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本发明属于免疫分析和生物传感技术领域，

提供了一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心

型免疫传感器的制备方法及应用。本发明利用硫

堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双

掺杂氧化石墨烯作为催化材料，与检测抗体孵化

后作为标记物，同时利用金纳米棒功能化的聚多

巴胺作为电极修饰材料。所构建的夹心型电化学

免疫传感器通过差分脉冲伏安法，实现了对心肌

肌钙蛋白cTnI、cTnT的定量检测，具备灵敏度高，

特异性强，检测限低，对心肌肌钙蛋白的早期检

测具有重要的科学意义和应用价值。
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1.一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感器的制备方法，其特征在于，包

括以下步骤：

（1）将直径为3.0  ~  5.0  mm的玻碳电极用Al2O3抛光粉打磨，超纯水清洗干净；

（2）取6.0  µL、1.0  ~  3 .0  mg/mL的金纳米棒功能化的聚多巴胺分散液滴涂到电极表

面，室温下晾干，超纯水冲洗电极表面，晾干；

（3）将6.0  µL、8.0  ~  12  µg/mL的标志物捕获抗体Ab1滴加到电极表面，超纯水冲洗，4  °

C冰箱中晾干；

（4）继续将3.0  µL、0.8  ~  1.2  mg/mL的牛血清白蛋白BSA溶液滴加到电极表面，超纯水

冲洗电极表面，4  °C冰箱中晾干；

（5）滴加6.0  µL、0.00005  ~  200  ng/mL的一系列不同浓度的标志物抗原Ag溶液，超纯

水冲洗电极表面，4  °C冰箱中晾干；

（6）将6.0  µL、2.5  ~  3.5  mg/mL硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂

氧化石墨烯标记检测抗体分散液滴至电极表面，置于4  °C冰箱中孵化40min，超纯水冲洗电

极表面，4  °C冰箱中晾干，制得一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感器。

2.  如权利要求1所述的一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感器的制备

方法，其特征在于，所述金纳米棒功能化的聚多巴胺分散液的制备，包括以下步骤：

（1）金纳米棒分散液的制备

取0.1  mL、25  mM氯金酸溶液，加入4.9  mL超纯水，与5.0  mL、0.2  M十六烷基三甲基溴

化铵的水溶液混合；随后，在磁力搅拌下迅速加入1.0  mL、6.0  mM新配制的冰硼氢化钠溶

液，室温下静置30min，制得金晶种分散液；

称取7.0  g十六烷基三甲基溴化铵和1.234  g油酸钠溶解在250  mL超纯水中，超声至完

全溶解后，  30  °C下反应15min；在磁力搅拌下加入250  mL、  1 .0  mM  氯金酸溶液，反应

90min，依次加入1.0  ~  1 .5  mL抗坏血酸和0.3  ~  0.5  mL上述制备的金晶种分散液，反应

1min，在30  °C下静置12h，得到金纳米棒混合液，超纯水离心洗涤3次，重新分散于10  mL超

纯水中，制得金纳米棒分散液；

（2）金纳米棒功能化的聚多巴胺分散液的制备

在50  mL离心管中依次加入10  ~  20  mg多巴胺，10  mL、10  mM、pH为8.5的Tris-HCl缓冲

液，5.0  mL上述制备的金纳米棒分散液，室温下振荡8h，超纯水离心洗涤3次，制得金纳米棒

功能化的聚多巴胺分散液。

3.  如权利要求1所述的一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感器的制备

方法，其特征在于，所述硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯

标记检测抗体分散液的制备，包括以下步骤：

（1）氮硫双掺杂氧化石墨烯的制备

称取15  ~  25  mg  氧化石墨烯加入20  mL超纯水中，超声分散，加入20  ~  40  mg硫脲，超

声5min，转移到聚四氟乙烯高压反应釜中，于180  °C反应12h；自然冷却至室温，超纯水洗涤

至中性，在冷冻干燥机中于-50  °C冻干8h，制得氮硫双掺杂氧化石墨烯；

所述氧化石墨烯制备方法如下：称取2.0  g石墨粉，在搅拌条件下加入96  mL浓硫酸，反

应20min后加入12  g高锰酸钾，在冰水浴条件下搅拌1.5h，加热至55  °C反应5h，依次缓慢加

入100  mL超纯水和10  mL、浓度为30%双氧水，搅拌30min后离心分离，在冷冻干燥机中于-50 
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°C冻干12h，制得氧化石墨烯；

（2）金铂核壳枝晶状纳米粒子分散液的制备

根据权利要求2（1）的步骤制备25  mL金纳米立方分散液，后依次加入1.0  ~  3 .0  mL、

0.1  M新配制的抗坏血酸和1.0  mL、10  mM氯亚铂酸钾，于60  °C的水浴中反应12h，自然冷却

至室温，用体积比为3：1的超纯水与丙酮得混合液离心洗涤3次，所得沉淀物重新分散在10 

mL超纯水中，制得金铂核壳枝晶状纳米粒子分散液；

（3）硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯的制备

称取10  ~  20  mg上述制备的氮硫双掺杂氧化石墨烯超声分散在20  mL超纯水中，加入

30  ~  50  µL、0.3  M  L-赖氨酸持续超声2h，后加入200  µL上述制备的金铂核壳枝晶状纳米

粒子分散液，在室温下搅拌2h；加入10  mg硫堇，在室温下振荡8h，离心洗涤3次，在鼓风干燥

箱中于40  °C烘干12h，制得硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨

烯；

（4）硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯标记检测抗体分

散液的制备

取5.0  ~  7 .0  mg上述制备的硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧

化石墨烯分散到1.0  mL超纯水中，加入100  µL、80  ~  120  µg/mL标志物检测抗体溶液和900 

µL、50  mM、pH为7.0的磷酸盐缓冲溶液，于恒温振荡培养箱中4  °C条件下振荡孵化8h，离心

分离，沉淀再分散到2.0  mL、50  mM、pH为7.0的磷酸盐缓冲溶液中，制得硫堇与金铂核壳枝

晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯标记检测抗体分散液，4  °C下保存备用。

4.如权利要求1所述的一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感器的制备方

法，制备的传感器用于标志物的检测，其特征在于，检测步骤如下：

（1）使用电化学工作站以三电极体系进行测试，饱和甘汞电极为参比电极，铂丝电极为

辅助电极，上述制备的传感器为工作电极，在pH为5.5  ~  8.5的磷酸盐缓冲溶液中进行测

试；

（2）采用差分脉冲伏安法对分析物进行检测，初始电位为-0.40  V，终止电位为0  V，脉

冲振幅为50  mV，脉冲宽度为50  ms，脉冲周期为500  ms，记录不同浓度标志物抗原所对应的

电流峰值，绘制工作曲线，记录电流变化；

（3）利用工作曲线法，得到待测样品中标志物抗原的浓度。

5.如权利要求1、3、4任一项所述的标志物，其特征在于，所述标志物选自下列之一：

cTnI、cTnT。

权　利　要　求　书 2/2 页

3

CN 109709188 A

3



一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感器的制备

方法及应用

技术领域

[0001] 本发明属于免疫分析和生物传感技术领，涉及一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的

夹心型免疫传感器的制备方法及应用。具体是采用硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化

的氮硫双掺杂氧化石墨烯作为催化材料标记检测抗体，同时利用金纳米棒功能化的聚多巴

胺作为电极修饰材料，通过差分脉冲伏安法实现了对心肌肌钙蛋白的灵敏检测。

背景技术

[0002] 急性心肌梗塞（AMI）作为危害人类生命和健康的第一杀手，具有发病急，死亡率高

的特点。心肌肌钙蛋白是目前认为较好的心肌损害标志物，对于AMI的早期诊断和治疗具有

重要作用。因此，研制出一种灵敏度高，特异性好，临床诊断符合率高，检测快捷方便的方

法，可以实现心肌肌钙蛋白的灵敏检测。目前，对于心肌肌钙蛋白的检测方法有很多，如酶

联免疫吸附法，免疫荧光法等，但这些方法在检测过程中需要大型仪器设备，操作复杂，检

测耗时长，以及存在放射性污染等问题，因此，发明一种特异性强，灵敏度高，检测速度快，

操作简便的心肌肌钙蛋白免疫传感器十分重要。

[0003] 电化学免疫传感器依靠抗原与其相应抗体的特异性结合，已经广泛应用于各种生

物标志物的检测，一般可分为夹心型免疫传感器和无标记型免疫传感器两种。夹心型电化

学免疫传感器结合了高特异性的免疫分析技术和高灵敏的电化学分析技术，具有灵敏度

高、检测范围宽、检测下限低、检测快速等优点，已广泛应用于环境监测、食品安全控制、生

物监测、临床检验等领域。

[0004] 核壳结构的双金属纳米复合材料因其独特的光学、电学以及化学性质，目前已在

生产、生活及科研中得到了广泛应用。硫堇作为电子媒介体不仅可以加速电子转移，而且自

身可以作为电活性物质提供电流响应信号。氮硫双掺杂氧化石墨烯具有增大的表面积、良

好的导电性和生物相容性，被广泛用于电池、传感器等领域。本发明采用金纳米棒功能化的

聚多巴胺作为基底材料，硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯

作为催化材料，并与检测抗体进行孵化作为标记物，构建了夹心型电化学免疫传感器。通过

差分脉冲伏安法进行检测，有利于实现对心肌肌钙蛋白cTnI、cTnT的定量灵敏检测。

发明内容

[0005] 本发明提供了一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感器的制备方法

及应用，实现了对心肌肌钙蛋白cTnI、cTnT的定量灵敏检测。

[0006] 本发明的目的之一是提供一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感器

的制备方法。

[0007] 本发明的目的之二是将所制备的氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感

器应用于心肌肌钙蛋白cTnI、cTnT的检测。

[0008] 本发明的技术方案，包括以下步骤。
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[0009] 1 .  一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感器的制备方法，包括以下

步骤：

（1）将直径为3.0  ~  5.0  mm的玻碳电极用Al2O3抛光粉打磨，超纯水清洗干净；

（2）取6.0  µL、1.0  ~  3.0  mg/mL的金纳米棒功能化的聚多巴胺分散液滴涂到电极表

面，室温下晾干，超纯水冲洗电极表面，晾干；

（3）将6.0  µL、8.0  ~  12  µg/mL的标志物捕获抗体Ab1滴加到电极表面，超纯水冲洗，4 

°C冰箱中晾干；

（4）继续将3.0  µL、0.8  ~  1.2  mg/mL的牛血清白蛋白BSA溶液滴加到电极表面，超纯水

冲洗电极表面，4  °C冰箱中晾干；

（5）滴加6.0  µL、0.00005  ~  200  ng/mL的一系列不同浓度的标志物抗原Ag溶液，超纯

水冲洗电极表面，4  °C冰箱中晾干；

（6）将6.0  µL、2.5  ~  3.5  mg/mL硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂

氧化石墨烯标记检测抗体分散液滴至电极表面，置于4  °C冰箱中孵化40min，超纯水冲洗电

极表面，4  °C冰箱中晾干，制得一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感器。

[0010] 2. 所述金纳米棒功能化的聚多巴胺分散液的制备，包括以下步骤：

（1）金纳米棒分散液的制备

取0.1  mL、25  mM氯金酸溶液，加入4.9  mL超纯水，与5.0  mL、0.2  M十六烷基三甲基溴

化铵的水溶液混合；随后，在磁力搅拌下迅速加入1.0  mL、6.0  mM新配制的冰硼氢化钠溶

液，室温下静置30min，制得金晶种分散液；

称取7.0  g十六烷基三甲基溴化铵和1.234  g油酸钠溶解在250  mL超纯水中，超声至完

全溶解后，  30  °C下反应15min；在磁力搅拌下加入250  mL、  1 .0  mM  氯金酸溶液，反应

90min，依次加入1.0  ~  1 .5  mL抗坏血酸和0.3  ~  0.5  mL上述制备的金晶种分散液，反应

1min，在30  °C下静置12h，得到金纳米棒混合液，超纯水离心洗涤3次，重新分散于10  mL超

纯水中，制得金纳米棒分散液；

（2）金纳米棒功能化的聚多巴胺分散液的制备

在50  mL离心管中依次加入10  ~  20  mg多巴胺，10  mL、10  mM、pH为8.5的Tris-HCl缓冲

液，5.0  mL上述制备的金纳米棒分散液，室温下振荡8h，超纯水离心洗涤3次，制得金纳米棒

功能化的聚多巴胺分散液。

[0011] 3.  所述硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯标记检

测抗体分散液的制备，包括以下步骤：

（1）氮硫双掺杂氧化石墨烯的制备

称取15  ~  25  mg 氧化石墨烯加入20  mL超纯水中，超声分散，加入20  ~  40  mg硫脲，超

声5min，转移到聚四氟乙烯高压反应釜中，于180  °C反应12h；自然冷却至室温，超纯水洗涤

至中性，在冷冻干燥机中于-50  °C冻干8h，制得氮硫双掺杂氧化石墨烯；

所述氧化石墨烯制备方法如下：称取2.0  g石墨粉，在搅拌条件下加入96  mL浓硫酸，反

应20min后加入12  g高锰酸钾，在冰水浴条件下搅拌1.5h，加热至55  °C反应5h，依次缓慢加

入100  mL超纯水和10  mL、浓度为30%双氧水，搅拌30min后离心分离，在冷冻干燥机中于-50 

°C冻干12h，制得氧化石墨烯；

（2）金铂核壳枝晶状纳米粒子分散液的制备
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根据权利要求2（1）的步骤制备25  mL金纳米立方分散液，后依次加入1.0  ~  3.0  mL、

0.1  M新配制的抗坏血酸和1.0  mL、10  mM氯亚铂酸钾，于60  °C的水浴中反应12h，自然冷却

至室温，用体积比为3：1的超纯水与丙酮得混合液离心洗涤3次，所得沉淀物重新分散在10 

mL超纯水中，制得金铂核壳枝晶状纳米粒子分散液；

（3）硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯的制备

称取10  ~  20  mg上述制备的氮硫双掺杂氧化石墨烯超声分散在20  mL超纯水中，加入

30  ~  50  µL、0.3  M  L-赖氨酸持续超声2h，后加入200  µL上述制备的金铂核壳枝晶状纳米

粒子分散液，在室温下搅拌2h；加入10  mg硫堇，在室温下振荡8h，离心洗涤3次，在鼓风干燥

箱中于40  °C烘干12h，制得硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨

烯；

（4）硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯标记检测抗体分

散液的制备

取5.0  ~  7.0  mg上述制备的硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧

化石墨烯分散到1.0  mL超纯水中，加入100  µL、80  ~  120  µg/mL标志物检测抗体溶液和900 

µL、50  mM、pH为7.0的磷酸盐缓冲溶液，于恒温振荡培养箱中4  °C条件下振荡孵化8h，离心

分离，沉淀再分散到2.0  mL、50  mM、pH为7.0的磷酸盐缓冲溶液中，制得硫堇与金铂核壳枝

晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯标记检测抗体分散液，4  °C下保存备用。

[0012] 4.标志物检测步骤如下：

（1）使用电化学工作站以三电极体系进行测试，饱和甘汞电极为参比电极，铂丝电极为

辅助电极，上述制备的传感器为工作电极，在pH为5.5  ~  8.5的磷酸盐缓冲溶液中进行测

试；

（2）采用差分脉冲伏安法对分析物进行检测，初始电位为-0.40  V，终止电位为0  V，脉

冲振幅为50  mV，脉冲宽度为50  ms，脉冲周期为500  ms，记录不同浓度标志物抗原所对应的

电流峰值，绘制工作曲线，记录电流变化；

（3）利用工作曲线法，得到待测样品中标志物抗原的浓度。

[0013] 所述标志物选自下列之一：cTnI、cTnT。

[0014] 本发明所用原材料均可在化学试剂公司或生物制药公司购买。

[0015] 本发明的有益成果

（1）采用金纳米棒功能化的聚多巴胺作为基底材料，具有独特的导电性和粘附性，可以

结合更多抗体。金铂核壳枝晶状纳米粒子具有良好的水溶性和催化性能，且存在更多的结

合位点，能有效吸附并固载抗体。硫堇具有独特的电子转移能力，同时本身可作为电活性物

质提供电信号。氮硫双掺杂氧化石墨烯具有优异的导电性和增大的比表面积，可以结合更

多金铂核壳枝晶状纳米粒子和硫堇。通过不同材料间的协同效应可以进一步提高复合纳米

材料的催化性能，实现对检测信号放大，提高了检测心肌肌钙蛋白的灵敏度；

（2）一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感器，通过差分脉冲伏安法对心

肌肌钙蛋白cTnI、cTnT进行检测。其中对cTnI的线性范围为0.0001  ~  100  ng/mL，检测限为

0.033  pg/mL；对cTnT的线性范围为0.0005  ~  100  ng/mL，检测限为0.167  pg/mL；表明一种

氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感器可以达到定量测定的目的。
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具体实施方式

[0016] 现将本发明通过具体实施方式进一步说明，但不限于此。

[0017] 实施例1一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感器的制备方法，包括

以下步骤：

（1）将直径为3.0mm的玻碳电极用Al2O3抛光粉打磨，超纯水清洗干净；

（2）取6.0  µL、1.0  mg/mL的金纳米棒功能化的聚多巴胺分散液滴涂到电极表面，室温

下晾干，超纯水冲洗电极表面，晾干；

（3）将6.0  µL、8.0  µg/mL的标志物捕获抗体Ab1滴加到电极表面，超纯水冲洗，4  °C冰

箱中晾干；

（4）继续将3.0  µL、0.8  mg/mL的牛血清白蛋白BSA溶液滴加到电极表面，超纯水冲洗电

极表面，4  °C冰箱中晾干；

（5）滴加6.0  µL、0.00005  ~  200  ng/mL的一系列不同浓度的标志物抗原Ag溶液，超纯

水冲洗电极表面，4  °C冰箱中晾干；

（6）将6.0  µL、2.5  mg/mL硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石

墨烯标记检测抗体分散液滴至电极表面，置于4  °C冰箱中孵化40min，超纯水冲洗电极表

面，4  °C冰箱中晾干，制得一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感器。

[0018] 实施例2一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感器的制备方法，包括

以下步骤：

（1）将直径为4.0  mm的玻碳电极用Al2O3抛光粉打磨，超纯水清洗干净；

（2）取6.0  µL、2.0  mg/mL的金纳米棒功能化的聚多巴胺分散液滴涂到电极表面，室温

下晾干，超纯水冲洗电极表面，晾干；

（3）将6.0  µL、10  µg/mL的标志物捕获抗体Ab1滴加到电极表面，超纯水冲洗，4  °C冰箱

中晾干；

（4）继续将3.0  µL、1.0  mg/mL的牛血清白蛋白BSA溶液滴加到电极表面，超纯水冲洗电

极表面，4  °C冰箱中晾干；

（5）滴加6.0  µL、0.00005  ~  200  ng/mL的一系列不同浓度的标志物抗原Ag溶液，超纯

水冲洗电极表面，4  °C冰箱中晾干；

（6）将6.0  µL、3.0  mg/mL硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石

墨烯标记检测抗体分散液滴至电极表面，置于4  °C冰箱中孵化40min，超纯水冲洗电极表

面，4  °C冰箱中晾干，制得一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感器。

[0019] 实施例3一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感器的制备方法，包括

以下步骤：

（1）将直径为5.0  mm的玻碳电极用Al2O3抛光粉打磨，超纯水清洗干净；

（2）取6.0  µL、3.0  mg/mL的金纳米棒功能化的聚多巴胺分散液滴涂到电极表面，室温

下晾干，超纯水冲洗电极表面，晾干；

（3）将6.0  µL、12  µg/mL的标志物捕获抗体Ab1滴加到电极表面，超纯水冲洗，4  °C冰箱

中晾干；

（4）继续将3.0  µL、1.2  mg/mL的牛血清白蛋白BSA溶液滴加到电极表面，超纯水冲洗电

极表面，4  °C冰箱中晾干；

说　明　书 4/8 页

7

CN 109709188 A

7



（5）滴加6.0  µL、0.00005  ~  200  ng/mL的一系列不同浓度的标志物抗原Ag溶液，超纯

水冲洗电极表面，4  °C冰箱中晾干；

（6）将6.0  µL、3.5  mg/mL硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石

墨烯标记检测抗体分散液滴至电极表面，置于4  °C冰箱中孵化40min，超纯水冲洗电极表

面，4  °C冰箱中晾干，制得一种氮硫双掺杂氧化石墨烯标记的夹心型免疫传感器。

[0020] 实施例4所述金纳米棒功能化的聚多巴胺分散液的制备，包括以下步骤：

（1）金纳米棒分散液的制备

取0.1  mL、25  mM氯金酸溶液，加入4.9  mL超纯水，与5.0  mL、0.2  M十六烷基三甲基溴

化铵的水溶液混合；随后，在磁力搅拌下迅速加入1.0  mL、6.0  mM新配制的冰硼氢化钠溶

液，室温下静置30min，制得金晶种分散液；

称取7.0  g十六烷基三甲基溴化铵和1.234  g油酸钠溶解在250  mL超纯水中，超声至完

全溶解后，  30  °C下反应15min；在磁力搅拌下加入250  mL、  1 .0  mM  氯金酸溶液，反应

90min，依次加入1.0  mL抗坏血酸和0.3  mL上述制备的金晶种分散液，反应1min，在30  °C下

静置12h，得到金纳米棒混合液，超纯水离心洗涤3次，重新分散于10  mL超纯水中，制得金纳

米棒分散液；

（2）金纳米棒功能化的聚多巴胺分散液的制备

在50  mL离心管中依次加入10  mg多巴胺，10  mL、10  mM、pH为8.5的Tris-HCl缓冲液，

5.0  mL上述制备的金纳米棒分散液，室温下振荡8h，超纯水离心洗涤3次，制得金纳米棒功

能化的聚多巴胺分散液。

[0021] 实施例5所述金纳米棒功能化的聚多巴胺分散液的制备，包括以下步骤：

（1）金纳米棒分散液的制备

取0.1  mL、25  mM氯金酸溶液，加入4.9  mL超纯水，与5.0  mL、0.2  M十六烷基三甲基溴

化铵的水溶液混合；随后，在磁力搅拌下迅速加入1.0  mL、6.0  mM新配制的冰硼氢化钠溶

液，室温下静置30min，制得金晶种分散液；

称取7.0  g十六烷基三甲基溴化铵和1.234  g油酸钠溶解在250  mL超纯水中，超声至完

全溶解后，  30  °C下反应15min；在磁力搅拌下加入250  mL、  1 .0  mM  氯金酸溶液，反应

90min，依次加入1.0  ~  1.5  mL抗坏血酸和0.4  mL上述制备的金晶种分散液，反应1min，在

30  °C下静置12h，得到金纳米棒混合液，超纯水离心洗涤3次，重新分散于10  mL超纯水中，

制得金纳米棒分散液；

（2）金纳米棒功能化的聚多巴胺分散液的制备

在50  mL离心管中依次加入15mg多巴胺，10  mL、10  mM、pH为8.5的Tris-HCl缓冲液，5.0 

mL上述制备的金纳米棒分散液，室温下振荡8h，超纯水离心洗涤3次，制得金纳米棒功能化

的聚多巴胺分散液。

[0022] 实施例6所述金纳米棒功能化的聚多巴胺分散液的制备，包括以下步骤：

（1）金纳米棒分散液的制备

取0.1  mL、25  mM氯金酸溶液，加入4.9  mL超纯水，与5.0  mL、0.2  M十六烷基三甲基溴

化铵的水溶液混合；随后，在磁力搅拌下迅速加入1.0  mL、6.0  mM新配制的冰硼氢化钠溶

液，室温下静置30min，制得金晶种分散液；

称取7.0  g十六烷基三甲基溴化铵和1.234  g油酸钠溶解在250  mL超纯水中，超声至完
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全溶解后，  30  °C下反应15min；在磁力搅拌下加入250  mL、  1 .0  mM  氯金酸溶液，反应

90min，依次加入1.5  mL抗坏血酸和0.5  mL上述制备的金晶种分散液，反应1min，在30  °C下

静置12h，得到金纳米棒混合液，超纯水离心洗涤3次，重新分散于10  mL超纯水中，制得金纳

米棒分散液；

（2）金纳米棒功能化的聚多巴胺分散液的制备

在50  mL离心管中依次加入20  mg多巴胺，10  mL、10  mM、pH为8.5的Tris-HCl缓冲液，

5.0  mL上述制备的金纳米棒分散液，室温下振荡8h，超纯水离心洗涤3次，制得金纳米棒功

能化的聚多巴胺分散液。

[0023] 实施例7所述硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯标

记检测抗体分散液的制备，包括以下步骤：

（1）氮硫双掺杂氧化石墨烯的制备

称取15  mg  氧化石墨烯加入20  mL超纯水中，超声分散，加入20  mg硫脲，超声5min，转

移到聚四氟乙烯高压反应釜中，于180  °C反应12h；自然冷却至室温，超纯水洗涤至中性，在

冷冻干燥机中于-50  °C冻干8h，制得氮硫双掺杂氧化石墨烯；

所述氧化石墨烯制备方法如下：称取2.0  g石墨粉，在搅拌条件下加入96  mL浓硫酸，反

应20min后加入12  g高锰酸钾，在冰水浴条件下搅拌1.5h，加热至55  °C反应5h，依次缓慢加

入100  mL超纯水和10  mL、浓度为30%双氧水，搅拌30min后离心分离，在冷冻干燥机中于-50 

°C冻干12h，制得氧化石墨烯；

（2）金铂核壳枝晶状纳米粒子分散液的制备

根据权利要求2（1）的步骤制备25  mL金纳米立方分散液，后依次加入1.0  mL、0.1  M新

配制的抗坏血酸和1.0  mL、10  mM氯亚铂酸钾，于60  °C的水浴中反应12h，自然冷却至室温，

用体积比为3：1的超纯水与丙酮得混合液离心洗涤3次，所得沉淀物重新分散在10  mL超纯

水中，制得金铂核壳枝晶状纳米粒子分散液；

（3）硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯的制备

称取10  mg上述制备的氮硫双掺杂氧化石墨烯超声分散在20  mL超纯水中，加入30  µL、

0.3  M  L-赖氨酸持续超声2h，后加入200  µL上述制备的金铂核壳枝晶状纳米粒子分散液，

在室温下搅拌2h；加入10  mg硫堇，在室温下振荡8h，离心洗涤3次，在鼓风干燥箱中于40  °C

烘干12h，制得硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯；

（4）硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯标记检测抗体分

散液的制备

取5.0  mg上述制备的硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨

烯分散到1.0  mL超纯水中，加入100  µL、80  µg/mL标志物检测抗体溶液和900  µL、50  mM、pH

为7.0的磷酸盐缓冲溶液，于恒温振荡培养箱中4  °C条件下振荡孵化8h，离心分离，沉淀再

分散到2.0  mL、50  mM、pH为7.0的磷酸盐缓冲溶液中，制得硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子

功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯标记检测抗体分散液，4  °C下保存备用。

[0024] 实施例8所述硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯标

记检测抗体分散液的制备，包括以下步骤：

（1）氮硫双掺杂氧化石墨烯的制备

称取20  mg  氧化石墨烯加入20  mL超纯水中，超声分散，加入30  mg硫脲，超声5min，转
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移到聚四氟乙烯高压反应釜中，于180  °C反应12h；自然冷却至室温，超纯水洗涤至中性，在

冷冻干燥机中于-50  °C冻干8h，制得氮硫双掺杂氧化石墨烯；

所述氧化石墨烯制备方法如下：称取2.0  g石墨粉，在搅拌条件下加入96  mL浓硫酸，反

应20min后加入12  g高锰酸钾，在冰水浴条件下搅拌1.5h，加热至55  °C反应5h，依次缓慢加

入100  mL超纯水和10  mL、浓度为30%双氧水，搅拌30min后离心分离，在冷冻干燥机中于-50 

°C冻干12h，制得氧化石墨烯；

（2）金铂核壳枝晶状纳米粒子分散液的制备

根据权利要求2（1）的步骤制备25  mL金纳米立方分散液，后依次加入2.0  mL、0.1  M新

配制的抗坏血酸和1.0  mL、10  mM氯亚铂酸钾，于60  °C的水浴中反应12h，自然冷却至室温，

用体积比为3：1的超纯水与丙酮得混合液离心洗涤3次，所得沉淀物重新分散在10  mL超纯

水中，制得金铂核壳枝晶状纳米粒子分散液；

（3）硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯的制备

称取15  mg上述制备的氮硫双掺杂氧化石墨烯超声分散在20  mL超纯水中，加入40  µL、

0.3  M  L-赖氨酸持续超声2h，后加入200  µL上述制备的金铂核壳枝晶状纳米粒子分散液，

在室温下搅拌2h；加入10  mg硫堇，在室温下振荡8h，离心洗涤3次，在鼓风干燥箱中于40  °C

烘干12h，制得硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯；

（4）硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯标记检测抗体分

散液的制备

取6.0  mg上述制备的硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨

烯分散到1.0  mL超纯水中，加入100  µL、100  µg/mL标志物检测抗体溶液和900  µL、50  mM、

pH为7.0的磷酸盐缓冲溶液，于恒温振荡培养箱中4  °C条件下振荡孵化8h，离心分离，沉淀

再分散到2.0  mL、50  mM、pH为7.0的磷酸盐缓冲溶液中，制得硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒

子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯标记检测抗体分散液，4  °C下保存备用。

[0025] 实施例9所述硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯标

记检测抗体分散液的制备，包括以下步骤：

（1）氮硫双掺杂氧化石墨烯的制备

称取25  mg  氧化石墨烯加入20  mL超纯水中，超声分散，加入40  mg硫脲，超声5min，转

移到聚四氟乙烯高压反应釜中，于180  °C反应12h；自然冷却至室温，超纯水洗涤至中性，在

冷冻干燥机中于-50  °C冻干8h，制得氮硫双掺杂氧化石墨烯；

所述氧化石墨烯制备方法如下：称取2.0  g石墨粉，在搅拌条件下加入96  mL浓硫酸，反

应20min后加入12  g高锰酸钾，在冰水浴条件下搅拌1.5h，加热至55  °C反应5h，依次缓慢加

入100  mL超纯水和10  mL、浓度为30%双氧水，搅拌30min后离心分离，在冷冻干燥机中于-50 

°C冻干12h，制得氧化石墨烯；

（2）金铂核壳枝晶状纳米粒子分散液的制备

根据权利要求2（1）的步骤制备25  mL金纳米立方分散液，后依次加入3.0  mL、0.1  M新

配制的抗坏血酸和1.0  mL、10  mM氯亚铂酸钾，于60  °C的水浴中反应12h，自然冷却至室温，

用体积比为3：1的超纯水与丙酮得混合液离心洗涤3次，所得沉淀物重新分散在10  mL超纯

水中，制得金铂核壳枝晶状纳米粒子分散液；

（3）硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯的制备
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称取20  mg上述制备的氮硫双掺杂氧化石墨烯超声分散在20  mL超纯水中，加入50  µL、

0.3  M  L-赖氨酸持续超声2h，后加入200  µL上述制备的金铂核壳枝晶状纳米粒子分散液，

在室温下搅拌2h；加入10  mg硫堇，在室温下振荡8h，离心洗涤3次，在鼓风干燥箱中于40  °C

烘干12h，制得硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯；

（4）硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯标记检测抗体分

散液的制备

取7.0  mg上述制备的硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨

烯分散到1.0  mL超纯水中，加入100  µL、120  µg/mL标志物检测抗体溶液和900  µL、50  mM、

pH为7.0的磷酸盐缓冲溶液，于恒温振荡培养箱中4  °C条件下振荡孵化8h，离心分离，沉淀

再分散到2.0  mL、50  mM、pH为7.0的磷酸盐缓冲溶液中，制得硫堇与金铂核壳枝晶状纳米粒

子功能化的氮硫双掺杂氧化石墨烯标记检测抗体分散液，4  °C下保存备用。

[0026] 实施例10心肌肌钙蛋白cTnI的检测

（1）使用电化学工作站以三电极体系进行测试，饱和甘汞电极为参比电极，铂丝电极为

辅助电极，上述制备的传感器为工作电极，在pH为5.5  ~  8.5的磷酸盐缓冲溶液中进行测

试；

（2）采用差分脉冲伏安法对分析物进行检测，初始电位为-0.40  V，终止电位为0  V，脉

冲振幅为50  mV，脉冲宽度为50  ms，脉冲周期为500  ms，记录不同浓度标志物抗原所对应的

电流峰值，绘制工作曲线，记录电流变化；

（3）根据所得电流峰值与心肌肌钙蛋白cTnI浓度之间的线性关系，绘制工作曲线，线性

范围为0.0001  ~  100  ng/mL，检测限为0.033  pg/mL。

[0027] 实施例11心肌肌钙蛋白cTnT的检测

按照实施例10的方法对样品中cTnT进行检测，线性范围为0.0005  ~  100  ng/mL，检测

限为0.167  pg/mL。
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