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(57)摘要

双模拟酶信号放大的多鸡细胞因子化学发

光免疫分析方法，涉及免疫分析、化学发光分析、

多组分免疫分析及禽类细胞因子检测等技术领

域，本发明通过将DNAzyme修饰在羧基功能化的

CuSNPs，实现了化学发光信号的增强，提高了免

疫分析的灵敏度。本发明的基于CuSNPs@DNAzyme

双模拟酶信号放大策略的化学发光免疫阵列传

感器，实现了高通量，高灵敏，宽线性范围，原位

并同时检测多种鸡细胞因子。该新颖的化学发光

免疫阵列传感器能弥补传统的化学发光免疫传

感器的缺点，为多组分免疫分析的发展和禽类疾

病的临床诊断提供了很好的依据。
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1.一种用于非诊断目的的双模拟酶信号放大的多组分  鸡细胞因子化学发光免疫分析

方法，其特征在于：通过将含多个G‑四链体序列的信号DNA修饰在羧化CuSNPs上，与氯化血

红素反应形成CuSNPs/hemin‑G‑四链体DNA酶后，再固定二级抗体Ab2，取得CuSNPs@

DNAzyme‑Ab2双模拟酶信号放大探针，将所述探针用于多组分鸡细胞因子的化学发光成像

免疫分析检测。

2.根据要求1所述的一种用于非诊断目的的多组分鸡细胞因子化学发光免疫分析方

法，其特征在于以下步骤：

1）采用丝网印刷方法，通过模板在环氧基功能化载波片表面印刷由多个免疫微孔组成

的免疫微孔阵列；将各种鸡细胞因子捕获抗体分别与分别壳聚糖溶液混合后滴入所述免疫

微孔阵列的免疫微孔中，室温反应后，置于4℃环境中晾干；将牛血清蛋白封闭缓冲液滴入

各免疫微孔中，在4℃下密封封闭，而后用磷酸盐缓冲溶液冲洗并在氮气氛围下吹干，得多

组分鸡细胞因子化学发光免疫阵列传感器；

2）将多种鸡细胞因子抗原样品滴入相对应的免疫阵列微孔中，室温下第一步温育后，

磷酸盐缓冲液冲洗并用氮气吹干后，滴入相应的CuSNPs@DNAzyme‑Ab2双模拟酶信号放大探

针并于室温下第二步温育，而后磷酸盐缓冲液冲洗并氮气吹干；

3）在每个免疫微孔中加入化学发光底物，通过电感耦合CCD同时检测并多种鸡细胞因

子的化学发光光斑及信号值。

3.根据要求2所述的一种用于非诊断目的的多组分鸡细胞因子化学发光免疫分析方

法，其特征在于：所述步骤1）中，用于混合的多种鸡细胞因子捕获抗体和壳聚糖溶液的浓度

分别为200 μg/mL和0  .5～1  .5  wt%，混合体积比为1∶1。

4.根据要求2所述的一种用于非诊断目的的多组分鸡细胞因子化学发光免疫分析方

法，其特征在于：所述步骤2）中，两步温育的时间均为25分钟。

5.根据要求2所述的一种用于非诊断目的的多组分鸡细胞因子化学发光免疫分析方

法，其特征在于：所述步骤3）中，化学发光成像信号由Fluor  .  Chem  .  E化学发光成像仪捕

捉并记录，以CCD照相机动态积分300s收集所产生的化学发光信号并显示成不同强度的光

斑图。

6.根据要求1或2或3或4或5所述的一种用于非诊断目的的多组分鸡细胞因子化学发光

免疫分析方法，其特征在于：将24μL、100μM包含多个G‑四链体系列的信号DNA与1mL、5mg/mL

羧化硫化铜纳米粒子混合后，再加入过量氯化血红素，经反应得到多层CuSNPs/hemin/G‑四

链体DNA酶，然后再加入20μL、100μg/mL多种鸡细胞因子二级抗体Ab2，即制备取得多种

CuSNPs@DNAzyme‑Ab2双模拟酶信号放大探针。
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双模拟酶信号放大的多鸡细胞因子化学发光免疫分析方法

技术领域

[0001] 本发明涉及免疫分析、化学发光分析、多组分免疫分析及禽类细胞因子检测等技

术领域，具体涉及了一种基于CuSNPs@DNAzyme双模拟酶信号放大的多组分鸡细胞因子化学

发光免疫阵列传感器的制备方法及其应用。

背景技术

[0002] 化学发光免疫分析是将化学发光分析和免疫反应相结合而建立的一种新的免疫

分析技术，这种方法兼有发光分析的高灵敏度和抗原抗体反应的高度特异性。化学发光免

疫分析是用化学发光的试剂标记抗原或抗体，标记后的抗原或抗体与待测物经过一系列的

免疫反应和理化步骤，最后以发光强度形式测定待测物的含量。空间分辨模式是当前多组

分免疫分析模式中研究最多、应用最广的分析模式。基于阵列法的空间分辨模式具有高分

析通量和多检测对象，分析速度快，样品消耗少等优点，满足临床应用的实际需求。从理论

上讲，只要集成化程度高，就可以在基质上构建大量阵列，以达到同时检测大量样品的目

的，是多组分免疫分析的主流趋势。因此可发展一种基于阵列法的空间分辨模式用于快速

检测多组分禽畜类细胞因子。

[0003] 细胞因子是免疫活性细胞或非免疫细胞经刺激而合成、分泌的具有多种生物活

性，可参与病理反应的小分子可溶性蛋白质的统称。在体内广泛参与免疫调节、炎症反应、

组织修复、刺激造血系统、刺激细胞的增生与凋亡等重要生理活动，并在抵御外来病原体侵

袭及维持有机体体内环境平衡中均起重要作用。已发现干扰素（IFN‑α、IFN‑β、IFN‑γ）、白

细胞介素（IL‑1、IL‑2、IL‑3等）和肿瘤坏死因子（TNF‑α、TNF‑β）等在其中发挥着非常关键的

作用。研究表明，通过检测多种家禽细胞因子的水平，可以很好地阐明机体免疫系统的免疫

状况及其与疾病之间的相互关系，从而为临床评价提供重要的理论依据。

[0004] 近年来，大量具有特殊氧化还原催化性能的纳米材料收到人们的普遍关注并被作

为天然酶的替代物应用于催化化学发光体系中。其中硫化铜纳米材料具有易于合成，较大

的比表面积，易功能化，具有似过氧化物酶活性且催化性能好。基于G‑四链体和氯化血红素

（hemin）结合形成DNAzyme，不仅具有过氧化物酶的活性，且稳定性高，且DNA链的碱基与

hemin间的沟槽作用，更是大大增强了hemin过氧化物模拟酶催化活性。与单独的hemin相

比，DNAzyme的催化活性提高了大约250倍。

发明内容

[0005] 为了实现超灵敏、高通量检测多组分鸡细胞因子，本发明提出一种基于CuSNPs@

DNAzyme双模拟酶信号放大的多组分鸡细胞因子化学发光免疫分析方法。

[0006] 本发明技术方案是：通过将含多个G‑四链体序列的信号DNA修饰在羧化CuSNPs上，

与氯化血红素（hemin）反应形成CuSNPs/hemin‑G‑四链体DNA酶后，再固定多种鸡细胞因子

二级抗体（Ab2），制得多种CuSNPs@DNAzyme‑Ab2双模拟酶信号放大探针，将所述探针用于多

组分鸡细胞因子的化学发光成像免疫分析检测。
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[0007] 本发明通过将DNAzyme修饰在羧基功能化的CuSNPs，实现了化学发光信号的增强，

提高了免疫分析的灵敏度。本发明的基于CuSNPs@DNAzyme双模拟酶信号放大策略的化学发

光免疫阵列传感器，实现了高通量，高灵敏，宽线性范围，原位并同时检测多种鸡细胞因子。

该新颖的化学发光免疫阵列传感器能弥补传统的化学发光免疫传感器的缺点，为多组分免

疫分析的发展和禽类疾病的临床诊断提供了很好的依据。

[0008] 本发明具体步骤如下：

[0009] 1）采用丝网印刷方法，通过模板在环氧基功能化载波片表面印刷由多个免疫微孔

组成的免疫微孔阵列；将各种鸡细胞因子捕获抗体分别与分别壳聚糖溶液混合后滴入所述

免疫微孔阵列的免疫微孔中，室温反应后，置于4℃环境中晾干；将牛血清蛋白封闭缓冲液

滴入各免疫微孔中，在4℃下密封封闭，而后用磷酸盐缓冲溶液冲洗并在氮气氛围下吹干，

得多组分鸡细胞因子化学发光免疫阵列传感器；

[0010] 2）将多种鸡细胞因子抗原样品滴入相对应的免疫阵列微孔中，室温下温育后，磷

酸盐缓冲液冲洗并用氮气吹干后，滴入相应的CuSNPs@DNAzyme‑Ab2双模拟酶信号放大探针

并于室温下温育，而后磷酸盐缓冲液冲洗并氮气吹干；

[0011] 3）在每个免疫微孔中加入化学发光底物，通过电感耦合CCD同时检测并多种鸡细

胞因子的化学发光光斑及信号值。

[0012] 本发明首先利用丝网印刷技术并借助模板在环氧基功能化的载玻片表面制作免

疫阵列。将壳聚糖溶液等体积分散的多种鸡细胞因子捕获抗体，通过载玻片上的环氧基将

带有氨基的不同鸡细胞因子的捕获抗体分别固定在不同行制得多组分免疫阵列传感器。当

在多组分免疫传感器分别温育相对应的抗原与信号探针，形成捕获抗体‑抗原‑酶标抗体的

夹心免疫复合物。滴入化学发光底物后，信号探针将会触发化学发光底物发光并结合电感

耦合CCD，利用化学发光信号增强与抗原浓度呈线性关系以实现同时检测多组分鸡细胞因

子。

[0013] 本发明所制备的是CuSNPs@DNAzyme‑Ab2双模拟酶，硫化铜纳米材料具有易于合

成，较大的比表面积，易功能化，具有似过氧化物酶活性且催化性能好。基于G‑四链体和氯

化血红素（hemin）结合形成DNAzyme，与单独的hemin相比，DNAzyme的催化活性提高了大约

250倍。而基于空间模式的多组分化学发光免疫分析检测多种鸡细胞因子联合成细胞因子

网络提高了禽类疾病诊断的准确性。建立了一种高通量，超灵敏，快速的同时检测多种鸡细

胞因子的化学发光免疫阵列传感器，可带来可观的市场经济效益。

[0014] 进一步地，本发明在制备多组分鸡细胞因子化学发光免疫阵列传感器时，用于混

合的多种鸡细胞因子捕获抗体和壳聚糖溶液的浓度分别为200 μg/mL和0.5～1.5  wt%，混

合体积比为1∶1。其中采用该混合比，有利于壳聚糖溶液对捕获抗体的均匀分散。

[0015] 步骤2）中，所述两步温育的时间均为25分钟。随着温育时间的增加，化学发光强度

相应的增强，并均可在25分钟趋于稳定。说明了免疫传感器捕获抗原形成免疫复合物以及

抗体‑抗原复合物捕获DNAzyme@CuSNPs‑Ab2探针形成夹心免疫复合物，均可在25分钟达到

饱和，因此实验中两步温育时间均选择为25分钟。

[0016] 步骤3）中，化学发光成像信号由Fluor.  Chem.  E化学发光成像仪捕捉并记录，以

CCD照相机动态积分300s收集所产生的化学发光信号并显示成不同强度的光斑图。

[0017] 还采用由配套的软件Alpha  View  SA识别分析所得到的化学发光成像图。
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[0018] 另外，本发明具体的双模拟酶信号放大探针制方法是：

[0019] 将巯基乙酸加入到硝酸铜溶液中，调节pH至9，在氮气氛围中沸腾30  min后加入硫

化钠溶液并保持硫化钠与硝酸铜的浓度比为2:5。在氮气氛围下沸腾过夜即可制得深绿色

羧基化硫化铜纳米材料。然后，取1mL（0.5  mg/mL）离心后加入100 μl  EDC（20  mg/ml）/NHS

（10  mg/ml）活化CuSNPs表面的羧基，再分散至1  ml。

[0020] 将24 μL  100 μM信号DNA快速加入1.0  mL  CuSNPs溶液，置于室温下搅拌16小时。

将含有2.0  M氯化钠的磷酸盐缓冲溶液（0.01  M，pH=7.4）逐步加入混合物使氯化钠的最终

浓度为0.1  M。再加入0.1  mL氯化钾浓度的PBS（0 .01  M）  溶液，搅拌  2  h  后冷冻离心

（10000rpm，30  min，4  ℃）除去未组装的  DNA，  沉淀重新分散在  0.1  M  KCl 的磷酸盐缓冲

溶液中（0.01  M）。在重新分散的溶液中加入过量的氯化血红素于4  ℃黑暗处反应1.5  h，形

成稳定的DNAzyme，离心除去过量的hemin离心除去（10000  rpm，30  min，4  ℃），重新分散后

加入20 μL  100 μg/mL  二级抗体，温和搅拌2  h后冷冻离心除去过量的抗体后分散于0.1  M 

KCl  1.0  mL  PBS 溶液中（0.01  M  pH  7.4），使用前保存于4  ℃暗处。

[0021] 总之本发明具有如下优点：

[0022] （1）本发明利用丝网印刷技术并借助4*12格式的模板在可抛式载玻片表面制成高

通量免疫微孔阵列以实现基于阵列法的空间分辨模式多组分免疫分析。基于阵列法的空间

分辨模式具有高分析通量和多检测对象，分析速度快，样品消耗少等优点，满足临床应用的

实际需求。从理论上讲，只要集成化程度高，就可以在基质上构建大量阵列，以达到同时检

测大量样品的目的，实现高通量检测。通过同时检测多种禽类细胞因子能够大大提高检测

的准确性。

[0023] （2）本发明所制备的是CuSNPs@DNAzyme双模拟酶信号放大策略化学发光免疫分析

法常与信号放大技术结合，用来提高免疫分析的灵敏度。但对天然酶的选择和负载的量有

限制，而基于G‑四链体和氯化血红素（hemin）结合形成DNAzyme，不仅具有过氧化物酶的活

性，且稳定性高。且DNA链的碱基与hemin间的沟槽作用，更是大大增强了hemin过氧化物模

拟酶催化活性。与单独的hemin相比，DNAzyme的催化活性提高了大约250倍。本研究通过将

DNAzyme修饰在羧基功能化的CuSNPs，实现了化学发光信号的增强，提高了免疫分析的灵敏

度。

附图说明

[0024] 图1为基于CuSNPs@DNAzyme双模拟酶信号放大的多组分鸡细胞因子免疫阵列传感

器的制备方法及化学发光成像免疫分析示意图。

[0025] 图2为本发明ChIL‑4、ChIFN‑γ的化学发光成像信号图。

[0026] 图3为ChIL‑4标准样品检测曲线图。

[0027] 图4为ChIFN‑γ标准样品检测曲线图。

具体实施方式

[0028] 为了阐明本发明的技术方案及技术目的，下面结合具体实施方法及附图对本发明

做进一步说明。

[0029] 一、构建基于CuSNPs@DNAzyme双模拟酶信号放大的多组分鸡细胞因子化学发光免
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疫阵列传感器：

[0030] 机理：利用丝网印刷技术借助模板在环氧基功能化载玻片表面印刷上4行12列的

免疫微孔阵列；壳聚糖等体积均匀分散的多种鸡细胞因子捕获抗体，通过载玻片上的环氧

基将带有氨基的不同鸡细胞因子的捕获抗体分别固定在不同行；用牛血清蛋白封闭液封闭

非特异性位点；将相对应的鸡细胞因子抗原样品滴入微孔以形成鸡细胞因子捕获抗体‑抗

原免疫复合物；随之滴入相应的CuSNPs@DNAzyme‑Ab2双模拟酶信号放大探针，利用抗原抗

体特异性识别形成鸡细胞因子捕获抗体‑抗原‑酶标抗体的夹心免疫复合物；通入化学发光

底物后，传感器上捕获的CuSNPs@DNAzyme双模拟酶可催化鲁米诺化学发光体系发光，结合

电感耦合CCD检测多种鸡细胞因子的化学发光信号值，利用化学发光信号的增强和抗原浓

度呈直接线性关系以实现对多种鸡细胞因子的检测。

[0031] 构建步骤：

[0032] 1、用食人鱼酸溶液（H2SO4：H2O2=7:3，v/v）浸泡载玻片活化8～12小时，使载玻片表

面暴露有羟基，用蒸馏水冲洗并晾干。

[0033] 2、用1%  GPTMS/甲苯溶液浸泡经步骤1处理过的处理载玻片，过夜后用甲苯和乙醇

先后进行冲洗，由此去除载玻片表面吸附的残余硅烷试剂，自然晾干或是氮气氛围下吹干，

即制备环氧基功能化载玻片。

[0034] 3、在经步骤2处理好的环氧基功能化载玻片表面，利用丝网印刷技术即孔板印刷

并借助模板，通过一定压力将油漆渗透过孔板转移至环氧基功能化载玻片表面，形成4×12

格式免疫微孔阵列，各微孔直径为2mm，微孔外为疏水无光活性膜，形成的孔可以承载免疫

分析过程所需抗体、抗原、酶标抗体及其他试剂。

[0035] 4、取200 μg/mL的ChIL‑4，ChIFN‑γ捕获抗体分别与1  wt%壳聚糖溶液等体积混合

并搅拌分散均匀，将ChIL‑4捕获抗体与壳聚糖的混合液滴入阵列任意两行，ChIFN‑γ捕获

抗体与壳聚糖的混合液滴入剩余两行，每个微孔滴入量为5μL。放置于室温下反应半小时后

放置于4℃环境下晾干。

[0036] 5、将5 μL、牛血清蛋白的浓度为0.01  g/mL的牛血清蛋白封闭缓冲液滴入48个微

孔中，4℃下保鲜密封温育12小时后，用磷酸盐缓冲溶液冲洗三次并在氮气氛围下吹干后，

即制得该多组分鸡细胞因子免疫阵列传感器。

[0037] 通过以上方法，可同时检测ChIL‑4和ChIFN‑γ两种鸡细胞因子，免疫微孔阵列中

包含了4行12列共48个检测微孔位点，每个微孔直径2mm。将ChIL‑4和ChIFN‑γ的捕获抗体

分别固定于不同行，每一列可检测一种鸡细胞因子的两种不同浓度的抗原样品，因此一个

载玻片阵列中的两行即可同时检测一种鸡细胞因子的24个抗原样品。

[0038] 二、制备CuSNPs@DNAzyme‑ChIL‑4  Ab2和CuSNPs@DNAzyme‑ChIFN‑γ  Ab2双模拟酶

信号放大探针：

[0039] 将巯基乙酸加入到硝酸铜溶液中，调节pH至9，在氮气氛围中沸腾30  min后加入硫

化钠溶液并保持硫化钠与硝酸铜的浓度比为2:5。在氮气氛围下沸腾过夜即可制得深绿色

羧基化硫化铜纳米材料。然后，取1mL（0.5  mg/mL）离心后加入100 μl  EDC（20  mg/ml）/NHS

（10  mg/ml）活化CuSNPs表面的羧基，再分散至1  ml。

[0040] 将24 μL  100 μM信号DNA快速加入1.0  mL  CuSNPs溶液，置于室温下搅拌16小时。

将含有2.0  M氯化钠的磷酸盐缓冲溶液（0.01  M，pH=7.4）逐步加入混合物使氯化钠的最终
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浓度为0.1  M。再加入0.1  mL氯化钾浓度的PBS（0 .01  M）  溶液，搅拌  2  h  后冷冻离心

（10000rpm，30  min，4  ℃）除去未组装的  DNA，  沉淀重新分散在  0.1  M  KCl 的磷酸盐缓冲

溶液中（0.01  M）。在重新分散的溶液中加入过量的氯化血红素于4  ℃黑暗处反应1.5  h，形

成稳定的DNAzyme，离心除去过量的hemin离心除去（10000  rpm，30  min，4  ℃），重新分散后

分别加入20 μL  100 μg/mL的ChIL‑4  Ab2、ChIFN‑γ  Ab2，温和搅拌2  h后冷冻离心除去过量

的抗体后分散于0 .1  M  KCl  1 .0  mL  PBS  溶液中（0 .01  M  pH  7 .4），即制得CuSNPs@

DNAzyme‑ChIL‑4  Ab2和CuSNPs@DNAzyme‑ChIFN‑γ  Ab2，使用前保存于4  ℃暗处。

[0041] 三、化学发光成像免疫分析：

[0042] 1、制作线性关系的标准曲线：

[0043] （1）将5 μL  ChIL‑4和ChIFN‑γ不同浓度的抗原标准样品加入到传感器相对应两

行的微孔中，在线温育25分钟后，磷酸盐缓冲液三次，再置于氮气氛围下吹干。

[0044] （2）将5 μL的CuSNPs@DNAzyme‑ChIL‑4  Ab2和CuSNPs@DNAzyme‑ChIFN‑γ  Ab2分别

滴入（1）中修饰过抗原的相对应的传感器中，温育25分钟，磷酸盐缓冲液冲洗后氮气吹干。

[0045] （3）将5 μL化学发光底物溶液（由5  mM鲁米诺、0.6  mM对碘苯酚及4  mM过氧化氢组

成）迅速滴入48个反应微孔中。在每个微孔中心去固定直径的圆形，利用平均像素强度来计

算每个点的化学发光强度CCD照相机动态积分300  s收集所产生的化学发光信号并显示成

不同强度的光斑图。由配套的软件Alpha  View  SA识别所得到的化学发光成像图的发光点。

[0046] 如图2，3，4所示，所测定一系列不同浓度的ChIL‑4、ChIFN‑γ抗原标准样品得到

ChIL‑4、ChIFN‑γ抗原标准样品的化学发光成像图以及ChIL‑4、ChIFN‑γ测定的工作曲线。

样品在最佳的分析条件下，化学发光强度随着ChIL‑4和ChIFN‑γ抗原浓度的增加而增加，

并表现出与分析物浓度的对数值呈正相关性。

[0047] 线性回归方程分别为ICL=10804 .33‑2084 .20  C[ChIL‑4]，ICL=10520 .87‑4850 .08 

C[ChIFN‑γ]。

[0048] 从线性曲线可以看出，检测ChIL‑4和ChIFN‑γ的线性范围为10‑3‑102  ng/mL（R2=

0.9949）和10‑3‑102  ng/mL（R2=0.9972）。信噪比为3时，二者的检测限为0.041  pg/mL（ChIL‑

4）和0.036  pg/mL（ChIFN‑γ）。本发明的多组分免疫策略为临床免疫诊断提供了一种可视、

灵敏、可靠、快速、高通量的检测分析方法。

[0049] 2、对实际样品进行测定：

[0050] 为考察这种基于CuSNPs@DNAzyme双模拟酶信号放大的多组分鸡细胞因子化学发

光免疫阵列传感器的实际应用可靠程度，分别对了临床血样中ChIL‑4、  ChIFN‑γ进行了加

标回收实验。经过测定，对0.01  ng/mL、  1  ng/mL、  10  ng/mL  标准样品进行的回收实验。其

中测得ChIL‑4的回收率分别为109.00  %、100.10  %、95.95  %；ChIFN‑γ的回收率分别为

92.0  %、96.82  %、101.47  %。对于浓度高于100  ng/mL的ChIL‑4、ChIFN‑γ样品，可以在分析

前适当稀释。实验结果如表1所示。

[0051] 表1  ChIL‑4和ChIFN‑γ的加标回收实验（n=  5）
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[0052]

[0053] 由上表可见，本发明多组分鸡细胞因子化学发光免疫阵列传感器用于检测实际样

品准确性高，表明该方法能实现自动快速实际样品的检测。
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图2

图3

说　明　书　附　图 2/3 页

10

CN 108333345 B

10



图4
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