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(57)摘要

本发明涉及了一种光热及免疫功能化脂质

体构建的便携式热成像免疫分析方法，属于传感

仪器构建及生物化学分析技术领域。本发明首先

以Ti3C2量子点作为光热信标分子，脂质体作为

装载容器，制备了光热功能化脂质体，再结合免

疫分子，实现光热脂质体的免疫功能化，最后在

设计的便携式热成像分析装置中利用免疫反应

实现对目标物的特异性识别。在808 nm红外光激

发下，免疫探针引入的光热脂质体能够高效转化

光能为热能，使得检测系统的温度升高。升高的

温度可以通过便携式红外热成像摄像头监测，从

而实现对目标物的定量检测。该方法设备简单，

便于携带，操作简单，为便携式检测提供了一种

简单、灵敏且稳定的方法。
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1.一种基于光热及免疫功能化脂质体构建的便携式热成像免疫分析方法，其特征在

于：所述方法包括如下步骤：

步骤S1  Ti3C2量子点的合成；

步骤S2 光热脂质体免疫功能化探针的设计；

步骤S3  便携式热成像免疫分析装置的构建；

步骤S4  免疫反应的构建：在高亲和12孔酶标板上形成抗体-抗原-纳米探针免疫夹心

结构；

步骤S5  输出温度信号检测。

2.根据权利要求1所述的一种基于光热及免疫功能化脂质体构建的便携式热成像免疫

分析方法：步骤S1  所述的Ti3C2量子点的合成是通过氢氟酸刻蚀Ti3AlC2前驱体，并用四甲

基氢氧化铵进行剥离而成；制备的Ti3C2量子点直径为1-5  nm，厚度为1-2  nm。

3.根据权利要求1所述的一种基于光热及免疫功能化脂质体构建的便携式热成像免疫

分析方法，其特征在于：步骤S2所述的光热脂质体免疫功能化探针是通过薄膜分散法将

Ti3C2量子点装载进入脂质体中，并通过戊二醛交联法将前列腺特异性抗体PSA-173连接在

光热脂质体表面制得。

4.根据权利要求1所述的一种基于光热及免疫功能化脂质体构建的便携式热成像免疫

分析方法，其特征在于：步骤S2制备的光热脂质体免疫功能化探针大小为190-210  nm；包裹

的量子点数量为400-500；连接的前列腺特异性抗体PSA-173数量为700-800。

5.根据权利要求1所述的一种基于光热及免疫功能化脂质体构建的便携式热成像免疫

分析方法，其特征在于：步骤S3所述的便携式热成像免疫分析装置由808  nm的红外光源、便

携式测试箱、检测池以及便携式红外热成像摄像头FLIR  one组装而成；便携式测试箱由3D

打印机制得。

6.根据权利要求1所述的一种基于光热及免疫功能化脂质体构建的便携式热成像免疫

分析方法，其特征在于：步骤S4  中酶标板为分析装置中的检测池；检测识别过程依靠形成

抗体-抗原-纳米探针夹心型免疫复合物实现。

7.根据权利要求1所述的基于光热及免疫功能化脂质体构建的便携式热成像免疫分析

方法，其特征在于：步骤S4  过程具体为：在12孔高亲和板中加入捕获抗体20-80 μL过夜封

闭，再依次加入目标检测物20-80 μL、纳米探针20-80 μL来形成抗体-抗原-抗体夹心型免

疫复合物孵化30  min。

8.根据权利要求1所述的一种基于光热及免疫功能化脂质体构建的便携式热成像免疫

分析方法，其特征在于：步骤S5具体为：通过脂质体外层修饰的免疫分子特异性识别目标

物，并将探针固定于酶标板中，在808纳米的红外光激发下，脂质体内装载的Ti3C2量子点将

光能转化为热能，使得检测系统内的温度上升，并使用便携式红外热成像摄像头读取温度

信号变化来定量目标物浓度，最后实现便携式热成像免疫分析。

9.根据权利要求8所述的一种基于光热及免疫功能化脂质体构建的便携式热成像免疫

分析方法，其特征在于：所述的808纳米的红外光输出功率为1.5  W/cm-2,  光照时间为300 

s。
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一种基于光热及免疫功能化脂质体构建的便携式热成像免疫

分析方法

技术领域

[0001] 本发明涉及了一种光热及免疫功能化脂质体构建的便携式热成像免疫分析方法，

属于传感仪器构建及生物化学分析技术领域。

背景技术

[0002] 随着社会的发展，环境监测，食品安全和疾病诊断越来越受到人们的重视，已经建

立了许多基于光学、色谱、质谱以及电化学的检测方法，这些检测方法具有准确、灵敏、稳定

等优点。但是，设备昂贵和操作复等原因限制其在快速检测及日常生活检测等方面的进一

步应用，尤其是在偏远地区。因此，设计一种设备简单、易于操作、稳定实用的检测方法是具

有重要意义的。

[0003] 光热转换作为一种常见的物理现象，在生活的许多方面都有应用。在光照过程过

程中，有许多材料都可以将光能转化为热能。而在这些材料中，Ti3C2量子点在808  nm红外光

激发下有着高效的光热转换率以及无毒无害等性质。同时，该量子点容有微小的尺寸和良

好的耐盐性，是一种十分适合应用于生物分析领域的材料。在许多现有的以温度作为传感

的检测信号的便携式生物分析中，纳米金和四氧化三铁纳米粒子等作为传统的作为光热信

标分子通常被用来作为产生光热信号的信标分子，但生物相容性差以及光热转换效率不高

的问题限制了温度式传感在便携式生物分析领域的进一步应用。近些年来，通过将信标分

子装载进脂质体中形成一种具备良好生物相容性的材料，并实现信标分子的释放与富集，

提高信标分子的利用效率，在生物医药，生物成像以及生物分析等方面有许多研究。为了提

高便携式传感器的灵敏度，信号生成来源和信号检测装置是其中最重要的两点。基于以上

内容，构建一种基于光热及免疫功能化脂质体应用于温度式的便携式热成像免疫生物分析

方法能够有效得提高检测的灵敏度和准确性。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于提供一种光热及免疫功能化脂质体的制备方法，并结合抗原抗

体免疫反应来构建便携式热成像免疫传感器。其技术原理是通过在免疫探针上引入Ti3C2量

子点将808  nm的红外光转变为热，提高的温度能够被便携式红外热成像摄像头监测。当没

有目标物时，检测系统内光热信标分子少，温度增加较小；当目标物存在时，检测系统内光

热信标分子增加，温度增加变大；温度的变化与目标物浓度在一定范围内成正相关，且可以

通过便携式红外热成像摄像头来实现快速便携的定量检测。

[0005] 为实现上述目的，本发明采用的技术方案如下：

一种光热及免疫功能化脂质体构建的便携式热成像免疫分析方法，包含以下步骤：

步骤S1  Ti3C2量子点的合成：取0.5  g  Ti3AlC2粉末作为前驱体加入到质量分数为48%

的氢氟酸进行20小时的刻蚀反应，反应后的沉淀用去离子水洗涤至中性。取0.1g上述制备

的产物加入到20  mL质量分数为25%的四甲基氢氧化铵水溶液中进行24小时的剥离反应。将
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反应产物洗至中性，并以质量比为1:150的比例溶于水中。在氩气氛围的保护下，将混合溶

液进行20小时的水浴超声，超声后混合液通过不同转速的离心分离上清液，并将取得的上

清液在4℃中保存备用。

[0006] 步骤S2光热脂质体免疫功能化探针的设计：

步骤S21将二棕榈酰磷脂酰胆碱（DPPC）、胆固醇和二棕榈酰基磷脂酰乙醇胺（DPPE）以

10:10:1的摩尔比混合于氯仿（2.0-4.0  mL）中。在通入氮气除氧并超声溶解后，将混合液置

于烧瓶底部，在45℃下进行旋转蒸发直至烧瓶底部形成一层薄膜。

[0007] 步骤S22随后,  加入1.0-4.0  mL包含5mg/mL  Ti3C2量子点的磷酸缓冲盐溶液（10 

mM,  pH=7.4)，并在45℃下快速旋转直至烧瓶底部薄膜剥离；将混合溶液用探头超声法在冰

水浴中超声生成单室脂质体，超声时间10min。

[0008] 步骤S23将所得脂质体混合液再进行冰水浴超声，超声时间20min，并利用注射器

将脂质体混合液挤压通过孔径为0.44  µm的聚碳酸酯薄膜以除去大颗粒脂质体。随后使用

截留分子量为100  KDa的透析袋进行纯化以去除未被装载的Ti3C2量子点。

[0009] 步骤S24取纯化后的光热功能化脂质体（2.0  -4 .0mL）缓慢滴入3  mL质量分数为

2.5%的戊二醛水溶液中，于25℃下进行孵育反应。孵育1小时后，通过截留分子量为100KDa 

透析袋进行透析纯化除去未连接的戊二醛。

[0010] 步骤S25随后将透析后的混合液加入1.0-3.0  mL包含0.05wt% 吐温-20、检测抗体

（PSA-173）的磷酸缓冲盐溶液(10  mM,  pH=7.4)中，并在4℃下孵育1  小时，之后再取1.0  mL

包含10mg/mL牛血清蛋白的磷酸缓冲盐溶液(10  mM,  pH=7.4)  进行封闭。最后混合液通过

葡聚糖凝胶  G-100层析柱进行分离提纯，所得光热及免疫功能化的脂质体探针置于4℃环

境下保存备用。

[0011] 步骤S3便携式热成像免疫分析装置的构建：根据建模软件设计的模型利用3D打印

机制备测试用的便携式测试箱，激发光源和检测池支架。在光路入口处安装808  nm的红外

光源，并将便携式红外热成像摄像头插入手机中作为检测系统热信号读取装置。移动测试

箱侧面的检测池支架使得光源对准测试箱体内的检测池侧面中部，且检测池圆心位置对准

正上方的数据读取窗口位置。

[0012] 步骤S4免疫反应的构建：首先在12孔高亲和板中加入捕获抗体(20-80 μL)过夜封

闭，再依次加入目标检测物(20-80 μL)、步骤S2获得的功能化脂质体纳米探针(20-80 μL)

来形成抗体-抗原-抗体夹心型免疫复合物孵化30  min，用磷酸缓冲溶液洗涤后，再加入磷

酸缓冲溶液（50-100 μL）洗涤。打开808  nm 的红外光源对检测池进行照射。

[0013] 步骤S5输出温度信号检测：通过脂质体外层修饰的免疫分子特异性识别目标物，

并将探针固定于酶标板中，在808纳米的红外光激发下，脂质体内装载的Ti3C2量子点将光

能转化为热能，使得检测系统内的温度上升，并使用便携式红外热成像摄像头读取温度信

号变化来定量目标物浓度，最后实现便携式热成像免疫分析。

[0014] 更具体的，

步骤S1中所述的制备的Ti3C2量子点的横向尺寸大小为1-5  nm，厚度为1-2  nm。

[0015] 步骤S2中所述的光热脂质体免疫功能化探针的制备过程如图2所示。步骤S2制备

的光热脂质体免疫功能化探针大小为190-210  nm；包裹的量子点数量为400-500；连接的前

列腺特异性抗体PSA-173数量为700-800。
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[0016] 步骤S3中所述的便携式热成像免疫分析装置的实物图如图3所示；检测箱内部结

构与尺寸如图4所示。

[0017] 步骤S3中所述的808  nm红外光源输出功率密度为1.5W/cm-2，照射时间为5分钟。

[0018] 步骤S5中所述的温度变化为ΔT（最终温度减去初始温度以及溶剂升高的温度），

ΔT=TMax-TSurr-TH2O  ；便携式红外成像摄像头拍摄照片如图5所示。热成像模式为颜色对比

度；所测得的便携式热成像免疫分析装置的成像颜色随目标物浓度增大逐渐红移，温度变

化数值随目标物浓度增大而增大。

[0019] 本发明的显著优点在于：

本发明制备的光热及免疫功能化脂质体对808  nm红外光响应灵敏，能将光能高效转化

为热能，并将其用于监测生物免疫反应，实现对多种抗体的灵敏便携检测。该方法设备简

单，便于携带，操作简单，为便携式检测提供了一种简单、灵敏且稳定的方法。

附图说明

[0020] 图1为一种基于光热及免疫功能化脂质体构建的便携式热成像免疫分析方法示意

图；

图2为光热脂质体免疫功能化探针的制备过程；

图3为便携式热成像免疫分析装置实物图；1-手机  ，2-FLIR  one  便携式红外热成像摄

像头，3-808  nm 红外光源，4-便携式测试箱  ，5-测试池支架；

图4为便携式检测箱透视图;  A为内部结构顶视图，B为前视图，C为左视图；

图5为便携式热成像免疫传感对温度响应的红外成像图；

图6为实施例1中对前列腺特异性抗原所做的标准工作曲线。

具体实施方式

[0021] 下面通过具体实施示例对本发明的技术方案做进一步说明，但是不能以此限制本

发明的范围。

[0022] 实施例1

1.  Ti3C2量子点的合成：

将0.5  g  Ti3AlC2粉末缓慢加入到10  mL质量分数为48%的氢氟酸中，并在60℃下搅拌

20小时，所得悬浮液在3500  rpm 的转速下离心10分钟，并用去离子水洗涤沉淀直至洗涤溶

液呈中性。随后，取0.1  g  上述洗涤产物加入到20  mL  质量分数为25%的四甲基氢氧化铵水

溶液中，并在室温下搅拌24小时，所得悬浮液在3500  rpm 的转速下离心15分钟，得到的沉

淀用100  mL去离子水洗涤，得到的中性产物以质量比1:150的比例溶于水中，并在氩气氛围

的保护下，将混合溶液进行20小时的水浴超声（超声功率为200W）。最后，所得悬浮液在5000 

rpm的转速下离心30分钟，所得上清液再在12000  rpm转速下离心10分钟，最终的上清液在4

℃下保存备用。

[0023] 2. 光热及免疫功能化脂质体探针的设计

将二棕榈酰磷脂酰胆碱（DPPC）、胆固醇和二棕榈酰磷脂酰乙醇胺（DPPE）以10:10:1的

摩尔比混合（总质量为2.38  mg）后加入到2.0  mL氯仿中，并在氮气气氛下超声10分钟溶解。

将混合液置于50  mL的梨形烧瓶中，并在45℃下使用旋转蒸发器进行减压(0.09  MPa)干燥，
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使烧瓶内壁形成一层薄膜。随后,  加入2.0  mL包含10  mg/mL  Ti3C2量子点的磷酸缓冲盐溶

液(10  mM,  pH=7.4)，并在45℃下快速旋转直至烧瓶底部薄膜剥离。将混合溶液用探头超声

法在冰水浴中进行10分钟超声（功率为20W；脉冲模式为5秒开，1秒关）。所得混合液再进行

20分钟的水浴超声，并利用注射器将脂质体混合液挤压通过孔径为0.44  µm的聚碳酸酯薄

膜，随后使用截留分子量为100  KDa的透析袋进行纯化。取2.0  mL纯化后的光热功能化脂质

体缓慢滴入3.0  mL质量分数2.5%的戊二醛水溶液中，并在25℃下孵育1  小时。将孵育后的

混合液通过截留分子量为100KDa  透析袋进行透析24小时。随后将透析后的混合液加入包

含1.0  mg/mL检测抗体（PSA-173）的磷酸缓冲盐溶液(10  mM,  pH=7.4)中，并在4℃下孵育1 

小时，之后再取1.0  mL包含10mg/mL  牛血清蛋白的磷酸缓冲盐溶液(10  mM,  pH=7.4)  加入

到前一步骤的混合液中，并再在4℃下孵育1  小时。最后混合液通过葡聚糖凝胶  G-100层析

柱进行分离提纯，所得光热及免疫功能化的脂质体探针置于4℃环境下保存备用。

[0024] 3.  便携式热成像免疫分析装置构建：

根据建模软件设计的模型利用3D打印机制备测试用的便携式测试箱，激发光源和检测

池支架。在光路入口处安装808  nm的红外光源，并将便携式红外热成像摄像头插入手机中

作为检测系统热信号读取装置。移动测试箱侧面的检测池支架使得光源对准测试箱体内的

检测池侧面中部，且检测池圆心位置对准正上方的数据读取窗口位置。

[0025] 4.  对目标物前列腺特异性抗原PSA的检测（本实施例癌胚抗原作为模型目标分析

物）

首先在12孔高亲和板中加入50  µL包含质量分数为0.05% 的吐温-20和10  µg/mL捕获

抗体  (PSA-021)的磷酸缓冲盐溶液，并在4℃下过夜封闭。再加入300  µL质量浓度为1.0  wt 

%的BSA封闭1小时。用PBS溶液洗涤后，依次加入50  µL的PSA标准样品和100  µL的光热及免

疫功能化纳米探针，分别反应30分钟。除去上清液后加入100  µL磷酸缓冲盐溶液(10  mM , 

pH=7.4)，并将12孔高亲和板放置于检测池支架上，在调整好检测池位置后，打开808  nm的

红外光源，照射时间为5  分钟，输出功率为1.5W/cm2。读取便携式红外热成像摄像头的温度

变化来定量。其结果所得的温度变化对PSA的标准工作曲线如图6所示，线性范围为1.0-50 

ng/mL，检测限为0.4  ng/mL。

[0026] 以上所述仅为本发明的较佳实施例，凡依本发明申请专利范围所做的均等变化与

修饰，皆应属本发明的涵盖范围。
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