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(57)摘要

本发明公开一种固相荧光免疫检测的原位

增强方法，涉及荧光增强技术领域。包括如下步

骤：第一步、制备荧光增强剂；第二步、在常规固

相基底上进行荧光免疫检测；第三步、将荧光增

强剂自组装到常规固相基底上的蛋白质分子表

面，进行荧光原位增强。本发明利用荧光增强剂

对固相荧光免疫检测进行原位增强，提高了荧光

信号强度，避免了因引入金属纳米基底而带来的

应用范围受限、批次间一致性、稳定性及生物活

性等问题，并且具有操作简单，成本低廉的特点。
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1.一种固相荧光免疫检测的原位增强方法，其特征在于，包括如下步骤：

S1：制备荧光增强剂；

S2：在常规固相基底上进行荧光免疫检测；

S3：将S1中制备的荧光增强剂自组装到S2中常规固相基底上的蛋白质分子表面，进行

荧光原位增强。

2.根据权利要求1所述的固相荧光免疫检测的原位增强方法，其特征在于，所述荧光增

强剂为银纳米粒子、金纳米粒子、金-银核壳纳米粒子、金-二氧化硅核壳纳米粒子、银-二氧

化硅核壳纳米粒子中的一种或多种。

3.根据权利要求2所述的固相荧光免疫检测的原位增强方法，其特征在于：所述荧光增

强剂为银纳米粒子。

4.根据权利要求3所述的固相荧光免疫检测的原位增强方法，其特征在于：所述银纳米

粒子采用柠檬酸钠还原法制备，其制备方法为：将硝酸银溶液加热到85-100℃，加入柠檬酸

钠溶液，持续加热反应30-90分钟后冷却至室温，即得到银纳米粒子；所述柠檬酸钠溶液的

加入体积为硝酸银溶液体积的1/50。

5.根据权利要求4所述的固相荧光免疫检测的原位增强方法，其特征在于：所述硝酸银

的摩尔浓度为0.5-5mM；所述柠檬酸钠溶液的质量分数为0.5%-5%。

6.根据权利要求1所述的固相荧光免疫检测的原位增强方法，其特征在于：所述常规固

相基底为氨基化后戊二醛修饰的玻璃基底或者多聚赖氨酸包被的玻璃基底。

7.根据权利要求6所述的固相荧光免疫检测的原位增强方法，其特征在于：所述常规固

相基底为多聚赖氨酸包被的玻璃基底。

8.根据权利要求1所述的固相荧光免疫检测的原位增强方法，其特征在于：所述荧光免

疫检测包括如下步骤：

S2-1：在常规固相基底上滴加抗原溶液，并在30-40℃下孵育1-5小时；

S2-2：孵育完成后，清洗，并用BSA在30-40℃下封闭0.5-3小时；

S2-3：滴加荧光标记抗体，在30-40℃下孵育0.5-3小时；

S2-4：清洗后测量荧光光谱；

其中BSA溶液的质量分数为0.1%-10%；

优选的所述抗原溶液浓度为1  pg/mL-100μg/mL。

9.根据权利要求8所述的固相荧光免疫检测的原位增强方法，其特征在于：所述抗原溶

液的浓度为1μg/mL。

10.根据权利要求1所述的固相荧光免疫检测的原位增强方法，其特征在于：所述荧光

增强剂自组装进行荧光原位增强的方法是：

S3-1：将已完成免疫反应的常规固相基底在荧光增强剂中浸泡0.5-24小时；

S3-2：清洗后测量荧光光谱。
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一种固相荧光免疫检测的原位增强方法

技术领域

[0001] 本发明涉及荧光增强技术领域，具体涉及利用荧光增强剂对固相荧光免疫检测进

行原位增强的方法。

背景技术

[0002] 荧光技术在化学传感、生物医学检测与成像等诸多领域具有重要的应用。然而，在

对微量生化物质进行定量检测时，其信号强度还有待进一步提高。近年来，表面增强荧光效

应得到了广泛关注。这一效应是指当荧光分子、半导体量子点等荧光材料分布于金、银等贵

金属纳米结构表面附近时，其荧光强度相对于自由态荧光强度可能得到显著增加。表面增

强荧光效应的物理机制可能包括几个方面：（1）金属纳米结构的表面等离子体共振效应导

致其表面附近局域场显著增强，当荧光分子位于金属纳米结构表面附近时，其激发速率将

得到提高；（2）荧光分子的辐射衰减速率得到提高；（3）荧光分子与金属纳米结构发生耦合，

激发态能量通过近场能量转移过程传递至金属并重新辐射至远场。将表面增强荧光效应应

用于常规荧光检测中，有助于提高荧光检测的灵敏度，减低荧光检测的检测限。

[0003] 目前基于表面增强荧光效应的固相免疫检测，主要是将荧光免疫检测从常规的固

相免疫基底上移植到金属纳米结构基底上实现的。后者一般由在玻璃、石英、硅片等固相衬

底上生长或者自组装金属纳米结构制得。由于蛋白质分子的尺寸一般在纳米量级，因此作

为荧光标记的荧光分子与金属纳米结构之间的距离为纳米量级，二者之间通过近场耦合使

得荧光强度获得增强。目前的研究重点主要集中在针对金属纳米基底的设计上，通过制备

高效的基底，提高荧光免疫检测的性能。但是这种方案存在一些固有的缺陷。比如，传统的

荧光免疫检测往往需要在特定生物分析的标准基底上进行，基底的更换会对免疫检测的应

用范围造成限制；引入非标准的金属纳米基底可能影响免疫检测的批次间一致性，为实际

应用带来困扰；金属纳米结构对生物分子的稳定性及生物活性等方面的影响也需要进一步

评估。为真正将基于表面增强荧光效应的固相免疫检测推向实用，解决上述问题至关重要。

一种无需更换原有固相基底即可获得增强荧光信号的免疫检测方法将极具潜力。

发明内容

[0004] 本发明的目的是提供一种固相荧光免疫检测的原位增强方法，利用荧光增强剂对

固相荧光免疫检测进行原位增强，从而解决目前基于表面增强荧光效应的固相免疫检测方

案因引入金属纳米基底而带来的应用范围受限、批次间一致性、稳定性及生物活性等问题。

[0005] 为解决上述问题，本发明采用以下技术方案：

一种固相荧光免疫检测的原位增强方法，包括如下步骤：

S1：制备荧光增强剂；所述荧光免疫检测包括如下步骤：

S2：在常规固相基底上进行荧光免疫检测；

S3：将S1中制备的荧光增强剂自组装到S2中常规固相基底上的蛋白质分子表面，进行

荧光原位增强。
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[0006] 作为本发明的优选，所述荧光增强剂为银纳米粒子、金纳米粒子、金-银核壳纳米

粒子、金-二氧化硅核壳纳米粒子、银-二氧化硅核壳纳米粒子中的一种或多种。

[0007] 作为本发明的优选，所述荧光增强剂为银纳米粒子。

[0008] 作为本发明的优选，所述银纳米粒子采用柠檬酸钠还原法制备，其制备方法为：将

硝酸银溶液加热到85-100℃，加入柠檬酸钠溶液，持续加热反应30-90分钟后冷却至室温，

即得到银纳米粒子；所述柠檬酸钠溶液的加入体积为硝酸银溶液体积的1/50。

[0009] 作为本发明的优选，所述硝酸银的摩尔浓度为0.5-5mM；所述柠檬酸钠溶液的质量

分数为0.5%-5%。

[0010] 作为本发明的优选，所述常规固相基底为氨基化后戊二醛修饰的玻璃基底或者多

聚赖氨酸包被的玻璃基底。

[0011] 作为本发明的优选，所述常规固相基底为多聚赖氨酸包被的玻璃基底。

[0012] 作为本发明的优选，所述荧光免疫检测包括如下步骤：

S2-1：在常规固相基底上滴加抗原溶液，并在30-40℃下孵育1-5小时；

S2-2：孵育完成后，清洗，并用BSA在30-40℃下封闭0.5-3小时；

S2-3：滴加荧光标记抗体，在30-40℃下孵育0.5-3小时；

S2-4：清洗后测量荧光光谱。

[0013] 其中BSA溶液的质量分数为0.1%-10%；

优选的所述抗原溶液浓度为1  pg/mL-100μg/mL。

[0014] 作为本发明的优选，所述抗原溶液的浓度为1μg/mL。

[0015] 作为本发明的优选，所述荧光增强剂自组装进行荧光原位增强的方法是：

S3-1：将已完成免疫反应的常规固相基底在荧光增强剂中浸泡0.5-24小时；

S3-2：清洗后测量荧光光谱。

[0016] 有益效果：

本发明利用荧光增强剂对固相荧光免疫检测进行原位增强，提高了荧光信号强度，同

时无需更换常规固相基底，避免了因引入金属纳米基底而带来的应用范围受限、批次间一

致性、稳定性及生物活性等问题，并且具有操作简单，成本低廉的特点，具有较高的应用价

值。

附图说明

[0017] 图1是本发明提出的固相荧光免疫检测的原位增强方法示意图；

图2是银纳米粒子的透射电镜图；

图3是实施例中增强前后的免疫荧光光谱。

具体实施方式

[0018] 下面结合实施例和附图对本发明做更进一步的解释。下列实施例仅用于说明本发

明，但并不用来限定发明的实施范围。

[0019] 一种固相荧光免疫检测的原位增强方法，如图1所示。

[0020] 在本实施例中，所述抗原采用人抗原，所述荧光标记抗体采用异硫氰基荧光素标

记的羊抗人免疫球蛋白抗体，利用本发明的方法进行固相荧光免疫检测的原位增强。
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[0021] 步骤一、制备银纳米粒子

将500  mL，1  mM硝酸银水溶液在磁力搅拌下加热至沸腾，迅速注入10  mL，1%的柠檬酸

钠水溶液。混合溶液持续沸腾60分钟后，在搅拌下自然冷却至室温，即得到银纳米粒子。将

银纳米粒子避光保存备用。

[0022] 步骤二、在多聚赖氨酸包被的玻璃基底上进行荧光免疫检测

将1  µg/mL的人抗原溶液滴加到多聚赖氨酸包被的玻璃基底上，放置于湿度为65%~75%

的湿盒中，在37℃下孵育3小时。然后依次用含0.1% 吐温  20的磷酸盐缓冲液、磷酸盐缓冲

液和去离子水清洗基底3次，用氮气吹干。将5%的BSA溶液滴加到基底上，在37℃下封闭2  小

时,取出后用含0.1%  吐温  20的磷酸盐缓冲液、磷酸盐缓冲液和去离子水清洗，用氮气吹

干。将1  mg/mL，50  µL的异硫氰基荧光素标记的羊抗人免疫球蛋白抗体溶液滴加到基底上，

在37℃下培育2  小时，用含0.1% 吐温  20的磷酸盐缓冲液、磷酸盐缓冲液和去离子水清洗，

用氮气吹干。测量荧光光谱。

[0023] 步骤三、自组装银纳米粒子，测量荧光光谱

将步骤二中已完成免疫反应的多聚赖氨酸包被的玻璃基底在步骤一中得到的银纳米

粒子溶胶中浸泡，静置3小时，用去离子水冲洗，用氮气小心吹干。测量荧光光谱。

[0024] 本实施例步骤一中制备得到的银纳米粒子的透射电镜图如图2所示，可见银纳米

粒子的尺寸一般在40-80纳米之间，但也存在较小及较大的粒子，形状多为近似球形，但也

存在部分棒状粒子。根据以往文献报导，此种银纳米粒子一般具有较强的荧光增强效应。已

完成免疫反应的多聚赖氨酸包被的玻璃基底在银纳米粒子溶胶中结束浸泡后，基底表面呈

现淡黄色，这是由于蛋白质分子存在氨基、羧基、巯基等基团，能够以静电、共价键等方式使

银纳米粒子自组装在蛋白质表面。自组装于蛋白质分子表面的银纳米粒子由于靠近标记的

异硫氰基荧光素分子，因而能够对后者的荧光进行增强。图3所示为自组装银纳米粒子前后

的荧光光谱，可见自组装银纳米粒子将免疫荧光的强度增强了近5倍。因此本发明能够对固

相荧光免疫检测实现原位增强。

[0025] 以上所述是本发明的具体实施方式。应当指出，对于本技术领域的普通技术人员

来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和润饰也视为

本发明的保护范围。
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