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新型乙肝压电免疫传感器的研制
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� � 摘 � 要:通过自组装半胱胺在压电石英金电极上, 用缩合剂 ( EDC和 NH S)将羧基化碳纳米管和

乙肝表面抗体连接到半胱胺膜,构建乙肝表面抗原的一种新的生物压电免疫传感器。传感器的灵敏

度为 17�268H z/ ( �g /mL) ,线性范围为 0�05 �g /mL- 15 �g /mL,并能实时检测。
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引 言

中国是乙肝的多发地区,乙肝病毒 (HBV )感染者约

1�2亿人,占全世界患者的一半,乙肝病毒的病原体具有

一定的传染性,还可导致患者出现肝硬化,甚至肝癌,因

此, HBV标记物的早期、准确、定量检测非常重要。近年

来, 随着检测技术的不断发展, 乙肝血清标记物的检测

也在不断改进。目前常用的检测技术有: 酶联免疫测

定
[ 1]
、荧光免疫测定

[ 2]
、电化学免疫测定

[ 3]
、聚合酶链反

应 ( PCR )技术
[ 4]
、基因芯片技术

[ 5]
和压电检测

[ 6]
等。

碳纳米管良好的导电性、催化活性和大的比表面

积,并具有降低过电位能力和对生物物质的吸附能力强

等特点
[ 7]
, 现已广泛用于各种生物传感器,如 DNA传感

器
[ 8�9]
、酶传感器

[ 10�11]
和免疫传感器

[ 12�13]
等。

本文利用碳纳米管比表面积大、吸附能力强的特

性, 在石英金电极表面自组装一层半胱胺, 再通过缩合

剂 ( EDC和 NH S)交联羧基化碳纳米管和乙肝抗体并连

接到半胱胺膜上,研制成一种新的乙肝表面抗原压电免

疫传感器。

1 实验部分

1. 1 实验试剂

乙肝表面抗原抗体 (HBsAb) (上海科华生物工程公

司 );乙肝表面抗原抗原 (HBsAg) (上海科华生物工程公

司 );多壁碳纳米管 (MWCNTs) (中科院成都有机所 ); 1

-乙基 - 3- ( 3-甲基氨丙基 )碳二亚胺盐酸盐 ( EDC )

(上海延长生化科技发展有限公司 ); N -羟基琥珀酰亚

胺 (NH S) (上海延长生化科技发展有限公司 ) ; K2HPO4

(广东汕头金砂化工厂 ); NaH2PO4 (中国成都化学试剂

厂 ); N aC l(成都金山化学试剂有限公司 ); 半胱胺 (济南

汇博应用化学研究所有限公司 ) ; HNO3 (重庆川东化工

有限公司 ); N aOH (天津市福晨化学试剂厂 ); H2O2 (国

际集团化学试剂有限公司 ); H2 SO4 (成都金山化学试剂

有限公司 );无水乙醇 (广州化学试剂厂 ) ;实验所用均为

去离子水,药品均为分析纯。

1. 2 实验仪器

压电检测器 [压电谐振电路 (自制 );压电石英晶体

(AT-切, 10 MH z, 镀金, 晶片直径 8 mm, 电极直径 6

mm );数据采集卡 (自制 ) ;计算机 ] ;超声波清洗器 (熊

猫集团南京电子计量有限公司 );微量移液器 (上海求精

生化试剂仪器有限公司 ); pH S- 3C型精密酸度计 (上海

大普仪器有限公司 );氮气干燥室 (自制 )。

1. 3 实验方法

1. 3. 1 石英金电极的前处理

石英金电极在 P iranha溶液 ( 98% H2SO4�30% H2O2

= 3�1, v�v)中浸泡清洗 3m in,丙酮浸泡清洗 3m in,去离

子水清洗 3m in,重复 3次。将处理后的石英金电极在氮

气干燥室下干燥备用。

1. 3. 2 羧基化的多壁碳纳米管的制备



参照文献 [ 14]制备羧基化碳纳米管,干燥后备用。

使用前用 5�0mmol /L EDC和 8�0mmo l/L NHS活化 1 h。

1. 3. 3 传感器体系的建立

将预处理后的石英金电极于 1 mmo l/L半胱胺溶液

中浸泡 16h,使晶体表面自组装形成一层半胱胺膜,取出

用磷酸缓冲液 ( pH = 7�4)洗净,然后滴加 20 �L用 EDC

和 NHS活化后的羧基化碳纳米管于金电极表面上,放置

30 m in,使羧基化碳纳米管与半胱胺膜充分作用,然后用

磷酸缓冲液 ( pH = 7�4)洗去未固定的羧基化碳纳米管,

随后在电极上滴加 20 �L 3mg /mL乙肝表面抗体, 置于

有饱和水蒸气的环境反应 70m in, 使抗体固定于电极上

(图 1)。

图 1 检测系统单元示意图

1. 3. 4 检测方法

在金电极上表面滴加 15 �L 7�5�g /mL乙肝表面抗

原, 采用压电测定频率变化值, 直至频率变化值趋于稳

定 (频率变化值 F< 1H z/m in),记录下频率变化值。

2 结果与讨论

2. 1 羧基化碳纳米管浓度的选择

实验考察了不同浓度的羧基化碳纳米管对传感器

性能的影响,结果如图 2所示。当羧基化碳纳米管的浓

度在 2 mg /mL- 5 mg /mL时,频率变化值随着浓度的增

加而逐渐增大; 当浓度大于 5 m g /mL时,频率变化值随

着浓度的增加反而逐渐减小, 可见, 羧基化碳纳米管的

浓度为 5 mg /mL时,乙肝表面抗原检测频率变化达到峰

值。说明碳纳米管浓度过大时形成位阻,一定程度上阻

碍了抗体与抗原的反应,不利于免疫反应的进行。

图 2 羧基化碳纳米管浓度的选择

2. 2 抗体浓度的选择

实验考察抗体探针浓度对自身固定量的影响,检测

结果可知 (图 3) ,当 HBsAb探针浓度为 3 mg /mL时,频

率变化最大为 145 H z, 故实验中选用抗体探针浓度为 3

mg /mL。

图 3 HB sAb浓度的选择

2. 3 溶液 pH值的选择

在不同的 pH值条件下固定的抗体在相同浓度下发

生免疫反应, 在传感器上得到不同的响应值, 如图 4所

示。结果表明,在 pH值 7�4条件下的抗体,能获得最大

的活性,其反应结合抗原频率变化值最大, 即反应活性

最高。

图 4 H溶液 pH值的选择

2. 4 传感器的再生

每次实验结束之后, 可将石英金电极依次在 1�2

m ol/L NaOH、1�2 m ol/L HC l、丙酮和去离子水中浸泡清

洗 3 m in,重复 3次,可得到更新的晶体。

2. 5 固定时间的选择

活化后的羧基化碳纳米管与石英金电极发生交联,

在 17m in- 35m in时, 频率变化值趋于稳定,超过 35m in

后频率波动较大,表明羧基化碳纳米管在 17m in,已在金

电极表面吸附饱和,超过 35m in时,因自身结构的关系

反而造成不稳定吸附。抗体在电极上的固定化在 70m in

时频率变化值达到峰值,并达到稳定。免疫反应频率变

化的峰值出现在 58m in,并达到稳定,即单个样品检测时

间约为 1h。

2. 6 传感器的稳定稳定时间

将制备好的传感器放入 4! 的冰箱保存, 1周内探

针活性保持大于 95% , 2周内大于 85%。传感器在 1月

内能正常使用。
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2. 7 碳纳米管在传感器中的作用

在上述优化的实验条件下, 测定一系列不同浓度

( c)的抗原,得到频率变化值  F,绘制 F- c校正曲线

(图 5)。结果表明,抗原溶液在 0�05 �g /mL- 15�g /mL

与传感器的响应频率变化值成线性关系,回归方程为 y

= 17�268x+ 8�6976,相关系数为 0�9954。在低浓度下,

抗体和抗原受非特性结合的影响, 会偏离直线;在高浓

度下,可结合的位点趋于饱和也会偏离直线。

图 5 H免疫反应响应频率值与抗原浓度的校准曲线

在同等实验条件下,比较进行羧基化碳纳米管修饰

与不进行羧基化碳纳米管修饰的 2种传感器的灵敏度,

图 6为用 2种传感器检测浓度为 7�5 �g /mL的样品的

实时响应图。由图 6可以看出, 未修饰羧基化碳纳米管

的传感器的响应峰值为 113 H z, 而修饰羧基化碳纳米管

的传感器的响应峰值为 145 H z。这是因为碳纳米管有

大的比表面积和生物亲和性,固定的抗体量大且抗体活

性高, 使得与抗体反应的抗原的量大,从而显著提高了

检测灵敏度。

图 6 加入碳纳米管 ( b)与未加入碳纳米管

( a)实时检测 HbsAg的频率变化值比较

3 结论

半胱胺自组装到石英金电极的表面用于固定羧基

化碳纳米管,从而构建了半胱胺 -羧基化碳纳米管生物

压电传感器,用于乙肝表面抗原的检测,具有重要的实

际意义。经过优化的生物压电传感器检测乙肝表面抗

原是切实可行的, 与未加碳纳米管的传感器比较, 半胱

胺 -羧基化碳纳米管压电传感器检测范围更广、灵敏度

更高,能够实现实时检测,具有临床应用价值。
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S tudy on a New HBV P iezoe lectric Imm unosensor

QIAO Kang�quan, WU Yong�q iang
( School ofM aterial and Chem ical Eng ineering, Sichuan University of Sciences& Engineering, Z igong 643000, Ch ina)

Abstrac:t Cysteam ine was mi mobo ilized on the go ld electrode�s surface of 10 MH z quartz AT�cut crystal by self�assem �

bled, the anti�HbsAg antibody and cysteam ine film were linked w ith the carbonylic carbon nanotubes and concentration agent

( EDC and NH S) . A new piezoelectric mi munosensor for HBsAg was constructed. The results show ed that the sens itivity w as

17�268H z/ ( �g /m l) and the linear range was 0�05�g /m l�15 �g /m .l

Key words: piezoelectric mi munosensor; carbon nanotubes; HBsAg
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S tudy on F luorescence Spectra o f Four Q uino lones

WANG Ying

( School ofChem ical and Pharmaceutical Engineering, Sichuan Univers ity of Science& Eng ineering, Z igong 643000, China)

Abstrac:t Quino lones are w idely used in cure infectious diseases. The fluorescence spectra o f the four qu inolones have

been studied in this paper. Geom etric conf igurat ions o f the four quino lones have been optmi ized by DFT m ethods B3LYP /6�

31g of quantum chem istry. There is no mi ag inary frequency in vibrational analysis. Their fluorescence spectra have also been

calculated by C IS /6�31g. The results of calculat ion are essentially consistentw ith expermi ental values.

Key words: Quinolones; quantum chem istry; fluorescence spectra
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