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　　摘要：通过抗原抗体的特异性识别作用以及生物条形码的信号放大作用，构建了一种新的电化学免疫传感器，用
以检测人免疫球蛋白（ｈＩｇＧ）。将抗体Ａｂ１修饰到金电极上，加入抗原（ｈＩｇＧ），经过抗原抗体的免疫反应再将已制备

好的纳米金标记抗体Ａｂ２和生物条形码（Ａｂ２－ＡｕＮＰｓ－Ｂ）修饰到该免疫传感器上，通过观察电化学阻抗的变化来监

控免疫传感器的构建过程。利用生物条形码的信号放大作用，通过循环伏安法和差示脉冲伏安法对ｈＩｇＧ的含量进行
定量检测，其检出限达到０．４×１０－５ｍｇ／Ｌ。
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　　蛋白质是生命的物质基础，它对人体的健康有着极其重
要的作用［１－４］。人免疫球蛋白Ｇ（ｈＩｇＧ）是血清中含量最高的
一种免疫蛋白，是机体再次免疫应答后形成抗体的主要组分，

在机体防御机制中发挥着重要的作用，在临床上作为多种疾

病诊断及疗效评价的重要指标［５－７］，因此对其进行定性、定量

检测显得尤为重要。传统的免疫分析法检测 ｈＩｇＧ由于存在
操作步骤较为繁琐、仪器设备昂贵等缺点，因此在实际应用中

受到了一定的限制，难以较大范围推广。

传统检测 ｈＩｇＧ的方法主要有质谱法［８］、荧光分析

法［９－１０］、电化学分析法［１１－１３］等。其中，电化学方法由于具有

较高的灵敏度、极低的检测限逐渐受到广泛关注。生物条形

码因其较高的选择性和生物特异性也日益受到人们广泛重

视［１４－１５］。早期的生物条形码主要用于ＤＮＡ的检测［１６－１７］，而

在蛋白质分子的检测及应用方面还鲜有报道。综合以上背

景，本研究将电化学方法与生物条形码相结合，以 ｈＩｇＧ为模
型蛋白，对其进行定量定性分析。

１　材料与方法

１．１　仪器和材料
电化学工作站（ＥＣ５５０，湖北武汉高仕睿联科技有限公

司），ＵＶ－２６５紫外仪（日本岛津），三电极体系：金盘电极（直
径２．０ｍｍ），饱和甘汞电极（ＳＣＥ），Ｐｔ电极，ＫＱ－２２００Ｂ超声
清洗器（江苏昆山超声仪器厂）。

本试验所用磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）均为：Ｎａ２ＨＰＯ４（天津
市化学试剂六厂）和 ＮａＨ２ＰＯ４（山东莱阳市双双化工有限公
司）的混合溶液，Ｎａ２ＣＯ３（陕西西安化学试剂厂），氯金酸、叠
氮化钠（阿拉丁试剂公司）等均为分析纯，试验用水均为超

纯水。

兔抗人ＩｇＧ抗体（Ａｂ１）、ｈＩｇＧ、羊抗人 ＩｇＧ抗体（Ａｂ２）购
于北京博奥森生物技术有限公司。条形码序列 Ｂ：５′－ＳＨ－
ＴＡＧＴＡＡＧＴＡＡ－ＦＣ－３′合成于上海生工生物工程技术服务
有限公司。

１．２　纳米金（ＡｕＮＰｓ）的制备
将１００ｍＬ的氯金酸（０．０１％）加入到２５０ｍＬ的圆底烧

瓶中加热，搅拌至沸腾后向其中加入４．０ｍＬ的柠檬酸三钠
（１％），继续加热１０ｍｉｎ［１８］，制成的纳米金于４℃下保存，用
于制备金标抗体。

１．３　ＡｕＮＰｓ与 Ａｂ２ 及条形码序列（Ｂ）的结合（Ａｂ２ －
ＡｕＮＰｓ－Ｂ）

试验原理如图１－ａ所示，具体试验步骤如下：用Ｎａ２ＣＯ３
调节纳米金ｐＨ值至９．０，加入１００μＬＡｂ２（２５０ｍｇ／Ｌ）振荡混
匀，室温静置３ｈ，除去上清液中游离抗体，将离心后聚合物分
散于０．０５ｍｏｌ／Ｌ含有０．０５％叠氮化钠的ＰＢＳ（ｐＨ值７．０）中。
后将１００μＬＢ（１０μｍｏｌ／Ｌ）加入已制备好的 Ａｂ２－ＡｕＮＰｓ中
振荡均匀，室温静置１ｈ。离心，除去上清液中未结合的 Ｂ。
将已制备好的 Ａｂ２ －ＡｕＮＰｓ－Ｂ分离到 ０．０５ｍｏｌ／Ｌ含有
０．０５％ 叠氮化钠的ＰＢＳ（ｐＨ值７．０）中，于４℃保存备用。
１．４　电极修饰及免疫传感器的构建

将金电极（直径２．０ｍｍ）用０．３μｍ的Ａｌ２Ｏ３粉末打磨洗
净，再用０．０５μｍ的 Ａｌ２Ｏ３粉末将金电极打磨至光滑镜面。
超纯水分２次超声清洗５ｍｉｎ，并将金电极浸入新制的 Ｐｉｒａ
ｎｈａ溶液［９８％ Ｈ２ＳＯ４∶Ｈ２Ｏ２（体积比）＝７∶３］约１５ｍｉｎ。依
次用超纯水、９５％乙醇超声约３ｍｉｎ。将电极置于０．５ｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２ＳＯ４溶液中，在０～１．５Ｖ电位范围内扫循环伏安曲线直至
峰形稳定。最后依次用超纯水、９５％乙醇、丙酮超声３ｍｉｎ，氮
气吹干表面，作为工作电极备用。滴加１０μＬＡｂ１修饰于金
电极表面，一定时间后，用ＰＢＳ（ｐＨ值７．０）缓冲液冲洗数次，
再滴加ＢＳＡ（１％）溶液封闭电极３０ｍｉｎ，用 ＰＢＳ（ｐＨ值７．０）
冲洗。

１．５　目标物的分析检测
滴加１０μＬｈＩｇＧ，使之与电极上修饰的Ａｂ１特异性结合，
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一定时间后，用 ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值７．０）缓冲液冲洗数
次，除去未结合的ｈＩｇＧ，再滴加１０μＬＡｂ２－ＡｕＮＰｓ－Ｂ。采用
三电极体系，以玻碳电极为工作电极，Ｐｔ电极为对电极，饱和
甘汞电极为参比电极，采用循环伏安法和差示脉冲伏安法对

ｈＩｇＧ进行检测。

２　结果与分析

２．１　试验原理
基于生物条形码及纳米金信号放大的电化学免疫传感器

检测ｈＩｇＧ的构建过程如图１所示。首先将 Ａｂ１固定于金电
极表面，加入 ｈＩｇＧ及 Ａｂ２－ＡｕＮＰｓ－Ｂ，经过抗原抗体的免疫
反应，构建免疫传感器。通过纳米金及生物条形码将检测信

号放大。最后通过电化学差示脉冲伏安法对条形码上标记的

二茂铁进行检测，从而实现对蛋白质的定量检测。

２．２　表征Ｂ－ＡｕＮＰｓ－Ａｂ２
Ｂ－ＡｕＮＰｓ－Ａｂ２形成以后，ＡｕＮＰｓ所处化学环境发生改

变。结合基团的紫外吸收光谱中的波长及吸光度会发生变

化。因 此，本 研 究 采 用 紫 外 －可 见 光 谱 法 来 监 控
Ｂ－ＡｕＮＰｓ－Ａｂ２的形成。

Ｂ－ＡｕＮＰｓ－Ａｂ２的合成方法如“２．３”节所述，通过紫外
可见吸收光谱对其组成及化学性质进行表征。如图２所示，
ＡｕＮＰｓ和Ｂ－ＡｕＮＰｓ－Ａｂ２的最大吸收波长分别在５２５ｎｍ和
５３３ｎｍ处。Ｂ－ＡｕＮＰｓ－Ａｂ２的吸收峰相比 ＡｕＮＰｓ吸收峰发
生红移，主要原因可能是ＡｕＮＰｓ上结合了Ａｂ２及 Ｂ使颗粒尺
寸变大，颗粒周围的微环境发生改变。在 ２７０ｎｍ处，
Ｂ－ＡｕＮＰｓ－Ａｂ２相对于 ＡｕＮＰｓ有较强的的吸收峰。说明，
Ａｂ２与Ｂ已经成功修饰在纳米金上（图２）。

２．２　电极表面不同状态的阻抗表征
法拉第阻抗图谱是一种测量电极界面性质的有效方法，

能用于表征免疫传感器的组装过程，阻抗图谱包括高频的半

圆部分（相当于动力学控制的过程）和低频的直线部分（相当

于扩散控制的过程），每层的电子传递情况用电阻来表示，可

通过计算半圆部分的半径而得到，半圆的直径越大所对应电

子传递的阻力越大，因此可以通过监控半圆的直径变化来监

控电极的修饰过程［１９］。

　　由图３可见，经过修饰后的金电极（ｂ、ｃ、ｄ）与裸金电极
（ａ）相比，阻抗都有所增加。表明电子传递效率最高，裸金电
极阻抗最小。当加入 Ａｂ１后（ｂ），阻抗增大。是由于 Ａｂ１的
存在阻碍了氧化还原探针在电极上的电子传递，使得 Ａｂ１修
饰的金电极的电阻与裸金电极的电阻相比有所增加。当再加

入ｈＩｇＧ后（ｄ），由于抗体分子在电极表面形成了一层阻碍电
子传递的屏障，使得电子传递的效率明显降低，从而导致阻抗

进一步增大。当继续加入Ａｂ２－ＡｕＮＰｓ－Ｂ后（ｃ），阻抗值要
小于ｄ曲线，这是由于 Ｂ－ＡｕＮＰｓ－Ａｂ２上标记了 ＡｕＮＰｓ，使
电子传递效率增大，高频区半径减小，阻抗减小。

２．３　试验条件的优化
本试验考察了免疫分析的结合时间以及包被抗原的浓

度。如图４－Ａ所示，较少体积的 Ａｂ１不能够确保有足够的
抗体进行免疫反应，使得测定的信号值较低；相反，Ａｂ１的用
量为０．１ｍｇ／Ｌ时，测定信号有显著提高。此外，Ａｂ１与 ｈＩｇＧ
的结合时间也是影响免疫传感器信号的重要因素。如图

４－Ｂ所示，当Ａｂ１结合到电极上的时间为４５ｍｉｎ时，免疫传
感器的信号值最大。如图４－Ｃ所示，电化学响应随着免疫
时间的延长而增加，当免疫时间为４０ｍｉｎ时，免疫传感器的
电化学响应达到最大值，当继续延长反应时间时，响应并未有

明显增大。因此分别选择４５、４０ｍｉｎ为最优时间。
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２．４　目标物分析检测结果
本试验采用循环伏安法（ＣＶ）和差示常规脉冲伏安法

（ＤＮＰＶ）优化反应条件，对 ｈＩｇＧ进行检测（图５）。图５－Ａ、
图５－Ｂ是不同修饰电极表面的循环伏安曲线和差示脉冲伏
安曲线。由图５可以看出，当 Ａｂ２－ＡｕＮＰｓ－Ｂ结合到 ｈＩｇＧ
上后，有１对二茂铁的氧化还原峰出现，信号明显增强，说明

纳米金修饰的生物条形码具有很好的信号放大作用。由于差

示常规脉冲伏安法所检测的电化学信号强于循环伏安法检测

的峰电流信号。因此选用差示常规脉冲伏安法对 ｈＩｇＧ峰电
流值进行检测，并作标准曲线。随着 ｈＩｇＧ浓度的减小，峰电
流值随之减小，在一段浓度范围内有很好的线性关系。检测

ｈＩｇＧ所得结果：回归方程为 Ｉ（μＡ）＝２．７７ｌｇＣＩｇＧ＋２７．７５，相
关系数ｒ＝０．９９，其线性范围为０．００３２～３１μｇ／Ｌ，检出限为
０．００４μｇ／Ｌ，远低于基于碳纳米管固定抗原的检测方法［２０］的

检测限２μｇ／Ｌ与基于金纳米棒标记免疫分析方法［２１］的检测

限２５μｇ／Ｌ。可能原因是：首先，由于纳米金粒子具有粒径
小、比表面积大、表面反应活性高、催化效率高等优异

性［２２－２３］，能有效结合一端修饰有巯基的条形码；其次，每个纳

米粒子上都结合了成百上千个生物条形码，采用 ＤＮＰＶ法能
够有效地捕捉这些条形码另一端标记的二茂铁的信号，使得

电化学信号得以放大；最后，采用ＢＳＡ封闭金电极，可有效降
低传感器的非特异吸附，避免了其他相关干扰。

２．５　传感器的特异性及重现性
特异性和重现性是考察传感器的重要因素。本研究考察

了免疫传感器对干扰蛋白如癌胚抗原、肌红蛋白（Ｍｂ）以及
ＢＳＡ的电化学响应。结果表明，当检测物含有１．０μｇ／ＬｈＩｇＧ
及２μｇ／ＬＢＳＡ、肌红蛋白、癌胚抗原时，电化学免疫分析方法
测定的结果如图６所示。由此可以看出此免疫传感器具有良
好的特异性。

　　将制备的免疫传感器保存于４℃下，每隔５ｄ进行测试。
在５ｄ后，电流值仅减小了４．１％。２０ｄ后电流响应值为原
来的８９．８％。试验结果表明，此传感器具有良好的稳定性。
于同一条件下，用５只金电极对同一浓度 ｈＩｇＧ（１ｎｇ／ｍＬ）做
相关分析，检测结果见表１，测定结果的相对标准偏差（ＲＳＤ）
为 ６．４％。
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表１　传感器的重现性分析

电极号 １ ２ ３ ４ ５ ＲＳＤ（％）
Ｉ（μＡ） ２０．１２ １９．７８ ２１．４７ ２０．８５ １８．７９ ６．４

３　结论

本试验研究了高灵敏的电化学免疫传感器。结合了电化

学方法与生物条形码技术，采用夹心型模式对ｈＩｇＧ进行了检
测 。此传感器利用纳米金比表面积和良好的导电性，条形码

放大信号的优点，极大地提高了灵敏度 。此免疫传感器检出

限低，稳定性好，可望用于其他生化物质的检测。
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