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(57)摘要

本发明属于侧向流动免疫分析技术领域，具

体涉及一种提高侧向流动生物传感器对低浓度

目标蛋白检测灵敏性的催化剂，所述目标蛋白为

兔免疫球蛋白，所述催化剂为金铂纳米花，所述

金铂纳米花作为标记物与抗体相连得到金铂纳

米花-抗体混合液，用于侧向流动生物传感器对

低浓度目标蛋白检测，检测前添加显色底物。本

发明相比现有技术具有以下优点：由本发明中方

法制备所得金铂纳米花用于兔免疫球蛋白相比

现有技术对过氧化酶的显色底物AEC有催化作

用，在检测目标蛋白的情况下，对显色底物的催

化作用较强，提高侧向流动生物传感器对低浓度

目标蛋白检测灵敏性。
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1.一种提高侧向流动生物传感器对低浓度目标蛋白检测灵敏性的催化剂，其特征在

于，所述目标蛋白为兔免疫球蛋白，所述催化剂为金铂纳米花，所述金铂纳米花的制备方法

包括以下步骤：

（1）将0.5mL的1wt％氯金酸溶液加入到50mL水溶液中，得到氯金酸预制液，加热至沸

腾，并在搅拌条件下，将0.8mL的1wt％柠檬酸钠溶液快速加入，得到金红色溶液，即得到了

金纳米颗粒溶液；

（2）将上述金纳米颗粒溶液加热至沸腾，加入1mL的0.1M抗坏血酸，再加入1.25  mL的

1wt％氯铂酸溶液持续加热25分钟后，得到金铂纳米花溶液。

2.如权利要求1所述一种提高侧向流动生物传感器对低浓度目标蛋白检测灵敏性的催

化剂，其特征在于，所述金铂纳米花作为标记物与抗体相连得到金铂纳米花-抗体混合液，

用于侧向流动生物传感器对低浓度目标蛋白检测，检测前添加显色底物。

3.如权利要求2所述一种提高侧向流动生物传感器对低浓度目标蛋白检测灵敏性的催

化剂，其特征在于，所述目标蛋白为兔免疫球蛋白，抗体为羊抗兔IgG。

4.如权利要求3所述一种提高侧向流动生物传感器对低浓度目标蛋白检测灵敏性的催

化剂，其特征在于，所述金铂纳米花-抗体混合液的制备方法包括：在9000转/分钟的条件下

离心10分钟洗涤500微升浓度为1.0mg/mL的金铂纳米花溶液，完成后弃去上清液，得到沉淀

重悬于1.0mL、pH9.0的水中，然后加入25微升浓度为1.0mg/mL的抗体，在室温条件下搅拌反

应2小时，加入相当于其重量5%乙醇胺溶液搅拌30分钟，再加入相当于其重量10%BSA搅拌1

小时，然后将所得混合物在9000转/分钟的条件下离心10分钟；

弃去上清液，将沉淀重悬于洗涤缓冲液中，重复上述步骤3次，将沉淀重悬于含有20mM

磷酸钠缓冲液、5wt%牛血清白蛋白、10wt%蔗糖和0.25wt%吐温-20的洗脱缓冲液中，得到金

铂纳米花-抗体混合液，在4℃的条件下备用。

5.如权利要求4所述一种提高侧向流动生物传感器对低浓度目标蛋白检测灵敏性的催

化剂，其特征在于，所述兔免疫球蛋白与金铂纳米花-抗体混合液混合发生免疫反应，得到

金铂纳米花-抗体-兔免疫球蛋白复合物，所述侧向流动生物传感器的测试区设有抗体，当

金铂纳米花-抗体-兔免疫球蛋白复合物到达测试区时，通过二次免疫反应，得到夹心型复

合物金铂纳米花-抗体-兔免疫球蛋白-抗体，在兔免疫球蛋白的浓度为0.5ng/mL的情况下，

测试区出现可见测试条带；

在二次免疫反应完成后在测试区添加显色底物AEC  和H  2O2，在兔免疫球蛋白的浓度为

0.05ng/mL的情况下，测试区出现可见测试条带。
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一种提高侧向流动生物传感器对低浓度目标蛋白检测灵敏性

的催化剂

技术领域

[0001] 本发明属于侧向流动免疫分析技术领域，具体涉及一种提高侧向流动生物传感器

对低浓度目标蛋白检测灵敏性的催化剂。

背景技术

[0002] 蛋白质是生命的物质基础，在生物过程中起着关键作用。蛋白质靶标的检测在各

种研究领域引起了相当大的兴趣，包括临床诊断，治疗监测，食品安全和环境分析。通常用

于检测蛋白质的技术包括银染色、琼脂糖和聚丙烯酰胺凝胶电泳、放射免疫测定、酶联免疫

吸附测定（ELISA）、蛋白质印迹和质谱。然而，这些技术花费大量时间和金钱，并且由于需要

复杂的仪器和训练有素的人员而限于实验室使用。因此，开发易于操作且简单的快速检测

蛋白质的方法仍然是必需的并且是非常重要的。

[0003] 侧向流动免疫分析法是一种实时监控的纸基生物传感器，由于其成本低，操作简

单等优点而备受关注。侧向流动免疫分析的另一个主要优点是它可以在各种生物样本上进

行，包括血浆、汗、唾液、血清、尿和全血。此外，用于检测所需的样本量比常规检测中所需的

检测要小得多。因此，侧向流动免疫分析作为一种非常实用的便携式分析工具已被广泛用

于蛋白质的快速检测。目前，包含金纳米颗粒、量子点、磁性纳米颗粒、上转换发光纳米颗粒

和活性拉曼纳米材料在内的各种纳米颗粒都已被用作侧向流动免疫分析的标记。在这些材

料中，金纳米颗粒是应用最广泛的标签，因为它们具有独特的光学性质和容易表面修饰。然

而，由于金纳米颗粒的表面积有限，基于金纳米颗粒的侧向流动免疫分析不能检测生理液

体中某些低浓度的蛋白质生物标记物。与高灵敏度传感器相关的其他纳米粒子标签确实可

以大大提高侧向流动免疫分析的灵敏度，但不幸的是这些定量方法都依赖于用于复杂的信

号读出仪器，并且这些纳米材料标签难以制备。因此，迫切需求没有上述缺点的高灵敏度的

新型侧向流动分析信号策略对于蛋白质靶标的快速检测，并且对于许多基础研究和医学诊

断是有很有用的。

[0004] 包括铂纳米颗粒和铂纳米线在内的铂基纳米材料表现出与天然酶类似的优异催

化能力，被称为纳米酶，作为超级催化剂，铂纳米酶在替代辣根过氧化物酶在传统酶联免疫

吸附测定和其它生物检测中表现出优异的性能，与天然酶相比，铂纳米酶具有低成本的可

控合成和催化活性可调性的优点，本发明中通过制备金铂纳米花作为催化剂，以提高侧向

流动分析信号的灵敏性，以实现快速检测。

发明内容

[0005] 本发明的目的是针对现有问题，提供了一种提高侧向流动生物传感器对低浓度目

标蛋白检测灵敏性的催化剂。

[0006] 本发明是通过以下技术方案实现的：一种提高侧向流动生物传感器对低浓度目标

蛋白检测灵敏性的催化剂，所述目标蛋白为兔免疫球蛋白，所述催化剂为金铂纳米花，所述
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金铂纳米花的制备方法包括以下步骤：

（1）将0.5mL的1wt％氯金酸溶液加入到50mL水溶液中，得到氯金酸预制液，加热至沸

腾，并在搅拌条件下，将0.8mL的1wt％柠檬酸钠溶液快速加入，得到金红色溶液，即得到了

金纳米颗粒溶液；

（2）将上述金纳米颗粒溶液加热至沸腾，加入1mL的0.1M抗坏血酸，再加入1.25  mL的

1wt％氯铂酸溶液持续加热25分钟后，得到金铂纳米花溶液。

[0007] 作为对上述方案的进一步改进，所述金铂纳米花作为标记物与抗体相连得到金铂

纳米花-抗体混合液，用于侧向流动生物传感器对低浓度目标蛋白检测，检测前添加显色底

物。

[0008] 作为对上述方案的进一步改进，所述目标蛋白为兔免疫球蛋白，抗体为羊抗兔

IgG。

[0009] 作为对上述方案的进一步改进，所述金铂纳米花-抗体混合液的制备方法包括：在

9000转/分钟的条件下离心10分钟洗涤500微升浓度为1.0mg/mL的金铂纳米花溶液，完成后

弃去上清液，得到沉淀重悬于1.0mL、pH9.0的水中，然后加入25微升浓度为1.0mg/mL的抗

体，在室温条件下搅拌反应2小时，加入相当于其重量5%乙醇胺溶液搅拌30分钟，再加入相

当于其重量10%BSA搅拌1小时，然后将所得混合物在9000转/分钟的条件下离心10分钟；

弃去上清液，将沉淀重悬于洗涤缓冲液中，重复上述步骤3次，将沉淀重悬于含有20mM

磷酸钠缓冲液、5wt%牛血清白蛋白、10wt%蔗糖和0.25wt%吐温-20的洗脱缓冲液中，得到金

铂纳米花-抗体混合液，在4℃的条件下备用。

[0010] 作为对上述方案的进一步改进，所述兔免疫球蛋白与金铂纳米花-抗体混合液混

合发生免疫反应，得到金铂纳米花-抗体-兔免疫球蛋白复合物，所述侧向流动生物传感器

的测试区设有抗体，当金铂纳米花-抗体-兔免疫球蛋白复合物到达测试区时，通过二次免

疫反应，得到夹心型复合物金铂纳米花-抗体-兔免疫球蛋白-抗体，在兔免疫球蛋白的浓度

为0.5ng/mL的情况下，测试区出现可见测试条带；

在二次免疫反应完成后在测试区添加显色底物AEC  和H  2O2，在兔免疫球蛋白的浓度为

0.05ng/mL的情况下，测试区出现可见测试条带。

[0011] 本发明相比现有技术具有以下优点：由本发明中方法制备所得金铂纳米花用于兔

免疫球蛋白相比现有技术对过氧化酶的显色底物AEC有催化作用，在检测目标蛋白的情况

下，对显色底物的催化作用较强，提高侧向流动生物传感器对低浓度目标蛋白检测灵敏性，

由兔免疫球蛋白的浓度为0.5ng/mL时测试区出现测试条带改进为在浓度为0.05ng/mL时测

试区出现测试条带。

附图说明

[0012] 图1是金铂纳米花制备过程表征图。

[0013] 图2是基于金铂纳米花的侧向流动生物传感器在蛋白质靶标不同浓度条件下便携

式条形读取器的相应响应。

[0014] 图3是金铂纳米花表征实验图。
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具体实施方式

[0015] 下面结合附图对本发明进一步说明。

[0016] 如图1中所示，一种提高侧向流动生物传感器对低浓度目标蛋白检测灵敏性的催

化剂，所述目标蛋白为兔免疫球蛋白，所述催化剂为金铂纳米花，所述金铂纳米花的制备方

法包括以下步骤：

（1）将0.5mL的1wt％氯金酸溶液加入到50mL水溶液中，得到氯金酸预制液，加热至沸

腾，并在搅拌条件下，将0.8mL的1wt％柠檬酸钠溶液快速加入，得到金红色溶液，即得到了

金纳米颗粒溶液，如图1（A）中金纳米粒子的典型透射电子显微图像，其粒径约为16.41nm；；

（2）将上述金纳米颗粒溶液加热至沸腾，加入1mL的0.1M抗坏血酸，再加入1.25  mL的

1wt％氯铂酸溶液持续加热25分钟后，得到金铂纳米花溶液，图1（B）中为金铂纳米花的典型

透射电子显微图像，其粒径约为31.11nm，其中在金铂纳米花表面生长的铂纳米线的长度约

为15纳米，直径为2纳米；图1（C）中所示，通过能量色散X射线衍射（XRD）来测定金铂纳米花

的化学组成金铂核壳结构，纳米花的XRD图谱显示出了Au  fcc和Pt  fcc峰，表明其是非合金

结构。并且金铂纳米花的峰位于纯金和纯铂纳米颗粒之间，表明所得到的纳米花不是单个

纳米颗粒的混合物而是双金属纳米结构。

[0017] 其中，所述金铂纳米花作为标记物与抗体相连得到金铂纳米花-抗体混合液，用于

侧向流动生物传感器对低浓度目标蛋白检测，检测前添加显色底物；所述目标蛋白为兔免

疫球蛋白，抗体为羊抗兔IgG。

[0018] 其中，所述金铂纳米花-抗体混合液的制备方法包括：在9000转/分钟的条件下离

心10分钟洗涤500微升浓度为1.0mg/mL的金铂纳米花溶液，完成后弃去上清液，得到沉淀重

悬于1.0mL、pH9.0的水中，然后加入25微升浓度为1.0mg/mL的抗体，在室温条件下搅拌反应

2小时，加入相当于其重量5%乙醇胺溶液搅拌30分钟，再加入相当于其重量10%BSA搅拌1小

时，然后将所得混合物在9000转/分钟的条件下离心10分钟；

弃去上清液，将沉淀重悬于洗涤缓冲液中，重复上述步骤3次，将沉淀重悬于含有20mM

磷酸钠缓冲液、5wt%牛血清白蛋白、10wt%蔗糖和0.25wt%吐温-20的洗脱缓冲液中，得到金

铂纳米花-抗体混合液，在4℃的条件下备用。

[0019] 其中，所述兔免疫球蛋白与金铂纳米花-抗体混合液混合发生免疫反应，得到金铂

纳米花-抗体-兔免疫球蛋白复合物，所述侧向流动生物传感器的测试区设有抗体，当金铂

纳米花-抗体-兔免疫球蛋白复合物到达测试区时，通过二次免疫反应，得到夹心型复合物

金铂纳米花-抗体-兔免疫球蛋白-抗体，在兔免疫球蛋白的浓度为0.5ng/mL的情况下，测试

区出现可见测试条带，如图2（A）所示，在添加显色底物前，在兔免疫球蛋白不同浓度的条件

下，基于金铂纳米花用侧向流动生物传感器检测后得到对应的测试线和控制线的照片图像

与由便携式条带读取器读取得到相应测试条带的峰面积结果；

在二次免疫反应完成后在测试区添加显色底物AEC  和H  2O2，在兔免疫球蛋白的浓度为

0.05ng/mL的情况下，测试区出现可见测试条带，如图2（B）所示，在添加显色底物后，在蛋白

质靶标不同浓度的条件下，基于金铂纳米花用侧向流动生物传感器检测后得到对应的测试

线和控制线的照片图像与由便携式条带读取器读取得到相应测试条带的峰面积结果。

[0020] 在检测时，在上样缓冲液中，将100微升含有不同浓度的兔免疫球蛋白样品溶液与

2.5微升金铂纳米花-抗体偶联物溶液混合，得到混合物；  10分钟后，再加入60微升的上样
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缓冲液洗涤侧向流动生物传感器；在20分钟内目测评估测试线和控制线，拍摄侧向流动生

物传感器的图像用于定性分析；使用便携式条形读取器记录测试线和控制线的强度，即所

得曲线的峰面积，用于定量分析；

在侧向流动生物传感器添加含3-氨基-9-乙基-咔唑和过氧化氢的显色底液显色，然后

拍摄侧向流动生物传感器的图像用于定性分析，使用便携式条形读取器记录测试线和控制

线的强度，即所得曲线的峰面积，用于定量分析。

[0021] 将抗体羊抗兔IgG作为测试线喷在硝酸纤维素膜上，喷膜重复5次，将二抗驴抗羊

IgG作为控制线喷在硝酸纤维素膜上。

[0022] 设计实验，对金铂纳米花的催化效果进一步表征，设置4个实验组，实验组1为水，

实验组2为金纳米颗粒溶液，实验组3为金铂纳米花溶液，实验组4为金铂纳米花-抗体混合

液；对各组在添加AEC显色底物之前和之后分别制作光学图像，并在400-700nm处紫外吸收；

得到以下结果，其实验结果如图3所示：

在添加3-氨基-9-乙基咔唑（AEC）前

如图3（A）左图所示，实验组1为无色，实验组2为偏红色，实验组3和实验组4均为黑色；

如图3（A）右图所示，实验组2观察到在520nm附近存在强吸收峰，并且在其他组溶液或

水汇总未显示吸收峰；

在添加3-氨基-9-乙基咔唑（AEC）后

如图3（B）左图所示，实验组3和实验组4中溶液由黑色变为红色，表明金铂纳米花催化

AEC底物产生为红色产物；实验组2由红色变为蓝色，表明金纳米颗粒对AEC底物催化作用较

弱；

如图3（B）右图所示，在实验组2、实验组3和实验组4中观察到增宽的吸收峰，并且在实

验组2中520nm处的吸收峰消失。

[0023] 上述结果表明，铂纳米线成功的负载在金纳米颗粒表面，对AEC显色底物具有良好

的催化作用，能够有效提高侧向流动生物传感器对低浓度目标蛋白检测灵敏性。

[0024] 以上所述仅为本发明的较佳实施例而已，并不用以限制本发明，凡在本发明的精

神和原则之内所作的任何修改、等同替换和改进等，均应包含在本发明的保护范围之内。
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