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(57)摘要

本发明涉及一种基于AgNCs为发光体的信号

“开-关”型电致化学发光传感器的制备方法及应

用，本发明属于新型功能材料与生物传感技术领

域。具体是一种以银纳米团(AgNCs)为电致化学

发光传感平台，将硫脲(Sem)作为共反应剂促进

剂包裹于AgNCs表面，且负载上金纳米粒子

(AuNPs)，以此复合物AgNCs-Sem-AuNPs增大电致

化学发光信号，形成信号“开”的模式；此外，金

属-有机骨架复合物(MOF)材料NH2-MIL-125作为

二抗标记物与AgNCs产生共振能量转移，造成信

号“关闭”，以此构建的夹心型电致化学发光传感

器，用于灵敏准确检测N端前脑钠肽(NT-Pro-

BNP)。
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1.一种基于AgNCs为发光体的信号“开-关”型电致化学发光传感器的制备方法及应用，

其特征在于，包括以下步骤：

（1）将玻碳电极用抛光粉打磨，再使用去离子水清洗，将电极置于5  mmol/L铁氰化钾溶

液中，并在-0.2  ~  0.6  V电位下进行扫描，使峰电位的差值小于110  mV；

（2）将8 μL，5  ~  8  mg/mL  AgNCs-Sem-AuNPs复合物溶液滴加在电极上，室温下干燥；

（3）将8 μL，1  ~  2 μg/mL  NT-Pro-BNP抗体滴加在电极上，室温下干燥之后，用PBS清

洗，除去多余抗体，室温下干燥；

（4）将3 μL，质量分数为1  ~  2%  BSA溶液滴加于电极上，用以封闭非特异性结合位点，

干燥之后使用PBS洗去多余BSA，室温下干燥；

（5）将8 μL，0.00001  ~  100  ng  mL-1一系列不同浓度的NT-Pro-BNP抗原标准溶液滴加

于电极上，室温下干燥之后，用PBS清洗，除去多余抗原，室温下干燥；

（6）将8 μL，5  ~  8  mg/mL被NH2-MIL-125标记的二抗滴加于电极上，室温下干燥之后，用

PBS清洗，除去多余二抗，室温下干燥；

如权利1所述的一种基于AgNCs为发光体的信号“开-关”型电致化学发光传感器的制备

方法及应用,其所述的AgNCs-Sem-AuNPs材料的制备步骤如下：

(1)  AgNCs的制备

将0.15  ~  0.18  g聚乙烯吡咯烷酮(PVP)用20  ~  25  mL乙二醇(EG)溶解，然后将3  ~  5 

mL的AgNO3(1  mM，溶解于EG中)，和2  ~  5  mL的FeCl3(0.6  mM，溶解于EG中)依次加入PVP溶液

中，然后将混合物倒入50  mL的高压釜中，140  ˚C反应1  h，离心洗涤数次，放置于60  ˚C真空

干燥箱中干燥12  h，得到AgNCs；

(2)  AuNPs的制备

首先将100  mL质量分数为0.01  ~  0.03%的氯金酸(HAuCl4)  130  ˚C油浴加热至沸腾，然

后将2  ~  3  mL质量分数为1  ~  3%的柠檬酸钠在搅拌条件下逐滴加入到上述溶液中，溶液颜

色由淡黄色变为红棕色，即为AuNPs，冷却至室温后避光保存以备使用；

(3)  AgNCs-Sem-AuNPs的制备

在搅拌下将200  ~  300 μL氨基脲(Sem,  10  mM)溶液加入到上述合成的300  ~  500 μL 

AuNCs溶液(1  mg/mL)中，搅拌12小时以获得AgNCs-Sem，用去离子水洗涤两次后，收集沉淀

并分散在去离子水中，然后，将200  ~  400 μL制备的AuNPs溶液(1  mg/mL)加入AgNCs-Sem溶

液中，搅拌12小时，然后离心洗涤数次，放置于60  ˚C真空干燥箱中干燥12  h，获得AgNCs-

Sem-AuNPs。

2.如权利1所述的一种基于AgNCs为发光体的信号“开-关”型电致化学发光传感器的制

备方法及应用，其所述的NH2-MIL-125材料的制备步骤如下：

将550  ~  600  mg  2-氨基对苯二甲酸(NH2-BDC)及3.0  ~  4.0  mL的冰醋酸溶解于N,N-二

甲基甲酰胺(DMF)和甲醇的体积比为9:1的混合溶液中，DMF和甲醇总体积为20  ~  40  mL，随

后加入0.5  ~  0.7  mL钛酸四丁酯(TBOT)，然后将混合物倒入反应釜中，150  ˚C热处理24  h，

再分别用DMF和甲醇离心洗涤数次，最后得到黄色粉末，即为NH2-MIL-125。

3.如权利1所述的一种基于AgNCs为发光体的信号“开-关”型电致化学发光传感器的制

备方法及应用，其特征在于，用于NT-Pro-BNP的检验，检测步骤如下：

（1）使用电化学工作站的三电极体系进行测试，Ag/AgCl电极作为参比电极，铂丝电极
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为对电极，所制备的电致化学发光免疫传感器为工作电极，将电化学工作站和化学发光检

测仪连接在一起将光电倍增管的高压设置为700  V，循环伏安扫描电位范围为0  ~  1.3  V，

扫描速率为0.1  V/s；

（2）在10  mL、  pH  6.0  ~  8.5的含浓度为1  mmol/L  ~  12  mmol/L三丙胺的PBS缓冲溶液

中，通过电化学发光方法，检测对不同浓度的NT-Pro-BNP标准溶液产生的电化学发光信号

强度，绘制工作曲线；

（3）将待测NT-Pro-BNP样品溶液代替NT-Pro-BNP标准溶液进行测定。
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一种基于AgNCs为发光体的信号“开-关”型电致化学发光传感

器的制备方法及应用

技术领域

[0001] 本发明涉及一种电致化学发光免疫传感器的制备与应用，具体说是一种以AgNCs-

Sem-AuNPs为传感平台，以NH2-MIL-125为二抗标记物的信号“开-关”型免疫传感器，本发明

属于新型功能材料、生物传感技术领域。

背景技术

[0002] N端前脑钠肽(NT-Pro-BNP)是由心肌细胞合成的具有生物学活性的天然激素，主

要在心室表达，同时也存在于脑组织中。NT-Pro-BNP作为心衰定量标志物，不仅反映左室收

缩功能障碍，也反映左室舒张功能障碍、瓣膜功能障碍和右室功能障碍情况。临床表明，NT-

Pro-BNP对于诊断心力衰竭是高度准确的，通过监测NT-Pro-BNP含量以及观察患者症状是

确定临床失代偿的最好方法，此外，NT-Pro-BNP也是急性冠脉综合征病人死亡的最强大的

预测物。因此，监测NT-Pro-BNP的含量可有效预测、诊断心力衰竭、急性冠脉综合征等疾病。

[0003] 电致化学发光(ECL)是将电化学手段与化学发光技术相结合的一种研究方法，近

几年在免疫分析等方面受到的广泛地关注。ECL传感器具有高灵敏性、高选择性、高专一性

和检出限低等优点，可快速准确的检测待测物的含量。

[0004] 近几年，金属纳米簇由于其光学/电化学性质而得到了很多关注，其特征与半导体

量子点类似。由于它们优异的光稳定性，良好的生物相容性和水溶性，它们已经越来越广泛

的应用在细胞成像及生物分子检测等领域。本发明中AgNCs作为电致化学发光体被应用于

NT-Pro-BNP的检测中，通过与共反应剂促进剂Sem及AuNPs复合在一起，产生高强度、高稳定

性的电致化学发光信号，提高检测的灵敏度和准确性。

[0005] 金属-有机骨架复合物(MOF)是近十年来发展迅速的一种配位聚合物，具有三维的

孔结构，一般以金属离子为连接点，有机配体位支撑构成空间3D延伸，系沸石和碳纳米管之

外的又一类重要的新型多孔材料，在催化，传感，储能和分离中都有广泛应用。本发明中将

NH2-MIL-125作为二抗标记物与AgNCs形成共振能量转移，造成信号“关闭”，以此构建的电

致化学发光传感器能有效检测NT-Pro-BNP的含量。

发明内容

[0006] 本发明的目的之一是制备一种以AgNCs-Sem-AuNPs为传感平台，以NH2-MIL-125为

二抗标记物的信号“开-关”型电致化学发光免疫传感器。

[0007] 本发明的目的之二是将该传感器用于NT-Pro-BNP的高灵敏、特异性检测。

[0008] 本发明的技术方案如下：

1. 一种基于AgNCs为发光体的信号“开-关”型电致化学发光传感器的制备方法如下：

（1）将玻碳电极用抛光粉打磨，再使用去离子水清洗，将电极置于5  mmol/L铁氰化钾溶

液中，并在-0.2  ~  0.6  V电位下进行扫描，使峰电位的差值小于110  mV；

（2）将8 μL，5  ~  8  mg/mL  AgNCs-Sem-AuNPs复合物溶液滴加在电极上，室温下干燥；
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（3）将8 μL，1  ~  2 μg/mL  NT-Pro-BNP抗体滴加在电极上，室温下干燥之后，用PBS清

洗，除去多余抗体，室温下干燥；

（4）将3 μL，质量分数为1  ~  2  %  BSA溶液滴加于电极上，用以封闭非特异性结合位点，

干燥之后使用PBS洗去多余BSA，室温下干燥；

（5）将8 μL，0.00001  ~  100  ng  mL-1  一系列不同浓度的NT-Pro-BNP抗原标准溶液滴

加于电极上，室温下干燥之后，用PBS清洗，除去多余抗原，室温下干燥；

（6）将8 μL，5  ~  8  mg/mL被NH2-MIL-125标记的二抗滴加于电极上，室温下干燥之后，

用PBS清洗，除去多余二抗，室温下干燥。

[0009] 2.  一种基于AgNCs为发光体的信号“开-关”型电致化学发光传感器的AgNCs-Sem-

AuNPs材料的制备步骤如下：

(1)  AgNCs的制备

将0.15  ~  0.18  g聚乙烯吡咯烷酮(PVP)用20  ~  25  mL乙二醇(EG)溶解，然后将3  ~  5 

mL的AgNO3(1  mM，溶解于EG中)，和2  ~  5  mL的FeCl3(0.6  mM，溶解于EG中)依次加入PVP溶液

中，然后将混合物倒入50  mL的高压釜中，140  ˚C反应1  h，离心洗涤数次，放置于60  ˚C真空

干燥箱中干燥12  h，得到AgNCs；

(2)  AuNPs的制备

首先将100  mL质量分数为0.01  ~  0.03%的氯金酸(HAuCl4)  130  ˚C油浴加热至沸腾，

然后将2  ~  3  mL质量分数为1  ~  3%的柠檬酸钠在搅拌条件下逐滴加入到上述溶液中，溶液

颜色由淡黄色变为红棕色，即为AuNPs，冷却至室温后避光保存以备使用；

(3)  AgNCs-Sem-AuNPs的制备

在搅拌下将200  ~  300 μL氨基脲(Sem,  10  mM)溶液加入到上述合成的300  ~  500 μL 

AuNCs溶液(1  mg/mL)中，搅拌12小时以获得AgNCs-Sem，用去离子水洗涤两次后，收集沉淀

并分散在去离子水中，然后，将200  ~  400 μL制备的AuNPs溶液(1  mg/mL)加入AgNCs-Sem溶

液中，搅拌12小时，然后离心洗涤数次，放置于60  ˚C真空干燥箱中干燥12  h，获得AgNCs-

Sem-AuNPs。

[0010] 3.  一种基于AgNCs为发光体的信号“开-关”型电致化学发光传感器的二抗标记物

NH2-MIL-125的制备步骤如下：

将550  ~  600  mg  2-氨基对苯二甲酸(NH2-BDC)及3.0  ~  4.0  mL的冰醋酸溶解于N,N-

二甲基甲酰胺(DMF)和甲醇的体积比为9:1的混合溶液中，DMF和甲醇总体积为20  ~  40  mL，

随后加入0.5  ~  0.7  mL钛酸四丁酯(TBOT)，然后将混合物倒入反应釜中，150  ˚C热处理24 

h，再分别用DMF和甲醇离心洗涤数次，最后得到黄色粉末，即为NH2-MIL-125。

[0011] 4.  NT-Pro-BNP的检验，步骤如下：

（1）使用电化学工作站的三电极体系进行测试，Ag/AgCl电极作为参比电极，铂丝电极

为对电极，所制备的电致化学发光免疫传感器为工作电极，将电化学工作站和化学发光检

测仪连接在一起将光电倍增管的高压设置为700  V，循环伏安扫描电位范围为0  ~  1.3  V，

扫描速率为0.1  V/s；

（2）在10  mL、  pH  6.0  ~  8.5的含浓度为1  mmol/L  ~  12  mmol/L三丙胺的PBS缓冲溶液

中，通过电化学发光方法，检测对不同浓度的NT-Pro-BNP标准溶液产生的电化学发光信号

强度，绘制工作曲线；
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（3）将待测NT-Pro-BNP样品溶液代替NT-Pro-BNP标准溶液进行测定。

[0012] 本发明的有益成果

（1）本发明采用AgNCs作为发光材料，将Sem作为共反应剂促进剂包裹于AgNCs，有效的

增大及稳定了发光信号，同时，负载于Sem表面的AuNPs亦进一步提高了信号，此外，AgNCs-

Sem-AuNPs复合材料产生的高且稳定的发光信号，有效提高了检测NT-Pro-BNP的灵敏度。

[0013] （2）MOF材料NH2-MIL-125作为二抗标记物与AgNCs产生共振能量转移，有效猝灭了

发光信号，造成信号“关闭”，在传感器工作曲线绘制中，随着NT-Pro-BNP抗原标准溶液浓度

增加，NH2-MIL-125的猝灭效果越明显，从而能准确、特异的检测NT-Pro-BNP的含量。

[0014] （3）本发明采用AgNCs-Sem-AuNPs作为传感平台实现信号开启与放大，NH2-MIL-

125作为二抗标记物实现信号“关闭”，以此构建的超灵敏电致化学发光免疫传感器应用于

NT-Pro-BNP的临床检测，具有操作简单，检测快速，信号线性范围宽（0.01  pg/mL  ~  100 

ng/mL）和检出限低（3.23  fg/mL）的优点。

具体实施方式

[0015] 实施例1  一种基于AgNCs为发光体的信号“开-关”型电致化学发光传感器的

AgNCs-Sem-AuNPs材料的制备步骤如下：

(1)  AgNCs的制备

将0.15  g聚乙烯吡咯烷酮(PVP)用20  mL乙二醇(EG)溶解，然后将4  mL的AgNO3(1  mM，

溶解于EG中)，和2  mL的FeCl3(0.6  mM，溶解于EG中)依次加入PVP溶液中，然后将混合物倒

入50  mL的高压釜中，140  ˚C  反应1  h，离心洗涤数次，放置于60  ˚C真空干燥箱中干燥12 

h，得到AgNCs；

(2)  AuNPs的制备

首先将100  mL质量分数为0.02%的氯金酸(HAuCl4)  130  ˚C油浴加热至沸腾，然后将2 

mL质量分数为1.5%的柠檬酸钠在搅拌条件下逐滴加入到上述溶液中，溶液颜色由淡黄色变

为红棕色，即为AuNPs，冷却至室温后避光保存以备使用；

(3)  AgNCs-Sem-AuNPs的制备

在搅拌下将250 μL氨基脲(Sem,  10  mM)溶液加入到上述合成的300 μL  AuNCs溶液(1 

mg/mL)中，搅拌12小时以获得AgNCs-Sem，用去离子水洗涤两次后，收集沉淀并分散在去离

子水中，然后，将250 μL制备的AuNPs溶液(1  mg/mL)加入AgNCs-Sem溶液中，搅拌12小时，然

后离心洗涤数次，放置于60  ˚C真空干燥箱中干燥12  h，获得AgNCs-Sem-AuNPs。

[0016] 实施例2  一种基于AgNCs为发光体的信号“开-关”型电致化学发光传感器的

AgNCs-Sem-AuNPs材料的制备步骤如下：

(1)  AgNCs的制备

将0.16  g聚乙烯吡咯烷酮(PVP)用22  mL乙二醇(EG)溶解，然后将3  mL的AgNO3(1  mM，

溶解于EG中)，和2.5  mL的FeCl3(0.6  mM，溶解于EG中)依次加入PVP溶液中，然后将混合物

倒入50  mL的高压釜中，140  ˚C  反应1  h，离心洗涤数次，放置于60  ˚C真空干燥箱中干燥12 

h，得到AgNCs；

(2)  AuNPs的制备

首先将100  mL质量分数为0.01%的氯金酸(HAuCl4)  130  ˚C油浴加热至沸腾，然后将
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2.5  mL质量分数为1%的柠檬酸钠在搅拌条件下逐滴加入到上述溶液中，溶液颜色由淡黄色

变为红棕色，即为AuNPs，冷却至室温后避光保存以备使用；

(3)  AgNCs-Sem-AuNPs的制备

在搅拌下将200 μL氨基脲(Sem,  10  mM)溶液加入到上述合成的500 μL  AuNCs溶液(1 

mg/mL)中，搅拌12小时以获得AgNCs-Sem，用去离子水洗涤两次后，收集沉淀并分散在去离

子水中，然后，将200 μL制备的AuNPs溶液(1  mg/mL)加入AgNCs-Sem溶液中，搅拌12小时，然

后离心洗涤数次，放置于60  ˚C真空干燥箱中干燥12  h，获得AgNCs-Sem-AuNPs。

[0017] 实施例3  一种基于AgNCs为发光体的信号“开-关”型电致化学发光传感器的

AgNCs-Sem-AuNPs材料的制备步骤如下：

(1)  AgNCs的制备

将0.18  g聚乙烯吡咯烷酮(PVP)用25  mL乙二醇(EG)溶解，然后将5  mL的AgNO3(1  mM，

溶解于EG中)，和5  mL的FeCl3(0.6  mM，溶解于EG中)依次加入PVP溶液中，然后将混合物倒

入50  mL的高压釜中，140  ˚C  反应1  h，离心洗涤数次，放置于60  ˚C真空干燥箱中干燥12 

h，得到AgNCs；

(2)  AuNPs的制备

首先将100  mL质量分数为0.03%的氯金酸(HAuCl4)  130  ˚C油浴加热至沸腾，然后将3 

mL质量分数为3%的柠檬酸钠在搅拌条件下逐滴加入到上述溶液中，溶液颜色由淡黄色变为

红棕色，即为AuNPs，冷却至室温后避光保存以备使用；

(3)  AgNCs-Sem-AuNPs的制备

在搅拌下将300 μL氨基脲(Sem,  10  mM)溶液加入到上述合成的400 μL  AuNCs溶液(1 

mg/mL)中，搅拌12小时以获得AgNCs-Sem，用去离子水洗涤两次后，收集沉淀并分散在去离

子水中，然后，将400 μL制备的AuNPs溶液(1  mg/mL)加入AgNCs-Sem溶液中，搅拌12小时，然

后离心洗涤数次，放置于60  ˚C真空干燥箱中干燥12  h，获得AgNCs-Sem-AuNPs。

[0018] 实施例4  一种基于AgNCs为发光体的信号“开-关”型电致化学发光传感器的二抗

标记物NH2-MIL-125的制备步骤如下：

将550  mg  2-氨基对苯二甲酸(NH2-BDC)及3.0  mL的冰醋酸溶解于N,N-二甲基甲酰胺

(DMF)和甲醇的体积比为9:1的混合溶液中，DMF和甲醇总体积为20  mL，随后加入0.5  mL钛

酸四丁酯(TBOT)，然后将混合物倒入反应釜中，150  ˚C热处理24  h，再分别用DMF和甲醇离

心洗涤数次，最后得到黄色粉末，即为NH2-MIL-125。

[0019] 实施例5  一种基于AgNCs为发光体的信号“开-关”型电致化学发光传感器的二抗

标记物NH2-MIL-125的制备步骤如下：

将560  mg  2-氨基对苯二甲酸(NH2-BDC)及3.2  mL的冰醋酸溶解于N,N-二甲基甲酰胺

(DMF)和甲醇的体积比为9:1的混合溶液中，DMF和甲醇总体积为40  mL，随后加入0.68  mL钛

酸四丁酯(TBOT)，然后将混合物倒入反应釜中，150  ˚C热处理24  h，再分别用DMF和甲醇离

心洗涤数次，最后得到黄色粉末，即为NH2-MIL-125。

[0020] 实施例6  一种基于AgNCs为发光体的信号“开-关”型电致化学发光传感器的二抗

标记物NH2-MIL-125的制备步骤如下：

将600  mg  2-氨基对苯二甲酸(NH2-BDC)及4.0  mL的冰醋酸溶解于N,N-二甲基甲酰胺

(DMF)和甲醇的体积比为9:1的混合溶液中，DMF和甲醇总体积为30  mL，随后加入0.7  mL钛
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酸四丁酯(TBOT)，然后将混合物倒入反应釜中，150  ˚C热处理24  h，再分别用DMF和甲醇离

心洗涤数次，最后得到黄色粉末，即为NH2-MIL-125。

[0021] 实施例7  一种基于AgNCs为发光体的信号“开-关”型电致化学发光传感器的制备

方法：

（1）将玻碳电极用抛光粉打磨，再使用去离子水清洗，将电极置于5  mmol/L铁氰化钾溶

液中，并在-0.2  ~  0.6  V电位下进行扫描，使峰电位的差值小于110  mV；

（2）将8 μL，5  mg/mL  AgNCs-Sem-AuNPs复合物溶液滴加在电极上，室温下干燥；

（3）将8 μL，1 μg/mL  NT-Pro-BNP抗体滴加在电极上，室温下干燥之后，用PBS清洗，除

去多余抗体，室温下干燥；

（4）将3 μL，质量分数为1%  BSA溶液滴加于电极上，用以封闭非特异性结合位点，干燥

之后使用PBS洗去多余BSA，室温下干燥；

（5）将8 μL，0.00001  ~  50  ng  mL-1一系列不同浓度的NT-Pro-BNP抗原标准溶液滴加

于电极上，室温下干燥之后，用PBS清洗，除去多余抗原，室温下干燥；

（6）将8 μL，5  mg/mL被NH2-MIL-125标记的二抗滴加于电极上，室温下干燥之后，用PBS

清洗，除去多余二抗，室温下干燥。

[0022] 实施例8  一种基于AgNCs为发光体的信号“开-关”型电致化学发光传感器的制备

方法：

（1）将玻碳电极用抛光粉打磨，再使用去离子水清洗，将电极置于5  mmol/L铁氰化钾溶

液中，并在-0.2  ~  0.6  V电位下进行扫描，使峰电位的差值小于110  mV；

（2）将8 μL，6  mg/mL  AgNCs-Sem-AuNPs复合物溶液滴加在电极上，室温下干燥；

（3）将8 μL，1.5 μg/mL  NT-Pro-BNP抗体滴加在电极上，室温下干燥之后，用PBS清洗，

除去多余抗体，室温下干燥；

（4）将3 μL，质量分数为1.5%  BSA溶液滴加于电极上，用以封闭非特异性结合位点，干

燥之后使用PBS洗去多余BSA，室温下干燥；

（5）将8 μL，0.00001  ~  50  ng  mL-1一系列不同浓度的NT-Pro-BNP抗原标准溶液滴加

于电极上，室温下干燥之后，用PBS清洗，除去多余抗原，室温下干燥；

（6）将8 μL，6  mg/mL被NH2-MIL-125标记的二抗滴加于电极上，室温下干燥之后，用PBS

清洗，除去多余二抗，室温下干燥。

[0023] 实施例9  一种基于AgNCs为发光体的信号“开-关”型电致化学发光传感器的制备

方法：

（1）将玻碳电极用抛光粉打磨，再使用去离子水清洗，将电极置于5  mmol/L铁氰化钾溶

液中，并在-0.2  ~  0.6  V电位下进行扫描，使峰电位的差值小于110  mV；

（2）将8 μL，8  mg/mL  AgNCs-Sem-AuNPs复合物溶液滴加在电极上，室温下干燥；

（3）将8 μL，2 μg/mL  NT-Pro-BNP抗体滴加在电极上，室温下干燥之后，用PBS清洗，除

去多余抗体，室温下干燥；

（4）将3 μL，质量分数为2%  BSA溶液滴加于电极上，用以封闭非特异性结合位点，干燥

之后使用PBS洗去多余BSA，室温下干燥；

（5）将8 μL，0.00001  ~  50  ng  mL-1一系列不同浓度的NT-Pro-BNP抗原标准溶液滴加

于电极上，室温下干燥之后，用PBS清洗，除去多余抗原，室温下干燥；
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（6）将8 μL，8  mg/mL被NH2-MIL-125标记的二抗滴加于电极上，室温下干燥之后，用PBS

清洗，除去多余二抗，室温下干燥。

[0024] 实施例10  NT-Pro-BNP的检验，步骤如下：

（1）使用电化学工作站的三电极体系进行测试，Ag/AgCl电极作为参比电极，铂丝电极

为对电极，所制备的电致化学发光免疫传感器为工作电极，将电化学工作站和化学发光检

测仪连接在一起将光电倍增管的高压设置为700  V，循环伏安扫描电位范围为0  ~  1.3  V，

扫描速率为0.1  V/s；

（2）在10  mL、  pH  6.0  ~  8.5的含浓度为1  mmol/L  ~  12  mmol/L三丙胺的PBS缓冲溶液

中，通过电化学发光方法，检测对不同浓度的NT-Pro-BNP标准溶液产生的电化学发光信号

强度，绘制工作曲线；

（3）将待测NT-Pro-BNP样品溶液代替NT-Pro-BNP标准溶液进行测定；

（4）  NT-Pro-BNP检测的线性范围是0.01  pg/mL  ~  100  ng/mL，检测限是3.23  fg/mL。
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