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本发明“一种石墨烯加速ELISA技术”，其特

征是一种新材料石墨烯与ELISA相结合的新性能

加速抗原抗体结合的改良ELISA技术，利用石墨

烯高吸附和高比表面特性，在ELISA反应体系中

增加抗原抗体之间的接触效率，加速ELISA(酶联

免疫吸附测定)反应及包被过程。该技术涉及免

疫学及免疫检测领域，是一种石墨烯与ELISA相

结合的理论创新，即利用石墨烯具有吸附分子和

高比表面特性增加抗原抗体之间的接触概率，解

决ELISA反应和包被时间过长的问题。
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1.一种石墨烯加速ELISA技术，其特征是一种新材料石墨烯与ELISA相结合的新性能加

速抗原抗体结合的改良ELISA技术，利用石墨烯高吸附和高比表面特性，在ELISA反应体系

中增加抗原抗体之间的接触，加速ELISA(酶联免疫吸附测定)反应及包被过程。

2.根据权利要求1所述的一种石墨烯加速ELISA技术，其特征在于，所述的新材料石墨

烯狭义概念是指由碳原子以sp2杂化轨道组成六角型蜂巢晶格结构的只有一个碳原子厚度

的二维晶体，亦可采用广义石墨烯(多层)尤以10层以内的多层石墨烯为佳，且具有较高的

吸附和高比表面特性的石墨烯。

3.根据权利要求1所述的一种石墨烯加速ELISA技术，其特征在于，所述的ELISA其英文

表述为Enzyme  Linked  Immunosorbent  Assay，其中文表述为酶联免疫吸附测定，是指将可

溶性的抗原或抗体结合到聚苯乙烯等固相载体上，利用抗原抗体结合专一性进行免疫反应

的定性和定量检测的过程。

4.根据权利要求1所述的一种石墨烯加速ELISA技术，其特征在于，所述的石墨烯与

ELISA相结合的新性能加速抗原抗体结合的改良ELISA技术，可以在ELISA过程前、中、后根

据具体物质特性加入适量的石墨烯，以缩短ELISA反应时间，解决了常规ELISA一次检测时

间过长(需要2～3小时)和包被时间过长(需要过夜)的问题。

5.根据权利要求1所述的一种石墨烯加速ELISA技术，其特征在于，所所述的抗原是一

种能在有机体中引起特异性免疫应答的物质，该物质进入机体后可刺激机体产生抗体和引

起细胞免疫，在免疫测定中抗原是指能与抗体结合的物质；其特征在于所述的抗体是一种

由浆细胞(效应B细胞)分泌的被免疫系统用来鉴别与中和外来物质如细菌、病毒等的大型Y

形蛋白质。

6.根据权利要求1所述的一种石墨烯加速ELISA技术，其特征在于，所述的抗原抗体结

合是指抗原与抗体具有专一性结合的特性，即抗原与其相应的抗体具有特异性结构，由很

弱的短距引力而结合的，该结合力是一种高度特异性的非共价键作用力，可以在某种程度

上进行特异性结合。

7.根据权利要求1所述的一种石墨烯加速ELISA技术，所述的增加抗原抗体之间的接触

是指通过石墨烯吸附、分散抗原和(或)抗体分子，以增加抗原和抗体之间的接触概率，进而

提高抗原与抗体的结合效率，不但能加速孵育(反应)过程，亦能加速包被过程，上述策略不

但可以用于常规ELISA技术，亦可用于荧光ELISA技术、化学发光ELISA技术、PCR-ELISA技

术、NSP-ELISA技术、Dot-ELISA技术、TP-ELISA技术、IMS-ELISA技术、PPA-ELISA技术等。

8.根据权利要求1所述的一种石墨烯加速ELISA技术，其特征在于，所述的石墨烯与

ELISA相结合增加抗原抗体之间的接触概率这一策略可大大减少ELISA反应和包被时间，适

用于畜牧、农业、食品安全、临床诊断、科研检测以及酶免疫检测及诊断的免疫学领域，亦适

用于体外诊断试剂II类和III产品中的免疫相关试剂，还适用于检测其他样本中的抗原、抗

体以及半抗原等。

9.根据权利要求1所述的一种石墨烯加速ELISA技术，其特征在于，通过一种新材料石

墨烯的吸附和高比表面特性来增加抗原和抗体之间的接触加速ELISA的策略应用于计算机

软件程序和网络程序编写，提高ELISA检测效率、缩减ELISA反应和包被时间，进一步完善石

墨烯与ELISA相结合的加速ELISA过程的免疫学技术。

10.根据权利要求1所述的一种石墨烯加速ELISA技术，其特征在于，通过一种新材料石
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墨烯的吸附和高比表面特性来增加抗原和抗体之间的接触加速ELISA的策略应用于酶标

仪、荧光酶标仪、分光光度计、荧光分光光度计、自动酶免分析仪等提供检测吸光度值的仪

器设计和开发以提高ELISA反应和包被的效率，其主要成分包括包被板、酶标记抗体和(或)

抗原、标准品、缓冲液、显色液、终止液、洗涤液等。
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一种石墨烯加速ELISA技术

技术领域：

[0001] 本发明属于免疫学及免疫检测领域，具体涉及通过石墨烯的高吸附和高比表面特

性来增加抗原与抗体之间的接触，加速ELISA(酶联免疫吸附剂测定)反应过程的技术领域。

背景技术：

[0002] 免 疫 一 词由 拉 丁 字“ i m m u n i s”演 变 而 来 ，其 原 意 为“免 除 税 收”

(exceptionfromcharges)，也包含“免于疫患”之意。生命科学中的免疫狭义概念是指机体

识别“自身”与“非己”抗原，对自身抗原形成天然免疫耐受，对“非己”抗原产生排斥作用的

一种生理功能。正常情况下，这种生理功能对机体有益，可产生抗感染、抗肿瘤等维持机体

生理平衡和稳定的免疫保护作用。在一定条件下，当免疫功能失调时，也会对机体产生有害

的反应和结果，如引发超敏反应、自身免疫病和肿瘤等。

[0003] 免疫学是研究生物体对抗原物质免疫应答性及其方法的生物-医学科学。免疫应

答是机体对抗原刺激的反应，也是对抗原物质进行识别和排除的一种生物学过程。一般认

为免疫学的发展经历了四个时期即经验免疫学时期、经典免疫学时期、近代免疫学时期和

现代免疫学时期。

[0004] 1、经验免疫学时期：早在公元11世纪，中国医学家在实践中创造性地发明了人痘

苗，即用人工轻度感染的方法预防天花。在明代隆庆年间(1567～1572)，人痘苗已在中国广

泛应用。在17世纪人痘苗接种预防天花的方法引起其他国家的注意，先后传入俄国、朝鲜、

日本、土耳其、英国等地，进而使人痘苗预防天花的方法得以推广和验证，此即经验免疫学

时期，该时期发现了免疫现象，是人类认识机体免疫性的开端，为以后英国医生Jenner发明

牛痘苗奠定了基础。

[0005] 2、经验免疫学时期：18世纪至20世纪中叶为经典免疫学时期，在这一时期，人们对

免疫功能的认识由人体现象的观察进入了科学实验时期。首先，牛痘苗的发明是英国医生

Jenner在观察到患过牛痘的挤奶女工，不再患天花的事实后，通过长期研究的科学成果。牛

痘苗的发明是继人痘苗之后免疫学的一个重要发展，该疫苗给人体接种后，只引起局部反

应并不造成严重损害，但能有效地预防天花，亦可在实验室大量生产，因此很快地代替了人

痘苗，被医学界所接受。其次，减毒活疫苗的发明是法国免疫学家Pasteur和德国细菌学家

Koch在创立了细菌分离培养技术的基础上，通过系统地科学研究，利用物理、化学、生物学

方法获得了减毒菌苗，并用于疾病的预防和治疗，Pasteur用高温培养法制备了炭疽疫苗，

用狂犬病毒在兔体内经连续传代制备了狂犬病疫苗。再次，抗体是Behring和Kitasato在

1890年用白喉外毒素免疫动物时发现的。在被免疫的动物血清中有一种能中和外毒素的物

质，最初称为抗毒素。将此免疫血清被动转移给正常动物，使后者获得了中和外毒素的能

力。上述科学家将白喉抗毒素正式用于白喉的治疗，开创了人工被动免疫疗法之先河，因此

Behring在1901年获得诺贝尔医学和生理学奖。后来，人们相继发现了凝集素、沉淀素等能

与细菌或细胞特异性反应的物质，统称为抗体；而将能引起抗体产生的物质称为抗原，从而

确立了抗原和抗体的概念。随后在1894年Pfeiffer发现了免疫溶菌现象进而发现了补体，
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补体是一种对热不稳定的物质，属于正常血清中的成分，无特异性，但具有协助抗体溶解细

菌或细胞的作用。随着血清学方法的建立、免疫化学的研究、抗体生成理论的提出以及对机

体保护性免疫机制的研究，免疫学的发展加快了速度。

[0006] 3、近代免疫学时期：20世纪中叶至60年代期间，为近代免疫学时期。这一时期人们

冲破了抗感染免疫模板学说的束缚，对生物体的免疫反应性有了比较全面的认识，使免疫

学开始研究生物问题，出现了全新的免疫学理论。这一时期发现了迟发型超敏反应、免疫耐

受现象，提出了细胞系选择学说，免疫学技术得到快速发展，建立了间接凝集反应和免疫标

记技术，这些都进一步促进了免疫学基础理论的研究和应用。

[0007] 4、近代免疫学时期：现代免疫学时期指20世纪60年代至今的时期。在这一时期，确

认了淋巴细胞系在免疫反应中的地位，阐明了免疫球蛋白的分子结构与功能，对免疫系统

特别是细胞因子、粘附分子等进行了大量研究，并从分子水平对免疫球蛋白的多样性、类别

转化等进行了有益的探讨，在许多方面取得了突破性成就。在应用免疫学领域，1975年

Kohler和Milstein首创杂交瘤技术。他们将小鼠骨髓瘤细胞和经绵羊红细胞(SRBC)致敏的

B细胞在体外进行融合形成杂交瘤(hybridoma)。这种杂交瘤细胞既保持了骨髓瘤细胞大量

无限制生长繁殖的特性，又具有合成和分泌抗体的能力。应用该技术可产生均一的、只针对

单一抗原决定基的抗体，称为单克隆抗体(McAb)。McAb具有纯度高、特异性强、可大量生产

等优点，已被广泛应用于血清学诊断、免疫细胞及其它组织细胞表面分子的检测，并通过与

核素、各种毒素或药物化学偶联进行肿瘤导向治疗研究。将分子生物学技术应用于免疫学

研究也是一项突破性成就，利用分子杂交技术和分子遗传学理论制备的基因工程抗体如完

全人源化抗体、单链抗体及双特异性抗体等较McAb更具优越性。

[0008] 抗原(antigen，Ag)是一种能在有机体中引起特异性免疫应答的物质，该物质进入

机体后可刺激机体产生抗体和引起细胞免疫，在免疫测定中抗原是指能与抗体结合的物

质。所谓抗原的反应原性是指能与由它刺激所产生的抗体或致敏淋巴细胞发生特异性反

应，具备免疫原性和反应原性两种能力的物质称为完全抗原，如病原体、异种动物血清等。

只具有反应原性而没有免疫原性的物质，称为半抗原，没有免疫原性，不会引起免疫反应，

如青霉素、磺胺等。但在某些特殊情况下，如果半抗原与大分子蛋白质结合后，就获得了免

疫原性而变成完全抗原，也就可以刺激免疫系统产生抗体和效应细胞。抗原的基本性质具

有异物性、大分子性和特异性。具体而言，异物性是指进入机体组织内的抗原物质，必须与

该机体组织细胞的成分不相同；大分子性是指构成抗原的物质通常是相对分子质量大于

10000的大分子物质，分子量越大，抗原性越强；特异性是指一种抗原只能与相应的抗体或

效应T细胞发生特异性结合。根据抗原性质分为两类：完全抗原和不完全抗原。完全抗原

(complete  antigen)简称抗原，是一类既有免疫原性，又有免疫反应性的物质，如大多数蛋

白质、细菌、病毒、细菌外毒素等。不完全抗原又称半抗原(hapten)，是只具有免疫反应性而

无免疫原性的物质，半抗原与蛋白质载体结合后，就获得了免疫原性。

[0009] 抗体(antibody)是一种由浆细胞(效应B细胞)分泌的被免疫系统用来鉴别与中和

外来物质如细菌、病毒等的大型Y形蛋白质，狭义概念是指能与抗原特异性结合的免疫球蛋

白(immunoglobulin，Ig)，与ELISA有关的主要为IgG和IgM。抗体具有4条多肽链的对称结

构，其中2条较长、相对分子量较大的相同的重链(H链)，2条较短、相对分子量较小的相同的

轻链(L链)，链间由二硫键和非共价键联结形成一个由4条多肽链构成的单体分子。轻链有κ
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和λ两种，重链有μ、δ、γ、ε和α五种，整个抗体分子可分为恒定区和可变区两部分。在给定的

物种中，不同抗体分子的恒定区都具有相同的或几乎相同的氨基酸序列，可变区位于″Y″的

两臂末端，在可变区内有一小部分氨基酸残基变化特别强烈，这些氨基酸的残基组成和排

列顺序更易发生变异区域称高变区，高变区位于分子表面，最多由17个氨基酸残基构成，少

则只有2～3个，高变区氨基酸序列决定了该抗体结合抗原抗原的特异性。一个抗体分子上

的两个抗原结合部位是相同的，位于两臂末端称抗原结合片段(antigen-binding 

fragment，Fab)，″Y″的柄部称结晶片段(crystalline  fragment，FC)，糖结合在FC上。按理

化性质和生物学功能，抗体可将其分为IgM、IgG、IgA、IgE、IgD五类。安康提的制备，抗体可

分为单克隆抗体和多克隆抗体。抗体的主要作用是与抗原(包括外来的和自身的)相结合，

从而有效地清除侵入机体内的微生物、寄生虫等异物，抗体(antibody)是一种应答抗原产

生的、可与抗原特异性结合的蛋白质，每种抗体与特定的抗原决定基结合，这种结合可以使

抗原失活，也可能无效但有时也会对机体造成病理性损害。

[0010] 抗原抗体之间是通过很弱的短距引力而结合的，该结合力是一种高度特异性的非

共价键作用力，如氢键、静电引力、疏水相互作用力、范德华引力等。其中疏水相互作用力和

静电引力是主要的作用力，只有这两种作用力使抗体和抗原分子接近到一定程度，范德华

力和氢键作用才会开始起作用。以上几种作用力均比共价键作用弱，只有存在大量的上述

作用力，并且抗原与抗体间有非常好的配合，抗原与抗体间才能发生有效作用，这反应了抗

原抗体作用高度特异性的特征。抗体的亲和力是指抗原抗体间的固有结合力，可以用平衡

常数K表示：K＝[Ag·Ab]/[Ag][Ab]Ag·Ab的解离程度与K值有关，高亲和力抗体的抗原位

点与抗原的决定簇在空间构型上非常合适，二者结合牢固，不易解离。抗原抗体反应具有最

适比例，此最适范围称为等价带，在等价带前后分别为抗体过剩带和抗原过剩带。如果抗原

或抗体极度过剩，则无沉淀物形成，在免疫测定中称为带现象，抗体过剩称为前带，抗原过

剩称为后带。在用免疫学方法测定抗原时，应使反应系统中有足够的抗体数量，否则测得的

量会小于实际含量，甚至出现假阴性。抗原抗体反应具有特异性，抗原抗体的结合实质上只

发生在抗原的抗原决定簇与抗体的抗原结合位点之间，由于二者在化学结构和空间构型上

呈互补关系，所以抗原抗体反应具有高度特异性。抗原抗体反应还具有敏感性，在测定血清

中物质含量的时候，酶反应测定的敏感度约为5-10μg/ml，而化学比色法灵敏度为mg/ml水

平。

[0011] 酶联免疫吸附测定(Enzyme  Linked  Immunosorbent  Assay，ELISA)是指将可溶性

的抗原或抗体结合到聚苯乙烯等固相载体上，利用抗原抗体结合专一性进行酶标记免疫反

应的定性和定量检测方法。1971年Engvall和Perlmann发表了酶联免疫吸附剂测定用于IgG

定量测定的文章，其基本原理是：①抗原或抗体物理性结合到某种固相载体表面，并保持其

免疫活性。②抗原或抗体与某种酶连接成酶标抗原或抗体，这种酶标抗原或抗体既保留其

免疫活性，又保留酶的活性。③把受检标本(测定其中的抗体或抗原)和酶标抗原或抗体按

不同的步骤与固相载体表面的抗原或抗体起反应，用洗涤的方法使固相载体上形成的抗原

抗体复合物与其他物质分开，最后结合在固相载体上的酶量与标本中受检物质的量成一定

的比例，加入酶反应的底物后，底物被酶催化变为有色产物，产物的量与标本中受检物质的

量直接相关，故可根据颜色反应的深浅定性或定量分析。由于酶的催化效率很高，故可极大

地放大反应效果，从而使测定方法达到很高的敏感度。
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[0012] ELISA是随着免疫学的发展而发展起来的，已广泛应用于蛋白质工程、医疗、农林、

畜牧、环保、食品等系列领域，尤其在疾病治疗、疾病检测、科研中的蛋白检测领域得到广泛

应用，已经成为二十一世纪生命科学的重要技术。其主要方法有如下四种：

[0013] 1、直接ELISA：是将抗原按照一定的比例用包被缓冲液稀释包被到固相载体上，包

被完成后简单洗涤，再加入封闭液封闭，洗去多于封闭液，加入适量的特异性酶抗体，37℃

孵育1h或4℃孵育过夜，洗涤除去多余的抗体，加入底物显色读取结果，显色深浅与加入的

酶标抗体量成正比。该法主要适用于检测单抗亚型、血清种属以及初筛单克隆抗体。

[0014] 2、间接法：其原理是利用酶标记的抗抗体检测与固相抗原结合的受检抗体，是将

抗原按照一定的比例用包被缓冲液稀释包被到固相载体上，包被完成后简单洗涤，再加入

封闭液封闭，洗去多余封闭液，加入适量的非酶标抗体，引入经过酶标的第二种抗体(与第

一种抗体结合的抗体，即二抗)与第一种抗体(与抗原直接结合的抗体，即一抗)特异性结

合，最后加入底物显色并判断结果，当二抗的浓度一定的时候，显色结果与一抗的量呈正相

关。间接ELISA是检测标志性抗体的重要手段，主要用于检测病原体抗体、抗体效价、血清效

价、单克隆抗体等，一般的操作步骤为：①将已知的抗原固着于固相载体联结，洗去多余的

未结合抗原及杂质。②加入待测样本，待检样本中的特异性抗体与固相抗原结合，形成固相

抗原抗体复合物，经洗涤后固相载体上只留下特异性抗体，待检样本中其他成分在洗涤过

程中被洗去。③加入带有酶标的二抗，固相免疫复合物中的抗体与酶标抗体结合，从而间接

的标记上酶。④洗去多余未结合的二抗，加入底物显色读取结果，显色深浅与加入的酶标抗

体量成正比。

[0015] 3、夹心ELISA：又被称为三明治ELISA，该法常用于检测大分子抗原，可分为直接夹

心ELISA和间接夹心ELISA，前者又分为双抗夹心ELISA和双抗原夹心ELISA。直接双抗夹心

ELISA是检测抗原最常用的方法，其主要原理是：将第一种抗体包被在固相载体上，封闭后

加入待检抗原，孵育后加入经过酶标的第二种抗体，第一种抗体和第二种抗体可以是针对

不同表位的二种单抗，也可是针对同一抗原的一种单抗与一种多抗。其操作步骤如下：①将

特异性抗体与固相载体联结，形成固相抗体，洗去未结合的抗体及杂质。②加入待测样本，

待检样本中的抗原与固相抗原结合，形成固相抗原抗体复合物，经洗涤除去其他未结合物

质。③加入带有酶标的二抗，固相免疫复合物中的抗原与酶标抗体结合，经洗涤除去其他未

结合物质，固相载体上的酶量与受检抗原的量呈正相关。④加入底物显色读取结果，显色深

浅与加入的受检抗原成正比。

[0016] 4、竞争ELISA：又称竞争抑制ELISA或封闭ELISA，其原理是用待检抗原或抗体去干

扰已经预先设计好的体系，最终显色的结果与待检抗原或抗体的干扰程度成负相关，是一

种较少用到的检测方法，一般用于检测小分子抗原，其操作步骤为：①将具有专一性的抗体

固着于固相载体上，洗去多余抗体。②加入待测样本，使样本中的待测抗原与固相抗体进行

专一性结合。③加入带有酶标记的抗原，此抗原也可与固相抗体进行专一性结合，由于固相

抗体数量有限，因此当样本中抗原的量越多，则带有酶标记的抗原与固相抗体就越少，亦即

两种抗原皆竞相与固相抗体结合。④洗去样本与带有酶标记的抗原，加入底物显色，当样本

中抗原量越多，带有酶标记的抗原越少，显色也就越浅，以肉眼或仪器读取呈色结果。

[0017] 石墨烯(Graphene)是最近十年余年来发现的极其重要的新材料，石墨烯狭义概念

是指由碳原子以sp2杂化轨道组成六角型蜂巢晶格结构的只有一个碳原子厚度的二维晶
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体。石墨烯层数呈正态分布，广义石墨烯大多数是指多层石墨烯，如寡层石墨烯(3～5层)，

多层石墨烯(10层左右)。英国曼彻斯特大学物理学家安德烈·海姆和康斯坦丁·诺沃肖洛

夫于2004年从石墨中分离出石墨烯，而且证实石墨烯可以单独存在，两人也因在“二维石墨

烯材料的开创性研究”共同获得2010年诺贝尔物理学奖。石墨烯是良好的导体，不但非常坚

硬而且导电性极佳，其电子迁移率可达200,000cm2V-1s-1，电阻率可达10-6Ω·cm，是世界上

电阻率最小的材料，亦是极佳的常温超导材料。石墨烯亦具有较好的生物兼容性和吸附各

种原子与分子的特性。

[0018] 抗原和抗体均属于蛋白质分子，极其微小，其分子之间的相对距离较大，彼此离的

较远，如果能够增加抗原和抗体之间的接触，就能够增加抗原与抗体结合的效率。由于石墨

烯具有较好的生物兼容性，同时具有吸附各种原子与分子和高达2600m2/g比表面的特性，

石墨烯可吸附抗原和(或)抗体，并进一步迅速分散至抗原抗体结合的空间内，大大加速抗

原抗体之间的接触面积和结合效率。而常规抗ELISA仅仅利用非共价键作用力，如氢键、静

电引力、疏水相互作用力、范德华引力，通过石墨烯与抗原、抗体的有机结合，大大缩短二者

结合时间，确保结果的可靠性。

发明内容：

[0019] 为了解决ELISA反应时间和包被时间过长的问题，本发明“一种石墨烯加速ELISA

技术”综合了一种新材料石墨烯与ELISA相结合的加速ELISA过程的改良ELISA技术，利用石

墨烯具有高吸附和高比表面的特性，增加抗原抗体之间的接触面积和效率，大大缩短了

ELISA反应时间，同时可以加速包被过程，让科研和临床检验人员及时了解检测结果，提高

了检测效率和准确性。

[0020] 一种石墨烯加速ELISA技术，其特征是一种新材料石墨烯与ELISA相结合的新性能

加速抗原抗体结合的改良ELISA技术，利用石墨烯高吸附和高比表面特性，在ELISA反应体

系中增加抗原抗体之间的接触，加速ELISA(酶联免疫吸附测定)反应过及包被过程。上述所

述的ELISA是指将可溶性的抗原或抗体结合到聚苯乙烯等固相载体上，利用抗原抗体结合

专一性进行免疫反应的定性和定量检测方法。

[0021] 一种石墨烯加速ELISA技术，其特征在于所述的新材料石墨烯狭义概念是指由碳

原子以sp2杂化轨道组成六角型蜂巢晶格结构的只有一个碳原子厚度的二维晶体，亦可采

用广义石墨烯(多层)尤以10层以内的多层石墨烯为佳，且具有较高的吸附和高比表面特性

的石墨烯。

[0022] 一种石墨烯加速ELISA技术，其特征在于所述的ELISA其英文表述为Enzyme 

Linked  Immunosorbent  Assay，其中文表述为酶联免疫吸附测定，是指将可溶性的抗原或

抗体结合到聚苯乙烯等固相载体上，利用抗原抗体结合专一性进行免疫反应的定性或定量

检测的过程。

[0023] 一种石墨烯加速ELISA技术，其特征在于所述的石墨烯与ELISA相结合的新性能加

速抗原抗体结合的改良ELISA技术，可以在ELISA过程前、中、后根据具体物质特性加入适量

的石墨烯，以缩短ELISA反应时间，解决了ELISA一次检测时间过长(需要2～3小时)和包被

时间过长(需要过夜)的问题，使在较短时间内了解实验或检测结果以及获得更可靠的数据

成为可能。
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[0024] 一种石墨烯加速ELISA技术，其特征在于所述的抗原是一种能在有机体中引起特

异性免疫应答的物质，该物质进入机体后可刺激机体产生抗体和引起细胞免疫，在免疫测

定中抗原是指能与抗体结合的物质；其特征在于所述的抗体是一种由浆细胞(效应B细胞)

分泌的被免疫系统用来鉴别与中和外来物质如细菌、病毒等的大型Y形蛋白质。

[0025] 一种石墨烯加速ELISA技术，其特征在于所述的抗原抗体结合是指抗原与抗体具

有专一性结合的特性，即抗原与其相应的抗体具有特异性结构，由很弱的短距引力而结合

的，该结合力是一种高度特异性的非共价键作用力，可以在某种程度上进行特异性结合。

[0026] 一种石墨烯加速ELISA技术，其特征在于所述的增加抗原抗体之间的接触是指通

过石墨烯吸附、分散抗原和(或)抗体分子，以增加抗原和抗体之间的接触概率，进而提高抗

原与抗体的结合效率，不但能加速反应(孵育)过程，亦能加速包被过程，上述策略不但可以

用于常规ELISA技术，亦可用于荧光ELISA技术、化学发光ELISA技术、PCR-ELISA技术、NSP-

ELISA技术、Dot-ELISA技术、TP-ELISA技术、IMS-ELISA技术、PPA-ELISA技术等。

[0027] 一种石墨烯加速ELISA技术，其特征在于所述的石墨烯与ELISA相结合增加抗原抗

体之间的接触概率这一策略可大大减少ELISA反应和包被时间，适用于畜牧、农业、食品安

全、临床诊断、科研检测以及酶免疫检测及诊断的免疫学领域，亦适用于体外诊断试剂II类

和III产品中的免疫相关试剂，还适用于检测其他样本中的抗原、抗体以及半抗原等。

[0028] 一种石墨烯加速ELISA技术，其特征在于通过一种新材料石墨烯的高吸附和高比

表面特性来增加抗原和抗体之间的接触加速ELISA的策略应用于计算机软件程序和网络程

序编写，提高ELISA检测效率、缩减ELISA反应和包被时间，进一步完善石墨烯与ELISA相结

合的加速ELISA过程的免疫学技术。

[0029] 一种石墨烯加速ELISA技术，其特征在于通过一种新材料石墨烯的高吸附和高比

表面特性来增加抗原和抗体之间的接触加速ELISA的策略应用于酶标仪、荧光酶标仪、分光

光度计、荧光分光光度计、自动酶免分析仪等提供检测吸光度值的仪器设计和开发以提高

ELISA反应和包被的效率，其主要成分包括包被板、酶标记抗体和(或)抗原、标准品、缓冲

液、显色液、终止液、洗涤液等。

[0030] 本发明“一种石墨烯加速ELISA技术”目的是为了增加抗原和抗体之间的接触以加

速ELISA(酶联免疫吸附测定)，反应时间和包被时间缩短更有利于观察结果并确保其可靠

性。ELISA的基础是抗原或抗体的固相化及抗原或抗体的酶标记，结合在固相载体表面的抗

原或抗体仍然保持其免疫学活性，酶标记的抗原或抗体既保留其免疫学活性又保留酶的活

性。ELISA基本步骤如下：①抗原或抗体结合到固相载体表面并保持其免疫活性；②抗原或

抗体与某种酶连接成酶标抗原或抗体，该酶标抗原或抗体既有免疫活性又有酶活性；③待

检标本(测定其中的抗体或抗原)和酶标抗原或抗体按不同的步骤与固相载体表面的抗原

或抗体起反应，洗去未结合的抗原或抗体以及其他物质，结合在固相载体上酶量与标本中

待检物质量成一定的比例，加入酶反应的底物后底物被酶催化变为有色产物，产物量与标

本中待检物质量直接相关，故可根据颜色反应的深浅定性或定量分析。由于在获得包被好

的抗原或抗体的固相载体所花时间比较长，37℃孵育需要2-3小时，4℃孵育需要过夜，而采

用37℃孵育容易导致抗原或抗体、酶活性下降，降低检测准确性。另外在其具体检测过程中

一般需要2-3小时左右，所以一个完整的ELISA过程需要3h以上。随着科技工作者和临床检

验人员的工作量和接触的信息量越来越大，有效利用有限的时间完成更多的工作就极为迫
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切了。本发明“一种石墨烯加速ELISA技术”利用一种新材料石墨烯与ELISA相结合的新性能

加速抗原抗体结合的改良ELISA技术，利用石墨烯高吸附和高比表面特性，在ELISA反应体

系中增加抗原抗体之间的接触，不仅加速了ELISA反应和包被过程，同时提高了检测的真实

性和准确性。

[0031] 本发明“一种石墨烯加速ELISA技术”可应用于含有各种ELISA技术，包括各种细菌

ELISA技术、各种真菌ELISA技术、各种寄生虫ELISA技术、各种病毒ELISA技术、各种致敏原

ELISA技术、各种生物毒素ELISA技术、兽药农药残留ELISA技术、PCR-ELISA技术、NSP-ELISA

技术、Dot-ELISA技术、TP-ELISA技术、IMS-ELISA技术、PPA-ELISA技术等领域。

[0032] ELISA是将可溶性的抗原或抗体结合到聚苯乙烯等固相载体上，利用抗原抗体结

合专一性进行酶标记免疫反应的定性和定量检测方法。1971年Engvall和Perlmann发表了

酶联免疫吸附剂测定用于IgG定量测定的文章，其基本原理是：①抗原或抗体物理性结合到

某种固相载体表面，并保持其免疫活性。②抗原或抗体与某种酶连接成酶标抗原或抗体，这

种酶标抗原或抗体既保留其免疫活性，又保留酶的活性。③把受检标本(测定其中的抗体或

抗原)和酶标抗原或抗体按不同的步骤与固相载体表面的抗原或抗体起反应，用洗涤的方

法使固相载体上形成的抗原抗体复合物与其他物质分开，最后结合在固相载体上的酶量与

标本中受检物质的量成一定的比例，加入酶反应的底物后，底物被酶催化变为有色产物，产

物的量与标本中受检物质的量直接相关，故可根据颜色反应的深浅定性或定量分析。由于

酶的催化效率很高，故可极大地放大反应效果，从而使测定方法达到很高的敏感度。

[0033] 石墨烯具有以下主要特性：1、极高的电子迁移率：可达200,000cm2V-1s-1：2、极低

的电阻率，电阻率可达10-6Ω·cm，是世界上电阻率最小的材料，亦是常温下的超导材料；3、

优良的机械性能：Young’s  modulus  1 .1Tpa；4、高比表面，质量较好的石墨烯比表面可达

2600m2/g；5、极好的稳定性；6、生物兼容性；7、可吸附各种原子和分子等等。石墨烯扫描电

镜结果见附图1。本发明“一种石墨烯加速ELISA技术”其原理是利用石墨烯高比表面、可吸

附各种原子与分子、生物兼容性这一系列特性，增加抗原和抗体之间的接触以加速ELISA，

反应时间缩短更有利于观察结果并确保其可靠性。石墨烯与抗原和抗体的作用原理见附图

2。

[0034] 本发明“一种石墨烯加速ELISA技术”是改良的ELISA技术，并不是针对具体单个产

品，无法一一详细描述。其核心操作过程有：1、含石墨烯试剂的配制：将石墨烯溶解于缓冲

液及抗原或抗体以，轻轻搅动使其完全溶解，密闭保存。2、包被含有石墨烯的抗原或抗体。

3、加入待测样品、质控品。4、孵育、洗涤、显色、终止反应。5、酶标仪检测。

[0035] 本发明应用领域举例：

[0036] (1)传染病筛查或定量检测：传染性疾病是较早开始使用ELISA的领域，可用于如

艾滋病、病毒性肝炎、梅毒等病原体的筛查。

[0037] (2)耐药细菌或病毒筛查或定量检测：抗生素的耐药问题越来越受到重视，新药研

发速度远远赶不上细菌抗药性的发展，ELISA技术能为耐药性问题提供前期预警以及后期

检测。

[0038] (3)食品安检的筛查或定量检测：食品安全越来越受到大家的重视，肠道病毒和致

病菌以及食品安检中的转基因成分、致敏原、生物毒素、兽药残留、农药残留等可以采用本

发明进行ELISA筛查或定量检测。
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[0039] (4)动物检疫筛查或定量检测：动物疾病让养殖人员蒙受巨大的经济损失，只有检

查出动物所患的疾病，才能尽可能的减少养殖人员的损失，从而促进畜牧业的发展，如动物

病毒、动物细菌、动物真菌、动物寄生虫、动物朊病毒等可以采用本发明进行ELISA筛查或定

量检测。

[0040] (5)其他用于ELISA筛查、定量检测的领域：如发酵工业细菌定量检测、环保有害细

菌定量检测、农业病虫害筛查或定量检测、农业真菌细菌筛查或定量检测等。

附图说明：

[0041] 图1为单层石墨烯SEM扫描电镜结果。

[0042] 图2为石墨烯作用于抗原抗体的原理图。 代表抗体，●代表抗原， 代表不

含石墨烯ELISA反应体系， 代表含石墨烯的ELISA反应体系。

[0043] 图3为常规不加石墨烯的ELISA实验。

[0044] 图4为缩减时间加入石墨烯的ELISA实验。

具体实施方式：

[0045] 以下具体实施方式进一步阐明本发明“一种石墨烯加速ELISA技术”的内容，但不

应理解为对本发明的限制。在不背离本发明精神和实质的情况下，对本发明方法、条件、步

骤及应用所做的修改或替换，均属于本发明的范围。

[0046] 主要含石墨烯试剂的配制方式：

[0047] (1)抗原石墨烯混合物的配制：主要由抗原、缓冲液、优质石墨烯组成。具体配制过

程如下：将抗原加入缓冲液中，充分混匀，加入适量的优质石墨烯即可使用。

[0048] (2)抗体石墨烯混合物的配制：主要由抗体、缓冲液、优质石墨烯组成。具体配制过

程如下：将抗体加入缓冲液中，充分混匀，加入适量的优质石墨烯即可使用。

[0049] 上述两种试剂配制方式，仅仅是为了举例方便所述，凡是把石墨烯以不同方式加

入ELISA反应体系内，均应理解为石墨烯试剂配制的应有之义，即本发明的所述范围。以下

实施例以第二种方式为例，即抗体石墨烯混合物配制。

[0050] 具体实施例一：大鼠C反应蛋白ELISA检测

[0051] C反应蛋白(C-regctive  protein，CRP)是指在机体受到感染或组织损伤时血浆中

一些急剧上升的蛋白质(急性蛋白)，CRP可以激活补体和加强吞噬细胞的吞噬而起调理作

用，从而清除入侵机体的病原微生物和损伤，坏死，凋亡的组织细胞，在机体的天然免疫过

程中发挥重要的保护作用。本发明选用双抗夹心法检测C反应蛋白的抗原，以96孔板为例。

[0052] 取适量的优质石墨烯先溶于缓冲液中，充分混匀，加入适量优质石墨烯即可使用，

其中缓冲液配制：

[0053]

[0054] 以上物质充分溶解，调节pH至9.6，补超纯水至1000ml。再加入适量的石墨烯，配制

说　明　书 8/10 页

11

CN 107064487 A

11



成含有石墨烯的缓冲液。

[0055] 抗体石墨烯混合物的配制：

[0056]

[0057] 常规抗体混合物的配制：

[0058]

[0059] 取适量的抗体石墨烯混合物加入酶标板(亦可为其他固相载体)每个凹孔中37℃

孵育2h后无需4℃过夜；同时取适量的常规抗体混合物加入酶标板(亦可为其他固相载体)

每个凹孔中37℃孵育2h后，4℃过夜。用封闭液对包被的酶标板(亦可为其他固相载体)37℃

2h进行封闭，采用人工洗板或机器洗板每孔注入洗液350μl，浸泡1min，洗板5次。设置标准

品孔和样本孔，标准品孔各加不同浓度的标准品50μl，样本孔先加待测样本10μl，再加稀释

液40μl，空白孔不加。除空白孔外，标准品孔和样本孔中每孔加入辣根过氧化物酶(HRP)标

记的检测抗原100μl，用封板膜封住反应孔，37℃水浴锅或恒温箱温育30min。弃去液体，吸

水纸上拍干，每孔加满洗涤液，静置1min，甩去洗涤液，吸水纸上拍干，如此重复洗板5次(也

可用洗板机洗板)。每孔加入TMB显色底物和氧化剂各50μl，37℃避光孵育20min。每孔加入

终止液(2M  H2SO4)50μl，15min内在450nm波长处测定各孔的OD值。

[0060] 实验结果分析：以已知浓度抗原作为定量标准品，依次稀释2倍作为标准曲线，以

标准品浓度作纵坐标，对应OD值作横坐标，绘制出标准品线性回归曲线，按曲线方程计算各

样本浓度值。

[0061] 设置常规不加石墨烯的ELISA实验(附图3)。其包被时间为：37℃孵育2h后，4℃过

夜；其反应时间为：37℃孵育2h。其标准品浓度与对应OD值如下，其公式为：y＝32.909x-

2.3476  R2＝0.997。

[0062]

Con 0pg/ml 3pg/ml 6pg/ml 12pg/ml 24pg/ml 48pg/ml

OD 0.005 0.153 0.245 0.497 0.791 1.518

[0063] 样本孔OD值为0.264，根据公式计算其浓度CRP为6.340pg/ml

[0064] 设置缩短时间加入石墨烯的ELISA实验(附图4)。其包被时间为：直接37℃孵育1h；

其反应时间为：37℃孵育30min。其标准品浓度与对应OD值如下，其公式为：y＝33.223x-

2.2189  R2＝0.9962。

[0065]

Con 0pg/ml 3pg/ml 6pg/ml 12pg/ml 24pg/ml 48pg/ml

OD 0.037 0.149 0.24 0.493 0.787 1.494

[0066] 样本孔OD值为0.259，根据公式计算其浓度CRP为6.386pg/ml

[0067] 附图3、4分析：加入石墨烯并且缩短孵育时间和包被时间后，其结果与正常规不加

石墨烯的ELISA实验未见明显差异。综上可知，在其他条件不变的情况下，加入石墨烯能明
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显加速ELISA反应。
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