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#高灵敏检测的电化学传感器$方法
!

采用自组装方法将牛血清

清蛋白
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碳纳米管复合物"

@I02-# !̀=
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生物素信号放大技术!
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高灵敏免疫传感器!优化实验条件!采用电化学方法对电极的响应特性进行研究$结果
!
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%!是从其氨基酸前体蛋白#
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%中的

羧基端裂解而来!含
',

个氨基酸的非活性多肽"研究证实!
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能反映心脏功能损伤及损伤程度!目前已被作为

心衰的一个特异性的疾病标志物在临床上广泛应用'
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在人血清中含量低!因此!建立一种高灵敏的
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检测方法在心血管疾病的早期临床诊断中起着重要

作用"
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的常规检测方法主要有放射免疫分析&发

光免疫分析&酶联免疫吸附试验!具有一定的灵敏度和特异性!

但操作繁琐&耗时"而基于免疫技术与电化学检测相结合的免

疫传感器技术可实现免疫分子的定量分析!且灵敏度高&分析

速度快'
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"本研究通过将牛血清清蛋白
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碳纳米管复合物
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%用于构建生物分子固载界面!通过共价键和固

定化技术及生物素
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亲和素信号放大技术!研制了一种
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的电化学免疫传感器!优化实验条件!并研究其响应

性能"
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B(C

!

试剂
!

!̀2

L

MH@̀ S

&

BFH28J7F2̀ !2

L

MH@̀ S

&牛血清清蛋白
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铁氰化钾!亚铁氰化钾!
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免疫传感器的制备
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测试底液'
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溶液(

!

用电子天

秤称取
3(3)"5

O

的铁氰化钾和
3(%3+,

O

的亚铁氰化钾于小

烧杯中!加入
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的
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缓冲溶液溶解!倒入
+3<Z

容

量瓶中!配成两者各
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的混合溶液!备用"
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复合物的制备
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使用前用浓
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浓硫酸#
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处理
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!水洗后真空干燥"取
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3("+* @I0
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碳纳米管!振

荡!超声半小时得到分散良好的
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的复合物"
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的
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次!最后室温晾干"其次!将
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复合物滴涂

于经预处理的电极表面!室温晾干!再将其浸泡在
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%反

应
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"最后在
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中封闭
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!制得
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传

感器"将电极置于
4a

的冰箱中保存待用"电极制备过程示

意图!见图
%

"

图
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免疫传感器的修饰过程示意图
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检测方法
!

利用循环伏安法#

1W

%对电极的制备过程进

行表征!检测过程中饱和甘汞电极为参比电极!

S7

电极为对电

极!玻 碳 电 极 为 工 作 电 极!电 极 表 征 在
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%的溶液中进行*循环伏安法电位区间

为
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结
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不同修饰电极的电化学表征
!

用循环伏安法研究电极在

制备过程中的电化学特性!其结果见图
"

"图中曲线
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为裸电

极的循环伏安表征图!可以观察到一对氧化还原峰"曲线
B

为
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复合纳米材料修饰的玻碳电极的表征图!从图

中可以看到!氧化还原峰电流均有降低!说明该复合纳米材料

成功的固载在电极表面"由于亲和素&生物素&
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等生物分子都具有电化学惰性!因此曲线
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的

氧化还原峰电流均有不同程度的降低!响应电流降低的幅度和

生物分子的大小有一定相关性"综上可证实)该免疫传感器得

以成功构建"
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电极修饰过程的循环伏安图
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实验条件的优化
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测试底液
L

G

的选择
!

测试底液
L

G

会影响电极电子

传递效率及敏感膜的稳定性!不适宜的
L

G

还会影响生物分子

的活性!导致蛋白质间的亲和力降低!从而影响免疫分子的结

合效率及免疫复合物的稳定"本研究分别用
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值为
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缓冲液配制的
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为测试底液!用循环伏安法测试不同
L

G

值下免

疫电极的循环伏安曲线!从图中得出不同
L

G

值下的峰电流值

#图
5

%!其中当
L

G

为
'(3

时!氧化还原峰电流均达到最大值"

故本文选择
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的
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作为测试底液"

图
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对峰电流的影响

图
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!

孵育时间对峰电流的影响

图
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孵育温度对峰电流的影响
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!
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孵育时间的选择
!

免疫反应完成的程度

与反应时间有关!将修饰有抗体的免疫电极放入
+3J

O

$

<Z

抗

原溶液中!反应不同时间#
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43<FJ

%!用循环伏

安法测定其响应峰电流的变化!其结果见图
4

"结果表明!反

应
53<FJ

时!响应电流趋于稳定!表明免疫反应已经完成"故

实验过程中选择的最佳孵育时间为
53<FJ

"

C(C(!

!

!̀2

L

MH@̀ S

孵育温度的选择
!

温度是影响免疫反应

的一个重要因素!本实验在
"3

!

4+a

范围内考察了温度与反

应信号的关系!抗原的孵育时间均为
53<FJ

"结果表明随着

温度从
"3

!

4+a

升高!响应峰电流减小!说明抗原和抗体反应

的程度逐渐增加"在温度较低时#
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!

53a

%!生物分子的活
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重庆医学
"3%,

年
&

月第
4+

卷第
",

期



性较低!免疫反应效率低!且不利于电极的稳定性"随着温度

逐渐升高!免疫反应效率不断提高!但温度过高也会引起蛋白

质变性而失活!减少使用寿命"因此!本研究选择孵育温度为

5+a

!见图
+

"
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免疫传感器的响应特性
!

在最优实验条件下!分别测

定了该免疫传感器对不同浓度#
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&
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&
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的响应!见图
,

"当溶液中的抗

原和电极表面的抗体特异性结合后!生成的免疫复合物为高电

阻物质!阻碍了修饰电极表面的电子传输!致使响应电流下降"
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浓度越高!敏感膜上生成的免疫复合物越多!响应

电流下降就越明显"结果显示)
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线性范围为
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抗原浓度与峰电流的线性关系

C(C(K

!

免疫传感器的选择性研究
!

为了考察该传感器的选择

性!实验同时制备
,

支相同的免疫传感器!将传感器于
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O
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的
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和
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混

合溶液孵育
53<FJ

!传感器电极编号
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的响应电流

#

$

%与干扰物质存在时的响应电流#

$%

%之间的差值
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分别为
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&
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!说明该传感器选

择性良好"
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!

免疫传感器的重现性研究
!

本研究还通过同时制备
,

支相同的传感器来考察该传感器的重现性"通过将这
,

支免

疫传感器在相同条件下孵育相同浓度抗原后行电化学检测!电

极编号
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响应电流分别为
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!相对标准偏差为
%3(&)*

!表明该

传感器重现性良好"
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电化学免疫传感器与
RZ$I0

法血清

样本检测结果相关性分析

C(C(O

!

临床应用
!

使用本研究提出的高灵敏
!̀2
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电

化学免疫传感器检测了
43

例临床血清标本!同时采用
RZ$I0

法进行平行试验!两种方法的线性相关性为
3(&&4'"

#图
'

%"

!

!
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电化学免疫传感器是将抗原抗体间的特异性识别作用与

电化学分析方法结合!通过免疫反应前后电化学信号的变化而

实现对目标分子的检测"与临床上现有的化学发光法相比!电

化学免疫传感器具有检测速度快&响应稳定&操作简便&成本低

等优势!在疾病标志物高灵敏检测方面得到广泛应用'
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生物分子的固定化是免疫传感器制备过程中的关键技术

之一!是否能有效保证生物分子的活性关系到检测结果可靠

性"本实验中采用
@I0

分散的
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作为固定化基质!应

用
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的良好生物相容性'
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!结合生物素和生物素的固定

系统!可有效保证电极表面固定化抗体的生物活性!这一结论

通过对传感器制备过程的表征得以证实"由于
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在健康人血清中含量低!免疫传感器的灵敏度是能否准确检出
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的关键"
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具有良好的导电性能及大的比

表面积!有效提高电极比表面积的同时可增强电极表面的电子

传输能力'
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"本研究中将
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掺杂到
@I0

中!可有效

提高电极表面的电子传输效率!增强电流响应信号"同时!本

研究还将生物素
2

亲和素系统引入修饰电极中!可有效提高抗

体的固载量!提供更多的免疫结合位点'
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!增强免疫传感器

的检测灵敏度"

为了使传感器的性能最佳!研究中对实验条件进行了优

化!实验结果表明!测试底液
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&孵育温度
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&孵育时间
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为传感器的最佳工作条件"在最优实验条件下!该免

疫传感器对
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响应良好!线性范围为
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%!表现

出线性范围宽&灵敏度高的特点"健康人血清中的
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含量通常为
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!心衰时可升高到
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!该

传感器的线性范围宽和灵敏度高!可以满足实际血清样品检测

需求"另外!本研究对免疫传感器的选择性和重现性的研究结

果表明!该免疫传感器抗干扰能力和重现性能优良!可用于实

际检测"同时!将该免疫传感器与
RZ$I0

进行临床实际样品

的检测对比!二者检测结果的线性相关性好!说明免疫传感器

能准确检出血清样本中的
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"而普通
RZ$I0

的检

测时间长!该免疫传感器在检测时间上有明显优势!更适于临

床快速检测"

综上所述!本研究提出的电化学免疫传感器具有良好的响

应性能!具有线性范围宽&灵敏度高&操作简单&成本低等优点!

可实现
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的高灵敏检测!对心血管疾病患者的早期

诊断提供了新的技术支撑"
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