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(57)摘要

本发明公开了一种诺氟沙星电化学免疫传

感器的制备方法，通过差分脉冲方法进行检测，

线性范围为1μg L-1～10mg L-1。本方法基于抗

原抗体特异性结合的原理，通过化学键的作用将

抗体固定在电极表面，之后滴加辣根过氧化物酶

标记的抗原和目标物的混合物，达到吸附平衡后

将电极浸入含苯酚、双氧水的PBS溶液中用差分

脉冲法进行检测。本方法将传统的免疫技术与传

感器技术相结合，为小分子物质诺氟沙星的痕量

检测提供了一种新的快速、便捷、灵敏的检测方

法，克服了原有的检测方法中检测时间长、仪器

昂贵且操作复杂、灵敏度低、特异性差、检测范围

小等技术问题。
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1.一种诺氟沙星电化学免疫传感器的制备方法，所述传感器包含工作电极、参比电极

和对电极，所述工作电极的基底电极为玻碳电极，参比电极为饱和甘汞电极，对电极为铂柱

电极，其特征在于，制备方法包括如下步骤：

(1)树状大分子包裹的纳米金的制备

将2mL浓度为1mmol  L-1的HAuCl4加入到2mL  4代氨基端PAMAM溶液和2mL甲酸的混合液

中，剧烈搅拌2min，溶液由淡黄色变为酒红色，在紫外分光光度计下测得吸收峰在520nm左

右，透射电镜可观察到纳米金粒径在5nm以内；

(2)对氨基苯基酸修饰电极的自组装

将浓盐酸稀释成0.01mol  L-1的稀盐酸，准确称取13.7mg对氨基苯甲酸，加入到50mL稀

盐酸溶液中，超声加速溶解，氮气除氧2min，即得到2mmol  L-1的对氨基苯甲酸聚合液，该溶

液现配现用，将预先处理干净的玻碳电极插入上述电聚合溶液中，0-1v施加电压，扫速为

40mv/s，扫描5圈，即得到表面修饰有一层羧基膜的电极；

(3)树状大分子包裹的纳米金复合材料的自组装

将10μL合成的树状大分子纳米复合材料均匀滴涂在修饰有羧基的电极表面，待其自然

晾干，用双蒸水冲洗除去未结合的材料，利用纳米金复合材料表面丰富的氨基与电极表面

大量的羧基结合，使纳米材料牢固的结合在电极表面；

(4)抗体的自组装

将连有树状大分子纳米金复合材料的电极表面滴涂上10μL纯化好的浓度为50μg  mL-1

的诺氟沙星的抗体，连接好抗体之后，用10μL浓度为1％的BSA封闭电极表面未结合位点

30min，冲掉多余的溶液，将修饰好的电极备用。

2.权利要求1所述制备方法制备的分子印迹电化学发光传感材料，其特征在于，用于食

品中诺氟沙星的检测。
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一种诺氟沙星电化学免疫传感器的制备方法

技术领域

[0001] 本发明属于分子检测技术领域，具体涉及一种诺氟沙星电化学免疫传感器的制备

方法。

背景技术

[0002] 诺氟沙星为第三代喹诺酮类抗菌药，会阻碍消化道内致病细菌的DNA旋转酶(DNA 

Gyrase)的作用，阻碍细菌DNA复制，对细菌有抑制作用，是治疗肠炎痢疾的常用药。但此药

对未成年人骨骼形成有延缓作用，会影响到发育。

[0003] 电化学免疫传感器将电化学检测技术和免疫检测技术相结合，来监测免疫分析过

程。它是以抗原抗体的特异性反应为基础，可以用来进行特异性定量或者半定量的集成器

件，抗原或者抗体作为分子的识别性原件和电化学的传感性元件直接接触，然后通过传感

性元件把待测的物质的浓度信号转变成响应的电信号。其能特异性识别目标物，增加了检

测结果的准确性。

发明内容

[0004] 本发明在于树状大分子包裹的纳米金复合材料在增强电信号的同时利用表面大

量的氨基来固定更多的抗体，从而增加检测方法的灵敏度及扩大检测范围。通过辣根过氧

化物酶标记抗原与目标物竞争抗体来实现电信号的变化，从而达到对目标物的定量检测。

[0005] 原理：在固定了辣根过氧化物酶标记诺氟沙星的抗原的浓度、体积以及目标物的

体积之后，通过改变目标物的浓度来形成抗原与酶标抗原之间的竞争关系，实现对目标物

的定量检测。随着目标物浓度的增大，与抗体结合的酶标抗原的量会相应减少，从而催化双

氧水的能力减弱，产生的电信号会有所降低。

[0006] 这种电化学免疫传感器的制备方法具体步骤为：

[0007] (1)树状大分子包裹的纳米金的制备

[0008] 将2mL浓度为1mmol  L-1的HAuCl4加入到2mL  4代氨基端PAMAM溶液和2mL甲酸的混

合液中，剧烈搅拌2min，溶液由淡黄色变为酒红色，在紫外分光光度计下测得吸收峰在

520nm左右，透射电镜可观察到纳米金粒径在5nm以内。

[0009] 树状大分子分为半代和整代，0.5、1、1.5、2、2.5、3、3.5、4代等，代数越大表面带有

的基团越多。还分为氨基端和羧基端的，本方法中为了更好的与抗体的羧基端相连，选取了

4代氨基端的树状大分子。4代大分子为球形结构，内部有空腔，内径在5nm左右，氯金酸进入

其空腔后在还原剂的作用下形成小于5nm的树状大分子包裹的纳米金。

[0010] (2)对氨基苯基酸修饰电极的自组装

[0011] 将浓盐酸稀释成0.01mol  L-1的稀盐酸，准确称取13.7mg对氨基苯甲酸，加入到

50mL稀盐酸溶液中，超声加速溶解，氮气除氧2min，即得到2mmol  L-1的对氨基苯甲酸聚合

液，该溶液现配先用。将预先处理干净的玻碳电极插入上述电聚合溶液中，0-1v施加电压，

扫速为40mv/s，扫描5圈，即得到表面修饰有一层羧基膜的电极。
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[0012] (3)树状大分子包裹的纳米金复合材料的自组装

[0013] 将10μL合成的树状大分子纳米复合材料均匀滴涂在修饰有羧基的电极表面，待其

自然晾干，用双蒸水冲洗除去未结合的材料。利用纳米金复合材料表面丰富的氨基与电极

表面大量的羧基结合，使纳米材料牢固的结合在电极表面。

[0014] (4)抗体的自组装

[0015] 将连有树状大分子纳米金复合材料的电极表面滴涂上10μL纯化好的浓度为50μg 

mL-1的诺氟沙星的抗体，纳米复合材料表面丰富的氨基可以连接更多的抗体。连接好抗体之

后，用10μL浓度为1％的BSA封闭电极表面未结合位点30min，冲掉多余的溶液，将修饰好的

电极备用。

[0016] (5)检测方法：

[0017] 将稀释1000倍的辣根过氧化物酶标记的诺氟沙星抗原分别与不同浓度的目标物

诺氟沙星标准液等体积混合，取10μL混合液，均匀滴涂在制备好的电极表面，待电极表面的

抗体与抗原吸附50min，达到吸附平衡状态，此时，抗原与抗体的结合量达到最大值，用PBS

冲洗未结合的溶液。之后，将修饰有辣根过氧化物酶标记的诺氟沙星抗原与目标物的电极

放在3mL含双氧水和苯酚的pH为7.4的PBS溶液中进行差分脉冲检测，电位范围为-0.5～

0.3v。

[0018] 本发明分别在10、25、50、100μg  mL-1的抗体浓度与酶标抗原稀释500、1000、1500、

2000倍的条件下进行4×4试验，最后得到在抗体浓度为50μg  mL-1，酶标抗原稀释1000倍时

结果最佳。

[0019] (6)诺氟沙星含量的测定

[0020] 根据辣根过氧化物酶标记的抗原与目标物对抗体的竞争作用，来实现目标物的定

量检测。随着目标物浓度的增加，与抗体结合的酶标抗原就会减少，连接在电极表面的辣根

过氧化物酶就会减少，其对苯酚-双氧水体系的催化能力会降低，从而呈现出来的电信号有

所降低。所以，随着目标物浓度的增加，响应的电流值会降低。差分脉冲的响应值与诺氟沙

星的浓度在1μg  L-1～10mg  L-1之间呈良好的线性关系：y＝-3.33442x+47.84746，斜率为-

3.33442，相关系数R2为0.99237，最低检出限为0.3837μg  L-1。

[0021] 本发明优点是：本发明采用的树状大分子包裹的纳米金复合材料不但能增强电信

号还能利用表面丰富的氨基连接更多的诺氟沙星抗体，采用苯酚-双氧水体系，通过诺氟沙

星酶标抗原与目标物对抗体的竞争反应，来产生不同的电信号，从而更准确的对小分子目

标物的定量检测。该方法克服了其他原有方法检测时间长、仪器昂贵且操作复杂、灵敏度

低、特异性差、检测范围小等技术问题。

附图说明

[0022] 图1本发明的实施例诺氟沙星浓度与相应差分脉冲电流值的关系图。

具体实施方式

[0023] 实施例1

[0024] (1)树状大分子包裹的纳米金的制备

[0025] 将2mL浓度为1mmol  L-1的HAuCl4加入到2mL  4代氨基端PAMAM溶液和2mL甲酸的混
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合液中，剧烈搅拌2min，溶液由淡黄色变为酒红色，在紫外分光光度计下测得吸收峰在

520nm左右，透射电镜可观察到纳米金粒径在5nm以内。

[0026] (2)对氨基苯基酸修饰电极的自组装

[0027] 将浓盐酸稀释成0.01mol  L-1的稀盐酸，准确称取13.7mg对氨基苯甲酸，加入到

50mL稀盐酸溶液中，超声加速溶解，氮气除氧2min，即得到2mmol  L-1的对氨基苯甲酸聚合

液，该溶液现配先用。将预先处理干净的玻碳电极插入上述电聚合溶液中，0-1v施加电压，

扫速为40mv/s，扫描5圈，即得到表面修饰有一层羧基膜的电极。

[0028] (3)树状大分子包裹的纳米金复合材料的自组装

[0029] 将10μL合成的树状大分子纳米复合材料均匀滴涂在修饰有羧基的电极表面，待其

自然晾干，用双蒸水冲洗除去未结合的材料。利用纳米金复合材料表面丰富的氨基与电极

表面大量的羧基结合，使纳米材料牢固的结合在电极表面。

[0030] (4)抗体的自组装

[0031] 将连有树状大分子纳米金复合材料的电极表面滴涂上10μL纯化好的浓度为50μg 

mL-1的诺氟沙星的抗体，纳米复合材料表面丰富的氨基可以连接更多的抗体。连接好抗体之

后，用10μL浓度为1％的BSA封闭电极表面未结合位点30min，冲掉多余的溶液，将修饰好的

电极备用。

[0032] (5)检测方法：

[0033] 将稀释1000倍的辣根过氧化物酶标记的诺氟沙星抗原分别与不同浓度的目标物

诺氟沙星标准液等体积混合，取10μL混合液，均匀滴涂在制备好的电极表面，待电极表面的

抗体与抗原吸附50min，达到吸附平衡状态，此时，抗原与抗体的结合量达到最大值，用PBS

冲洗未结合的溶液。之后，将修饰有辣根过氧化物酶标记的诺氟沙星抗原与目标物的电极

放在3mL含双氧水和苯酚的pH为7.4的PBS溶液中进行差分脉冲检测，电位范围为-0.5～

0.3v。

[0034] (6)诺氟沙星含量的测定

[0035] 根据辣根过氧化物酶标记的抗原与目标物对抗体的竞争作用，来实现目标物的定

量检测。随着目标物浓度的增加，与抗体结合的酶标抗原就会减少，连接在电极表面的辣根

过氧化物酶就会减少，其对苯酚-双氧水体系的催化能力会降低，从而呈现出来的电信号有

所降低。所以，随着目标物浓度的增加，响应的电流值会降低。差分脉冲的响应值与诺氟沙

星的浓度在1μg  L-1～10mg  L-1之间呈良好的线性关系：y＝-3.33442x+47.84746，斜率为-

3.33442，相关系数R2为0.99237，最低检出限为0.3837μg  L-1。

[0036] 实施例2

[0037] 实际样品中诺氟沙星含量的测定：

[0038] 利用本发明的纳米金复合材料修饰的工作电极对实际样品(牛奶、鸡蛋、猪肉)中

的诺氟沙星进行了分析测定，检出一定含量的诺氟沙星，采用标准加入法进行加标回收实

验。选用LK2006型电化学工作站系统中的循环伏安法和差分脉冲法进行检测，循环伏安法

扫描电压为0.6～-0.2v，差分脉冲法的扫描范围为0.3～-0.5v。读取电流响应值，带入y＝-

3.33442x+47.84746，计算出Cnor。平行测定三次，得到回收率为91.6～106.1％，说明利用本

发明的制备方法得到的树状大分子包裹的纳米金复合材料所构建的电化学免疫传感器具

有较高的准确度。
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[0039] 以上所述仅为本发明创造的较佳实施例而已，并不用以限制本发明创造，凡在本

发明创造的精神和原则之内，所作的任何修改、等同替换、改进等，均应包含在本发明创造

的保护范围之内。
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图1
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