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(57)摘要

本发明公开了一种基于荧光金纳米簇的免

标记荧光酶联免疫分析方法。所述分析方法以蛋

白包裹的荧光金纳米簇作为荧光信号探针，是酶

标抗原上的葡萄糖氧化酶催化底物葡萄糖产生

过氧化氢使体系中荧光金纳米簇的荧光猝灭，利

用目标物和酶标抗原竞争结合在微孔板上的抗

体，从而使体系的荧光发射光谱发生变化，可用

于灵敏定量检测目标物分子。本发明所采用的荧

光金纳米簇对葡萄糖氧化酶响应灵敏，同时免标

记技术使荧光金纳米簇在本体系应用中的可控

性、稳定性得到大大提高。本方法所构建的体系

具有操作简便、灵敏度高、稳定性好、成本低廉等

优点，可应用于灵敏定量检测动物饲料中的喹乙

醇残留。
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1.一种基于荧光金纳米簇的免标记荧光酶联免疫分析方法，包括如下步骤：

(1)向培养板中加入包被原进行包被，再加入目标物分子的单克隆抗体进行反应，然后

加入封闭液进行封闭处理；

(2)分别向所述培养板中加入葡萄糖氧化酶-目标物分子复合物和所述目标物分子的

标准溶液进行反应；

(3)向所述培养板中加入葡萄糖溶液进行反应；

(4)向所述培养板中加入荧光金纳米簇和硫酸亚铁溶液进行反应；

(5)测定所述培养板中的混合液在365nm激发波长下，650nm波长处的荧光强度变化；根

据所述目标物分子的标准溶液的浓度与其荧光强度的变化值，制作标准曲线；

(6)分别向所述培养板中加入所述葡萄糖氧化酶-目标物分子复合物和待测样品的提

取液进行反应；重复步骤(3)-(5)，得到在365nm激发波长下，650nm波长处的荧光强度变化

值，再根据所述标准曲线，即得到所述待测样品的提取液中所述目标物分子的浓度。

2.根据权利要求1所述的免标记荧光酶联免疫分析方法，其特征在于：所述目标物分子

为喹噁啉类药物；

所述待测样品为饲料或肉制品。

3.根据权利要求2所述的免标记荧光酶联免疫分析方法，其特征在于：所述喹噁啉类药

物为喹乙醇。

4.根据权利要求3所述的免标记荧光酶联免疫分析方法，其特征在于：所述葡萄糖氧化

酶-目标物分子复合物为葡萄糖氧化酶-喹乙醇复合物，按照如下方法制备：

所述喹乙醇和琥珀酸酐进行反应，向所述反应后的体系中加入水经冷却出现沉淀物，

离心收集沉淀；所述沉淀与碳二亚胺盐酸盐和N-羟基琥珀酰亚胺进行反应，然后加入葡萄

糖氧化酶的溶液进行反应，即得所述葡萄糖氧化酶-喹乙醇复合物。

5.根据权利要求4所述的免标记荧光酶联免疫分析方法，其特征在于：所述喹乙醇与所

述葡萄糖氧化酶的摩尔比为10～33：1；

采用PBS缓冲液配制所述葡萄糖氧化酶的溶液。

6.根据权利要求1-5中任一项所述的免标记荧光酶联免疫分析方法，其特征在于：所述

荧光金纳米簇为蛋白包裹的荧光金纳米簇；

所述蛋白包裹的荧光金纳米簇是按照包括如下步骤的方法制备的：

将所述蛋白和氯金酸溶液等体积混合进行反应，然后加入NaOH溶液，继续反应即得；

所述蛋白的浓度为50mg/ml，所述氯金酸溶液的质量百分含量为0.5％；

所述NaOH溶液的加入量为所述蛋白和所述氯金酸溶液的总体积的1/10；

所述蛋白为牛血清白蛋白。

7.根据权利要求1-6中任一项所述的免标记荧光酶联免疫分析方法，其特征在于：步骤

(2)中，所述目标物分子的标准溶液的浓度为0～200μg/l。

8.根据权利要求1-7中任一项所述的免标记荧光酶联免疫分析方法，其特征在于：步骤

(3)中，所述葡萄糖溶液的浓度为0.8～1.2mg/ml。

9.根据权利要求1-8中任一项所述的免标记荧光酶联免疫分析方法，其特征在于：步骤

(4)中，所述硫酸亚铁溶液的浓度为450～500μM。
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一种基于荧光金纳米簇的免标记荧光酶联免疫分析方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种基于荧光金纳米簇的免标记荧光酶联免疫分析方法，属于纳米生

物传感以及食品安全兽药检测领域。

背景技术

[0002] 荧光金纳米簇是以金属为核、有机配体为壳的粒径为0.2～3nm的核壳型结构，由

于其粒径接近于电子的费米波长，性质介于单原子和较大的纳米粒子之间，呈现良好的光

学性质，如发光性能好、光稳定性高、斯托克斯位移大、荧光量子产率高等，合成方法简便且

绿色无污染。荧光金纳米簇作为一种新型的荧光纳米材料成为研究热点，而且已被广泛应

用于催化、生物医药、生物检测等领域。但是在免疫分析检测中，因为其粒径小，和生物识别

材料偶联后不易纯化，所以很难将其作为荧光标记物用于免疫分析检测中。根据文献报道，

葡萄糖氧化酶是一种稳定性高、催化效率好、成本低廉的常用酶，它可以催化葡萄糖产生过

氧化氢，再加入亚铁离子后发生芬顿反应产生大量羟基自由基，可以有效地猝灭荧光金纳

米簇的荧光。

[0003] 喹乙醇属于喹噁啉类化合物，因为它具有提高饲料转化效率、加速动物生长和防

止动物细菌疾病等功能，常以饲料添加或口服形式被用于动物养殖业中。喹乙醇在动物体

内以原形或代谢物形式残留或经粪尿、饲料等形式排入生态环境，对生物和水体造成污染，

进而通过食物链传递对人类健康产生潜在危害。鉴于此，欧盟于1998年禁止喹乙醇使用。但

因为经济利益的驱使且上级缺乏有效的检测体系，目前养殖业仍存在喹乙醇的非法使用现

象。为此国内外研究者相继建立了一些检测喹乙醇的技术方法，如色谱技术、酶联免疫吸附

法、免疫层析法等。但是这些方法都存在一些不可避免的缺点，所以建立一种检测喹乙醇的

新方法实现对该药物的超灵敏定量检测有助于监控其在动物养殖业中的使用，为我国的生

态环境和动物性食品安全保驾护航。

发明内容

[0004] 本发明的目的是提供一种基于荧光金纳米簇的免标记荧光酶联免疫分析方法，本

发明采用荧光金纳米簇作为一种新型的荧光纳米材料应用于免疫分析检测中，提高了分析

方法的灵敏度、可控性和稳定性。

[0005] 本发明提供的基于荧光金纳米簇的免标记荧光酶联免疫分析方法，包括如下步

骤：制备荧光金纳米簇；合成葡萄糖氧化酶-目标物分子复合物作为酶标抗原；构建荧光酶

联免疫分析体系。

[0006] 具体地，所述免标记荧光酶联免疫分析方法包括如下步骤：

[0007] (1)向培养板中加入包被原进行包被，再加入目标物分子的单克隆抗体进行反应，

然后加入封闭液进行封闭处理；

[0008] (2)分别向所述培养板中加入葡萄糖氧化酶-目标物分子复合物和所述目标物分

子的标准溶液进行反应；

说　明　书 1/5 页

3

CN 109839500 A

3



[0009] (3)向所述培养板中加入葡萄糖溶液进行反应；

[0010] (4)向所述培养板中加入荧光金纳米簇和硫酸亚铁溶液进行反应；

[0011] (5)测定所述培养板中的混合液在365nm激发波长下，650nm波长处的荧光强度；根

据所述目标物分子的标准溶液的浓度与其荧光强度的变化值，制作标准曲线；

[0012] (6)分别向所述培养板中加入所述葡萄糖氧化酶-目标物分子复合物和待测样品

的提取液进行反应；重复步骤(3)-(5)，得到在365nm激发波长下，650nm波长处的荧光强度

变化值，再根据所述标准曲线，即得到所述待测样品的提取液中所述目标物分子的浓度。

[0013] 上述的免标记荧光酶联免疫分析方法中，步骤(1)中，采用碳酸盐缓冲液(0.01M、

pH9.6)稀释所述包被原至浓度可为20μg/ml，可在4℃包被过夜；

[0014] 所述包被原可为Protein  A。

[0015] 上述的免标记荧光酶联免疫分析方法中，所述目标物分子可为喹噁啉类药物；

[0016] 所述喹噁啉类药物具体可为喹乙醇；

[0017] 所述待测样品可为饲料或肉制品，如鱼肉制品、鸡肉制品等。

[0018] 上述的免标记荧光酶联免疫分析方法中，步骤(1)中，所述封闭液可采用牛血清白

蛋白溶液，如在37℃封闭1小时。

[0019] 上述的免标记荧光酶联免疫分析方法中，所述葡萄糖氧化酶-目标物分子复合物

可为葡萄糖氧化酶-喹乙醇复合物，可按照如下方法制备：

[0020] 所述喹乙醇和琥珀酸酐进行反应，向所述反应后的体系中加入水经冷却出现沉淀

物，离心收集沉淀；所述沉淀与碳二亚胺盐酸盐和N-羟基琥珀酰亚胺进行反应，然后加入葡

萄糖氧化酶的溶液进行反应，即得所述葡萄糖氧化酶-喹乙醇复合物。

[0021] 上述的免标记荧光酶联免疫分析方法中，所述喹乙醇与所述琥珀酸酐可在二甲基

亚砜中进行所述反应；如在90℃水浴条件下恒温搅拌反应1小时。

[0022] 上述的免标记荧光酶联免疫分析方法中，所述喹乙醇与所述葡萄糖氧化酶的摩尔

比为10～33：1；

[0023] 采用PBS缓冲液(0.01M，pH7.2)配制所述葡萄糖氧化酶的溶液；

[0024] 还包括如下纯化步骤：用3500Da的透析袋，在4℃条件下透析48小时进行纯化处

理；加入等体积的甘油后，-20℃保存。

[0025] 上述的免标记荧光酶联免疫分析方法中，所述荧光金纳米簇可为蛋白包裹的荧光

金纳米簇；

[0026] 所述蛋白包裹的荧光金纳米簇是按照包括如下步骤的方法制备的：

[0027] 将所述蛋白和氯金酸溶液等体积混合进行反应，然后加入NaOH溶液，继续反应即

得；

[0028] 所述蛋白的浓度为50mg/ml，所述氯金酸溶液的质量百分含量为0.5％；

[0029] 所述NaOH溶液的加入量为所述蛋白和所述氯金酸溶液的总体积的1/10；

[0030] 所述蛋白可为牛血清白蛋白。

[0031] 上述的免标记荧光酶联免疫分析方法中，步骤(2)中，所述目标物分子的标准溶液

的浓度可为0～200μg/l。

[0032] 上述的免标记荧光酶联免疫分析方法中，步骤(3)中，所述葡萄糖溶液的浓度可为

0.8～1.2mg/ml，具体可为1.0mg/ml。
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[0033] 上述的免标记荧光酶联免疫分析方法中，步骤(4)中，所述硫酸亚铁溶液的浓度可

为450～500μM，具体可为500μM。

[0034] 上述的免标记荧光酶联免疫分析方法中，步骤(5)中，所述荧光强度变化指的是步

骤(4)中加入所述硫酸亚铁溶液进行反应前后的荧光变化。

[0035] 本发明利用荧光金纳米簇能被葡萄糖氧化酶介导的芬顿反应产生的羟基自由基

猝灭的特点，提供了一种基于荧光金纳米簇的免标记荧光酶联免疫分析技术，能够实现简

便、灵敏定量检测饲料中的喹乙醇。

[0036] 本发明具有如下有益效果：

[0037] 本发明解决了荧光金纳米簇在免疫分析检测中的应用障碍，提高了其在免疫分析

检测应用中的可控性和稳定性。

[0038] 本发明检测方法具有灵敏度高、稳定性好、操作简便、成本低廉等优点。

[0039] 通过改变生物识别材料，利用葡萄糖氧化酶标签和荧光信号探针，本发明检测方

法可以推广到喹噁啉类药物甚至其它药物残留的检测中。

附图说明

[0040] 图1为本发明基于荧光金纳米簇的免标记荧光酶联免疫分析方法的原理示意图。

[0041] 图2为本发明实施例1制备的荧光金纳米簇的表征：图2(A)为在紫外灯下的外观

图；图2(B)为纳米簇的荧光光谱图。

[0042] 图3为过氧化氢对荧光金纳米簇的影响：图3(A)为加入不同浓度过氧化氢溶液(a

至i分别为0，0.05，0.1，0.5，1.0，2.0，5.0，10.0，50.0μM)后荧光金纳米簇的荧光光谱变化；

图3(B)为检测过氧化氢的定量标准曲线。

[0043] 图4为荧光金纳米簇对葡萄糖氧化酶的响应定量标准曲线。

[0044] 图5为基于荧光金纳米簇的免标记荧光酶联免疫分析方法检测喹乙醇的定量标准

曲线。

具体实施方式

[0045] 下述实施例中所使用的实验方法如无特殊说明，均为常规方法。

[0046] 下述实施例中所用的材料、试剂等，如无特殊说明，均可从商业途径得到。

[0047] 实施例1：合成牛血清白蛋白包裹的荧光金纳米簇

[0048] 将50mg/ml的牛血清白蛋白和0.5wt％的氯金酸溶液恒温至37℃，两者等体积混合

并剧烈搅拌反应2～3分钟后，加入1/10体积的NaOH(1M)溶液，继续在37℃条件下搅拌反应

12小时，室温下透析48小时纯化制备的荧光金纳米簇。收集放于4℃暗处保存备用。

[0049] 结果如图2(A)所示，可以看出，所制备的荧光金纳米簇在365nm紫外灯照射下发出

明显的红色荧光，荧光光谱图(图2(B))表明其最大激发波长和发射波长分别为365nm和

640nm。

[0050] 实施例2：荧光金纳米簇对过氧化氢的响应

[0051] 制备好的荧光金纳米簇用超纯水稀释50倍，以150μl/孔的量加入到96孔板中，然

后加入150μl/孔的系列浓度过氧化氢溶液(0，0.05，0.1，0.5，1.0，2.0，5.0，10，50μM)和50μ

l/孔的硫酸亚铁溶液(500μM)，在常温下反应5min，用荧光光谱仪测定各孔在365nm激发光
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下的550～750nm间的荧光发射光谱图，并记录640nm处的荧光强度。结果如图3(A)所示，可

以看出，随着过氧化物浓度增加，荧光金纳米簇在640nm处的荧光强度逐渐下降；以过氧化

氢浓度为横坐标，对应的荧光强度比率(F/F0)为纵坐标绘制标准曲线(见图3(B))，结果表

明，过氧化氢浓度在0.05～5.0μM之间，浓度和荧光呈良好的线性关系，相关系数为0.9888，

最低检测限为0.126μM。

[0052] 实施例3：荧光金纳米簇对葡萄糖氧化酶的响应

[0053] 葡萄糖氧化酶用0.1M的PBS缓冲液稀释至0～10-3g/ml，以20μl/孔的量加入到96孔

板中，然后加入130μl/孔的1.0mg/ml葡萄糖溶液(0.1M醋酸盐缓冲液)，37℃条件下反应半

个小时，然后加入50μl/孔的荧光金纳米簇稀释液(150倍)和50μl/孔的硫酸亚铁溶液(500μ

M)常温下反应5min后，用荧光光谱仪测定各孔在365nm激发光下的640nm处的荧光强度。结

果如图4所示，可以看出，随着葡萄糖氧化酶浓度增加，荧光金纳米簇在640nm处的荧光强度

逐渐下降；以葡萄糖氧化酶浓度为横坐标，对应的荧光强度为纵坐标绘制标准曲线，结果表

明葡萄糖氧化酶浓度在8.0×10-14～8.0×10-8g/ml之间荧光强度呈良好的线性关系，相关

系数为0.9663。说明非常少量的葡萄糖氧化酶即可使荧光金纳米簇的荧光发生明显的变

化。

[0054] 实施例4：合成葡萄糖氧化酶-喹乙醇复合物

[0055] 将2.63g喹乙醇和1.30g琥珀酸酐用20ml二甲基亚砜溶解后，于90℃水浴条件下恒

温搅拌反应1小时，加入40ml超纯水后搅拌冷却至室温，出现大量黄色不溶物，离心弃上清，

沉淀用超纯水洗涤3次后干燥；称取2.0mg干燥产物、4.1mg碳二亚胺盐酸盐、0.5mg  N-羟基

琥珀酰亚胺用1ml二甲基甲酰胺溶解，在室温下搅拌反应8小时后，逐滴加入葡萄糖氧化酶

PBS溶液(0.01M,pH7.2)中，喹乙醇和葡萄糖氧化酶的摩尔比为10：1，4℃搅拌反应过夜，反

应结束后用3500Da的透析袋，在4℃条件下透析48小时进行纯化处理，得到葡萄糖氧化酶-

喹乙醇复合物。

[0056] 实施例5：建立定量检测喹乙醇的标准曲线

[0057] 1)在96孔板中加入Protein  A稀释液(20μg/ml，0.01M碳酸盐缓冲液，pH9.6)150μ

l/孔，4℃包被过夜；2)洗板3次后，加入抗喹乙醇单克隆抗体稀释液(1:8000)150μl/孔，37

℃反应2小时；3)加入3mg/ml牛血清白蛋白溶液300μl/孔，37℃封闭1小时；4)洗板3次后，加

入50μl/孔葡萄糖氧化酶-喹乙醇复合物和100μl/孔喹乙醇标准溶液(0，0.05，0.1，0.5，

1.0，2.0，5.0，8.0，10，20，40，60，80，100，200μg/l)，37℃反应1小时；5)洗板3次后，加入150

μl/孔葡萄糖溶液(1.0mg/ml)，37℃反应半小时；6)加入荧光金纳米簇稀释液(1:150)50μl/

孔和硫酸亚铁溶液50μl/孔(500μM)，常温反应10分钟；7)利用荧光光谱仪测定在365nm激发

波长下，640nm波长处的荧光强度变化；8)根据喹乙醇浓度和荧光强度变化值(ΔF)的关系，

绘制定量标准曲线(如图5)，线性检测范围为1.0～100μg/l，最低检测限为0.53μg/l，可用

于样品中的喹乙醇定量检测。

[0058] 实施例6：饲料样品测试

[0059] 称取5.0±0 .02g粉末状经仪器确证为不含喹乙醇的饲料样品，加入15ml甲醇水

(5％，v/v)超声提取10min后，5000rpm离心5min，收集上清，得到饲料样品提取液，在提取液

中分别添加10μg/l、50μg/l、100μg/l等不同浓度的喹乙醇标准品，按照实施例5的步骤进行

检测，通过标准曲线进行定量并计算回收率，实验结果如表1所示。
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[0060] 由表1的结果可以看出，本发明方法的平均回收率在93.3％～115.5％之间，变异

系数在0.8％～16.4％，说明方法的准确可靠。

[0061] 表1饲料样品的测试结果

[0062]
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图1

图2
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图3
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图5
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