
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利

(10)授权公告号 

(45)授权公告日 

(21)申请号 201910250542.7

(22)申请日 2019.03.29

(65)同一申请的已公布的文献号 

申请公布号 CN 109870442 A

(43)申请公布日 2019.06.11

(73)专利权人 铁道警察学院

地址 450000 河南省郑州市金水区农业路

31号

(72)发明人 崔胜峰　万敬伟　马素娟　左健　

(74)专利代理机构 郑州联科专利事务所(普通

合伙) 41104

代理人 时立新　张丽

(51)Int.Cl.

G01N 21/64(2006.01)

G01N 33/533(2006.01)

G01N 33/535(2006.01)

G01N 33/544(2006.01)

(56)对比文件

CN 101706496 A,2010.05.12

Xiaoyun Y. Shen et.al.A vaccine 

against methamphetamine attenuates its 

behavioral effects in mice.《Drug and 

Alcohol Dependence》.2012,第129卷41-48.

Xiaoyun Y. Shen et.al.A vaccine 

against methamphetamine attenuates its 

behavioral effects in mice.《Drug and 

Alcohol Dependence》.2012,第129卷41-48.

Javad Hassanzadeh et al.Sensitive 

fluorescence and chemiluminescence 

procedures for methamphetamine detection 

based on CdS quantum dots.《Microchemical 

Journal 》.2017,第132卷371-377.

汤进录.基于核酸适配体和量子点的急性淋

巴白血病细胞检测研究.《中国优秀硕士学位论

文全文数据库  医药卫生科技辑》.2014,(第5

期),35-36.

陈蕾等.甲基苯丙胺与蛋白质结合物的合

成.《中国药物依赖性杂志》.2010,489-492.

Hiroyuki Inoue et al.Simple and 

simultaneous detection of methamphetamine 

and dimethyl sulfone in crystalline 

methamphetamine seizures by fast gas 

chromatography.《Forensic Toxicol》.2008,第

26卷19-22.

审查员 蒋超

 

(54)发明名称

一种甲基苯丙胺包被抗原、其制备方法及利

用其检测甲基苯丙胺的方法

(57)摘要

一种甲基苯丙胺包被抗原、其制备方法及利

用其检测甲基苯丙胺的方法，所述制备过程包括

如下步骤：(1)甲基苯丙胺半抗原的制备：称取琥

珀酸酐与甲基苯丙胺溶于有机溶剂中，在碳酸钾

的催化作用下，55~65℃加热搅拌至反应完全，薄

层色谱分离，所得琥珀酰甲基苯丙胺即为甲基苯

丙胺半抗原；(2)甲基苯丙胺包被抗原的制备：以

EDC、NHS为催化剂，将甲基苯丙胺半抗原和卵清

蛋白进行反应得到甲基苯丙胺包被抗原；(3)量

子点标记的甲基苯丙胺抗体的制备：将CdSe/ZnS 

QDs溶解于硼酸缓冲液中，在EDC、NHS作用下，将

甲基苯丙胺抗体滴加至CdSe/ZnS  QDs的硼酸缓

冲液中，搅拌反应，反应结束后，PBS缓冲液透析。
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1.一种检测甲基苯丙胺的方法，其特征在于，包括如下步骤：

(1)  先用10  mM  PBS缓冲液清洗透明96孔酶标板每个孔，然后将比色孔和用于检测待

测样品的检测孔中加入制得的甲基苯丙胺包被抗原，然后将其在室温中孵化，将96孔板沥

干后，使用PBST溶液清洗，干燥，再在每孔内加入1%BSA的PBS溶液封闭非特异性结合点位；

(2)  然后比色孔中加入CdSe/ZnS  QDs标记的甲基苯丙胺抗体溶液，再加入系列梯度浓

度的游离甲基苯丙胺溶液，将每个孔用10  mM  PBS缓冲液定容至100 μL，然后96孔板放入37

℃的烘箱中孵化，作为比色法样品；

(3)  将液态待测样品与等体积的CdSe/ZnS  QDs标记的甲基苯丙胺抗体溶液加入检测

孔中，通过目测荧光强度并和比色孔中的荧光强度比较从而确定待测样品中甲基苯丙胺的

浓度；

其中，步骤（1）中甲基苯丙胺包被抗原的制备过程如下：

(a)  甲基苯丙胺半抗原的制备：以二氯甲烷或丙酮为溶剂，称取琥珀酸酐与甲基苯丙

胺，在碳酸钾的催化作用下，55~65℃加热搅拌至反应完全，薄层色谱分离，所得琥珀酰甲基

苯丙胺即为甲基苯丙胺半抗原；

(b)  甲基苯丙胺包被抗原的制备：以EDC和NHS为催化剂，将甲基苯丙胺半抗原和卵清

蛋白进行反应得到甲基苯丙胺包被抗原。

2.根据权利要求1所述检测甲基苯丙胺的方法，其特征在于，所述步骤(a)的具体过程

如下：取甲基苯丙胺溶于二氯甲烷或丙酮中，混合均匀后加入K2CO3，加热至55~65℃搅拌10~
30  min，再加入琥珀酸酐，55~65℃搅拌反应至完全，经琥珀酰甲基苯丙胺将反应体系全部

转移至离心管内，向离心管内加入二氯甲烷并离心保留上层清液，重复此操作2~3次，再次

利用薄层层析法将琥珀酰甲基苯丙胺与其他物质分离，琥珀酰甲基苯丙胺与其他反应物质

分离时所使用的展开剂为二氯甲烷，制得琥珀酰甲基苯丙胺的二氯甲烷溶液，将琥珀酰甲

基苯丙胺的二氯甲烷溶液加热结晶，制得琥珀酰甲基苯丙胺晶体，甲基苯丙胺、K2CO3和琥珀

酸酐的摩尔比为1:(145~150):50。

3.根据权利要求1所述检测甲基苯丙胺的方法，其特征在于，所述步骤(b)的具体过程

如下：

将1.7  mg琥珀酰甲基苯丙胺晶体溶于0.5  mL的双蒸水中，完全溶解后，加入2.4  mg 

EDC·HCl标记为A溶液；

将1.3  mg卵清蛋白溶于0.5  mL的双蒸水，记为B溶液；

用0.1  mol/L  HCl溶液将B溶液的pH调节至4.0，再将A、B溶液混合，加入1  mg  NHS室温

搅拌20~40  min后，4℃下搅拌过夜，用10  mM  PBS缓冲液透析、离心、浓缩，即得。

4.根据权利要求1所述检测甲基苯丙胺的方法，其特征在于，1号孔不加游离的甲基苯

丙胺最为对照组，2号孔中游离的甲基苯丙胺的浓度为1000 μg/mL，3号孔中游离的甲基苯

丙胺的浓度为100 μg/mL，4号孔中游离的甲基苯丙胺的浓度为10 μg/mL，5号孔中游离的甲

基苯丙胺的浓度为1 μg/mL，6号孔中游离的甲基苯丙胺的浓度为100  ng/mL，7号孔中游离

的甲基苯丙胺的浓度为10  ng/mL，8号孔中游离的甲基苯丙胺的浓度为1  ng/mL，9号孔中游

离的甲基苯丙胺的浓度为0.1  ng/mL，10号孔中游离的甲基苯丙胺的浓度为0.01  ng/mL。

5.根据权利要求1所述检测甲基苯丙胺的方法，其特征在于，所述CdSe/ZnS  QDs标记的

甲基苯丙胺抗体溶液的制备过程如下：避光条件下，取20.5 μL、浓度为8 μM羧基化水溶性
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CdSe/ZnS  QDs用10  mM，pH  =  7.4的硼酸缓冲液稀释至1 μM，室温搅拌下，将14 μL甲基苯丙

胺抗体滴加到CdSe/ZnS  QDs的硼酸溶液中混合均匀，搅拌均匀后，将13 μL，10  mg/mL的EDC

溶液滴加到溶液中反应20  min，搅拌下，滴加15 μL，10  mg/mL  NHS溶液，室温下搅拌2  h，反

应结束，将制得的CdSe/ZnS  QDs标记的甲基苯丙胺抗体用PBS缓冲液透析至少24  h，透析后

浓缩、洗涤、离心，即得，其中，EDC溶液和NHS溶液的溶剂均为10  mM，PH  =  7.4硼酸盐缓冲溶

液。
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一种甲基苯丙胺包被抗原、其制备方法及利用其检测甲基苯

丙胺的方法

技术领域

[0001] 本发明属于毒品检测领域，涉及一种甲基苯丙胺包被抗原、其制备方法及利用其

检测甲基苯丙胺的方法。

背景技术

[0002] 甲基苯丙胺即冰毒，纯白结晶体，晶莹剔透，故被吸毒、贩毒者称为“冰”。对人体中

枢神经系统具有强烈的兴奋作用，且毒性强烈。冰毒的精神依赖性很强，吸食后会产生强烈

的生理兴奋，可造成精神偏执，行为举止咄咄逼人，并引发反社会及性暴力倾向，同时严重

损害内脏器官和脑组织，严重时导致肾机能衰竭及精神失常。其表现有被害妄想、幻觉，多

为幻视，也可能出现听幻觉和触幻觉，严重时引起营养不良、体重减轻、人体免疫力降低、内

脏器官得病率提高。用量稍大即会引起精神失常，使人因强烈的痉挛而死亡。

[0003] 尽管目前常用的用于检测甲基苯丙胺的方法主要有气相色谱‑质谱连用技术，高

效液相色谱法，拉曼光谱等方法应用到毒品检测中，但应用气相色谱‑质谱技术，通常要对

样品采取萃取富集后才能应用，其中用到的有机溶剂会对环境造成二次污染，不适合现场

快速检测；高效液相色谱法设备复杂且繁琐，检测周期长；鉴于以上研究现状，开发新的快

速高效的甲基苯丙胺类物质的检测方法十分必要。由于量子点标记免疫分析技术具有灵敏

度高、特异性强、噪音误差小、速度快、安全无毒、操作简单、便于推广等优点，适合用于建立

对甲基苯丙胺的快速检测方法。

[0004] 量子点标记免疫分析技术是基于新型荧光量子点标记生物抗体与免疫分析技术

相结合，建立一种对甲基苯丙胺快速检测的方法。量子点标记抗体技术最主要的用途就是

在荧光免疫分析技术中的应用，荧光标记抗体后既保持量子点的独特荧光稳定性又保持抗

体对抗原结合的特异性，目前量子点与抗体的偶联方式主要采用EDC/NHS偶联法，将甲基苯

丙胺抗体与羧基化水溶性CdSe/ZnS  QDs偶联；荧光免疫分析技术，是将抗原抗体结合的特

异性与荧光标记技术的灵敏性相结合，并对抗原或抗体进行定性定量分析的一项分析技

术，即为将羧基化水溶性CdSe/ZnS  QDs偶联的甲基苯丙胺抗体与吸附在96孔板上的甲基苯

丙胺包被抗原和待测物共同竞争荧光抗体上的甲基苯丙胺特异性位点，待测物中甲基苯丙

胺含量越高，与荧光标记抗体竞争结合越多，通过与包被抗原结合吸附在96孔板上荧光标

记抗体越少，所测得荧光信号越弱，达到检测甲基苯丙胺的目的，利用量子点标记甲基苯丙

胺抗体作为荧光探针结合免疫分析建立一种新型快速的荧光免疫分析方法。

发明内容

[0005] 本发明的目的在于提供一种通过量子点标记的甲基苯丙胺抗体作为荧光探针结

合免疫分析建立一种新型快速的荧光免疫分析方法。所述方法步骤简单、灵敏度高、特异性

强、误差小、速度快、信号容易收集有助于提高检测限，可以快速准确地检测甲基苯丙胺。

[0006] 本发明基于量子点标记免疫分析的甲基苯丙胺检测的方法，是将人工合成甲基苯
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丙胺半抗原，与卵清蛋白(OVA)偶联形成包被抗原，利用羧基化水溶性CdSe/ZnS  QDs通过

EDC/NHS偶联法使其与甲基苯丙胺抗体偶联，并对偶联物进行表征，评价荧光标记抗体是否

制备成功，以96孔酶标板为固相载体，利用制备荧光标记抗体免疫探针建立荧光免疫竞争

吸附分析法(FLISA)快速检测甲基苯丙胺，并通过研究不同浓度甲基苯丙胺与荧光标记抗

体竞争结合甲基苯丙胺包被抗原导致荧光强度的变化实现对甲基苯丙胺的定性、定量识别

检测。

[0007] 基于上述目的，本发明采取的技术方案是：一种量子点标记的甲基苯丙胺包被抗

原的制备方法，包括如下步骤：

[0008] (1)  甲基苯丙胺半抗原的制备：以二氯甲烷或丙酮为溶剂，称取琥珀酸酐与甲基

苯丙胺，在碳酸钾的催化作用下，55~65℃加热搅拌至反应完全，薄层色谱分离，所得琥珀酰

甲基苯丙胺即为甲基苯丙胺半抗原；

[0009] (2) 甲基苯丙胺包被抗原的制备：以EDC和NHS为催化剂，将甲基苯丙胺半抗原和

卵清蛋白进行反应得到甲基苯丙胺包被抗原(又称为甲基苯丙胺‑OVA)。

[0010] 进一步地，所述步骤(1)的具体过程如下：取甲基苯丙胺溶于二氯甲烷或丙酮中，

混匀后加入K2CO3，加热至55~65℃搅拌10~30  min，再加入琥珀酸酐，55~65℃搅拌反应至完

全，将琥珀酰甲基苯丙胺将反应体系全部转移至离心管内，向离心管内加入二氯甲烷离心

取上层清液并重复此操作2~3次，再次利用薄层层析法将琥珀酰甲基苯丙胺与其他物质分

离，琥珀酰甲基苯丙胺与其他反应物质分离时所使用的展开剂为二氯甲烷，制得琥珀酰甲

基苯丙胺的二氯甲烷溶液，将琥珀酰甲基苯丙胺的二氯甲烷溶液加热结晶，制得琥珀酰甲

基苯丙胺晶体，甲基苯丙胺、K2CO3和琥珀酸酐的摩尔比为1:(145~150):50。

[0011] 进一步地，所述步骤(2)的具体过程如下：

[0012] 将1.7  mg琥珀酰甲基苯丙胺晶体溶于0.5  mL的双蒸水中，完全溶解后，加入2.4 

mg  EDC·HCl标记为A溶液；

[0013] 将1.3  mg卵清蛋白溶于0.5  mL的双蒸水，记为B溶液；

[0014] 用0.1  mol/L  HCl溶液将B溶液的pH调节至4.0，再将A、B溶液混合，加入1  mg  NHS

室温搅拌20~40  min后，4℃下搅拌过夜，用10  mM  PBS缓冲液透析、离心、浓缩，即得。

[0015] 进一步地，所述步骤(3)的具体过程如下：

[0016] 避光条件下，取20.5 μL、8 μM羧基化水溶性CdSe/ZnS  QDs用10  mM、pH  =  7.4的硼

酸缓冲液稀释至1 μM得到CdSe/ZnS  QDs的硼酸溶液，室温搅拌下，将14 μL甲基苯丙胺包被

抗原滴加到CdSe/ZnS  QDs的硼酸溶液中混合均匀，搅拌5  min后，将13 μL、10  mg/mL的EDC

溶液滴加到溶液中反应20  min，搅拌下，滴加15 μL、10  mg/mL  NHS溶液，室温下搅拌2  h，反

应结束，将制得的CdSe/ZnS  QDs标记的甲基苯丙胺抗原用PBS缓冲液透析24  h，透析后浓

缩、洗涤、离心，即得。

[0017] 进一步地，EDC溶液和NHS溶液的溶剂均为10  mM、pH  =  7.4硼酸盐缓冲溶液。

[0018] 上述制备方法制得的甲基苯丙胺包被抗原。

[0019] 上述量子点标记的甲基苯丙胺包被抗原的用途，用于检测甲基苯丙胺的含量。

[0020] 所述检测为荧光免疫吸附分析方法，检测时，以所述CdSe/ZnS  QDs标记的甲基苯

丙胺抗体为荧光探针，甲基苯丙胺包被抗原与被分析物甲基苯丙胺直接竞争具有特异性免

疫反应的甲基苯丙胺抗体。
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[0021] 一种检测甲基苯丙胺方法，包括如下步骤：

[0022] （1）先用10  mM  PBS缓冲液清洗透明96孔酶标板每个孔，然后将比色孔和用于检测

待测样品的检测孔中加入上述制得的甲基苯丙胺包被抗原，然后将其在室温中孵化，将96

孔板沥干后，使用PBST溶液清洗，干燥，再在每孔内加入1%BSA的PBS溶液封闭非特异性结合

点位；

[0023] （2）然后比色孔中加入荧光标记甲基苯丙胺抗体溶液，再加入系列梯度浓度的游

离甲基苯丙胺溶液，将每个孔用10  mM  PBS缓冲液定容至100 μL，然后96孔板放入37℃的烘

箱中孵化，作为比色法样品；

[0024] （3）将液态待测样品与等体积的荧光标记甲基苯丙胺抗体溶液加入检测孔中，通

过目测荧光强度并和比色孔中的荧光强度比较从而确定待测样品中甲基苯丙胺的浓度。

[0025] 进一步地，1号孔不加游离的甲基苯丙胺最为对照组，2号孔中游离的甲基苯丙胺

的浓度为1000 μg/mL，3号孔中游离的甲基苯丙胺的浓度为100 μg/mL，4号孔中游离的甲基

苯丙胺的浓度为10 μg/mL，5号孔中游离的甲基苯丙胺的浓度为1 μg/mL，6号孔中游离的甲

基苯丙胺的浓度为100  ng/mL，7号孔中游离的甲基苯丙胺的浓度为10  ng/mL，8号孔中游离

的甲基苯丙胺的浓度为1  ng/mL，9号孔中游离的甲基苯丙胺的浓度为0.1  ng/mL，10号孔中

游离的甲基苯丙胺的浓度为0.01  ng/mL。

[0026] 所述荧光标记的甲基苯丙胺抗体溶液的制备过程如下：避光条件下，取20.5 μL、

浓度为8 μM羧基化水溶性CdSe/ZnS  QDs用10  mM，pH  =  7.4的硼酸缓冲液稀释至1 μM，室温

搅拌下，将14 μL甲基苯丙胺抗体滴加到CdSe/ZnS  QDs的硼酸溶液中混合均匀，搅拌均匀

后，将13 μL，10  mg/mL的EDC溶液滴加到溶液中反应20  min，搅拌下，滴加15 μL，10  mg/mL 

NHS溶液，室温下搅拌2  h，反应结束，将制得的CdSe/ZnS  QDs标记的甲基苯丙胺抗体用PBS

缓冲液透析至少24  h，透析后浓缩、洗涤、离心，即得，其中，EDC溶液和NHS溶液的溶剂均为

10  mM，PH  =  7.4硼酸盐缓冲溶液。

[0027] 上述检测方法中甲基苯丙胺的检出限为1  ng/mL。

[0028] 硼酸盐缓冲溶液(10  mM，pH  =  7.4)的配制过程如下：取45  mL硼酸溶液(0.2  mol/

L)与5  mL的硼酸盐溶液(0.05  mol/L)混合为0.2  M的硼酸盐缓冲液，将其稀释20倍即为10 

mM的硼酸盐溶液，室温保存；5×PBS溶液(0.05  mol/L，pH  =  7.4)  4℃保存，使用前稀释至1

×PBS  (10  mM)。

[0029] 将荧光标记抗体放置30天后测定荧光强度。新鲜制备的荧光标记抗体与放置一个

月后荧光标记抗体同时对甲基苯丙胺标准溶液检测，荧光信号强度几乎无明显差异，结果

表明，放置一个月后溶液荧光强度及特异性几乎没有显著差异，对甲基苯丙胺的检测方法

无影响，此方法制备的荧光标记抗体稳定性较好。

[0030] 本发明的有益效果：

[0031] (1)  本发明所述方法操作简便、操作步骤简单、节省时间、信号容易收集。

[0032] (2)  本发明所述的甲基苯丙胺抗体和羧基化水溶性CdSe/ZnS  QDs制备方案成熟，

已经商业化，购买方便，制备的甲基苯丙胺包被抗原和荧光标记抗体保存时间长，且每一次

检测的用量少，是一种非常经济的检测方法。

[0033] (3)  本发明方法所得荧光标记抗体的灵敏度高，响应时间较短。
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附图说明

[0034] 图1为甲基苯丙胺‑OVA与OVA荧光发射光谱图

[0035] 图2为量子点与量子点标记的甲基苯丙胺包被抗原的荧光发射光谱图；

[0036] 图3为量子点标记抗体与不同浓度甲基苯丙胺溶液的荧光光谱。

[0037] 图4为量子点标记抗体与甲基苯丙胺中最大发射波长的荧光强度随甲基苯丙胺浓

度的变化。

具体实施方式

[0038] 以下结合附图和实施例对本发明的技术方案做进一步详细说明，但不是对本发明

保护范围的限制。

[0039] 实施例1

[0040] 一种甲基苯丙胺包被抗原的制备方法，包括如下步骤：

[0041] 步骤(1)：甲基苯丙胺半抗原的制备及表征

[0042] 所述的甲基苯丙胺与丁二酸酐的反应通过前期预实验，测定甲基苯丙胺与丁二酸

酐的最佳摩尔比值为1:50，与催化剂K2CO3的最佳摩尔比值为1:149。

[0043] 取1  mg甲基苯丙胺溶于500 μL的二氯甲烷，充分震荡使其混合均匀后加入138  mg 

K2CO3，加热至60℃搅拌二十分钟，再加入33.6  mg的丁二酸酐，保持60℃继续搅拌四小时，琥

珀酰甲基苯丙胺将反应体系全部转移至离心管内，向离心管内加入二氯甲烷离心取上层清

液并重复此操作2~3次，再次利用薄层色谱法将琥珀酰甲基苯丙胺与其他反应物质分离，琥

珀酰甲基苯丙胺与其他反应物质分离时所使用的展开剂为二氯甲烷，制得琥珀酰甲基苯丙

胺的二氯甲烷溶液。甲基苯丙胺半抗原薄层层析鉴定。配置一定浓度的甲基苯丙胺、琥珀酰

甲基苯丙胺溶液(1  mg/mL)，以二氯甲烷：甲醇(v/v  20/1)展开剂，用点样毛细管各取10 μL

同浓度的样品溶液分别点于同一硅胶薄层板上，置于展开剂的展缸内，展开，取出后自然晾

干，放置紫外光365  nm波长下检视。

[0044] 步骤(2)：甲基苯丙胺包被抗原的制备及表征

[0045] 将步骤(1)中的琥珀酰甲基苯丙胺的二氯甲烷溶液加热结晶，制得1.7  mg琥珀酰

甲基苯丙胺再通过卵清蛋白(OVA)为载体蛋白采用EDC/NHS偶联成包被抗原载体蛋白偶联

物，制取甲基苯丙胺包被抗原，并对其进行表征。

[0046] 所述的1.7  mg琥珀酰甲基苯丙胺晶体溶于0.5  mL的双蒸水中，完全溶解后，加入

2.4  mg  EDC·HCl标记为A溶液，将1.3  mg卵清蛋白(OVA)溶于0.5  mL的双蒸水，记为B溶液，

用0.1  mol/L  HCl溶液将B溶液的pH调节至4.0，再将A、B溶液混合，加入1  mg  NHS室温搅拌

30  min后，4℃下磁力搅拌过夜，用1×PBS  (10  mM  PBS缓冲液)透析三天除去未反应的小分

子甲基苯丙胺半抗原，每隔24  h更换一次1×PBS  (10  mM  PBS缓冲液)，将反应体系放入超

滤浓缩管中，在5000  r/min条件下离心10  min浓缩至100 μL，获得浓度为2.6  mg/mL纯净甲

基苯丙胺包被抗原，将步骤(2)中反应体系完全取出定容至500 μL用荧光分光度计在230 

nm的激发波长、240  nm/min的扫描速度下测定荧光强度，相同测定条件下与等浓度等体积

的OVA溶液荧光强度作对比，如图1所示：

[0047] 图1中所用纯OVA溶液与琥珀酰甲基苯丙胺溶液浓度均为2.4  mg/mL，500 μL。与纯

OVA溶液最大发射波长328  nm相比制备的琥珀酰THC‑OVA在最大发射峰处有明显蓝移，这种
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蓝移是由于琥珀酰甲基苯丙胺与OVA成功偶联所引起的。

[0048] 确定其是否为甲基苯丙胺包被抗原，确定后放置于4℃下避光储存，分装待用。

[0049] 步骤(3)：CdSe/ZnS  QDs标记的甲基苯丙胺抗体的制备及表征

[0050] 避光条件下，取20.5 μL羧基化水溶性CdSe/ZnS  QDs(由武汉伽源量子点技术开发

公司购买,浓度为8 μM)用硼酸缓冲液(10  mM，pH7.4)稀释至1 μM，室温搅拌下，将14 μL甲

基苯丙胺抗体(Bispacific公司  CAT：A5719，  CONC：11.16  mg/mL)滴加到CdSe/ZnS  QDs溶

液中混合均匀(搅拌速度不易过快，将搅拌速度设置为600~1000  r/min以不产生气泡为

准)。搅拌5  min后，调低搅拌速度至300  r/min，将13 μL的EDC溶液(浓度为10  mg/mL，溶剂

为10  mM、pH7.4硼酸盐缓冲)滴加到溶液中反应20  min。在磁力搅拌下，滴加15 μL  NHS溶液

浓度为(10  mg/mL，溶剂为10  mM、pH7.4硼酸盐缓冲，)，室温下搅拌2  h，反应结束，将CdSe/

ZnS  QDs标记的甲基苯丙胺抗体用1×PBS缓冲液透析24  h除去过量的QDs。透析后，用超滤

浓缩管以12000  rpm将溶液浓缩至原体积十分之一（浓缩比不小于10），浓缩后加入1×PBS

缓冲液离心洗涤3  min，洗涤后的产物复溶于PBS缓冲液中，  12000  rpm离心3  min除团聚。

将CdSe/ZnS  QDs标记甲基苯丙胺抗体保存于4℃黑暗条件下备用（浓度为0.78  mg/mL）。

[0051] QDs标记甲基苯丙胺抗体的表征：将CdSe/ZnS  QDs标记抗体的激发波长固定在365 

nm，扫描其溶液以确定最大发射波长在523  nm。如图2所示：

[0052] 与CdSe/ZnS  QDs最大发射波长520  nm相比制备的荧光标记抗体在最大发射峰处

有明显红移，这种红移可能是由量子尺寸效应引起的：量子点的表面与抗体偶联修饰，可降

低非辐射跃迁的概率。偶联后，量子点偶极作用增强及斯托克位移到增大。与量子点的发射

峰相比，所制备荧光标记抗体的最大半峰宽没有明显的变化。也可得出结论，制备过程没有

引起量子点的聚集、分散和不规则分布，基于量子点和免疫分析技术建立甲基苯丙胺检测

方法的研究荧光强度无明显变化，且量子点和量子点与甲基苯丙胺抗体物理混合溶液移动

速度无明显差异，说明甲基苯丙胺抗体物理混合溶液不含偶联物，但荧光标记抗体的迁移

率较小，移动速度较慢，可能由于量子点与抗体偶联引起尺寸的增加而造成，量子点与甲基

苯丙胺抗体偶联效率增加，迁移速度会更慢。

[0053] 所述的甲基苯丙胺抗体和羧基化水溶性CdSe/ZnS  QDs可购买获得，其中羧基化水

溶性CdSe/ZnS  QDs:EDC:NHS的最佳比值根据Sheng‑Mei  Wu等研究选取不同物质的量比例

的羧基化水溶性CdSe/ZnS  QDs:EDC:NHS  (1:2000:8000，1:4000:8000，1:6000:8000，1:

8000:8000，1:4000:4000，1:4000:6000和1:4000:10000)，在其他相同偶联条件下，将CdSe/

ZnS  QDs与抗体偶联，用多功能酶标仪测定不同比例偶联物荧光强度，观察荧光稳定性，采

用FLISA检测不同浓度的甲基苯丙胺，确定EDC/NHS最佳比例，当QDs:EDC:NHS的比例为1:

2000:8000时，偶联物相对荧光强度最大，QDs:EDC:NHS的比例为1:4000:8000时比1:2000:

8000时偶联物更稳定，采用FLISA检测甲基苯丙胺更稳定，灵敏度较高。因此，选取1:4000:

8000的偶联物用于实验。将荧光标记抗体放置30天后测定荧光强度。新鲜制备的荧光标记

抗体与放置一个月后荧光标记抗体同时对甲基苯丙胺标准溶液检测，荧光信号强度几乎无

明显差异，结果表明，放置一个月后溶液荧光强度及特异性几乎没有显著差异，对甲基苯丙

胺的检测方法无影响，此方法制备的荧光标记抗体稳定性较好。

[0054] 步骤(4)：将操作(2)中浓缩后的甲基苯丙胺包被抗原(2.6  mg/mL)固相吸附在透

明96孔酶标板上，1%  BSA封闭非特异性位点，加入50 μL浓度为0.78  mg/mL的CdSe/ZnS  QDs
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标记甲基苯丙胺抗体与等量待测物加入后，吸附在96孔板上的甲基苯丙胺包被抗原与待测

物共同竞争荧光抗体上的甲基苯丙胺特异性位点，待测物中甲基苯丙胺含量越高，与荧光

标记抗体竞争结合越多，通过与抗原结合吸附在96孔板上荧光标记抗体越少，所测得荧光

信号越弱，达到检测甲基苯丙胺的目的。

[0055] 所述的透明96孔板在实验前用1×PBS溶液清洗每个孔，然后将A行1~10孔各个孔

中加入50 μL操作(2)中甲基苯丙胺包被抗原，然后将其在室温中孵化2~4h，将96孔板沥干

后，使用PBST溶液(0.01  mol/L  PBST  pH7.4  包含0.05%  Tween  20)清洗三次，然后干燥。再

在每孔内加入50 μL  1%BSA的1×PBS置于室温中1  h，封闭非特异性结合点位，然后在A行1~
10号孔每孔加入10 μL的操作(3)中浓度为0.78  mg/mL的CdSe/ZnS  QDs标记甲基苯丙胺抗

体溶液，再加入不同浓度的游离甲基苯丙胺溶液，将每个孔用1×PBS溶液定容至100 μL，  1

号孔不加游离的甲基苯丙胺最为对照组，2号孔中游离的甲基苯丙胺的浓度为1000 μg/mL，

3号孔中游离的甲基苯丙胺的浓度为100 μg/mL，4号孔中游离的甲基苯丙胺的浓度为10 μ

g/mL，5号孔中游离的甲基苯丙胺的浓度为1 μg/mL，6号孔中游离的甲基苯丙胺的浓度为

100  ng/mL，7号孔中游离的甲基苯丙胺的浓度为10  ng/mL，8号孔中游离的甲基苯丙胺的浓

度为1  ng/mL，9号孔中游离的甲基苯丙胺的浓度为0.1  ng/mL，10号孔中游离的甲基苯丙胺

的浓度为0.01  ng/mL，然后96孔板放入37℃的烘箱中，孵化两小时，得到比色样品。

[0056] 待测物中甲基苯丙胺含量越高，与荧光标记抗原竞争结合越多，通过与抗体结合

吸附在96孔板上荧光标记抗原越少，所测得荧光信号越弱，达到检测甲基苯丙胺的目的，本

实验中，在最佳条件下，测得甲基苯丙胺浓度范围内荧光强度，在甲基苯丙胺浓度为呈现良

好的线性关系，如图3所示：

[0057] 红线代表1号孔不加游离的甲基苯丙胺测得的荧光强度，测得检出最低限度为1 

ng/mL，在甲基苯丙胺0.1  ng/mL范围内程较好的线性关系(y  =  421.255‑15.7415x)，如图4

所示：

[0058] 以1  mg/L浓度的甲基苯丙胺在相同条件下重复五次检测，测得相对标准偏差为

7.0%。

[0059] 实施例2：

[0060] 检测液的制备：检测液的制备与实施例1步骤(3)中制备羧基化水溶性CdSe/ZnS 

QDs标记抗体溶液相同

[0061] 比色法样品的制备：比色皿的制备即为步实施例1步骤(4)中所使用过的96孔板回

收，并标记每个孔内的甲基苯丙胺浓度，分别将浓度为1000 μg/mL、100 μg/mL、10 μg/m1、1 

μg/mL、100  ng/mL、10  ng/mL、1  ng/mL的孔依次记为1到7号，其中空白对照组记为0号

[0062] 将实施例1操作(2)中甲基苯丙胺包被抗原(2.6  mg/mL)固相吸附在透明96孔板

上，1%BSA封闭非特异性位点。

[0063] 用上述96孔板吸附免疫测定甲基苯丙胺的操作步骤如下

[0064] （1）待测物的基本情况：某娱乐会所酒水饮料中，经缉毒民警用其最常用的冰毒检

测试纸检测结果为甲基苯丙胺阳性。

[0065] （2）将酒水饮料12000  pm离心10  min后，取100 μL的待测样品与100 μL检测液混

合加入分析皿96孔板中，放置室温内，孵化2  h，目测该孔的荧光信号强度并于比色皿中的

荧光强度比较，荧光强度在4号和5号之间，即甲基苯丙胺浓度大致在1 μg/mL到100  ng/mL
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之间，求得酒水饮料中甲基苯丙胺的含量。

[0066] （3）验证本实施例检测的真实性：以气相色谱‑质谱联用技术(GC/MS)和固相萃取

技术(SPE)相结合测得酒水饮料中甲基苯丙胺含量为137.52  ng/mL，与本发明测得的结果

一致。

[0067] 实施例3：

[0068] 按照实施例2的方法制备比色皿和分析皿。

[0069] (1)  用上述96孔板吸附免疫测定甲基苯丙胺的操作步骤如下

[0070] (2)  待测人(甲)的基本情况：性别男，年龄28岁，饮用过实施例1中某娱乐会所的

酒水饮料，其尿液经冰毒验尿板检测结果为甲基苯丙胺阳性。

[0071] 将甲的尿液12000  pm离心10  min后，取100 μL的待测样品与100 μL检测液混合加

入分析皿中96孔板中，放置室温内，孵化2  h，目测该孔的荧光信号强度并于比色皿中的荧

光强度比较，荧光强度在4号和5号之间，即甲基苯丙胺浓度大致在1 μg/mL到100  ng/mL之

间，求得酒水饮料中甲基苯丙胺的含量。

[0072] (3)  验证本实施例检测的真实性：以气相色谱‑质谱联用技术(GC/MS)和固相萃取

技术(SPE)相结合测得酒水饮料中甲基苯丙胺含量为293.4  ng/mL，与本发明测得的结果一

致。

[0073] 实施例4：

[0074] 按照实施例2的方法制备比色皿和分析皿。

[0075] 用上述96孔板吸附免疫测定甲基苯丙胺的操作步骤如下

[0076] (1)  待测人(乙)的基本情况：性别女，年龄31岁，饮用过实施例1中某娱乐会所的

酒水饮料，其尿液经冰毒验尿板检测检测结果为甲基苯丙胺阳性。

[0077] (2)  将乙的尿液12000  pm离心10  min后，取100 μL的待测样品与100 μL分析液混

合加入分析皿中96孔板中，放置室温内，孵化2  h，目测该孔的荧光信号强度并于比色皿中

的荧光强度比较，荧光强度在5号和6号之间，即甲基苯丙胺浓度大致在100  ng/mL到10  ng/

mL之间，求得酒水饮料中甲基苯丙胺的含量。

[0078] (3)  验证本实施例检测的真实性：以气相色谱‑质谱联用技术(GC/MS)和固相萃取

技术(SPE)相结合测得乙的尿液中乙基苯丙胺含量为56.71  ng/mL，与本发明测得的结果一

致。

[0079] 实施例5：

[0080] 按照实施例2的方法制备比色皿和分析皿。

[0081] 用上述96孔板吸附免疫测定甲基苯丙胺的操作步骤如下

[0082] (1)  待测人(丙)的基本情况：性别女，年龄35岁，饮用过实施例1中某娱乐会所的

酒水饮料，其尿液经冰毒验尿板检测结果为甲基苯丙胺阴性。

[0083] (2)  将丙的尿液12000  pm离心10  min后，取100 μL的待测样品与100 μL检测液混

合加入分析皿中96孔板中，放置室温内，孵化2  h，目测该孔的荧光信号强度并于比色皿中

的荧光强度比较，荧光强度在5号和6号之间，即甲基苯丙胺浓度大致在100  ng/mL到10  ng/

mL之间，求得酒水饮料中甲基苯丙胺的含量。

[0084] (3)  验证本实施例检测的真实性：以气相色谱‑质谱联用技术(GC/MS)和固相萃取

技术(SPE)相结合测得乙的尿液中乙基苯丙胺含量为13.2  ng/mL，与本发明测得的结果一
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致。

[0085] 实施列6：

[0086] 按照实施例2的方法制备比色皿和分析皿。

[0087] 用上述96孔板吸附免疫测定甲基苯丙胺的操作步骤如下

[0088] (1)  待测人(丁)的基本情况：性别男，年龄26岁，饮用过实施例1中某娱乐会所的

酒水饮料，其尿液经冰毒验尿板检测结果为甲基苯丙胺阴性。

[0089] (2)  将丙的尿液12000  pm离心10  min后，取100 μL的待测样品与100 μL检测液混

合加入分析皿中96孔板中，放置室温内，孵化2  h，目测该孔的荧光信号强度并于比色皿中

的荧光强度比较，荧光强度在5号和6号之间，即甲基苯丙胺浓度大致在10  ng/mL到1  ng/mL

之间，求得酒水饮料中甲基苯丙胺的含量。

[0090] (3)  验证本实施例检测的真实性：以气相色谱‑质谱联用技术(GC/MS)和固相萃取

技术(SPE)相结合测得乙的尿液中乙基苯丙胺含量为7.18  ng/mL，与本发明测得的结果一

致。

[0091] 上述实施列并非是对本发明的限制，本发明并非仅限于上述实施列，只要符合本

发明要求，均属于本发明的保护范围。
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图3
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