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摘  要 : 降钙素原 (Procalcitonin，PCT) 是降钙素的前体物质，与人体细菌感染情况严重程度相关。通过 PCT

抗体与量子点偶联，自制试纸条，开发一种高灵敏度、快速便捷的 PCT 检测产品，对其初步应用。PCT 单抗效

价达 107，PCT 蛋白与量子点偶联，具有较好稳定性。试纸条线性检测范围 0.15–120 μg/L，灵敏度 0.007 μg/L，

回收率范围 91%–113%，批内批间变异系数小于 8%。自制的荧光检测试纸条与市场上已有的降钙素原 ELISA 试

剂盒进行比对，检测结果良好，基本能够完成临床样品的检测。 

关键词 : 降钙素原，荧光免疫层析，量子点，试纸条 

Detection of procalcitonin based on fluorescence immune 
chromatography 

Chuanzhi Liu, Wei Li, Guiying Liu, Yu Yang, Ping Gong, and Yue Hou 

College of Life Science and Technology, Changchun University of Science and Technology, Changchun 130021, Jilin, China 

Abstract:  Procalcitonin (PCT) is the precursor of calcitonin related to the severity of human bacterial infection. We made a 

test strip by coupling anti-PCT to quantum dot, in order to develop a highly sensitive and convenient PCT testing product. The 

anti-PCT titer had reached 107 because of the stability by coupling anti-PCT with quantum dot. The detecting linear range of 

the experiment was 0.15 to 120 μg/L, the sensitivity was 0.007 μg/L, the recovery range was 91% to 113%, and the intra- and 

inter-assay coefficient of variation was less than 8%. Comparing the homemade fluorescence-detected test strip with PCT 

ELISA kit on sale, we got accurate results which could mostly accomplish the test of clinical samples. 

Keywords:  procalcitonin, fluorescence immune chromatography, quantum dot, test strip 

 

目前临床上 PCT 的检测方法主要有两种：半

定量法和定量法[1-5]。半定量法主要是胶体金法，

但其只能依靠肉眼观察颜色深浅来估计 PCT 含量

的大概范围，人的主观性较强，影响后期用药。

·生物技术与方法· 
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定量法主要是免疫发光法，临床应用较多，但其

对检测人员的专业化水平要求较高，应用限制也

较大。 

荧光定量免疫层析是免疫荧光技术和传统免

疫层析技术相结合，具有操作简便、检测快速、

便携性强的优点，检测结果更为精确和灵敏[6-9]。

荧光标记物采用一种新型标记方法——量子点 

(Quantum dots，ODs)，它是一种半导体荧光纳米

材料，具有激发谱线范围宽、发射谱线窄、发光

效率高、发光颜色可调、光稳定性好等优良特征，

十分适合作为荧光标记物[10-13]。2009 年宋健等[14]

首次应用量子点标记抗体对心肌肌钙蛋白进行特

异性定量检测，检测限达 0.4 μg/L，比其他方法

的最低检出度降低了 10 倍。2014 年，Taranova

等 [15]研究了一种基于多色量子点同步时检测牛

奶中多种抗生素的方法，氧氟沙星、氯霉素、链

霉素的检测限分别达 0.3、0.12、0.2 ng/mL，且仅

在 10 min 中内就能完成检测。此种方法不仅快速、

成本低，而且具有高特异性和灵敏性。建立一种操

作简单、快速、灵敏度高的 PCT 检测方法，定量检

测 PCT 的含量为开发相关产品及试剂盒提供实验

基础，对临床治疗和检测具有重大实际价值[16-20]。

本文利用实验室已纯化好的降钙素原抗原，经弗

氏佐剂混合免疫 Balb/c 小鼠制备 PCT 多克免疫腹

水、取小鼠脾细胞与骨髓瘤细胞融合制备单克隆

抗体；将制备得到的抗体与 CdSe/ZnS 量子点偶

联，研究一种基于量子点标记的荧光免疫层析方

法，制备出试纸条，设立对照 C 线，并对检测的 T

线进行了分析检测范围、误差、稳定性等。对制备

的试纸条行了初步应用，与现有市售产品进行了检

验比对，检测效果较好，可用于替代进口产品。 

1  材料 

1.1  实验仪器设备 

荧光检测仪 TBS-380 购于上海捷宁生物科技

有限公司；YHQ-LS-50A 型立式压力蒸汽灭菌器；

SW-CJ-2FD 型超净工作台；BioTeK Synergy 型多

功能微孔板检测仪；Galaxy170s 型 CO2 培养箱；

三维划膜喷金仪购于上海金标实业有限公司；

Deaou-308C 荧光检测仪购于迪奥生物生物科技

有限公司。 

1.2  材料与药品 

新西兰大耳兔、Balb/c 小鼠购于吉林大学实

验动物中心；SP2/0 骨髓瘤细胞实验室存种；血

清样本来自长春 461 医院。 

PCT 抗原为本实验制备保存；聚乙二醇、HAT

培养液、HT 培养液、青霉素、链霉素购于美国

SIGMA 公司；培养细胞用小牛血清购于杭州四季

青公司；蛋白亲和层析柱购于 Amersham；量子点

CdSe/ZnS 购于深圳海王英特龙生物有限公司；

1-(3- 二甲氨基丙基 )-3- 乙基碳二亚胺盐酸盐 

(EDC)和 N-羟基琥珀酰亚胺 (NHS) 购于深圳海

王英特龙生物有限公司；试纸条材料购于上海杰

一公司；降钙素原 ELISA 检测试剂盒购于德国

IBL 公司。 

2  方法 

2.1  PCT 抗体的制备 

取实验室已经制备纯化好的 PCT 抗原，免疫

新西兰大白兔，经 4 次兔子皮下多点注射免疫接

种，每只兔子注射蛋白 20 μg。免疫完成 5 d 后进

行耳缘静脉采血测定效价，达到标准后 2 周进行

颈动脉采血，离心分离血清，采用间接 ELISA 方

法测定效价，考马斯亮蓝法测定浓度，分装后于

–20 ℃冰箱保存。 

选取 3 只 6 周龄的 Balb/c 鼠，用实验室已制

备好的 PCT 抗原进行免疫，经 4 次小鼠皮下多点

注射免疫接种。第 4 次免疫 7 d 后，断尾取血，

用 ELISA 方法测定血清中抗体效价。选取免疫效

价高小鼠的脾细胞与骨髓瘤细胞 sp2/0 进行融合，
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培养 10–20 d，用间接 ELISA 方法筛选产生的杂

交瘤细胞，有限稀释法进行 3 次克隆化，将最后

克隆出的细胞株注入小鼠腹腔得到腹水。 

收集细胞破碎离心，回收蛋白，抗体纯化采

用辛酸-硫酸铵法得到初步纯化的抗体，然后再经

亲和层析柱得到最终纯化的抗体。纯化抗体用考

马斯亮蓝法测定其浓度，ELISA 法测其效价，并

用 SDS-PAGE 进行检测。同时采取无关蛋白 BSA、

CRP 和常见交叉物 CT、CGRP 为对照对其特异性

进行鉴定。 

2.2  PCT 抗体与量子点偶联及试纸条的制备 

活化量子点 CdSe，通过透射电镜进行分析。

用 MES 缓冲液进行初洗 3 次，然后用 EDC 和 NHS

避光活化，加入 PCT 抗体偶联过夜，次日离心收

集沉淀，用缓冲液重悬，经琼脂糖凝胶电泳检测，

然后即可使用。 

在硝酸纤维素膜上用划线机划好由 PCT-自

备鼠源抗体形成的检测线，将制备好的量子点标

记的 PCT 单抗均匀地加在释放垫上，并用冻干机

冷冻干燥 2 h，完成后，将样品垫、释放垫、硝酸

纤维膜和吸水纸依次叠加组装，用机器切割成宽

为 0.4 cm、长为 7 cm 大小的试纸条。 

2.3  PCT 质控线控制和特异性 

质控线 C 的制备：羊抗鼠二抗质控线于硝酸

纤维素膜上，胶体金与抗体的连接同 PCT-自备鼠

源抗体的方法相同。 

取血清中常见干扰物质胆红素 (2.0 g/L)、三酰

甘油(30.0 g/L)和 PCT 常见干扰物 CGRP (10 μg/L) 

来进行试纸条的特异性检测。每种物质重复进行

3 次检测。 

2.4  PCT 试纸条的性能测试 

将试纸条依次排开，取 80 μL 待测样品加到

样品垫上，每个待测样品重复检验 6 次，10 min

后，用荧光检测仪测定其荧光值，取其平均值。 

2.4.1  检测范围 

对 PCT 蛋白浓度进行梯度稀释，分别为 750、

350、150、80、50、30、15、7.5、3.5、0.15、0.075 μg/L，

每个浓度作 6 个试纸条，用荧光检测仪测定，剔

除跳值，取其平均值制作出标准曲线。 

2.4.2  灵敏度 

将 PCT 抗原从 1.5 μg/L 的浓度用 PB 液开始

稀释 1.5、0.15、0.075、0.015、0.007 5、0.001 5 μg/L，

确定该方法的最低检出量，即为灵敏度。 

2.4.3  回收率 

定量检测方法的回收实验作为评估准确度的

一种方法，可用于对定量检测方法准确测定加入

纯分析物的能力进行评估，结果的表示指标是回

收率。采用基础样本 PCT 抗原浓度为 5 μg/L，分

别向其中加入不同浓度的 PCT 抗原，检测其回收

浓度，并计算出回收率。 

2.4.4  精密度 

分别选取不同浓度共 6 个血清样本进行批内

精密度测定，一个批次的试纸条 1 d 内检测完成，为

荧光免疫层析法检测 PCT 批内实验结果。取 10 d 每

天做一个批次的试纸条，每天检测 6 个浓度的

PCT 抗原样本并重复检测 2 次取平均值，10 d 的批

间实验结果。计算其平均值、标准差和变异系数。 

2.4.5  稳定性 

根据 4 ℃蛋白保存变性标准，放置 37 ℃、3 d

相当于置于 4 ℃半年，放置 37 ℃、3 d 相当于置

于 4 ℃一年。将制备好的试纸条分 3 次检测，第

1 次是制备好后 37℃第 2 天检测，第 2 次是置于

37 ℃培养箱第 3 天检测，第 3 次是置于 37 ℃培

养箱第 6 天再进行检测，每次检测 6 个浓度，分

别编号 A–F 每个浓度检测 3 次，取平均值后，比

较 3 次的实验结果。 

2.5  PCT 试纸条的临床样品测试 

利用进口降钙素原 ELISA检测试剂盒与本文

所建立的荧光免疫试纸条方法，分别检测从长春
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461 医院带回的血清样本，共 15 例，其中 3 例为

正常人血清即无细菌感染，12 例为不同程度细菌

感染的血清，初步分析测量的准确性。将样品血

清标记好，分别标记为 1–15 号，逐个滴加到试纸

条上，每个试纸条加 80 μL，每个样品加 3 个试

纸条。用荧光检测仪分别检测出各个试纸条的荧

光值，并计算平均值，将其代入建立出的标准曲

线方程，求出血清样品中 PCT 的含量。 

3  结果与分析 

3.1  PCT 抗体效价测定 

通过间接 ELISA 方法，PCT 抗原以 2 μg/mL

进行包被，测得 PCT 多克隆抗体效价可达 5×105。

用考马斯亮蓝法测蛋白含量 6 mg/mL。经过多次

检测筛选出阳性单克隆的细胞株分别命名为

2F5、5C9，制备腹水测效价结果如表 1 所示，表

明得到的 PCT 单抗效价达 107。 

经纯化后浓缩的单抗，考马斯亮蓝法测蛋白

含量为 4 mg/mL，纯化后抗体的效价能达到 1×105，

SDS-PAGE 分析结果见图 1。 

3.2  PCT 抗体与量子点偶联检测及试纸条制备 

将 EDC 和 NHS 浓度分别稀释至原来的 1/2、

1/4、1/8、1/16、1/32 进行活化，抗体和量子点的

偶联时间为过夜，分别 8 h、10 h、12 h、14 h、

16 h。提示活化剂浓度为原来的 1/32 时，偶联时间

在 10 h 时形成较为均匀的溶液，鉴定结果见图 2，

其中泳道 2–6 是在偶联 10 h 且 EDC 和 NHS 浓度

分别稀释至原来的 1/2、1/4、1/8、1/16、1/32 时

CdSe/ZnS-PCT 的凝胶电泳图，提示量子点同蛋白

的偶联分布均匀，得到弥散的条带，其中泳道 1

是量子点 CdSe/ZnS。 
 

表 1  ELISA 方法检测单抗效价结果 

Table 1  Monoclonal antibody titer by ELISA 

Positive cell strains Antibody titer Ascites titer 

2F5 (6±1.5)×104 (4±1.25)×107

5C9 (8±0.42)×104 (5±0.37)×107

 
 

图 1  SDS-PAGE 检测 PCT 抗体 

Fig. 1  Detection of PCT antibody by SDS-PAGE. M: 
marker; 2: unpurified antibody; 3: purified antibody. 
 

 
 

图 2  琼脂糖凝胶电泳检测 PCT 与量子点偶联 

Fig. 2  Detection of PCT coupling with quantum dots by 
AGE. 
 

3.3  PCT 质控线控制和特异性 

干扰物质胆红素、三酰甘油和 CGRP 加入试纸

条中，均没有产生条带，证明该试纸条特异性良好。

实验图 3 试纸条特异性良好，左上：PCT 抗原，左

下：胆红素，右上：三酰甘油，右下：CGRP。 

 

 
 

图 3  PCT 荧光免疫试纸条特异性测定 

Fig. 3  Detection of the specificity of PCT fluorescent 
immumoassay strip. 



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

444 

3.4  PCT 试纸条的性能测试结果 

3.4.1  检测范围 

利用制备的 PCT 单抗，与各个浓度的抗原重

复进行检测后，所加的 PCT 抗原浓度为横坐标，

所测得的荧光值为纵坐标，建立标准曲线，如图 4

所示，方程为 y=30.322x+250.73，R2 值为 0.990 6。

而在浓度达到 0.15 μg/L 时，荧光值趋近与 0，PCT

抗原浓度 150 μg/L 时，荧光值 5 700，已不再该

线性范围内，不再满足线性方程。此方法的线性

检测范围是 0.15–120 μg/L。 

3.4.2  灵敏度 

将 PCT 抗原从 0.75 μg/L 的浓度用 PB 液开始

稀释，做 2 倍浓度的稀释，由于 Deaou-308C 荧光

检测仪的限制，直至仪器检测不出荧光值为止，

这时 PCT 抗原浓度 0.007 μg/L (表 2)。 

3.4.3  回收率 

采用基础样本 PCT 抗原浓度为 5 μg/L，分别

向其中加入 10 种不同样品浓度的 PCT 抗原，检

测其回收浓度，并计算出回收率，结果如表 3 所

示，该方法的回收率达 91%–113%。 

3.4.4  精密度 

通过 1 个批次的荧光测定和 10 个批次的取样

测定荧光值并计算相关 x ±s、AD、CV 值等，检

测结果见表 4，批内、批间的变异系数均在 8.0%

以下，P<0.05 制备的试纸条精密度良好。 

 

 
 

图 4  荧光免疫层析法所测得的 PCT 标准曲线 

Fig. 4  PCT standard curve by fluorescence immune 
chromatography. 

 

表 2  荧光免疫层析法检测 PCT 的灵敏度 

Table 2  Sensitivity of PCT by fluorescence immune chromatography 

PCT Ag levels (μg/L) 0.75 0.37 0.19 0.09 0.045 0.027 0.013 0.007 

RFU 204±142 168±104 107±86 75±43 60±53 25±23 5±24 – 

 
表 3  荧光免疫层析法回收率测定实验结果 

Table 3  Recovery rate of the fluorescence immune chromatography 

 Measured (μg/L) Addition (μg/L) Recycled (μg/L) Recovery (%) 

Ori-samples 5.00    

Samples 1 7.27 2.00 2.27±1.2 113±3.1 

Samples 2 9.65 5.00 4.65±2.1 93±2.4 

Samples 3 13.69 8.00 8.69±2.3 109±3.7 

Samples 4 14.20 10.0 9.20±4.1 92±1.4 

Samples 5 26.93 20.0 21.93±5.2 109±2.6 

Samples 6 35.18 30.0 30.18±4.5 101±3.1 

Samples 7 44.85 40.0 38.64±4.6 96±2.3 

Samples 8 56.76 50.0 51.76±5.1 103±4.2 

Samples 9 82.31 80.0 77.31±6.2 91±3.7 

Samples 10 99.82 100.0 94.82±8.2 94±2.6 
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3.4.5  稳定性 

在第 2 天、第 3 天、第 6 天进行不同浓度

样品检测，结果相差相近，表明 PCT 荧光免疫

层析试纸条在 37 ℃下，6 d 内可保持稳定，3 次

的荧光值相对均一，变化不大，试纸条 4℃可

保持大约一年的生物稳定性。检测结果如表 5

所示。  

3.5  PCT 试纸条的临床样品测试结果 

将样品血清标记好，分别标记为 1–15 号，

逐个滴加到试纸条上，每个试纸条加 80 μL，静

置 5 min，每个样品加 3 个试纸条。用荧光检测

仪分别检测出各个试纸条的荧光值，并计算平均

值，将其代入建立出的标准曲线方程，计算出血

清样品中 PCT 的含量，计算结果见表 6。 

 
表 4  荧光免疫层析法的批内与批间变异 

Table 4  Result of coefficient of variation fluorescence immune chromatography 

Samples Intra-AVG (%) Intra-AD (%) Intra-CV (%) Inter-AVG (%) Inter-AD (%) Inter-CV (%) 

A (7.5 μg/L) 166.22±24.7 8.39±1.4 5.0±0.4 160.46±17.6 9.00±2.1 5.6±0.2 

B (15 μg/L) 585.96±51.5 18.78±1.7 3.2±0.3 602.74±64.8 49.70±3.8 8.0±0.1 

C (30 μg/L) 1 254.1±64.3 38.43±2.7 3.1±0.5 1 278.76±175.1 81.50±6.7 6.4±0.4 

D (75 μg/L) 1 932.1±121.4 55.71±5.4 3.0±0.4 1 966.20±241.5 88.46±8.1 4.5±0.2 

E (80 μg/L) 2 734.1±201.4 76.01±6.8 2.9±0.2 2 595.46±321.4 94.00±7.4 3.6±0.3 

F (90 μg/L) 3 113.6±362.4 72.28±4.6 2.3±0.2 3 159.91±435.3 128.73±6.1 4.1±0.2 

 
表 5  PCT 荧光试纸条的稳定性检测值 

Table 5  Stability test by PCT fluorescence immune chromatography 

Samples The 2nd day The 3rd day The 6th day 

A (7.5 μg/L) 297.84±15.13 271.21±14.51 267.43±43.17 

B (15 μg/L) 583.04±23.48 497.92±24.52 253.67±34.46 

C (30 μg/L) 1 265.32±14.67 1 210.20±43.62 1 187.64±42.18 

D (75 μg/L) 1 941.54±32.51 1 879.36±33.74 1 801.32±22.52 

E (80 μg/L) 2 789.46±22.11 2 703.98±51.37 2 615.45±61.24 

F (90 μg/L) 3 139.50±17.56 3 098.41±56.18 3 007.35±87.53 

 
表 6  荧光免疫层析方法检测血清样本实验结果 

Table 6  Result of serum samples test by fluorescence immune chromatography 
 FU 1 (μg/L) FU 2 (μg/L) FU 3 (μg/L) AVG (μg/L) PCT (μg/L) 

Sal 1 1 276.32 1 389.41 1 219.86 1 295.19 34.45 
Sal 2 485.74 536.19 573.42 531.78 9.27 
Sal 3 783.48 761.09 675.91 740.16 16.14 
Sal 4 326.74 389.59 412.07 376.13 4.13 
Sal 5 992.42 917.83 1 091.12 1 000.46 24.73 
Sal 6 1 568.56 1 498.79 1 501.43 1 522.93 41.96 
Sal 7 1 192.49 1 101.32 1 269.70 1 187.84 30.91 
Sal 8 279.37 201.58 295.32 258.76 0.26 
Sal 9 823.98 899.24 776.38 833.20 19.21 
Sal 10 672.45 592.47 623.19 629.37 12.49 
Sal 11 1 743.61 1 692.57 1 791.34 1 742.51 49.20 
Sal 12 1 329.37 1 396.52 1 404.80 1 376.89 37.14 
Sal 13 0.12 0.02 0.03 0.01 0.00 
Sal 14 0.02 0.01 0.03 0.05 0.00 
Sal 15 0.05 0.05 0.12 0.04 0.00 
CON 0.02 0.07 0.05 0.10 0.00 
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根据购买的某公司 ELISA 试剂盒提供的 PCT

标准品绘制检测标准曲线，并根据各个浓度及其

吸光度值建立标准曲线，为之后样品浓度检测做

铺垫，标准曲线方程为 y=0.009 1x+0.321 71，其

中 R2=0.995 85。表 7 是样品 PCT 浓度计算结果。 

 

表 7  ELISA 方法检测血清样本实验结果 

Table 7  The result of serum samples test by ELISA 

No. UV (μg/L) PCT (μg/L) 

Sal 1 0.645±0.003 35.60±0.31 

Sal 2 0.402±0.002 8.90±0.07 

Sal 3 0.475±0.003 16.84±0.08 

Sal 4 0.363±0.002 4.67±0.05 

Sal 5 0.549±0.002 25.02±0.23 

Sal 6 0.699±0.001 41.52±0.34 

Sal 7 0.606±0.001 31.28±0.26 

Sal 8 0.323±0.002 0.23±0.02 

Sal 9 0.504±0.001 20.05±0.18 

Sal 10 0.442±0.002 13.24±0.06 

Sal 11 0.764±0.003 48.57±0.47 

Sal 12 0.654±0.002 36.51±0.34 

Sal 13 0.065±0.001 0(N.V) 

Sal 14 0.066±0.001 0(N.V) 

Sal 15 0.072±0.002 0(N.V) 

CON 0.049±0.001  

 
从表 6、7 中可以看出，检测的 15 个血清样

本结果与市售的进口试剂盒检测值相近，具有一

定的相关性，有一定的临床意义。而且建立的方

法比市场上的 ELISA 试剂盒的检测方法更为方

便、快捷，操作人员不需要任何专业技能，表明

建立的 PCT 荧光免疫层析方法的初步应用比较成

功。但考虑到检测的临床样品相对数量较少，与

市售产品比较还需要更多的血清样本，所以该方

法临床应用还有待进一步实验验证。 

4  讨论 

PCT 作为一种具有更高的特异性和灵敏度的

临床诊断生物标志物并且可以指导抗生素的临床

应用，研究其定量检测方法将具有广阔的应用前

景[21-24]。通过制备出高特异性及高效价的抗体，并

成功标记量子点，建立得到 PCT 的荧光免疫层析方

法。检测范围 0.15−120 μg/L，灵敏度 0.007 μg/L，

回收率 91%−113%，批内批间变异系数小于 0.1，

与血清中其他蛋白没有交叉反应，特异性高，4 ℃

放置一年稳定性良好，并与市售的进口降钙素原

ELISA 试剂盒进行对比，检测结果表明两种方法

的检测结果无明显差异，并且具有更宽的检测范

围、更低的灵敏度及较高的便捷性。同时本方法

所用的主要试剂均为国产和自制所得，生产成本

低，未来在市场上的售价也将是低于其他诊断试

剂，且荧光检测仪器便携，可在患者身旁 20 min

内即可完成检测，临床推广应用将具有广阔的空

间。但本试纸条的开发在于市售的产品比较中相

对样本较少，只有 15 个，在统计学中还欠缺比较

意义，还需要更多的临床样本进行对照。本荧光

检测试纸条的开发旨在为 PCT 临床上检测提供更

加简便、快捷的检测方法，对 PCT 的早期诊断及

临床检验有应用价值。 
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