantumdots,QDs)作为一种新型的荧光标记材

料,因其具有较好的荧光特性,广泛应用于发光生物

探针领域量,以用来提高检测灵敏度[５Ｇ７].相较于胶

体金免疫层析法,量子点免疫层析技术的应用前景

也非常广阔.因此,本研究将量子点代替胶体金,开
发一种量子点免疫层析技术,以检测血清中的布鲁

氏菌抗体.

１　材料和方法

１．１　材料及仪器　硝酸纤维素膜(nitrocellulose
membrane,NC 膜,型号:HF１３５０２S２５);玻璃纤维

素膜(型号:Ahlstrom８９６４);血清样品垫(型号:XQＧ
Y２);吸水纸(型号:H５０７２);PVC 底板(型号:DBＧ
６),以上均购自上海杰一生物技术有限公司;划膜仪

(型号:XY１０００,BioＧDot公司);微电脑自动斩切机

(型号:ZQ２０００,上海金标生物科技公司);高功率数

控超声清洗仪(型号:KQＧ８００KDE);冷冻干燥机(型
号:LGJＧ１０B,北京四环科学仪器厂);全系列德国

eppendorf离心机(型号:C５４２４);数控裁条机(型
号:CTS３００,上海金标生物科技有限公司).

１．２　试剂　牛血清白蛋白(BSA),含吐温２０的磷

酸盐缓冲液(PBST),２Ｇ吗啉乙磺酸溶液(MercaptoＧ
succinicacid,MES);NＧ羟基琥珀酰亚胺 (NＧhydroxＧ
ysuccinimide,NHS);１Ｇ乙基Ｇ(３Ｇ二甲基氨基丙基)
碳二亚胺盐酸盐(EDC,Sigma公司);量子点(QDs,
表面活性基团为羧基,购自于 NanoGen公司);布鲁

氏菌全菌蛋白(由中国疾病预防控制中心传染病预

防控制所提供);蛋白 A(staphylococcalproteinA,

SPA,Sigma公司),其他试剂均为分析纯.试验中

所用水(１８．２MΩ)由 MilliＧQ纯水系统提供.

１．３　样本来源　布鲁氏菌病病人阳性血清、布鲁氏

病国家标准阳性血清、正常人阴性血清由中国疾病

预防控制中心传染病预防控制所提供,含炭疽、霍乱

抗原血清由军事医学研究院辐射医学研究所分子诊

断实验室提供.

１．４　方　法

１．４．１　量子点的偶联及包被　取２５μLQDs,加５

μL０．１mol/LpH６．０MES和２０μL去离子水洗涤;
加入一定量的交联剂 NHS 、EDC３７ ℃下活化３０
min;反应结束后离心弃上 清 液,加 入 １０ mol/L
MES的溶液重悬至量子点原始体积,加入一定量的

布鲁氏菌全菌蛋白溶液充分反应,使用BSA进行封

闭,待封闭完成离心后弃去上清液,根据需要稀释至

合适浓度均匀喷涂在释放垫上,冷冻干燥３~４h.

１．４．２　硝酸纤维素膜的包被　将SPA 和布鲁氏菌

全菌蛋白稀释至所需浓度,分别作为 C线(质控线)
和 T线(检测线),将膜置于相对湿度２０％,温度３７
℃条件下干燥２．５~３h.

１．４．３　试纸条的组装　将样品垫、释放垫、层析膜、
吸收垫相互重叠１~１．５mm 粘贴在PVC底板上.
其中样品垫和结合垫为玻璃纤维素膜,层析膜采用

硝酸纤维素膜,吸水纸采用吸水滤纸,试纸条结构见

图１.将组装好的试纸条切割成长６．５cm、宽３．５
mm,加入干燥剂后室温密封保存.

１．４．４　检测原理及结果判定　本研究采用双抗原

夹心法,检测过程如下:将待测样品滴加到样品垫

上,当样品中存在布鲁氏菌抗体时,会和释放垫上

QDs标记物结合,形成 QDsＧAgＧ抗体免疫复合物,
流经检测线时,该免疫复合物和固定在检测线上的

抗原结合,发生特异性免疫反应,此时一部分量子点

固定在检测线上,形成 T线.未与抗原发生反应的

免疫复合物继续向前迁移,流经质控线时被固定的

二抗(SPA)捕获,发生免疫反应,形成 C线.多余

的 QDs标记物则会迁移,最终停留在吸收垫处.
以布鲁氏菌病阳性血清为样品,滴加７０μL到

试纸条样品垫,反应１０min后在紫外灯照射下查看

结果.若 C线出现红色条带,T 线无条带,判定为
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阴性;若C线和 T线均出现红色条带,判定为阳性;
若C线无条带,不论T线有无条带均视试纸条无效.

图１　量子点免疫层析试纸条模型图

Fig．１　MmodeldiagramofaquantumdotimmunochromＧ
atographicstrip

１．５　试纸条的初步性能评价试验　将阳性血清

(１∶３２００)稀释成不同浓度滴加到样品垫上,以

PBST稀释的 BSA 和正常人阴性血清作对照进行

检测,出现荧光条带的血清最高稀释度作为试纸条

的灵敏度.同时检测牛血清白蛋白、炭疽阳性血清、
霍乱阳性血清、正常人阴性血清、布鲁氏菌病阳性血

清,判断该试纸条有无非特异性.将１０２份布鲁氏

菌病阳性血清和４７份健康人阴性血清分别使用试

纸条和试管凝集试验进行检测,计算两种方法的符

合率.

２　结　果

２．１　试纸条的优化　本研究从 QDs用量、抗原标

记使用量、抗原包被量、封闭时间、封闭剂用量等方

面进行了优化.根据荧光亮度确定 T线、C线的包

被浓度分别为２ mg/mL、１ mg/mL,固定喷涂 T
线、C线的包被量分别设置为０．６μL/cm、１μL/cm.
当 QDs标记的抗原使用量为１５μL时,T线荧光最

强,而在使用量分别为１０μL、２０μL时,荧光强度出

现下降趋势,分析可能是抗原过少未能与 QDs完全

偶联,抗原过多抑制 QDs偶联效率.当封闭剂加入

量为２５μL、封闭时间为３h时,试纸条的荧光效果

最好.最 后 对 QDs 用 量 进 行 了 优 化,使 用 ２５

μLQDs可使其荧光最强.后续试纸条性能评价试

验均采用上述优化参数进行检测.

２．２　重复性实验结果　该试纸条重复性较好,紫外

灯照射下阳性、阴性血清无特异性出现,并且阳性血

清 T线亮度没有出现下降的趋势.

２．３　特异性试验结果　该试纸条检测牛血清白蛋

白、炭疽阳性血清、霍乱阳性血清、正常人阴性血清

T线位置均无条带;检测布鲁氏菌病阳性血清 T线

位置出现条带,证明该试纸条无特异性出现.

２．４　灵敏度试验结果　使用试纸条分别检测原液、
稀释为２倍、４倍、８倍、１６倍、３２倍、６４倍、１２８倍８
种不同浓度阳性血清,在紫外灯照射下不同稀释倍

数阳性血清均出现 T线(见图２).

(从左到右依次为原液、２倍、４倍、８倍、１６倍、３２倍、６４倍、１２８倍)

图２　试纸条灵敏度试验结果图

Fig．２　Testresultsofstripsensitivity

２．５　试纸条性能初步评价结果　经试管凝集试验

及量子点免疫层析试纸条检测,试纸条检测敏感性

为９９．０％,特异度为 ９５．８％,两种方法符合率为

９８０％,见表１.

表１　两种不同方法检测病例结果

Tab．１　Casestestedwithdifferentmethods

量子点标

记试纸条

试管凝集试验

＋ － 合计

＋ １００ ２ １０２
－ １ ４６ ４７

合计 １０１ ４８ １４９

２．６　试纸条稳定性结果　用同一批次制备的试纸

条分别在第５、１０、１５、２０、２５、３０、３５d时检测布鲁氏

菌病阳性血清,用干式免疫荧光分析仪对试纸条读

取T值,重复３次检测并取平均值(见图３),其变异

系数为４．１％,表明量子点免疫层析试纸条检测布

鲁氏菌病抗体重复性好,一个月的保存期内稳定性

良好.

３　讨　论

近年来,量子点作为一种优异的荧光标记物引

起人们的重视,因其具有较宽的吸收峰,较高的荧光

强度,稳定性好等特点,与传统发光材料相比具有更

优越的性能,是一种极具潜力的荧光探针制备物,在
生物领域和医学免疫方面得到飞速的发展,已广泛

１９３５期 李广强等:量子点标记免疫层析技术检测布鲁氏菌病的方法研究



图３　量子点试纸条稳定性试验

Fig．３　Stabilitytestofpaperstripwithquantumdots

应用于副溶血弧菌[８]、C反应蛋白[９]的检测和非洲

猪瘟[１０]、中东呼吸综合征[１１]等传染病的快速诊断

研究.目前在生物领域使用的免疫层析试纸条多以

胶体金为标记物,其普遍存在灵敏度低、易现假阳性

等问题.本研究所制备的量子点免疫层析试纸条是

基于免疫层析技术和抗原Ｇ抗体特异性反应建立的

快速检测布鲁氏菌病抗体的方法,其过程是将金黄

色葡萄球菌 A 蛋白与布鲁氏菌全菌蛋白固定于硝

酸纤维素膜,量子点与全菌蛋白偶联物稀释后与释

放垫冷冻干燥,构建免疫层析系统,组装量子点免疫

层析试纸条检测布鲁氏菌抗体.该法不仅结合了免

疫反应与层析技术准确快速的优点,同时选择了能

与布鲁氏菌抗体特异性结合的布鲁氏菌抗原,相比

于胶体金试纸,由于量子点基于荧光显色,因而其抗

干扰性更强,检测限更低.同时该试纸条应用范围

广,可针对感染布鲁氏菌的人或动物进行检测,相较

于市场现有的仅用来检测动物布鲁氏菌病的胶体金

试纸条,其更加具有应用价值.
本研究对试纸条制备条件进行了优化,设计制

成了量子点标记免疫层析试纸条,用于检测血清中

布鲁氏菌抗体,在１５min内即可实现对布病的检

测.血清用量少,当使用１０μL人或动物血清,依旧

可以对其进行检测.本实验结果证明,量子点免疫

层析试纸条是一种特异性强的检测方法,分别滴加

正常人阴性血清、胎牛血清、炭疽阳性血清、霍乱阳

性血清均无非特异.朱明东等[１２]使用胶体金免疫

层析法检测人血清的研究中,当血清用量为１０μL
时,敏感性和特异性分别为９３．６％和９４．９％;另一篇

关于胶体金法检测布鲁氏菌的研究中[１３],采集某市

地方病防治中心布病门诊的就诊者血清,以布鲁氏

菌分离培养作为确诊布病的“金标准”进行检测.结

果显示,该课题组自制的胶体金诊断试剂盒对确诊

病人诊断的灵敏度为９４．１２％,特异度为７９．４１％,该
试剂盒 与 布 病 诊 断 “金 标 准”比 较 Kappa 值 为

０７２４,符合率为８６．７６％.Wang[１４]等以SAT法作

为金标准,GICA 法灵敏度和特异度分别为９４．１％
和８１．０％.总符合率达到８８．５％.在本研究中,以
试管凝集试验作为布病确诊的“金标准”,使用自制

的量子点免疫层析试纸条对１４９例临床血清进行检

测,结果显示其敏感度为９９．０％,特异度为８８．９％,
两种方法符合率为９８．０％.从本次研究检测布鲁氏

菌病中,敏感性、灵敏度等均较高,但是由于收集病

例较少,因此后期还需要加大样本量继续验证灵

敏度.
随着科学技术的发展,布鲁氏菌的现场快速检

测技术已经有了很大的进展.本试验利用量子点标

记的免疫层析试纸条检测布鲁氏菌病,不论是在试

验仪器的使用,检测时间的时长,检测技术的应用等

方面,以及对检测布鲁氏菌病敏感性与特异性上都

具有显著的优势.该方法与试管凝集试验相比,仍
然具有操作便捷、省时省力、灵敏度髙、特异性强等

优点.本研究方法制备的量子点免疫层析试纸条将

布鲁氏菌全菌蛋白作为标记抗原,其在目标血清检

测方面应用更加广泛,具有便携、高灵敏度、检测时

短、特异等优点,更适合于布鲁氏菌病诊断、流行病

学调查及现场应用,同时在牧区布鲁氏菌病检测、疫
情控制等方面提供一种新的检测方法.
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