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(57)摘要

一种在线标记光敏剂的光催化可视化免疫

分析方法，是利用石墨烯能同时吸附核酸与光敏

剂的特殊性能，将光敏剂在线的标记于免疫分析

过程中的核酸适配体上，在LED灯的照射下，光敏

剂产生单线态氧，氧化无色TMB变为蓝色，实现可

视化半定量分析，同时通过分光光度法实现定量

分析。该法避免使用生物酶，稳定性好，使用的抗

体或适配体无需标记，具有成本的优点，用肉眼

可检测低至0.1 ng mL-1癌胚抗原、血管内皮生

长因子等蛋白质。该法可大幅度降低医院免疫分

析的成本，也适用于偏远、设备缺乏地区疾病的

现场诊断。
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1.一种在线标记光敏剂的光催化可视化免疫分析方法，其特征在于包括以下步骤：

(1)  将抗体溶液在酶标板中孵育洗净后，用牛血清白蛋白封闭剩余位点；

(2)  加入抗原标准溶液或样品溶液，孵育一段时间后用超纯水及缓冲溶液洗去剩余的

抗体或样品溶液；

(3)  加入能识别抗原的适配体DNA，孵育一段时间后用超纯水及缓冲溶液洗去剩余

DNA；

(4) 向酶标板中加入石墨烯和光敏剂荧光桃红混合溶液，用超纯水及缓冲溶液洗去剩

余的石墨烯和荧光桃红；

(5)  加入3,  3',  5,  5'-四甲基联苯胺（TMB）溶液，用LED灯照射一段时间，实现光敏催

化氧化TMB显色；

(6) 根据（5）溶液颜色进行半定量分析或用分光光度计测定系光度值进行定量分析。

2.按权利要求1  所述的方法，其特征在于加入的适配体DNA既含有识别抗体的序列又

含有捕捉石墨烯的DNA序列。

3.按权利要求1 所述的方法，其特征在于所使用的光敏剂为荧光桃红。

4.按权利要求1  所述的方法，其特征在于以石墨烯为桥梁，将光敏剂在线标记于DNA

上。

5.按权利要求1  所述的方法，其特征在于所用的显色剂为3,  3',  5,  5'-四甲基联苯

胺。
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一种在线标记光敏剂的光催化可视化免疫分析方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物分析技术领域，具体涉及一种生物样品中蛋白的定量分析方法。

背景技术

[0002] 免疫分析法是利用抗原抗体特异性结合反应检测各种待测物的分析方法，广泛的

用于各种蛋白质特别是疾病标志蛋白的定量分析。简单、高灵敏的免疫分析方法对临床诊

断具有重要的意义。免疫分析方法按照检测方式分类主要有放射免疫分析、荧光免疫分析、

酶联免疫分析等。放射免疫分析灵敏度高、特异性强、技术成熟，但具有放射性污染，试剂

贵；荧光免疫分析方法采用荧光素代替放射性元素进行标记，灵敏度低，难以用于痕量蛋白

质的测定；最近出现的时间分辨荧光免疫分析方法灵敏度高，但仪器昂贵；酶联免疫分析采

用生物酶来代替放射性元素，利用酶催化底物的生物放大作用，实现高灵敏的分析，是目前

是临床中常用的蛋白质定量分析方法，但生物酶不稳定且酶标记后的抗体或抗原昂贵，测

试成本高。为了避免使用不稳定的生物酶（如辣根过氧化物酶HRP），很多科学家采用了纳米

粒子模拟酶代替生物酶，但也面临着需要标记、纳米粒子粒径不均一等问题。因此，仍有必

要开发稳定性好、灵敏度高、成本低的免疫分析方法用于蛋白质的定量分析。

发明内容

[0003] 本发明的目的在于利用染料分子光敏催化氧化3,3',5,5'-四甲基联苯胺的能力

及石墨烯纳米材料的强吸附能力，建立一种在线标记光敏剂的光催化可视化免疫分析方

法，具有成本低、灵敏度高、稳定性好的优点。其技术方案如下：

[0004] (1)将100  µL  浓度为0.67mg/L抗体加入到300  µL可拆卸酶标板中过夜孵育约12 

h，将抗体吸附于酶标板上；

[0005] (2)用超纯水及磷酸二氢钠缓冲溶液洗净后，加入20%  BSA封闭剩余位点，孵育2  h

后倒干净孔中液体，洗净；

[0006] (3)加入目标蛋白质标准溶液或样品溶液，孵育2  h后倒干净孔中液体，洗净；

[0007] (4)加入蛋白质适配体延长适配体链(终浓度为500  nM)，孵育2  h，之后倒干净孔

中液体，洗净；

[0008] (5)依次加入25  µL  1  mg/mL  GO（终浓度500  µg/mL）与25µL  400  µM  PB（终浓度

200  µM），孵育2  h后，用超纯水轻轻洗4次，pH  4.5 的50  mM甘氨酸缓冲溶液（含氯化钠200 

mM）洗2次；

[0009] (6)加入200  µg/mL  TMB溶液，用绿色LED光照20分钟，.显色后根据颜色深浅可进

行半定量分析；也可通过测定吸光度对蛋白质进行准确定量。

[0010] 发明效果

[0011] 与现有技术相比，本发明具有如下优点：

[0012] (1)成本低。本发明避免使用传统的生物酶标记的抗体，而是通过氧化石墨烯吸附

适配体及光敏剂荧光桃红，实现将光敏剂在线标记适配体上，因此可显著降低成本；
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[0013] (2)灵敏度高。相比于传统的酶联免疫分析方法，灵敏度可高50倍；

[0014] (3)所使用的光敏催化剂稳定性好。酶联免疫分析法中使用的生物酶易受环境条

件的影响，进而影响其测定的稳定性，该发明使用的光敏催化剂荧光桃红稳定性好。

具体实施方式

[0015] 实施例1

[0016] 将100  µL  浓度为0.5mg/L的CEA抗体加入到300  µL可拆卸酶标板中过夜孵育约12 

h，将抗体吸附于酶标板上；用超纯水轻洗酶标板4次，20  mM  pH  7 .2  磷酸二氢钠缓冲洗2

次；加入20%  BSA封闭剩余位点，孵育2  h后倒干净孔中液体，用超纯水轻洗酶标板4次，20 

mM  pH  7.2  磷酸二氢钠缓冲洗2次；加入癌胚抗原（CEA）标准溶液或样品溶液，孵育2  h后倒

干净孔中液体，用超纯水轻洗4次，100mM  pH  7.2  磷酸二氢钠缓冲洗2次；加入500  nM延长

的CEA适配体链(终浓度)，孵育2  h，之后倒干净孔中液体，用超纯水轻轻洗4次，20  mM  pH 

7.2  磷酸二氢钠缓冲洗2次；依次加入25  µL  1  mg/mL  GO（终浓度500  µg/mL）与25µL  400  µ

M  PB（终浓度200  µM），孵育2  h后，用超纯水轻洗4次，pH  4.5 的50  mM甘氨酸缓冲溶液（含

氯化钠200  mM）洗2次；加入200  µg/mL  TMB溶液（用pH  4.5甘氨酸50  mM+氯化钠200  mM+5%

乙醇配置），绿色LED光照20分钟，显色后根据颜色深浅对CEA进行半定量分析；通过测定吸

光度对CEA进行准确定量。

[0017] 实施例2

[0018] 将100  µL  浓度为0.5  mg/L的血管内皮生长因子（VEGF）抗体加入到300  µL可拆卸

酶标板中过夜孵育约12  h，将抗体吸附于酶标板上；用超纯水轻洗酶标板4次，20  mM  pH 

7.2  磷酸二氢钠缓冲洗2次；加入20%  BSA封闭剩余位点，孵育2  h后倒干净孔中液体，用超

纯水轻洗酶标板4次，20  mM  pH  7.2  磷酸二氢钠缓冲洗2次；加入血管内皮生长因子（VEGF）

标准溶液或样品溶液，孵育2  h后倒干净孔中液体，用超纯水轻洗4次，100mM  pH  7.2  磷酸

二氢钠缓冲洗2次；加入500  nM延长的VEGF适配体链(终浓度)，孵育2  h，之后倒干净孔中液

体，用超纯水轻轻洗4次，20  mM  pH  7 .2  磷酸二氢钠缓冲洗2次；依次加入25  µL  1  mg/mL 

GO（终浓度500  µg/mL）与25µL  400  µM  PB（终浓度200  µM），孵育2  h后，用超纯水轻洗4次，

pH  4.5 的50  mM甘氨酸缓冲溶液（含氯化钠200  mM）洗2次；加入200  µg/mL  TMB溶液（用pH 

4.5甘氨酸50  mM+氯化钠200  mM+5%乙醇配置），绿色LED光照20分钟，.显色后根据颜色深浅

对VEGF进行半定量分析；通过测定吸光度对VEGF进行准确定量。

[0019] 采用实施例1、2  可分别对0.02-20  ng/mL的CEA和0.1-10  ng/mL的VEGF进行可视

化的半定量分析及分光光度法的定量分析，线性关系良好（相关系数R2>0.9900），5次平行

测定的相对标准偏差<3%。用于癌症病人血清中CEA的检测，其检测结果能与医院提供的检

测结果很好的吻合，但成本仅为医院使用的酶联免疫分析方法（ELISA）的五分之一左右。
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