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基于放大鲁米诺电致化学发光构建的夹心型
超灵敏免疫传感器

周国清＊

（重庆电子工程职业学院建筑与材料学院，重庆４０１３３１）

摘　要：本文以金铂纳米合金（Ａｕ－ＰｔＮＰｓ）修饰的玻碳电极作为一抗（Ａｂ１）甲胎蛋白抗
体（ａｎｔｉ－ＡＦＰ）的固载界面，葡萄糖氧化酶（ＧＯＤ）负载纳米金修饰的还原态石墨烯
（ＡｕＮＰｓ＠ｒＧｒ－ＧＯＤ）来标记二抗，构建超灵敏的基于放大鲁米诺（Ｌｕｍｉｎｏｌ）电致化学
发光（ＥＣＬ）的免疫传感器。在含适量葡萄糖的Ｌｕｍｉｎｏｌ检测底液中，构建的免疫传感
器可有效放大ＥＣＬ信号。实验结果表明，制备的免疫传感器对甲胎蛋白（ＡＦＰ）的检测
在０．００１～２００ｎｇ／ｍＬ范围内呈现良好的线性响应，其检测限低至０．３ｐｇ／ｍＬ。该传
感器可用于实际血清样本的检测。
关键词：电致化学发光；鲁米诺；石墨烯；葡萄糖氧化酶；甲胎蛋白
中图分类号：Ｏ６５７．１　　　文献标志码：Ａ

电致化学发光（ＥＣＬ）免疫分析具有灵敏度高、选择性好、线性范围宽、反应可控性好、时空可控性好、

仪器简单、分析速度快、节约试剂、可进行原位发光分析等优点，已经成为分析化学工作者十分感兴趣的研

究领域之一［１－３］。Ｌｕｍｉｎｏｌ－Ｈ２Ｏ２ＥＣＬ体系由于其氧化电位低、成本低廉、高的发光效率等优点［４］而引起

大家的关注。然而，Ｈ２Ｏ２作 为ＥＣＬ的 高 效 共 反 应 试 剂，在 常 温 条 件 下 既 不 稳 定 也 不 可 能 被 标 记，而 且

Ｌｕｍｉｎｏｌ本身在中性条件下的ＥＣＬ性能也不佳。但是，Ｈ２Ｏ２是很多酶催化底物的产物，如葡萄糖氧化酶

（ＧＯＤ）催化葡萄糖可实时高效产生 Ｈ２Ｏ２［５］，而且底物葡萄糖在实验室条件下很稳定。基于此，选用纳米

材料负载相应的酶标记二抗构建一个原位产生共反应试剂 Ｈ２Ｏ２以有效放大Ｌｕｍｉｎｏｌ的ＥＣＬ信号，可提

高免疫传感器的灵敏度。石墨烯纳米材料自被 Ｎｏｖｏｓｅｌｏｖ［６］发现后，由于其拥有相当大的比表面积。成

为基体载体的理想材料［７］。金属纳米材料由于良好的导电性能、生物相容性、大的比表面积以及催化性能

等而被广泛应用于免疫传感器的构建［８］。

本文以金铂纳米合金修饰的玻碳电极作为一抗（Ａｂ１）甲胎蛋白抗体（ａｎｔｉ－ＡＦＰ）的固载界面，由于金

铂纳米合金大比表面积以及良好的生物相容性，在固定大量的一抗的同时还能很好的保持抗体蛋白的生

物活性。利用抗原－抗体的特异性反应，结合夹心免疫模式，使固定在玻碳电极上的Ａｂ１与Ａｇ及ＧＯＤ负

载纳米金修饰的还原态石墨烯标记Ａｂ２（ＡｕＮＰｓ＠ｒＧｒ－ＧＯＤ－Ａｂ２）形成夹心型结构，从而构建超灵敏的基

于放大Ｌｕｍｉｎｏｌ的ＥＣＬ的免疫传感器。实验结果表明，制备的免疫传感器对甲胎蛋白（ＡＦＰ）的检测在

０．００１～２００ｎｇ／ｍＬ范围内呈现良好的线性响应，其检测限低至０．３ｐｇ／ｍＬ。将该传感器用于实际血清样

本的检测，结果比较满意。

１　实验部分

１．１　主要仪器与试剂

ＣＨＩ６１０Ａ型电化学工作站（上海辰华仪器公司）；ＭＰＩ－Ａ型电致化学发光分析仪（西安瑞迈电子科学
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技术有限公司）；ｐＨＳ－４Ｃ型酸度计（成都方舟科技开发公司）；ＡＢ２０４－Ｓ电子天平（瑞士 Ｍｅｔｔｅｒ　Ｔｏｌｅｄｏ公

司）；ＫＱ２１８超声波清洗器（江苏昆山超声仪器公司）。所有实验都是由三电极系统测定：Ａｇ／ＡｇＣｌ电极

为参比电极，Ｐｔ电极为对电极，修饰的玻碳电极（Φ＝４ｍｍ）为工作电极。
氧化石墨烯购买于中国南京先锋有限公司；Ｌｕｍｉｎｏｌ（９８％），葡萄糖氧化酶（ＧＯＤ）均购自美国Ｓｉｇｍａｌ

试剂公司；甲胎 蛋 白 抗 体（ａｎｔｉ－ＡＦＰ）和 抗 原（ＡＦＰ）均 购 自 郑 州 博 赛 生 物 工 程 有 限 责 任 公 司；氯 金 酸

（ＨＡｕＣｌ４），氯铂酸（Ｈ２ＰｔＣｌ６），牛血清白蛋白（ＢＳＡ，９６％～９９％）均购自上海国药集团有限公司；聚乙烯亚

胺（ＰＥＩ，５０％）购 于 瑞 士 Ｆｌｕｋａ公 司。磷 酸 盐 缓 冲 溶 液（ＰＢＳ）用０．１ｍｏｌ／Ｌ　Ｎａ２ＨＰＯ４，０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４和０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ制备。５ｍｍｏｌ／Ｌ铁氰酸根溶液（Ｆｅ（ＣＮ）３－／４－６ ，ｐＨ＝７．４）是用ｐＨ为７．４的

ＰＢＳ溶解铁氰化钾和亚铁氰化钾而制得。其余试剂均为分析纯，且未经过进一步处理。实验用水均为去

离子水。制备好的溶液均置于４℃下保存备用。

１．２　ＡｕＮＰｓ＠ｒＧｒ的制备

参照文献［９］制备还原态的石墨烯（ｒＧｒ），由于其还原试剂是聚乙烯亚胺（ＰＥＩ），使得到的ｒＧｒ表面带

有丰富的氨基。取１ｍＬ制得的ｒＧｒ溶液，在超声条件下加入０．５ｍＬ　１％的ＨＡｕＣｌ４并继续超声２０ｍｉｎ，
然后缓慢滴加１．０ｍＬ　ＮａＢＨ４（０．１ｍｏｌ／Ｌ），继续超声３０ｍｉｎ，使其充分反应。最后离心得到黑色固体，用

１．０ｍＬ　ＰＢＳ超声分散得到均一的ＡｕＮＰｓ＠ｒＧｒ溶液。

１．３　ＧＯＤ负载ＡｕＮＰｓ＠ｒＧｒ－ＧＯＤ－Ａｂ２的制备

取１．０ｍＬ　ＡＦＰ抗体加入上述ＡｕＮＰｓ＠ｒＧｒ溶液中，冰浴搅拌孵育结合６ｈ后，将１ｍｇ的ＧＯＤ加

入，进一步孵育结合４ｈ，通过离心操作收集ＡｕＮＰｓ＠ｒＧｒ－ＧＯＤ－Ａｂ２生物耦合物，并将其分散于０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４），在４℃保存备用。

１．４　免疫传感器的构建

修饰前，先将玻碳电极（ＧＣＥ，Φ＝４ｍｍ）用０．３、０．０５μｍ的Ａｌ２Ｏ３糊打磨抛光，去离子水冲洗干净后，

图１　免疫传感器制备过程示意图

Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｓｔｅｐｗｉｓｅ　ｉｍｍｕｎｏｓｅｎｓｏｒ
ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ　ｐｒｏｃｅｓｓ

然后分别在去 离 子 水、乙 醇、去 离 子 水 中 各 超 声 洗

涤３ｍｉｎ，并于室温下晾干备用。
将 玻 碳 电 极 置 于 １％ 的 ＨＡｕＣｌ４ 和 １％ 的

Ｈ２ＰｔＣｌ６混合溶液（体积比１∶１）中，然后通过恒电位

沉积的方法（条件：沉积电位为－０．２Ｖ，沉积时间为

３０ｓ）在玻碳电极表面沉积一层金铂合金纳米颗粒

（ＤｐＡｕ－ＰｔＮＰｓ／ＧＣＥ）。用水冲洗并于室温下晾干后，
修饰电极在４℃下浸泡于ＡＦＰ抗体（Ａｂ１）溶液中过

夜，然后 用１％ ＢＳＡ封 闭 纳 米 颗 粒 上 多 余 的 位 点

（ＢＳＡ／Ａｂ１／ＤｐＡｕ－ＰｔＮＰｓ／ＧＣＥ）。得 到 目 标 免 疫 传

感器，４℃下储存备用。其制备示意图如图１。

１．５　免疫反应及电化学发光检测

将制备的免疫传感器（ＢＳＡ／Ａｂ１／ＤｐＡｕ－ＰｔＮＰｓ／ＧＣＥ）浸在１００μＬ含有ＡＦＰ的样品中，在室温下孵育２０
ｍｉｎ，通过抗原 与 抗 体 的 特 异 性 结 合 作 用 在 电 极 表 面 形 成 抗 体－抗 原 复 合 物（Ａｇ／ＢＳＡ／Ａｂ１／ＤｐＡｕ－ＰｔＮＰｓ／

ＧＣＥ）。接着，将２０μＬ制备的ＡｕＮＰｓ＠ｒＧｒ－ＧＯＤ－Ａｂ２生物耦合物滴在电极上，室温下 孵 育２０ｍｉｎ，得 到

ＡｕＮＰｓ＠ｒＧｒ－ＧＯＤ－Ａｂ２／Ａｇ／ＢＳＡ／Ａｂ１／ＤｐＡｕ－ＰｔＮＰｓ修饰的ＧＣＥ，每一步孵育结束都用ＰＢＳ洗涤以避免物

理吸附作用。最后，在０．２～０．８Ｖ的电位范围内，记录ＥＣＬ信号（检测底液：３ｍＬ　ｐＨ为７．４的ＰＢＳ中含有

１．０×１０－４　ｍｏｌ／Ｌ　Ｌｕｍｉｎｏｌ以及一定量葡萄糖），抗原浓度越大，通过免疫反应结合上去的二抗生物耦合物就

越多，即ＧＯＤ的量就越大，催化葡萄糖的效率就越高，产生的共反应试剂Ｈ２Ｏ２就越多，Ｌｕｍｉｎｏｌ的ＥＣＬ信号

就越大，从而实现对抗原的定量检测。

２　结果与讨论

２．１　免疫传感器组装过程的表征

采用循环伏安法（ＣＶ）对该电致化学发光免疫传感器组装过程进行了表征，以修饰有不同物质的玻碳电

４１７



第５期 分 析 科 学 学 报 第２９卷

极为工作电极，于５ｍｍｏｌ／Ｌ的铁氰化钾溶液中，在－０．２～０．６Ｖ的电位范围内和扫速为１００ｍＶ／ｓ的条件

下进行ＣＶ表征。由图２可以观察到，裸电极（曲线ａ）在测试底液中有一对对称的Ｆｅ（ＣＮ）４－６ ／Ｆｅ（ＣＮ）３－６ 的可

逆氧化还原峰；在修饰了一层纳米金铂合金纳米颗粒后电极（曲线ｂ）响应电流有明显的增强，这是因为金

属纳米颗粒导电性能好，能提高电子的传递速率；然而当吸附ＡＦＰ抗体（曲线ｃ）、用ＢＳＡ封闭电极表面的

非特性吸附位点（曲线ｄ）、抗原和抗体发生特异性免疫反应形成免疫复合物（曲线ｅ），峰电流依次下降，这
是因为蛋白质分子阻碍了电子传输，说明电极每一步组装成功。

Ａｇ／ＢＳＡ／Ａｂ１／ＤｐＡｕ－ＰｔＮＰｓ／ＧＣＥ结合ＡｕＮＰｓ＠ｒＧｒ－ＧＯＤ－Ａｂ２生物耦合物前后的ＥＣＬ表征如图３
所示，结合ＡｕＮＰｓ＠ｒＧｒ－ＧＯＤ－Ａｂ２生物耦合物后ＥＣＬ信号（曲线ｂ）大大增强，说明二抗生物耦合物成功

的结合到了电极表面。

图２　免疫传感器组装过程的循环伏安图

Ｆｉｇ．２　Ｃｙｃｌｉｃ　ｖｏｌｔｏｍｍｏｇｒａｍｓ　ｆｏｒ　ｂａｒｅ　ＧＣＥ（ａ），
ＤｐＡｕ－ＰｔＮＰｓ／ＧＣＥ（ｂ），Ａｂ１／ＤｐＡｕ－ＰｔＮＰｓ／ＧＣＥ（ｃ），
ＢＳＡ／Ａｂ１／ＤｐＡｕ－ＰｔＮＰｓ／ＧＣＥ（ｄ），ａｎｄ　Ａｇ／ＢＳＡ／Ａｂ１／
ＤｐＡｕ－ＰｔＮＰｓ／ＧＣＥ（ｅ）

图３　Ａｇ／ＢＳＡ／Ａｂ１／ＤｐＡｕ－ＰｔＮＰｓ／ＧＣＥ 孵 育 ＡｕＮＰｓ
＠ｒＧｒ－ＧＯＤ－Ａｂ２生物耦合物前后的ＥＣＬ图

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅ　ＥＣＬ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｏｆ　Ａｇ／ＢＳＡ／Ａｂ１／ＤｐＡｕ－Ｐｔ－
ＮＰｓ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ＧＣＥ　ｂｅｆｏｒｅ（ａ）ａｎｄ　ａｆｔｅｒ（ｂ）ｉｎｃｕｂａｔｅｄ
ｗｉｔｈ　ＡｕＮＰｓ＠ｒＧｒ－ＧＯＤ－Ａｂ２

２．２　实验条件的优化

抗体与抗原的反应时间采用ＣＶ方法进行优化。实验结果表明，当ＡＦＰ孵育时间从５ｍｉｎ延长至２０
ｍｉｎ，电流响应逐渐减小，超过２０ｍｉｎ，电流基本趋于不变，因此抗原抗体反应时间选择２０ｍｉｎ。

实验还考察了葡萄糖浓度对ＥＣＬ的影响，当其浓度达到０．０５ｍｏｌ／Ｌ时，ＥＣＬ信号达到最大，可能的

原因是修饰在二抗上的葡萄糖氧化酶的量是一定的，当葡萄糖浓度达到０．０５ｍｏｌ／Ｌ时就已达到了二抗上

葡萄糖氧化酶催化的最大值。因此随后的实验中葡萄糖的浓度均为０．０５ｍｏｌ／Ｌ。

图４　ＥＣＬ免疫传感器对ＡＦＰ抗原浓度的响应

Ｆｉｇ．４　ＥＣＬ　ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｐｒｏｐｏｓｅｄ　ｉｍｍｕ－
ｎｏｓｅｎｓｏｒ　ｔｏ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ＡＦＰ
ｃＡＦＰ（ｎｇ／ｍＬ）：０．００１，０．０１，０．１，１，１０，１００，２００．

２．３　免疫传感器的性能

２．３．１　免疫传感器测定ＡＦＰ抗原浓度的标准曲线　在优化

实验条件下检 测，ＥＣＬ免 疫 传 感 器 随 ＡＦＰ抗 原 浓 度 变 化 的

ＥＣＬ响应电位－发光 强 度 图 见 图４，可 见ＥＣＬ强 度 随 抗 原 浓

度增大而增加。以ＥＣＬ强度（ＩＥＣＬ）对ＡＦＰ抗原浓度（ｃＡＦＰ）的
对数作图，可得线性方程为：ＩＥＣＬ＝１８２３．６ｌｇｃＡＦＰ＋６１９６．３，线

性相关系数为０．９９８。方法线性范围是０．００１～２００ｎｇ／ｍＬ，
检测限（Ｓ／Ｎ＝３）为０．３ｐｇ／ｍＬ。

２．３．２　免疫传感器稳定性及重现性　将修饰的电极在测试

底液中连续扫描 了１５圈，ＥＣＬ响 应 信 号 的 相 对 标 准 偏 差 在

５％以内。将制备好的免疫电极于４℃悬置于缓冲溶液上方，
每隔１０ｄ对同一只电极在相同测试液中进行测试，１０ｄ后，

免疫传感器ＥＣＬ响应 信 号 为 最 初 值 的９１．３％，经 过３０ｄ后，免 疫 传 感 器 ＥＣＬ响 应 信 号 为 最 初 值 的

８２．６％。说明该传感器的稳定性比较好。通过使用同一支传感器在同一底液中进行５次检测，实验表明，
免疫传感器对１０ｎｇ／ｍＬ　ＡＦＰ标准溶液进行测试后发现相对标准偏差为４．９７％。

２．３．３　免疫传感器选择性　将目标传感器分别孵育１０ｎｇ／ｍＬ　ＣＥＡ、１０ｎｇ／ｍＬ　ＢＳＡ、１ｎｇ／ｍＬ　ＡＦＰ以

及１ｎｇ／ｍＬ　ＡＦＰ与１０ｎｇ／ｍＬ　ＣＥＡ的混合抗原的溶液、分别记录ＥＣＬ响应值。实验结果表明其他非目
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标蛋白对目标蛋白的检测几乎无干扰，表明该传感器具有良好的选择性。

２．３．４　实际应用　为了评估所构建的免疫传感器在临床诊断的可行性，采用标准加入法做了回收率实

验。即用合理稀释过的人体血清溶液配制了不同浓度的ＡＦＰ抗原溶液，检测结果显示回收率为８９％～
１１５％，在可接受的范围内。因此该免疫传感器在临床诊断中具有一定的实际应用价值。

３　结论

本文以金铂纳米合金修饰的玻碳电极作为一抗甲胎蛋白抗体（ａｎｔｉ－ＡＦＰ）的固载界面，葡萄糖氧化酶

负载纳米金修饰的还原态石墨烯标记的二抗构建了基于Ｌｕｍｉｎｏｌ电致化学发光（ＥＣＬ）的免疫传感器。采

用葡萄糖氧化酶实时高效催化葡萄糖原位产生过氧化氢作为Ｌｕｍｉｎｏｌ电致化学发光共反应试剂以放大

电致化学发光信号，同时利用石墨烯以及金属纳米材料大的比表面积、良好的导电性能和生物相容性固定

大量的蛋白质分子并保持其良好的生物活性，极大地提高传感器的灵敏度与稳定性等性能。
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