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Abstract :A novel elect rochemical immunosensor for detection of antibodies against avian influenza virus

H5 N1 (anti2A IV H5 N1 ) based on t he four channels screen2printed carbon elect rode (42SPCE) coated wit h

chitosan Au colloid membrane and A IV has been developed in t he experiment . Then t he immunosensor

was characterized by cyclic voltammet ry (CV) . Whet her anti2A IV H5 N1 could be detected according to t he

shif t of reduction current while CV was used as elect rochemical means to detect t he p roduct s of t he enzy2
matic reaction. U nder t he optimum experimental conditions , t he value of t he response current increase per2
centage ( K) was used to distinguish samples : K < 20 % , negative samples ; 20 % < K < 30 % , suspicious

samples ; K≥30 % , positive samples. The immunosensor had acceptable specificity , rep roducibility , sta2
bility and accuracy. Furt hermore , t he 42SPCE showed much more consistent compared wit h t he classical e2
lect rodes. Therefore , effective p revention and cont rol of avian influenza could be supplied by t he immu2
nosensor .

Key words :amperomet ric immunosensor ; rapid detection of antibodies against avian influenza virus ; cyclic

voltammetry ; four channels screen2printed carbon elect rode
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摘　要 :研制快速检测禽流感 ( H5 N1 )抗体的四通道丝网印刷碳电极电化学免疫传感器是采用循环伏安法表征免疫电极和

监测酶促反应 ,利用还原电流的变化率来测定禽流感抗体。在优化的实验条件下 ,设定判定标准如下 : K < 20 %为阴性 ;20 %

< K < 30 %为可疑样品 ; K≥30 %为阳性。该免疫传感器具有较好的选择性、重现性、稳定性和准确性。采用 42SPCE提高了

免疫电极的精确性。因此 ,该免疫传感器有望用于禽类的宰前检疫 ,为禽流感的有效防控提供了新方法。
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　　由禽流感病毒 H5 N1 亚型 (Avian influenza vi2
rus H5 N1 , A IV H5 N1 ) 引起的高致病性禽流感

( Highly pat hogenic avian influenza , HPA I)是一种

危害严重的传染性疾病 ,因其传播快、危害大 ,世界

动物卫生组织 (OIE)将其列为 A 类疾病 ,我国将其

列为一类动物疫病。其传播对象不仅是禽类 ,还有

人、猪、马、海洋哺乳动物等[1 ]。该病自 1878年在意

大利首次报道以来 ,禽流感疫区不断蔓延 ,目前世界

许多国家和地区均有暴发和流行[2 ] ,不仅带来巨大

经济损失 ,还威胁人类健康。禽流感病毒抗体的检



测 ,是该病检疫、疫情监控和免疫效果评定的必备方

法。目前 ,禽流感主要检测方法为琼脂凝胶扩散试

验 ( A GP ) [324 ]、免 疫 荧 光 技 术 ( IF Tr ) [425 ]、

EL ISA [627 ]、R T2PCR[8210 ]和依赖核酸序列的扩增技

术 (NASBA) [11212 ]等 ,这些方法虽各具优点 ,但在快

速、特异、经济、简便易行等方面还不理想 ,探求更好

的快速检测方法仍是目前的研究热点和发展趋势。

1990 年 Henry提出了免疫传感器的概念[13 ]。

电化学免疫传感器 ( Elect rochemical immunosen2
sor ,ECIS)作为一种多学科交叉的高新检测技术 ,经

国内外众多学者的潜心研究 ,已取得许多研究成果。

由于 ECIS具有简便易行、灵敏度高[14 ] ,所用仪器设

备相对简单等优点 ,现已成为医学、动物医学、环境

和食品安全等领域快速检测技术的研究热点和前

沿 ,具有重要的研究价值和广泛的应用潜力[15 ]。但

报道的 ECIS尚存在诸如电极较贵、难以批量生产、

重现性较差、阴阳性电流响应曲线的离散度不够明

显等不足[16 ] ,这些关键技术问题桎梏了 ECIS的实

际应用。

本文采用四通道丝网印刷碳电极 ( Four chan2
nels screen2printed carbon elect rode ,42SPCE)作为

支持电极 ,用壳聚糖金胶膜辅助修饰生物活性元件

于电极上 ,利用其能放大电化学反应信号 ,增强阴、

阳性电流响应曲线的离散度 ,制备了可用于禽流感

( H5 N1 )抗体 (Antibodies against avian influenza vi2
rus H5 N1 , anti2A IV H5 N1 )快速测定的一次性电流

型免疫传感器。研制出的 anti2A IV 免疫传感器具

有检测操作简单 ,响应迅速 ,特异性、重现性和稳定

性都好 ,一次性使用 ,可批量生产等优点 ,有望应用

于禽流感宰前检疫、疫情监控和免疫效果评定。经

查阅文献发现目前还未见有关禽流感电流型免疫传

感器的研究报道。

1　实验部分

1 . 1　主要仪器与试剂

CHI 1030电化学工作站 (上海辰华仪器公司) ;

四通道丝网印刷碳电极 (42SPCE ,南京天鼎生物技

术研究所 ,浙江工商大学食品安全重点实验室) ;禽

流感 H5 N1 型抗原 ( A IV)和禽流感 H5 N1 型抗体

(anti2A IV ,中国农业科学院哈尔滨兽医研究所、青

岛国家外来动物检验检疫中心) ;辣根过氧化物酶标

兔抗鸡抗体 (兔抗鸡 Ig G/ HRP ,北京骏腾兴业生物

科技有限公司) ;牛血清白蛋白 (BSA ,华美生物工程

公司) ;高纯氮 (含量≥99. 999 % ,杭州今工特种气体

有限公司) ;金氯酸 (分析纯 ,上海试剂一厂) ;壳聚糖

(上海伯奥生物科技有限公司) ;硫堇 (分析纯 ,国药

集团化学试剂有限公司) ;30 % H2 O2 (分析纯 ,中外

合资上海远大过氧化物有限公司) ;磷酸盐缓冲生理

盐水 ( PBS , 0. 01 mol/ L , p H 7. 4) [17 ] ;醋酸缓冲溶

液 ( HAc2NaAc , 0. 1 mol/ L , p H 7. 0) [18 ] ;其余试剂

均为分析纯 ,实验用水为二次蒸馏水 ,所有溶液均充

N2 5 min除氧以消除干扰。

1 . 2　四通道丝网印刷碳电极

丝网印刷碳电极具有制备简单、低成本、便携和

易于批量生产等优点[19220 ]。本研究采用丝网印刷工

艺制备三电极体系 42SPCE ,工作电极为碳电极 ,参

比电极为银/氯化银电极 ,对电极为碳电极 (示意图

见图 1) 。首先在 0. 2 mm厚的 PVC薄膜上印刷银

导电轨道 ,其宽度为 1. 3 mm ,各导轨间的间距为 3

mm ;然后用银浆印刷大头针状为参比电极 ;接着用

碳浆印刷碳电极 ,其中直径 3 mm的圆盘为工作电

极 ,而大头针状的为对电极 ;最后印刷绿色油墨作为

绝缘层 ,仅露出六电极部分与连接处。每次印刷好

后将电极浸入 KCl 溶液中 ,利用溶液中的 Cl - 自然

卤化将电极中裸露的银层部分电化学氧化成氯化

银 ,形成 Ag/ AgCl参比电极。

图 1　四通道丝网印刷碳电极示意图

本研究将该 42SPCE代替传统的金属、玻碳等

单电极 ,可同时平行检测四份样品 ,克服了检测和免

疫反应干扰因素不一致性等问题。另外该电极还具

有所需时间短、样品消耗少等突出优点 ,使得基于该

电极的免疫传感器具有更大的研究前景。

1 . 3　壳聚糖金胶的制备

纳米金 (Nano2Au) 作为一种功能型材料 ,具有

比表面积大、小尺寸效应、生物相容性好、量子效应

和良好的电子传递能力[21 ]等优点 ,被广泛应用于生

物传感器的制备[22224 ]。目前 ,纳米金经典制备方法

为柠檬酸钠还原法[ 25 ]。然而 ,壳聚糖同样具备还原

金氯酸的功能 ,并且自身为良好的生物分子固定载

体 ,含有丰富的亲水性氨基和羟基[ 26227 ] ,具有易成

膜[28 ]、化学惰性、无毒、低成本和良好的生物相容

性[29 ]等优点。因此 ,本实验采用壳聚糖代替柠檬酸

钠还原金氯酸来制备功能性材料———壳聚糖金胶。
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制备方法按照文献[ 30 ]进行。

1 . 4　免疫电极的制备

将壳聚糖金胶与 A IV 溶液 (375 ng/ mL )等体

积充分混合 ,于 4℃放置过夜 ;取 3. 0μL 混合液滴

涂于工作电极表面 ,并于室温下干燥成膜 3～4 h ;

将干燥后的免疫电极置于含 0. 2 % BSA 的 PBS溶

液中搅拌洗涤 1 h ,用以封闭电极表面的非特异性

吸附位点。制得的免疫电极于 4℃, p H 7. 4 PBS溶

液中保存备用。

1 . 5　实验方法

检测采用三电极体系 :四通道免疫电极为工作

电极 ,碳电极为对电极 ,Ag/ AgCl 电极为参比电极。

以循环伏安法 (CV)和差分脉冲法 (DPV)为免疫电

极表征和定性判定的方法。测试底液为 1 mmol/ L

硫堇 + 0. 40 mmol/ L H2 O2 + HAc2NaAc 缓冲溶

液 (0. 1 mol/ L ,p H 7. 0) ,测试温度为室温。制得的

免疫电极在 anti2A IV 溶液 (1. 3 mg/ mL)中 20℃孵

育 10 min后 ,用 PBS2T (含 0. 5 % Tween的 PBS溶

液)搅拌洗涤三次 ,每次 5 min ,而后用二蒸水仔细

清洗 ,晾干 ,用 CV法测得还原峰电流 Ip1 ;接着将免

疫电极置于酶标抗体 (兔抗鸡 Ig G/ HRP) 溶液中

30℃孵育 30 min ,同上洗涤 ,用 CV法测得还原峰电

流 Ip2。以 K = ( Ip2 - Ip1 ) / Ip1 ×100 %判定血清中是

否含有禽流感抗体。

2　结果与讨论

2. 1　42SPCE的一致性

SPCE的一致性是影响检测重复性的重要因素 ,

为满足电极一致性要求 ,本实验设计了 42SPCE。以

硫堇作为氧化还原探针 ,实验采用 CV对 42SPCE进

行组内和组间一致性测试。随机抽取 9 个 42
SPCE进行一致性测试 ,结果还原峰电流 Ipc 为

- 1. 928±0. 041μA (RSD = 2. 11 %) ;还原峰电位 Epc

为 - 0. 343±0. 002 4 V (RSD = 0. 70 %) ,见图 2。由

此可得出 ,42SPCE具有较好的组内和组间一致性和

重现性 ,这为免疫电极的精确性提供保障。

(a) 　还原峰电流

(b) 　还原峰电位

图 2　42SPCE一致性分析

2. 2　传感器的电化学信号

图 3是不同电极在含有 0. 40 mmol/ L H2 O2 和

1. 0 mmol/ L 硫堇的 HAc2NaAc 缓冲溶液 ( 0. 1

mol/ L ,p H 7. 0)中的循环伏安表征。在 0. 1 V/ s的

扫速下 ,裸电极出现一对稳定的硫堇氧化还原峰 (曲

线 a) 。曲线 b 为免疫电极在测试底液中的循环伏

安行为 ,其氧化还原峰信号有所增强 ,这是由纳米金

的信号放大作用引起的 ;经 BSA孵育后的免疫电极

在硫堇溶液中的氧化还原峰几乎不变 (曲线 c) 。d

曲线是免疫电极在 anti2A IV阳性血清中孵育后 ,所

出现的氧化还原峰 ,峰电流也变化不大。再将测试

电极与酶标抗体孵育后 ,免疫电极还原峰电流明显

增强 (曲线 e) 。这表明电催化过程是由标记在兔抗

鸡抗体上的 HRP 引起的 ,免疫电极与禽流感抗体

发生特异性免疫反应 ,且酶标兔抗鸡抗体成功地与

禽流感抗体结合。

图 3　不同电极在 HAc2NaAc + 1. 0 mmol/ L 硫堇 + 0. 40

mmol/ L H2 O2 溶液中的循环伏安行为 :

(a)裸电极

(b)免疫电极 ,即修饰上抗原的电极 ,比 a 的峰大

(c)封闭后的免疫电极 + BAS和 b 的变化不大

(d) c +阳性血清 ,结合抗原的免疫电极 ,变化不明

显。为易于阴、阳性的鉴别 ,加上 e 的酶标抗体 (二

抗) ,见 e ;

(e) d +酶标抗体 ,阳性血清能够结合酶标抗体 , 反

应后还原电流明显增强 ,而阴性血清被洗掉 ,不能

结合酶标抗体 ,还原电流就不会出现明显增强。

图 4为免疫电极在不同扫描速率的循环伏安曲

线。从图中可以看出 ,随着扫描速率的增加 ,氧化还原
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峰电流不断增大 ,氧化峰电位发生轻度的正向偏移 ,还

原峰电位发生轻度的负向偏移 (图 4a) ;且峰电流与扫

描速率的平方根呈现出较好的线性关系 (图 4b) ,表明

硫堇在电极上的氧化还原反应受表面扩散控制。

图 4　免疫电极在不同扫描速率下的循环伏安曲线 : (a)

0. 01 ,0. 02 ,0. 05 ,0. 1 ,0. 15 ,0. 2 ,0. 25 V/ s(从内到外) ;

(b) 扫描速率与氧化还原峰电流之间的线性关系

2. 3　免疫检测条件的优化

2. 3. 1　壳聚糖金胶膜中 A IV量的确定

壳聚糖金胶膜中 A IV 量的确定是由差分脉冲

伏安法表征的 ,以ΔI = IP2 - IP1表示不同抗原包埋

量时修饰电极的电流响应 ,其中 Ip1 , Ip2分别是电极

修饰前后的 DPV峰值。

从图 5中可以看出 ,在一定范围内随着 AIV 与

壳聚糖纳米金胶的混合比例增大 ,ΔI减小 ,当 AIV与

壳聚糖金胶的混合比例为 1 :9 ( CAIV = 0. 10)时 ,ΔI达

到最小值 ,然后随比例增大而基本保持不变。故本实

验选择 AIV与壳聚糖金胶的混合比例为 1 :9。

图 5　壳聚糖金胶膜中 A IV量的确定

2. 3. 2　孵育条件的选择

温度对免疫反应有着显著影响 ,在 15～40℃孵

育温度范围内 ,实验选定 20℃为禽流感抗原抗体对

的孵育温度 ,30℃为禽流感抗体与酶标兔抗鸡 Ig G

的孵育温度。孵育时间也是影响免疫反应的一个重

要因素。选择 10、20、30、40 和 50 min 作为孵育时

间进行实验 ,结果表明 ,A IV 抗原抗体对的孵育最

佳时间为 10 min ,禽流感抗体与酶标兔抗鸡 Ig G的

孵育时间为 30 min。

2. 3. 3　酶标抗体用量的确定

在一定条件下 ,结合到电极上的酶越多 ,越有利

于电化学检测信号的放大。试验中 ,考察了酶标抗体

(兔抗鸡 IgG/ HRP)从稀释比 1 :200～1 :4之间的 K

值 (图 6)。结果表明大于 1 :10稀释比后 K值不再明

显增大 ,故试验均采用此浓度的兔抗鸡 IgG/ HRP。

图 6　酶标抗体用量与还原峰电流变化率之间的关系

2. 3. 4　过氧化氢量的确定

过氧化氢浓度对酶催化反应的影响如图 7 所

示。当醋酸溶液中硫堇的浓度为 1. 0 mmol/ L , 随

着溶液中过氧化氢浓度的增加 ,还原峰电流相应增

大 ,并在0 . 4 0 mmol / L后趋于稳定。本实验采用

0. 40 mmol/ L 过氧化氢作为免疫电极的检测浓度。

图 7　H2 O2 浓度与还原峰电流之间的关系

2. 3. 5　测试底液 p H的选择

溶液的酸度是影响酶活性的重要因素。大多数

酶只有在一定 p H值范围环境中才能表现出良好的

活性。试验考察了不同 p H 值下 ,酶对过氧化氢和

硫堇的催化情况 (图 8) 。在含有 1. 0 mmol/ L 硫堇 ,

0. 40 mmol/ L 过氧化氢的底物溶液中 ,免疫传感器

在 p H值 7. 0时出现最大的峰电流 ,这表明在此 p H

值左右酶的活性达到最大。故本研究选 p H 7. 0作

为酶最佳催化反应的酸度。

图 8　底液 p H值与还原峰电流之间的关系

2 . 4　免疫电极的选择性

为确定免疫电极检测 A IV的阴阳性判定标准 ,
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采用以下实验方案 :

①免疫电极检测 anti2AIV阳性血清和阴性血清

免疫电极检测 anti2A IV阳性血清时 ,其峰电流

的下降百分比 K为 65. 65 % , RSD 为 7. 78 % ,而免

疫电极检测鸡阴性血清时峰电流下降百分比 K为

16. 25 % ,RSD为 10. 90 % ,如图 9。

图 9　免疫电极特异性

②干扰实验

　　抗干扰性是衡量免疫电极性能好坏的一个重要

指标。实验中选取 BSA ,兔血清进行杂蛋白干扰试

验 ,其结果为免疫电极检测 BSA , K = 15. 50 % ,RSD

= 2. 94 % ;检测兔血清 K = 10. 94 % ,RSD = 7. 68 %。

说明该免疫电极具有良好的抗干扰能力 ,表现出较

好的特异性 ,因此我们可以根据 K来判定 A IV 阴

阳性。综合上述因素 ,实验初步设定 A IV 阴阳性判

定标准为 :

K　

< 20 % , 阴性 ;

　20 % < K < 30 % 可疑样品 ;

≥30 % , 阳性。

2 . 5　准确性

为了进一步证明 anti2A IV 阴阳性判定标准的

可行性 ,实验采用免疫电极检测 28 份样品 ,并与琼

脂糖扩散 (A GP)实验比较 ,部分结果见表 1。

表 1　免疫电极准确性测定的部分结果 ( n = 28)

Method
Sample

2 5 9 13 16 18 22 25 27

Immunosensor
K/ % 65. 47 20. 83 67. 41 15. 88 15. 75 62. 39 28. 45 15. 58 58. 56

Result + + + - - + + - -

A GP + - + - - + - - -

　注 :“+”表示阳性 ,“ - ”表示阴性。

　　在琼脂糖扩散实验检测为阴性的 14例中 ,免疫

电极检测出 12例为阴性 ,2例为可疑 ,出现假阳性 ,

符合率为 85. 71 % (12/ 14) 。在琼脂糖扩散实验检

测为阳性的 14例中 ,免疫电极检测出 14例为阳性 ,

符合率为 100 % (14/ 14) ,两法基本相符。表明该免

疫电极具有较好的准确性和区分效果 ,可初步用于

anti2A IV的快速检测。

2 . 6　重现性和稳定性

分别取不同批次制备的免疫电极对同一浓度的

禽流感抗体阳性血清进行检测 ,测定结果RSD =

2. 48 %( n = 6) ,表明免疫电极具有良好的重现性。

将免疫电极于 4℃p H 7. 4 PBS溶液中放置 11 d ,其

响应电流为初始电流的 89 %( n = 6) ,表明免疫具有

良好的稳定性。

3　结论

本文以四通道丝网印刷碳电极为基础电极 ,用壳

聚糖金胶膜将 AIV修饰到电极表面上 ,从而制得一

次性禽流感 ( H5 N1 )抗体免疫传感器。以 K = ( Ip2 -

Ip1 ) / Ip1 ×100 %(即酶免疫反应前后还原电流的增加

率)来判定血清中是否含有禽流感抗体。在优化的实

验条件下 ,该免疫传感器不仅保留了以往免疫传感器

诸如敏感、特异、快速等优点 ,还很大程度上克服了如

前言中所述的诸多桎梏其实际应用的关键技术问题 ,

具有经济、简便、可一次性使用和批量生产、较好的重

现性和稳定性、与常规检测方法的符合率较高等优

点 ,由此可知 ,该免疫传感器可用于禽类活体血清中

anti2AIV的检测 ,有望成为疫情监测、疫病检验和免

疫效果评价等的一种新型快捷技术。
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