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摘　要　以谷胱甘肽修饰的ＣｄＴｅ量子点（ＧＳＨＣｄＴｅＱＤｓ）与金纳米粒（ＡｕＮＰｓ）形成复合材料（ＡｕＮＰｓ＠ＧＳＨＣｄＴｅ）为信号
标记物，并在还原氧化石墨烯（ｒＧＯ）和ＡｕＮＰｓ双重信号放大的作用下，建立了一种高灵敏检测前列腺特异性抗原（ＰＳＡ）的
三明治免疫夹心式电化学方法。在 ｒＧＯ／ＡｕＮＰｓ表面固定二抗蛋白（Ａｂ２），捕获目标物 ＰＳＡ和标记有一抗蛋白（Ａｂ１）的

ＡｕＮＰｓ＠ＧＳＨＣｄＴｅ信号物，形成“三明治”免疫夹心结构。经ＨＮＯ３溶解后，采用方波溶出伏安法（ＳＷＳＶ）测定酸解的Ｃｄ
２＋

的峰电流用于定量分析ＰＳＡ。其中ＡｕＮＰｓ较大的比表面积以及较好的生物相容能力，达到了成功装载抗体以及放大信号
的效果，同时具有较大表面积的ｒＧＯ起到了协同放大的作用。所构建的免疫分析方法实现了对肿瘤标志物ＰＳＡ的检测，其
线性范围为０５～２００ｎｇ／ｍＬ，检测限为５０ｐｇ／ｍＬ，并且该方法专属性、重复性以及稳定性好。此外，在实际样品的检测中，
加标样回收率为９８２０％～１０６２％，结果准确度良好，为检测ＰＳＡ提供了准确可靠且灵敏度高的新方法。
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　　肿瘤标志物在癌症早期诊断及预后预测具有
重要的临床价值。前列腺癌是男性泌尿生殖系统

最常见的恶性肿瘤，占全球癌症发病率第５位［１］。

其检测手段中，血清前列腺特异抗原（ＰＳＡ）是最重
要的早期检测指标［２］。一般情况下，ＰＳＡ正常值
小于４ｎｇ／ｍＬ，当前列腺癌发生时其质量浓度大于
１０ｎｇ／ｍＬ［３］。因此，及时并准确地检测 ＰＳＡ在前
列腺癌的预测和诊断中至关重要。

在肿瘤标志物的不同分析方法中，电化学分析

法因具有灵敏度高、操作简便等优点而倍受青

睐［４］。但由于免疫分析中抗原／抗体都是非电活
性的，因此往往需要对其进行标记。量子点（ＱＤｓ）
因其独特的光学性质及良好的生物相容性而被广

泛地应用于生物传感、免疫分析和生物成像等多个

方面［５－８］。除此之外，ＱＤｓ还具备良好的电化学特
性，利用ＱＤｓ吸收转化光子和转移电子的能力，通
过方波溶出伏安法（ＳＷＳＶ）可直接反映为电流响
应信号［９］，因而 ＱＤｓ常被用作信号标记物。Ｌｉｕ
等［１０］基于叶酸修饰的ＣｄＳｅ／ＺｎＳＱＤｓ实现了对ＫＢ
细胞的高灵敏检测。Ｃｈｅｎ等［１１］利用 ＣｄＳＱＤｓ和
适配体滚环扩增放大技术进行赭曲霉毒 Ａ的检
测。利用ＱＤｓ中金属元素并结合高灵敏的溶出伏
安法，可实现对肿瘤标志物的电化学免疫分析。

为了进一步提高免疫传感的灵敏度，已有大

量的研究工作致力于利用各种纳米材料来放大

检测信号［１２－１３］。还原氧化石墨烯（ｒＧＯ）是石墨
烯的一种重要衍生物，具有热学和化学稳定性、

比表面积大、生物相容性好以及导电性强等优

点［１４］。ＡｕＮＰｓ同样有较大的比表面积，良好的电
化学特性，此外其有较强的吸附能力，可用于装

载含有ＮＨ２、ＳＨ的物质
［１５］。因而，两种材料在

免疫分析方面得到广泛应用。

基于以上出发点，本研究采用水溶性量子点

ＧＳＨＣｄＴｅ作为信号标记物，利用ｒＧＯ和ＡｕＮＰｓ自

身独特的优点，直接和间接地增加信号物的量，以

此构建了双重信号放大的电化学免疫传感法。当

免疫反应发生后，采用 ＳＷＳＶ对酸解的 Ｃｄ２＋进行
测定，其峰电流对应这个目标物的浓度，实现了对

肿瘤标志物ＰＳＡ的灵敏检测。

!

　材　料

１１　试　剂
ＡｎｔｉＰＳＡＡｂ１（ＰＳＡ抗体１，１９ｍｇ／ｍＬ）、Ａｎｔｉ

ＰＳＡＡｂ２（ＰＳＡ抗体２，１７ｍｇ／ｍＬ）、ＰＳＡ抗原（０５
ｍｇ／ｍＬ）（上海领潮生物科技有限公司）；碲粉（Ｔｅ，
９９９９％）、ＣｄＣｌ２·２５Ｈ２Ｏ（≥９９０％）、还原型谷胱
甘肽（ＧＳＨ，９８％）、Ｎ羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ，
９８％）、１乙基（３二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸
盐（ＥＤＣ，９８％）（上海阿拉丁生化科技股份有限公
司）；牛血清蛋白（ＢＳＡ，Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司）；氧化石墨
烯分散液（０５ｍｇ／ｍＬ，南京先锋纳米科技有限公
司）；氯金酸（国药集团化学试剂有限公司）。其

他试剂均为分析纯并直接使用。整个实验用水

均为超纯水（电阻系数≥１８２ＭΩ·ｃｍ，ＭｉｌｌｉＱ，
美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），所用 ＰＢＳ缓冲液 ｐＨ均为
７４，浓度为０１ｍｏｌ／Ｌ。
１２　仪　器

电化学工作站（ＣＨＩ，上海辰华仪器有限公
司）；ＵＶ３６００紫外可见吸收光谱仪，ＩＲＡｆｆｉｎｉｔｙ１Ｓ
红外光谱仪（日本岛津公司）；２０００型透射电子显
微镜（ＴＥＭ，日本Ｊｅｏｌ公司）。

"

　方　法

２１　不同粒径ＡｕＮＰｓ的制备
制备ＡｕＮＰｓ之前所有的玻璃器皿在新鲜配制

的王水（ＨＮＯ３ＨＣｌ，１∶３）中浸泡１２ｈ，用超纯水洗
净，烘干备用。

直径５ｎｍ的ＡｕＮＰｓ按照文献［６］方法制备并

４３４
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稍做改进，具体步骤为：将 ０１ｍｏｌ／Ｌ冰浴后的
ＮａＢＨ４溶液 ０６ｍＬ加入到 ２５×１０

－４ ｍｏｌ／Ｌ
ＨＡｕＣｌ４的水溶液２０ｍＬ中，随着搅拌，溶液迅速变
成橙红色，为了保证 ＡｕＮＰｓ的生成，在持续冰浴条
件下搅拌３ｈ，直至溶液颜色变为酒红色。制备的
ＡｕＮＰｓ于４℃下储存。
２０ｎｍ粒径的 ＡｕＮＰｓ参照文献［１６］方法制

备。取 １％ ＮａＢＨ４水溶液 １０ｍＬ快速加入到含
ＨＡｕＣｌ４１０ｍｇ的沸水１９０ｍＬ中，剧烈搅拌并煮沸
３０ｍｉｎ，然后待反应溶液自然冷却至室温，得到酒
红色的２０ｎｍＡｕＮＰｓ溶液，同样保存于４℃备用。
２２　ＧＳＨＣｄＴｅＱＤｓ的合成

将碲粉１２５ｍｇ和ＮａＢＨ４２００ｍｇ加入到装有超
纯水１０ｍＬ的圆底烧瓶中，Ｎ２环境下磁力搅拌剧烈
反应１０ｍｉｎ，然后密封，在冰浴中搅拌３０ｍｉｎ得到
ＮａＨＴｅ溶液。将ＣｄＣｌ２·２５Ｈ２Ｏ５５４３ｍｇ和ＧＳＨ水
溶液３５０μＬ加入到水２５０ｍＬ中以形成Ｃｄ前驱溶
液。然后用１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调ｐＨ至１０，并向该溶液
中通Ｎ２３０ｍｉｎ除氧。最后将新鲜制备的ＮａＨＴｅ溶
液在Ｎ２环境下注入到Ｃｄ前驱溶液中，搅拌２０ｍｉｎ

后，在９５℃通氮气条件下加热回流３ｈ得到 ＧＳＨ
ＣｄＴｅＱＤｓ。反应结束后用无水乙醇反复离心洗涤３
次，最后分散于超纯水中并于４℃下保存［１７］。

２３　ＡｕＮＰｓ＠ＧＳＨＣｄＴｅ复合物及信号标记物的
制备

ＧＳＨＣｄＴｅＱＤｓ与２０ｎｍ的 ＡｕＮＰｓ按照质量
浓度比５∶１的比例混合，室温下搅拌过夜，反应物
分别用无水乙醇和超纯水离心洗涤，得到ＡｕＮＰｓ＠
ＧＳＨＣｄＴｅ复合物并分散在水溶液中［１８］。信号标

记物的制备过程如图 １所示，具体为：ＡｕＮＰｓ＠
ＧＳＨＣｄＴｅ５００μＬ中加入２０ｍｇ／ｍＬＥＤＣ溶液和
１０ｍｇ／ｍＬＮＨＳ溶液各 ２５μＬ，室温下振荡反应
１ｈ。在这里ＥＤＣ和ＮＨＳ的作用是活化 ＯＤｓ表面
的羧基，用以更好地与抗体连接。接下来，再向混

合液中加入１００μｇ／ｍＬＰＳＡＡｂ１溶液５０μＬ，继续
室温混合振荡２ｈ。最后将５％的ＢＳＡ溶液５０μＬ
加入到上述溶液中继续振荡１ｈ，用以封闭 ＱＤｓ表
面的活性位点。最终反应物用 ＰＢＳ溶液离心洗涤
２次，并重新分散在ＰＢＳ溶液５００μＬ中，所制信号
标记物４℃下保存备用。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｐｒｏｃｅｓｓｏｆＡｕＮＰｓ＠ＧＳＨＣｄＴｅＡｂ１
ＱＤｓ：Ｑｕａｎｔｕｍｄｏｔｓ

２４　ｒＧＯ／ＡｕＮＰｓ及ｒＧＯ／ＡｕＮＰｓＡｂ２制备
首先，取０５ｍｇ／ｍＬＧＯ分散液５ｍＬ至圆底

烧瓶中，并向其中加入适量的ＮａＢＨ４，在８０℃条件
下持续搅拌并回流５ｈ，所得产物 ｒＧＯ用超纯水洗
涤数次。其次，将所得的 ｒＧＯ再次分散于水４ｍＬ
中。接着，在上述 ｒＧＯ的水溶液中加入 ５ｎｍ的
ＡｕＮＰｓ溶液 ５ｍＬ，并室温下搅拌过夜，最终得到
ｒＧＯ／ＡｕＮＰｓ复合材料［１９］。

取ｒＧＯ／ＡｕＮＰｓ复合材料溶液３００μＬ转移至
０２ｍＬ离心管中，用 ＰＢＳ缓冲液清洗２次。再向
离心管中加入１０μｇ／ｍＬＰＳＡＡｂ２溶液５００μＬ，室
温下混合振荡２ｈ，用ＰＢＳ缓冲溶液离心洗涤。随
后再向离心管中加入５％的ＢＳＡ１００μＬ，继续室温

下混合振荡１ｈ，ＰＢＳ离心洗涤，此处的 ＢＳＡ是用
以封闭ｒＧＯ／ＡｕＮＰｓ复合材料上的活性位点，减少
非特异性吸附。所制得的 ｒＧＯ／ＡｕＮＰｓＡｂ２于４℃
下保存备用（图２）。
２５　基于纳米复合材料的电化学免疫检测

图３为“三明治”电化学免疫测定过程示意
图。首先将不同浓度 ＰＳＡ抗原溶液５００μＬ加入
到离心管中，与 ｒＧＯ／ＡｕＮＰｓＡｂ２在 ３７℃下反应
４０ｍｉｎ，反应完成后，离心洗涤 ２次。然后加入
ＡｕＮＰｓ＠ＧＳＨＣｄＴｅＡｂ１信号标记物，３７℃水浴振
摇１ｈ，根据形成“三明治”免疫结构形成前后相对
分子质量的变化，使用１００ｋＤ的超滤膜将未与抗
原结合的 ＡｕＮＰｓ＠ＧＳＨＣｄＴｅＡｂ１标记物离心去

５３４
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除，得到最终检测的“三明治”免疫夹心结构。

本工作采用三电极体系对体系进行检测：玻碳

电极（ＧＣＥ，直径３ｍｍ）作为工作电极，饱和甘汞电
极作为参比电极，铂电极作为辅助电极。ＧＣＥ在
使用前用金相砂纸进行打磨，再用粒径为００５μｍ
的Ａｌ２Ｏ３悬浊液在绒布上抛光，得到明亮的镜面。
在浓度为０５ｍｏｌ／Ｌ铁氰化钾溶液中利用循环伏
安法（ＣＶ）表征电极性能。

为了检测信号标记物中溶解出的 Ｃｄ２＋，采用
ＳＷＳＶ对其进行测定。测定时，首先，用０１ｍｏｌ／Ｌ

的硝酸溶液５００μＬ溶解上述所得的免疫夹心结构
中的Ｃｄ２＋。其次，将得到的硝酸溶液（含有溶解
的 Ｃｄ２＋）和９００μＬ含有１０ｍｇ／ＬＨｇ２＋的醋酸醋
酸钠缓冲溶液（０２ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ４６）混合，并转移
至电化学池中测定。最后 ＳＷＳＶ测定，过程为：先
在－１２Ｖ电位下电沉积１２０ｓ，沉积时磁力搅拌。
然后电位从－１０Ｖ扫描至 －０３Ｖ，电位扫描区
间为Ｎ２保护下进行。方波参数为：静置时间１０ｓ，
振幅为２５ｍＶ，电位增量为４ｍＶ，频率１５Ｈｚ。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｐｒｏｃｅｓｓｏｆｒＧＯ／ＡｕＮＰｓＡｂ２

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＰｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｄｏｕｂｌｅｓｉｇｎａｌｅｎｈａｎｃｉｎｇｓｔｒａｔｅｇｙｆｏｒＰＳＡｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ＰＳＡ：Ｐｒｏｓｔａｔｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｔｉｇｅｎ

#

　结果与讨论

３１　ＧＳＨＣｄＴｅＱＤｓ的表征
由水热法制备所得的 ＧＳＨＣｄＴｅＱＤｓ，利用透

射电子显微镜（ＴＥＭ）、紫外可见吸收光谱仪
（ＵＶｖｉｓ）以及红外光谱仪（ＩＲ）对其进行表征，如
图４所示。从图４Ａ可以看出，ＧＳＨＣｄＴｅＱＤｓ约
在３７０ｎｍ处出现一个ＵＶｖｉｓ吸收峰，根据文献可
计算出其粒径约为５２ｎｍ［２０］，同时与粒径分布图
集中显示的４～６ｎｍ一致。ＴＥＭ图也显示出，ＧＳＨ
ＣｄＴｅＱＤｓ具有良好的分散性，颗粒近似呈球状，粒
径大小分布比较均匀，约为５ｎｍ，这与ＵＶｖｉｓ结果
一致。ＩＲ谱图可以观察到 ＮＨ的伸缩振动峰在
３４２５ｃｍ－１，而 ＧＳＨ中 ＳＨ的伸缩振动峰在２５３４
ｃｍ－１处基本消失，由此可见，ＧＳＨ与 ＱＤｓ之间形成
了 ＳＣｄ键，此外，ＣＯＯＨ不对称伸缩振动峰由
ＧＳＨ中的 １７２０ｃｍ－１移至 １６０６ｃｍ－１，同时在

１３８０ｃｍ－１处出现了ＣＯＯ－的对称伸缩振动峰，说
明保护剂ＧＳＨ以负离子的形式存在。
３２　ＡｕＮＰｓ及其复合物材料的表征

图５为制备的单纯 ＡｕＮＰｓ和它的复合材料
ＵＶｖｉｓ表征图。从图中可以看到 ５和 ２０ｎｍ的
ＡｕＮＰｓ均在５２０ｎｍ左右有吸收峰，此峰为 ＡｕＮＰｓ
的特征吸收峰（图５Ａ曲线 ａ，图５Ｂ曲线 ａ）。此
外，ＡｕＮＰｓ＠ＧＳＨＣｄＴｅ的曲线（图５Ａ曲线 ｂ）较
２０ｎｍＡｕＮＰｓ而言，在 ３８０ｎｍ处有明显地 ＧＳＨ
ＣｄＴｅＱＤｓ吸收，且 ＱＤｓ的量远大于 ＡｕＮＰｓ。以此
可以说明 ２０ｎｍ的 ＡｕＮＰｓ可作为很好的纳米载
体，负载大量的信号物质 ＱＤｓ，达到信号放大的目
的。对比５ｎｍＡｕＮＰｓ的吸收，ｒＧＯ／ＡｕＮＰｓ的 ＵＶ
ｖｉｓ吸收（图５Ｂ曲线ｂ）除了ＡｕＮＰｓ的特征峰外还
在２８０ｎｍ左右处有了 ｒＧＯ的特征吸收峰，同时
ｒＧＯ／ＡｕＮＰｓ复合物的形成使得ＡｕＮＰｓ的吸收有少
许蓝移，证明复合物的成功制备。
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Ｆｉｇｕｒｅ４　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＯＤｓＡ：ＵＶｖｉｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆＧＳＨＣｄＴｅＱＤｓｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｉｎｓｅｔ：ＣｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＧＳＨＣｄＴｅＱＤｓ；
Ｂ：ＴＥＭｉｍａｇｅｏｆＧＳＨＣｄＴｅＱＤｓ；Ｃ：ＦＴＩＲｓｐｅｃｔｒａｏｆＧＳＨＣｄＴｅＱＤｓ

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＵＶｖｉｓａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｓｐｅｃｔｒａｏｆ（Ａ）：２０ｎｍＡｕＮＰｓ（ａ）ａｎｄＡｕＮＰｓ＠ＧＳＨＣｄＴｅ（ｂ）；ａｎｄ（Ｂ）：５ｎｍＡｕＮＰｓ（ａ）ａｎｄｒＧＯ／ＡｕＮＰｓ（ｂ）

３３　ｒＧＯ和ｒＧＯ／ＡｕＮＰｓ复合物的ＴＥＭ表征
为进一步证明 ｒＧＯ／ＡｕＮＰｓ复合物的生成，利

用ＴＥＭ直观地对 ｒＧＯ和 ｒＧＯ／ＡｕＮＰｓ复合物进行
形貌表征，如图６所示。纯 ｒＧＯ呈表面褶皱的单
层片状结构，形成 ｒＧＯ／ＡｕＮＰｓ复合物后，明显看
出，５ｎｍＡｕＮＰｓ均匀地镶嵌在ｒＧＯ表面，ＡｕＮＰｓ的
存在能更加有利于生物分子的结合，同时也增大了

ｒＧＯ的生物结合面积，使得其表面能更加有效地放
大交联ＰＳＡＡｂ２的数量。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＴＥＭｉｍａｇｅｏｆ（Ａ）ｒＧＯａｎｄ（Ｂ）ｒＧＯ／ＡｕＮＰｓ

３４　双重信号放大免疫传感的实现
实验中，利用ＡｕＮＰｓ＠ＧＳＨＣｄＴｅ复合材料标记

ＰＳＡＡｂ１，“三明治”免疫反应后，将ｒＧＯ／ＡｕＮＰｓ表面
所反应结合到的ＧＳＨＣｄＴｅＱＤｓ用ＨＮＯ３溶解，采用
ＳＷＳＶ来检测酸解的Ｃｄ２＋峰电流，从而达到定量检
测抗原ＰＳＡ的目的。因为ＣｄＴｅ的量正比于相应的
抗原，故产生的电化学信号可以指示ＰＳＡ的量。体

系中使用的２０ｎｍ的ＡｕＮＰｓ具有较大的比表面积，
能够负载更多的 ＣｄＴｅ信号分子，可以直接地增加
Ｃｄ２＋量，达到一重信号放大的作用。而ｒＧＯ／ＡｕＮＰｓ
复合物不仅更适合抗体的组装，也能增加抗体的数

量，从而间接地增加 Ｃｄ２＋量，达到二重信号放大的
效果。当体系中存在５０ｎｇ／ｍＬ的目标抗原ＰＳＡ时，
利用这些复合纳米材料，可以得到一个很显著的

Ｃｄ２＋电化学信号（图７曲线 ａ）。然而，当体系中没
有ＰＳＡ存在时，ＡｕＮＰｓ＠ＧＳＨＣｄＴｅＡｂ１信号标记物
无法结合到ｒＧＯ／ＡｕＮＰｓ表面上，因此经过洗涤后酸
解无Ｃｄ２＋的信号峰（曲线ｂ），这得以证明免疫传感
的特异性，并为后续的定量分析提供了良好的背景

信号。为了更明确 ＡｕＮＰｓ和 ｒＧＯ在信号放大方面
所起作用，在相同的实验条件下（ＰＳＡ５０ｎｇ／ｍＬ）做
了两个对照实验，当以单独的ＱＤｓ作为信号标记物
时，仅有较弱的信号产生（曲线ｃ），证明 ＧＳＨＣｄＴｅ
ＱＤｓ的含量直接影响信号大小。同样，若ｒＧＯ未参
与反应体系时，ＡｕＮＰｓ所装载的抗体较少，导致后续
免疫反应的量也减少，电化学信号减弱（曲线 ｄ）。
为了进一步确定采用三明治夹心结构的优势，仅用

ＡｕＮＰｓ＠ＧＳＨＣｄＴｅ标记Ａｂ１。检测过程中，使得目
标抗原与ＡｕＮＰｓ＠ＧＳＨＣｄＴｅＡｂ１直接反应，即体系

７３４
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中不存在二抗。反应结束后使用５０ｋＤ的超滤膜离
心去除未结合抗原的信号标记物，最终产生的信号

如图７曲线ｅ所示。可以看出，相较于使用二抗载
体来说，该结构的信号更弱，这可能是由于缺少二抗

载体，抗原和信号分子直接结合，空间位阻减小，会

发生一个信号分子与多个抗原结合的情况，从而使

得检测到的Ｃｄ２＋电流较弱。因此，所构建的三明治
免疫传感方法可以通过纳米复合材料得到有效的双

重信号放大，实现对ＰＳＡ的灵敏检测。

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＳＷＳＶｓｏｆＣｄ２＋ｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｓｓｅｍｂｌｅｄｍｏｄｅ
ａ：ＡｕＮＰｓ＠ＧＳＨＣｄＴｅＡｂ１ＰＳＡＡｂ２ＡｕＮＰｓ／ｒＧＯ；ｂ：ｗｉｔｈｏｕｔＰＳＡ；ｃ：
ＧＳＨＣｄＴｅＡｂ１ＰＳＡＡｂ２ＡｕＮＰｓ／ｒＧＯ；ｄ：ＡｕＮＰｓ＠ ＧＳＨＣｄＴｅＡｂ１
ＰＳＡＡｂ２ＡｕＮＰｓ；ｅ：ＧＳＨＣｄＴｅＡｂ１ＰＳＡＴｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＰＳＡｉｓ
ａｌｌ５０ｎｇ／ｍＬ

３５　实验条件的优化
为了高灵敏地检测肿瘤标志物ＰＳＡ，对实验条

件进行了系统的优化，包括 ＡｕＮＰｓ＠ＧＳＨＣｄＴｅ
Ａｂ１的用量、ＢＳＡ的浓度和ＰＳＡ的孵育时间。本实
验用Ｃｄ２＋的溶出峰电流作为代表来考察各个因素

的影响。

信号标记物的多少将决定最终的信号强弱，因

而，首先考察了 ＡｕＮＰｓ＠ＧＳＨＣｄＴｅＡｂ１的用量对
其电化学信号的影响。图 ８Ａ为不同体积的
ＡｕＮＰｓ＠ＧＳＨＣｄＴｅ标记抗体与Ｃｄ２＋溶出峰电流之
间的关系图。结果表明，随着 ＡｕＮＰｓ＠ＧＳＨＣｄＴｅ
Ａｂ１加入量的增加，溶出峰电流也随之增大，当加入
体积超过３０μＬ后，Ｃｄ２＋的溶出峰电流基本平稳。
为了反应更加充分，最终选择以４０μＬ为信号标记
物的反应体积。

在免疫测定中，减小标记抗体的非特异性吸附

是至关重要的，它往往制约了测定的检测限。所以

在本实验中，利用ＢＳＡ封闭活性位点，从而防止假
阳性实验结果的产生。对ＢＳＡ浓度的优化如图８
Ｂ所示。选取１％ ～１０％的 ＢＳＡ并没有目标抗体
ＰＳＡ参与的情况下进行考察。理论上，当不存在抗
原时，免疫反应不能发生，无法形成“三明治”免疫

夹心结构，从而没有信号产生。但从图７Ｂ中观察
到仅随着 ＢＳＡ浓度的增加，信号逐渐减弱，直至
ＢＳＡ浓度为 ５％时，信号基本消失。因而，５％的
ＢＳＡ可以完全的封闭活性位点，达到最优实验效果。

在“三明治”免疫反应中，ＰＳＡ抗原的孵化时间
也极大的影响了免疫测定的性能。从图８Ｃ可以看
出随着孵育时间的增加，响应信号也增加，４０ｍｉｎ后
趋于平稳。考虑到更长时间的孵育并不能显著提高

电流响应，反而会增加非特异性吸附，所以实验中选

用的孵育时间为４０ｍｉｎ。

Ｆｉｇｕｒｅ８　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＶｏｌｕｍｅｏｆＡｕＮＰｓ＠ＧＳＨＣｄＴｅＡｂ１；Ｂ：ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＢＳＡ；Ｃ：ＩｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆＰＳＡ

３６　双重信号放大的免疫传感分析性能
在上述最佳实验条件下，目标抗原 ＰＳＡ的浓

度与Ｃｄ２＋溶出峰电流大小直接相关。如图 ９Ａ，
Ｃｄ２＋溶出峰具有很好的峰型，并且随着 ＰＳＡ浓度
的增加而增大。从图９Ｂ可以看出，ＰＳＡ质量浓度

在０５～２００ｎｇ／ｍＬＰＳＡ范围内，ｌｇｃ（ＰＳＡ）与溶出峰
电流（Ｉ）呈良好的线性关系，线性回归方程为
Ｉ＝－０５２４６ｌｇｃ－０３９３９，线性相关系数（ｒ）为
０９９７，检测限为 ５０ｐｇ／ｍＬ。在相同条件下对
１０ｎｇ／ｍＬ的ＰＳＡ进行５次平行测定，得到相对标

８３４
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准偏差（ＲＳＤ）为１９２％。以上可以证明该免疫传
感方法能对 ＰＳＡ实现灵敏准确的测定。此外，与

其他现有检测 ＰＳＡ的方法比较，可以看出该方法
具备更宽的线性范围或更低的检测限（表１）。

Ｆｉｇｕｒｅ９　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＰＳＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｂｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ
Ａ：ＳＷＳＶｓｏｆＣｄ２＋ｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＰＳＡ（ｆｒｏｍａｈ：０５，１，５，１０，５０，１００，１５０，２００ｎｇ／ｍＬ）；Ｂ：Ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎ
ｔｈｅｃｕｒｒｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙａｎｄｌｏｇａｒｉｔｈｍｏｆｔｈｅＰＳＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ０５２００ｎｇ／ｍＬ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙａｎｄｏｔｈｅｒｒｅｐｏｒｔｓｆｏｒＰＳＡ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

Ｍｅｔｈｏｄ
Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ／
（ｎｇ／ｍＬ）

ＬＯＤ／
（ｎｇ／ｍＬ）

Ｒｅｆ

Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ０１３０ ０１ ［２１］
Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ００１８ ０００８ ［２２］
ＣｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃＩｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ００５２０ ００３ ［２３］
Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ １１８ ０００１ ［２４］
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ １５６２５ ０００１５６ ［２５］
Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ０５２００ ０００５ Ｔｈｉｓｗｏｒｋ

３７　重复性、专属性和稳定性考察
考虑到该检测方法的实用性，对所构建的免疫

传感方法进行了重复性、专属性和稳定性３个方面
的考察。首先，重复性通过对３种检测浓度５个不
同批次的“三明治”免疫结构进行组间实验。实验

结果如表２所示，组间实验的 ＲＳＤ在９％以内，表
明该免疫测定方法具有较好的重复性。

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｉｓｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｗｅｒｅｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙｉｎｔｅｒ
ａｓｓａｙｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ（ＲＳＤ）

ｃ（ＰＳＡ）／
（ｎｇ／ｍＬ）

Ｃｕｒｒｅｎｔ（×１０－４Ａ）
１ ２ ３ ４ ５

ＲＳＤ
／％

１ －０４０２ －０４２６ －０３８６ －０３８８ －０４１４ ４２
１０ －０９８３ －０９９８ －１１５１ －０９８２ －１１５５ ８６
１００ －１３９６ －１２７５ －１２４９ －１４６２ －１２１３ ８０

　　其次，是专属性的考察，实际样品检测中往往
成分比较复杂，为了排除其他物质对该方法的干

扰，本实验选取甲胎蛋白（ＡＦＰ）、组织多肽抗原
（ＴＰＡ）、癌胚抗原１２５（ＣＡ１２５）、人血清蛋白（ＨＡＳ）
作为干扰物，以５０ｎｇ／ｍＬ为基准反应浓度。最终
结果可由图１０观察得到，单一的干扰物的电流响
应值很小，并且各物质与ＰＳＡ的混合物对检测的影
响也可忽略，说明该方法专属性良好。

最后，将“三明治”免疫结构在４℃下存放１个
月，其电流响应值为原始数值的８９％，虽有少许降
低，但也能看出该方法有较好的稳定性。

Ｆｉｇｕｒｅ１０　ＳｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅＰＳＡｄｅｔｅｃｔｉｏｎＴｈｅＳＷＳＶｓｏｆＣｄ２＋

ｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓ（ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＡＦＰ，ＴＰＡ，
ＣＡ１２５，ＨＡＳａｎｄＰＳＡｗｅｒｅ５０ｎｇ／ｍＬ）ａｎｄｔｈｅｍｉｘｔｕｒｅｏｆＡＦＰ，ＴＰＡ，
ＣＡ１２５，ＨＡＳａｎｄＰＳＡｉｓａｌｓｏ５０ｎｇ／ｍＬＥｒｒｏｒｂａｒｓｓｈｏｗｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄ
ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓｏｆｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｔａｋｅｎｆｒｏｍａｔｌｅａｓｔｔｈｒｅｅｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｅｘｐｅｒｉ
ｍｅｎｔｓ

３８　实际样品分析
为了进一步验证本方法的实用性，采用加样回

收的方法对实际样品进行考察。将不同浓度的

ＰＳＡ加入到来自南京市鼓楼医院的一系列血清样
品中，结果如表 ３所示，回收率在 ９８２０％ ～
１０６２％之间，ＲＳＤ均小于５％，表明该方法可用于
实际样品的测定。

Ｔａｂｌｅ３　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＰＳＡａｄｄｅｄｉｎｈｕｍａｎｂｌｏｏｄｓｅｒｕｍ（ｎ＝５）
ｗｉｔｈｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｅｄｍｅｔｈｏｄ

Ｓｅｒｕｍ
ｓａｍｐｌｅ

ＡｄｄｅｄＰＳＡ
／（ｎｇ／ｍＬ）

ＦｏｕｎｄＰＳＡ
／（ｎｇ／ｍＬ）

ＲＳＤ
／％

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
／％

１ １０００ ０９８２ ３２ ９８２０
２ １０００ ９９７０ ３９ ９９７０
３ ５０００ ５１５３ ２５ １０３１
４ １０００ １０６２ ４１ １０６２

９３４
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　结　论

采用水热法合成了 ＧＳＨＣｄＴｅＱＤｓ、ＡｕＮＰｓ和
ｒＧＯ，并制备了相应的复合物，利用 ＡｕＮＰｓ比表面
积大以及较好的生物相容性，达到了成功装载抗体

以及放大信号的效果，同时具有较大表面积的 ｒＧＯ
起到了协同放大的作用。因而在双重信号放大的

作用下，本实验所构建的电化学免疫分析方法实现

了对肿瘤标志物 ＰＳＡ的检测，具有较宽的线性范
围，并且该方法专属性、重复性以及稳定性好，可作

为准确检测肿瘤标志物ＰＳＡ可行方法。
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