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(57)摘要

本发明涉及一种用于检测心肌肌钙蛋白I的

光电化学免疫传感器的制备方法。本发明以构建

拼合式光电化学传感器的方式，免疫分析与光电

测试分开，实现光电测试与生物分子的免疫识别

过程互不干扰的目的。以硫化铋纳米棒修饰的三

氧化钨作为基底材料提供基础的光电响应，二者

带隙结构匹配，能够很好的利用可见光。其次在

96微孔板中进行抗原与抗体的特性免疫识别，利

用硫化镉封装包覆有抗坏血酸的介孔二氧化硅

标记心肌肌钙蛋白I第二抗体，硫化镉通过二硫

键与介孔二氧化硅进行牢固的结合，当滴入二硫

苏糖醇之后，断开硫化镉与二氧化硅之间的二硫

键，抗坏血酸得以释放，依此在不同程度上提高

光电流，实现对心肌肌钙蛋I的灵敏检测。其检测

限为0.17 pg/mL。
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1.基于一种用于检测心肌肌钙蛋白I的光电化学免疫传感器的制备方法，其特征在于，

包括以下步骤：

（1）三氧化钨材料的制备

取1.0  ~  2.0  g氯化钨溶于35  ~  50  mL无水乙醇中，在室温下搅拌1  ~  2  h后，将混合

溶液转移至高压反应釜中于120  ~  180  °C下反应4  ~  8  h，反应结束后自然冷却至室温，之

后产品用无水乙醇和超纯水各洗涤3次，洗涤结束后，产品于40  ~  60  °C下干燥10  ~  12  h，

制得海胆状的三氧化钨材料；

（2）硫化铋纳米棒材料的制备

取1.5  ~  2.0  g五水合硝酸铋溶于20  ~  30  mL乙二醇中，于室温下搅拌20  ~  30  min，

此溶液作为溶液A；取1.2  ~  1.5  g九水合硫化钠溶于20  ~  50  mL超纯水中，于室温下搅拌

10  ~  20  min，此溶液作为溶液B；取1.8  ~  2.0  g尿素溶于10  ~  40  mL超纯水中，于室温下

搅拌均匀，此溶液作为溶液C；将溶液B加入溶液A中，得到黑色混合溶液，搅拌5  min后，将溶

液C逐渐加入上述混合溶液中，于室温下搅拌均匀后，转入高压反应釜中，于150  ~  200  °C

下水热反应20  ~  28  h，反应结束后自然冷却至室温，之后产品用无水乙醇和超纯水各洗涤

3次，最后产品于40  ~  60  °C下干燥过夜，得到棒状的硫化铋纳米材料；

（3）介孔二氧化硅纳米材料的制备

取0.1  ~  0.5  g十六烷基三甲基溴化铵溶于200  ~  250  mL超纯水中，之后向溶液中加

入1.0  ~  2.0  mL浓度为0.5  ~  3  mol/L的氢氧化钠水溶液，该混合溶液于70  ~  100  °C下搅

拌均匀后，向溶液中逐滴加入1  ~  3  mL的正硅酸四乙酯溶液，继续搅拌1  ~  5  h，搅拌结束

后自然冷却至室温，产品用无水乙醇和超纯水各洗涤3次，之后产品于50  °C下真空干燥过

夜，所得到的固体粉末材料继续在400  ~  600  °C下高温煅烧4  ~  7  h，以除去多余的表面活

性剂，得到介孔二氧化硅纳米材料；

（4）巯基乙酸功能化的硫化镉量子点的制备

取0.08  ~  0.10  g四水合硝酸镉溶于200  ~  300  mL超纯水中，搅拌均匀后，加入100  ~ 

200  µL的巯基乙酸溶液，得到浑浊的淡蓝色溶液后，用0.01  ~  0.02  mol/L的氢氧化钠水溶

液调节pH至9  ~  11，之后加入5  ~  20  mL溶有0.03  ~  0.05  g的九水合硫化钠水溶液，遮光

搅拌10  ~  30  min后，混合溶液用无水甲醇和超纯水洗涤得到淡黄色产品，之后于40  ~  70 

°C下真空干燥过夜，得到巯基乙酸功能化的硫化镉量子点材料；

（5）PBS缓冲溶液的配置

取11.94  g十二水合磷酸氢二钠定容于500  mL的容量瓶中配置成浓度为1/15  mol/L的

水溶液，作为甲液；取4.54  g磷酸二氢钾定容于500  mL的容量瓶中配置成浓度为1/15  mol/

L的水溶液，作为乙液；将甲液和乙液按比例混合，配置成一系列pH在5.0  ~  8.0的PBS缓冲

溶液；

（6）硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅复合材料的制备

取0.5  ~  1  g介孔二氧化硅材料溶于40  ~  70  mL无水甲醇溶液中，之后向溶液中加入

0.1  ~  0.3  g的2-（吡啶基二硫烷基）乙胺，于室温下搅拌12  ~  24  h，以实现在介孔二氧化

硅表面二硫键的连接，之后产品用无水乙醇和超纯水各洗涤3次，于35  °C下真空干燥；干燥

后的材料溶于含有0.1  ~  0.3  g的抗坏血酸的10  mL的PBS缓冲溶液中，于室温下震荡12  ~ 

24  h后，向溶液中加入0.01  ~  0.03  g所合成的巯基乙酸功能化的硫化镉量子点和0.03  ~ 
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0.06  g的1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐（EDC），在室温下继续震荡12  ~  24 

h，反应结束后，产品用PBS缓冲溶液洗涤3次，冷冻干燥，得到硫化镉封装包覆抗坏血酸的介

孔二氧化硅复合材料；

（7）硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅标记心肌肌钙蛋白I二抗的制备

取1  ~  5  mg所制备的硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅溶于1  ~3  mL、pH为7.0

的PBS缓冲溶液后，加入100  ~  300 μL浓度为5  ~  20 μg/mL的心肌肌钙蛋白I二抗，于10  ~ 

40  °C下震荡2  ~  5  h后，离心，用PBS缓冲溶液洗涤3次，产物溶于2mL的PBS缓冲溶液中于4 

°C冰箱中储存备用；

（8）光电化学传感器的制备

1）将导电玻璃依次用洗洁精、丙酮、乙醇和超纯水超声清洗，氮气吹干；

2）取6  µL、2  ~  6  mg/mL的三氧化钨的水溶液滴加到ITO导电玻璃的导电面，红外灯下

晾干；

3）在修饰的电极表面继续滴加6  µL、2  ~  6  mg/mL的硫化铋的水溶液，电极于室温下自

然晾干；

4）取200  µL浓度为5  ~  20 μg/mL的心肌肌钙蛋白I捕获抗体滴入96微孔板中，于4  °C

条件下放置10  ~  14  h以保证抗体与96微孔板牢固结合，抗体孵化结束后，吸出未结合的心

肌肌钙蛋白I抗体，用PBS缓冲溶液小心清洗96微孔板；

5）取100  µL用PBS配制的质量分数在1  ~  3  %的牛血清白蛋白滴于96微孔板中，于室温

下孵化1小时，之后吸出未结合的牛血清白蛋白，用PBS清洗96微孔板；

6）取200  µL浓度为0.0005  ~  200  ng/mL的心肌肌钙蛋白I抗原滴于96微孔板中，在室

温下孵化1  h，之后用PBS缓冲溶液清洗96微孔板；

7）取200  µL浓度为5  ~  20 μg/mL带有硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅标记

的心肌肌钙蛋白I二抗滴于96微孔板中，室温下孵化1  h后，用PBS缓冲溶液冲洗96微孔板；

8）取50  µL用PBS缓冲溶液配制的浓度为10  ~  20  mmol/L的二硫苏糖醇滴入96微孔板

中，作用10  ~  30  min；

9）将96微孔板中的溶液吸出，注入5  mL的PBS缓冲溶液中作为光电测试的电解质溶液，

将修饰的硫化铋/三氧化钨/导电玻璃电极浸入该电解质溶液中，制得一种检测心肌肌钙蛋

白I抗原的光电化学传感器。

2.如权利要求1所述制备的光电化学传感器的检测方法，其特征在于，步骤如下：

（1）使用电化学工作站以三电极体系进行测试，饱和甘汞电极为参比电极，铂丝电极为

辅助电极，制备的ITO修饰电极为工作电极，在含有从96微孔板吸出的溶液的pH为5.0  ~ 

8.0的PBS缓冲溶液中进行测试；

（2）将所修饰的电极浸入含有从96微孔板中吸出的溶液的PBS缓冲溶液中，利用时间-

电流法进行测试，设置电压为-0.1  ~  0.1  V，运行时间120  s，光源波长为400  ~  450  nm；

（3）电极放置好之后，每隔20  s开灯持续照射20  s，记录光电流，绘制工作曲线；

（4）将待测的心肌肌钙蛋白I抗原样品溶液代替心肌肌钙蛋白I抗原标准溶液进行检

测。

权　利　要　求　书 2/2 页

3

CN 110470718 A

3



一种用于检测心肌肌钙蛋白I的光电化学免疫传感器的制备

方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种用于检测心肌肌钙蛋白I的光电化学免疫传感器的制备方法，具

体是以硫化铋敏化的三氧化钨作为基底材料，以硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅

作为标记物标记心肌肌钙蛋白I二抗，制备一种检测心肌肌钙蛋白I的拼合式光电化学传感

器，属于新型功能材料与生物传感检测技术领域。

背景技术

[0002] 心肌肌钙蛋白I（cTnI）作为心肌损伤标志物,在临床上已应用了多年。由于其高度

的心肌特异性，对于心肌损伤的高度敏感性及较长的窗口期，cTnI已被临床医生及检验人

员广泛接受，不仅成为判断心肌损伤，特别是诊断急性心梗的“金标准”，而且已成为判断冠

脉综合征病人处于心肌损伤风险的最合适的标志物。肌钙蛋白的升高还作为有力的证据支

持临床医生及早做出抗血栓、抗血小板凝集及介入性治疗的决定。心肌梗死是冠状动脉闭

塞，血流中断，部分心肌因严重的持续性缺血而发生局部坏死，由于cTnI的心脏特异性，及

其在心脏受损后的快速及长时期升高，可作为一种诊断心肌损伤性疾病，特别是诊断心肌

梗死的首选标志物。此外，cTnI还可以作为不稳定性心绞痛最佳血液指标以及作为急性冠

脉综合征病人的预后标志物。同时，cTnI也可以作为疾病治疗的监测指标，如可以判断溶

栓，低分子量肝素等的治疗效果。因此，构建一种快速、灵敏的检测cTnI的分析方法十分重

要。目前已有的cTnI得检测方法有很多，如化学发光法（心肌肌钙蛋白鲁米诺化学发光免疫

分析检测方法，031317979），电化学免疫传感器方法（一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹

心型免疫传感器的制备方法及应用，201910144057.1），荧光比色法（一种定量检测肌钙蛋

白I/肌酸激酶同工酶/肌红蛋白的荧光免疫层析试剂盒，201110451642.X），酶联免疫方法

（人心肌肌钙蛋白I的双抗夹心ELISA检测试剂盒，201710797247.4）等，但酶联免疫分析操

作复杂繁琐；荧光分析可控性差，毒性大；化学发光免疫分析检测时间长。本发明设计了一

种拼合式光电化学传感器，拼合式传感器检测灵敏，干扰少，稳定性好，本发明设计的拼合

式光电化学传感器检测简单快速，稳定无毒，对cTnI的检测限达到0.17  pg/mL。

[0003] 三氧化钨，一种典型的半导体纳米光敏材料，制备简单，成本低，在可见光下具有

良好的光电响应，经过硫化铋敏化之后，可大幅度提高对可见光的吸收效率，获得优异的光

电流，为后续的测试提供光电响应基础。介孔二氧化硅具有良好的生物相容性，二氧化硅内

部的孔可以很好的包覆目标分子—抗坏血酸，抗坏血酸作为一种电子供体，可以促使光生

电子快速传递，采用无机半导体量子点作为介孔二氧化硅的“帽子”，可以很好的将抗坏血

酸封装在介孔二氧化硅中，此复合材料作为二抗标记物，在检测目标物的时候，不同浓度的

抗原可以实现不同浓度的抗坏血酸的释放，从而引起光电流的变化，以实现对目标物的定

量检测。同时，采用拼合式的构建方式，免疫识别分析和光电测试分开，降低了对光敏材料

光电响应的要求，同时避免了由于免疫反应对电信号的影响，构建操作简单。提高了传感器

的稳定性和灵敏度。
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[0004] 光电化学传感器是基于物质的光电转换特性来确定待测物浓度的一类检测装置。

光电化学检测方法具有设备简单、灵敏度高、易于微型化的特点，已经发展成为一种极具应

用潜力的分析方法，在食品、环境、医药等领域具有广阔的应用前景。本发明基于三氧化钨/

硫化铋复合材料作为基底材料，以硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅作为标记物，

根据不同浓度的待测物对光信号强度的影响不同，实现了对心肌肌钙蛋白I的检测。本发明

制备的光电化学传感器具有制作简单、成本低、检测快速和灵敏度高等特点，实现了在可见

光范围内对心肌肌钙蛋白I的稳定、灵敏检测，有效克服了目前对心肌肌钙蛋白I检测方法

的不足。

发明内容

[0005] 本发明目的之一是采用硫化铋纳米棒敏化三氧化钨半导体光敏材料作为基底材

料产生光电响应。硫化铋作为一种良好的敏化剂与三氧化钨具有匹配的能级，可以提高单

纯光敏材料的光电性能，为后续测试提供光电流基础。

[0006] 本发明目的之二是采用硫化镉量子点封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅，二氧化

硅具有良好的生物相容性，介孔二氧化硅可以包覆大量的抗坏血酸，而硫化镉通过二硫键

的形成可以作为介孔二氧化硅的“帽子”将抗坏血酸封装在二氧化硅的孔内，当存在二硫苏

糖醇时，可以将二硫键断开，使得抗坏血酸释放出来，抗坏血酸作为电子供体，可以提高光

电响应。

[0007] 本发明目的之三是构建一种拼合式的光电化学传感器，拼合式的传感器将无机半

导体材料的光电测试与生物分子之间的特异性识别免疫反应分开，这样电化学测试不会对

免疫反应产生干扰，且省去了生物分子对电子传递的阻碍作用，对基底材料光电响应要求

较低，无其他干扰。

[0008] 本发明目的之四是以硫化铋/三氧化钨作为基底，以硫化镉封装包覆抗坏血酸的

介孔二氧化硅标记二抗，制备了一种灵敏度高、选择性好、检测速度快的拼合式光电化学传

感器，实现了在可见光下对心肌肌钙蛋白I的灵敏检测。

[0009] 本发明技术方案如下：

1、基于一种用于检测心肌肌钙蛋白I的光电化学免疫传感器的制备方法，其特征在于，

包括以下步骤：

（1）三氧化钨材料的制备

取1.0  ~  2.0  g氯化钨溶于35  ~  50  mL无水乙醇中，在室温下搅拌1  ~  2  h后，将混合

溶液转移至高压反应釜中于120  ~  180  °C下反应4  ~  8  h，反应结束后自然冷却至室温，之

后产品用无水乙醇和超纯水各洗涤3次，洗涤结束后，产品于40  ~  60  °C下干燥10  ~  12  h，

制得海胆状的三氧化钨材料；

（2）硫化铋纳米棒材料的制备

取1.5  ~  2.0  g五水合硝酸铋溶于20  ~  30  mL乙二醇中，于室温下搅拌20  ~  30  min，

此溶液作为溶液A；取1.2  ~  1.5  g九水合硫化钠溶于20  ~  50  mL超纯水中，于室温下搅拌

10  ~  20  min，此溶液作为溶液B；取1.8  ~  2.0  g尿素溶于10  ~  40  mL超纯水中，于室温下

搅拌均匀，此溶液作为溶液C；将溶液B加入溶液A中，得到黑色混合溶液，搅拌5  min后，将溶

液C逐渐加入上述混合溶液中，于室温下搅拌均匀后，转入高压反应釜中，于150  ~  200  °C
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下水热反应20  ~  28  h，反应结束后自然冷却至室温，之后产品用无水乙醇和超纯水各洗涤

3次，最后产品于40  ~  60  °C下干燥过夜，得到棒状的硫化铋纳米材料；

（3）介孔二氧化硅纳米材料的制备

取0.1  ~  0.5  g十六烷基三甲基溴化铵溶于200  ~  250  mL超纯水中，之后向溶液中加

入1.0  ~  2.0  mL浓度为0.5  ~  3  mol/L的氢氧化钠水溶液，该混合溶液于70  ~  100  °C下搅

拌均匀后，向溶液中逐滴加入1  ~  3  mL的正硅酸四乙酯溶液，继续搅拌1  ~  5  h，搅拌结束

后自然冷却至室温，产品用无水乙醇和超纯水各洗涤3次，之后产品于50  °C下真空干燥过

夜，所得到的固体粉末材料继续在400  ~  600  °C下高温煅烧4  ~  7  h，以除去多余的表面活

性剂，得到介孔二氧化硅纳米材料；

（4）巯基乙酸功能化的硫化镉量子点的制备

取0.08  ~  0.10  g四水合硝酸镉溶于200  ~  300  mL超纯水中，搅拌均匀后，加入100  ~ 

200  µL的巯基乙酸溶液，得到浑浊的淡蓝色溶液后，用0.01  ~  0.02  mol/L的氢氧化钠水溶

液调节pH至9  ~  11，之后加入5  ~  20  mL溶有0.03  ~  0.05  g的九水合硫化钠水溶液，遮光

搅拌10  ~  30  min后，混合溶液用无水甲醇和超纯水洗涤得到淡黄色产品，之后于40  ~  70 

°C下真空干燥过夜，得到巯基乙酸功能化的硫化镉量子点材料；

（5）PBS缓冲溶液的配置

取11.94  g十二水合磷酸氢二钠定容于500  mL的容量瓶中配置成浓度为1/15  mol/L的

水溶液，作为甲液；取4.54  g磷酸二氢钾定容于500  mL的容量瓶中配置成浓度为1/15  mol/

L的水溶液，作为乙液；将甲液和乙液按比例混合，配置成一系列pH在5.0  ~  8.0的PBS缓冲

溶液；

（6）硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅复合材料的制备

取0.5  ~  1  g介孔二氧化硅材料溶于40  ~  70  mL无水甲醇溶液中，之后向溶液中加入

0.1  ~  0.3  g的2-（吡啶基二硫烷基）乙胺，于室温下搅拌12  ~  24  h，以实现在介孔二氧化

硅表面二硫键的连接，之后产品用无水乙醇和超纯水各洗涤3次，于35  °C下真空干燥；干燥

后的材料溶于含有0.1  ~  0.3  g的抗坏血酸的10  mL的PBS缓冲溶液中，于室温下震荡12  ~ 

24  h后，向溶液中加入0.01  ~  0.03  g所合成的巯基乙酸功能化的硫化镉量子点和0.03  ~ 

0.06  g的1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸盐（EDC），在室温下继续震荡12  ~  24 

h，反应结束后，产品用PBS缓冲溶液洗涤3次，冷冻干燥，得到硫化镉封装包覆抗坏血酸的介

孔二氧化硅复合材料；

（7）硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅标记心肌肌钙蛋白I二抗的制备

取1  ~  5  mg所制备的硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅溶于1  ~3  mL、pH为7.0

的PBS缓冲溶液后，加入100  ~  300 μL浓度为5  ~  20 μg/mL的心肌肌钙蛋白I二抗，于10  ~ 

40  °C下震荡2  ~  5  h后，离心，用PBS缓冲溶液洗涤3次，产物溶于2  mL的PBS缓冲溶液中在4 

°C冰箱中储存备用；

（8）光电化学传感器的制备

1）将导电玻璃依次用洗洁精、丙酮、乙醇和超纯水超声清洗，氮气吹干；

2）取6  µL、2  ~  6  mg/mL的三氧化钨的水溶液滴加到ITO导电玻璃的导电面，红外灯下

晾干；

3）在修饰的电极表面继续滴加6  µL、2  ~  6  mg/mL的硫化铋的水溶液，电极于室温下自
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然晾干；

4）取200  µL浓度为5  ~  20 μg/mL的心肌肌钙蛋白I捕获抗体滴入96微孔板中，于4  °C

条件下放置10  ~  14  h以保证抗体与96微孔板牢固结合，抗体孵化结束后，吸出未连接的心

肌肌钙蛋白I抗体，用PBS缓冲溶液小心清洗96微孔板后；

5）取100  µL  用PBS配制的质量分数在1  ~  3  %的牛血清白蛋白滴于96微孔板中，于室

温下孵化1小时，之后吸出未结合的牛血清白蛋白，用PBS清洗96微孔板；

6）取200  µL浓度为  0.0005  ~  200  ng/mL的心肌肌钙蛋白I抗原滴于96微孔板中，在室

温下孵化1  h，之后用PBS缓冲溶液清洗96微孔板；

7）取200  µL浓度为5  ~  20 μg/mL带有硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅标记

的心肌肌钙蛋白I二抗滴于96微孔板中，室温下孵化1  h后，用PBS缓冲溶液冲洗96微孔板；

8）取50  µL用PBS缓冲溶液配制的浓度为10  ~  20  mmol/L的二硫苏糖醇滴入96微孔板

中，作用10  ~  30  min；

9）将96微孔板中的溶液吸出，注入5  mL的PBS缓冲溶液中作为光电测试的电解质溶液，

将修饰的硫化铋/三氧化钨/导电玻璃电极浸入该电解质溶液中，制得一种检测心肌肌钙蛋

白I抗原的光电化学传感器。

[0010] 2.  如权利要求1所述制备的光电化学传感器的检测方法，其特征在于，步骤如下：

（1）使用电化学工作站以三电极体系进行测试，饱和甘汞电极为参比电极，铂丝电极为

辅助电极，制备的ITO修饰电极为工作电极，在含有从96微孔板吸出的溶液的pH为5.0  ~ 

8.0的PBS缓冲溶液中进行测试；

（2）将所修饰的电极浸入含有从96微孔板中吸出不同的溶液的PBS缓冲溶液中，利用时

间-电流法进行测试，设置电压为-0 .1  ~  0 .1  V，运行时间120  s，光源波长为400  ~  450 

nm；

（3）电极放置好之后，每隔20  s开灯持续照射20  s，记录光电流，绘制工作曲线；

（4）将待测的心肌肌钙蛋白I抗原样品溶液代替心肌肌钙蛋白I抗原标准溶液进行检

测。

[0011] 本传感器对心肌肌钙蛋白抗原的检测线性范围为0.5  pg/mL  ~  200  ng/mL，检测

限为0.17  pg/mL。

[0012] 合成材料所需要的化学试剂均为当地试剂店购得，没有经过再处理。

[0013] 本发明的有益成果

（1）本发明采用硫化铋敏化的三氧化钨作为光敏基底材料，解决了单纯硫化铋和单纯

三氧化钨的光电转换效率低的问题。

[0014] （2）本发明采用硫化镉封装包覆有抗坏血酸的介孔二氧化硅作为二抗标记物，介

孔二氧化硅具有良好的生物相容性，易于与生物分子结合，采用无机半导体材料硫化镉通

过二硫键的形成将抗坏血酸包覆在介孔硅内部，当溶液中存在二硫苏糖醇时，二硫键会断

开，使得抗坏血酸释放出来，抗坏血酸作为电子供体，可以促进电子的传递，提高传感器的

灵敏度。

[0015] （3）本发明采用拼合式的光电化学传感器的方式，将半导体材料的光电测试过程

与生物分子之间的特异性免疫识别反应过程分开，一方面降低了对基底材料光电响应的要

求，另一方面生物分子识别过程单独进行，不会被光电测试过程破坏活性，并且减小了传感
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器层层修饰过程中的其他干扰作用。

[0016] （4）本发明制备的光电化学传感器，用于心肌肌钙蛋白抗原I的检测，响应时间短，

检测限低，线性范围宽，稳定性好，可以实现简便快捷、高灵敏和高稳定性检测。

具体实施方案

[0017] 实施例1 光电化学传感器的制备

（1）三氧化钨材料的制备

取1.0  g氯化钨溶于35  mL无水乙醇中，在室温下搅拌1  h后，将混合溶液转移至高压反

应釜中于120  °C下反应4  h，反应结束后自然冷却至室温，之后产品用无水乙醇和超纯水各

洗涤3次，洗涤结束后，产品于40  °C下干燥10  h，制得海胆状的三氧化钨材料；

（2）硫化铋纳米棒材料的制备

取1.5  g五水合硝酸铋溶于20  mL乙二醇中，于室温下搅拌20  min，此溶液作为溶液A；

取1.2  g九水合硫化钠溶于20  mL超纯水中，于室温下搅拌10  min，此溶液作为溶液B；取1.8 

g尿素溶于10  mL超纯水中，于室温下搅拌均匀，此溶液作为溶液C；将溶液B加入溶液A中，得

到黑色混合溶液，搅拌5  min后，将溶液C逐渐加入上述混合溶液中，于室温下搅拌均匀后，

转入高压反应釜中，于150  °C下水热反应20  h，反应结束后自然冷却至室温，之后产品用无

水乙醇合和超纯水各洗涤3次，最后产品于40  °C下干燥过夜，得到棒状的硫化铋纳米材料；

（3）介孔二氧化硅纳米材料的制备

取0.1  g十六烷基三甲基溴化铵溶于200  mL超纯水中，之后向溶液中加入1.0  mL浓度

为0.5  mol/L的氢氧化钠水溶液，该混合溶液于70  °C下搅拌均匀后，向溶液中逐滴加入1 

mL的正硅酸四乙酯溶液，继续搅拌1  h，搅拌结束后自然冷却至室温，产品用无水乙醇和超

纯水各洗涤3次，之后产品于50  °C下真空干燥过夜，所得到的固体粉末材料继续在400  °C

下高温煅烧4  h，以除去多余的表面活性剂，得到介孔二氧化硅纳米材料；

（4）巯基乙酸功能化的硫化镉量子点的制备

取0.08  g四水合硝酸镉溶于200  mL超纯水中，搅拌均匀后，加入100  µL的巯基乙酸溶

液，得到浑浊的淡蓝色溶液后，用0.01  mol/L的氢氧化钠水溶液调节pH至9，之后加入5  mL

溶有0.03  g的九水合硫化钠水溶液，遮光搅拌10  min后，混合溶液用无水甲醇和超纯水洗

涤得到淡黄色产品，之后于40  °C下真空干燥过夜，得到巯基乙酸功能化的硫化镉量子点材

料；

（5）PBS缓冲溶液的配置

取11.94  g十二水合磷酸氢二钠定容于500  mL的容量瓶中配置成浓度为1/15  mol/L的

水溶液，作为甲液；取4.54  g磷酸二氢钾定容于500  mL的容量瓶中配置成浓度为1/15  mol/

L的水溶液，作为乙液；将甲液和乙液按比例混合，配置成一系列pH在5.0  ~  8.0的PBS缓冲

溶液；

（6）硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅复合材料的制备

取0.5  g介孔二氧化硅材料溶于40  mL无水甲醇溶液中，之后向溶液中加入0.1  g的2-

（吡啶基二硫烷基）乙胺，于室温下搅拌12  h，以实现在介孔二氧化硅表面二硫键的连接，之

后产品用无水乙醇和超纯水各洗涤3次，于35  °C下真空干燥；干燥后的材料溶于含有0.1  g

的抗坏血酸的10  mL的PBS缓冲溶液中，于室温下震荡12  h后，向溶液中加入0.01  g所合成
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的巯基乙酸功能化的硫化镉量子点和0.03  g的1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸

盐（EDC），在室温下继续震荡12  h，反应结束后，产品用PBS缓冲溶液洗涤3次，冷冻干燥，得

到硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅复合材料；

（7）硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅标记心肌肌钙蛋白I二抗的制备

取1  mg所制备的硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅溶于1  mL、pH为7.0的PBS缓

冲溶液后，加入100 μL浓度为5 μg/mL的心肌肌钙蛋白二抗，于10  °C下震荡2  h后，离心，用

PBS缓冲溶液洗涤3次，产物溶于2  mL的PBS缓冲溶液中在4  °C冰箱中储存备用；

（8）光电化学传感器的制备

1）将导电玻璃依次用洗洁精、丙酮、乙醇和超纯水超声清洗，氮气吹干；

2）取6  µL、2  mg/mL的三氧化钨的水溶液滴加到ITO导电玻璃的导电面，红外灯下晾干；

3）在修饰的电极表面继续滴加6  µL、2  mg/mL的硫化铋的水溶液，电极于室温下自然晾

干；

4）取200  µL浓度为5 μg/mL的心肌肌钙蛋白I捕获抗体滴入96微孔板中，于4  °C条件下

放置10  h以保证抗体与96微孔板牢固结合，抗体孵化结束后，吸出未连接的心肌肌钙蛋白I

抗体，用PBS缓冲溶液清洗96微孔板后；

5）取100  µL用PBS配制的质量分数在1  %的牛血清白蛋白滴于96微孔板中，于室温下孵

化1小时，之后吸出未结合的牛血清白蛋白，用PBS清洗96微孔板；

6）取200  µL浓度为0.0005  ~  200  ng/mL的心肌肌钙蛋白I抗原滴于96微孔板中，在室

温下孵化1  h，之后用PBS缓冲溶液清洗96微孔板；

7）取200  µL浓度为5 μg/mL带有硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅标记的心肌

肌钙蛋白I二抗滴于96微孔板中，室温下孵化1  h后，用PBS缓冲溶液冲洗96微孔板；

8）取50  µL用PBS缓冲溶液配制的浓度为10  mmol/L的二硫苏糖醇滴入96微孔板中，作

用10  min；

9）将96微孔板中的溶液吸出，注入5  mL的PBS缓冲溶液中作为光电测试的电解质溶液，

将修饰的硫化铋/三氧化钨/导电玻璃电极浸入该电解质溶液中，制得一种检测心肌肌钙蛋

白I抗原的光电化学传感器。

[0018] 实施例2 光电化学传感器的构架

（1）三氧化钨材料的制备

取1.5  g氯化钨溶于40  mL无水乙醇中，在室温下搅拌1.5  h后，将混合溶液转移至高压

反应釜中于160  °C下反应5  h，反应结束后自然冷却至室温，之后产品用无水乙醇和超纯水

各洗涤3次，洗涤结束后，产品于50  °C下干燥11  h，制得海胆状的三氧化钨材料；

（2）硫化铋纳米棒材料的制备

取1.8  g五水合硝酸铋溶于25  mL乙二醇中，于室温下搅拌25  min，此溶液作为溶液A；

取1.3  g九水合硫化钠溶于30  mL超纯水中，于室温下搅拌15  min，此溶液作为溶液B；取1.8 

g尿素溶于30  mL超纯水中，于室温下搅拌均匀，此溶液作为溶液C；将溶液B加入溶液A中，得

到黑色混合溶液，搅拌5  min后，将溶液C逐渐加入上述混合溶液中，于室温下搅拌均匀后，

转入高压反应釜中，于160  °C下水热反应24  h，反应结束后自然冷却至室温，之后产品用无

水乙醇和超纯水各洗涤3次，最后产品于50  °C下干燥过夜，得到棒状的硫化铋纳米材料；

（3）介孔二氧化硅纳米材料的制备
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取0.4  g十六烷基三甲基溴化铵溶于240  mL超纯水中，之后向溶液中加入1.5  mL浓度

为1  mol/L的氢氧化钠水溶液，该混合溶液于80  °C下搅拌均匀后，向溶液中逐滴加入2  mL

的正硅酸四乙酯溶液，继续搅拌3  h，搅拌结束后自然冷却至室温，产品用无水乙醇和超纯

水各洗涤3次，之后产品于50  °C下真空干燥过夜，所得到的固体粉末材料继续在450  °C下

高温煅烧6  h，以除去多余的表面活性剂，得到介孔二氧化硅纳米材料；

（4）巯基乙酸功能化的硫化镉量子点的制备

取0.09  g四水合硝酸镉溶于250  mL超纯水中，搅拌均匀后，加入180  µL的巯基乙酸溶

液，得到浑浊的淡蓝色溶液后，用0.01  mol/L的氢氧化钠水溶液调节pH至10，之后加入10 

mL溶有0.04  g的九水合硫化钠水溶液，遮光搅拌20  min后，混合溶液用无水甲醇和超纯水

洗涤得到淡黄色产品，之后于50  °C下真空干燥过夜，得到巯基乙酸功能化的硫化镉量子点

材料；

（5）PBS缓冲溶液的配置

取11.94  g十二水合磷酸氢二钠定容于500  mL的容量瓶中配置成浓度为1/15  mol/L的

水溶液，作为甲液；取4.54  g磷酸二氢钾定容于500  mL的容量瓶中配置成浓度为1/15  mol/

L的水溶液，作为乙液；将甲液和乙液按比例混合，配置成一系列pH在5.0  ~  8.0的PBS缓冲

溶液；

（6）硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅复合材料的制备

取0.7  g介孔二氧化硅材料溶于50  mL无水甲醇溶液中，之后向溶液中加入0.2  g的2-

（吡啶基二硫烷基）乙胺，于室温下搅拌18  h，以实现在介孔二氧化硅表面二硫键的连接，之

后产品用无水乙醇和超纯水各洗涤3次，于35  °C下真空干燥；干燥后的材料溶于含有0.2  g

的抗坏血酸的10  mL的PBS缓冲溶液中，于室温下震荡18  h后，向溶液中加入  0.02  g所合成

的巯基乙酸功能化的硫化镉量子点和0.05  g的1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸

盐（EDC），在室温下继续震荡19  h，反应结束后，产品用PBS缓冲溶液洗涤3次，冷冻干燥，得

到硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅复合材料；

（7）硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅标记心肌肌钙蛋白I二抗的制备

取2  mg所制备的硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅溶于2  mL、pH为7.0的PBS缓

冲溶液后，加入200 μL浓度为10 μg/mL的心肌肌钙蛋白I二抗，于30  °C下震荡4  h后，离心，

用PBS缓冲溶液洗涤3次，产物溶于2  mL的PBS缓冲溶液中在4  °C冰箱中储存备用；

（8）光电化学传感器的制备

1）将导电玻璃依次用洗洁精、丙酮、乙醇和超纯水超声清洗，氮气吹干；

2）取6  µL、4  mg/mL的三氧化钨的水溶液滴加到ITO导电玻璃的导电面，红外灯下晾干；

3）在修饰的电极表面继续滴加6  µL、4  mg/mL的硫化铋的水溶液，电极于室温下自然晾

干；

4）取200  µL浓度为10 μg/mL的心肌肌钙蛋白I捕获抗体滴入96微孔板中，于4  °C条件

下放置12  h以保证抗体与96微孔板牢固结合，抗体孵化结束后，吸出未连接的心肌肌钙蛋

白I抗体，用PBS缓冲溶液清洗96微孔板后；

5）取100  µL用PBS配制的质量分数在2  %的牛血清白蛋白滴于96微孔板中，于室温下孵

化1小时，之后吸出未结合的牛血清白蛋白，用PBS清洗96微孔板；

6）取200  µL浓度为0.0005  ~  200  ng/mL的心肌肌钙蛋白I抗原滴于96微孔板中，在室
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温下孵化1  h，之后用PBS缓冲溶液清洗96微孔板；

7）取200  µL浓度为10 μg/mL带有硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅标记的心

肌肌钙蛋白I二抗滴于96微孔板中，室温下孵化1  h后，用PBS缓冲溶液冲洗96微孔板；

8）取50  µL用PBS缓冲溶液配制的浓度为15  mmol/L的二硫苏糖醇滴入96微孔板中，作

用20  min；

9）将96微孔板中的溶液吸出，注入5  mL的PBS缓冲溶液中作为光电测试的电解质溶液，

将修饰的硫化铋/三氧化钨/导电玻璃电极浸入该电解质溶液中，制得一种检测心肌肌钙蛋

白抗原I的光电化学传感器。

[0019] 实施例3 光电化学免疫传感器的构建

（1）三氧化钨材料的制备

取2.0  g氯化钨溶于50  mL无水乙醇中，在室温下搅拌2  h后，将混合溶液转移至高压反

应釜中于180  °C下反应8  h，反应结束后自然冷却至室温，之后产品用无水乙醇和超纯水各

洗涤3次，洗涤结束后，产品于60  °C下干燥12  h，制得海胆状的三氧化钨材料；

（2）硫化铋纳米棒材料的制备

取2.0  g五水合硝酸铋溶于30  mL乙二醇中，于室温下搅拌30  min，此溶液作为溶液A；

取1.5  g九水合硫化钠溶于50  mL超纯水中，于室温下搅拌20  min，此溶液作为溶液B；取2.0 

g尿素溶于40  mL超纯水中，于室温下搅拌均匀，此溶液作为溶液C；将溶液B加入溶液A中，得

到黑色混合溶液，搅拌5  min后，将溶液C逐渐加入上述混合溶液中，于室温下搅拌均匀后，

转入高压反应釜中，于200  °C下水热反应28  h，反应结束后自然冷却至室温，之后产品用无

水乙醇合超纯水各洗涤3次，最后产品于60  °C下干燥过夜，得到棒状的硫化铋纳米材料；

（3）介孔二氧化硅纳米材料的制备

取0.5  g十六烷基三甲基溴化铵溶于250  mL超纯水中，之后向溶液中加入2.0  mL浓度

为3  mol/L的氢氧化钠水溶液，该混合溶液于100  °C下搅拌均匀后，向溶液中逐滴加入3  mL

的正硅酸四乙酯溶液，继续搅拌5  h，搅拌结束后自然冷却至室温，产品用无水乙醇和超纯

水各洗涤3次，之后产品于50  °C下真空干燥过夜，所得到的固体粉末材料继续在600  °C下

高温煅烧7  h，以除去多余的表面活性剂，得到介孔二氧化硅纳米材料；

（4）巯基乙酸功能化的硫化镉量子点的制备

取0.10  g四水合硝酸镉溶于300  mL超纯水中，搅拌均匀后，加入200  µL的巯基乙酸溶

液，得到浑浊的淡蓝色溶液后，用0.02  mol/L的氢氧化钠水溶液调节pH至11，之后加入20 

mL溶有0.05  g的九水合硫化钠水溶液，遮光搅拌30  min后，混合溶液用无水甲醇和超纯水

洗涤得到淡黄色产品，之后于70  °C下真空干燥过夜，得到巯基乙酸功能化的硫化镉量子点

材料；

（5）PBS缓冲溶液的配置

取11.94  g十二水合磷酸氢二钠定容于500  mL的容量瓶中配置成浓度为1/15  mol/L的

水溶液，作为甲液；取4.54  g磷酸二氢钾定容于500  mL的容量瓶中配置成浓度为1/15  mol/

L的水溶液，作为乙液；将甲液和乙液按比例混合，配置成一系列pH在5.0  ~  8.0的PBS缓冲

溶液；

（6）硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅复合材料的制备

取1.0  g介孔二氧化硅材料溶于70  mL无水甲醇溶液中，之后向溶液中加入0.3  g的2-
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（吡啶基二硫烷基）乙胺，于室温下搅拌24  h，以实现在介孔二氧化硅表面二硫键的连接，之

后产品用无水乙醇和超纯水各洗涤3次，于35  °C下真空干燥；干燥后的材料溶于含有0.3  g

的抗坏血酸的10  mL的PBS缓冲溶液中，于室温下震荡24  h后，向溶液中加入0.03  g所合成

的巯基乙酸功能化的硫化镉量子点和0.06  g的1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺盐酸

盐（EDC），在室温下继续震荡24  h，反应结束后，产品用PBS缓冲溶液洗涤3次，冷冻干燥，得

到硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅复合材料；

（7）硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅标记心肌肌钙蛋白I二抗的制备

取5  mg所制备的硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅溶于3  mL、pH为7.0的PBS缓

冲溶液后，加入300 μL浓度为20 μg/mL的心肌肌钙蛋白I二抗，于40  °C下震荡5  h后，离心，

用PBS缓冲溶液洗涤3次，产物溶于2  mL的PBS缓冲溶液中在4  °C冰箱中储存备用；

（8）光电化学传感器的制备

1）将导电玻璃依次用洗洁精、丙酮、乙醇和超纯水超声清洗，氮气吹干；

2）取6  µL、6  mg/mL的三氧化钨的水溶液滴加到ITO导电玻璃的导电面，红外灯下晾干；

3）在修饰的电极表面继续滴加6  µL、6  mg/mL的硫化铋的水溶液，电极于室温下自然晾

干；

4）取200  µL浓度为20 μg/mL的心肌肌钙蛋白I捕获抗体滴入96微孔板中，于4  °C条件

下放置14  h以保证抗体与96微孔板牢固结合，抗体孵化结束后，吸出未固定的心肌肌钙蛋

白I抗体，用PBS缓冲溶液清洗96微孔板后；

5）取100  µL  用PBS配制的质量分数在3  %的牛血清白蛋白滴于96微孔板中，于室温下

孵化1小时，之后吸出未结合的牛血清白蛋白，用PBS清洗96微孔板；

6）取200  µL浓度为  0.0005  ~  200  ng/mL的心肌肌钙蛋白I抗原滴于96微孔板中，在室

温下孵化1  h，之后用PBS缓冲溶液清洗96微孔板；

7）取200  µL浓度为20 μg/mL带有硫化镉封装包覆抗坏血酸的介孔二氧化硅标记的心

肌肌钙蛋白I检测抗体滴于96微孔板中，室温下孵化1  h后，用PBS缓冲溶液冲洗96微孔板；

8）取50  µL用PBS缓冲溶液配制的浓度为20  mmol/L的二硫苏糖醇滴入96微孔板中，作

用30  min；

9）将96微孔板中的溶液吸出，注入5  mL的PBS缓冲溶液中作为光电测试的电解质溶液，

将修饰的硫化铋/三氧化钨/导电玻璃电极浸入该电解质溶液中，制得一种检测心肌肌钙蛋

白I抗原的光电化学传感器。

[0020] 实施例4  心肌肌钙蛋白I的检测

（1）使用电化学工作站以三电极体系进行测试，饱和甘汞电极为参比电极，铂丝电极为

辅助电极，制备的ITO修饰电极为工作电极，在含有从96微孔板吸出的溶液的pH为5.0的PBS

缓冲溶液中进行测试；

（2）将所修饰的电极浸入含有从96微孔板中吸出不同的溶液的PBS缓冲溶液中，利用时

间-电流法进行测试，设置电压为-0.1  V，运行时间120  s，光源波长为400  nm；

（3）电极放置好之后，每隔20  s开灯持续照射20  s，记录光电流，绘制工作曲线；

（4）将待测的心肌肌钙蛋白I抗原样品溶液代替心肌肌钙蛋白I抗原标准溶液进行检

测。

[0021] 实施例5  心肌肌钙蛋白I的检测
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（1）使用电化学工作站以三电极体系进行测试，饱和甘汞电极为参比电极，铂丝电极为

辅助电极，制备的ITO修饰电极为工作电极，在含有从96微孔板吸出的溶液的pH为7.0的PBS

缓冲溶液中进行测试；

（2）将所修饰的电极浸入含有从96微孔板中吸出不同的溶液的PBS缓冲溶液中，利用时

间-电流法进行测试，设置电压为0  V，运行时间120  s，光源波长为430  nm；

（3）电极放置好之后，每隔20  s开灯持续照射20  s，记录光电流，绘制工作曲线；

（4）将待测的心肌肌钙蛋白I抗原样品溶液代替心肌肌钙蛋白I抗原标准溶液进行检

测。

[0022] 实施例6  心肌肌钙蛋白I的检测

（1）使用电化学工作站以三电极体系进行测试，饱和甘汞电极为参比电极，铂丝电极为

辅助电极，制备的ITO修饰电极为工作电极，在含有从96微孔板吸出的溶液的pH为8.0的PBS

缓冲溶液中进行测试；

（2）将所修饰的电极浸入含有从96微孔板中吸出不同的溶液的PBS缓冲溶液中，利用时

间-电流法进行测试，设置电压为0.1  V，运行时间120  s，光源波长为450  nm；

（3）电极放置好之后，每隔20  s开灯持续照射20  s，记录光电流，绘制工作曲线；

（4）将待测的心肌肌钙蛋白I抗原样品溶液代替心肌肌钙蛋白I抗原标准溶液进行检

测。
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