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(57)摘要

本发明公开一种天然叶绿素敏化氧化锌基

光电化学免疫传感器的构建和应用，包括如下步

骤：将制好的氧化锌阵列置于提取的天然叶绿素

溶液中浸泡，天然叶绿素与ZnO表面共价结合；加

入甲胎蛋白抗体（Ab）并固定至电极表面，用牛血

清蛋白（BSA）封闭；最后，引入不同浓度的甲胎蛋

白，通过检测抗原抗体特异性反应引起的光电流

信号变化，以实现测定甲胎蛋白的目的。本发明

所得到的天然叶绿素敏化剂制备方法绿色环保，

操作简便快捷，制备的天然叶绿素敏化氧化锌基

光电化学免疫传感器生物相容性好，成本低，节

能环保。因此，在光电生物传感技术和生物医学

领域具有较好的应用前景。
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1.一种天然叶绿素敏化氧化锌基光电化学免疫传感器的构建方法，包括如下步骤：

1）对ITO玻璃进行清洗，然后采用旋涂法，将乙酸锌溶于乙醇形成溶液，将乙酸锌乙醇

溶液平铺在干燥的ITO玻璃上，煅烧后在ITO表面形成种子层；2）配制由六水合硝酸锌，六次

甲基四胺，聚乙烯亚胺组成的水溶液，然后加入氨水，并用纯净水制成ZnO纳米阵列结构生

长液；3）将步骤1）制得的表面负载有种子层的ITO玻璃浸入到步骤2）制得的ZnO纳米阵列结

构生长液中，在85  ℃下反应4  h，并在450  ℃下煅烧后制得ZnO纳米材料，将ZnO纳米材料上

的多余ZnO刮去后即得ZnO电极；4）采摘并清洗绿黄葛树叶，除去叶脉，风干，将其剪碎后加

入二氧化硅研磨以防止叶绿素被破坏，加入乙醇浸泡，过滤即得叶绿素提取液，浓缩叶绿素

获得叶绿素浓缩液，将步骤3）制备好的ZnO电极放入装有叶绿素浓缩液的烧杯中浸泡，浸泡

后取出并用乙醇清洗以去除黏附物，干燥后得到天然叶绿素增敏ZnO纳米材料CHL-ZnO，将

天然叶绿素增敏ZnO纳米材料上的多余ZnO刮掉后，即得CHL-ZnO电极；5）将甲胎蛋白抗体Ab

引入到步骤4）获得的CHL-ZnO电极上：取10  µL  100  µg/mL 甲胎蛋白抗体Ab滴加到CHL-ZnO

电极上，并于37  ℃  孵化，用纯净水漂洗数次后获得Ab/CHL-ZnO电极；6）取15  µL  1  wt  % 

牛血清蛋白BSA封闭液滴加至步骤5）制得的Ab/CHL-ZnO电极上，并于37  ℃  孵化以封闭非

特异性结合位点，纯净水漂洗后，得到的电极BSA/Ab/CHL-ZnO作为光电化学免疫传感器。
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一种天然叶绿素敏化氧化锌基光电化学免疫传感器的构建和

应用

技术领域

[0001] 本发明涉及一种天然叶绿素敏化氧化锌基光电化学免疫传感器，将含有甲胎蛋白

抗原的样品固定至制备好的BSA/Ab/CHL-ZnO电极上，检测其光电流变化值，带入所得方程，

从而达到检测甲胎蛋白浓度的目的，属于分析化学和纳米材料领域。

背景技术

[0002] 光电化学型免疫传感器是一种利用光生电流或光生电压相关的待测物质浓度变

化进行分析的新技术。其中，氧化锌作为一种非常重要的无机功能材料，具有良好的光电性

能，以及无毒、化学稳定、生物相容性好等优点，可以广泛应用于光电化学生物传感技术。纯

的氧化锌由于本身禁带宽度大，只能吸收紫外光，而天然色素对可见光具有良好的吸收，且

生物相容性好，容易提取。

[0003] 近年来，纳米材料在光电化学生物传感器领域的研究也越来越多。纳米材料具备

优异的物理、化学、电催化等性能，基于纳米材料的光电化学生物传感器体现出体积更小、

速度更快、检测灵敏度更高等优异性能。而氧化锌作为一个重要的半导体陶瓷材料，具有许

多有用的特性，如压电性、光吸收和发射、高电压-电流的非线性、对气体和化学制剂敏感和

良好的催化活性。纯的氧化锌只能吸收紫外线，对可见光不灵敏，需使用增敏剂增敏。目前

主要采用无机物（如贵金属、量子点）和有机物（大环化合物）对ZnO表面进行修饰，增强对可

见光的吸收。但存在成本高、工艺复杂、生物相容性差等缺点，特别是有机物的合成过程往

往会造成环境污染。而天然色素来源丰富，生物相容性好，容易提取，绿色环保。利用天然色

素敏化作用不但可使ZnO受可见光照射而产生光电流，而且可使半导体电极自身不受激发，

因而可避免因腐蚀、溶解而引起的消耗。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于提供一种基于天然叶绿素敏化氧化锌基光电化学免疫传感器，

以及用于甲胎蛋白检测的方法。

[0005] 为了实现上述目的，本发明采用以下技术方案：一种天然叶绿素敏化氧化锌基光

电化学免疫传感器的构建方法，包括如下步骤：

[0006] 1）对ITO玻璃进行清洗，然后采用旋涂法，将乙酸锌溶于乙醇形成溶液，将乙酸锌

乙醇溶液平铺在干燥的ITO玻璃上，煅烧后在ITO表面形成种子层；2）配制由六水合硝酸锌，

六次甲基四胺，聚乙烯亚胺组成的水溶液，然后加入氨水，并用纯净水制成ZnO纳米阵列结

构生长液；3）将上述步骤1）制得的表面负载有ZnO种子层的ITO玻璃浸入到步骤2）制得的

ZnO纳米阵列生长液中，在85  ℃下反应4  h，并在450  ℃下煅烧后制得ZnO纳米材料，将ZnO

纳米材料上的多余ZnO刮去后即得ZnO电极；4）采摘并清洗绿黄葛树叶，除去叶脉，风干，将

其剪碎后加入二氧化硅研磨以防止叶绿素被破坏，加入乙醇浸泡，过滤即得叶绿素提取液，

浓缩叶绿素获得叶绿素浓缩液，将步骤3）制备好的ZnO电极放入装有叶绿素浓缩液的烧杯
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中浸泡，浸泡后取出并用乙醇清洗以去除黏附物，干燥后得到天然叶绿素增敏ZnO纳米材料

（CHL-ZnO），将天然叶绿素增敏ZnO纳米材料上的多余ZnO刮掉后，即得CHL-ZnO电极；5）将甲

胎蛋白抗体（Ab）引入到步骤4）获得的CHL-ZnO电极上：取10  µL  100  µg/mL 甲胎蛋白抗体

（Ab）滴加到CHL-ZnO电极上，并于37  ℃  孵化，用纯净水漂洗数次后获得Ab/CHL-ZnO电极；

6）取15  µL  1  wt  %  牛血清蛋白（BSA）封闭液滴加至步骤5）制得的Ab/CHL-ZnO电极上，并于

37  ℃  孵化以封闭非特异性结合位点，纯净水漂洗后，得到的电极（BSA/Ab/CHL-ZnO）作为

光电化学免疫传感器。

[0007] 本发明一种天然叶绿素敏化氧化锌基光电化学免疫传感器的应用，包括如下步

骤：1）将制好的氧化锌阵列置于提取的天然叶绿素溶液中浸泡，天然叶绿素与ZnO表面共价

结合；2）加入甲胎蛋白抗体（Ab）并固定至电极表面，用牛血清蛋白（BSA）封闭；最后，引入不

同浓度的甲胎蛋白，通过检测抗原抗体特异性反应引起的光电流信号变化，以实现测定甲

胎蛋白的目的。

[0008] 本发明所述的天然叶绿素敏化氧化锌基光电化学免疫传感器的检测甲胎蛋白抗

原的方法，包括如下步骤：将0.005  ng/mL  ~  50  ng/mL不同浓度的甲胎蛋白抗原（Ag）固定

至BSA/Ab/CHL-ZnO电极上，检测其光电流变化值，随着甲胎蛋白抗原浓度增加，光电流信号

越弱，在0.005  ng/mL  ~  50  ng/mL浓度范围内，光电流信号与甲胎蛋白抗原（Ag）浓度对数

呈线性关系。

[0009] 具体地说，本发明采用以下技术方案：所述的一种天然叶绿素敏化氧化锌基光电

化学免疫传感器，其特征是以天然叶绿素作为敏化剂，增强氧化锌在可见光照射下的光电

流响应，以引入甲胎蛋白抗原抗体的天然叶绿素敏化氧化锌（CHL-ZnO）电极作为工作电极

进行光电流检测。

[0010] 上述CHL-ZnO  材料由以下方法制备获得：清洗导电玻璃（ITO）电极，并在导电面旋

涂5  mM乙酸锌生长溶液，300℃煅烧20  min，置于含有15  mM六亚甲基四胺、30  mM六水合硝

酸锌、10  mM聚乙烯亚胺和0.5  M氨水的水溶液85  ℃水浴4  h，取出干燥后450℃煅烧  30 

min，得到ZnO纳米材料；将氧化锌纳米材料上的ZnO刮去1*0.5cm，即得ZnO电极。用200  mL乙

醇浸泡绿黄葛树叶4  h，得到天然色素提取液，过滤后浓缩4倍，并将干燥好的ZnO纳米材料

置于提取液中浸泡16  h，用乙醇洗去表面未附上的色素，取出干燥后得到天然叶绿素敏化

ZnO纳米材料；将天然叶绿素增敏ZnO纳米材料上的ZnO刮去1*0.5cm，即得CHL-ZnO电极。

[0011] 一种基于天然叶绿素敏化氧化锌基光电化学免疫传感器检测甲胎蛋白的方法，包

括如下步骤：1）ITO电极放入清洁剂、去离子水、丙酮、乙醇等超声清洗后，将乙酸锌生长液

平铺于ITO电极上，经过煅烧和水浴得到ZnO纳米材料；将ZnO纳米材料上的ZnO刮去1*

0.5cm，即得ZnO电极。2）提取绿黄葛树叶的天然叶绿素（CHL），将ZnO纳米材料放入天然叶绿

素溶液中浸泡，得到天然叶绿素敏化ZnO纳米材料（CHL-ZnO）；将天然叶绿素增敏ZnO纳米材

料上的ZnO刮去1*0.5cm，即得CHL-ZnO电极。并在上面引入甲胎蛋白抗体，构建成氧化锌基

光电化学生物传感器；  3）采用三电极体系进行测试，以CHL-ZnO电极为工作电极，铂丝电极

为对电极，饱和Ag/AgCl为参比电极，将上述电极插入0.1M  磷酸盐缓冲溶液中，以氙灯光源

模拟可见光照射，检测光致电流信号；4）以光致电流信号对甲胎蛋白浓度作图得到标准曲

线，光电流信号与甲胎蛋白抗原浓度对数在0.005  ng/mL  ~  50  ng/mL范围内呈线性关系。

[0012] 所述缓冲溶液为磷酸盐缓冲液，在缓冲溶液所添加的电解质为NaCl，电解质浓度
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为0.1  M。

[0013] 本发明采用的具体技术方案如下：

[0014] （一）天然叶绿素敏化ZnO的制备

[0015] 依次采用清洁剂、去离子水、丙酮、乙醇等对ITO玻璃进行超声清洗，然后采用旋涂

法，将5  nM 乙酸锌溶液平铺在干燥的ITO上，300  ℃煅烧20  min，在ITO表面形成种子层。再

配制含有30  mM  Zn(NO3)2、15  mM  六亚甲基四胺、10  mM聚乙烯亚胺以及0.5  M  NH3·H2O的

ZnO生长液。将上述负载有ZnO种子层的ITO浸入到生长液中，在85  ℃下反应4  h，并在450 

℃下煅烧30  min，制得ZnO纳米材料；将ZnO纳米材料上的ZnO刮去1*0.5cm，即得ZnO电极。

[0016] 采摘并清洗绿黄葛树叶，除去叶脉，风干，称取11  g剪碎后加入二氧化硅研磨以防

止叶绿素被破坏，加入乙醇200  mL浸泡4  h，过滤提纯即得叶绿素提取液，将制备好的ZnO放

入烧杯浸泡16  h，用乙醇清洗去除物理黏附，取出干燥后得到天然叶绿素增敏ZnO电极

（CHL-ZnO电极）；将天然叶绿素增敏ZnO纳米材料上的ZnO刮去1*0.5cm，即得CHL-ZnO电极。

[0017] （二）免疫传感器的制备

[0018] 首先，将甲胎蛋白抗体引入到获得的CHL-ZnO电极上。取10  µL  100  µg/mL 甲胎蛋

白抗体滴加到CHL-ZnO复合物上，并于37  ℃  孵化2  h，用纯净水漂洗数次后获得Ab/CHL-

ZnO电极。接着，取15  µL  1  wt  %  BSA封闭液滴加至Ab/CHL-ZnO电极上，并于37  ℃  孵化30 

min以封闭非特异性结合位点。纯净水漂洗后，得到的电极（记作BSA/Ab/CHL-ZnO）作为光电

化学免疫传感器。  取10  µL一定浓度（0.005  ng/mL  ~  50  ng/mL）的甲胎蛋白抗原溶液滴加

至所制得的光电化学免疫传感器，37  ℃  孵化1  h。光电流检测前，将最后得到的电极（记作

Ag/BSA/Ab/CHL-ZnO）用纯净水漂洗数遍。

[0019] （三）天然叶绿素增敏传感器光电流信号的产生和检测

[0020] 采用传统的三电极系统，室温条件下进行实验，其中铂丝是作为对电极，饱和的氯

化银电极作为参比电极，CHL-ZnO作为工作电极。将修饰的电极置于0.1  M  磷酸盐缓冲溶液

中，外加电压0  V，在模拟自然光下进行光电化学检测。

[0021] （四）甲胎蛋白的测定

[0022] 将甲胎蛋白抗体和不同浓度的抗原引入CHL-ZnO电极上，孵化完成后按照步骤

（三）所述方法获得与浓度相应的光电流强度，绘制工作曲线。

[0023] 本发明的有益效果

[0024] （1）本发明以天然叶绿素作为敏化剂，利用其良好的光电响应性能，所构建的氧化

锌基光电化学免疫传感灵敏度高，重现性好；

[0025] （2）本发明所得到的天然叶绿素敏化剂制备方法绿色环保，操作简便快捷，制备的

天然叶绿素敏化氧化锌基光电化学免疫传感器生物相容性好，成本低，节能环保。因此，在

光电生物传感技术和生物医学领域具有较好的应用前景。

附图说明

[0026] 图1是本发明的光电化学免疫传感器的原理示意图。

[0027] 图2 是ZnO和CHL  -ZnO的紫外可见吸收图谱。

[0028] 图3是  ZnO和CHL  -ZnO的红外图谱。

[0029] 图4是  不同电极的电化学阻抗谱图，其中a为ZnO电极，b为CHL-ZnO电极，c为Ab/
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CHL-ZnO电极，d为BSA/Ab/CHL-ZnO电极，e为5  ng/mL  Ag/BSA/Ab/CHL-ZnO电极。

[0030] 图5是甲胎蛋白抗原浓度（a~e  =  0.005  ng/mL  ~  50  ng/mL）的光电流变化图。

[0031] 图6是甲胎蛋白抗原光电流信号与浓度的线性图。

具体实施方式

[0032] 下面结合附图和实施例对本发明进行详细描述：

[0033] 发明原理介绍：

[0034] 天然叶绿素敏化氧化锌基光电化学免疫传感器的原理如图1所示，图中表明ZnO电

极的修饰过程（图1中的a）和光电化学检测基本原理（图1中的b）。如图1中的a  所示，首先，

将制好的氧化锌阵列置于提取的天然叶绿素溶液中浸泡16  h，天然叶绿素与ZnO表面共价

结合。其次，加入甲胎蛋白抗体（Ab）并固定至电极表面，用牛血清蛋白（BSA）封闭；最后，引

入不同浓度的甲胎蛋白，通过检测抗原抗体特异性反应引起的光电流信号变化，以实现测

定甲胎蛋白的目的。在图1中的b中，天然叶绿素不仅作为载体在免疫分析中为甲胎蛋白抗

体提供生物相容性环境，而且在可见光照射条件下作为光敏物质提升光电化学性能，增强

光电流。具体而言，在模拟太阳光照射下，  天然叶绿素吸收太阳能，产生光生电子，并且由

天然叶绿素直接传递到ZnO的导带，从而增强光电流。更重要的是，天然叶绿素出色的传导

性使界面电子转移得到改善，光电流效能更是显著提高。

[0035] 本发明中的方法，具体包括以下步骤：

[0036] （一）天然叶绿素敏化ZnO复合物的制备

[0037] 1）依次采用清洁剂、去离子水、丙酮、乙醇等对ITO玻璃（购自广东佛山美晶源责任

有限公司）进行超声清洗，然后采用旋涂法，将0.0278  g乙酸锌溶于25  mL乙醇（购自国药集

团化学试剂有限公司）溶液平铺在干燥的ITO上，300  ℃煅烧20  min，在ITO表面形成种子

层。2）再配制由0.9177  g六水合硝酸锌（购自国药集团化学试剂有限公司），0.1774  g  六次

甲基四胺（HMTA，购自国药集团化学试剂有限公司），0.3001  g  聚乙烯亚胺（PEI，购自国药

集团化学试剂有限公司）溶于50  mL纯净水，加入2.548  mL氨水 （NH3·H2O，购自国药集团化

学试剂有限公司）后，再加入50  mL纯净水制成的ZnO纳米阵列结构生长液。3）将上述步骤1）

制得的表面负载有ZnO种子层的ITO浸入到步骤2）制得的ZnO纳米阵列生长液中，在85  ℃下

反应4  h，并在450  ℃下煅烧30  min，制得ZnO纳米材料。将ZnO纳米材料上的ZnO刮去1*

0.5cm，即得ZnO电极。

[0038] 4）采摘并清洗绿黄葛树叶，除去叶脉，风干，称取11  g剪碎后加入二氧化硅（购自

国药集团化学试剂有限公司）研磨以防止叶绿素被破坏，加入乙醇200  mL浸泡4  h，过滤即

得叶绿素提取液，浓缩叶绿素4倍，将步骤3）制备好的ZnO电极放入烧杯浸泡16  h，用乙醇清

洗去除物理黏附，取出干燥后得到天然叶绿素增敏ZnO纳米材料（CHL-ZnO）。将天然叶绿素

增敏ZnO纳米材料上的ZnO刮去1*0.5cm，即得CHL-ZnO电极。

[0039] （二）免疫传感器的制备

[0040] 1）首先，将甲胎蛋白抗体（Ab，购自南京三辰生物科技责任有限公司）引入到步骤

（一）获得的CHL-ZnO电极上：取10  µL  100  µg/mL  甲胎蛋白抗体（Ab）滴加到CHL-ZnO电极

上，并于37  ℃  孵化2  h，用纯净水漂洗数次后获得Ab/CHL-ZnO电极。2）接着，取15  µL  1  wt 

%  牛血清蛋白（BSA，购自生工生物工程（上海）股份有限公司）封闭液滴加至步骤1）制得的
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Ab/CHL-ZnO电极上，并于37  ℃  孵化30  min以封闭非特异性结合位点。纯净水漂洗后，得到

的电极（记作BSA/Ab/CHL-ZnO）作为光电化学免疫传感器。3）取10  µL一定浓度（0.005  ng/

mL  ~  50  ng/mL）的甲胎蛋白抗原（Ag，购自南京三辰生物科技责任有限公司）溶液加入步骤

2）制得的光电化学免疫传感器（BSA/Ab/CHL-ZnO），37  ℃  孵化1  h，获得电极（Ag/BSA/Ab/

CHL-ZnO），将最后得到的电极（Ag/BSA/Ab/CHL-ZnO）用纯净水漂洗数遍，待用。

[0041] （三）天然叶绿素增敏传感器光电流信号的产生和检测

[0042] 采用传统的三电极系统，室温条件下进行实验，其中铂丝作为对电极，饱和的氯化

银电极作为参比电极，步骤（一）获得的CHL-ZnO电极作为工作电极。将此CHL-ZnO电极置于

0.1  M  磷酸盐缓冲溶液中，外加电压0  V，在模拟自然光下进行光电化学检测。

[0043] （四）甲胎蛋白的测定

[0044] 将甲胎蛋白抗体（Ab）和不同浓度的甲胎蛋白抗原（Ag）引入CHL-ZnO电极上，孵化

完成后按照步骤（三）所述方法获得与浓度相应的光电流强度，绘制工作曲线。

[0045] 上述基于天然叶绿素敏化氧化锌基光电化学免疫传感器测定甲胎蛋白的技术，具

体检测方法为：将含有甲胎蛋白抗原的样品滴加到免疫传感器上，检测光电流信号变化值。

[0046] （五）测定紫外可见吸收光谱

[0047] 将步骤（一）所得ZnO电极上的ZnO（ZnO）和天然叶绿素增敏ZnO电极上的ZnO（CHL-

ZnO）从导电玻璃上刮下来，分散到1  mL水中，混合均匀后，迅速测其紫外可见吸收光谱图，

见图2，图谱表明天然叶绿素可以有效的增强ZnO对可见光的吸收。

[0048] （六）测定红外图谱

[0049] 将步骤（一）所得ZnO电极上的ZnO（ZnO）和天然叶绿素增敏ZnO电极上的ZnO（CHL-

ZnO）从导电玻璃上刮下来，取适量样加上研细的KBr研磨压片，进行分析。图3的红外图谱可

以明显地表征，叶绿素与氧化锌表面形成共价结合，天然叶绿素增敏传感器的构建成功。

[0050] （七）测定电化学交流阻抗图谱

[0051] 在CHI660D电化学工作站上采用交流阻抗法进行样品阻抗的测量，采用饱和Ag/

AgCl电极作为参比电极，铂丝电极作为对电极，步骤（一）所得的ZnO电极、CHL-ZnO电极、步

骤（二）所得的Ab/CHL-ZnO电极、BSA/Ab/CHL-ZnO电极以及5  ng/mL  Ag/BSA/Ab/CHL-ZnO电

极分别作为工作电极，5mM的K3[Fe(CN)6]／K4[Fe(CN)6]溶液作为电解池溶液，测量样品的阻

抗。图4的电化学阻抗谱是说明修饰过程中阻抗变化信息以及电极特点的有效手段，随着叶

绿素、抗体、牛血清蛋白、抗原的加入，阻抗值逐渐增加，也可以表明天然叶绿素增敏传感器

的传导界面已构建完成。

[0052] 本发明运用光电流检测技术，将不同浓度（0.005  ng/mL  ~  50  ng/mL）的甲胎蛋白

抗原（Ag）固定至BSA/Ab/CHL-ZnO电极上，检测其光电流变化值。实验结果见附图5和图6，由

图可知，一定范围内，随着甲胎蛋白抗原浓度增加，光电流信号越弱。在0.005  ng/mL  ~  50 

ng/mL浓度（a~e）范围内，光电流信号与甲胎蛋白抗原（Ag）浓度对数呈线性关系。
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图1

图2
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图3

图4
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图5

图6
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