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本发明涉及一种冈田酸三维金纳米柱阵列

免疫电极的制备方法，其采用化学沉积-电沉积

方法在孔径为80~200 nm的聚碳酸酯滤膜上沉积

金，得到三维金纳米柱阵列电极；在三维金纳米

柱阵列电极表面通过循环伏安法电聚合修饰聚

硫堇，形成聚硫堇/三维金纳米柱阵列电极；在聚

硫堇/三维金纳米柱阵列电极上结合戊二醛，再

将冈田酸抗体固定到戊二醛上，形成冈田酸抗

体/戊二醛/聚硫堇/三维金纳米柱阵列电极；最

后用牛血清蛋白封闭电极，制得冈田酸三维金纳

米柱阵列免疫电极。本发明电极具有三维结构，

表面积大，制备简单，稳定性好，抗体固定牢固，

操作简便，检测限低，灵敏度高，可实现快速检

测。
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1.一种冈田酸三维金纳米柱阵列免疫电极的制备方法，其特征在于：其包括以下步骤：

（1）三维金纳米柱阵列电极的制备：首先采用化学沉积法在孔径为80~200  nm的聚碳酸

酯滤膜模板上沉积金，通过控制沉积时间，使膜孔内充满实心的金纳米柱，而后去除表面金

膜，通过导电胶带固定在集流体上，边缘用绝缘胶带密封，制得二维金纳米盘阵列电极；之

后采用恒电位电沉积法在制得的二维金纳米盘阵列电极表面继续电沉积金，通过控制沉积

电位和沉积时间，使二维金纳米盘阵列电极表面的金纳米盘生长为金纳米柱，得到三维金

纳米柱阵列电极；

（2）电聚合修饰聚硫堇：将5  mmol/L硫堇溶于pH=2.5的醋酸溶液中，以三维金纳米柱阵

列电极为工作电极，铂电极为辅助电极，Ag/AgCl电极为参比电极，采用循环伏安法制备聚

硫堇/三维金纳米柱阵列电极；

（3）戊二醛的结合：将聚硫堇/三维金纳米柱阵列电极浸入2.5%戊二醛的磷酸缓冲溶液

中，恒温28~32  ℃，反应时间为50~60  min，得到戊二醛/聚硫堇/三维金纳米柱阵列电极；

（4）冈田酸抗体的固定：将0.02  mg/mL的无标记冈田酸抗体溶液滴加到戊二醛/聚硫

堇/三维金纳米柱阵列电极表面，在室温下反应60~70  min，形成冈田酸抗体/戊二醛/聚硫

堇/三维金纳米柱阵列电极；

（5）封闭：将步骤（4）得到的电极浸入3%牛血清蛋白溶液中，恒温28~32  ℃，反应时间为

50~60  min，制得冈田酸三维金纳米柱阵列免疫电极。
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一种冈田酸三维金纳米柱阵列免疫电极的制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种免疫电极的制备方法，具体地说是一种冈田酸三维金纳米柱阵列

免疫电极的制备方法。

背景技术

[0002] 冈田酸（Okadaic  Acid,  OA）属于海洋毒素中腹泻性贝类毒素的一种。人体内食入

的冈田酸达到一定含量后，会引起腹泻、恶心、呕吐和腹痛等症状，同时，冈田酸在体内长期

积累还会诱发肿瘤和致癌，对人类健康安全具有较大危害。欧盟规定的冈田酸最高允许量

为160  ng/g。快速、简便、准确检测冈田酸含量对人类的生命安全具有重要意义。传统的冈

田酸检测方法主要有：小鼠试验法、高效液相色谱法、液相色谱-串联质谱法、酶联免疫法

等。虽然这些方法应用广泛，但仍然存在个体差异性大、无法定量检测、成本昂贵、步骤繁

琐、操作要求高等一些缺陷。

[0003] 电化学免疫传感器将抗原-抗体免疫反应的特异性和电化学检测技术的高灵敏性

结合，具有很好的检测效果，受到了国内外研究者的广泛关注。金电极具有性质稳定、导电

性好、生物相容性良好等优点，是生物传感器中最常见的电极材料之一。金纳米材料具有大

的比表面积，可提供更多的生物活性分子吸附位点，同时具有放大信号的作用，可以有效提

高电化学免疫传感器的灵敏度。郭萌萌等人在分析测试学报,  2014,  33(2):  161-166中报

道说在金电极上电聚合修饰聚硫堇-亚甲基蓝复合聚合膜，然后固定纳米金颗粒和冈田酸

抗体，用牛血清蛋白封闭电极，制备了电流型免疫传感器，检测限为1×10-10  g/mL。

[0004] 然而，目前已有的冈田酸金纳米免疫传感器研究还很少，且存在一定缺陷，如制备

过程复杂，纳米金颗粒尺寸难以控制，抗体固定效果差，检测限高，稳定性差等，这些缺陷导

致其在实际检测中的应用受限。提高冈田酸免疫传感器性能的有效途径有：（1）改善基底电

极性能；（2）选择合适的修饰膜层，提高抗体或抗原在电极表面的固定效果。

[0005] 纳米阵列电极是多个纳米电极的集合体，它不仅具有单个纳米电极高传质速率、

低双电层充电电流、小时间常数和高信噪比等优点，而且可以克服单个纳米电极响应信号

小、易干扰和难操作等缺点，能极大地提高检测的灵敏度和可靠性。同时，纳米阵列电极具

有大的比表面积，可提供更多的生物活性物质的吸附位点，在生物传感器应用中有巨大发

展潜力。纳米阵列电极的制备方法中，模板法因具有适用范围广、制备材料的形状和尺寸可

控以及良好的单分散性等优点，得到了广泛应用。模板法是以具有纳米孔径的多孔材料为

模板，结合化学沉积、电化学沉积等技术，在膜孔内填充金属，制备所需的纳米阵列电极。常

用的模板有聚碳酸酯滤膜和多孔氧化铝膜。

[0006] 目前，三维金纳米柱阵列电极主要的制备方法是通过模板法制备二维金纳米盘阵

列，然后采用刻蚀的方法溶去模板，形成三维金纳米柱阵列电极。Martin等人在Nano 

Letters,  2003,  3:  815中首次报道了采用O2等离子体进行刻蚀，去除聚碳酸酯滤膜，制备

三维金纳米柱阵列电极。Krishnamoorthy等人在  Analytical  Chemistry,  2005,  77(15): 

5068-5071中报道了采用二氯甲烷和乙醇混合溶液进行化学刻蚀，制备了长度约为200  nm
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的三维金纳米柱阵列电极。De  Leo等人在Electroanalysis,  2007,  19(2-3):  227-236中

报道说分别用O2/Ar等离子体和二氯甲烷-乙醇溶液进行刻蚀，制备了三维金纳米柱阵列电

极。但是，刻蚀方法存在一定缺陷，人为操作的误差影响大，刻蚀效果差异性较大，进而导致

制备的三维金纳米柱阵列电极稳定性差，影响免疫传感器检测的准确性。

发明内容

[0007] 本发明所要解决的技术问题是克服上述现有技术的不足，提供一种制作简便，成

本低，具有三维结构，表面积大，抗体固定牢固，性能稳定，灵敏度高的冈田酸三维金纳米柱

阵列免疫电极的制备方法。

[0008] 本发明解决上述技术问题采用的技术方案是：一种冈田酸三维金纳米柱阵列免疫

电极的制备方法，其特征在于：其包括以下步骤：

（1）三维金纳米柱阵列电极的制备：首先采用化学沉积法在孔径为80~200  nm的聚碳酸

酯滤膜模板上沉积金，通过控制沉积时间，使膜孔内充满实心的金纳米柱，而后去除表面金

膜，通过导电胶带固定在集流体上，边缘用绝缘胶带密封，制得二维金纳米盘阵列电极；之

后采用恒电位电沉积法在制得的二维金纳米盘阵列电极表面继续电沉积金，通过控制沉积

电位和沉积时间，使二维金纳米盘阵列电极表面的金纳米盘生长为金纳米柱，得到三维金

纳米柱阵列电极；

（2）电聚合修饰聚硫堇：将5  mmol/L硫堇溶于pH=2.5的醋酸溶液中，以三维金纳米柱阵

列电极为工作电极，铂电极为辅助电极，Ag/AgCl电极为参比电极，采用循环伏安法制备聚

硫堇/三维金纳米柱阵列电极；

（3）戊二醛的结合：将聚硫堇/三维金纳米柱阵列电极浸入2.5%戊二醛的磷酸缓冲溶液

中，恒温28~32  ℃，反应时间为50~60  min，得到戊二醛/聚硫堇/三维金纳米柱阵列电极；

（4）冈田酸抗体的固定：将0.02  mg/mL的无标记冈田酸抗体溶液滴加到戊二醛/聚硫

堇/三维金纳米柱阵列电极表面，在室温下反应60~70  min，形成冈田酸抗体/戊二醛/聚硫

堇/三维金纳米柱阵列电极；

（5）封闭：将步骤（4）得到的电极浸入3%牛血清蛋白溶液中，恒温28~32  ℃，反应时间为

50~60  min，制得冈田酸三维金纳米柱阵列免疫电极。

[0009] 进行检测时，将免疫电极浸入一系列不同浓度的冈田酸抗原溶液中，在32  ℃下免

疫反应40  min后取出，放入5  mmol/L  K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6+0.2  mol/L  PBS溶液中进行电

化学阻抗谱测试，采用阻抗谱拟合软件ZSimpWin对传感器与不同浓度抗原免疫反应后的阻

抗谱进行拟合计算，得到在一定浓度范围内的工作曲线，该方法的检测限为2.65×10-12  g/

mL，远低于欧盟规定的最高允许量160  ng/g。本发明制备的三维金纳米柱阵列电极具有微

观三维纳米结构，表面积大，可以提供更多的生物活性分子吸附位点；同时，经化学沉积-电

沉积得到的三维金纳米柱阵列电极受人为误差因素影响较小，电极稳定性好。在电极表面

电聚合修饰聚硫堇，膜层性质稳定，提供了丰富的氨基基团，有利于电极表面通过戊二醛交

联作用固定更多冈田酸抗体。戊二醛两端的醛基分别与聚硫堇和冈田酸抗体上的氨基发生

席夫碱反应，可以将抗体牢固结合在电极表面，提高传感器的稳定性。制备的免疫反应电极

无需进行标记，简化了制备过程，缩短了分析时间，降低了检测成本。本发明电极制备简单，

具有三维结构，表面积大，稳定性好，抗体固定牢固，操作简便，检测限低，灵敏度高，可实现
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冈田酸的快速检测。

具体实施方式

[0010] 下面对本发明进行具体描述。

[0011] 实施例1：一种冈田酸三维金纳米柱阵列免疫电极的制备方法，其包括以下步骤：

（1）三维金纳米柱阵列电极的制备：

a）首先将孔径为80~200  nm的聚碳酸酯滤膜固定后放入甲醇中清洗5  min，再放入甲

醇-水溶液（甲醇：水体积比=1:1）中清洗；

b）将清洗后的聚碳酸酯滤膜放入敏化液中进行敏化处理，所用敏化液组分为：0.025~
0.028  mol/L  SnCl2，0.05~0.08  mol/L  CF3COOH，溶剂为体积比=1:1的甲醇-水溶液，敏化时

间为40~50  min；

c）将敏化清洗后的聚碳酸酯滤膜放入0.03  mol/L的银氨溶液进行活化预镀银，活化时

间为5  min；

d）将活化清洗后的聚碳酸酯滤膜放入镀金液中进行化学镀金，镀金液的组分和工艺条

件为：Na3Au(SO3)2  0.005~0.008  mol/L，Na2SO3  0.13  mol/L，甲醛0.6~0.7  mol/L，pH值10~
11，温度2~6  ℃，时间24~26  h；

e）将化学镀后的聚碳酸酯滤膜放入25%  HNO3溶液中浸泡纯化，时间为12  h；

f）将纯化后的聚碳酸酯滤膜清洗晾干，用3M透明胶带去除表面金膜，得到二维金纳米

盘阵列；

g）将得到的金纳米盘阵列通过铝导电胶带粘到铜集流体上，根据需要控制二维金纳米

盘阵列留出一定面积，其余部分用绝缘胶带密封固定，制成二维金纳米盘阵列电极；

h）将二维金纳米盘阵列电极作为工作电极在上述镀金液体系中进行恒电位电沉积，制

成三维金纳米柱阵列电极，铂电极作为辅助电极，饱和硫酸亚汞电极作为参比电极，沉积电

位为-1.0  V（vs .  SSE），沉积时间为200~300  s；

（2）电聚合修饰聚硫堇：将5  mmol/L硫堇溶于pH=2.5的醋酸溶液中，以三维金纳米柱阵

列电极为工作电极，铂电极为辅助电极，Ag/AgCl电极为参比电极，采用循环伏安法进行电

聚合，电聚合电位范围为-0.4~1 .2  V（vs .  Ag/AgCl），扫描速率为80  mV/s，聚合圈数为15

圈，制得聚硫堇/三维金纳米柱阵列电极。在电极表面电聚合修饰聚硫堇，制备的膜层性质

稳定，提供了丰富的氨基基团，有利于电极表面通过戊二醛交联作用固定更多冈田酸抗体；

（3）戊二醛的交联：将聚硫堇/三维金纳米柱阵列电极浸入含2.5%戊二醛的磷酸缓冲溶

液中，恒温28  ℃，反应时间为60  min，得到戊二醛/聚硫堇/三维金纳米柱阵列电极；戊二醛

两端的醛基分别与聚硫堇和冈田酸抗体上的氨基发生席夫碱反应，可以将抗体牢固结合在

电极表面，提高传感器的稳定性；

（4）冈田酸抗体的固定：将0.02  mg/mL的无标记冈田酸抗体溶液滴加到戊二醛/聚硫

堇/三维金纳米柱阵列电极表面，在室温下反应70  min，形成冈田酸抗体/戊二醛/聚硫堇/

三维金纳米柱阵列电极；

（5）封闭：将步骤（4）得到的电极浸入3%牛血清蛋白溶液中，恒温28  ℃，反应时间为60 

min，制得冈田酸三维金纳米柱阵列免疫电极。

[0012] 实施例2：一种冈田酸三维金纳米柱阵列免疫电极的制备方法，其包括以下步骤：
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（1）三维金纳米柱阵列电极的制备：

a）首先将孔径为80~200  nm的聚碳酸酯滤膜固定后放入甲醇中清洗5  min，再放入甲

醇-水溶液（甲醇：水体积比=1:1）中清洗；

b）将清洗后的聚碳酸酯滤膜放入敏化液中进行敏化处理，所用敏化液组分为：0.025~
0.028  mol/L  SnCl2，0.05~0.08  mol/L  CF3COOH，溶剂为体积比=1:1的甲醇-水溶液，敏化时

间为40~50  min；

c）将敏化清洗后的聚碳酸酯滤膜放入0.03  mol/L的银氨溶液进行活化预镀银，活化时

间为5  min；

d）将活化清洗后的聚碳酸酯滤膜放入镀金液中进行化学镀金，镀金液的组分和工艺条

件为：Na3Au(SO3)2  0.005~0.008  mol/L，Na2SO3  0.13  mol/L，甲醛0.6~0.7  mol/L，pH值10~
11，温度2~6  ℃，时间24~26  h；

e）将化学镀后的聚碳酸酯滤膜放入25%  HNO3溶液中浸泡纯化，时间为12  h；

f）将纯化后的聚碳酸酯滤膜清洗晾干，用3M透明胶带去除表面金膜，得到二维金纳米

盘阵列；

g）将得到的金纳米盘阵列通过铝导电胶带粘到铜集流体上，根据需要控制二维金纳米

盘阵列留出一定面积，其余部分用绝缘胶带密封固定，制成二维金纳米盘阵列电极；

h）将二维金纳米盘阵列电极作为工作电极在上述镀金液体系中进行恒电位电沉积，制

成三维金纳米柱阵列电极，铂电极作为辅助电极，饱和硫酸亚汞电极作为参比电极，沉积电

位为-1.0  V（vs .  SSE），沉积时间为200~300  s；

（2）电聚合修饰聚硫堇：将5  mmol/L硫堇溶于pH=2.5的醋酸溶液中，以三维金纳米柱阵

列电极为工作电极，铂电极为辅助电极，Ag/AgCl电极为参比电极，采用循环伏安法进行电

聚合，电聚合电位范围为-0.4~1 .2  V（vs .  Ag/AgCl），扫描速率为80  mV/s，聚合圈数为15

圈，制得聚硫堇/三维金纳米柱阵列电极。在电极表面电聚合修饰聚硫堇，制备的膜层性质

稳定，提供了丰富的氨基基团，有利于电极表面通过戊二醛交联作用固定更多冈田酸抗体；

（3）戊二醛的交联：将聚硫堇/三维金纳米柱阵列电极浸入含2.5%戊二醛的磷酸缓冲溶

液中，恒温32  ℃，反应时间为50  min，得到戊二醛/聚硫堇/三维金纳米柱阵列电极；戊二醛

两端的醛基分别与聚硫堇和冈田酸抗体上的氨基发生席夫碱反应，可以将抗体牢固结合在

电极表面，提高传感器的稳定性；

（4）冈田酸抗体的固定：将0.02  mg/mL的无标记冈田酸抗体溶液滴加到戊二醛/聚硫

堇/三维金纳米柱阵列电极表面，在室温下反应70  min，形成冈田酸抗体/戊二醛/聚硫堇/

三维金纳米柱阵列电极；

（5）封闭：将步骤（4）得到的电极浸入3%牛血清蛋白溶液中，恒温32  ℃，反应时间为50 

min，制得冈田酸三维金纳米柱阵列免疫电极。

[0013] 相比实施例1，实施例2中反应温度较高，该温度有利于交联和封闭步骤反应的进

行，所需反应时间较少；同时，又不会因温度过高而对生物分子活性和反应造成影响。实施

例2可以使电极表面固定更多的戊二醛，继而固定更多的抗体，制备的免疫电极性能更好。

使用本发明制备的免疫电极进行检测时，将免疫电极浸入一系列不同浓度的冈田酸抗原溶

液中，在32  ℃下免疫反应40  min后取出，放入5  mmol/L  K3Fe(CN)6/K4Fe(CN)6+0.2  mol/L 

PBS溶液中进行电化学阻抗谱测试，采用阻抗谱拟合软件ZSimpWin对传感器与不同浓度抗
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原免疫反应后的阻抗谱进行拟合计算，得到在一定浓度范围内的工作曲线，该方法的检测

限为2.65×10-12  g/mL，远低于欧盟规定的最高允许量160  ng/g。

[0014] 本发明制备的三维金纳米柱阵列电极具有微观三维纳米结构，表面积大，可以提

供更多的生物活性分子吸附位点，同时，通过化学沉积-电化学沉积得到的三维金纳米柱阵

列电极受人为误差因素影响较小，电极稳定性好。

[0015] 本发明在电极表面电聚合修饰聚硫堇，膜层性质稳定，提供了丰富的氨基基团，有

利于电极表面通过戊二醛交联作用固定更多冈田酸抗体，提高了免疫电极的灵敏度。戊二

醛两端的醛基分别与聚硫堇和冈田酸抗体上的氨基发生席夫碱反应，可以将抗体牢固结合

在电极表面，提高传感器的稳定性。制备的免疫电极无需进行标记，简化了制备过程，缩短

了分析时间，降低了检测成本。

[0016] 本发明电极制备简单，具有三维结构，表面积大，稳定性好，抗体固定牢固，操作简

便，检测限低，灵敏度高，可实现冈田酸的快速检测。
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