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本发明提供了一种中空金铂合金纳米笼核-

多空二氧化硅壳纳米酶及其制备方法和应用，属

于纳米材料领域。本发明通过氯铂酸钾刻蚀金核

铂壳纳米结构得到中空金铂合金纳米笼；再利用

硅酸四乙酯在其表面包被二氧化硅，最终得到了

以圆棒状的中空金铂合金纳米笼为内核，内核外

为二氧化硅外壳的纳米酶；内核的长度为80-

100nm，直径为20-25nm；外壳具备3-5nm的孔道。

所述纳米酶带负电。通过正负电荷相吸作用可以

结合抗原，形成纳米酶标抗原复合物，用于进行

酶联免疫分析。本发明的纳米酶降低了天然酶标

抗原复合物试剂成本，延伸了酶联免疫检测的工

作环境，克服了天然酶易失活、易变性等缺点，可

广泛应用于各种酶联免疫检测中。
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1.一种中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶的制备方法，其特征在于，包括

以下步骤：

（1）将金核铂壳纳米棒溶液与十六烷基三甲基溴化铵溶液混合后加入四氯亚铂酸钾混

合均匀成反应液，反应后获得中空金铂合金纳米笼；

（2）将中空金铂合金纳米笼溶液、十六烷基三甲基溴化铵溶液、NaOH溶液和硅酸四乙酯

溶液混合均匀成混合液，反应后获得纳米酶。

2.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，步骤（1）中，所述金核铂壳纳米棒与四

氯亚铂酸钾的摩尔比为0.001:4000-20000。

3.根据权利要求2所述的制备方法，其特征在于，步骤（1）中，所述金核铂壳纳米棒的长

度为80-100nm，直径为20-25nm；所述金核铂壳纳米棒溶液的浓度优选为0.05-0.5nM。

4.根据权利要求3所述的制备方法，其特征在于，步骤（1）中，所述十六烷基三甲基溴化

铵在反应液中的浓度为0.03M-0.1M。

5.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，步骤（2）中，中空金铂合金纳米笼和硅

酸四乙酯的摩尔比为0.0002-0.001:1；NaOH和硅酸四乙酯的摩尔比为1:6。

6.根据权利要求1所述的制备方法，其特征在于，步骤（2）中，所述中空金铂合金纳米笼

的浓度为0.05-0.5nM；所述十六烷基三甲基溴化铵在混合液中的浓度优选为5-10mM。

7.根据权利要求1-6任一所述的制备方法获得的中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化

硅壳纳米酶，其特征在于，以圆棒状的中空金铂合金纳米笼为内核，内核外包裹二氧化硅外

壳；所述内核的长度为80-100nm，直径为20-25nm，所述内核中空空间的长度为75-95nm，直

径为17-22nm；所述外壳具备孔道，孔道直径为3-5nm；其Zeta电位为-（18-25）mV。

8.一种如权利要求7所述的中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶在酶联免

疫法检测中的应用，其特征在于，中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶与抗原形

成复合物；底物为过氧化物。

9.根据权利要求8所述的应用，其特征在于，所述抗原选自但不限于风疹病毒抗原、麻

疹病毒抗原、水痘-带状疱疹病毒抗原或手足口病毒抗原；所述纳米酶与抗原的重量比优选

为1:100-1000。

10.一种含有如权利要求7所述的中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶的酶

联免疫分析试剂盒。
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一种中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶及其制

备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明属于纳米材料领域，具体涉及一种纳米酶，特别是一种金铂合金核二氧化

硅壳纳米酶。

背景技术

[0002] 酶联免疫法（Enzyme-Linked  ImmunoSorbent  Assay，ELISA）是血清免疫分析中应

用最广泛的一种，其基础是抗原或抗体的固相化及抗原或抗体的酶标记。结合在固相载体

表面的抗原或抗体仍保持其免疫学活性，酶标记的抗原或抗体既保留其免疫学活性，又保

留酶的活性。通过加入酶反应的底物后，底物被酶催化成为有色产物，产物的量与标本中受

检物质的量直接相关，故可根据反应体系的颜色变化进行定性或定量分析。酶联免疫法法

检测病毒方便快捷，并且免疫球蛋白抗体测定程序统一化，操作时间短，费用低，敏感性好，

作为一种临床筛查是非常有必要的，不但在传染病、寄生虫病及非传染病等方面的免疫学

诊断上得到了应用，也应用到了分子抗原和抗体的检测，已逐渐成为本世纪主流检测方法

之一，但是酶联免疫法检测技术多依附于天然酶免疫标记物的活性，使用及储藏受到温度、

pH等环境因素的限制。所以，近年来研究人员开始关注纳米颗粒的类过氧化物酶活性，将其

定义为“纳米酶”，并开始将纳米酶作为天然酶（HRP）的替代物引入传统的酶联免疫检测，以

期摆脱传统酶联免疫法检测对天然酶活性的依赖性，提高检测的稳定性和灵敏度。研究人

员基于纳米材料的过氧化物酶样活性，利用四氧化三铁纳米颗粒[Gao  L,  Zhuang  J,  Nie 

L ,  et  al ..  Nature  Nanotechnology ,  2007 ,  2(9):577 .]、氧化石墨烯[Qu  F ,  Li  T , 

Yang  M.  Biosensors  &  Bioelectronics,  2011,  26(9):3927.]、铂基合金结构的纳米颗

粒[Hu  X,  Saran  A,  Hou  S,  et  al.  Chinese  Science  Bulletin,  2014,  59(21):2588-

2596.]等取代免疫测定中的辣根过氧化物酶，建立了相应的纳米酶免疫测定体系。然而，目

前对纳米酶标抗原复合物取代天然酶标抗原复合物在ELISA中的检测尚缺乏深入研究和报

导。同时纳米酶的催化往往发生在无机纳米材料的表面，如能构建中空纳米笼结构可以提

供更多的催化位点，进而增加其催化效率，有效地降低纳米酶的使用量。同时由于纳米笼状

结构的限域作用，使催化反应局域在微腔中，加快催化反应速度，缩短酶联免疫检测的时

间。

发明内容

[0003] 针对目前缺乏纳米酶标抗原复合物的问题以及现有纳米酶催化效率低的问题，本

发明提供一种中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶，可用于标记标抗原复合物，

在酶联免疫法检测中响应范围宽、灵敏度高。

[0004] 为实现上述目的，本发明采用如下技术方案。

[0005] 一种中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶的制备方法，包括以下步骤：

（1）将金核铂壳纳米棒溶液与十六烷基三甲基溴化铵溶液混合后加入四氯亚铂酸钾混
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合均匀成反应液，反应后获得中空金铂合金纳米笼；

（2）将中空金铂合金纳米笼溶液、十六烷基三甲基溴化铵溶液、NaOH溶液和硅酸四乙酯

溶液混合均匀成混合液，反应后获得纳米酶。

[0006] 所述金核铂壳纳米棒的长度为80-100nm，直径为20-25nm。

[0007] 步骤（1）中，所述金核铂壳纳米棒与四氯亚铂酸钾的摩尔比为0.001:4000-20000。

所述金核铂壳纳米棒溶液的浓度为0.05nM-0.5nM。所述十六烷基三甲基溴化铵在反应液中

的浓度优选为0.03M-0.1M。

[0008] 所述金核铂壳纳米棒可以采用现有技术中常规的金核铂壳材料的制备方法；如，

金核铂壳纳米棒光学特性的研究（枣庄学院学报,  2016,  33(02):  25-31）中公开的制备金

核铂壳纳米棒的方法。优选的，在金纳米棒溶液中通过还原剂还原四氯亚铂酸钾即得。还原

剂可选择本领域常用还原剂，如抗坏血酸、硼氢化钠。优选的，金纳米棒的合成方法采用种

子生长法；如，金纳米棒的表面改性及与H2O2的作用（高等学校化学学报,  2017 ,  38(04): 

517-521）中公开的制备金纳米棒的方法。

[0009] 步骤（2）中，中空金铂合金纳米笼和硅酸四乙酯的摩尔比为0.0002-0.001:1。NaOH

和硅酸四乙酯的摩尔比为1:6。所述中空金铂合金纳米笼的浓度为0.05nM-0.5nM。所述十六

烷基三甲基溴化铵在混合液中的浓度优选为5-10mM。

[0010] 作为优选，步骤（2）的混合液中还包括异丙醇；异丙醇与中空金铂合金纳米笼溶液

体积比为10-5:1。

[0011] 步骤（1）和步骤（2）中，还包括纯化步骤：将产物离心获得沉淀，水重新悬浮沉淀后

再离心，获得沉淀即为纯化后产物。

[0012] 上述制备方法获得的纳米酶，以圆棒状的中空金铂合金纳米笼为内核，内核外为

二氧化硅外壳；所述内核的长度为80-100nm，直径为20-25nm，所述内核中空空间的长度为

75-95nm，直径为17-22nm；所述外壳具备孔道，孔道直径为3-5nm。所述纳米酶的Zeta电位

为-（18-25）mV。

[0013] 上述中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶在酶联免疫法检测中的应

用。所述应用中，中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶与抗原形成复合物，底物

为过氧化物。

[0014] 上述中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶标抗原复合物的制备方法，

包括以下步骤：将中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶液分散于抗原缓冲液中，

37℃孵育后纯化获得纳米酶标抗原复合物。优选的，纯化步骤为离心弃上清。

[0015] 所述纳米酶与抗原的重量比优选为1:100-1000。

[0016] 所述抗原选自但不限于风疹病毒抗原、麻疹病毒抗原、水痘-带状疱疹病毒抗原或

手足口病毒抗原。

[0017] 所述中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶抗原复合物是通过正负电荷

相吸作用结合抗原。

[0018] 一种含有上述中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶或中空金铂合金纳

米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶标抗原复合物的酶联免疫分析试剂盒。

[0019] 优选的，所述酶联免疫分析试剂盒还包括显色底物与过氧化氢，如过氧化氢。

[0020] 上述基于中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶标抗原复合物的免疫分
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析方法的测定过程如下：将待测血清加入抗人免疫球蛋白抗体预包被的微孔板中孵育，再

加入中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶标抗原复合物孵育，从而在微孔板上

捕获待测样品的病毒免疫球蛋白抗体，形成一抗-二抗-酶标抗原复合物，然后加入中空金

铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶标抗原复合物的最适底物液，反应后加入终止剂，

如硫酸，终止液终止反应，用酶标仪检测各个微孔的吸光度值，再根据吸光度值的强弱用以

定量待测样品。

[0021] 本发明通过对金核铂壳纳米棒、四氯亚铂酸钾和十六烷基三甲基溴化铵浓度与比

例的调节，实现了对金核铂壳纳米棒的有效刻蚀，能够使金核铂壳纳米棒完全形成中空金

铂合金纳米笼核。通过中空金铂合金纳米笼和硅酸四乙酯及NaOH的比例调节，有效的在中

空金铂合金纳米笼外形成了二氧化硅壳，且外壳具有特殊的孔道结构。一方面形成的孔道

结构可以保证反应物与中空金铂合金纳米笼活性位点的接触，另一方面孔道结构也可以增

加标记抗原的负载量。

[0022] 本发明具有以下有益效果：

本发明制备的中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶标抗原复合物具有限域

效应，成为一种微型酶催化反应器，在酶联免疫法检测中具有响应范围宽、灵敏度高等特

点，检测限能够达到ng/mL的水平。本发明所提供的制备方法简单易操作、重复性高，所使用

的纳米颗粒成本低廉、易于制备。本发明利用中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米

酶标抗原复合物，替代了原有天然酶标抗原复合物，不但降低了试剂成本，而且延伸了酶联

免疫检测的工作环境，克服了天然酶易失活、易变性等缺点，与实心金铂合金纳米棒核-多

空二氧化硅壳纳米酶相比，具有酶用量少、反应速度快等优点。能够广泛应用于各种酶联免

疫检测工作中。

附图说明

[0023] 图1是实施例1制备的中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶溶液标抗原

复合物的结构示意图（A），及其参与的免疫分析反应过程示意图（B）；

图2是实施例1制备的金纳米棒（A）、中空金铂合金纳米笼（B）中空金铂合金纳米笼核-

多空二氧化硅壳纳米酶（C和D）溶液的透描电镜照片；

图3是实施例2制备的中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶溶液纳米酶标风

疹抗原复合物相应的Zeta电位数值，图中横坐标1、2、3、4、5分别代表的是复合风疹病毒抗

原的量为0.001mg/mL，0.01mg/mL，0.1mg/mL，1mg/mL和10mg/mL；

图4是实施例2制备的中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶溶液标风疹抗原

复合物溶液在不同温度下（A）和不同pH值的高离子强度缓冲溶液中（B）放置3  h后的类过氧

化物酶的相对活性；

图5是实施例2制备的中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶溶液标风疹抗原

复合物溶液免疫分析显色检测风疹病毒免疫球蛋白抗体标准工作曲线图；

图6是对比例1和2制备的金铂合金纳米材料溶液的透描电镜照片。

具体实施方式

[0024] 下面结合实施例和附图对本发明做进一步说明，但本发明不受下述实施例的限
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制。

[0025] 实施例1  中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶的制备

（1）制备金晶种

取7.5  mL浓度为0.1  M十六烷基三甲基溴化铵水溶液，向其中加入100.4 μL浓度为

24.7  mM的四氯金酸水溶液，混合均匀后将体积稀释到9.4  mL，在磁力搅拌的条件下加入

0.6  mL浓度为0.01  M的硼氢化钠水溶液（使用前临时配制并置于冰水中），搅拌3  min后停

止，静置2  h，得到含有金晶种的金晶种溶液，所述金晶种溶液中金的浓度为0.25  mM。

[0026] （2）制备金纳米棒

取100  mL浓度为0.1  M的十六烷基三甲基溴化铵水溶液，向其中加入2.05  mL浓度为

24.7  mM的四氯金酸水溶液，1  mL浓度为10  mM的硝酸银水溶液和2  mL  0.5  M的硫酸水溶

液，混合均匀后，再加入800 μL浓度为0.1  M的抗坏血酸水溶液，得到的混合溶液由桔红色

变为无色，然后加入240 μL步骤（1）制备的金晶种溶液；混合均匀后放入30  ℃恒温水浴中；

溶液在20  min后开始出现颜色，经过16  h，最终变为枣红色，说明形成了金纳米棒溶液；通

过透射电镜图表征所制备的金纳米棒，如图2A所示。从图2A可以看出，所制备的金纳米棒长

约为80  nm，直径约为20  nm。

[0027] （3）金纳米棒溶液的纯化

先将步骤（2）中的金纳米棒溶液在30  ℃的恒温水浴中静置，然后于12000  rpm下离心

10min两次，每次，去掉未反应的离子及多余的十六烷基三甲基溴化铵，得到纯化的金纳米

棒溶液，再加入去离子水，控制纯化的金纳米棒溶液中金纳米棒的浓度为0.5  mM。

[0028] （4）制备中空金铂合金纳米笼

取1  mL上述离心后的纯化的金纳米棒溶液放入试管中，并先后向其中加入1  mL去离子

水、40 μL  2  mM四氯亚铂酸钾水溶液和8 μL  0.1  M的抗坏血酸水溶液混合均匀；然后放入

30  ℃的恒温水浴中，反应3  h后溶液由枣红色变成了暗灰色（表明金核铂壳纳米棒的形

成），之后再向上述暗灰色的溶液中加入十六烷基三甲基溴化铵水溶液及四氯亚铂酸钾，并

使溶液中的金核铂壳纳米棒浓度为0.05  nM，十六烷基三甲基溴化铵浓度为30  mM，四氯亚

铂酸钾的浓度为0.2  mM，然后放入30  ℃的恒温水浴中反应3  h；然后再进行离心分离，沉淀

即为中空金铂合金纳米笼。通过透射电镜图表征所制备的中空金铂合金纳米笼结构，如图

2B所示。

[0029] （5）制备中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶

取10  mL中空金铂合金纳米笼溶液（0.5nM），并先后向其中加入75 μL  0.1  M十六烷基

三甲基溴化铵水溶液、5 μL  2M氢氧化钠水溶液和30 μL  20  %的硅酸四乙酯水溶液、1  mL异

丙醇混合均匀，然后放入30  ℃的恒温水浴中搅拌反应0.5  h，然后再加入30 μL  20  %的硅

酸四乙酯水溶液继续反应20  h，然后再进行离心分离，得到中空金铂合金纳米笼核-多空二

氧化硅壳纳米酶溶液。通过透射电镜图表征所制备的中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化

硅壳纳米酶，如图2C和2D所示。从图2C和2D可以看出，中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化

硅壳纳米酶长约为130  nm，直径约为80  nm；二氧化硅壳层具备孔道，孔道直径约为3-5  nm。

[0030] 实施例2   纳米酶标风疹抗原复合物的制备

（1）制备中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶标风疹抗原复合物

取50 μL中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳溶液（5nM），分散在450μL含50μL的10 
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mg/mL风疹病毒抗原的磷酸盐缓冲溶液(0.1M,  pH  7)中。混合均匀后放入37  ℃恒温箱中，

孵化96  h之后，于12000  rpm转速下离心5min去掉游离的风疹病毒抗原分子。倒掉上清液，

将沉淀物分散在100μL  磷酸盐缓冲液(0.1M,  pH  7)中备用。通过zeta电位表征所制备的中

空金铂合金纳米笼，中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶和中空金铂合金纳米

笼核-多空二氧化硅壳纳米酶标风疹抗原复合物，如图3所示。结果显示原始制备的中空金

铂合金纳米笼带正电；中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶带负电；与带正电荷

的风疹病毒抗原形成复合物后，纳米酶的表面负电荷变小；进一步加大风疹病毒抗原的复

合量，表面负电荷会持续减小，说明纳米酶表面风疹病毒抗原的存在，表明已成功制备中空

金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶标风疹抗原复合物。

[0031] （2）纳米酶标风疹抗原复合物溶液的耐受性

测定了中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶标风疹抗原复合物溶液在不同

温度下和在不同pH值的高离子强度缓冲溶液中放置3  h后的类过氧化物酶活性，如图4所

示。图4A显示的是温度的影响，在pH=5浓度为0.1  M的磷酸缓冲溶液中，在30-80℃温度范围

内中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶标风疹抗原复合物一直保持良好的类过

氧化物酶活度，这说明中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶标风疹抗原复合物

对温度变化有很高的稳定性。图4B显示的是pH的影响，当pH值从3-9变化过程中，中空金铂

合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶标风疹抗原复合物的类过氧化物酶活度几乎不变，

这表明中空金铂合金纳米笼核-多空二氧化硅壳纳米酶标风疹抗原复合物对外界环境酸碱

度变化也有很高的稳定性。

[0032] 实施例3  纳米酶标抗原复合物在酶联免疫分析中的应用

首先，在高亲和力的96孔酶标微孔板上每孔加入300 μL浓度为1 μg/mL的鼠抗人工免

疫球蛋白抗体，包被缓冲液为0.1  M的磷酸盐缓冲液(pH=7)在4  ℃下孵育过夜，然后将上述

的微孔板用磷酸盐-吐温缓冲液洗涤5次，再每孔加入300 μL封闭液(1.0  wt%牛白蛋白)置

于37  ℃下封闭2  h后用磷酸盐-吐温缓冲液洗涤5次。然后，加入100 μL一系列的血清样品

在37  ℃下孵育1  h，用磷酸盐-吐温缓冲液洗涤5次，再加入50μL纳米酶标抗原复合物孵育

0.5  h，从而在微孔板上捕获待测样品的病毒免疫球蛋白抗体，形成一抗-二抗-酶标抗原复

合物，后用磷酸盐-吐温缓冲液洗涤5次以去除未吸附的病毒免疫球蛋白抗体。

[0033] 随后再加入100 μL  3,3’,5,5’-四甲基联苯胺底物溶液(含0.5  mM的3,3’,5,5’-

四甲基联苯胺，20  mM的过氧化氢的磷酸盐缓冲溶液，pH  5)。反应10min后加入2  M硫酸终止

反应，检测450  nm处的吸光度。整个实验设立了对比、阳性对比、阴性对比和空白对照。根据

吸光度值和风疹病毒免疫球蛋白抗体浓度变化的关系绘制标准工作曲线，结果如图5所示，

可以看出对待测风疹病毒免疫球蛋白抗体响应范围为1  ng/mL-105  ng/mL。

[0034] 对比例1 金铂合金纳米材料的制备

（1）同实施例1中的步骤（1）；

（2）同实施例1中的步骤（2）；

（3）同实施例1中的步骤（3）；

（4）同实施例1中的步骤（4），不同在于十六烷基三甲基溴化铵的终浓度为25  mM，四氯

亚铂酸钾的终浓度为0.05  mM。通过透射电镜图表征所制备的金铂合金纳米材料，如图6A所

示。由图可知，制备的材料多数仍为棒状材料，不具备中空的纳米笼结构。
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[0035] 对比例2 金铂合金纳米材料的制备

（1）同实施例1中的步骤（1）；

（2）同实施例1中的步骤（2）；

（3）同实施例1中的步骤（3）；

（4）同实施例1中的步骤（4），不同在于十六烷基三甲基溴化铵的终浓度为150  mM，四氯

亚铂酸钾的终浓度为1.5  mM。通过透射电镜图表征所制备的金铂合金纳米材料，如图6B所

示。由图可知，金核铂壳纳米棒受刻蚀程度过大，形成了离散的不规则颗粒，制备的材料不

具备中空的纳米笼结构。
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