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(57)摘要

本发明成功开发了基于新型还原性氧化石

墨烯四乙烯五胺‑硫堇‑金纳米粒子(rGO‑TEPA‑

Thi‑Au)复合材料和钌钯铂三金属纳米粒子

(RuPdPt  TNPs)的特异性超敏夹心电化学免疫传

感器，用于检测人血清中的单核细胞趋化蛋白‑1

(MCP‑1)。还原性氧化石墨烯四乙烯五胺(rGO‑

TEPA)含有大量氨基并显着加速电子转移，硫堇

(Thi)分子增加了对带负电荷的AuCl4
‑离子的吸

附能力，纳米复合材料中的金纳米颗粒(AuNPs)

可以提供用于固定生物材料的活性位点。此外，

RuPdPt  TNPs对H2O2的还原具有优异的催化性

能，并且Pt‑NH2可有效捕获抗体。本发明的优点

在于线性范围宽。灵敏度高，特异性强，检测迅

速，以及良好的可重复使用性，并且该发明可用

于测量人血清中MCP‑1含量，有在临床检测中有

着巨大潜力。
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1.一种基于还原性氧化石墨烯四乙烯五胺‑硫堇‑金纳米粒子复合材料和钌钯铂三金

属纳米粒子信号探针所构建的新型电化学生物传感器的制备方法，其特征在于包括以下步

骤：

(1)还原性氧化石墨烯四乙烯五胺‑硫堇‑金纳米粒子复合材料的制备：

首先将3mL  1mg  mL‑1的还原性氧化石墨烯四乙烯五胺溶液超声处理至少30分钟；然后，

将3mL  0.5mM的硫堇和25μL  1％HAuCl4溶液加入到上述还原性氧化石墨烯四乙烯五胺溶液

中并在室温中剧烈搅拌12小时；随后在9000rpm下离心15分钟收集所得物并用超纯水离心

洗涤三次；将离心收集的产物溶入到1mL超纯水中并在4℃冰箱储存；

(2)钌钯铂三金属纳米粒子信号探针的制备：

将17.5mM  K2PtCl4，2.5mM  Na2PdCl4，1.25mM  RuCl3和20mg  Pluronic  F‑127分散在2mL

的水溶液中，然后在搅拌的条件下快速加入2mL  0.1M抗坏血酸；将溶液混合后，在室温下搅

拌120分钟后用超纯水离心清洗循环三次，将离心收集的钌钯铂三金属纳米粒子冷冻干燥

后在4℃冰箱储存；然后，将单核趋化蛋白‑1第二抗体溶解于pH＝7.4,10mL的PBS中，得到10

μg  mL‑1的单核趋化蛋白‑1第二抗体原液；取50μL单核趋化蛋白‑1第二抗体原液溶液加入到

4.0mg  mL‑1,1.0mL的钌钯铂三金属纳米粒子溶液中，溶解并在4℃下振荡12小时；接下来，将

100μL  0.25wt％BSA加入上述溶液中以封闭活性位点，随后，将所得溶液离心，彻底洗涤以

除去未结合的抗体，再分散于1mL超纯水中得到信号探针，然后在4℃下储存以供进一步使

用；

(3)采用上述复合材料和信号探针构筑所述的电化学生物传感器。

2.根据权利要求1所述的制备方法得到的电化学生物传感器，用于单核细胞趋化蛋白‑

1的检测，其特征在于所述检测步骤如下：

(1)分别用0.3和0.05μm的Al2O3粉末将电极抛光成镜面，然后分别按超纯水、无水乙醇、

超纯水的顺序超声电极各5min，室温干燥备用；

(2)将10μL电极修饰材料还原性氧化石墨烯四乙烯五胺‑硫堇‑金纳米粒子复合材料滴

加在电极表面，在室温条件下干燥；

(3)在37℃下，将10μL  10μg  mL‑1的单核趋化蛋白‑1第一抗体溶液结合到干燥的电极表

面，结合时间为2.5h；

(4)用超纯水将孵育后的电极冲洗干净后滴加10μL，0 .25％的BSA溶液37℃下孵育

30min；

(5)用超纯水将电极冲洗干净后将不同浓度的单核趋化蛋白‑1抗原滴加在电极上并置

于37℃孵育2h；

(6)在干燥后的电极上滴加10μL信号探针混合液置于37℃孵育1h；

(7)将孵育后的电极用超纯水冲洗干净后置于室温条件干燥；

(8)将电极置于5mL,用0.1M  Na2HPO4,0.1M  KH2PO4,0.1M  KCl配置而成的0.1M  PBS中进

行表征,每隔20s加入20μL，2.4mM  H2O2，测量其计时电流变化电流值；

(9)根据所得电流变化值与单核趋化蛋白‑1抗原浓度呈线性关系，绘制工作曲线。
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一种用于检测单核细胞趋化蛋白‑1新型电化学生物传感器制

备方法

技术领域：

[0001] 本发明涉及一种在临床上定量检测单核细胞趋化蛋白‑1的电化学免疫传感器的

制备方法及应用，尤其是基于还原性氧化石墨烯四乙烯五胺‑硫堇‑金纳米粒子复合材料及

三金属钌钯铂纳米复合材料作为信号探针制备的生物传感器，用于检测单核细胞趋化蛋

白‑1，属于电化学检测领域。

背景技术：

[0002] 心血管疾病是发达国家最常见的死亡原因而其中动脉粥样硬化又是心血管疾病

的主要原因。单核细胞趋化蛋白‑1(MCP‑1)是半胱氨酸‑半胱氨酸家族的成员，也称为半胱

氨酸‑半胱氨酸趋化因子配体2，其与心血管疾病的发病机理密切相关。人血清中MCP‑1水平

升高可导致一些动脉粥样硬化疾病的产生，如不稳定性心绞痛，心肌梗塞和支架内再狭窄

等。因此，测定血清中的MCP‑1对于动脉粥样硬化疾病的诊断和预测具有重要意义。

[0003] 传统确定MCP‑1浓度的方法包括有酶联免疫吸附测定(ELISA)，免疫组织化学，蛋

白质印迹和免疫细胞化学。尽管这些方法比较有效，但它们仍然存在着价格昂贵，耗时且操

作复杂的缺点。因此，迫切需要一种用于敏感检测MCP‑1的替代方法。MCP‑1定量分析的替代

方案是电化学免疫传感器，其具有优于传统检测方法的许多优点，包括操作简单，检测快速

和检测成本低。然而，电化学免疫传感器仍存在缺点：电流信号太小不满足所需的灵敏度，

而更高的灵敏度允许我们用更少的生物样品获得准确的结果。因此，我们倾向于建立夹心

免疫传感器以提高检测灵敏度，信号放大策略是我们新的电化学免疫传感器要解决的关键

问题。

[0004] 纳米复合材料由于其潜在的生物测定应用而在过去几十年中被大量研究。一种新

型材料，还原性氧化石墨烯‑四亚乙基五胺(rGO‑TEPA)，不仅具有rGO的整体性能，而且与其

他碳材料相比具有许多优点，例如显著的溶解性和较大的表面积。最重要的是，rGO‑TEPA含

有大量氨基，可以很容易地与金属或生物材料结合形成多功能纳米复合材料。为了将抗体

固定在基于rGO‑TEPA的电活性纳米复合材料上，我们直接一步通过硫堇(Thi)和rGO‑TEPA

的协同作用与HAuCl4结合，在室温下合成rGO‑TEPA‑Thi‑Au纳米复合材料。其中带正电荷的

Thi分子增加了带负电荷的AuCl4
‑离子的吸附能力，吸附在纳米复合材料上的Thi分子仍然

保持其电活性氧化还原性质。此外，纳米复合材料中的AuNPs可以提供活性位点以固定生物

分子以制备免疫传感器。最后，该纳米复合材料可以容易地在玻碳电极(GCE)上形成具有优

异导电性的稳定膜。用这种纳米复合材料改性的电极具有更好的导电性，从而实现初步的

信号放大。

[0005] 新信号材料的开发是电化学免疫传感器信号放大的核心组成部分。最近，三金属

纳米催化材料比单金属和双金属对应材料引起了更多的关注。与双金属和单金属催化材料

相比，三金属纳米材料具有更好的性能，如化学稳定性，高表面积和快速电子转移。这些特

性是由于复合材料的几何和电子效应的结合而产生的。这两种效应同时存在并对三金属催
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化剂中的催化活性产生协同效应，这对于电分析应用是重要的。这里，我们首次合成的钌钯

铂三金属纳米粒子(RuPdPt  TNPs)是用于检测MCP‑1的理想信号放大标记。主要原因如下：

首先，RuPdPt  TNPs具有表面积大，粒径均匀，导电性好的特点。其次，在该课题的研究中，与

传统纳米材料如Pt纳米粒子和PdPt双金属纳米粒子相比，RuPdPt  TNPs具有很强的催化活

性。最后，该材料能够通过Pt‑NH2键大量固定生物分子。总之，通过RuPdPt  TNP催化H2O2可以

极大地放大信号。

[0006] 该项目建立了一个简单、快速的检测方法实现了对MCP‑1的特异、超灵敏检测。为

心血管疾病患者早期检测和风险预测提供依据。

发明内容：

[0007] 1 .本发明的目的是用于检测核细胞趋化蛋白‑1的电化学免疫传感器的制备方法

与应用，为临床上心血管疾病患者早期检测和风险预测提供依据，其特征包括以下步骤：

[0008] (1)还原性氧化石墨烯四乙烯五胺‑硫堇‑金纳米粒子(rGO‑TEPA‑Thi‑Au)复合材

料的制备和信号探针的制备；

[0009] (2)建立电化学免疫传感器，检测单核细胞趋化蛋白‑1，绘制标准曲线。

[0010] 2.本发明所述还原性氧化石墨烯四乙烯五胺‑硫堇‑金纳米粒子(rGO‑TEPA‑Thi‑

Au)复合材料的制备和信号探针的制备过程具体包括以下步骤，其特征包括以下步骤：

[0011] (1)rGO‑TEPA‑Thi‑Au复合材料的制备：

[0012] 首先将3mL  rGO‑TEPA溶液(1mg  mL‑1)超声处理至少30分钟。然后，将3mL  Thi

(0.5mM)和25μL  1％HAuCl4溶液加入到上述rGO‑TEPA溶液中并在室温中剧烈搅拌12小时。

随后在9000rpm下离心15分钟收集所得物并用超纯水离心洗涤三次。将离心收集的产物溶

入到1mL超纯水中并在4℃冰箱储存。

[0013] (2)钌钯铂三金属纳米粒子(RuPdPt  TNPs)的制备：

[0014] 将含有17.5mM  K2PtCl4，2.5mM  Na2PdCl4，1.25mM  RuCl3和20mg  Pluronic  F‑127的

分散在2mL的水溶液中，然后在搅拌的条件下快速加入2mL  0.1M  AA。将混合溶液后在室温

下搅拌120分钟后用超纯水离心清洗循环三次。将离心收集的产物冷冻干燥后在4℃冰箱储

存。

[0015] (3)信号探针的制备：

[0016] 将单核趋化蛋白‑1第二抗体溶解于PBS(pH＝7.4，10mL)中，得到单核趋化蛋白‑1

第二抗体原液(10μg  mL‑1)。取50μL单核趋化蛋白‑1第二抗体原液溶液加入到RuPdPt  TNP

(4.0mg  mL‑1，1.0mL)中，溶解并在4℃下振荡12小时。接下来，将100μL  BSA(0.25％，w/v)加

入上述溶液中以封闭活性位点。随后，将所得溶液离心，彻底洗涤以除去未结合的抗体，再

分散于1mL超纯水中得到信号探针，然后在4℃下储存以供进一步使用。

[0017] 3.根据权利要求1所述的建立电化学免疫传感器，检测单核细胞趋化蛋白‑1，绘制

标准曲线，其特征在于包括以下步骤：

[0018] (1)分别用0.3和0.05μm的Al2O3粉末将电极抛光成镜面，然后分别按超纯水、无水

乙醇、超纯水的顺序超声电极各5min，室温干燥备用；

[0019] (2)将10μL电极修饰材料还原性氧化石墨烯四乙烯五胺‑硫堇‑金纳米粒子(rGO‑

TEPA‑Thi‑Au)复合材料滴加在电极表面，在室温条件下干燥。
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[0020] (3)将10μL的单核趋化蛋白‑1第一抗体溶液(10μg  mL‑1)结合到干燥的电极表面

(37℃，2.5h)

[0021] (4)用超纯水将孵育后的电极冲洗干净后滴加10μL，0.25％的BSA溶液37℃下孵育

30min。

[0022] (5)用超纯水将电极冲洗干净后将不同浓度的单核趋化蛋白‑1抗原滴加在电极上

并置于37℃孵育2h。

[0023] (6)在干燥后的电极上滴加10μL信号探针混合液置于37℃孵育1h。

[0024] (7)将孵育后的电极用超纯水冲洗干净后置于室温条件干燥。

[0025] (8)将电极置于5mL，0.1M  PBS(0.1M  Na2HPO4，0.1M  KH2PO4，0.1M  KCl)中进行表

征，每隔20s加入20μL，2.4mM  H2O2，测量其计时电流变化电流值。

[0026] (9)根据所得电流变化值与单核趋化蛋白‑1抗原浓度呈线性关系，绘制工作曲线。

[0027] 与现有技术相比，本发明的一种定量检测MCP‑1的电化学免疫传感器的制备方法

与应用，其突出的特点是：

[0028] (1)将基于还原性氧化石墨烯四乙烯五胺‑硫堇‑金纳米粒子复合材料作为电极修

饰材料，将基于钌钯铂三金属纳米粒子作为信号探针，不仅有效的提高了材料的催化性能，

而且提高了生物分子的固载量，进而提高了电化学免疫传感器的灵敏度和检测范围；

[0029] (2)本方法制备的电化学免疫传感器可为临床早期诊断心血管疾病患者提供依

据，并且也可以用于预测心血管事件发生的风险。另外，此方法简便，快速，便于实现商品

化，从而推进精准医学的发展。

[0030] (3)使用完全相同的纳米材料和修饰方法，可以在电极表面固载不同的抗体，从而

实现对多种生物分子的同时检测，为疾病的诊断提供更加全面的依据。

附图说明：

[0031] 图1为本发明的电化学免疫传感器的构建示意图。

[0032] 图2为本发明的还原性氧化石墨烯四乙烯五胺‑硫堇‑金纳米粒子复合材料的电镜

图和钌钯铂三金属纳米粒子电镜图，XPS图和EDS图。

[0033] 图3为本发明的电化学免疫传感器在检测MCP‑1时得到的计时电流变化电流与浓

度的线性关系，以及传感器的特异性和稳定性。

具体实施方式：

[0034] 下面结合具体实施例对本发明进行进一步阐述，应理解，这些实施例仅用于说明

本发明而不用于限制本发明的范围。

[0035] 实施例1

[0036] 步骤1.首先将3mL  rGO‑TEPA溶液(1mg  mL‑1)超声处理至少30分钟。然后，将3mL 

Thi(0.5mM)和25μL  1％HAuCl4溶液加入到上述rGO‑TEPA溶液中并在室温中剧烈搅拌12小

时。随后在9000rpm下离心15分钟收集所得物并用超纯水离心洗涤三次。将离心收集的产物

溶入到1mL超纯水中并在4℃冰箱储存。

[0037] 步骤2.分别用0.3和0.05μm的Al2O3粉末将电极抛光成镜面，然后分别按超纯水、无

水乙醇、超纯水的顺序超声电极各5min，室温干燥备用；
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[0038] 步骤3.将10μL电极修饰材料还原性氧化石墨烯四乙烯五胺‑硫堇‑金纳米粒子

(rGO‑TEPA‑Thi‑Au)复合材料滴加在电极表面，在室温条件下干燥。

[0039] 步骤4.将10μL的单核趋化蛋白‑1第一抗体溶液(10μg  mL‑1)结合到干燥的电极表

面(37℃，2.5h)

[0040] 步骤5.用超纯水将孵育后的电极冲洗干净后滴加10μL，0.25％的BSA溶液37℃下

孵育30min。

[0041] 步骤6.用超纯水将电极冲洗干净后将不同浓度的单核趋化蛋白‑1抗原滴加在电

极上并置于37℃孵育2h。

[0042] 步骤7.在干燥后的电极上滴加10μL信号探针混合液置于37℃孵育1h。

[0043] 步骤8.将孵育后的电极用超纯水冲洗干净后置于室温条件干燥。

[0044] 步骤9.将电极置于5mL，0.1M  PBS(0.1M  Na2HPO4，0.1M  KH2PO4，0.1M  KCl)中进行

表征，每隔50s加入20μL，1.4mM  H2O2，测量其计时电流变化电流值；

[0045] 步骤10.根据所得电流变化值与单核趋化蛋白‑1抗原浓度呈线性关系，绘制工作

曲线；测定结果表明MCP‑1浓度在20fg  mL‑1‑1000pg  mL‑1范围内成线性关系，线性相关系数

为0.99673，检测限为8.9fg  mL‑1。

[0046] 步骤11.将本发明上述传感器于4℃保存，间断检测传感器电流响应，储存21天后

电流响应仍为初始电流的85.2％，表示传感器具有良好的稳定性；

[0047] 步骤12.本发明取同一批次制备的免疫传感器5支，在相同条件下对20pg  mL‑1的

MCP‑1分别进行测定，每一支电极测定3次，传感器重现性良好。

[0048] 步骤13.将本发明上述传感器在血液中其他生物分子存在的条件下检测MCP‑1，结

果其他生物分子的存在不影响MCP‑1电流的改变，说明传感器的特异性好，可以很好区分目

标检测物。

[0049] 以上所述仅是本发明的优选实施方式，应当指出的是，对于本技术领域的普通技

术人员来说，在不脱离本发明原理的前提条件下，还可以做出若干改进和润饰，这些改进和

润饰也应视为本发明的保护范围。
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