
! 引言
日本血吸虫病是亚洲地区流行的一种寄生虫病!对人体

危害极大" 近年来!日本血吸虫病的免疫学诊断取得了显著

进展"为提高免疫检测灵敏度!出现了酶放大!"#$%#纳米颗粒标记
的荧光免疫分析!&%#纳米颗粒的银增强 !’#(%#脂质体放大技术 !)%#及

*+,-.+, 检测技术!/#0%等多种检测方法" 血吸虫的诊断虽取

提出一种高灵敏的!基于银增强放大和免疫胶体金技术压电石英晶体免疫传感器" 采用夹心法模式#在电极表面固定日本血

吸虫抗原#用以捕获血清中的日本血吸虫兔抗血吸虫抗体#再与胶体金标记的羊抗兔 "#$ 二抗形成免疫复合物#加入银增强溶液#通
过胶体金催化银离子还原#使大量银沉积在纳米金周围#提高压电石英晶体免疫传感器的灵敏度"结果表明#基于胶体金标记银增强

的日本血吸虫压电石英晶体免疫传感器#对兔抗血吸虫抗体具有较高的识别能力#其操作简单!灵敏度高!线性范围宽!检测下限低"

将该方法应用于兔血清中日本血吸虫抗体的测定#取得了满意结果"

日本血吸虫$胶体金$银增强$免疫传感器
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得了很大进步!但还不能完全满足实际需要!亟须建立简便"

快速"高灵敏度的检测血吸虫病测定方法#
压电免疫传感器是近年兴起的一类新传感装置! 是把抗

原与抗体反应的特异性和石英谐振换能器对表面质量负载

变化的高度敏感性相结合发展起来的一种新型免疫传感器!
具有设备简单"测量灵敏度高"特异性好"响应速度快"不需
任何标记"操作简单等特点 "#$%&’$ 抗体或抗原作为大分子蛋白
质固定在石英晶体电极表面 !通过抗原抗体的特异性结合!其
复合物易导致晶体表面显著的质量变化!灵敏度高$ 本研究
研制一种基于银增强放大的压电石英晶体免疫传感器!以期
建立一些高灵敏%高特异"简便易行"能适应于现场应用及疗
效考核的新型日本血吸虫诊断技术$

! 试剂与仪器
!"! 试剂
氯金酸&上海诚心化工’(二水合柠檬酸纳&国药集团化

学试剂有限公司’(硝酸银&国药集团化学试剂有限公司’(日
本血吸虫虫卵抗原%兔抗血吸虫抗体%不同感染程度的日本
血吸虫兔血清样本&中南大学湘雅医学院寄生虫学教研室提
供’(羊抗兔 ()*&+,-./012/34 公司’(试剂均为分析纯!水为 5
次蒸馏水#

!"# 仪器
石英晶体分析仪&瑞典凯戈纳斯有限公司’!高速冷冻离

心机&美国 60)78 公司’!98,:;& 紫外$可见分光光度计 <美国
=8,081公司>!?$@&& 透射电镜 <日本 ?0.8340>!9?(@@& 电化学
工作站<美国 9?( 公司>!集热式磁力搅拌器<常州荣冠实验分
析仪器厂>#

# 实验及结果
#"! 胶体金的制备
采用柠檬酸钠还原法制备胶体金 "%A’# 取 &B&%C 氯金酸水

溶液 %D&7E!于集热式磁力搅拌器上加热至沸腾!在 %&&,F701
转速下! 加入一定量的 %!柠檬酸三钠水溶液# 继续加热煮
沸 %;701G 至溶胶颜色呈透明酒红色#室温冷却后以去离子水
恢复到原体积!H"保存备用#
#"# 金标抗体的制备
参照文献 "%5’!将胶体金溶液加入烧杯中!用 &B%7-IJE 的

K8L? 调节胶体金的 M? 值到最适 M? 值&M?NOPQ’!在搅拌条
件下!逐滴加入适量的羊抗兔 ()* 抗体!继续搅拌 %&701!逐
滴加入 %&CR6S溶液!使体系中 R6S浓度为 %C#
常温下将金标抗体溶液 5&&&,F701 离心 %;701! 弃去沉

淀# 取红色上清液在 H"!%&&&& ,F701条件下高速离心 5;701!
轻吸弃去上清液( 用 &P%C 的 R6S洗涤暗红色沉淀物 A次!重
复离心 A次! 彻底除去未结合的蛋白质# 将沉淀用含 %C R6S
和 &P&A 7-IFE K8K5的 +R6混悬为原体积的 %F%&!H"保存备用#
#"$ 传感器的制备
石英金片用乙醇 % 双蒸水仔细清洗! 用 +0,8148 溶液

&TQC!?A6LHU?ALAN5U%’浸泡 ;701!再用蒸馏水 %无水乙醇清
洗# 用超声波清洗 %&701!再用双蒸水冲洗干净!晾干备用#
#"% 免疫分析方法
在饱和湿度下 ! 将 %&77-IFE KV乙酰半胱氨酸水溶液

A&!E 滴于洁净石英金片的金膜表面!室温放置 A4!使其形成
单分子层后!用水彻底冲洗!洗去游离 KV乙酰半胱氨酸!趁金
表面未干!立即滴加 A&!E %&&)FE 的 WX9 溶液和 A&!E %&&)F
E 的 K?6 溶液 &均以 %&77-IFE!M? OPH +R6 配制 ’! 放置

5&701G用 M? OPH +R6 冲洗!立即滴加 A&!E &PA)FE血吸虫抗原
溶液!H"饱和湿度下放置过夜后! 用 M?OPH +R6 冲洗! 滴加
A&!E &P%7-IFE 乙醇胺溶液&用盐酸调至 M? QP&’!室温放置 %4
&封闭尚未反应的活泼酯基团’!用水冲洗干净#

取兔抗血吸虫 ()* 抗体 %;;!E! 与制备好的传感器探头
混合接触!检测 5&701!用 +R6 液冲洗 ; 次!持续检测至频率
稳定&%701 内频率变化 %?Y’# 将包被了羊抗兔 ()* 的石英晶
体置于胶体金标记的羊抗兔 ()* 抗体!于 5O"孵育 %4!同上
洗涤# 将处理好的石英晶体置于干燥室中!待其谐振频率稳
定后!测得其频率值 !%# 加入银增强液&5P;7E柠檬酸缓冲溶
液 Z%P;7E 的 5PA!对苯二酚溶液 Z&P%7E 的 %PO! S)KL5 溶

液’!暗处反应 5& 701!使银沉积在胶体金上# 反应一定时间
后!迅速用蒸馏水冲洗!干燥 5&701 后测定频率 !A# !%与 !A的

差值即为该浓度兔抗血吸虫 ()* 经质量放大后的频率变化值
!!#
在石英晶体谐振器滴加 +0,7848溶液清洗 ;701! 再用水

冲洗干净!吹干!重复上述操作 5 次#
#"& 胶体金的物性分析
#"&"! 紫外可见分光光度计分析
用紫外V可见分光光度计检测所制备胶体金的吸收曲线

和吸收峰!初步确定其粒径大小# 制备好的胶体金溶液呈酒
红色!经紫外可见分光光度计对其进行全波长扫描!在 ;%O17
有最大吸收峰&图 %&8’曲线’!根据粒径与最大吸收波长以及

图 ! 胶体金及金标记羊抗兔 ’()紫外*可见吸收曲线
+,(" ! -./.01,23/,42 45 2324(467 89 :;.</04;=4/41./09
注! 8为胶体金紫外V可见吸收曲线 "[ 为金标记羊抗兔 ()* 紫外V可
见吸收曲线#

K-./\U 8U ]=V^0\0[I/ 8[\-,M.0-1 \M/3.,8 -_ 181-)-I‘a [U ]=V^0\0[I/

8[\-,M.0-1 \M/3.,8 -_ )-I‘ I8[/I/‘ )-8. 81.0V,8[[0. ()*P
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颜色的关系 !"#$!可初步判断其粒径在 %&’(左右" 对比胶体金
标记羊抗兔 )*+ 紫外,可见吸收光谱#图 -$.%曲线%!吸收曲
线在 /-0’( 处的吸光值降低!可推测血吸虫抗体与胶体金发
生了相互作用& 同时!吸收曲线的最大峰值发生了 -&’( 左右
的红移& 据文献!-/$报道!当胶体金与周围吸附介质或基质材
料相互作用时会引起吸收峰发生红移!可初步判定血吸虫抗
体与胶体金发生了相互结合&

!"#"! 透射电镜分析
将覆有 123(453 膜的 6&& 目铜网浸入胶体金溶液中!取

出放在空气中干燥!于透射电镜下观察& 测量 -&& 个胶体金
颗粒的粒径!计算平均值及标准差&透射电镜$789%扫描图谱
所示!制备的胶体金粒子未发生凝聚!颗粒大小均一!且都为
比较规整的球形& 随机选取 -&& 个粒子!经过测量计算得到
其平均直径为 %&’($图 %%&

!"$ 银增强免疫传感器
!"$"% 日本血吸虫抗原浓度对传感器频率响应的影响
用血吸虫抗原含量不同的一系列溶液构成石英晶片传

感器!优化抗原浓度对抗原固定化的影响& 如图 6 所示!随血
吸虫抗原浓度的增加!传感器频率响应增大!但血吸虫抗原

量达到 %:/(*;<!免疫反应响应的频移值达到最大值& 继续增
加抗原浓度!传感器的响应频移值逐渐下降& 这是因为晶振
表面用于包被抗原的活性位点有限!抗原的浓度达到一定值
后!电极表面修饰的日本血吸虫抗原趋向饱和状态!因此选
择 %:/(*;< 为标记时的抗原浓度&
!"$"! 抗原抗体免疫反应时间的影响
用 %:/(*;< 分子抗原包被压电石英晶体! 在 => 0:&的磷

酸盐缓冲溶液中!与 6:& (*;< 兔抗血吸虫抗体$一抗%发生免
疫反应!测量其频移值& 抗体到达石英晶片表面与固定的抗
原发生免疫反应! 形成免疫复合物需要一定的时间& 如图 #
所示!刚开始的一段时间里!免疫反应使响应频率降低的很
快!随后逐渐变慢&抗原抗体反应 6& (?’后!频率没有明显下
降!表明免疫反应已基本完成& 因此!选用 6&(?’ 作为样品的
检测时间&

!"$"& 金标羊抗兔 ’() 抗体免疫反应时间
考察了金标羊抗兔 )*+$二抗%与兔抗血吸虫抗体$一抗%

免疫反应时间对压电石英免疫传感器频移值的影响& #&(?’
后! 频移值不再随时间改变& 实验中选择 #&(?’作为金标二
抗一抗体免疫反应时间&

!"$"* 银增强反应时间影响
银增强时间强烈影响传感器的频率响应& 显然!银增强

时间越长!沉积的金属银越多!石英晶体的频率响应值越大&
且由于银增强试剂本身自发产生的非特异吸附引起的空白

响应会随时间增大而产生较大的背景干扰!故将使检测下限
升高& 综合考虑传感器高的响应信号’低的检测下限 % 个因
素!实验中选用 %&(?’ 作为银增强反应时间"
!"$"# 工作曲线及样品测定
在优化的实验条件下!应用传感器测定一系列不同血吸

虫抗体浓度下的传感器的频率响应!得到其标准曲线$图 /%"
在 &:-!/:&(* " < 的血吸虫抗体浓度范围内! 传感器的频率改
变值与待测物浓度成线性相关"
使用传感器测量一些感染血吸虫天数不同的兔血清" 如

图 ! !+,-胶体金扫描电镜图!!+++++!"
./(" ! 012 /-3(4 56 784 ,3,5(59: ;/78

:/3-474< 56 !+,- =!+++++!>

图 & 血吸虫抗原的量对传感器频率响应的影响
./(" & 1664?7 56 784 3-5@,7 56 0?8/A75A5-3 B3C5,/?@-

3,7/(4, 5, 6<4D@4,?E <4AC5,A4 56 /--@,5A4,A5<

图 * 培育时间对传感器频率响应的影响
./(" * F4937/5,A8/C G47;44, 6<4D@4,?E ?83,(4 56

/--@,5A4,A5< 3,: 784 /,?@G37/5, 7/-4 56
0?8/A75A5-3 B3C5,/?@- 3,7/G5:E
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表 ! 所示!感染血吸虫时间越长的血清样品!传感器对其响
应的频率改变值越大" 因此!传感器可用于判断血吸虫感染
程度"

! 结论
!# 应用压电免疫传感器基本原理!采用夹心法在电极表

面固定日本血吸虫抗原!用以捕获血清中的日本血吸虫兔抗
血吸虫抗体! 再与胶体金标记的羊抗兔 "#$二抗形成免疫复
合物!加入银增强溶液后!由于胶体金能催化银离子的还原!
因此通过银染色放大可在胶体金表面催化沉积大量的金属

银!从而增加晶体的质量并改变振荡的频率!提高压电石英
晶体免疫传感器灵敏度" 本实验考察了多种影响因素对血吸
虫压电免疫传感器反映的影响!结果证明!胶体金和金标抗
体复合物的制备简单!传感器灵敏度增强!且重复性好!是一
种很实用的血吸虫病诊断方法"

%$ 采用银增强放大和免疫胶体金技术!研制一种基于应
增强胶体金放大的压电石英免疫传感器!成功地对日本血吸
虫抗体进行了检测% 实验表明!该方法步骤简单&灵敏度高!

胶体金标记抗体复合物的制备简单!不会引起抗体活性的改
变!在血吸虫诊断方面具有很好的应用前景"
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