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基于酪胺信号放大的新型免疫传感器
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摘　要　将酪胺应用于酶联免疫分析 ,建立了一种新的高灵敏伏安型免疫传感器。利用纳米金的静电吸咐和

己二硫醇、巯基乙胺的自组装 ,将羊抗人 IgG抗体固定到金电极表面上 ,以辣根过氧化物酶标记羊抗人 IgG抗

体为酶标抗体 ,以生物素化酪胺为酶底物 ,利用催化酪胺沉积反应 ,在传感界面沉积大量生物素 ,使原始信号

得到几何级数的放大。结果表明 ,通过生物素化酪胺催化放大后 ,制得的免疫传感器对 H2O2的催化能力增

大近 20倍 ,检测 h IgG在 1. 5μg/L～22 mg/L范围内有良好的线性关系 ,检出限为 0. 1μg/L。用于实际试样

的回收率的测定 , 结果良好。
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1　引　言

酶联免疫分析法是将酶催化反应的放大作用和抗原抗体亲和反应的专一性、特异性相结合 ,以酶标

记的抗原或抗体为主要试剂的免疫测试方法 ,具有很高的灵敏度和选择性 [ 1～4 ]。近年来 ,关于信号放大

酶联免疫传感器的研究多采用安培型或伏安型免疫传感器 [ 5～7 ]。本研究将酪胺应用于酶联免疫分析 ,

建立了一种新的高灵敏伏安型免疫传感器。酪胺 ,又名对羟基苯乙胺 ,是一类含氮低分子的生物胺 ,对

动植物和微生物有重要的生理作用 ,具有易发生氧化的特性 [ 8, 9 ]。酪胺信号放大的主要原理是将酪胺

盐 ( Tyram ine)交联上生物素 ,利用辣根过氧化物酶 (HRP)在 H2 O2存在下催化酪胺盐 ,形成共价键结合

位点 ,将大量的生物素沉积在要放大的信号位点上。当滴加亲和素化的 HRP (Avidin2HRP)复合物时 ,

因在信号上存在许多生物素 ,大量 HRP沉积在信号周围 ,使原始信号得到几何级的放大。生物素为小

分子化合物 ,分子量 244。亲和素与生物素有极高的亲和力 ,结合牢固 ,而且特异性高 ,每个亲和素可结

合 4个生物素 ,用小分子生物素与 HRP酶标记的亲和素发生特异性反应 ,可减小抗原抗体反应的空间

位阻 ,使反应明显放大。

近年来 ,利用纳米粒子的高比表面积和对电活性物质的催化特性 ,将纳米粒子引入电化学免疫传感

器的研究已引起了人们的关注 [ 10, 11 ]。金纳米粒子有着很好的电子传导和化学稳定等特性 ,可以强烈地

吸附蛋白质抗体。纳米金还能降低一些物质在电极上发生反应的氧化还原的电位 ,并催化这些物质在

电极上的电化学氧化还原反应 ,广泛应用于分析和化学传感领域 [ 12～14 ]。

本研究利用纳米金的静电作用和己二硫醇、巯基乙胺的自组装 ,将羊抗人 IgG抗体固定到金电极表

面上 ,以辣根过氧化物酶标记羊抗人 IgG抗体为酶标抗体 ,将生物素化酪胺、亲和素化的 HRP酶信号放

大引入反应体系 ,用夹心法进行 h IgG抗原测定 ,灵敏度明显提高。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

CH I 760B电化学工作站 (美国 CH I公司 ) ; 三电极工作体系 :工作电极为金电极 (Φ = 1 mm ) ,对电

极为铂电极 ,参比电极为饱和甘汞电极 ( SCE) ; pHS23C型精密酸度计 (上海雷磁仪器厂 ) ; 7821型磁力
加热搅拌器 (山东鄄城华鲁电热仪器有限公司 )。用超高速离心机 (Beckman)浓缩胶体金溶液。
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h IgG抗原、羊抗人 IgG抗体、HRP标记羊抗人 IgG抗体、HRP标记的亲和素 (北京中杉金桥生物技

术公司 ) ;牛血清白蛋白 (BSA,中国医药公司北京采购供应站 ) ;血浆蛋白成分参考血清 (上海生物制品

研究所 ) ;生物素 2N 2羟基丁二酸亚胺酯 (BNHS)、酪胺、己二巯醇、巯基乙胺 ( Sigma公司 ) ; N , N 2二甲基
甲酰胺 (DMF)、对苯二酚 (西安化学试剂厂 ) ;戊二醛 (上海化学试剂公司 ) ;氯金酸 (上海生化试剂厂 )。

0. 01 mol/L PBS缓冲液 (pH 7. 40) ,所有水溶液均以二次蒸馏水配制。

2. 2　胶体纳米金的制备

所有用于纳米金制备的玻璃仪器及聚四氟乙烯搅拌棒均用新制王水清洗 ,再用水冲洗后烘干备用。

参照文献 [ 15 ]制备胶体金 :在 500 mL三口烧瓶中加入 250 mL水 ,再加入 2. 5 mL 1% HAuCl4 ,在电炉上

加热至沸腾后 ,快速加入 4. 4 mL 1%柠檬酸钠。溶液在 2～3 m in内其颜色由淡黄色 2蓝色 2酒红色逐渐
变化 ,然后继续保持沸 10～15 m in,移走热源 ,在室温下继续搅拌至冷却 ,定容至 200 mL,置 4 ℃冰箱冷

藏备用。用该法制得的纳米金颗粒的直径约为 13 nm。

吸咐固定抗体时 ,可将纳米金胶体溶液先在室温下用 30000 r/m in转速浓缩 30 m in。将上层的微显

紫罗兰红的液体弃去 , 便得到了浓缩后的纳米金胶体溶液。

2. 3　免疫传感器的制备

2. 3. 1　金电极的预处理　先用直径 1 mm金电极粗研磨材料 (刚玉泥或金刚砂 ,粒度约 0. 3～1. 0μm )

研磨打平 ,再用细研磨材料 (粒度约 0. 05μm)抛光 ,使金电极表面光滑平整。再分别用无水乙醇和二次

蒸馏水超声洗涤 3次 ,约需 15 m in。于 0. 5 mol/L H2 SO4中金电极在 - 0. 3～ + 1. 0 V之间进行循环伏安法

扫描 5圈。洁净的金电极保存于浓 H2 SO4 (pH 7. 40 PBS)中 ,使用前用二次蒸馏水冲洗干净。

2. 3. 2　金电极的修饰与固定　在洁净的金电极上滴加 2. 5 mmol/L己二硫醇 20μL,室温培育 1 h。在

自组装好己二硫醇的电极上滴加已浓缩的纳米金 50μL,置于 4 ℃的冰箱中培育 3 h,电极表面略呈红

色 ,再在室温下用 10 mmol/L巯基乙胺自组装 1 h。用 2. 5%戊二醛活化胺基 ,将羊抗人 IgG固定到传

感界面上 ,于 37 ℃水浴中培育 1 h。用酪胺和牛血清白蛋白 (BSA )封闭后 , 在电极上滴加 h IgG, 于

37 ℃的水浴中培育 1 h。用夹心法将 HRP酶标记羊抗人 IgG固定到电极上 ,于 37 ℃水浴中培育 1 h。

免疫电极制备过程的每步修饰后 ,均将电极置于 PBS溶液 (pH 7. 40)中清洗 3次。

2. 3. 3　生物素化酪胺 ( B2T)的催化放大 　生物素化酪胺 (B 2T)的制备参见文献 [ 16 ]。A液 : 10 mg

BNHS溶于 0. 5 mL已去水的 DMF中 ; B液 : 1. 37 mg酪胺溶于 0. 5 mL已去水的 DMF中 ;把 B液倒入

A液中 , 遮光、搅拌反应 5 h后 ,将 B 2T复合物置于 4 ℃冰箱中保存 (可保存 8个月 )。移取 0. 5 mL B2T
复合物于 0. 5 mL 0. 0075% H2 O2 (含 PBS) +BSA中 ,制得 5 mmol/L B2T复合物的 H2O2溶液 (C液 )。

在电极上滴加 C液 50μL,室温培育 1 h。利用生物素与亲和素的特异性反应 ,在室温下 ,将亲和素化

HRP酶结合到电极上。

2. 4　测定方法

以对苯二酚 ( p2PDP)作媒介体 , H2 O2为底物 ,用循环伏安法测定 HRP酶催化 H2 O2的电流变化值。

3　结果与讨论

3. 1　循环伏安实验

通过己二硫醇的自组装 ,先将纳米金吸咐到电极表面上 ,利用巯基乙胺的自组装与戊二醛交联法固

定抗体 ,再加入 HRP酶标抗体 ,以夹心法进行酶联免疫反应测定。基于 HRP酶催化 H2O2氧化酪胺 ,将

生物素化酪胺沉积到电极上 ,再利用亲和素化 HRP酶与生物素的结合 ,进行催化放大反应。

免疫电极制备过程的每步修饰后 ,均将电极置于 5 mmol/L K3 Fe (CN ) 6 /K4 Fe (CN ) 6 (1∶1, V /V )溶

液中 , 在 - 0. 2～ + 0. 6 V之间进行循环伏安法扫描 ,扫速为 100 mV / s。

由图 1可见 ,裸金电极有一对明显的可逆氧化还原峰 ,用己二硫醇修饰后 ,氧化还原电流迅速减少 ,表

明己二硫醇自组装单层形成 ,阻止了电活性探针的电化学反应。稳定 Au2S键 ,有利于纳米金的吸咐。

由图 2可见 ,电极表面固定抗体、抗原及酶标抗体后 ,电流强度逐渐降低。这是由于蛋白质修饰到

电极表面后 ,对电子传递起阻碍作用 ,从而导致 K3 Fe (CN ) 6 /K4 Fe (CN) 6在电极上的氧化还原电流随着
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蛋白质修饰层数的增加而减小。

　图 1　修饰金电极的循环伏安图

Fig. 1　Cyclic voltammogram s of modified gold electrode

Cyclic voltammogram solution: 5 mmol/L K3 Fe ( CN ) 6 /

K4 Fe (CN) 6 (1∶1, V /V ) . Potential scanning range: - 012 ～

+ 016 V; Scanning rate: 100 mV / s; 1. Bare gold electrode;

2. Cysteine film; 3. Gold nanoparticles modified electrode;

4. 1, 62Hexanedithiol modifieed electrode.

　图 2　酶联免疫反应的循环伏安图

Fig. 2　Cyclic voltammogram s of enzyme2linked immunore2
action

Cyclic voltammogram solution: 5 mmol/L K3 Fe ( CN ) 6 /

K4 Fe (CN) 6 (1∶1, V /V ) ; Potential scanning range: - 0. 2 ～

+ 016 V; Scanning rate: 100 mV / s; 1. B iotin tyram ine ( B2T)

specific reaction; 2. Goat2Antihuman IgG2embedded electrode;

3. Antibody2antigen reaction; 4. Immobilization of enzyme2labeled

antibody by sandwich method; 5. Tyram ine2catalyzed depositing

enlargement.

3. 2　催化信号放大

以对苯二酚 ( p2PDP) 为媒介体 , H2 O2为底物 ,

用循环伏安法测定催化信号放大前后 (加入 B 2T前
后 ) HRP酶催化 H2 O2的电流变化值 (Δip ) , 见图 3。图 3表明 ,催化放大前 (未加 B2T,夹心法酶联免疫

反应 ) ,在 20 mL 2 mmol/L对苯二酚 /PBS(pH 7. 40)溶液中 ,加入 160μL 0. 1 mol/L H2O2后 ,电流值较

小 , ip2 = 2. 2 ×10 - 6 A。催化放大后 (加入了 B2T,酪胺催化沉积放大反应 ) ,电流值增大 , ip1 = 36μA ,

Δip = 34μA。

　图 3　催化放大反应的循环伏安图

Fig. 3　Cyclic voltammogram s of signal amp lification

1. Add B2T; 2. W ithout B2T; Subostrate solution: 2 mmol/L

p2paradioxybenzene ( p2PDP) /PBS ( pH 7. 40 ) and 0. 1mol/L

H2O2 ; IgG: 5 mg/L. Potential scanning range: - 0. 6～ + 0. 8 V;

Scanning rate: 100 mV / s.

由此可见 ,通过生物素化酪胺催化放大后 ,制得

的免疫传感器对 H2 O2的催化能力增大近 20倍 ,与

文献 [ 17 ]报道的酶催化沉积质量放大的压电免疫

传感器比较 ,其催化放大能力增大了近 10倍。

3. 3　免疫传感器对 H2 O2的响应

制得的免疫传感器对不同浓度的 H2 O2响应电

流变化见图 4。图 4表明 ,当向 20 mL 2 mmol/L对

苯二酚 /PBS(pH 7. 40) 溶液中加入适量 0. 1mol/L

H2 O2时 ,响应电流先增大 ,而当加入 H2 O2 的体积

小于 200μL时 ,响应电流反而减少。当加入 160μL

0. 1 mol/L H2 O2 时 ,响应电流达到最大。因此 ,

H2 O2最佳用量为 160μL。

3. 4　B2T浓度的影响
用 0. 0075% H2 O2 /PBS ( pH 7. 40 ) + 0. 3%

BSA配制不同浓度的 B 2T,在室温下培养 1 h,用循环伏安法研究催化放大后的电流变化 ,寻求最佳 B2T用
量 (图 5)。图 5表明 ,当 B2T浓度为 5 mmol/L时 ,催化电流值最大 ,故取 50μL 5 mmol/L B2T进行培养。
3. 5　免疫传感器的响应特性

在优化的实验条件下测得的 h IgG抗原的校正曲线。电流响应与 h IgG抗原在 1. 5μg/L～22 mg/L

范围内呈线性关系。线性回归方程为 :Δip (μA ) = 2. 8859c (mg/L ) + 171152,相关系数为 0. 9872,根据

3σ规则计算出检出限为 0. 1μg/L。

3. 6　非特异性免疫反应

为了研究 Au /Hexanedithiol/Nanogold /Cysteine设计的传感器界面在 anti2h IgG、h IgG和 anti2h IgG2
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　图 4　免疫传感器对 H2O2的响应

Fig. 4　Effect of H2O2 on respone current

0. 1 mol/L H2O2 , 5 mg/L IgG.

　图 5　B2T浓度对免疫传感器的影响
Fig. 5　Effect of B2T concentration on response current

Concentration of human IgG: 5 mg/L.

HRP之间的非特异性反应对传感器电流响应的影响 ,本研究设计了以下两组实验 :实验 1,先在 Au /

Hexanedithiol/Nanogold /Cysteine设计的传感器界面上固定抗体 anti2h IgG,之后不加待测抗原 h IgG,直接

加 anti2h IgG2HRP,其它步骤与本实验检测 h IgG的方法相同。实验发现 ,传感器的电流响应的最大值为

2～5μA。实验 2,在 Au / Hexanedithiol/Nanogold /Cysteine设计的传感器界面上不固定抗体 anti2h IgG,

直接加待测抗原 h IgG,然后再加 anti2h IgG2HRP,其它步骤与本实验检测 h IgG的方法相同。实验发现 ,

传感器的电流响应最大值为 2～5μA。以上两组实验测得电流响应的最大值仅约为前述特异性免疫反

应检出限电流响应值的 30 %。由此说明 ,在Au /Hexanedithiol /Nanogold /Cysteine设计的传感器界面没

表 1　回收率实验
Table 1　Recovery of the human IgG immunosensor

样品
Samp le No.

加入量
Added (mg/L)

测定值
Found (mg/L)

回收率
Recovery ( % )

1 20. 12 19. 07 94. 8

2 1. 65 1. 84 111. 5

3 0. 28 0. 30 107. 1

有发生明显的非特异性免疫反应。

3. 7　标准加入的回收率

将不同浓度的 h IgG加入到实际血清中 (血

浆蛋白成分参考血清 ) ,记录电流响应变化值

(见表 1) ,得到的回收率为 94. 8%～111. 5% ,

结果令人满意。
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A Novel Electrochem ica l Enzym e2linked Imm unosen sor Ba sed

on Tyram ine S igna l Am plif ica tion

L IU Meng2Q in3 1 , J IANG J ian2Hui2 , FENG Yun2Lan1 , HUANG Yong2 , SHEN Guo2L i2 , YU Ru2Q in2

1 (D epartm ent of Chem istry and M aterials Science, Hengyang N orm al U niversity, Key L aboratory of Functiona l O rganom etallic

M aterials of Hengyang N orm al U niversity, College of Hunan Province, Hengyang 421008)
2 (S tate Key Laboratory of Chem o /B iosensing and Chem om etrics, Chem istry and Chem ica l Eng ineering College,

Hunan U niversity, Changsha 410082)

Abstract　A novel and highly sensitive voltammetric enzyme2linked immunosensor was developed based on

tyram ine oxidation deposition. It was shown that gold nano2particles( colloid Au) could be used as a p latform

to immobilize antibodies by adsorp tion. By a sandwich immunossary format with goat2anti2human IgG labled

Horseradish peroxidase ( HRP) as the second antibody and catalytic amp lification by biotin2tyram ine, the

immunosensor′s catalytic ability to hydrogen peroxide increased nearly 20 times, the sensor exhibitd a linear

response to human IgG in the concentration range from 1. 5μg/L - 22 mg/L , and the detection lim it was

0. 1μg/L, the regression equation could be exp ressed asΔip (μA ) = 2. 8859c (mg/L ) + 17. 152 with a

correlation coefficient of 0. 9872. The immunosensor can be used to quantitatively determ ine h IgG in the

samp le of human serum.

Keywords　Electrochem ical enzyme2linked immunosensor; Signal amp lification; Tyram ine oxidation deposi2
tion; B iotin; Gold nanoparticles
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《色谱在药物分析中的应用》

　　该书着重介绍色谱技术在药物分析中的应用。全书共六章 ,前两章综合论述药品质量的分析现状与进展 ,以及有关

色谱的基础知识 ;以后逐章论述色谱技术在中药、化学药、抗生素和生化药品中的应用。内容涉及药品的前处理方法、手

性药物拆分、体内药物分析以及联用技术等。该书列举了药物质量控制及相关科研中的许多典型实例。

该书适合于从事色谱金属研究人员和药物分析人员使用 ,也可供高等院校与药物、分析等相关专业师生参考。

该书由田颂九、胡昌勤、马双成 等编著 ,化学工业出版社出版 ,定价 39. 00元。
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