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摘要:研究了 pH 和铜离子对倏逝波全光纤免疫传感器检测微囊藻毒素-LR(MC-LR)的影响及其消除措施. 研究表明, 过酸或过

碱条件对MC-LR免疫检测均有较强烈的影响, 当 pH< 6或 pH> 8时 ,系统检测的信号随 pH 的降低或增大明显下降; 而当 pH

在6~ 8之间时, 检测标准曲线的 IC50为 1101~ 1104 LgPL,检测区间在 0112~ 1015LgPL之间, 较适合MC-LR的检测. 低浓度铜离

子对MC-LR免疫检测的影响不大, 当 CuSO4 浓度> 5 mgPL时,系统检测荧光信号明显下降,而当 CuSO4 浓度达到 10 mgPL时, 系

统检测信号下降 70%以上. 在预反应混合物中添加 1%的螯合剂 EDTA, 能有效抑制铜离子对免疫检测的影响.
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Abstract: The effects of pH and Cu2+ on the detection of the Microcystin-LR based on evanescent wave al-l fiber immunosensor ( EWAI) and

their elimination were studied. The experimental results indicated that both low pH and high pH greatly affected the immunoassay results of

MC-LR. When pH was less than 6 or higher than 8, the fluorescence signals detected by immunosensor system obviously reduced with the

decrease or increase of pH. While pH ranged from 6 to 8, IC50 and the linear working range of MC-LR calculated from the calibration curve

were 1101-11 04 LgPL and 0112-1015 LgPL, respectively, which was favourable for MC-LR immunoassay. Low concentration Cu2+ rarely

affected the detection performance of MC-LR. When the concentration of CuSO4 was higher than 5 mgPL, the fluorescence signal detected by

EWAI clearly decreased. Furthermore, when the concentration of CuSO4 equalled to 10 mgPL, the fluorescence signal detected reduced 70% .

The influence of Cu2+ on the immunoassay could effectively be compromised when 1% EDTA was added to the pre- reaction mixture.
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  基质效应是荧光免疫传感器应用于实际样品检

测中所面临的重要问题. 所谓的基质效应是指样品

中除分析物以外的其它成分对分析物测定值的影响

或基质对分析方法准确测定分析物能力的干扰
[ 1, 2]

,

如pH、温度、重金属离子、颗粒物、有机物等.在使用

荧光免疫传感器进行环境水样检测过程中, 由于水

体基质成分复杂,对免疫检测将产生不同程度的影

响,但目前对这方面的研究还鲜见报道
[ 3~ 5]

.

本研究以微囊藻毒素-LR( microcystin-LR, MC-

LR)为检测对象, 探讨 pH 和重金属离子等因素对荧

光免疫检测的影响. MC-LR是富营养化水体中最普

遍、急性毒性最强的一种藻毒素. 文献[ 6, 7]均将其

限制浓度定为 1 LgPL. 由于富营养化水体往往含有
多种重金属, 如汞、铜、锌、铅、镉、铬等.这类金属在

水环境中的环境行为表现出价态变化多、配位络合

能力强、生物毒性效应明显等特点,可能使一些蛋白

质及酶的活性降低;某些溶解性的有机物如蛋白、氨

基酸等也可以作为重金属离子的配位体, 与重金属

离子结合在一起. 因此,水体中存在的重金属离子将

不可避免地对荧光免疫检测产生一定的影响.

硫酸铜溶液常用来做除藻剂, 在富营养化水体

中可能含量较多, 因此,本研究选用铜离子作为重金

属离子的代表,利用自行研制的倏逝波全光纤免疫

传感器, 考察不同铜离子浓度对荧光免疫检测的影

响及其消除措施. 另一方面, 也研究了 pH 值对倏逝

波全光纤免疫传感器检测MC-LR的影响.
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1  材料与方法

1. 1  实验材料与仪器
1. 1. 1  实验材料

所有试剂均为分析纯以上. 3-巯基丙基三甲氧

基硅烷(MTS, Fluka, 瑞士) ; N-琥珀酰亚胺基-4-马来

酰 亚 胺-丁 酸 酯 [ N-( 4-Maleimidobutyryloxy )

succinimide, GMBS, Fluka] ; Cy515( Amersham, 瑞典) ;

胃蛋白酶、OVA( Sigma, 美国) ; Microystin-LR( MC-LR,

Alexis, 产品号 ALX-350-012) ; 二甲亚砜( DMSO)、浓

硫酸、无水乙醇、H2O2、CuSO4#5H2O、盐酸( 1B1)、氢

氧化钠、乙氰、丙酸(北京市化学试剂公司) ; 0101
molPL PBS缓冲溶液( 1 @ PBS, pH= 714) ; 011 molPL的
碳酸钠缓冲溶液( pH= 9) ; OVA-MC-LR、Cy515 标记
的抗MC-LR单克隆抗体( MC8C10) (自行制备) .

600 Lm 石英光纤(数值孔径 NA= 0122, 南京春
辉) ,超声波清洗仪( Branson200, 旭阳公司) ; 倏逝波

全光纤免疫传感器(自主研发) .

1. 1. 2  倏逝波全光纤免疫传感器

倏逝波全光纤免疫传感器如图 1所示.

图 1  倏逝波全光纤免疫传感器结构示意

Fig. 1 Schematic of evanescent wave al-l fiber immunosensor
 

倏逝波全光纤免疫传感器检测机制如下: 激发

光经过单多模光纤耦合器中的单模光纤进入单多模

光纤耦合器的多模光纤, 然后进入光纤探头并以全

反射方式传播, 在探头表面产生倏逝波.倏逝波激发

结合到探头表面的抗体或抗原上标记的荧光分子发

出荧光.由于倏逝波场的渗入深度只有数十 nm 至

几百 nm,所以倏逝波免疫传感器只能探测到位于倏

逝波场范围内的荧光分子发出的荧光, 而溶液本体

中游离的荧光分子对检测结果几乎没有贡献
[ 8]
. 部

分荧光耦合回探头,通过连接器进入单多模光纤耦

合器的多模光纤,在其另一端射出.荧光滤光片滤除

反射的或迷失的激发光, 而使大部分荧光透过,采集

的荧光信号经转换分析, 结合免疫检测原理即可得

到待测目标物的浓度
[ 9]
.

1. 2  实验方法

1. 2. 1  光纤探头的制备与修饰

配制 piraha 溶液(浓 H2SO4BH2O2 = 3B1, 体积

比) ,将组合锥型石英光纤探头浸入其中 30 min; 然

后放入超声波清洗仪中洗涤,并用超纯水进行充分

清洗,直到清洗液的 pH 值为中性,最后在室温下用

氮气吹干,保存于真空干燥箱中备用.

为进行免疫分析, 须将抗体或抗原固定到探头

表面上
[ 10,11]

.本研究中先将探头硅烷化,将洁净的探

头放入含2% MTS甲苯溶液中反应 2 h.用甲苯溶液

清洗3次,然后放入 0102 molPL GMBS乙醇溶液中,

反应 1h 后用乙醇冲洗 3次, 再用 PBS 冲洗干净. 最

后将硅烷化好的探头放入 0105 mgPmL OVA-MC-LR

中反应 2 h,用 PBS 冲洗后,放入 2 mgPmL BSA中 30

min以封闭非特异性吸附位点, 在 4 e 冰箱保存

备用.

1. 2. 2  倏逝波全光纤免疫传感器的检测
为使用倏逝波全光纤免疫传感器对待测物进行

检测,将修饰好的探头置于反应池中,打开激光, 然

后将待测样品用蠕动泵以 300 LLPmin输入反应池,
时间为 2 min, 再继续反应 6 min 后, 测定其响应信

号.为再生探头, 用 2 mg#mL- 1胃蛋白酶溶液( pH=

119)以同样流速输入样品池, 冲洗 4 min, 然后用乙

氰、丙酸和水( 50B1B50)混合液冲洗 20 s, 最后用

PBST 冲洗 2 min. 为彻底将结合的抗体从探头表面

去除,重复一次上述过程.再生后的探头可以进行下

一次的检测.

1. 2. 3  pH对 EWAI检测MC-LR的影响

过高或过低的 pH 值不仅可能影响抗体蛋白的

活性,而且也能影响抗原抗体的结合状况,从而对免

疫检测结果造成影响. 为考察不同 pH 条件对系统

检测 MC-LR的影响,将 1 @ PBS溶液分别用 1 molPL
HCl和 NaOH溶液配制成 pH 值为3、5、6、7、8、9、

11的溶液.用不同 pH 值 PBS 溶液将 MC-LR储备液

分别配制成 01002、0102、012、2、6、20、60、200
LgPL 8种浓度的标准样品.然后将标记抗体储备液

分别用不同 pH 值 PBS 溶液配制成 016 LgPmL标准
液.再将等量的标记抗体溶液和MC-LR标准溶液混

合后, 室温下预反应 10 min 后输入样品池进行

检测.

每个浓度的溶液采用 2个平行,每次检测完后,

用再生液再生,然后再进行下一次检测.取各浓度下

的检测曲线以反应 8 min后的信号值作为基准值,

绘制检测曲线.
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1. 2. 4  铜离子对EWAI检测MC-LR的影响与消除

当用硫酸铜溶液来作为除藻剂时, 其投加量一

般为 1~ 4 mgPL,因此,本研究考察的硫酸铜浓度范

围为 0~ 10 mgPL.为考察不同铜离子浓度对系统检
测的影响, 称取 1100 g CuSO4#5H2O, 溶解于 10 mL

纯水中, 配制 100 gPL的硫酸铜贮备液. 用纯水将配

制的硫酸铜溶液稀释为 10、5、1、011 mgPL,以纯水
为空白样.然后将MC-LR储备液分别用不同浓度硫

酸铜溶液配制成 01002、0102、012、2、6、20、60、
200 LgPL共 8种浓度的标准样品.再将标记抗体储备

液分别用不同浓度硫酸铜溶液配制成 016 LgPmL标
准液.最后将等量的标记抗体溶液和MC-LR标准溶

液混合后, 室温下预反应 10min 后输入样品池进行

检测.

每个浓度的溶液采用 2个平行, 每次检测完后,

用再生液再生, 然后再进行下一次检测.取各浓度下

的检测曲线在反应 8 min 后的信号值作为基准值,

绘制检测曲线.

当硫酸铜浓度较高时,对样品检测影响较大时,

采用含 1% EDTA的 10 @ PBS 缓冲液对抗体进行稀

释,重复上述试验, 以测定对硫酸铜影响的控制或

消除.

2  结果与讨论

2. 1  pH 对检测结果的影响
不同pH值条件下的标准曲线如图2所示.从中

可以看出,当pH 在 6~ 8之间时,其对检测标准曲线

的影响不大, 3条曲线的 IC50分别为 1101、1103 和

1104 LgPL; 检测区间为 0114~ 1011、0116~ 1015 和
0112~ 918 LgPL.而过酸或过碱条件对免疫反应均有
较强烈的影响, 当 pH< 6或 pH> 8 时, 系统检测的

信号随 pH的降低或增大明显下降,特别是当 pH 为

1110,系统几乎检测不到荧光信号, 一方面说明碱性
条件对抗原抗体结合非常不利,另一方面也可验证,

本研究修饰的探头非特异性吸附很小, 系统的检测

信号不可能是由于杂散光引起的.

抗原抗体之间结合为弱相互作用, 其氢键结合

力以及离子化抗体配位受体受 pH 值影响较大, 另

一方面 pH值可能影响抗原和抗体的分子结构, 因

此 pH过高或过低都将不利于目标物的检测. 实验

结果表明, pH值接近中性或动物体液环境时( pH=

714) , 最利于抗原抗体的结合反应.
因此, 在实际样品检测过程中, 如果样品的 pH

过高或过低,可以考虑使用较高浓度缓冲溶液(如 5

@ PBS 或10 @ PBS)来配制样品, 以消除 pH 值对检

测结果的影响.

图 2 不同 pH值条件下的 EWAI检测信号曲线

Fig. 2  Response signs of the EWAI for immunoreaction at different pH

 

2. 2  铜离子对检测结果的影响与消除

本研究采用铜离子来作为重金属离子的代表,

测定其对免疫检测的影响.不同浓度的硫酸铜溶液

条件下 EWAI检测信号曲线如图 3所示, 实验表明,

当 CuSO4 浓度< 1 mgPL时,其对系统检测 MC-LR的

影响不大,而当 CuSO4 浓度> 5 mgPL时,对检测信号

有明显影响.当 CuSO4 浓度为5 mgPL时,系统检测的

最大信号下降一半多, 而当 CuSO4 浓度达到 10 mgPL

时,系统检测信号下降 70%以上, 说明高浓度铜离

子对荧光免疫检测影响非常大, 此时的检测结果已

严重偏离正常值, 因此为得到较好的结果,有必要采

取措施消除高浓度铜离子的影响.

图 3  不同 CuSO4 浓度下 EWAI检测信号曲线

Fig. 3  Response signs of the EWAI for immunoreact ion at

diff erent concent rat ions of CuSO4

为了降低样品中铜离子浓度带来的影响,本研

究在抗体的稀释液中添加了 1%的螯合剂 EDTA,实
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验结果如图4所示.结果表明,此时铜离子对荧光免

疫检测的影响明显地受到抑制. 各检测信号曲线的

一致性较好,最大信号值和半抑制浓度都没有明显

变化.这也从另一个侧面说明,导致荧光免疫检测信

号的降低因素除了铜离子对抗体蛋白的毒性作用

外,铜离子与抗体蛋白发生络合反应也可能是导致

抗体蛋白活性降低重要原因之一.

总之,检测体系加入一定量的 EDTA后,在常用

除藻剂浓度范围内硫酸铜将不会对 EWAI检测构成

明显的影响.另一方面,即使在没有铜离子存在的情

况下,在溶液中加入 EDTA也不会对检测产生影响.

抗体稀释液含 2% EDTA

图 4  不同 CuSO4 浓度下 EWAI检测曲线

Fig. 4  Response signs of the EWAI for immunoreaction at

different concentrations of CuSO4

3  结论

以MC-LR为检测对象, 研究了 pH 和铜离子对

倏逝波全光纤免疫传感器免疫分析的影响. 过酸或

过碱条件对MC-LR免疫检测均有较强烈的影响, 当

pH< 6或 pH> 8时, 系统检测的信号随 pH 的降低

或增大明显下降. 为降低 pH 对检测的影响, 可考

   

虑在高浓度的缓冲溶液体系下进行检测. 另一方面,

低铜浓度离子对荧光免疫检测的影响不大, 当

CuSO4浓度> 5 mgPL时, 系统检测荧光信号明显下

降,而当 CuSO4 浓度达到 10 mgPL时,系统检测信号

下降70%以上.在预反应混合物中添加 1%的螯合

剂 EDTA,能有效抑制铜离子对免疫检测的影响.
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