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&摘要'

!

目的
!

本研究拟建立一种电化学免疫传感器用于超灵敏检测人血清中髓过氧化物酶"

IW6

$水平的方法*方法
!

通过石墨化多孔碳
0

金复合纳米材料"

8FNW-

)

JID-

$将
IW6

抗体固定到玻碳电极表面!研制出一种新型
IW6

电化学免疫传感

器!探讨了实验条件对传感器性能的影响!并与酶联免疫吸附试验"

YSC[8

$进行方法学比较*结果
!

在最优条件下该传感器对

IW6

反应灵敏!其线性范围为
3*&&&

!

+&&*&&&.

>

-

ES

!相关系数为
&*"""

!检出限为
&*%.

>

-

ES

!与
YSC[8

法检测结果的相关系

数为
&*"1+

*结论
!

该电化学免疫传感器可实现对
IW6

的超灵敏检测*
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髓过氧化物酶!

IW6

"是由活化中性粒细胞&单核细胞及

组织巨噬细胞颗粒释放的一种含血红素的过氧化物酶+

!

,

'大

量研究发现#血清
IW6

能在未发生心肌坏死的情况下预测不

良心脏事件的危险性及在随后的
!

!

#

个月内发生严重心血管

疾病的危险性#是心血管疾病风险的独立预测因子+

30+

,

'因此#

IW6

的检测在心血管疾病的早期临床诊断中起着重要的作

用'目前#

IW6

的常规检测方法#如放射免疫分析法和酶联免

疫吸附试验!

YSC[8

"#具有一定的灵敏度和特异性#但是操作

繁琐&耗时#需要精密的仪器和专业人员'针对以上不足#本研

究通过将
IW6

抗 体 固 定 在 石 墨 化 多 孔 碳
0

金 纳 米 粒 子

!

8FNW-

)

JID-

"复合材料修饰的玻碳电极表面#研制了一种

IW6

电化学免疫传感器#并对传感器的性能进行评价#现报道

如下'

!

!

材料与方法

!*!

!

试剂
!

IW6

抗原&

IW6

抗体&牛血清清蛋白!

R[8

#

"#P

!

""P

"&壳聚糖!

D[

"&氯金酸&石墨化多孔碳!

JID-

#球

体直径
++&.E

#孔径
!+/

埃"购买于美国
[)

>

E<

公司'人髓过

氧化物酶
YSC[8

试剂盒购买于上海沪峰生物科技有限公司'

!

#

#0

己二硫醇+

5[

!

D5

3

"

#

[5

#

"/P

,购买于上海生工生物有限

公司'实验所用缓冲液均为含
%EE(=

)

S

+

:̀

!

DN

"

#

,

+0

)

20和
&*!

E(=

)

STD=

的
&*!E(=

)

SWR[

溶液!

G

5/*&

"#实验用水为双蒸

水#其他试剂均为分析纯'

!*"

!

仪器
!

D5C#&2+M

电化学工作站#玻碳电极!

JD

#工作电

极"#铂丝!对电极"#

8

>

)

8

>

D=

电极!参比电极"#

SCR7678YS0

3&&

电子天平#

R78N[6NR+3&&[0H

恒温超声仪#

RC678M

全

自动酶免分析仪'

!*#

!

实验方法

!*#*!

!

纳米金!

8FNW-

"的制备
!

采用经典柠檬酸钠还原法制

备
8FNW-

溶液#并用透射电子显微镜对其进行表征'

!*#*"

!

JID-

包裹的纳米金悬液!

8FNW-

)

JID-

"的制备
!

将适量
JID-

置于含
3EE(=

)

S 5[

!

D5

3

"

#

[5

的乙醇溶液

中#室温
32B

以上#使其表面富含巯基!

0[5

"'用乙醇和双蒸

水反复清洗预处理后的
JID-

并用氮气干燥#然后将富含
0[5

的
JID-

粉末置于
8FNW-

溶液中
!&B

#使其通过
0[5

吸附

8FNW-

'随后用吸管尽可能多地吸掉上清液#去除未结合的

8FNW-

#使用双蒸水清洗#氮气下干燥后即制得
8FNW-

)

JID-

粉末'将壳聚糖粉末置于
!*&P

!

K

)

K

"的醋酸溶液中#

室温超声
+&E).

后制得
&*%E

>

)

ES

的壳聚糖溶液'然后将

8FNW-

)

JID-

粉末加入到
&*%E

>

)

ES

的壳聚糖溶液中超声

后得到
3*&E

>

)

ES

黑色
8FNW-

)

JID-

悬液'

!*#*#

!

IW6

免疫传感器的制作
!

玻碳电极经
&*+

*

E

&

&*&%

*

E

铝粉抛光至镜面以充分去除电极表面的杂质#依次置于双

蒸水&乙醇&双蒸水中超声清洗
%E).

#晾干待用'将
%

*

S

的

8FNW-

)

JID-

悬液滴涂于预处理的玻碳电极表面#室温晾

干#置于
IW6

溶液中于
2j

过夜'最后在室温下将电极浸入

3*%

>

)

S

的
R[8

溶液中
!B

#以封闭电极上的非特异性吸附位

"&!%

重庆医学
3&!%

年
!3

月第
22

卷第
+#

期

%
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"*浙江省科学计划基金资助项目!

3&!3D3+&#"
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!

作者简介!逯岭松!

!"1%$

"#主管技

师#硕士#主要从事疾病标志物的快速检测与床旁检测研究'

!

#

!

通讯作者#
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点#制成
IW6

电化学免疫传感器#

2j

下保存备用'该传感器

的制作流程如图
!

所示'

图
!

!!

IW6

电化学免疫传感器的制作流程

!*$

!

检测方法
!

在三电极体系下#将制备好的免疫传感器置

于含
%EE(=

)

S

+

:̀

!

DN

"

#

,

+0

)

20和
&*!E(=

)

STD=

的
&*!E(=

)

S

WR[

溶液!

G

5/*&

"中#记录电极稳定时的空白电流值
L

&

'按

照一定的比例稀释
IW6

标准品#配成不同浓度的
IW6

标准

溶液#将修饰电极置于不同浓度的
IW6

标准溶液中
+/j

反

应
3&E).

后#再在工作溶液中进行差分脉冲伏安测试#记录稳

定后的电流值
L

!

'根据不同浓度的
IW6

所对应的电流差值

-

L

!

-

LlC

&

$L

!

"绘制标准曲线'

!*%

!

酶联免疫吸附试验!

YSC[8

"

!

采用商品化人
IW6

YSC[8

试剂盒严格按照试剂盒说明书操作步骤对
3%

例血清

样品!来自杭州市第一人民医院"进行检测'

"

!

结
!!

果

"*!

!

8FNW-

)

JID-

复合纳米材料的表征
!

通过透射电子显

微镜对
8FNW-

)

JID-

进行表征#结果如图
3

所示'

JID-

呈

三维有序球形多孔结构#

8FNW-

分散较好#平均直径为
3&

.E

#均匀吸附在
JID-

上'

"*"

!

实验条件优化
!

本实验分别对检测溶液的
G

5

&免疫反

应温度和时间进行了优化'从图
+

可以看出#当工作溶液的

G

5

达到
/*&

&孵育温度为
+/j

&孵育
3&E).

时#传感器的性能

达到最佳状态'

!!

8

(

8FNW-

*

R

(

8FNW-

)

JID-

复合纳米材料'

图
3

!!

透射电镜图像

!!

8

(工作溶液
G

5

*

R

(孵育温度*

D

(孵育时间对传感器电流响应的影响'

图
+

!!

实验条件

"*#

!

标准曲线
!

配置
+&&*&&&

&

!&&*&&&

&

%&*&&&

&

3%*&&&

&

!3*%&&

&

#*3%&

&

+*!3%

&

3*&&&.

>

)

ES1

个不同浓度的
IW6

标

准溶液#使用制备好的传感器对其进行检测#分别记录电流变

化值
-

L

#绘制标准曲线!图
2

"'结果表明#

IW6

浓度在

3*&&&

!

+&&*&&&.

>

)

ES

范围内与
-

L

成良好的线性关系#线性

方程为(

2l!3*"1&]&*3+2H

#线性相关系数
7l&*"""

'将传

感器在空白溶液中连续扫描
!&

次#根据
+

倍空白标准差与斜

率的比值得出其检出限为
&*%.

>

)

ES

'

图
2

!!

IW6

浓度与峰电流的线性关系

"*$

!

临床应用
!

使用本实验制备好的
IW6

电化学免疫传感

器检测了
3%

例临床血清标本#同时采用标准
YSC[8

法进行平

行试验'图
%

为两种方法检测结果的相关性分析#由图可知#

两种方法检测结果的相关系数为
&*"1+

!

@

l3*/!!]&*"//b

'

b

(

YSC[8

*

@

(免疫传感器"'

图
%

!!

电化学免疫传感器与
YSC[8

法血清样本检测

结果相关性分析

#

!

讨
!!

论

电化学免疫传感器将电化学检测技术和抗原抗体特异性

反应原理结合在一起#通过将生物反应信号转化为电化学信

号#可实现对靶物质的定量检测'与传统的免疫分析技术比

较#电化学免疫传感器不仅具有免疫反应的高特异性#而且结

合了电化学检测技术的高灵敏性'由于电化学免疫传感器具

有便携&成本低&操作方便&反应时间短等优势#使其备受关注

并在疾病标志物检测领域得到广泛应用+

20%

,

'目前#将电化学

免疫传感器应用于
IW6

检测的报道尚不多见+

#0"

,

'

制备免疫传感器的关键问题(!

!

"如何保持抗体在电极表

&!!%

重庆医学
3&!%

年
!3

月第
22

卷第
+#

期



面的活性- 因为这不仅关系到检测结果的可靠性#还会影响传

感器的再生能力'

IW6

抗体作为一种蛋白质#只有在具有良

好生物相容性的环境中才能最大地保持其生物活性'由于

8FNW-

具有较大的比表面积&良好的生物相容性及较高的表

面自由能#使其不仅能够牢固地吸附抗体&增大抗体的负载量#

而且能够保持抗体的活性+

!&0!3

,

'!

3

"如何放大检测信号#提高

电流响应- 这将直接影响传感器的检测灵敏度'

JID-

具有

较强的电子传导能力&石墨样结构及有效的吸附和去吸附能力

等优点+

!+0!%

,

#能够极大地放大电流信号#提高免疫传感器的检

测灵敏度'

本实验采用
8FNW-

)

JID-

复合纳米材料修饰电极#一

方面可以保持
IW6

抗体的活性#另一方面可以促进电子传

递#极大地提高电流响应#增加检测灵敏度'为了使传感器发

挥最佳性能#本实验对检测条件进行了优化'从图
+

可知#当

工作溶液的
G

5

为
/*&

时#免疫传感器在
+/j

环境下和抗原

溶液一起孵育
3&E).

时#传感器的电流响应最大'在最优实

验条件下#该电化学免疫传感器对
IW6

响应良好#表现出较

宽的检测范围'

IW6

浓度在
3*&&&

!

+&&*&&&.

>

)

ES

范围内

与
-

C

呈现良好的线性关系#线性相关系数达到
&*"""

#且该传

感器检出限较低#可以达到
&*%&&.

>

)

ES

#说明该传感器的灵

敏度较高'另外#本实验使用制备好的
IW6

电化学免疫传感

器检测了
3%

例临床血清标本#并与标准
YSC[8

进行相关性分

析'由图
%

可知#

3

种方法检测结果的相关系数为
&*"1+

#结果

令人满意'

综上所述#本实验制备的电化学免疫传感器具有良好的性

能#在检测
IW6

方面表现出较宽的线性范围和较低的检出

限#可实现
IW6

的超灵敏检测#对心血管疾病患者的早期诊

断具有重要的意义'
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