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A Renewable Amperometric Immunosensor for CRP Based on Magnetic
Nano Particles Modified Screen Printed Electrode*
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Abstract:A renewable amperometric immunosensor for C reactive protein(CRP) based on a novel magnetic nano
probes modified on screen printed electrode ( SPCE) was fabricated. The probes was prepared by horseradish
peroxidase(HRP) labeled CRP antibody(HRP鄄anti鄄CRP) assembled on nano Fe3O4( core) / Au ( shell) (GMPs)
particles. The immunosensor was prepared by following steps. Firstly,multi鄄walled carbon nanotubes (MCNTs) 鄄
Thionine(Thi) 鄄Nafion composite was prepared and dropped on the surface of SPCE to prepare the basic electrode
(SPCE / MCNTs鄄Thi鄄Nafion) . Secondly, the nanoprobes were introduced on the surface of the basic electrode by
permanent magnet,then to prepare the immunosensor(SPCE / MCNTs鄄Thi鄄Nafion / HRP鄄anti鄄CRP / GMPs) . Through
one鄄step immunoassay format,the immunosensor was incubated with CRP solution. Under optimized conditions,the
decreased current was proportional to the CRP concentration from 0. 1 to 110ng / mL with a detection limit of 0. 04
ng / mL at signal / noise ratio of 3,This method reduced the cost and simplified the preparation process of the immu鄄
nosensor. The immunosensor can simultaneously realize separation, enrichment and determination, with high
sensitivity and good stability,which would be valuable for clinical immunoassay for CRP in human serum.
Key words:C reactive protein;magnetic nano probes;renewable;amperometric enzyme linked immunosensor
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可再生使用的磁性纳米修饰 C 反应蛋白

电流型免疫传感器*
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(宁波大学 材料科学与化学工程学院,浙江 宁波 315211)

摘摇 要:利用 Fe3O4(核) / Au(壳)(简称 GMPs)标记 C 反应蛋白酶标抗体(HRP鄄anti CRP),构建了一类新型的磁性纳米探针

(HRP鄄anti CRP / GMPs),将其修饰在丝网印刷电极(SPCE)表面构建了可再生使用的 CRP 安培型酶联免疫传感器。 首先将多

壁碳纳米管(MCNTs) 鄄硫堇(Thi) 鄄Nafion 复合物固定于 SPCE 表面制备了基底电极 SPCE / MCNTs鄄Thi鄄Nafion;进而外加磁场在

SPCE 背面,将 HRP鄄anti CRP / GMPs 探针吸附固定在基底电极表面。 获得了免疫电极( SPCE / MCNTs鄄Thi鄄Nafion / HRP鄄anti鄄
CRP / GMPs)在含 CRP 溶液中温育后,对 CRP 检测线性浓度范围为 0. 1 ng / mL ~ 110 ng / mL,检测下限为 0. 04 ng / mL(3滓)。 上

述磁性探针表面具有较高的抗体和酶标记容量,故对待测物捕获能力大大提高,且可增加传感器的灵敏度。 通过外加磁场,
该类探针易于实现在平面型的 SPCE 电极表面固定和洗脱;这不仅简化了探针在电极表面的固定步骤,而且使得该类免疫传

感器可再生利用,降低了使用成本。 此传感器集分离、富集和检测于一体,具有灵敏度高、结果稳定性好、可再生使用等优点,
有望用于人血清中痕量 CRP 的快速现场检测。
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摇 摇 临床上 C 反应蛋白(CRP)检测对冠心病的早

期诊断有较高价值[1-2]。 目前检测血清中 CRP 主要

基于免疫学原理,分析方法主要有:荧光、放射、化学

发光、酶联等免疫分析法[3] 等。 由于上述方法普遍

操作繁琐、仪器庞大、需专业人员操作[4],不适合于

冠心病潜在人群的现场筛查。 而开发一些简便、价
廉、精确且易于推广的 CRP 现场快速检测方法是解

决大规模样品筛查,并实现冠心病早期诊断的关键

之一,意义重大。 电化学免疫传感器具有快速、高灵

敏、便携等优点,在临床类样品检测中应用越来越广

泛[5],尤其是安培型酶联免疫传感器,可通过酶催

化放大免疫反应产生的电流信号,进一步提高传感

器灵敏度[6]。 目前报道的安培型酶联免疫传感器

缺乏简易、高效、稳定的抗体和酶固定方法,导致其

易失活;而电极无法更新,修饰麻烦,无法满足现场

快速检测需要[7-8]。 解决上述问题关键在于寻求新

型的抗体标记材料,以提高抗体标记率;同时简化探

针在电极表面修饰过程[9-10];选择可批量生产,低成

本的免疫电极制备方法。
近年来,在纳米 Fe3O4 表面包裹上胶体 Au 构建

的 Fe3O4(核) / Au(壳)(GMPs)金磁微粒,由于具有

良好的生物相容性,超顺磁性和导电性[11],受到越

来越多的关注,被应用于生物分子标记及免疫磁珠

构建[12]。 崔亚丽等用种子聚合法合成了粒径约为

50 nm 的 GMPs 并用其标记抗体[13],由于 GMPs 表

面大量存在的 Au鄄NPs,可以显著提高抗体标记密

度、稳定性和生物活性。 在外磁场作用下,该类探针

即易于实现对待测物的分离富集,又可方便吸附固

定在电极表面,由此可构建电极表面更新的安培免

疫传感器。 CNTs 由于其良好的导电性,强大的吸附

性能和优良的生物相容性[14],已经被广泛用于电极

表面修饰材料。 含有两个氨基的硫堇(Thi)染料分

子是一种良好的电子媒介体,由于 HRP 可以催化

Thi 和 H2O2 之间的氧化还原反应[15]。 因此,将

HRP 标记抗体和 Thi 共同修饰到电极上,Thi 可作

为电极与抗体标记 HRP 酶间的电子传递媒介体,可
发展基于 Thi鄄H2O2 鄄HRP 的无媒介体安培免疫传感

器[16]。 但是 Thi 等电子媒介体由于分子量小,水溶

性好,将其固定到电极表面时很容易扩散到溶液中,
导致传感器稳定性差[17]。 CNTs 可以与 Thi 通过 仔
-仔 堆积作用[18]结合形成稳定的 CNTs鄄Thi 复合物,
当其固定到电极后,可有效防止 Thi 在电极表面泄

露。 此外,CNTs 还可以提高 Thi 的电子传输效率。
SPCE 是采用丝网印刷工艺,在绝缘基片(如 PVC 塑

料,耐火陶瓷)上沉积一层或数层印刷油墨制备而

成,具有制作简便、成本低、样品消耗量小、可批量化

生产等诸多优点[19-20]。
综上所述,我们基于 Thi鄄H2O2 鄄HRP 体系,采用

GMPs 标记辣根过氧化物酶标的抗体 (HRP鄄anti鄄
CRP)制备磁性探针,进而组装在 MCNTs鄄Thi鄄Nafion
修饰的 SPCE 作为基底电极上,制备了一个无媒介、
磁性可控、可再生的安培免疫传感器。 Nafion 用作

膜材料将 MCNTs鄄Thi 固定在电极表面,不仅可以阻

止 MCNTs鄄Thi 在电极表面的流失[21],而且与传统的

安培型酶联免疫传感器相比,其 SPCE 基底电极可

以重复利用,抗体探针可控固定,修饰过程简单,保
证了检测稳定性与重现性。 而由于该类探针具有高

的抗体和酶标记密度,对抗原捕获能力强,将其用于

血清中痕量 CRP 检测,获得了良好的结果。

1摇 实验部分

1. 1摇 化学试剂

硫堇、牛血清白蛋白(美国 Sigma 有限公司),
Nafion(分子量:2000,wt% = 5. 0% ,中国河森有限公

司),2-氨基乙硫醇(日本 TCI 有限公司),甲苯,戊二

醛溶液(25% )和 H2O2(30% )(上海国药集团化学试

剂有限公司),多壁碳纳米管(MCNTs,直径小于 5
nm,深圳纳米技术港有限公司),0. 1 mol / L 磷酸缓冲

溶液为支持电解质(PBS,用 KH2PO4、Na2HPO4 和

NaCl 配制,pH 6. 5),C 反应蛋白定量检测试剂盒(酶
联免疫法),包含一系列不同浓度的 CRP 标准溶液及

辣根过氧化物酶标记的 CRP 抗体(北京科跃中楷生

物技术有限公司),实验所用试剂均为分析纯,实验用

水均为二次去离子水(Millipore 公司,美国)。
1. 2摇 仪器和测量

循环伏安法(CV),示差脉冲伏安法(DPV)和

电化学阻抗谱(EIS)均在 CHI-660B(中国上海辰华

公司)上进行。 丝网印刷碳电极( SPCE) (西班牙

eDAQ 技术公司),其中:工作电极与对电极均为印

刷碳电极,参比电极为印刷 Ag / AgCl 电极,S-3400N
型扫描电子显微镜(日本日立公司),H-7650 透射

电子显微镜(日本日立公司),S2 RANGER X 射线

荧光光谱仪(德国 Bruker 公司)。
1.3摇 MCNTs鄄Thi和MCNTs鄄Thi鄄Nafion复合物的制备

MCNTs 按照文献报道[22] 直接在 0. 5 mol / L 盐

酸中超声 4 h,然后用蒸馏水洗涤直到洗液呈中性,
离心,50 益 真空干燥 24 h。 MCNTs(1 mg) 和 Thi
(2 mg)溶解在 1 mL pH 6. 5 的 PBS 中超声 12 h,以
形成 MCNTs鄄Thi 复合物,未和 MCNTs 结合的 Thi 可
离心去除,获得纯净的 MCNTs鄄Thi 复合物。 最后,
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取 1 mg MCNTs鄄Thi 溶解在含有 100 滋L 5% Nafion
和 900 滋L 0. 1 mol / L pH 6. 5 的 PBS 溶液中,在室温

下超声 30 min 制备 MCNTs鄄Thi鄄Nafion 溶液。
1.4摇 HRP鄄anti鄄CRP和BSA在GMPs表面的组装过程

参照文献[23]的制备方法,将 1. 5 mL GMPs
(0. 5 mg / mL)与 0. 5 mL 5 mmol / L 2-氨基乙硫醇混

合、机械搅拌 24 h,沉淀物用磁铁转移分离并用二次

蒸馏水洗涤,弃上清液,再向上述黑色沉淀中加入

2 mL 戊二醛的甲苯溶液在室温下轻轻搅拌反应 6
h,磁铁分离,冲洗,并将上述沉淀物与浓度为 1. 0
mg / mL 的 HRP鄄anti鄄CRP 溶液混合,在 4 益恒温摇床

反应 12 h,得到 HRP鄄anti鄄CRP / GMPs 生物纳米粒

子。 接着, HRP鄄anti鄄CRP / GMPs 在浓度为 3% 的

BSA 中 37 益温育反应 1 h,以封闭 GMPs 剩余的活

性位点,防止其对 CRP 抗原产生非特异性吸附。 将

制备的 HRP鄄anti鄄CRP / GMPs 纳米探针分散在 20 mL
pH 6. 5 PBS 中,4 益储存,备用。

图 1摇 方案 1 图示

1. 5摇 免疫传感器的制备

将 SPCE 表面依次用无水乙醇和蒸馏水冲洗几

次,晾干备用, 取 5 滋L 上述制备的 MCNTs鄄Thi鄄
Nafion 溶液滴在 SPCE 工作电极表面,红外灯下晾

干,作为基底电极。 再取 5 滋L 浓度为 0. 83 mg / mL
的磁性纳米探针悬浮液滴在电极表面,在 SPCE 工

作电极平面背部加一块磁场强度为 0. 3T 的圆柱形

磁铁(其圆面和 SPCE 背面紧贴,如图 1(b))借助磁

力将 HRP鄄anti鄄CRP / GMPs 吸附于电极表面,室温下

自然晾干即通过简单的两步法制得了免疫传感器

(图 1)。 每次使用后,移去磁铁,用蒸馏水冲洗,洗
去 HRP鄄anti鄄CRP / GMPs 纳米材料以更新电极。 此

传感器在 4 益下储存备用。
1. 6摇 电化学测量

该免疫分析是基于免疫结合物的生成阻碍标记

酶 HRP 与 Thi 之间的电子传递而进行测定。 首先,
测定 SPCE / MCNTs鄄Thi鄄Nafion / HRP鄄anti鄄CRP / GMPs
免疫电极在含 4 mmol / L H2O2 的 pH 6. 5 的 PBS 中

的峰电流( I0);然后,依次取 15 滋L 不同浓度的 CRP
标准溶液滴在上述免疫电极表面于 30 益 温育 15
min。 再测定该免疫传感器在含有相同浓度 H2O2

的上述 PBS 溶液中的峰电流( I)。 CRP 含量的检测

是由检测传感器表面免疫反应发生后其对过氧化氢

的电流响应下降值来进行的。 该免疫电极在温育

CRP 前后的电流响应下降值 驻I = I0-I。 采用免疫传

感器温育后电流下降百分率 CR% =100伊( I0-I) / I0,
对溶液中的 CRP 进行定量,可消除不同电极之间由

于表面积不同造成的电流强度差异影响。

图 2摇 电子显微镜表征图

2摇 结果与讨论

2. 1摇 不同纳米粒子复合物和免疫传感器的表征

2. 1. 1摇 透射电子显微镜(TEM)和扫描电子显微镜

(SEM)分析。 图 2 ( a) ~ 图 2 ( c)分别为 MCNTs,
MCNTs鄄Thi 和 MCNTs鄄Thi鄄Nafion / GMPs 的 TEM 表

征图。 与单纯的 MCNTs (图 2 ( a)) 相比,形成的
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MCNTs鄄Thi 结合物(图 2(b))明显直径变宽,这表明

MCNTs 的表面已成功结合了 Thi[24]。 图 2 ( c) 为

MCNTs鄄Thi 膜上吸附 GMPs 后的 TEM 图,可清楚地

观察到均匀分散的 GMPs 颗粒。 MCNTs鄄Thi鄄Nafion /
GMPs 的 SEM 图(图 2(d))出现了明显的 MCNTs 管
网状结构,且出现了大量分散性良好的 GMPs,这表

明借助于外磁铁的作用, GMPs 已成功固定于

MCNTs鄄Thi鄄Nafion 复合物膜上。
2. 1. 2摇 X 射线荧光光谱分析。 采用 X 射线荧光光

谱表征 HRP鄄anti鄄CRP / GMPs 复合物。 在 HRP鄄anti鄄
CRP / GMPs 纳米探针的谱图上出现了 Fe(k琢-6. 45
keV),Au(LA-9. 7 keV)和 S( k琢-2. 32 keV)的特

征峰。

图 3摇 免疫电极制备过程中,在 0. 1 M PBS(pH 6. 5)+
0. 1 M KCl+5. 0 mM Fe(CN) 6

4- / 3-的交流阻抗图

2. 1. 3摇 不同修饰层电极的电化学交流阻抗。 电化

学交流阻抗是研究电极表面修饰状况的一种有效方

法。 图 3 分别为不同阶段的修饰电极在 5 mmol / L
Fe(CN) 6

4- / 3-(简称 FeCN,内含 0. 5 mol / L KCl)溶液

中的交流阻抗图谱,高频区的半圆直径表示电子传

递阻抗(Ret),低频区的线性部分表示扩散过程。 图

2 现实了该免疫电极在制备不同阶段的阻抗谱,可
以很明显看出,裸 SPCE 电极的阻抗谱几乎是一条

直线(图 3 曲线 a),这是典型的扩散控制过程。 当

电极表面修饰 MCNTs鄄Thi鄄Nafion 以后,通过阻抗谱

看出其具有 400 赘 的较小电阻(图 3 曲线 b)。 通过

静电吸附将 GMPs 组装到 SPCE / MCNTs鄄Thi鄄Nafion
电极表面,结果显示电阻减少至 100 赘(图 3 曲线

c),这是因为:GMPs 具有良好的导电性,可有效提

高 FeCN 电子传递速率。 随着该电极进一步固定抗

体 HRP鄄anti鄄CRP,进而温育溶液中 CRP 抗原,结果

显示阻抗不断增加(图 3 曲线 d 和曲线 e),这表明:
在电极表面的抗体和免疫复合物大大增加了对

FeCN 电子传递的阻抗[27]。

2. 2摇 不同修饰电极的电化学行为

图 4 显示了免疫传感器制备过程中不同电极在

0郾 1 mol / L pH 6. 5 的 PBS 溶液中的循环伏安图。 由

图 4 曲线 a 可以看出在 0 ~ -0. 8 V 的扫描范围内,
裸电极没有出现氧化还原峰,而在电极表面修饰一

层 MCNTs(图 4 曲线 b)后残留电流变大,这是因为

MCNTs 增大了电极比表面积,是电极导电性增强。
与 SPCE / MCNTs 修饰电极相比,SPCE / MCNTs鄄Thi鄄
Nafion 修饰电极在-0. 3 V 左右有一对稳定的准可

逆氧化还原峰曲线(图 4 曲线 c),该氧化还原峰为

Thi 的特征峰[26],这表示 MCNTs鄄Thi 牢固结合并固

定在电极上。 在 SPCE / MCNTs鄄Thi鄄Nafion 上吸附

GMPs 后(图 4 曲线 d),峰电流明显增加,这是因为

GMPs 外围包裹的纳米金有促使电子传输的作用。
GMPs 结合 HRP鄄anti鄄CRP 与 BSA 之后峰电流下降,
是因为电极之间的内阻加大,该结果和交流阻抗结

论一致(图 4 曲线 e)。

图 4摇 不同修饰电极在 pH 6. 5 PBS 缓冲溶液中的

循环伏安响应图

摇 摇 图中曲线 a:免疫电极在 PBS 溶液中;曲线 b:PBS 溶液中加 H2O2

4 mmol / L;曲线 c:在 b 与 20 ng / mL CRP 温育的循环伏安响应图

图 5摇 免疫传感器加入 H2O2 前后的循环伏安图

2. 3摇 免疫传感器对 H2O2 的响应

图 5 的曲线 a 与 b 分别为免疫传感器加入

H2O2 前后的循环伏安图。 从图 5 的曲线 a 可见,在
无 H2O2 时,电极表面有一对准可逆的 Thi 氧化还原

峰。 当加入 4 mmol / L H2O2 后,修饰电极的氧化峰
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电流降低而还原峰电流明显增加,还原峰电位同时

向负方向微小移动(图 5 的曲线 b),表现出明显的

酶催化反应过程。 该还原电流的增加是由于 HRP
催化 H2O2 氧化 Thi 的反应而使电极表面 Thi 的氧

化态增加所造成的。 传感器在 20 ng / mL CRP 溶液

中温育后,还原催化电流下降(图 5 的曲线 c),这是

由于电极表面形成的免疫复合物掩蔽了 HRP 的活

性中心,导致 HRP 催化氧化 Thi 的能力下降,峰电

流减小。
2. 4摇 实验条件的优化

2. 4. 1 摇 MCNTs鄄Thi 复合物和 GMPs 在电极表面固

定量摇 滴加 15 滋L 含 0. 25 ~ 2. 0 mg / mL MCNTs鄄
Thi 的 Nafion 于 SCPE 表面,探索其在电极表面的

最佳浓度。 电流响应随着 MCNTs鄄Thi 浓度从 0. 25
mg / mL 增加到 1. 0 mg / mL 而逐渐增加,当浓度高

于 1. 0 mg / mL 时,峰电流又逐渐减小,这可能是因

为随着 MCNTs鄄Thi 浓度超过了 Nafion 饱和吸附量

后,会在电极表面产生流失,所以选择最终浓度为

1. 0 mg / mL 的 MCNTs鄄Thi 滴加在电极表面。 考察

了电极表面 GMPs 的浓度从 0. 5 mg / mL ~ 1 mg / mL
范围内对电流的影响,结果发现,峰电流先随

GMPs 浓度的增加而增加,在 0. 83 mg / mL 时达到

最高点,由于 GMPs 高于此浓度后会有团聚现象,
由此导致电流下降。 因此,选择 0. 8 mg / mL GMPs
作为修饰最佳浓度。

2. 4. 2摇 不同 pH、温育温度、温育时间对免疫反应的

影响摇 免疫反应受 pH、温育温度、温育时间等影

响,强酸或强碱性环境会破坏蛋白质微观结构,降
低蛋白质的活性。 此外,Thi 的氧化还原过程需要

一个质子。 因此,pH 值会影响 Thi 的电化学性能。
考察免疫电极在 pH 5. 0 ~ pH 8. 0 的磷酸盐缓冲

液中对 4 mmol / L H2O2 的响应(图 6(a))。 实验发

现,免疫电极在 pH 6. 5 时响应电流最大,故本实

验选择 pH 6郾 5 的 PBS。 图 6( b)显示了免疫传感

器在 0. 5 mmol / L ~ 5. 0 mmol / L H2O2 浓度范围内

催化电流大小,由图可知,催化电流随 H2O2 浓度

的增加而增大,当达到 4 mmol / L 时,电流响应趋于

不变,此时可能溶液中的 H2O2 达到了饱和,因此

实验中选择加入 4 mmol / L H2O2。 图 6( c)显示了

温育温度对免疫传感器安培响应的影响。 当温育

温度从 10 益 到 40 益 升高时,免疫传感器的电流

响应下降值 驻I 也随之增加,并在 35 益 达到最大

值。 而当温育温度高于 40 益时,可导致抗体蛋白

变性,因此选择 35 益作为实验中温育温度。 图 6
(d)显示了温育时间与免疫传感器的电流响应下

降值 驻I 的关系。 由图可示,随着温育时间的增

加,免疫传感器的电流响应下降值 驻I 随之增加并

趋于一稳定值,说明此时抗原-抗体反应已达平

衡,在不影响实验结果的情况下,选择 15 min 为优

化的温育时间。

图 6摇 (a)缓冲液 pH 值;(b)底液中 H2O2 浓度;(c)传感器在 10 ng / mL CRP 中温育后温育温度;

(d)传感器在 20 ng / mL CRP 中温育后温育时间对免疫传感器的影响
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2. 5摇 免疫传感器对 CRP 的 DPV 响应

在优化的测定条件下,利用 SPCE / MCNTs鄄Thi鄄Nafion / HRP鄄anti鄄CRP / GMPs 免疫电极在不同浓度的 CRP
样品中温育,用 DPV 方法测定,并获得了 CRP 测定校正曲线。 图 7(a)所示,随着温育液中 CRP 含量的增

加,免疫传感器的安培响应降低。 在高浓度的 CRP 范围内,电流下降百分比(CR% )无明显改变,这可能是

电极表面 CRP 的浓度已接近饱和。 图 7(b)为 CR%与 CRP 的标准曲线,在 0. 1 ng / mL ~ 80 ng / mL 两段浓度

范围内成线性关系。 回归方程分别为 CR% =6. 34C(CRP) +1. 02 和 CR% =0郾 833C(CRP) +4. 27 线性相关系数分

别为 0. 9983 和 0郾 9925。 该方法获得的检测下限为 0. 04 ng / mL(3滓)。

图 7摇 (a)SPCE / MCNTs鄄Thi鄄Nafion / HRP鄄anti鄄CRP / GMPs 免疫电极对不同浓度 CRP 的 DPV 电

流响应图(从 a 到 i 的[CRP] =0,0. 1,0. 5,3. 5,5. 0,10,50,80,110 ng / mL);(b)CRP 浓

度与信号变化值(CR% )之间的标准曲线

2. 6摇 免疫传感器的重现性和稳定性

采用 4 个同一批次制备的 CRP 传感器,对 10
ng / mL 的 CRP 标准溶液进行测定,获得组间相对标

准偏差 RSD 为 3. 3% ( n = 4)。 同一批次印制的

SPCEs 结构稳定(包括电极材料、面积和碳层厚度等

相同),而固定的磁性探针量和分布均一,使得该免

疫传感器具有较好的制备重复性。 免疫电极在 4 益
冰箱中存放 30 d,传感器在含 1 mmol / L H2O2 的 pH
6. 5 PBS 溶液中测定其安培响应仅下降为原来的

94% 。 这表明该传感器具有较好的储存稳定性,同
时也表明修饰电极可以有效地阻止电子媒介体 Thi
的流失,且电极表面 GMPs / HRP鄄anti鄄CRP 的生物活

性保持良好。
2. 7摇 样品及干扰测定

研究了血清中主要可能干扰物对免疫电极检测

CRP 的影响。 结果表明:当传感器在浓度为 20 ZG
CRP 及分别含有 AFP(400 ng / mL)、人免疫球蛋白

(HIgG,1滋g / mL)、CA19-9(20 ng / mL)、人绒毛膜促

性腺激素(HCG,20 ng / mL),以及 2 滋g / mL 的 BSA、
尿酸、抗坏血酸、多巴胺、L-半胱氨酸等的溶液中温

育,传感器对 H2O2 的电催化信号在有与没有干扰

物的溶液中仅有 4. 8% 的差别,表明该传感器选择

性良好。
2. 8摇 免疫传感器的再生

在本工作中,磁性纳米探针可通过外部磁铁

固定并在测定后从 SPCE 上洗脱,从而使 SPCE /
MCNTs鄄Thi鄄Nafion 基底电极可更新使用。 本文采

用同一根 Nafion 膜修饰电极作为基底电极,在外

磁场作用下,重复固定磁性探针五次,并对浓度为

10 ng / mL 的 CRP 样品进行平行测定,测量的相对

标准偏差为 2郾 0% 。 表明该电极具有良好的再生

性,Nafion 膜基底电极可反复使用,由此可大大减

少电极的使用成本,并简化了传感器的制备过程。
2. 9摇 实际血清样品测定

为了验证此方法应用到临床医学的可能性,对
实际血清样品进行了检测。 选取含有 3 ng / mL ~ 35
ng / mL CRP 的若干血清样品,取 1 mL 溶解在 5 mL
PBS 中,采用本法进行了测定并和标准的化学发光

免疫分析方法(CLA)进行了对照,结果见表 1。
表 1摇 本方法和 ELISA 方法测定实际血清样品中

CRP 的结果比较(n=3)

样品

Samples
CRP / (ng·mL-1)

本法 RSD / % 化学发光检测法 CLA RSD / %

1 1. 5 2. 1 1. 9 2. 7

2 4. 2 1. 8 4. 3 2. 2

3 20. 0 2. 9 20. 3 3. 8

4 31. 0 4. 3 30. 5 3. 9

摇 摇 该法的相对偏差在 1. 8%到 4. 3%之间,表明该

传感器适合用于血清 CRP 含量的测定。

3摇 结论

本文基于 GMPs 标记酶联抗体制备了磁性纳米

探针,进而将其磁性吸附固定在碳纳米管修饰丝网
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印刷电极表面,构建了电极表面可更新,可再生使用

的安培免疫传感器,并成功地用于血液中 CRP 的检

测。 该传感器具有以下优点:(1)避免了电解质溶

液中电子媒介体的加入,减少了背景干扰。 (2)合

成的磁性纳米探针,具有较高的酶标抗体标记密度,
使得其对 CRP 抗原捕获能力大大提高;而富集的

HRP 酶进一步催化放大免疫反应产生的电流信号,
使得检测灵敏度大大增强。 (3)磁性探针易于通过

外磁场控制固定和移除电极表面,由此获得的免疫

电极表面可更新使用。 (4)每次测定后只需更换探

针即可进行下一次检测,节约了电极使用成本,缩短

了分析时间。 本传感器具有制作简便,磁性可控、稳
定性和重现性好等优点。 因此,非常适合于对人血

清中低含量 CRP 的检测,具有潜在的临床应用

价值。
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