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(57)摘要

本发明涉及一种检测β-淀粉样蛋白的电化

学发光免疫传感器及其构建，所述的传感器包括

磁性玻碳电极，以及依次复合在磁性玻碳电极表

面的Fe3O4-epoxy、介孔碳@Ru(bpy)32+/β-淀粉

样蛋白抗体纳米复合材料、不同浓度待检测β-

淀粉样蛋白和金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体

纳米复合材料。与现有技术相比，本发明电化学

发光生物传感器具有构建方法简便，对阿尔茨海

默症标志物(β-淀粉样蛋白等)检测具有检测速

度快、灵敏度高、特异性强、检测限低和检测范围

宽等优点，该电化学发光免疫传感器的应用为阿

尔茨海默症早期诊断及其他疾病标志物的检测

提供了新思路。
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1.一种检测β-淀粉样蛋白的电化学发光免疫传感器的构建方法，其特征在于，电化学

发光免疫传感器包括磁性玻碳电极，以及依次复合在磁性玻碳电极表面的Fe3O4-epoxy、介

孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料、待检测β-淀粉样蛋白和金纳米棒-β-淀

粉样蛋白适配体纳米复合材料；

所述的构建方法包括以下步骤：

(1)介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料的制备

(1-1)取介孔碳分散于Nafion-乙醇混合溶液中，搅拌反应，得到Nafion包裹的介孔碳

复合材料，离心得到Nafion@介孔碳粒子，分散于溶液中备用；

(1-2)搅拌条件下，取三联吡啶钌溶液与步骤(1-1)得到的Nafion@介孔碳粒子混合，反

应，离心，即得到介孔碳@Ru(bpy)3
2+复合材料，冲洗后分散于溶液中备用；

(1-3)取步骤(1-2)得到的介孔碳@Ru(bpy)3
2+复合材料溶液与β-淀粉样蛋白抗体溶液

摇床混合，即得到介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料，保存备用；

(2)金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料的制备

(2-1)取氯金酸溶液，搅拌条件下加入CTAB溶液，混合均匀后再加入硼氢化钠溶液，搅

拌混合，静置，得到金纳米种子溶液备用；

(2-2)取硝酸银溶液加入CTAB溶液中，搅拌，再依次加入氯金酸溶液、抗坏血酸溶液，搅

拌均匀后迅速加入步骤(2-1)的金纳米种子溶液，搅拌反应，静置，离心，洗涤，即得到金纳

米棒，备用；

(2-3)室温下，取金纳米棒分散于蒸馏水中，加入β-淀粉样蛋白适配体，摇床反应，离心

洗涤，即得到金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料，分散于溶液中备用；

(3)夹心型磁性电化学发光免疫传感器的组装

(3-1)取环氧基功能化的Fe3O4溶液滴加到预处理后的磁性玻碳电极表面，避光干燥；

(3-2)再取步骤(1)制成的介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料溶液继

续滴加到经步骤(3-1)处理后的磁性玻碳电极表面，避光干燥，继续滴加BSAT溶液，孵育，冲

洗后干燥；

(3-2)接着往磁性玻碳电极表面滴加不同浓度的待检测抗原β-淀粉样蛋白，避光干燥，

随后滴加BSAT溶液，孵育，冲洗后干燥；

(3-3)最后再滴加步骤(2)制成的金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料，避光

条件下干燥，清洗，即构建成磁性玻碳电极/Fe3O4-epoxy/介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白

抗体纳米复合材料/金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料的夹心型磁性电化学发

光免疫传感器。

2.根据权利要求1所述的一种检测β-淀粉样蛋白的电化学发光免疫传感器的构建方

法，其特征在于，以10mg介孔碳为计量基准，

步骤(1-1)中，Nafion-乙醇混合溶液的浓度为3-7wt％，加入量为3-7mL；

步骤(1-2)中，三联吡啶钌溶液的浓度为15-25mM，加入量为0.5-2mL，制得的介孔碳@Ru

(bpy)3
2+复合材料分散于2mL  PBS中避光保存；

步骤(1-3)中，介孔碳@Ru(bpy)3
2+复合材料溶液的加入量为500μL，β-淀粉样蛋白抗体

的浓度为2-3μg/mL，加入量为500-600μL。

3.根据权利要求2所述的一种检测β-淀粉样蛋白的电化学发光免疫传感器的构建方
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法，其特征在于，步骤(2-1)中，氯金酸溶液的浓度为0.5-1mmol/L，加入量为5mL，CTAB溶液

的加入量为0.05-0.2mol/L，加入量为8mL，硼氢化钠溶液的浓度为0.005-0.02mol/L，加入

量为0.5mL；

步骤(2-2)中，硝酸银的加入量为(4-8)×10-6mol，CTAB的加入量为(2-3)×10-3mol，氯

金酸的加入量为(3-5)×10-5mol，抗坏血酸的加入量为(3-5)×10-5mol，金纳米种子溶液的

加入量为100μL，制得的金纳米棒分散于1mL  PBS双蒸水中备用；

步骤(2-3)中，金纳米棒溶液的加入量为0.5-1 .5mL，β-淀粉样蛋白适配体的加入量为

10-15μg，制得的金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料分散于2mL  PBS中备用。

4.根据权利要求3所述的一种检测β-淀粉样蛋白的电化学发光免疫传感器的构建方

法，其特征在于，步骤(3-  1)中环氧基功能化的Fe3O4溶液的浓度为1mg/mL，其滴加量为3-8μ

L；

步骤(3-2)中，Fe3O4-epoxy/介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料溶液

的滴加量为3-8μL，BSAT溶液的加入量为2-5μL；

步骤(3-3)中，抗原β-淀粉样蛋白的滴加量为3-7μL，BSAT溶液的滴加量为2-5μL；

步骤(3-4)中，金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料溶液的滴加量为3-7μL；

所述的BSAT溶液为BSA与Tween-20的混合溶液，加入量为2-5μL，其中，BSA的浓度为

0.2-0.8wt％，Tween-20的浓度为0.5-1.5wt％。

5.根据权利要求1所述的一种检测β-淀粉样蛋白的电化学发光免疫传感器的构建方

法，其特征在于，

步骤(1-1)中，搅拌反应的工艺条件为：在冰水浴条件下，搅拌3-6h；

步骤(1-2)中，反应的工艺条件为：在冰水浴条件下，搅拌反应18-30h；

步骤(1-3)中，介孔碳@Ru(bpy)3
2+复合材料与β-淀粉样蛋白抗体摇床混合的时间为5-

8h。

6.根据权利要求1所述的一种检测β-淀粉样蛋白的电化学发光免疫传感器的构建方

法，其特征在于，步骤(2-1)中，静置的温度为25-30℃，时间为2-4h；

步骤(2-2)中，硝酸银溶液加入CTAB溶液后，搅拌的工艺条件为：温度25-30℃，时间为

10-20min；加入金纳米种子溶液后，搅拌时间为0.5-1.5h，静置时间为24h；

步骤(2-3)中，摇床反应的时间为4-8h。

7.根据权利要求1所述的一种检测β-淀粉样蛋白的电化学发光免疫传感器的构建方

法，其特征在于，步骤(3-1)、步骤(3-2)中和步骤(3-3)，避光干燥的温度为35-40℃，滴加

BSAT溶液后，孵育的时间为1-3h。

8.根据权利要求1所述的一种检测β-淀粉样蛋白的电化学发光免疫传感器的构建方

法，其特征在于，步骤(1)中离心的工艺条件为：转速为10000-15000rpm，温度为2-6℃。

9.根据权利要求1所述的一种检测β-淀粉样蛋白的电化学发光免疫传感器的构建方

法，其特征在于，磁性玻碳电极的预处理方法为：分别用0.3μm，0.05μm的Al2O3进行抛光，再

依次在二次蒸馏水和乙醇中各超声2min，最后用N2吹干。
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检测β-淀粉样蛋白的电化学发光免疫传感器及其构建

技术领域

[0001] 本发明涉及一种电化学发光免疫传感器，尤其是涉及一种快速高灵敏检测β-淀粉

样蛋白的电化学发光免疫传感器及其构建方法和应用。

背景技术

[0002] β-淀粉样蛋白(amyloidβ-protein，Aβ)由β-淀粉样前体蛋白(β-amyloid 

precursor  protein，APP)水解而来，由细胞分泌，在细胞基质沉淀聚积后具有很强的神经

毒性作用，而且可以激活一系列病理事件。β-淀粉样蛋白沉积形成的细胞外老年斑被认为

是阿尔茨海默症(Alzheimer’s  disease,AD)病人脑内老年斑周边神经元变性和死亡的主

要原因。AD是一种脑部疾病，会造成脑部神经细胞逐渐丧失。患者起病和精神改变隐匿，主

要表现为渐进性记忆障碍、人格改变及语言障碍等神经精神症状，被认为是一种主要的社

会大众健康问题。目前临床上对于阿尔茨海默症的治疗尚无特效疗法。而对于β-淀粉样蛋

白的准确检测能够在一定程度上监测阿尔茨海默症的病发程度和治愈情况。因此，设计创

建一种对于β-淀粉样蛋白的简单、灵敏的检测方法是十分有必要的。

[0003] 目前临床上对β-淀粉样蛋白的检测主要有酶联免疫吸附法(ELISA)和放射免疫分

析法等等。虽然这些传统的方法可信度高，但在临床应用方面依然面临着耗时耗力、操作复

杂、现象不明显、灵敏度不高以及设备昂贵等缺陷。与上述检测方法相比，电化学发光(ECL)

技术具有灵敏度高、线性范围宽、背景信号低、操作简单快速等显著优点。电化学发光综合

了电化学与光学的双重优点，电化学发光免疫传感器具有操作简单、灵敏度高、检测迅速和

背景噪音低等优点。构建新型的夹心结构电化学发光免疫传感器是基于抗原–抗体之间及

抗原–适配体之间特异性免疫反应的一种生物传感器，是指某种蛋白有选择性地被其对应

的抗体捕获后又与其相应的适配体结合，之后将这个夹心体系与分子探针结合修饰到电极

上，通过一定的电化学发光表征手段来间接检测蛋白的量，从而利用高灵敏的电化学发光

传感技术将蛋白的浓度转换为相应程度的电化学发光信号，应用于各类生物活性蛋白的检

测。

[0004] 目前，现有技术中已公开了很多种夹心式电化学发光免疫传感器，如中国专利

ZL201310111897.0公开的一种快速高灵敏检测视黄醇结合蛋白的新型电化学发光免疫传

感器，采用双抗夹心法，利用多壁碳纳米管大的比表面积和良好的导电性以及SiO2良好的

生物相容性和表面规则的孔状结构、大的吸附容量等优点，在玻碳电极表面构建一个双重

信号放大的电化学发光免疫传感器，并对人体液中RBP进行电化学发光检测。但是，目前仍

未见到有任何用于检测β-淀粉样蛋白的电化学发光免疫传感器的报道。

发明内容

[0005] 本发明的目的就是为了克服上述现有技术存在的缺陷而提供一种快速高灵敏检

测β-淀粉样蛋白的电化学发光免疫传感器及其构建。

[0006] 本发明的目的可以通过以下技术方案来实现：
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[0007] 一种检测β-淀粉样蛋白的电化学发光免疫传感器，包括磁性玻碳电极，以及依次

复合在磁性玻碳电极表面的Fe3O4-epoxy、介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合

材料、待检测β-淀粉样蛋白和金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料。

[0008] 一种检测β-淀粉样蛋白的电化学发光免疫传感器的构建方法，包括以下步骤：

[0009] (1)介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料的制备

[0010] (1-1)取介孔碳分散于Nafion-乙醇混合溶液中，搅拌反应，得到Nafion包裹的介

孔碳复合材料，离心得到Nafion@介孔碳粒子，分散于溶液中备用；

[0011] (1-2)搅拌条件下，取三联吡啶钌溶液与步骤(1-1)得到的Nafion@介孔碳粒子混

合，反应，离心，即得到介孔碳@Ru(bpy)3
2+复合材料，冲洗后分散于溶液中备用；

[0012] (1-3)取步骤(1-2)得到的介孔碳@Ru(bpy)3
2+复合材料溶液与β-淀粉样蛋白抗体

溶液摇床混合，即得到介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料，保存备用；

[0013] (2)金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料的制备

[0014] (2-1)取氯金酸溶液，搅拌条件下加入CTAB溶液，混合均匀后再加入硼氢化钠溶

液，搅拌混合，静置，得到金纳米种子溶液备用；

[0015] (2-2)取硝酸银溶液加入CTAB溶液中，搅拌，再依次加入氯金酸溶液、抗坏血酸溶

液，搅拌均匀后迅速加入步骤(2-1)的金纳米种子溶液，搅拌反应，静置，离心，洗涤，即得到

金纳米棒，备用；

[0016] (2-3)室温下，取金纳米棒分散于蒸馏水中，加入β-淀粉样蛋白适配体，摇床反应，

离心洗涤，即得到金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料，分散于溶液中备用；

[0017] (3)夹心型磁性电化学发光免疫传感器的组装

[0018] (3-1)取环氧基功能化的Fe3O4溶液滴加到预处理后的磁性玻碳电极表面，避光干

燥；

[0019] (3-2)取步骤(1)制成的介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料溶液

滴加到预处理后的磁性玻碳电极表面，避光干燥，继续滴加BSAT溶液，孵育，冲洗后干燥；

[0020] (3-3)接着往磁性玻碳电极表面滴加不同浓度待检测抗原β-淀粉样蛋白，避光干

燥，随后滴加BSAT溶液，孵育，冲洗后干燥；

[0021] (3-4)最后再滴加步骤(2)制成的金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料，

避光条件下干燥，清洗，即构建成磁性玻碳电极/Fe3O4-epoxy/介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样

蛋白抗体纳米复合材料/金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料的夹心型磁性电化

学发光免疫传感器。

[0022] 以10mg介孔碳为计量基准，

[0023] 步骤(1-1)中，Nafion-乙醇混合溶液的浓度为3-7wt％，加入量为3-7mL；

[0024] 步骤(1-2)中，三联吡啶钌溶液的浓度为15-25mM，加入量为0.5-2mL，制得的介孔

碳@Ru(bpy)3
2+复合材料分散于2mL  PBS中避光保存；

[0025] 步骤(1-3)中，介孔碳@Ru(bpy)3
2+复合材料溶液的加入量为500μL，β-淀粉样蛋白

抗体的浓度为2-3μg/mL，加入量为500-600μL。

[0026] 步骤(2-1)中，氯金酸溶液的浓度为0.5-1mmol/L，加入量为5mL，CTAB溶液的加入

量为0.05-0 .2mol/L，加入量为8mL，硼氢化钠溶液的浓度为0.005-0 .02mol/L，加入量为

0.5mL；
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[0027] 步骤(2-2)中，硝酸银的加入量为(4-8)×10-6mol，CTAB的加入量为(2-3)×10-

3mol，氯金酸的加入量为(3-5)×10-5mol，抗坏血酸的加入量为(3-5)×10-5mol，金纳米种子

溶液的加入量为100μL，制得的金纳米棒分散于1mL  PBS中备用；

[0028] 步骤(2-3)中，金纳米棒溶液的加入量为0.5-1 .5mL，β-淀粉样蛋白适配体的加入

量为10-15μg，制得的金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料分散于2mL  PBS中备用。

[0029] 步骤(3-1)中，环氧基功能化的Fe3O4溶液的浓度为1mg/mL，滴加量为3-8μL；

[0030] 步骤(3-2)介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料溶液的滴加量为

3-8μL，BSAT溶液的加入量为2-5μL；

[0031] 步骤(3-3)中，抗原β-淀粉样蛋白的滴加量为3-7μL，BSAT溶液的滴加量为2-5μL；

[0032] 步骤(3-4)中，金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料溶液的滴加量为3-7μ

L；

[0033] 所述的BSAT溶液为BSAT与Tween-20的混合溶液，加入量为2-5μL，其中，BSA的浓度

为0.2-0.8wt％，Tween-20的浓度为0.5-1.5wt％。

[0034] 步骤(1-1)中，搅拌反应的工艺条件为：在冰水浴条件下，搅拌3-6h；

[0035] 步骤(1-2)中，反应的工艺条件为：在冰水浴条件下，搅拌反应18-30h；

[0036] 步骤(1-3)中，介孔碳@Ru(bpy)3
2+复合材料与β-淀粉样蛋白抗体摇床混合的时间

为5-8h。

[0037] 步骤(2-1)中，静置的温度为25-30℃，时间为2-4h；

[0038] 步骤(2-2)中，硝酸银溶液加入CTAB溶液后，搅拌的工艺条件为：温度25-30℃，时

间为10-20min；加入金纳米种子溶液后，搅拌时间为0.5-1.5h，静置时间为24h；

[0039] 步骤(2-3)中，摇床反应的时间为4-8h。

[0040] 步骤(3-1)、步骤(3-2)和步骤(3-3)中，避光干燥的温度为35-40℃，滴加BSAT溶液

后，孵育的时间为1-3h。

[0041] 步骤(1)中离心的工艺条件为：转速为10000-15000rpm，温度为2-6℃。

[0042] 磁性玻碳电极的预处理方法为：分别用0.3μm，0.05μm的Al2O3进行抛光，再依次在

二次蒸馏水和乙醇中各超声2min，最后用N2吹干。

[0043] 本发明基于电化学发光共振能量转移的原理，使用介孔碳(MOCs)作为抗体的基底

材料，利用介孔碳良好的亲水性、生物相容性及大量的孔道结构等优点，在阳离子选择性透

过膜Nafion的作用下与电化学发光物质Ru(bpy)3
2+形成稳定的复合材料，可有效减弱电化

学发光物质Ru(bpy)3
2+的毒性，而且还可以实现对电化学发光物质Ru(bpy)3

2+的有效固定，

可以节约试剂，提高电化学发光效率。然后在介孔碳的表面利用静电作用力实现对抗体的

固定；使用表面环氧基团功能化的磁性四氧化三铁纳米颗粒作为负载材料，抗体分子的氨

基与环氧基团可实现牢固且有效的共价结合，从而将抗体纳米复合材料固定在磁性四氧化

三铁纳米颗粒的表面；加入抗原β-淀粉样蛋白后，利用抗原抗体特异性免疫反应，成功捕获

β-淀粉样蛋白；使用金纳米棒通过Au-S键固定适配体，当适配体与抗原β-淀粉样蛋白之间

进行抗原抗体特异性免疫反应结合后，Ru(bpy)3
2+的电化学发光可被金纳米棒通过电化学

发光共振能量转移有效地淬灭，从而构建了一种淬灭型新型夹心结构的电化学发光传感

器，可实现对于β-淀粉样蛋白的超灵敏检测。

[0044] 本发明中使用的金纳米棒的表面等离子体共振会引起其对可见与近红外波段特
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定波长光的散射和吸收，而且金纳米棒的表面等离子体共振波长可以随长宽比变化，从可

见(550nm)到近红外(1550nm)连续可调。本发明使用十六烷基三甲基溴化铵(CTAB)作为表

面活性剂、利用种子诱导生长法合成了在620nm附近有最大紫外可见吸收峰的金纳米棒纳

米材料。由于金纳米棒的紫外可见吸收光谱与三联吡啶钌(Ru(bpy)3
2+)的电化学发光光谱

存在极大的重叠面积，根据电化学发光共振能量转移的基本原理，金纳米棒的加入可有效

淬灭Ru(bpy)3
2+的电化学发光。

[0045] 与现有技术相比，本发明的基于电化学发光共振能量转移的新型夹心结构电化学

发光磁性免疫传感器具有以下优点：

[0046] 1)使用表面环氧基团功能化的磁性四氧化三铁纳米颗粒作为负载材料，具有超顺

磁性、大的比表面积、极大的负载量、空间位阻小且易于实现物理分离等优点。此外，环氧基

团与抗体表面基团反应的速度与结合的牢固程度均强于传统的抗体结合方法；

[0047] 2)使用具有极大空腔结构的介孔碳作为抗体的基底材料，利用Nafion的阳离子选

择性透过作用得到电化学发光物质Ru(bpy)3
2+与介孔碳的稳定复合材料，减弱电化学发光

物质Ru(bpy)3
2+的毒性。同时在介孔碳的表面利用静电作用力实现对抗体的固定，从而可用

于构建夹心型电化学发光磁性免疫传感器；

[0048] 3)利用电化学发光物质Ru(bpy)3
2+的电化学发光图谱与金纳米棒的紫外可见吸收

图谱存在极大的重叠面积(如图2所示)，两者之间存在电化学发光共振能量转移的可能性

极大，因此使用金纳米棒通过Au-S键固定适配体。当适配体与抗原β-淀粉样蛋白之间进行

抗原抗体特异性免疫反应结合后，Ru(bpy)3
2+的电化学发光可有效被淬灭，从而实现对于β-

淀粉样蛋白的超灵敏检测。

[0049] 4)利用捕获抗体与抗原进行抗原抗体特异性免疫反应后，再与其特异性的适配体

进行结合构建新型夹心结构的电化学发光免疫传感器。适配体可在体外进行筛选、价格相

对低廉、结合时间大幅缩短、传感器的有效时间大幅延长，并且其稳定性得到改善。同时适

配体具有与抗体相同的抗原亲和力和特异性。

[0050] 本发明的一种新型夹心结构的用于快速高灵敏检测阿尔茨海默症标志物β-淀粉

样蛋白的电化学发光免疫传感器的制备方法具有以下优点：

[0051] 5)利用Nafion的阳离子选择性透过作用形成Nafion@介孔碳-Ru(bpy)3
2+的复合材

料，并利用静电作用力实现在介孔碳的表面对抗体的固定。抗体分子的氨基与表面环氧基

团功能化的磁性四氧化三铁纳米颗粒的环氧基团可实现共价结合，从而将抗体纳米复合材

料固定在磁性四氧化三铁纳米颗粒的表面。

[0052] 6)加入抗原β-淀粉样蛋白后，利用抗原抗体特异性免疫反应，成功捕获β-淀粉样

蛋白；使用金纳米棒通过Au-S键固定适配体，当适配体与抗原β-淀粉样蛋白之间进行抗原

抗体特异性免疫反应结合后，Ru(bpy)3
2+的电化学发光可有效被淬灭(如图3所示)，从而制

得对β-淀粉样蛋白抗原具有靶向特异性检测的夹心型磁性电化学发光免疫传感器。

[0053] 7)用PBS溶液逐级稀释法配制成不同浓度的抗原β-淀粉样蛋白溶液。用上述电化

学发光免疫传感器对抗原β-淀粉样蛋白进行捕获，采用电化学发光的方法对β-淀粉样蛋白

进行定量检测。

[0054] 基于电化学发光共振能量转移原理及介孔碳抗体复合材料的新型夹心结构电化

学发光免疫传感器的特点及其应用，本发明的电化学发光生物传感器具有构建方法简便，
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对阿尔茨海默症标志物(β-淀粉样蛋白等)检测具有检测速度快、灵敏度高、特异性强、检测

限低和检测范围宽等优点。该电化学发光免疫传感器的应用为阿尔茨海默症早期诊断及其

他疾病标志物的检测提供了新方法。

附图说明

[0055] 图1为本发明的介孔碳和金纳米棒的扫描电镜图，其中，A为介孔碳的表征图，B为

金纳米棒的表征图；

[0056] 图2为本发明的三联吡啶钌的电化学发光图谱(曲线a)和金纳米棒的紫外-可见吸

收光谱(曲线b)；

[0057] 图3为本发明的不同修饰电极的电化学发光图谱；

[0058] 图4为本发明构建的传感器对不同浓度β-Amyloid的电化学发光检测强度图(A)及

相应的校准曲线(B)。

具体实施方式

[0059] 本发明中实验试剂如无特别说明，均为市售产品，其中，六水合二氯三联吡啶钌

[Ru(bpy)3Cl2·6H2O](>98.0％)购买自上海生物工程股份有限公司。环氧基功能化四氧化

三铁(Fe3O4)购买自上海阿拉丁生化科技股份有限公司，其溶液为直接溶于蒸馏水配成。无

水乙醇(CH3CH2OH,AR)购买自上海化学试剂品有限公司。三丙胺(TPA,≥98.0％)和阳离子交

换膜Nafion(5wt％)购自西格玛奥德里奇(Sigma-Aldrich)有限公司。牛血清白蛋白(BSA,

纯度>99.8％，分子量68000)购买自厦门星隆达化学试剂有限公司。β-淀粉样蛋白(Amyloid

β-protein)和β-淀粉样蛋白抗体(anti-amyloidβ-protein)购买自上海信裕生物科技有限

公司。吐温20(Tween  20)、铁氰化钾、磷酸二氢钾和磷酸氢二钠均购自国药化学试剂公司。

β-淀粉样蛋白适配体(Amyloidβ-protein  aptamer)购买自上海生工生物有限公司。人绒毛

膜促性腺激素HCG,甲胎蛋白AFP,癌胚抗原CEA,糖抗原CA19-9及相应的抗体均购买自上海

领潮生物有限公司。不同pH的PBS缓冲溶液是利用磷酸二氢钾和磷酸氢二钠按照一定比例

混合形成的。该工作中的所有试剂都是分析纯试剂，实验所用水为去离子水(18.2MΩ)。此

外，免疫材料均溶于pH为7.4的PBS溶液，其它材料在使用时分散在双蒸水中。

[0060] 下面结合附图和具体实施例对本发明进行详细说明。

[0061] 实施例1

[0062] Aβ抗体-Nafion@介孔碳-Ru(bpy)3
2+纳米复合材料的制备

[0063] 首先合成Nafion@介孔碳-三联吡啶钌复合材料，其过程如下：将10mg介孔碳(如图

1A所示)分散在5mL  5wt％Nafion-乙醇的混合溶剂中，冰水浴条件下搅拌4小时，得到

Nafion包裹的介孔碳复合材料。离心(12000rpm,4℃)后得到Nafion@介孔碳粒子，用PBS缓

冲溶液进行冲洗，分散在2mL  PBS中备用。

[0064] 在持续搅拌条件下，将1mL  20mM三联吡啶钌溶液与上述Nafion@介孔碳复合材料

溶液充分混合，冰水浴中搅拌反应24小时，离心(12000rpm,4℃)去掉过量未反应物，即得介

孔碳@Ru(bpy)3
2+包合物，用PBS缓冲溶液进行冲洗，分散在2mL  PBS中4℃避光保存备用。

[0065] 将500μL上述介孔碳@Ru(bpy)3
2+复合材料与550μL  2.5μg/mLβ-淀粉样蛋白抗体摇

床混合6小时，利用静电吸附和nafion对抗体的包合作用将β-淀粉样蛋白抗体固定在介孔
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碳纳米材料的表面。从而制得介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料。

[0066] 实施例1-1

[0067] 首先合成Nafion@介孔碳-三联吡啶钌复合材料，其过程如下：将10mg介孔碳分散

在3mL  3wt％Nafion-乙醇的混合溶剂中，冰水浴条件下搅拌3小时，得到Nafion包裹的介孔

碳复合材料。离心(12000rpm,4℃)后得到Nafion@介孔碳粒子，用PBS缓冲溶液进行冲洗，分

散在2mL  PBS中备用。

[0068] 在持续搅拌条件下，将0.5mL  25mM三联吡啶钌溶液与上述Nafion@介孔碳复合材

料溶液充分混合，冰水浴中搅拌反应18小时，离心(12000rpm,4℃)去掉过量未反应物，即得

介孔碳@Ru(bpy)3
2+复合材料，用PBS缓冲溶液进行冲洗，分散在2mL  PBS中4℃避光保存备

用。

[0069] 将500μL上述介孔碳@Ru(bpy)3
2+复合材料与500μL  2μg/mLβ-淀粉样蛋白抗体摇床

混合5小时，利用静电吸附和nafion对抗体的包合作用将β-淀粉样蛋白抗体固定在介孔碳

纳米材料的表面。从而制得介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料。

[0070] 实施例1-2

[0071] 首先合成Nafion@介孔碳-三联吡啶钌复合材料，其过程如下：将10mg介孔碳分散

在7mL  7wt％Nafion-乙醇的混合溶剂中，冰水浴条件下搅拌4小时，得到Nafion包裹的介孔

碳复合材料。离心(12000rpm,4℃)后得到Nafion@介孔碳粒子，用PBS缓冲溶液进行冲洗，分

散在2mL  PBS中备用。

[0072] 在持续搅拌条件下，将2mL  15mM三联吡啶钌溶液与上述Nafion@介孔碳复合材料

溶液充分混合，冰水浴中搅拌反应24小时，离心(12000rpm,4℃)去掉过量未反应物，即得介

孔碳@Ru(bpy)3
2+复合材料，用PBS缓冲溶液进行冲洗，分散在2mL  PBS中4℃避光保存备用。

[0073] 将500μL上述介孔碳@Ru(bpy)3
2+复合材料与600μL  3μg/mLβ-淀粉样蛋白抗体摇床

混合6小时，利用静电吸附和nafion对抗体的包合作用将β-淀粉样蛋白抗体固定在介孔碳

纳米材料的表面。从而制得介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料。

[0074] 实施例1-3

[0075] 首先合成Nafion@介孔碳-三联吡啶钌复合材料，其过程如下：将10mg介孔碳分散

在6mL  6wt％Nafion-乙醇的混合溶剂中，冰水浴条件下搅拌6小时，得到Nafion包裹的介孔

碳复合材料。离心(10000rpm,6℃)后得到Nafion@介孔碳粒子，用PBS缓冲溶液进行冲洗，分

散在2mL  PBS中备用。

[0076] 在持续搅拌条件下，将1.5mL  20mM三联吡啶钌溶液与上述Nafion@介孔碳复合材

料溶液充分混合，冰水浴中搅拌反应30小时，离心(10000rpm,6℃)去掉过量未反应物，即得

介孔碳@Ru(bpy)3
2+复合材料，用PBS缓冲溶液进行冲洗，分散在2mL  PBS中4℃避光保存备

用。

[0077] 将500μL上述介孔碳@Ru(bpy)3
2+复合材料与540μL  2.5μg/mLβ-淀粉样蛋白抗体摇

床混合8小时，利用静电吸附和nafion对抗体的包合作用将β-淀粉样蛋白抗体固定在介孔

碳纳米材料的表面。从而制得介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料。

[0078] 实施例1-4

[0079] 首先合成Nafion@介孔碳-三联吡啶钌复合材料，其过程如下：将10mg介孔碳分散

在4mL  4wt％Nafion-乙醇的混合溶剂中，冰水浴条件下搅拌5小时，得到Nafion包裹的介孔
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碳复合材料。离心(15000rpm,2℃)后得到Nafion@介孔碳粒子，用PBS缓冲溶液进行冲洗，分

散在2mL  PBS中备用。

[0080] 在持续搅拌条件下，将1mL  25mM三联吡啶钌溶液与上述Nafion@介孔碳复合材料

溶液充分混合，冰水浴中搅拌反应20小时，离心(15000rpm,2℃)去掉过量未反应物，即得介

孔碳@Ru(bpy)3
2+复合材料，用PBS缓冲溶液进行冲洗，分散在2mL  PBS中4℃避光保存备用。

[0081] 将500μL上述介孔碳@Ru(bpy)3
2+复合材料与580μL  2μg/mLβ-淀粉样蛋白抗体摇床

混合7时，利用静电吸附和nafion对抗体的包合作用将β-淀粉样蛋白抗体固定在介孔碳纳

米材料的表面。从而制得介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料。

[0082] 实施例2

[0083] 金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料的制备

[0084] 利用种子诱导生长法合成金纳米棒，首先将0.25mL  15mmol/L氯金酸溶液用去离

子水稀释至5mL，不断搅拌条件下加入8mL  0.1mol/L  CTAB溶液，持续搅拌5分钟，混合均匀

后加入0.5mL  0.01mol/L预冷的硼氢化钠溶液，剧烈搅拌3分钟以充分混合，在28℃条件下

放置3小时后备用。

[0085] 然后，将1.0mL  0.006mol/L硝酸银溶液加入25mL  0.1mol/L  CTAB溶液中，在28℃

条件下恒温持续搅拌10分钟，依次加入2.5mL  15mmol/L氯金酸溶液、0.50mL0.0788mol/L抗

坏血酸溶液，搅拌均匀后，迅速加入100μL上述金纳米种子溶液。缓慢搅拌1小时后，静置24

小时，离心洗涤3次，即得金纳米棒(如图1B所示)，分散于1mL  PBS中，室温保存备用。

[0086] 最后，将1mL上述金纳米棒溶液在室温条件下分散在1mL  PBS中，加入1.5mL8μg/mL

β-淀粉样蛋白适配体至上述分散液中，超声分散均匀，室温条件下摇床反应6小时后离心洗

涤，即得金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料，分散于2mL  PBS中，保存备用。

[0087] 实施例2-1

[0088] 金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料的制备

[0089] 利用种子诱导生长法合成金纳米棒，首先将0.25mL  10mmol/L氯金酸溶液用去离

子水稀释至5mL，不断搅拌条件下加入8mL  0.05mol/L  CTAB溶液，持续搅拌5分钟，混合均匀

后加入0.5mL  0.005mol/L预冷的硼氢化钠溶液，剧烈搅拌3分钟以充分混合，在28℃条件下

放置3小时后备用。

[0090] 然后，将1.0mL  0.004mol/L硝酸银溶液加入25mL  0.08mol/L  CTAB溶液中，在28℃

条件下恒温持续搅拌10分钟，依次加入2.5mL  20mmol/L氯金酸溶液、0.50mL  0.06mol/L抗

坏血酸溶液，搅拌均匀后，迅速加入100μL上述金纳米种子溶液。缓慢搅拌1小时后，静置24

小时，离心洗涤3次，即得金纳米棒(如图1B所示)，分散于1mL  PBS中，室温保存备用。

[0091] 最后，将0.5mL上述金纳米棒溶液在室温条件下分散在1mL  PBS中，加入1.0mL  10μ

g/mLβ-淀粉样蛋白适配体至上述分散液中，超声分散均匀，室温条件下摇床反应6小时后离

心洗涤，即得金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料，分散于2mL  PBS中，保存备用。

[0092] 实施例2-2

[0093] 金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料的制备

[0094] 利用种子诱导生长法合成金纳米棒，首先将0.25mL  20mmol/L氯金酸溶液用去离

子水稀释至5mL，不断搅拌条件下加入8mL  0.2mol/L  CTAB溶液，持续搅拌5分钟，混合均匀

后加入0.5mL  0.02mol/L预冷的硼氢化钠溶液，剧烈搅拌3分钟以充分混合，在28℃条件下
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放置3小时后备用。

[0095] 然后，将1.0mL  0.008mol/L硝酸银溶液加入25mL  0.12mol/L  CTAB溶液中，在28℃

条件下恒温持续搅拌10分钟，依次加入2.5mL  12mmol/L氯金酸溶液、0.50mL  0.1mol/L抗坏

血酸溶液，搅拌均匀后，迅速加入100μL上述金纳米种子溶液。缓慢搅拌1小时后，静置24小

时，离心洗涤3次，即得金纳米棒(如图1B所示)，分散于1mL  PBS中，室温保存备用。

[0096] 最后，将1.5mL上述金纳米棒溶液在室温条件下分散在1mL  PBS中，加入1.5mL  10μ

g/mLβ-淀粉样蛋白适配体至上述分散液中，超声分散均匀，室温条件下摇床反应6小时后离

心洗涤，即得金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料，分散于2mL  PBS中，保存备用。

[0097] 实施例2-3

[0098] 金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料的制备

[0099] 利用种子诱导生长法合成金纳米棒，首先将0.25mL  18mmol/L氯金酸溶液用去离

子水稀释至5mL，不断搅拌条件下加入8mL  0.15mol/L  CTAB溶液，持续搅拌10分钟，混合均

匀后加入0.5mL  0.02mol/L预冷的硼氢化钠溶液，剧烈搅拌2分钟以充分混合，在25℃条件

下放置4小时后备用。

[0100] 然后，将1.0mL  0.005mol/L硝酸银溶液加入25mL  0.09mol/L  CTAB溶液中，在25℃

条件下恒温持续搅拌20分钟，依次加入2.5mL  10mmol/L氯金酸溶液、0.50mL  0.08mol/L抗

坏血酸溶液，搅拌均匀后，迅速加入100μL上述金纳米种子溶液。缓慢搅拌0.5小时后，静置

24小时，离心洗涤3次，即得金纳米棒(如图1B所示)，分散于1mL  PBS中，室温保存备用。

[0101] 最后，将1.0mL上述金纳米棒溶液在室温条件下分散在1mL  PBS中，加入1.5mL  10μ

g/mLβ-淀粉样蛋白适配体至上述分散液中，超声分散均匀，室温条件下摇床反应4小时后离

心洗涤，即得金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料，分散于2mL  PBS中，保存备用。

[0102] 实施例2-4

[0103] 金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料的制备

[0104] 利用种子诱导生长法合成金纳米棒，首先将0.25mL  12mmol/L氯金酸溶液用去离

子水稀释至5mL，不断搅拌条件下加入8mL  0.15mol/L  CTAB溶液，持续搅拌8分钟，混合均匀

后加入0.5mL  0.02mol/L预冷的硼氢化钠溶液，剧烈搅拌2分钟以充分混合，在30℃条件下

放置2小时后备用。

[0105] 然后，将1.0mL  0.005mol/L硝酸银溶液加入25mL  0.1mol/L  CTAB溶液中，在30℃

条件下恒温持续搅拌15分钟，依次加入2.5mL  10mmol/L氯金酸溶液、0.50mL0.08mol/L抗坏

血酸溶液，搅拌均匀后，迅速加入100μL上述金纳米种子溶液。缓慢搅拌1.5小时后，静置24

小时，离心洗涤3次，即得金纳米棒(如图1B所示)，分散于1mL  PBS中，室温保存备用。

[0106] 最后，将1.2mL上述金纳米棒溶液在室温条件下分散在1mL  PBS中，加入1.5mL  10μ

g/mLβ-淀粉样蛋白适配体至上述分散液中，超声分散均匀，室温条件下摇床反应8小时后离

心洗涤，即得金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料，分散于1mL  PBS中，保存备用。

[0107] 实施例3

[0108] 夹心型磁性电化学发光免疫传感器的组装

[0109] 首先将磁性玻碳电极(MGCE，直径3.0mm)分别用0.3μm，0.05μm  Al2O3进行抛光，依

次在二次蒸馏水和乙醇中各超声2min，以除去残留在电极表面的Al2O3颗粒，用N2吹干。将5μ

L  1mg/mL环氧基功能化的Fe3O4溶液滴加到预处理后的磁性玻碳电极表面，避光干燥。再将5
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μL实施例1制成的介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料滴加到预先处理的

磁性玻碳电极表面，避光环境37℃条件下干燥。随后滴加3μL  BSAT溶液(0 .5％BSA，1％

Tween-20)孵育2h，以封闭修饰电极表面非特异性位点。用PBS溶液轻轻冲洗多次，干燥后滴

加5μLβ-淀粉样蛋白抗原，避光环境37℃条件下干燥。随后滴加3μL  BSAT溶液(0.5％BSA包

含1％Tween-20)孵育2h，以封闭修饰电极表面非特异性位点。用PBS溶液轻轻冲洗多次，干

燥后滴加5μL实施例2制成的金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料，避光环境37℃

条件下干燥。用PBS溶液轻轻冲洗多次，即构建成MGCE/Fe3O4-epoxy/mesoporous  carbon@Ru

(bpy)3
2+/β-Amyloid  antibody/β-Amyloid/AuNRs-β-Amyloid  aptamer夹心型磁性电化学

发光免疫传感器，放置于4℃冰箱中备用。

[0110] 实施例3-1

[0111] 夹心型磁性电化学发光免疫传感器的组装

[0112] 首先将磁性玻碳电极(MGCE，直径3.0mm)分别用0.3μm，0.05μm  Al2O3进行抛光，依

次在二次蒸馏水和乙醇中各超声2min，以除去残留在电极表面的Al2O3颗粒，用N2吹干。将3μ

L  1mg/mL环氧基功能化的Fe3O4溶液滴加到预处理后的磁性玻碳电极表面，避光干燥。再将3

μL实施例1制成的介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料滴加到预先处理的

磁性玻碳电极表面，避光环境37℃条件下干燥。随后滴加2μL  BSAT溶液(0 .2wt％BSA，

0.5wt％Tween-20)孵育2h，以封闭修饰电极表面非特异性位点。用PBS溶液轻轻冲洗多次，

干燥后滴加3μLβ-淀粉样蛋白抗原，避光环境37℃条件下干燥。随后滴加2μL  BSAT溶液

(0.2wt％BSA，0.5wt％Tween-20)孵育2h，以封闭修饰电极表面非特异性位点。用PBS溶液轻

轻冲洗多次，干燥后滴加3μL实施例2制成的金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料，

避光环境37℃条件下干燥。用PBS溶液轻轻冲洗多次，即构建成MGCE/Fe3O4-epoxy/

mesoporous  carbon@Ru(bpy)3
2+/β-Amyloid  antibody/β-Amyloid/AuNRs-β-Amyloid 

aptamer夹心型磁性电化学发光免疫传感器，放置于4℃冰箱中备用。

[0113] 实施例3-2

[0114] 夹心型磁性电化学发光免疫传感器的组装

[0115] 首先将磁性玻碳电极(MGCE，直径3.0mm)分别用0.3μm，0.05μm  Al2O3进行抛光，依

次在二次蒸馏水和乙醇中各超声2min，以除去残留在电极表面的Al2O3颗粒，用N2吹干。将8μ

L  1mg/mL环氧基功能化的Fe3O4溶液滴加到预处理后的磁性玻碳电极表面，避光干燥。再将8

μL实施例1制成的介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料滴加到预先处理的

磁性玻碳电极表面，避光环境37℃条件下干燥。随后滴加5μL  BSAT溶液(0 .8wt％BSA，

1.5wt％Tween-20)孵育2h，以封闭修饰电极表面非特异性位点。用PBS溶液轻轻冲洗多次，

干燥后滴加7μLβ-淀粉样蛋白抗原，避光环境37℃条件下干燥。随后滴加2μL  BSAT溶液

(0.8wt％BSA，1.5wt％Tween-20)孵育2h，以封闭修饰电极表面非特异性位点。用PBS溶液轻

轻冲洗多次，干燥后滴加3μL实施例2制成的金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料，

避光环境37℃条件下干燥。用PBS溶液轻轻冲洗多次，即构建成MGCE/Fe3O4-epoxy/

mesoporous  carbon@Ru(bpy)3
2+/β-Amyloid  antibody/β-Amyloid/AuNRs-β-Amyloid 

aptamer夹心型磁性电化学发光免疫传感器，放置于4℃冰箱中备用。

[0116] 实施例3-3

[0117] 夹心型磁性电化学发光免疫传感器的组装
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[0118] 首先将磁性玻碳电极(MGCE，直径3.0mm)分别用0.3μm，0.05μm  Al2O3进行抛光，依

次在二次蒸馏水和乙醇中各超声2min，以除去残留在电极表面的Al2O3颗粒，用N2吹干。将5μ

L  1mg/mL环氧基功能化的Fe3O4溶液滴加到预处理后的磁性玻碳电极表面，避光干燥。再将5

μL实施例1制成的介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料滴加到预先处理的

磁性玻碳电极表面，避光环境35℃条件下干燥。随后滴加3μL  BSAT溶液(0 .5wt％BSA，

1.0wt％Tween-20)孵育1h，以封闭修饰电极表面非特异性位点。用PBS溶液轻轻冲洗多次，

干燥后滴加7μLβ-淀粉样蛋白抗原，避光环境35℃条件下干燥。随后滴加3μL  BSAT溶液

(0.5wt％BSA，1.0wt％Tween-20)孵育1h，以封闭修饰电极表面非特异性位点。用PBS溶液轻

轻冲洗多次，干燥后滴加4μL实施例2制成的金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料，

避光环境35℃条件下干燥。用PBS溶液轻轻冲洗多次，即构建成MGCE/Fe3O4-epoxy/

mesoporous  carbon@Ru(bpy)3
2+/β-Amyloid  antibody/β-Amyloid/AuNRs-β-Amyloid 

aptamer夹心型磁性电化学发光免疫传感器，放置于4℃冰箱中备用。

[0119] 实施例3-4

[0120] 夹心型磁性电化学发光免疫传感器的组装

[0121] 首先将磁性玻碳电极(MGCE，直径3.0mm)分别用0.3μm，0.05μm  Al2O3进行抛光，依

次在二次蒸馏水和乙醇中各超声2min，以除去残留在电极表面的Al2O3颗粒，用N2吹干。将5μ

L  1mg/mL环氧基功能化的Fe3O4溶液滴加到预处理后的磁性玻碳电极表面，避光干燥。再将5

μL实施例1制成的介孔碳@Ru(bpy)3
2+/β-淀粉样蛋白抗体纳米复合材料滴加到预先处理的

磁性玻碳电极表面，避光环境40℃条件下干燥。随后滴加3μL  BSAT溶液(0 .5wt％BSA，

1.0wt％Tween-20)孵育3h，以封闭修饰电极表面非特异性位点。用PBS溶液轻轻冲洗多次，

干燥后滴加7μLβ-淀粉样蛋白抗原，避光环境40℃条件下干燥。随后滴加3μL  BSAT溶液

(0.5wt％BSA，1.0wt％Tween-20)孵育3h，以封闭修饰电极表面非特异性位点。用PBS溶液轻

轻冲洗多次，干燥后滴加4μL实施例2制成的金纳米棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料，

避光环境40℃条件下干燥。用PBS溶液轻轻冲洗多次，即构建成MGCE/Fe3O4-epoxy/

mesoporous  carbon@Ru(bpy)3
2+/β-Amyloid  antibody/β-Amyloid/AuNRs-β-Amyloid 

aptamer夹心型磁性电化学发光免疫传感器，放置于4℃冰箱中备用。

[0122] 实施例4

[0123] 首先分别将5μL不同浓度抗原β-淀粉样蛋白滴加于组装好的电化学发光免疫捕获

探针(MGCE/Fe3O4-epoxy/MOCs@Ru(bpy)3
2+/β-Amyloid  antibody/BSAT修饰电极)表面，并置

于恒温培育箱中孵育2h，利用抗原抗体的特异性识别，将抗原β-淀粉样蛋白结合固载到修

饰电极表面。然后用PBS溶液轻轻冲洗，以去除未吸附的β-淀粉样蛋白抗原。滴加5μL金纳米

棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料，避光环境37℃条件下干燥。用PBS溶液轻轻冲洗多

次。在最佳条件下，将构建好的免疫传感器用于电化学发光定量检测。

[0124] 本实验中抗原β-淀粉样蛋白的检测浓度范围为10fg/mL～100ng/mL，随着抗原β-

淀粉样蛋白浓度的增大，根据适配体与抗原之间的特异性免疫识别反应，被捕获的金纳米

棒-β-淀粉样蛋白适配体纳米复合材料会相应增加。同时由于金纳米棒与电化学发光物质

Ru(bpy)3
2+之间能够发生有效的电化学发光共振能量转移，因此Ru(bpy)3

2+的电化学发光信

号被淬灭的程度逐渐增大，整个电化学发光传感器的电化学发光响应值表现为逐渐减弱，

抗原β-淀粉样蛋白的浓度与传感器的发光信号成线性关系。

说　明　书 10/11 页

13

CN 107192749 B

13



[0125] 如图4所示，经电化学发光测定，随着β-Amyloid抗原浓度的增加，电化学发光强度

不断减小。电化学发光强度与β-Amyloid抗原浓度的对数值呈线性关系，检测范围为10fg/

mL～100ng/mL，线性相关系数为0.997，检测限为3.5fg/mL，表明该传感器适用于对阿尔兹

海默症生物标志物的定量灵敏检测。与传统的免疫传感检测相比，构建的新型电化学发光

传感器具有制备简单、灵敏度高、稳定性良好和特异性强等特点。

[0126] 上述的对实施例的描述是为便于该技术领域的普通技术人员能理解和使用发明。

熟悉本领域技术的人员显然可以容易地对这些实施例做出各种修改，并把在此说明的一般

原理应用到其他实施例中而不必经过创造性的劳动。因此，本发明不限于上述实施例，本领

域技术人员根据本发明的揭示，不脱离本发明范畴所做出的改进和修改都应该在本发明的

保护范围之内。

说　明　书 11/11 页

14

CN 107192749 B

14



图1

图2

说　明　书　附　图 1/2 页

15

CN 107192749 B

15



图3

图4

说　明　书　附　图 2/2 页

16

CN 107192749 B

16



专利名称(译) 检测β-淀粉样蛋白的电化学发光免疫传感器及其构建

公开(公告)号 CN107192749B 公开(公告)日 2019-03-22

申请号 CN201710242807.X 申请日 2017-04-14

[标]申请(专利权)人(译) 上海师范大学

申请(专利权)人(译) 上海师范大学

当前申请(专利权)人(译) 上海师范大学

[标]发明人 贾能勤
柯虹
王银芳
沙海峰
张鑫
郭薇薇
黄楚森

发明人 贾能勤
柯虹
王银芳
沙海峰
张鑫
郭薇薇
黄楚森

IPC分类号 G01N27/30 G01N21/359 G01N21/33 G01N21/76 G01N33/53 G01N33/68

CPC分类号 G01N21/33 G01N21/359 G01N21/76 G01N27/308 G01N33/53 G01N33/6896

审查员(译) 刘畅

其他公开文献 CN107192749A

外部链接  Espacenet SIPO

摘要(译)

本发明涉及一种检测β‑淀粉样蛋白的电化学发光免疫传感器及其构建，
所述的传感器包括磁性玻碳电极，以及依次复合在磁性玻碳电极表面的
Fe3O4‑epoxy、介孔碳@Ru(bpy)32+/β‑淀粉样蛋白抗体纳米复合材料、
不同浓度待检测β‑淀粉样蛋白和金纳米棒‑β‑淀粉样蛋白适配体纳米复合
材料。与现有技术相比，本发明电化学发光生物传感器具有构建方法简
便，对阿尔茨海默症标志物(β‑淀粉样蛋白等)检测具有检测速度快、灵敏
度高、特异性强、检测限低和检测范围宽等优点，该电化学发光免疫传
感器的应用为阿尔茨海默症早期诊断及其他疾病标志物的检测提供了新
思路。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/f7585f48-c5a6-4a46-988b-34fead8f9bd1
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/059870940/publication/CN107192749B?q=CN107192749B
http://epub.sipo.gov.cn/tdcdesc.action?strWhere=CN107192749B

