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基于花状铂纳米颗粒构建的电致化学
发光免疫传感器用于检测载脂蛋白 !"
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摘要! 采用一锅合成法制备了新型的具有大比表面积的花状铂纳米颗粒%

+,-./

&"并构建了一个高灵敏电致化学

发光%

012

&免疫传感器用于检测载脂蛋白
3!

%

345!3!

&

$%

该
+,-./

用于吸附二抗%

67,8"345#3!

&"并用葡糖糖氧化

酶%

9:;

&封闭其表面的非特异性位点"最终制备了
+,-./<67,8$345%3!<9:;

信号探针
=%

当
345&3!

存在时"通

过夹心免疫反应将制备的信号探针捕获于电极表面" 并将所制得的电极置于含有葡萄糖的过硫酸根底液中检测
=%

9:;

催化葡萄糖产生
>

#

:

#

"

>

#

:

#

在
+,-./

的催化下分解并在电极表面原位产生
:

#

"所产生的
:

#

能够催化过硫

酸根
'

氧气体系的电致化学发光反应"放大发光信号"提高检测灵敏度
=%

该传感器在
(=!%7?

'

@2

(!

%A%!((%7?

'

@2

)! 范围

内对
345*3!

有良好的线性响应"检测下限达到
(=(B%7?

'

@2

+!

"有望应用于临床分析诊断
=
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载脂蛋白是脂蛋白中的蛋白部分" 在脂蛋白

的代谢中具有重要的生理功能
=O

载脂蛋白
3!

%

345,3!

&是高密度脂蛋白%

>;2

&的主要载脂蛋

白 _!-#`

"

345.3!

能够稳定
>;2

的结构"激活卵磷酯
/

胆固醇酰基转移酶%

213F

&"并识别
>;2

受体"在

胆固醇的逆向转运中起到重要作用
=O

动脉粥样硬

化%尤指引起阻塞者&)糖尿病)高脂蛋白血症)肝

功不足均可导致
34503!

的降低
=O

因此" 血清中

34513!

含量的研究及检测具有重要意义
=

目前已有很多方法用于
34523!

的含量检测"

如免疫比色法)酶联免疫法_B`

)质谱分析_)`

=O

其中"基

于酶联免疫的电致化学发光免疫传感器!

012

&的

检测方法引起了广大研究者的高度关注和重视
=O

012

生物分析是最近发展起来的一种新型的分析

方法"是电化学)化学发光)生物分析)微电子技术

以及传感技术相结合的最新产物"主要用于临床)

农业)环境监测等领域 _*3&`

=O

该法具有选择性高)操

作简单)检测快速)灵敏度高)重现性好等优点"被

广泛应用于大分子蛋白质的检测 _'4D`

=O

在临床应用

中" 检测信号的放大和干扰信号的降低对提高检

测灵敏度至关重要_!(5!!`

=O

而酶作为二抗标记物备受

关注 _!#6!B`

=O

常见的葡萄糖氧化酶!

9:;

&可以催化

葡萄糖产生
012

体系中广泛应用的共反应剂*

>

#

:

#

_!)7!*`

=O

但这一类传感器的检测限和灵敏度都比

较低"不适于实际应用
=O

近年来"利用多种酶合作

反应改善传感器性能的方法逐渐兴起
=O

作者曾报

道"利用三层磁珠纳米复合材料固载
9:;

和辣根

过氧化物酶!

>N+

&标记二抗"用于电化学免疫分析

测定大分子抗原"检测限低至
4?

'

@2

8!_!&`

=O

尽管双酶

作为标记物已成功地应用于电化学免疫传感器"

但是在
012

免疫分析中还比较少见
=OR

#

:

J

#9作为常

见的电致化学发光试剂之一" 近年来已被广泛应

用 _!':!D`

"然由于其光信号强度较弱"

:

#

作为它的光

反应试剂难标记" 在检测底液中浓度低" 因而将

R

#

:

J

#;发光体系应用于免疫分析的研究工作非常少
=

本文通过制备大比表面积的具有模拟
>N+

作

用的
+,-./

"并与
9:;

酶相结合"对
345<3!

进行

超灵敏的免疫分析" 论证了仿双酶标记可以大大

增强
R

#

:

J

#=体系的
012

信号
=O

在含有适量葡萄糖的

检测底液中" 利用
9:;

和
+,-./

同时作为标记

物"通过
9:;

的催化作用产生
>

#

:

#

"继而被
+,-E

./

催化原位产生了高浓度的
:

#

"如此可克服
R

#

:

J
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电 化 学 !"#$

年

体系中以溶解氧作为其共反应剂而存在标记困

难!检测底液中浓度较低的缺点
%&

本文旨在探索优

良的多元催化用于
'()

检测"进而诊断相关疾病
%

!

实 验
!"!

仪器与试剂
西安瑞迈

*+,!'

型电致化学发光分析系统"

上海辰华
(-,$#./

型电化学工作站"日本
-012340&

5"67..

扫描电子显微镜
%

载脂蛋白抗体#

2810#/9:$/;

$和抗原#

/9:%/;

$

购于郑州赛博生物技术研究所%

<

!

5

!

=

7

购于上海康

达% 牛血清白蛋白 #

>5/

"

?$@&A&??B

$ 和氯铂酸

#

-

!

+1(C

$

$购于
50DE2

公司
%&

实验用水均为超纯水
%

!"#

纳米金和石墨烯复合物的制备
首先"将

.%F&ED

氧化石墨烯#

G=

$通过超声分

散溶于
F&E)

水中"然后加入
F&ED&!&

抗坏血酸"搅

拌
7&4

"最后加入
!&E)&;B

的
-/H(C

6

溶液"搅拌过

夜"制得纳米金和石墨烯复合物#

/H'GI2

$

%&

通过离

心洗涤去除多余的氧化石墨烯和
!(

抗坏血酸"将

获得的离心沉淀物用
!%.&E)&+>5

溶液冰浴超声溶

解"而后放置冰箱中备用
%

!"$

花状铂纳米颗粒的制备
+1JKL

由一锅合成法制得"步骤如下&首先称

取
.%.6!;&D

多巴胺 '

M/

$ 作为还原剂溶于
;.&E)

水中" 然后加入
!.&!)&.%FB&J2N0:8

和
#OE)&;B&

-

!

+1(C

$

溶液" 持续搅拌
;&4

" 使
-

!

+1(C

$

充分还原
%&

J2N0:8

溶液可使还原生成的
+1

纳米颗粒聚集生成

具有更大表面积的
+1JKL%

!"%

二抗耦合物的制备

取
;..&!)&/9:)/;

抗体加入上述
+1JKL

溶液

中"冰浴搅拌
;!&4

"离心去除过量的抗体
%&

用
;%.&E)&

+>5

缓冲溶液溶解"加入
!%.&E)&G=M

'

;&ED

(

E)

*;

$

溶液以封闭非特异性吸附位点" 冰浴搅拌
;&4%&

然

后离心"用
+>5

缓冲溶液清洗"反复两次以去除物

理吸附试剂
%&

最后" 将获得的固体即二抗耦合物

'

+1JKLP2810+/9:,/;PG=M

$ 用
!%.&E)&+>5

溶液

冰浴超声溶解"放置冰箱中备用
%

!"&

电致化学发光免疫传感器的制备

将玻碳电极'

G('

$'

! Q&6&EE

$用
.%R

!

.%.F&!E

的
/C

!

=

R

糊抛光"蒸馏水冲洗干净"并分别在蒸馏

水!无水乙醇!蒸馏水中超声清洗
%&

而后将清洗后

的电极置于室温下自然晾干备用
%

G('

上的修饰如图
;

所示
%&

首先"在预处理好

的
G('

表面滴涂一层
/H-GI2

"自然晾干
%&

随后"滴

上
;F&!)&/9:./;

抗体溶液'简称
/S;

$"并在
6&

:

(

下孵育
;!&4%&

用超纯水洗去物理吸附的
/S;

" 然后

在
;F&!)&;B

的
>5/

溶液中孵育
;&4

" 再用超纯水

洗涤
%&

最终"将得到的免疫传感器于
6&

:

(

下储存备

用
%

!"'

电化学测试

该测试根据双抗夹心模式" 在测试之前将免

疫传感器在常温条件下浸于不同浓度的
/9://;

溶液中孵育
R.&E08

" 然后将该结合有目标抗原的

传感器与
+1JKLP28100/9:1/;PG=M

生物耦合物

&

图
;&&

原位产生共反应试剂的电致化学发光免疫传感器的制备及放大原理示意图

K0D%&;&&534TE2103&U02DI2EL&:N&14T&0EEH8:LT8L:I&28U&14T&L0D82C&2E9C0N03210:8&ET34280LE
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第
#

期

$%&

'()*+

探针孵育
,-./01

" 生物耦合物探针通过免疫反应

结合到电极表面
2.

采用
3'4!5

型电致化学发光分

析系统对所修饰电极的电致化学发光行为进行研

究" 测试底液为
67/8

含有
-9:./;<

#

8

":

.=

>

?

>

%

@

和

-9-:7/;<

#

8

#: 葡萄糖的
'A?

缓冲溶液$

BC7D9,

%

9

!

结果与讨论
!"#

不同纳米材料的微观形貌表征
对不同纳米材料的微观形态和微观结构用扫描

电子显微镜$

?53

%进行了表征
97

图
E!

为
!F$$GH

复

合物的
?53

照片" 从图中可以看出层状石墨烯上

嵌有纳米金" 说明
!F%$GH

复合物制备成功
27

图
EA

显示
'()*+

为团簇的花状结构" 说明加入少量的

)HI0;1

可使合成的铂纳米颗粒具有更大的表面积
2

!"!

电极修饰过程的电致化学发光和循环

伏安表征
如图

6!

所示"以含有
=

E

?

E

%

@

$

-2:7/;<

&

8

&:

%和

葡萄糖$

-2-:7/;<

&

8

':

%的
'A?

缓冲溶液作为检测底

液"在裸电极
$J5

上有一个较弱的光信号$曲线

H

%" 这是过硫酸根体系发生
5J8

反应产生的光信

号
27

当
!F($GH

修饰
$J5

表面后"

5J8

信号明显增

强$曲线
K

%"这是由于
!F)$GH

良好的导电性促进

了电极表面电子的传递"利于
5J8

反应"从而增强

发光信号'而当
!B;*!:

抗体通过巯基或氨基吸附

到
!F+$GH

层的表面后" 由于抗体是蛋白质大分

子" 在电极表面阻碍了电子传递" 抑制了
5J8

反

应"发光信号降低$曲线
L

%'当
A?!

修饰到电极表

面封闭非特异性位点后"

5J8

信号进一步降低$曲

线
M

%'

!B;,!:

抗原分子与
!B;-!:

抗体特异性结

合修饰到电极表面后" 抗原与抗体结合形成的免

疫复合物大分子进一步抑制了
5J8

反应的发生"

信号继续降低$曲线
N

%'然而"当标记的二抗$

'()O

*+PH1(0.!B;/!:P$%&

%与电极表面的抗原特异性

结合后"

5J8

信号大大增加$曲线
I

%

9.

此外"以
Q*NRJ)S

T

U

60V,1为探针采用循环伏安法对

电极的自组装过程进行了电化学特性表征" 如图

6A

所示" 图中曲线均是在目标电极连续扫描
6

周

达到稳定响应后所得
9.

首先"将打磨干净的裸电极

放入
Q*NRJ)S

T

U

62V,3溶液中"用三电极系统进行循环伏

安扫描" 可以观察到一对明显的电化学氧化还原

峰 $曲线
H

%" 说明裸电极的导电性能很好
9.

修饰

!F4$GH

的
$J5

上的氧化还原峰电流显著增加$曲

线
K

%"表明
!F5$GH

具有优异的导电性和大的比表

面积" 可以促进电子传输
9.

当电极修饰上
!B;6!:

抗体" 用
A?!

封闭电极上的非特异性结合位点和

孵育
!B;7!:

抗原后" 氧化还原峰电流有所降低

$曲线
L

(

M

(

N

%"这是由于电极吸附蛋白质分子从而

阻碍了电子的传输
9

!"$

催化效果分析
为进一步研究多重催化效果对检测灵敏度的

影响"作者进行了对比实验
9.

首先制备了两种不同

标 记 的 二 抗 " 分 别 标 记 为
'()*+PH1(08!B;9

!:PA?!

和
'()*+PH1(0:!B;;!:P$%&9.

将 一 批

孵育有
:-.1W

&

/8

<: 的抗原的修饰电极分别与上述

两种不同标记的二抗反应" 并在含有适量葡萄糖

的
'A?

缓冲溶液中$含有
-9:./;<

&

8

=:

.=

E

?

E

%

@

%检测"

结果如图
,

所示
9.

曲线
H

为空白对比信号" 即修饰

:-.1W

&

/8

>: 的抗原后的免疫传感器的光信号
9.

这一

较低的光信号是由底液中
=

E

?

E

%

@

体系发生
5J8

反应产生的
9.

当
'()*+PH1(0?!B;@!:PA?!

修饰到

电极表面后"信号有所增强$曲线
K

%"与曲线
H

相

比增加了
:E6T.H9F9

" 由于
'()*+

能够促进电子传

递"

5J8

信号相比空白信号有所增加" 而当
'()O

*+PH1(0A!B;B!:P$%&

修饰到电极表面后" 信号

大大增强$曲线
K

%"与曲线
H

相比增加了
@TEX.H9F9.

这是因为
$%&

催化底液中的葡萄糖产生
C

E

%

E

"接

着
C

E

%

E

被仿
CY'

酶作用的
'()*+

催化原位产生

大量的共反应剂
%

E

"涉及的反应如下!

!OWZFL;+N.[.C

E

%.! $ZFL;10L.HL0M.[.C

E

%

E

R:S

C

E

%

E

.! %

E

.[.C

E

% RES

从而循环往复"

5J8

光信号大大增强"进而提

高了反应灵敏度"可能的机理为QE-U

!

?

E

%

@

EO

.[.N.! ?%

,

&

O

.[.?%

,

EO

R6S

?%

,

&

O

.[.C
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廖 妮等!基于花状铂纳米颗粒构建的电致化学发光免疫传感器用于检测载脂蛋白
!"

第
#

期

度的对数值呈现良好的线性关系" 检出限为
$%$#&

'(

#

)*

!+
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!," -&.
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%&

图
/

中的插图为该免疫传感器

对
!01"!+

检测的 标准曲线 " 线 性方程为
# -&

#2345($ 6748$3

$其中
#

为
9:*

强度"

$

为
!01#!+

浓度%"相关系数
% -&$%333%&

因此"该方法可以实现

样品中
!01$!+

含量的测定
%

&&&&&8

%稳定性&重现性和选择性

为考察该免疫传感器的选择性" 选择了免疫

球蛋白
;

抗原$

<(;

%&牛血清白蛋白$

=>!

%作为干

扰物质"将制备好的传感器分别孵育抗原
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如图
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所示 "
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和含有
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抗原混合物中孵育测得的
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响应信号较强"但
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抗原时的
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响

应信号强度无明显差别
%7

说明制得的免疫传感器

在有其他干扰蛋白存在时"对
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检测的选择

性也比较好
%7

为考察该
9:*

免疫传感器的稳定性" 将目标

传感器在测试底液中连续扫描
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的响应

变化很小"几乎可忽略不计"说明该传感器的稳定

性很好(如图
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此外"对于该
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免疫传感器

的重现性也作了相应的考察" 取
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传感器"分别对同一浓度(

/7'(

)

)*

.+

%的
!01/!+

标

准溶液进行检测" 结果用
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"表明该免疫传感器具有良好的精确性

和重现性
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%回收测定

为进一步研究该免疫传感器的实际应用价
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抗原配
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用该免疫传
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血清样品溶液进行检测"

结果见表
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" 说明其可较好的应用于人血清样品中
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的直接检测
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结 论
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免疫传感器!用于超灵敏检测载脂蛋白质分子
%&

提

出了仿双酶循环反应原位产生共反应剂促进
'()

反应的有效放大策略!成功地提高了检测灵敏度!

扩大了检测范围! 所构建的免疫传感器也显示了

良好的选择性"重现性和稳定性!拓展了过硫酸根

体系在生物分析中的应用
%
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