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Abstract :A highly sensitive amperomet ric immunosensor for anti2Ig G antibody based on a glassy carbon e2
lect rode modified wit h multiwall carbon nanot ubes (MWN T) was developed. A MWN T layer formed on a

glass carbon elect rode was utilized as a sensing platform for the immobilization of Ig G antigen and a com2
petitive immunoreaction occurred while analyte anti2Ig G antibody and horseradish peroxidase ( HRP)2la2
beled anti2Ig G antibody competed for t he surface2immobilized Ig G antigen binding sites. The catalytic re2
duction current at + 0. 030 V (vs. SCE) , which was produced in t he reaction of hydroquinone with hydro2
gen peroxide in the p resence of HRP , was linear over a range f rom 0. 30 to 10μg/ mL anti2Ig G antibody

with a detection limit of 0. 11μg/ mL .

Key words :amperomet ric immunosensor ; multiwall carbon nanot ubes ; anti2Ig G antibody ; horseradish per2
oxidase
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摘　要 :应用吸附法将 Ig G抗原固定于多壁碳纳米管修饰的玻碳电极表面 ,制备用于 Ig G抗体检测的电化学免疫传感器。

以辣根过氧化物酶为标记物 ,对苯二酚为底物 ,利用辣根过氧化物酶标记 Ig G抗体与待测 Ig G抗体竞争电极表面固定的 Ig G

抗原 ,建立了免疫竞争法检测 Ig G抗体的高灵敏度电化学分析方法。碳纳米管的大比表面积和电化学催化作用 ,提高了分子

识别物质的固定量和电化学检测的灵敏度。工作电位为 + 0. 030 V (vs. SCE) 时 ,响应电流与 Ig G抗体浓度在 0. 30～10

μg/ mL 范围内呈良好的线性关系 ,检出限为 0. 11μg/ mL。
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　　生物识别分子的固定化影响免疫传感器的灵

敏度和稳定性 ,是构建性能优良免疫传感器的关

键[1 ]。近年来 ,利用纳米粒子的大比表面积和对电

活性物质的催化特性 ,基于纳米粒子组装的电化学

免疫传感器已引起了人们的广泛关注。国内湖南大

学的俞汝勤研究小组、南京大学的鞠煌先研究小组、

西南大学的袁若等利用金纳米粒子[2210 ]、TiO2 纳米

粒子[11 ]修饰电极 ,制备了一系列性能优良的电化学

免疫传感器。碳纳米管因其良好的电化学性能和大

的比表面积 ,在电化学生物传感器的研制中得到广

泛的研究。利用碳纳米管修饰电极研制电化学免疫

传感器也得到人们的关注[12214 ]。Rusling等人将单



壁碳纳米管定向组装在石墨电极上 ,吸附法固定生

物素抗体于单壁碳纳米管修饰电极上 ,建立了直接

法检测辣根过氧化物酶 ( Horseradish peroxidase ,

HRP)标记的生物素和竞争法检测生物素的电化学

酶联免疫分析[ 13 ]。同时该研究小组在碳纳米管修

饰电极上共价固定人血清白蛋白抗体 ,建立了竞争

法测定人血清白蛋白的电化学酶联免疫分析[14 ]。

电化学酶联免疫分析法 ( Elect rochemical Enzyme2
linked Immunoassay , EIA)是将酶催化反应的放大

作用和抗原抗体亲和反应的高专一性、特异性结合

的免疫分析方法 ,具有很高的灵敏度。其中辣根过

氧化物酶 ,对底物的要求便宜、无毒、易于制备、稳定

性和溶解性好 ,在电化学免疫分析中得到广泛应

用[15 ]。

本文应用吸附法将 IgG抗原固定于多壁碳纳米

管修饰的玻碳电极表面 ,以辣根过氧化物酶为标记

酶 ,对苯二酚为电化学检测底物 ,研制了测定 IgG抗

体的碳纳米管修饰电极 ,用于 IgG抗体含量的测定。

1　实验部分

1 . 1　仪器和试剂

BAS 100 B/ W 电化学工作站 (Bioanalytical

System , INC , U SA ) 。三电极系统 :玻碳电极

( GCE ,φ= 3 mm) 或碳纳米管修饰的玻碳电极

(MWN T/ GCE) 为工作电极 ,饱和甘汞电极 ( SCE)

为参比电极 ,铂电极为对极。扫描电子显微镜

(SEM , Quanta200 ,Philip s2FEI公司) 。

对苯二酚 ( HQ ,西安化学试剂厂)溶液当天配

制 ,使用时用 0. 10 mol/ L 磷酸盐缓冲溶液 ( PBS ,

p H = 7. 0) 稀释 ;30 % H2 O2溶液 ,购自西安化学试

剂厂 ;人 Ig G和多克隆羊抗人 Ig G抗体购自 Sigma

公司 ; HRP、HRP 标记多克隆羊抗人 Ig G抗体溶液

购自华美生物有限公司 ;其他试剂均为分析纯。

5. 0 mg/ mL HRP 溶液 :称取 HRP 5. 0 mg ,用

0. 10 mol/ L PBS (p H = 7. 0) 溶解并定容至 1. 0

mL ,使用时用 0. 10 mol/ L PBS (p H = 7. 0)逐级稀

释 ,4°C冰箱保存。1. 0 mg/ mL 人 Ig G和多克隆羊

抗人 Ig G 抗体用 0. 10 mol/ L PBS (p H = 7. 0)配

制 ,置于冰箱中 4°C保存。使用时用 0. 10 mol/ L

PBS (p H = 7. 0)逐级稀释。

HRP标记多克隆羊抗人 IgG抗体溶液(1 :1 000) :

使用时用 0. 10 mol/ L PBS (p H = 7. 0)稀释。1. 5 %

BSA 封闭液用 0. 10 mol/ L PBS (p H = 7. 0) 配制。

1 . 2　免疫传感器的制备

MWN T的处理和 MWN T/ GCE 电极的制备同

文献[16 ] 。将制备的MWN T / GCE修饰电极浸入

0. 050 mg/ mL 人 IgG溶液中 15 min ,室温下吸附法

固定 IgG,0. 10 mol/ L PBS (p H = 7. 0)冲洗电极表

面 ,冲洗掉未吸附的 IgG,得到 IgG修饰的碳纳米管

电极 ( IgG/ MWN T/ GCE) ,4 ℃放于冰箱中备用。

1 . 3　免疫分析方法

采用竞争酶联免疫法进行待测抗体的测定。首

先将 Ig G/ MWN T/ GCE浸入 1. 5 % BSA 溶液中饱

和1 0 min ,减少抗体在电极上的非特异性吸附 ;

0. 10 mol/ L PBS 冲洗电极后 ,将 Ig G/ MWN T/

GCE浸入含不同浓度的待测 Ig G抗体和稀释度为

10 :106 HRP 标记抗体的混合溶液中 ,37℃免疫反

应 15 min。然后用 0. 10 mol/ L PBS 冲洗电极表

面 ,冲洗掉吸附的 Ig G抗体和 HRP标记 Ig G抗体。

免疫反应后的电极在含 1. 5×10 - 3 mol/ L 对苯二酚

和 2. 0×10 - 3 mol/ L H2 O2的 0. 10 mol/ L PBS (p H

= 7. 0)溶液中进行电化学测量。

2　结果与讨论

2. 1　碳纳米管组装电化学免疫传感器测定 IgG抗体

利用物理吸附法将人 Ig G 固定在 MWN T/

GCE电极表面 , MWN T/ GCE 吸附 Ig G 前后的

SEM如图 1所示。从图 1 (a)可以看出电极表面管

状、不规则排布的 MWN T ;吸附固定 Ig G后 ,有白

色絮状物质覆盖在管状的 MWN T表面 (图 1b) ,说

明 Ig G吸附固定在 MWN T/ GCE电极表面。

图 1　MWN T/ GCE吸附 Ig G前后的 SEM

(a) 吸附前 , (b) 吸附后

SEM of MWN T/ GCE surface (a) and Ig G/ MWN T/

GCE surface (b)
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图 2为 Ig G/ MWN T/ GCE ,Ig G/ MWN T/ GCE

与 HRP 标记抗体免疫反应后的电极及 Ig G/

MWN T/ GCE与 待测 Ig G抗体和 HRP 标记抗体

竞争免疫反应后的电极 ,在 2. 0 ×10 - 4 mol/ L 对苯

二酚和 2. 0×10 - 3 mol/ L 过氧化氢底液中的循环伏

安图。从图 2 可以看出 , Ig G/ MWN T/ GCE 在 98

和 82 mV分别出现了一对 HQ的氧化还原峰 (曲线

a) 。Ig G/ MWN T/ GCE 与 HRP 标记的 Ig G抗体

(7 :106 )免疫反应后 ,由于 HRP能够在 H2 O2 存在

下催化 HQ氧化 ,使还原峰电流增加而氧化峰电流

降低 ,表现出电化学催化行为 (曲线 b) 。加入待测

Ig G抗体 (1μg/ mL ) ,还原电流减少 (曲线 c) ,这时

由于待测 Ig G抗体和 HRP 标记抗体竞争固定在电

极上的 Ig G抗原 ,使电极上 HRP 标记抗体的量减

少 ,从而使还原电流减少。从内插图可以看出 ,

Ig G/ MWN T/ GCE在底液中有一较小的背景响应

电流 ,电流为 1. 3μA (曲线 a) 。Ig G/ MWN T/ GCE

与 HRP 标记的 Ig G抗体免疫反应后 ,还原电流增

加为 5. 2μA (曲线 b) ,为免疫反应后电极上的 HRP

对底物产生的催化电流。加入待测 Ig G抗体 ,还原

电流减少为 3. 2μA (曲线 c) 。还原电流与待测溶液

中 Ig G 抗体的浓度成反比 ,基于此可以进行待测

Ig G抗体的定量测定。

图 2　免疫反应前后不同电极的循环伏安图 (内插图 :免

疫反应前后不同电极的计时电流图)

Cyclic voltammetry profiles in 0. 10 mol/ L PBS (p H =

7. 0) containing 2. 0 ×10 - 4 mol/ L HQ and 2. 0 ×10 - 3

mol/ L H2 O2 ( Insert : Chronoamperometric profiles at a

potential of + 0. 030 V)

(a) 　at Ig G/ MWN T/ GCE blocked by 1. 5 % BSA

(b) 　at Ig G/ MWN T/ GCE blocked by 1. 5 % BSA incu2

bated with 7 :106 HRP2Anti2Ig G

(c) 　at Ig G/ MWN T/ GCE blocked by 1 . 5 % BSA incu2

bated with 7 : 106 HRP2Anti2Ig G and 1 . 0 ×10 - 6

g/ mL Anti2Ig G

2. 2. 1　实验条件的选择

基于 HRP催化过氧化氢氧化对苯二酚的催化

行为 ,建立测定抗体的分析方法。实验中首先考察

碳纳米管用量、过氧化氢浓度、对苯二酚浓度和电位

对 HRP催化过氧化氢氧化对苯二酚的催化电流的

影响。结果表明 ,当碳纳米管用量为 20μL ,过氧化

氢浓度为 2. 0×10 - 3 mol/ L ,对苯二酚的浓度为 1. 5

×10 - 3 mol/ L ,响应电流最大。在 - 0 . 10～ + 0. 40V

之间考察了电位对响应电流的影响 ,结果见图 3。

从图 3可以看出 ,工作电位在 + 0. 30 ～ + 0. 15 V

范围内变化时 ,随着电位的负移 ,响应电流几乎保持

不变 ;当工作电位在 + 0. 15 ～ + 0. 030 V 范围内

变化时 ,响应电流随工作电位的负移显著增加 ;继续

降低工作电位 ,响应电流基本保持稳定。实验中选

择碳纳米管用量为 20μL ,过氧化氢浓度为 2. 0 ×

10 - 3 mol/ L ,对苯二酚的浓度为 1. 5 ×10 - 3 mol/ L ,

工作电位为 + 0. 030 V。

图 3　工作电位对催化电流的影响

Effect of applied potentials on the catalytic current s

in 0. 10 mol/ L PBS (p H = 7. 0) containing 1. 5 ×

10 - 3 mol/ L HQ and 2. 0 ×10 - 3 mol/ L H2 O2 in the

presence of 1. 0×10 - 8 g/ mL HRP

吸附时间的选择 固定酶标抗体的稀释度为 7 :

106 ,考察抗原在电极上的吸附时间对响应电流的影

响 ,结果表明还原电流随着吸附时间的增加 ,迅速增

加 ,15 min达到最大 ,此后随着吸附时间的继续增

加 ,电流几乎不发生较大的变化。这表明吸附 15

min后 ,电极上 Ig G吸附达到饱和。实验中我们选

择 Ig G的吸附时间为 15 min。

免疫反应时间的选择 实验中我们考察了竞争

免疫反应时间对电化学响应的影响。实验结果表

明 ,还原电流随着免疫反应时间的增加 ,迅速减小 ,

竞争免疫反应 15 min 后 ,随着免疫反应时间的增

加 ,电流达到稳定。说明 15 min 后 ,抗体和 HRP

标记抗体的竞争反应达到平衡。实验中选择竞争免

疫反应时间为 15 min。

HRP标记抗体浓度的选择 由于免疫传感器是

基于待测 Ig G抗体和 HRP标记 Ig G抗体竞争吸附

在电极上的一定量的 Ig G抗原 ,根据电极上 HRP
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标记抗体量的变化进行待测 Ig G抗体的测定 ,因而

免疫混合液中 HRP 标记抗体的浓度直接影响响应

电流。实验中考察 HRP 标记抗体的量对电化学响

应的影响 ,结果表明当 HRP 标记抗体的稀释比为

10 :106 时 ,响应电流达到稳定 (图 4) 。实验中选择

HRP 标记抗体的稀释比为 10 :106。

图 4　HRP 标记抗体浓度对响应电流的影响

Effect of HRP2Anti2Ig G concentrations on the current re2
sponses at Ig G/ MWN T/ GCE blocked by 1. 5 % BSA in2

cubated with HRP2Anti2Ig G and 3. 0 ×10 - 6 g/ mL Anti2
Ig G

The determined conditions are 0. 10 mol/ L PBS (p H =

7. 0) containing 1. 5 ×10 - 3 mol/ L HQ and 2. 0 ×10 - 3

mol/ L H2 O2 at a potential of + 0. 030 V

2. 2. 2　传感器的响应

在以上优化的实验条件下 ,利用竞争免疫法进

行待测 Ig G抗体的电化学免疫测定。待测 Ig G抗

体浓度在 0. 10 ～ 25μg/ mL 之间变化时 ,响应电流

与待测 Ig G抗体浓度的关系曲线如图 5。从图 5可

以看出 ,响应电流与待测 Ig G抗体的浓度在 0. 30

～10μg/ mL内呈良好的线性关系 ,线性方程为I(μA)

= 6. 32 - 1. 03 lgC ( ng/ mL ) ,相关系数为 0. 9961。

检出限为 0. 11μg/ mL。实验用与待测 Ig G抗体等

物质的量的鸡蛋卵清白蛋白作空白对照试验 ,结果

表明 ,鸡蛋卵清白蛋白的非特异性吸附所引起的电

图 5　抗体浓度与响应电流的关系曲线图

Dependence of current response on the concentration of anti2
IgG antibody IgG/ MWN T/ GCE blocked by 1. 5 % BSA in2

cubated with 10 :106 HRP2Anti2IgG and 3. 0 ×10 - 6 g/ mL

Anti2IgG

The determined conditions are same as Fig. 4

流响应仅为 Ig G抗体响应的 5. 1 %。表明传感器

的特异性较好。

对浓度为 5. 0 ×10 - 7 g/ mL 的 Ig G抗体做 11

次重复测定 ,得到响应值的相对标准偏差为 2. 6 %。

分别制作 5支免疫传感器 ,对 1. 0×10 - 6 g/ mL Ig G

抗体测定的相对标准偏差为 3. 2 %。表明传感器的

重复性较好。为进一步进行血清样品中 Ig G抗原

的测定提供了分析模型 ,进一步的实验将固定抗

Ig G抗体 ,进行 Ig G含量的测定。
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