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(57)摘要

本发明公开了一种检测细胞分裂素6-BA的

化学发光免疫传感器的制备方法及其分析方法，

包括以下步骤：以金纳米粒子为固定载体，以共

价结合的方式，将细胞分裂素6-BA相应的包被抗

原固定于相应结合位点，从而制得该免疫传感

器；在此基础上，采用竞争免疫分析法，联合流动

注射，应用于化学发光分析，构建了一个高灵敏

的自动化化学发光免疫分析细胞分裂素6-BA的

方法。本发明具有快速，准确，样品用量少，稳定

性好，特异性高，灵敏度高等特点，可适用于植物

组织内源6-苄基腺嘌呤(6-BA)，玉米素，二氢玉

米素，激动素等细胞分裂素的测定。
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1.一种检测细胞分裂素6-BA的化学发光免疫传感器的制备方法，其特征在于包括以下

步骤：

(1)金纳米粒子的制备

将100mL浓度为0.01％的HAuCl4溶液煮沸，然后在搅拌的过程中，向其中加入2.5mL浓度

为1％的柠檬酸三钠，继续加热10min后停止加热，待其冷却到室温后将制得的金纳米粒子

分散于浓度为1％的壳聚糖醋酸缓冲液中，置于4℃下保存待用；

(2)完全抗原制备

取2ml纯甲醇，依次向该甲醇内加入以下试剂：

2mg细胞分裂素6-BA核苷；

滴加1mL  0.01mol/L  NaIO4，室温搅拌20min；

180μL  0.1mol/L乙二醇，室温搅拌10min；

滴加2mL蛋白溶液，所述蛋白溶液中含有10mg牛血清蛋白或10mg卵清蛋白；

滴加浓度为5％的K2CO3调反应液pH至9.3，室温搅拌反应液1h；

2mg  NaBH4，每30min加1mg，于4℃下搅拌；

滴加浓度为0.1mol/L  HCl调反应液pH至6.5，搅拌反应液1h；

将上述最终得到的反应液于4℃下用2.5L  PBS透析，每5h更换透析液一次，透析3天后，

将透析所得共轭物质存于0.01mmol/L  PBS(pH  7.4)中，于-20℃下保存，所述共轭物质即为

包被抗原；

(3)化学发光免疫传感器的组装

用环氧硅烷化的载玻片作为固相载体，将步骤(1)中以壳聚糖分散的金纳米粒子溶液

滴涂于载玻片表面并置于4℃下晾干后，将待测抗原对应上述步骤(2)中所制得的包被抗原

滴涂于该晾干后的载玻片表面，再将该载玻片置于4℃下反应过夜，然后将其冲洗干净后，

用牛血清蛋白将该载玻片上的剩余活性位点封闭，即为免疫传感器。

2.根据权利要求1所述的检测细胞分裂素6-BA的化学发光免疫传感器的制备方法，其

特征在于：用于制备金纳米粒子的所有玻璃器皿在使用前用王水浸泡，清洗干净并干燥后

使用。

3.根据权利要求1所述的检测细胞分裂素6-BA的化学发光免疫传感器的制备方法，其

特征在于：步骤(3)中，固相载体的环氧硅烷化方法为：将载玻片置于水虎鱼酸(H2SO4：H2O2

＝7：3，v：v)中浸泡后用去离子水冲洗；将冲洗干净的载玻片置于氮气气氛中吹干后置于含

1％GPTMS的甲苯溶液中浸泡，然后依次用甲苯和无水乙醇洗脱载玻片上吸附的GPTMS，最后

再将该载玻片置于氮气气氛中吹干。

4.根据权利要求1所述的检测细胞分裂素6-BA的化学发光免疫传感器的制备方法，其

特征在于：所述步骤(1)中，壳聚糖醋酸缓冲液分散的金纳米粒子的浓度为10μmol/L；所述

步骤(2)中，包被抗原的浓度为50μg/mL。

5.利用权利要求1的方法制得的检测细胞分裂素6-BA的化学发光免疫传感器的分析方

法，其特征在于包括如下步骤：

(1)将上述制备的免疫传感器组装到免疫微反应器中；

(2)利用流动注射方式，将含待测抗原的样品和相应单克隆抗体注入上述免疫微反应

器，温育30min后清洗；
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(3)再向上述步骤(2)中清洗结束的免疫微反应器中加入辣根过氧化酶标记的羊抗鼠

抗体，温育40min后清洗；

(4)再向上述步骤(3)中清洗结束的免疫微反应器中加入发光底物，用光电倍增管对光

信号进行收集和记录。

6.根据权利要求5所述的检测细胞分裂素6-BA的化学发光免疫传感器的分析方法，其

特征在于：步骤(1)中所述免疫微反应器为流通池，由带有进口和出口的聚四氟乙烯盖、硅

橡胶片和透明塑胶玻璃片组成；所述聚四氟乙烯盖的长×宽×高分别为4.3cm×2.5cm×

0.8cm，所述硅橡胶片的厚度为2.0mm，所述透明塑胶玻璃片厚度为5mm。

7.根据权利要求5所述的检测细胞分裂素6-BA的化学发光免疫传感器的分析方法，其

特征在于：步骤(2)中所述单克隆抗体的浓度为80ng/mL。

8.根据权利要求5所述的检测细胞分裂素6-BA的化学发光免疫传感器的分析方法，其

特征在于：步骤(3)中所述羊抗鼠抗体浓度为1μg/mL。

9.根据权利要求5所述的检测细胞分裂素6-BA的化学发光免疫传感器的分析方法，其

特征在于：步骤(4)中的化学发光体系为鲁米诺-H2O2发光体系。
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一种检测细胞分裂素6-BA的化学发光免疫传感器的制备方法

及其分析方法

技术领域

[0001] 本发明属于化学发光免疫分析领域，特别涉及一种检测细胞分裂素6-BA的化学发

光免疫传感器的制备方法及其分析方法。

背景技术

[0002] 化学发光免疫分析是将化学发光系统与免疫反应相结合，用化学发光相关的物质

标记抗体或抗原，与待测的抗原或抗体反应后，经过分离游离态的化学发光标记物，加入化

学发光底物产生化学发光，进行抗原或抗体的定量或定性检测。近年来，化学发光免疫分析

方法由于其具有灵敏度高、特异性强、适用面广、所需设备简单、线性范围较宽等优点，日益

受到人们的青睐，在生命科学、临床医学以及环境、食品等领域得到广泛应用。而在实际应

用中，常常需检测低丰度分析物样品，发展高灵敏的化学发光免疫分析方法，是近年来免疫

分析方法发展的主要方向；随着纳米技术的发展，纳米材料，如金纳米粒子、碳纳米管、碳纳

米角、SiO2纳米粒子及它们的复合纳米结构，已用于超灵敏免疫传感器的构建。

[0003] 细胞分裂素是一类重要的植物生长调节剂，它有许多种类，如玉米素、玉米素核糖

苷，二氢玉米素、0-配糖物及其核苷，异戊烯基腺嘌呤，激动素，6-BA等。关于细胞分裂素的

功能，最早发现可促进细胞分裂，后来许多研究表明，细胞分裂素也在植物发育过程中起重

要作用，如控制顶端优势，根的形成，叶绿体发育，花和叶片的衰老及采后衰老等。因此，了

解植物体内细胞分裂素的含量具有重要的应用价值。

[0004] 目前细胞分裂素含量的检测方法主要有气相色谱法、高效液相色谱法、毛细管电

泳法和电化学法等，也有文献报道了免疫分析法，但多为酶联免疫分析法，且其分析灵敏度

及线性范围受到一定的限制。因此，开发一种基于纳米材料的高灵敏度自动化化学发光免

疫分析方法具有广阔的应用前景。

发明内容

[0005] 技术问题：为了解决现有技术的缺陷，本发明提供了一种检测细胞分裂素6-BA的

化学发光免疫传感器的制备方法及其分析方法。

[0006] 技术方案：本发明提供了一种检测细胞分裂素6-BA的化学发光免疫传感器的制备

方法，包括以下步骤：

[0007] (1)金纳米粒子的制备

[0008] 将100mL浓度为0 .01％的HAuCl4溶液煮沸，然后在搅拌的过程中，向其中加入

2.5mL浓度为1％的柠檬酸三钠，继续加热10min后停止加热，待其冷却到室温后将制得的金

纳米粒子分散于浓度为1％的壳聚糖醋酸缓冲液中，置于4℃下保存待用；

[0009] (2)完全抗原制备

[0010] 取2ml纯甲醇，依次向该甲醇内加入以下试剂：

[0011] 2mg细胞分裂素6-BA核苷；

说　明　书 1/5 页

4

CN 108061797 A

4



[0012] 滴加1mL  0.01mol/L  NaIO4，室温搅拌20min；

[0013] 180μL  0.1mol/L乙二醇，室温搅拌10min；

[0014] 滴加2mL蛋白溶液，所述蛋白溶液中含有10mg牛血清蛋白或10mg卵清蛋白；

[0015] 滴加浓度为5％的K2CO3调反应液pH至9.3，室温搅拌反应液1h；

[0016] 2mg  NaBH4，每30min加1mg，于4℃下搅拌；

[0017] 滴加浓度为0.1mol/L  HCl调反应液pH至6.5，搅拌反应液1h；

[0018] 将上述最终得到的反应液于4℃下用2.5L  PBS透析，每5h更换透析液一次，透析3

天后，将透析所得共轭物质存于0.01mmol/LPBS(pH  7.4)中，于-20℃下保存，所述共轭物质

即为包被抗原；

[0019] (3)化学发光免疫传感器的组装

[0020] 用环氧硅烷化的载玻片作为固相载体，将步骤(1)中以壳聚糖分散的金纳米粒子

溶液滴涂于载玻片表面并置于4℃下晾干后，将待测抗原对应上述步骤(2)中所制得的包被

抗原滴涂于该晾干后的载玻片表面，再将该载玻片置于4℃下反应过夜，然后将其冲洗干净

后，用牛血清蛋白将该载玻片上的剩余活性位点封闭，即为免疫传感器。

[0021] 作为一种优选方案：上述用于制备金纳米粒子的所有玻璃器皿在使用前用王水浸

泡，清洗干净并干燥后使用。

[0022] 作为进一步优选方案：上述步骤(3)中，固相载体的环氧硅烷化方法为：将载玻片

置于水虎鱼酸(H2SO4：H2O2＝7：3，v：v)中浸泡后用去离子水冲洗；将冲洗干净的载玻片置于

氮气气氛中吹干后置于含1％GPTMS的甲苯溶液中浸泡，然后依次用甲苯和无水乙醇洗脱载

玻片上吸附的GPTMS，最后再将该载玻片置于氮气气氛中吹干。

[0023] 作为进一步优选方案：上述步骤(1)中，壳聚糖醋酸缓冲液分散的金纳米粒子的浓

度为10μmol/L；上述步骤(2)中，包被抗原的浓度为50μg/mL。

[0024] 本发明还包括利用上述方法制得的检测细胞分裂素6-BA的化学发光免疫传感器

的分析方法，具体包括如下步骤：

[0025] (1)将上述制备的免疫传感器组装到免疫微反应器中；

[0026] (2)利用流动注射方式，将含待测抗原的样品和相应单克隆抗体注入上述免疫微

反应器，温育30min后清洗；

[0027] (3)再向上述步骤(2)中清洗结束的免疫微反应器中加入辣根过氧化酶标记的羊

抗鼠抗体，温育40min后清洗；

[0028] (4)再向上述步骤(3)中清洗结束的免疫微反应器中加入发光底物，用光电倍增管

对光信号进行收集和记录。

[0029] 作为优选方案：上述分析方法步骤(1)中的免疫微反应器为流通池，由带有进口和

出口的聚四氟乙烯盖、硅橡胶片和透明塑胶玻璃片组成；该聚四氟乙烯盖的长×宽×高分

别为4.3cm×2.5cm×0.8cm，硅橡胶片的厚度为2.0mm，透明塑胶玻璃片厚度为5mm。

[0030] 作为进一步优选方案：上述分析方法步骤(2)中单克隆抗体的浓度为80ng/mL。

[0031] 作为进一步优选方案：上述分析方法步骤(3)中所述羊抗鼠抗体浓度为1μg/mL。

[0032] 作为进一步优选方案：上述分析方法步骤(4)中的化学发光体系为鲁米诺-H2O2发

光体系

[0033] 有益效果：本发明提供的细胞分裂素6-BA检测方法与气相色谱、液相色谱法相比，
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存在以下有益效果：样品用量少，成本低，灵敏度高，结果准确，操作简单、快速。

附图说明

[0034] 图1为本发明检测细胞分裂素6-BA的化学发光免疫传感器的制备和分析方法示意

图；

[0035] 图2本发明的6-BA标准样品检测的曲线示意图。

具体实施方式

[0036] 下面结合附图和具体实施例，进一步阐明本发明，应理解这些实施例仅用于说明

本发明而不用于限制本发明的范围，在阅读了本发明之后，本领域技术人员对本发明的各

种等价形式的修改均落于本申请所附权利要求所限定的范围。

[0037] 本发明包括一种检测细胞分裂素6-BA的化学发光免疫传感器的制备方法，具体步

骤如下：

[0038] (1)金纳米粒子的制备

[0039] 金纳米粒子(AuNPs)的制备依据柠檬酸盐还原法。首先，用于制备AuNPs的所有玻

璃器皿在使用前用王水(HNO3:HCl＝3:1，v:v)浸泡，之后清洗干净并干燥。将100mL0.01％

HAuCl4溶液煮沸，在不断搅拌的情况下，快速加入2.5mL1％柠檬酸三钠。10min后溶液变为

酒红色，移去热源，在室温下冷却。制备所得AuNPs分散于1％壳聚糖醋酸缓冲液中，置于4℃

下保存，供后续实验使用。

[0040] (2)完全抗原制备

[0041] 取2mg细胞分裂素6-BA核苷溶于2ml甲醇，随后逐滴加入1mL0.01mol/LNaIO4，室温

下搅拌反应20min，加入180μL  0.1mol/L乙二醇，常温搅拌10min，向反应后的溶液中逐滴加

入2mL蛋白溶液[10mg牛血清蛋白(BSA)或者卵清蛋白(OVA)]，用5％K2CO3调节pH至9.3，搅拌

1h后，加入两个单位的1mg  NaBH4，每间隔30min加一个单位，并于4℃下搅拌；以0.1mol/L 

HCl调节反应液pH至6.5后，搅拌反应液1h；所得反应液以2.5LPBS透析(1.5mmol/LKH2PO4,

8.3mmol/LNa2HPO4.12H2O及154mmol/LNaCl,pH  7.5)，每5h更换透析液一次，4℃下透析3天；

透析所得共轭物质(细胞分裂素与BSA的共轭物)存于0.01mmol/LPBS(pH  7.4)中，于-20℃

下保存，该共轭物质即为包被抗原。

[0042] (3)化学发光免疫传感器的组装

[0043] 如图1所示，将环氧硅烷化的载玻片作为固相载体，以壳聚糖分散的金纳米粒子滴

涂于载玻片表面，于4℃下晾干后，将50uL  50μg/mL待测抗原对应包被抗原滴涂于固定有金

纳米粒子的载玻片表面，4℃下反应过夜，使包被抗原固定于金纳米粒子表面，冲洗干净后，

以BSA将剩余活性位点封闭，免疫传感器即制备完成。

[0044] 上述冲洗缓冲液为：含0.05％Tween-20的0.01mmol/L  PBST(pH  7.4)。

[0045] 上述BSA分散于0.01mmol/L的PBS(pH  7.4)中，浓度为1％(w/v)。

[0046] 本发明还包括利用上述方法制得的检测细胞分裂素6-BA的化学发光免疫传感器

的分析方法，其具体步骤如下：

[0047] 如图1所示，将上述步骤(3)制备得到的6-BA化学发光免疫传感器组装于免疫微反

应器中，利用流动注射方式，将35μL含不同浓度抗原的样品和35μL  80ng/mL相应单克隆抗
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体注入免疫微反应器，使包被抗原和待测抗原与抗体进行竞争免疫反应，温育30min后清

洗，再加入70μL  1μg/mL辣根过氧化酶标记的羊抗鼠抗体(IgG-HRP)温育40min，使其形成与

抗原-抗体-IgG-HRP复合物进行结合，清洗后，加入发光底物，以光电倍增管对光信号进行

收集记录，建立化学发光强度与6-BA溶液浓度之间的定量关系，根据该定量关系检测待测

样品中6-BA的浓度。

[0048] 不同浓度6-BA与化学发光强度对应的标准曲线，如图2所示，线性方程为：y＝-

0.154x+2.053，相关系数为0.996，线性范围为：0.05～92ng/mL，检测限为：0.008ng/mL。

[0049] 为考察该方法的准确性及实际应用价值，特向黄豆芽样品中加入5 .0ng/mL，

10.0ng/mL，20ng/mL，30ng/mL，50ng/mL6-BA标品以测定6-BA的回收率，实验步骤如下：

[0050] 1)取黄豆芽样品，稀释一倍，测定发光值；

[0051] 2)另取一份黄豆芽样品，加入同体积标品(浓度为最终加入浓度的两倍)，测定发

光值；

[0052] 3)加标样品发光值减去样品发光值用于计算回收率。

[0053] 测定结果如表1所示。

[0054] 实施例1

[0055] 利用本方法对江苏淮安种植的“太空莲36号”莲子进行内源6-BA检测。

[0056] (1)样品的提取

[0057] 每个平行称取2g样品，用8mL  60％的酸化甲醇超声浸提30min，重复浸提一次，离

心合并上清液，于氮吹仪下将甲醇吹干。剩余水相用C18Sep-Pak固相萃取小柱纯化，首先以

3mL纯净水洗脱，再以2mL甲醇洗脱，用于测定6-BA。

[0058] (2)免疫传感器的制备

[0059] 取2mg  6-BAR(6-BA次生代谢产物)逐滴加入1mL0.01mol/L  NaIO4，室温下搅拌反

应20min，加入180μL  0.1mol/L乙二醇，常温搅拌10min，向反应后的溶液中逐滴加入2mL蛋

白溶液[10mg牛血清蛋白(BSA)或者卵清蛋白(OVA)]，用5％K2CO3调节pH至9.3，搅拌1h后，加

入两个单位的1mg  NaBH4，每间隔30min加一个单位，并于4℃下搅拌，以0.1mol/L  HCl调节

反应液pH至6 .5后，搅拌反应液1h。所得反应液以2.5L  PBS透析(1 .5mmol/L  KH2PO4 ,

8.3mmol/L  Na2HPO4.12H2O及154mmol/L  NaCl,pH  7.5)，每5h更换透析液一次，4℃下透析3

天。透析所得共轭物质存于0.01mmol/L  PBS(pH  7.4)，-20℃下。细胞分裂素与BSA的共轭物

作为包被抗原。

[0060] 如图1所示，将环氧硅烷化的载玻片作为固相载体，将上述实验制备的1％壳聚糖

醋酸缓冲液分散的金纳米粒子滴涂于载玻片表面，于4℃下晾干后，将50uL  50μg/mL待测抗

原对应包被抗原滴涂于固定有金纳米粒子的载玻片表面，4℃下反应过夜，使包被抗原固定

于金纳米粒子表面，冲洗干净后，以BSA将剩余活性位点封闭，制得免疫传感器。

[0061] (3)样品分析

[0062] 将制得的6-BA化学发光免疫传感器组装于免疫微反应器中，利用流动注射方式，

将35μL待测样品和35μL  80ng/mL相应单克隆抗体注入免疫微反应器，使包被抗原和待测抗

原与抗体进行竞争免疫反应，温育30min后清洗，再加入70μL  1μg/mL辣根过氧化酶标记的

羊抗鼠抗体(IgG-HRP)温育40min，使其形成与抗原-抗体-IgG-HRP复合物进行结合，清洗

后，加入发光底物，以光电倍增管对光信号进行收集记录。以化学发光强度与6-BA溶液浓度
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之间的线性关系计算待测样品中6-BA的浓度。

[0063] 将所提取的样品，另取一份用高效液相色谱法(HPLC)进行检测，方法参考GB/

T23381-2009食品中6-苄基腺嘌呤的测定高效液相色谱法，所得结果与本方法所得结果进

行对比，数据如表2所示。

[0064] 实施例2

[0065] 利用本方法对南京市苏果超市购买的“耐寒优秀”西兰花进行内源6-BA检测。

[0066] 对该西兰花进行处理的实验过程同上述处理“太空莲36号”莲子过程全部相同。

[0067] 将所提取的样品，另取一份用高效液相色谱法(HPLC)进行检测，方法参考GB/

T23381-2009食品中6-苄基腺嘌呤的测定高效液相色谱法，所得结果与本方法所得结果进

行对比，数据如表2所示。

[0068] 结果分析：

[0069] 由表1数据可得出，在实际样品中，本发明方法用于检测样品内的细胞分裂素6-BA

含量时，其检测结果的准确性很高；

[0070] 由表2数据可得出，在实际样品中，本发明方法对待测样品内的细胞分裂素6-BA进

行提取时，其提取到的细胞分裂素6-BA含量数据比HPLC法的数据高6％-10％，充分证明了

本发明技术方案检测结果的准确性和灵敏性。

[0071] 表1本发明的方法对6-BA的回收率

[0072]

[0073]

[0074] 表2本发明的方法与HPLC法对莲子及西兰花内源6-BA含量检测的结果对比

[0075]

说　明　书 5/5 页

8

CN 108061797 A

8



图1

图2
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