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酶聚合体电流信号放大多通道电化学免疫
传感体系及蛋白肿瘤标志物检测
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摘要! 本文构建了一种基于酶聚合体信号放大的多通道电化学免疫传感体系" 并用于肝癌肿瘤标记物甲胎蛋白

%

+,-

&的定量检测
%&

该传感体系由固定了抗
+,-

鼠单克隆抗体的多通道丝网印刷电极组成"可捕获肿瘤标记物抗

原
+,-

"进而与抗
+,-

兔多抗特异性结合形成夹心免疫复合物"然后利用辣根过氧化物酶聚合体偶联的羊抗兔二

抗%

./01234567-

&与三明治夹心免疫复合物结合"实现电流信号放大
%&

该体系结合多通道丝网印刷电极及自主研

发的多通道电化学检测仪"可同时满足多通道电流信号的检测
%&

在最优化条件下"该传感体系检测
+,-

浓度的动

态范围为
89&2/

'

:;

1)

&<&#='&>/

'

:;

1!

"最低检测下限为
=8&2/

'

:;

1!

"具有检测灵敏度高(特异性强(操作简便以及仪

器便携等优点
%&

关键词! 多通道丝网印刷电极# 电化学免疫传感体系# 甲胎蛋白
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原发性肝癌!

-\J:"\5P6D2"[3ND44"\PS"\NJ>3:"

"

6SS

&是临床上最常见的恶性肿瘤之一"严重威胁

着人类的健康
%P

监测患者血清中的肿瘤标记物是

目前临床上广泛应用的早期发现恶性肿瘤的重要

手段a)!Ab

"并在肿瘤普查(诊断(治疗效果的监测"及

对预后进行评估中起着至关重要的作用 aH"9b

%P

甲胎

蛋白!

!#cD[32\3[DJ>

"

+,-

&是当前临床上
6SS

最敏

感且最特异的血液标记物" 已被美国食品药品管

理局批准为
6SS

辅助诊断指标
%P

目前检测
+,-

的

方法多是免疫测定技术" 尽管这些技术发展比较

快"也得到了比较广泛的应用"但仍存在着一定的

限制性
%P

经典方法如
I;.U+

(放射免疫和荧光免疫

法等"存在灵敏度不高(操作时间长(辐射及光污

染严重等缺点 a=18b

%P

近年发展起来的化学发光免疫

检测技术(电化学发光免疫检测技术以及蛋白芯

片技术虽进一步推动了临床检测技术的发展应

用"但其需要特殊检验设备"试剂多为进口"费用

昂贵 a81@b

%P

因此"发展新型简便且灵敏的免疫分析技

术对于肿瘤标志物的检测有着至关重要的意义
%P

电化学免疫传感器利用抗原和抗体间的高度

特异性结合"将免疫分析法和电化学传感体系相

结合"具有灵敏度高(分析速度快(操作简便等特

点 a($*b

"且电化学检测设备相对来说装置轻便(廉

价(能耗低"且易于微型化和集成化"符合床边检测

的要求"已逐渐应用于临床诊断(环境保护(食品分

析等领域"成为非常有潜力的检测技术之一a)'%)Hb

%P

利

用电化学免疫传感器检测肿瘤标记物的研究虽

已有报道"但大都是基于圆盘电极体系"灵敏度

不够高"线性范围窄"放大信号的方法比较繁琐"

重复性不好"且很难实现多通道同时检测"难以

满足实际临床检测需求 a)9b

%P

近年来"电极丝网印

刷技术的发展为开发实用性电化学免疫传感器

提供了便利
%

P

本文以多通道丝网印刷电极为传感基底"采

用简单的物理吸附抗体的组装方法" 构建了一种

基于单抗
&

多抗夹心法原理( 以辣根过氧化物酶聚

合体标记的羊抗兔
./0

!

./0'234567-

&进行信号放

大的实用型多通量电化学免疫传感体系" 并用于
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原发性肝癌的血液肿瘤标记物
%&'

的检测
()

!

实 验
!"!

试剂与仪器
%&'

标准品!兔多抗
%&'

抗体"

%&')*+,-!./012

3+4-

#

%&')*%3

$#

*+,-56'"789

"

&10:8;<.,4

$#鼠单抗

%&'

抗体"

%&'=>+/+#./013+4-

#

%&'=>%3

#

?@31+

$#

辣根过氧化物酶标羊抗兔
789

"

789$56'

$!牛血

清 白蛋白 "

A@%

$及酪蛋白 "

B.C;1/

#

@18>.

$

(= "("D=

>+,

%

E

2D

='A@

"

*5=F(G

$ 缓冲储备液及
H(HD=>+,

%

E

2D

=

'A@I

电极洗液#

G=

+

B

冰箱保存
(=

其他试剂均为分

析纯#实验用水为超纯水
(=

DJ

通道电化学测试仪"自主研发$&

DJ

通道丝

网印刷电极阵列"自主设计$#每个通道由一个三

电极体系"碳糊工作电极#碳糊辅助电极#

%8K%8B,

参比电极$组成&恒温培养箱"

@5EE%A

$

(=

!"#

酶联免疫电化学传感体系构建
将捕获探针抗体

%&'=>%3

滴加于印刷电极

表面#

G=

+

B

物理吸附组装
DJ=L

#超纯水彻底冲洗#氮

气吹干
(=

将封闭液滴加于三电极表面及中间区域#

室温封闭
D=L(=

将待检测目标蛋白
%&'

抗原用
DM=A@%

的

'A@

溶液稀释成不同浓度#滴加
$=!E

于组装抗体

的电极#室温反应
#=LN

电极洗液清洗#氮气吹干
(O

再将信号探针抗体
%&'=*%3

"溶于含
#P)A@%

和

DQ)B.C;1/

的
'A@

溶液$# 在抗原反应后滴加于电

极上#室温反应
D

小时#电极洗液清洗#氮气吹干
()

最后在电极上滴加
$)!E)789%*+,-56'

"浓度为
D)

!8

%

>E

RD

# 溶于含
DQ)A@%

和
DQ)B.C;1/

的
'A@

溶

液$#室温反应
S")>1/

#用电极洗液清洗即可
()

!"$ %&'

抗原的电化学检测

采用循环伏安法"

B-T,1T)U+,0.>>;0<-

#

BU

$及

稳态时间电流曲线法 "

%>*;<+>;0<1T)!&"

$ 在
56'

的催化底物
SVSWV$V$W'

四甲基联苯胺水溶液"

X(A,Y;=

水溶
IZA

# 已含有双氧水$ 中测试该电极
(=

通过

BU

法确定
!)"

测试的调控电位为
*D""=>U

#

$"=C

检测时其电流已趋于稳定#记录
$"=C

的电流值
(=

#

结果与讨论
#"!

基于单抗
!

多抗夹心构型的电极体系检

测原理

基于单抗
+

多抗经典免疫夹心技术的电化学免

疫传感体系的
%&'

检测原理如图
D

所示
(=

将捕获

探针
%&'=>%3

通过物理吸附组装在印刷电极上#

并封闭非特异结合位点#

%&'=>%3

捕获
%&'

抗原

后与信号探针抗体
%&'=*%3

结合# 而后通过与羊

抗兔
789,*+,-56'

结合形成三明治夹心免疫复合

物#从而引入了多聚
56'

酶#对底物
IZA

产生电

催化还原电流#用
DJ

通道电化学仪检测电流信号

从而实现
%&'

的定量检测
(=

#"#

捕获探针组装方法及组装密度
捕获探针组装方式及密度对免疫检测至关重

要#组装量不够则不能进行有效地检测#效率较高

的组装方式可保证捕获探针的组装密度及蛋白活

性#提高检测灵敏度 [D$\

(=

电极室温化学偶联共价组

=

图
D==%(=

双抗体夹心电化学免疫传感体系的
%&'

抗原检测示意图&

A(=

不同浓度
%&'

在
IZA

底物溶液中的
!-#

曲线#调控

电位'

.D""=>U

=&18(=D==%(=@TL;>;=+]=C./4^1TLO;,;T0<+TL;>1T.,O 1>>Y/+C;/C+<OC-C0;>O]+<O4;0;T01+/O+]O%&'O./018;/_OA(OIL;O!/# TY<`;CO+]O%&'O

^10LO41]];<;/0OT+/T;/0<.01+/CO1/OIZAOCY3C0<.0;OC+,Y01+/OOO'+0;/01.,aO0DHHO>U

GH

! !
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!

期

装
"#$

或
%#

&

'

物理吸附
!(#$

组装不同浓度的
)*+#

,)-

"再和羊抗鼠
./0!12+

特异性结合的检测结果

如图
"

所示
3#

随着捕获探针浓度增大" 组装到电极

上的抗体量增加" 电流信号值增大
4#

但组装同浓度

的捕获探针"物理吸附电流信号比化学偶联电流信

号更高"可能是由于化学偶联引起了部分蛋白活性

的丧失"导致其捕获效率不如物理吸附"故后续实

验中均采用物理吸附在印刷电极上组装捕获探针

)*+#,)-4#

捕获探针浓度超过
"5#!/

#

,6

7! 后吸附已

达到饱和"选取此浓度为后续实验的组装浓度
4#

#########

#

图
"##

化学偶联或物理吸附组装不同浓度捕获探针对电

流信号的影响 测试电位!

"!88#,9

#*:/4#"##;<=:,:>?=:&@A&B# =$C#?DDC,-EFA?@GAH&@HC@=I?=:&@A&BA

H?<=JICA<I&-CDAK)*+#,)-L####+&=C@=:?EM##!88#,9

!"#

封闭条件

对蛋白的高灵敏度检测" 减小非特异性吸附

至关重要"即可降低背景电流
N

有效提高检测灵敏

度"因此对该夹心体系中封闭剂需做一定的筛选"

以提高信噪比
4O

将
!P#QR)

或
!P#'?DC:@

分别封闭

已组装捕获抗体的印刷电极" 再检测不同浓度的

)*+

抗原" 电流信号如图
S

所示
4#

其中"

!P#'?DC:@

封闭液的空白信号较低" 而其阳性电流信号却很

高"该封闭剂不仅封闭了非特异的结合位点"又不

影响抗原抗体结合活性"其信噪比较高"故更适用
4#

!"$

信号探针
%&' (%)

浓度
信号探针浓度对免疫检测灵敏度及动态范围

有一定影响"对于目标蛋白的检测"信号探针抗体

需要有足够浓度"但信号探针浓度过高"容易引起

非特异性吸附"降低信噪比"不利于低浓度抗原的

检测
4#

当电极组装
"5#!/

#

,6

T! 的
)*+#,)-

时用

!P#'?DC:@

封闭" 采用不同浓度的信号探针
)*+#

<)-

与抗原结合" 用羊抗兔
./0$12+

检测电流信

号"结果如图
%4#

随着信号探针浓度增加"其电流信

号不断增大"而背景信号也随之增加"在信号探针

浓度达到
"5#!/

#

,6

T! 时"其信噪比最好
4#

!"*

单抗
!

多抗电化学免疫传感电极体系对

靶蛋白
%&'

的检测

单抗
%

多抗电化学免疫传感电极体系在优

化条件下" 利用多聚酶标二抗信号放大的
)*+

浓度
&

电流信号曲线如图
5

所示
4 #

在
!(#</

#

,6

T!

#

U#"58#@/

#

,6

T! 浓度区间" 酶联免疫电化学传感体

系的电流信号随靶
)*+

浓度的增加而增加 "

!(#

</

#

,6

T! 的电流信号与空白电流信号仍可区分
4#

)*+

浓度的对数
'

电流信号曲线在此浓度范围内有

#

图
S##

不同封闭液封闭电极后对检测
)*+

的响应电流信

号的影响 测试电位!

(!88#,9

#*:/4#S##VBBCH=A&BA=$CAG:BBCIC@=A-E&HW:@/A-JBBCIDA&@A=$CAICD<&@DCA

HJIIC@=AB&IAGC=CH=:&@A&BA)*+AAA+&=C@=:?EMA)!88A,9

A

图
%AA

不同信号探针浓度对检测
)*+

响应电流信号的影

响 测试电位!

*!88A,9

A*:/4A%AAVBBCH=A&BA=$CAH&@HC@=I?=:&@A&BAD:/@?EA<I&-CA&@A=$CAICT

D<&@DCAHJIIC@=AB&IAGC=CH=:&@A&BA)*+AA+&=C@=:?EMA+!88A,9

%!

! !
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两个检测线性区间! 低浓度区
%&'()

"

*+

,#

'-'#...'

()

"

*+

,#

!线性回归方程为
! /'!0!102&" ! !#%13%4

!

#

/'.1232

!高浓度区
#'5)

"

*+

,#

'-'!$.'5)

"

*+

,#

!线性回

归方程为
! /'#&.%1.24" " 4$&#10!!

!

# /'.12231'

以

空白信号
6478

判定检测限为
$%9()

"

*+

,#

1'

'

图
$''

响应电流随
:;<

浓度变化的剂量效应曲线#插图为

电流随
:;<

浓度对数变化的标准曲线! 电位$

##..'

*=

%

;>)19$99?@A9BCDA$EAD(C5DA9FGEHA9CI9J@A9EAD(C5DA9FGEEA5J9JC9

:;<9K5)

&

*+

,#

L'MJ'M'DAE>AD'CI'FC5FA5JEMJ>C5D'NO5DAJDP

MEA'J@A'FMQ>REMJ>C5'FGEHAD'CI' J@A'EAD(C5DA'FGEEA5J' JC'

QC)ME>J@*>F' FC5FA5JEMJ>C5' CI' :;<S' (CJA5J>MQT' %U""'

*=V

为考察多聚酶标二抗的信号放大效果! 作者

分别比较了采用同样浓度的普通
WX<

酶标二抗

#

:R

!

&WX<

% 或多聚
WX<

酶标二抗#

:R

!

'<CQYWX<

%

检测不同浓度
:;<

的电流信号! 电流信号随
:;<

变化的结果如图
%

所示
19

采用
:R

!

(<CQYWX<

检测

较低浓度
:;<

的电流信号明显高于
:R

!

)WX<

的

电流信号! 这是由于同样浓度的抗原或二抗!

:R

!

*

<CQYWX<

结合的酶量远远多于
:R

!

+WX<

!因此催化

?Z[

的电流信号就越高
19

但由于多聚酶的尺寸比

较大!当抗原浓度较高时!由于位阻效应!结合的

:R

!

,<CQYWX<

已经饱和!信号基本稳定
19

!"#

特异性

电化学免疫传感体系检测蛋白的特异性至关

重要! 在复杂的实际体系若靶蛋白检测特异性不

好!会引起假阳性反应!从而产生误判
19

本文选取

血红蛋白 #

WR

% 以及
$

种肿瘤标记物'癌胚抗原

(

\]:

%)前列腺特异抗原(

<7:

%)人绒毛膜促性腺

激素 (

W\^

%)糖类抗原
U!$

(

\:U!$

%和糖类抗原

U2-2

(

\:U2.2

%(浓度均为
$.P5)

"

*+

,U

%考察免疫传

感器的抗干扰能力! 结果如图
3

所示
1P$.P5)

"

*+

,U

的
:;<

的检测信号可达
&...P5:

以上! 而其他几

种蛋白电流信号小于
U..P5:

! 说明该免疫传感电

极体系具有良好的选择性和抗干扰能力
1P

!"$

相关性
为测试该电化学免疫传感体系对实际样品的

分析能力! 对
U$

个临床血清样品进行了检测!将

使用该免疫传感器和标准的酶联免疫分析方法的

检测结果进行比较! 如图
0

所示
1P

其回归方程为
!

/PU31!P_P.12434" K#

!

P/P.12000VPK"1P]+O7:

*

!1

免疫传

感体系
V

! 说明两种不同的分析方法对实际血清样

本分析有较好的相关性! 该免疫传感体系有望初

步运用于临床
:;<

的检测
1P

%

结 论

P

图
%PP:R

!

/WX<

与
:R

!

0<CQYWX<

检 测 不 同 浓 度 靶 蛋 白

:;<

的电流信号对比图

;>)1P%PP\C*(ME>DC5PCIPJ@APEAD(C5DAPFGEEA5JPJCP:;<PRAJ`AA5P

:R

!

1WX<PM5BP:R

!

2(CQYWX<

P

图
3PP

电化学免疫传感电极体系的特异性分析 测试电

位$

3U..P*=

P;>)1P3PP7(AF>I>F>JYPCIPJ@APAQAFJECF@A*>FMQP>**G5CDA5DCEPDYD,

JA*PP<CJA5J>MQTP4U..P*=

&!

! !



邓王平!酶聚合体电流信号放大多通道电化学免疫传感体系及蛋白肿瘤标志物检测第
!

期

传感器界面调控及信号放大是两种提高传感

器检测性能的主要途径" 本研究构建了一种基于

辣根过氧化物酶聚合体信号放大的实用型多通道

电化学免疫传感电极体系" 并用于
"#$

的定量检

测
%&

采用物理吸附的方法将捕获探针抗体固定在

印刷电极芯片上" 用更简单的方法得到了比共价

偶联更好的抗体组装效率及抗体活性
%&

靶蛋白和

信号探针多克隆抗体分别反应后" 引入了
$'()!

*+$

信号放大技术" 将标记有羊抗兔
,-.

的超分

子多聚
*+$

酶复合物作为信号放大的载体" 有效

提高了免疫反应电流信号
%&

与目前的纳米材料放

大技术#

$/+

扩增技术和滚环扩增技术等相比"缩

减了操作程序"节省了实验材料"大幅降低了时间

和物料成本
%&

利用该多通道电化学仪检测辣根过

氧化物酶催化底物的氧化还原电流实现了多样品

检测
%&

在优化条件下"该传感电极体系对
"#$

的检

测限达到
01&2-

$

34

5!

"同时有两个线性范围"低浓

度区间为
1672-

$

34

8!

&9&!:::&2-

$

34

8!

" 高浓度区间

为
!&;-

$

34

8!

&9&<0:&;-

$

34

8!

"且检测特异性好"能对

临床实际样品进行准确定量检测
%&

相比常规的检

测技术"如酶联免疫吸附技术%

=4,>"

&和放射免疫

分析# 电化学发光免疫等" 该传感器具有灵敏度

高#线性范围宽等特点"不仅可以用于微量
"#$

含

量的测定" 还可以满足较高浓度检测的需要
%7

同

时"该电化学传感体系设备简单"成本低廉"能耗

低"易于微型化和集成化"具有较好的实用性"非

常适合我国广大欠发达地区及中小型医疗机构对

肿瘤标记物定量检测的需求
%7

因此"该传感电极体

系有望发展成为一种高灵敏的实用诊断技术平

台"具有较大的临床应用潜力"并具备拓展至其他

肿瘤标志物检测的应用前景" 可为疾病诊断提供

一个更新的检测途径
%7
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