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多肽与铜离子形成的纳米颗粒，所述的多肽

的序列特征是：氨基酸序列是KbiotinGHFF.制备方

法如下：将含硫酸铜的磷酸缓冲溶液加入到含

KbiotinGHFF多肽的二甲基甲酰胺溶液中，震荡10

分钟，继续室温孵育反应24小时左右，在中性条

件下自组装形成的纳米颗粒，即得到多肽与铜离

子组装形成的纳米颗粒溶液。多肽与铜离子形成

的纳米颗粒的应用，采用上述的多肽与铜离子形

成的纳米颗粒溶液，应用于可视化免疫分析。本

发明具有简单灵敏、直观、高通量、不需要特殊仪

器等优点，该技术的研制成功将实现不同类型抗

原的检测。
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1.多肽与铜离子形成的纳米颗粒，其特征在于：所述的多肽的序列特征是：氨基酸序列

是KbiotinGHFF，由三部分构成，疏水性的二肽FF、三肽KGH、与赖氨酸侧链上的胺基偶联的生

物素biotin。

2.多肽与铜离子形成的纳米颗粒的制备方法，所述的多肽的序列特征是：氨基酸序列

是KbiotinGHFF，由三部分构成，疏水性的二肽FF、三肽KGH、与赖氨酸侧链上的胺基偶联的生

物素biotin，其特征在于：所述的制备方法如下：将含硫酸铜的磷酸缓冲溶液加入到含

KbiotinGHFF多肽的二甲基甲酰胺溶液中，震荡10分钟，继续室温孵育反应24小时左右，在中

性条件下自组装，即得到多肽与铜离子组装形成的纳米颗粒溶液。

3.多肽与铜离子形成的纳米颗粒的应用，采用权利要求1或权利要求2所述的多肽与铜

离子形成的纳米颗粒溶液，其特征在于：应用于可视化免疫分析。

4.根据权利要求3所述的多肽与铜离子形成的纳米颗粒的应用：其特征在于：应用于可

视化免疫分析的步骤如下：向免疫分析的酶标板中加入含抗原的磷酸缓冲溶液，反应2.5小

时左右，用洗涤缓冲液浸泡五次；然后加入链霉亲和素标记的抗体溶液，孵育1小时左右，再

次用洗涤缓冲液浸泡洗涤；然后加入多肽与铜离子组装形成的纳米颗粒溶液，室温孵育1小

时左右，用2-吗啉乙磺酸缓冲液洗涤三次，再加入新配制的含有3,3',5,5'-四甲基联苯胺、

氯化钠和过氧化氢的2-吗啉乙磺酸缓冲液，室温孵育5分钟，用肉眼观察溶液颜色变化或者

用分光光度计测定溶液在655  nm处的吸收值。

5.根据权利要求4所述的多肽与铜离子形成的纳米颗粒的应用：其特征在于：所述的可

视化免疫分析为前列腺特异性抗原的检测，所述的抗原为前列腺特异性抗原，所述的抗体

为前列腺特异性抗原的抗体。
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多肽与铜离子形成的纳米颗粒及制备方法及应用

技术领域

[0001] 本发明涉及免疫分析检测，主要涉及一种用于免疫分析检测的多肽与铜离子组装

形成的纳米颗粒及检测方法，属于化学领域。

背景技术

[0002] 生物分子的检测在生物医学诊断（特别是早期诊断）和治疗方面具有重要意义。例

如，前列腺特异性抗原是前列腺疾病的一种标志物，科研工作者建立了一系列用于前列腺

特异性抗原等生物标志物检测的免疫分析法，包括电化学、荧光光谱、比色法、电致化学发

光和表面增强拉曼光谱等。其中，比色酶联免疫分析法具有性价比高、分析速度快、无需特

殊仪器设备和专业技能等优点，是目前常用的一种免疫检测方法。传统的比色酶联免疫分

析法主要基于抗原与抗体的特异性免疫作用和酶催化显色反应进行信号输出，其中，辣根

过氧化物酶、葡萄糖氧化酶和碱性磷酸酶在比色酶联免疫分析法中得到广泛的应用。但是，

基于天然酶催化的比色酶联免疫分析法存在一些缺陷，比如灵敏度低、酶活性受外界环境

影响较大等。因此，建立无酶、高灵敏度和简便的免疫分析法具有一定的必要性。

[0003] 近年来，纳米科学技术的发展推动了无酶生物传感器的发展。如今，基于纳米材料

的各种可视化检测分析法纷纷涌现，包括碳纳米材料、贵金属纳米材料、金属氧化物或硫化

物纳米材料、金属有机骨架纳米材料等。这些纳米材料的主要功能包括：作为纳米酶催化显

色反应；作为显色底物，起到指示剂的作用；作为载体，用于负载酶、小分子显色剂或者催化

剂。其中，基于纳米酶的可视化检测分析法受到了人们的广泛关注。然而，在纳米酶表面修

饰的外源分子（包括分子识别基团和封闭剂等）导致了纳米酶的催化活性位点减少和催化

活性降低，因而进一步降低了分析方法的灵敏度，因此限制了该分析方法的实际应用。比色

分析的灵敏度取决于检测物引起的检测体系吸光度变化的大小。因此，将成百上千个信号

分子或催化剂（比如酶、金属离子和小分子等）负载于纳米颗粒上，将极大的提高检测的灵

敏度。例如，在外界刺激作用下，纳米材料包裹的小分子显色剂可以被释放出来，产生较大

的检测信号。另外，将含有特定金属元素的纳米粒子溶解为游离的金属离子，通过金属离子

的催化反应或者配位作用，可以产生显色反应。例如，二价铜离子具有类似于过氧化物酶的

能力，能够催化过氧化氢氧化3,3',5,5'-四甲基联苯胺，导致溶液颜色发生变化，所以含有

铜元素的纳米材料，比如氧化铜纳米粒子和含二价铜离子的金属有机骨架纳米材料，可以

用于可视化检测的信号标记物。但是，这些纳米材料的制备和表面修饰程序复杂，非特异性

吸附作用较大。因此，开发一种通过简单方法制备得到的负载信号分子和分子识别基团的

多功能纳米材料，并以此建立一种简单灵敏、抗干扰能力强、高通量的比色免疫分析方法是

十分必要的。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于克服目前的免疫检测分析中存在的上述问题，提供一种多肽与

铜离子形成的纳米颗粒及制备方法及应用。
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[0005] 为实现本发明的目的，采用了下述的技术方案：多肽与铜离子形成的纳米颗粒，所

述的多肽的序列特征是：氨基酸序列是KbiotinGHFF，由三部分构成，疏水性的二肽FF、三肽

KGH、与赖氨酸侧链上的胺基偶联的生物素biotin。

[0006] 多肽与铜离子形成的纳米颗粒的制备方法，所述的多肽的序列特征是：氨基酸序

列是KbiotinGHFF，由三部分构成，疏水性的二肽FF、三肽KGH、与赖氨酸侧链上的胺基偶联的

生物素biotin，其特征在于：所述的制备方法如下：将含硫酸铜的磷酸缓冲溶液加入到含

KbiotinGHFF多肽的二甲基甲酰胺溶液中，震荡10分钟，继续室温孵育反应24小时左右，在中

性条件下自组装形成的纳米颗粒，即得到多肽与铜离子组装形成的纳米颗粒溶液。

[0007] 多肽与铜离子形成的纳米颗粒的应用，采用上述的多肽与铜离子形成的纳米颗粒

溶液，其特征在于：应用于可视化免疫分析。

[0008] 进一步的；应用于可视化免疫分析时步骤如下：向向免疫分析的酶标板中加入含

抗原的磷酸缓冲溶液，反应2.5小时左右，用洗涤缓冲液浸泡五次；然后加入链霉亲和素标

记的抗体溶液，孵育1小时左右，再次用洗涤缓冲液浸泡洗涤；然后加入多肽与铜离子组装

形成的纳米颗粒溶液，室温孵育1小时左右，用2-吗啉乙磺酸缓冲液洗涤三次，再加入新配

制的含有3,3',5,5'-四甲基联苯胺、氯化钠和过氧化氢的2-吗啉乙磺酸缓冲液，室温孵育5

分钟左右，用肉眼观察溶液颜色变化或者用分光光度计测定溶液在655  nm处的吸收值。

[0009] 进一步的；所述的抗原为前列腺特异性抗原，所述的抗体为前列腺特异性抗原的

抗体。

[0010] 本发明的积极有益技术效果在下：（1）纳米粒子的制备过程简便，不需要额外的负

载催化剂和修饰特异性识别分子的步骤；（2）构建的方法包含两个信号放大过程：一个是每

个纳米粒子含有大量的铜离子，另一个是铜离子对3,3',5,5'-四甲基联苯胺的氧化反应的

高催化能力，具有简单灵敏、直观、高通量、不需要特殊仪器等优点，该技术的研制成功将实

现不同类型抗原的检测。

附图说明

[0011] 图1多肽与铜离子组装形成的纳米颗粒的原子力显微镜图。

[0012] 图2是该方法对不同浓度的前列腺特异性抗原检测的紫外可见吸收光谱图。

[0013] 图3是吸收值与前列腺特异性抗原浓度之间的的线性关系曲线。

[0014] 图4是本发明的选择性图示。

具体实施方式

[0015] 为了更充分的解释本发明的实施，提供本发明的实施实例。这些实施实例仅仅是

对该工艺的阐述，不限制本发明的范围，本发明中用以下实施例说明，但不限于下述实施

例，任何变化实施都包含在本发明的技术范围内。

[0016] 本发明中抗体是前列腺特异性抗原的抗体。以下实施例以前列腺特异性抗原为例

进行具体阐述。

[0017] 对附图进一步的解释，图1是多肽与铜离子组装形成的纳米颗粒的原子力显微镜

图。从图1中可以看出，多肽与铜离子组装形成了纳米颗粒。

[0018] 图2是溶液的紫外可见吸收光谱与前列腺特异性抗原浓度之间的关系，前列腺特
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异性抗原的浓度依次是0,  0.001,  0.01,  0.1,  0.25,  0.5,  0.75,  1,  2  ng/mL。

[0019] 图4是其他常见蛋白质对紫外吸收值的影响，从1到6依次对应的是：50  ng/mL的人

血清蛋白，50  ng/mL的免疫球蛋白G，50  ng/mL的甲胎蛋白，50  ng/mL的凝血酶，0.75  ng/mL

的前列腺特异性抗原，含0.75  ng/mL的前列腺特异性抗原和10%胎牛血清的溶液。

[0020] 实施例：

一、多肽与铜离子组装形成的纳米颗粒的制备：

具体操作如下：将含硫酸铜的磷酸缓冲溶液（20  mM,  pH  7.4）加入到含KbiotinGHFF多肽

（5  mM）的二甲基甲酰胺溶液中，多肽与铜离子的摩尔比控制在1.2:1，震荡10分钟，继续室

温孵育反应24小时左右，即得到多肽与铜离子组装形成的纳米颗粒溶液，于4  ℃下保存备

用。

[0021] 二、前列腺特异性抗原的检测

向抗体覆盖的酶标板中加入100  µL待检测的前列腺特异性抗原的磷酸缓冲溶液，反应

2.5小时左右，用200  µL洗涤缓冲液洗涤五次；然后加入100  µL链霉亲和素标记的检测抗体

溶液，孵育1小时左右，再次用200  µL洗涤缓冲液浸泡洗涤；然后加入200  µL多肽与铜离子

组装形成的纳米颗粒溶液，室温孵育1小时左右，用200  µL  2-吗啉乙磺酸缓冲液（5  mM,  pH 

6.0）洗涤三次，再加入100  µL新配制的含有0.5  mM  3,3',5,5'-四甲基联苯胺、100  mM氯化

钠和0.75  M过氧化氢的2-吗啉乙磺酸缓冲液（5  mM,  pH  4.0），室温孵育5分钟左右，用肉眼

观察溶液颜色变化或者用分光光度计测定溶液在655  nm处的吸收值。图2是该方法对不同

浓度的前列腺特异性抗原检测的紫外可见吸收光谱图，从图中可以看出，前列腺特异性抗

原的浓度越大，溶液在655  nm处的吸收值越大，该吸收值是由溶液中生成的氧化态的3,3',

5,5'-四甲基联苯胺产生的，表明根据生成的氧化态的3,3',5,5'-四甲基联苯胺的吸收强

度变化，可以测定前列腺特异性抗原的浓度，线性范围是0.001  ~  1  ng/mL（见图3），当前列

腺特异性抗原的浓度高于0.01  ng/mL时，用肉眼即可观察到溶液颜色的变化，采用分光光

度计可以检测到0.001  ng/mL  前列腺特异性抗原，表明该方法可以用于前列腺特异性抗原

的比色分析检测。

[0022] 三、选择性

步骤参照实施例2步骤，将前列腺特异性抗原换成待测试的物质，其他的步骤条件不改

变，实验结果如图4。从图中可以看出，只有前列腺特异性抗原能够导致溶液吸收值的增加

和溶液变为蓝色，其它物质没有引起溶液颜色变为蓝色，这些物质引起的紫外吸收值变化

可以忽略不计，表明该方法对前列腺特异性抗原的检测具有较好的选择性。另外，测试结果

表明，前列腺特异性抗原在胎牛血清中的测定值与在缓冲溶液中的测定值基本一致，表明

血清中的其它成分不影响前列腺特异性抗原的检测，因此，该方法适用于血清样品分析。

[0023] 本发明的机理探讨：设计的多肽的氨基酸序列是KbiotinGHFF，由三部分构成，疏水

性的二肽FF、三肽KGH、与赖氨酸侧链上的胺基偶联的生物素biotin。Ｎ-端的KGH片段能够

与二价铜离子以1:1的比例形成高亲和力的螯合物。多肽与铜离子形成的络合物在pH为中

性的缓冲溶液中会自组装形成纳米颗粒，其中，疏水性的二肽FF发挥着成核的作用。形成的

纳米颗粒表面含有生物素分子，其与链霉亲和素具有很强的分子亲和力。当前列腺特异性

抗原被酶标板上的抗体捕获后，加入链霉亲和素修饰的检测抗体，进而纳米颗粒被固定在

酶标板的表面。在酸性条件下，被捕获的多肽与铜离子组装形成的纳米颗粒释放出大量的
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铜离子，催化3,3',5,5'-四甲基联苯胺的氧化反应，溶液的颜色变为蓝色。采用肉眼或者分

光光度计即可监测这一变化过程。具体技术方案为：向捕获抗体覆盖的酶标板中加入100  µ

L待检测的前列腺特异性抗原的磷酸缓冲溶液，反应2.5小时左右，用200  µL洗涤缓冲液洗

涤五次；然后加入100  µL链霉亲和素标记的检测抗体溶液，孵育1小时左右，再次用200  µL

洗涤缓冲液浸泡洗涤；然后加入200  µL多肽与铜离子组装形成的纳米颗粒溶液，室温孵育1

小时左右，用200  µL  2-吗啉乙磺酸缓冲液（5  mM,  pH  6.0）洗涤三次，再加入100  µL新配制

的含有0.5  mM  3,3',5,5'-四甲基联苯胺、100  mM氯化钠和0.75  M过氧化氢的2-吗啉乙磺

酸缓冲液（5  mM,  pH  4.0），室温孵育5分钟左右，用肉眼观察溶液颜色变化或者用分光光度

计测定溶液在655  nm处的吸收值。

[0024] 在详细说明本发明的实施方式之后，熟悉该项技术的人士可清楚地了解，在不脱

离上述申请专利范围与精神下可进行各种变化与修改，凡依据本发明的技术实质对以上实

施例所作的任何简单修改、等同变化与修饰，均属于本发明技术方案的范围，且本发明亦不

受限于说明书中所举实例的实施方式。
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摘要(译)

多肽与铜离子形成的纳米颗粒，所述的多肽的序列特征是：氨基酸序列
是KbiotinGHFF.制备方法如下：将含硫酸铜的磷酸缓冲溶液加入到含
KbiotinGHFF多肽的二甲基甲酰胺溶液中，震荡10分钟，继续室温孵育
反应24小时左右，在中性条件下自组装形成的纳米颗粒，即得到多肽与
铜离子组装形成的纳米颗粒溶液。多肽与铜离子形成的纳米颗粒的应
用，采用上述的多肽与铜离子形成的纳米颗粒溶液，应用于可视化免疫
分析。本发明具有简单灵敏、直观、高通量、不需要特殊仪器等优点，
该技术的研制成功将实现不同类型抗原的检测。
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