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改进酶联免疫吸附新方法检测甲胎蛋白
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  摘 要:将纳米金(GNP,goldnanoparticle)功能化修饰的一抗(Ab1,firstantibody)和氧化石墨烯(GO,gra-

pheneoxide)功能化修饰的二抗(Ab2,secondantibody)通过原子转移自由基聚合反应(ATRP,atomtransferradical

polymerization)应用于酶联免疫吸附(ELISA,enzymelinkedimmunosorbentassay)方法,提高检测灵敏度.考察了

纳米材料的信号逐级放大效果,得出最佳条件为:辅助一抗/一抗(aAb1/Ab1,accessoryantibody/Ab1)比值为3∶
2,辣根过氧化物酶/二抗(HRP/Ab2,horseradishperoxidase/Ab2)比值为160∶1,在此条件下对甲胎蛋白(AFP,

alphafetoprotein)进行检测.结果表明,改进后的GNP/ATRP/GO-ELISA(GAG-ELISA)方法灵敏度提高了729倍,

而成本仅为传统ELISA法的1/20.该研究提出的将多种纳米材料同时应用到传统检测方法中,实现信号逐级放大

的思路是可行的,也为其他检测方法的改进提供了借鉴.

关键词:酶联免疫吸附;氧化石墨烯;原子自由基聚合;纳米金

中图分类号:Q533 文献标志码:A

ELISA方法凭借抗体结合的特异性和酶的高催化等优点,长期以来一直广泛应用于生化分析和微量生

物标志物检测等领域[1].传统ELISA虽然广受欢迎,但由于需要大量的待检测物和抗体、耗时较长、步骤烦

琐、检测限不够低等不足,其应用已越来越受到限制[2-3].为了解决这些问题,越来越多的研究者开始改进并

优化ELISA,如引入新的纳米材料、改变生物反应载体[4]和改善工艺等[5-8].然而,这些改变仅在一定程度上

解决了部分问题,并没有从根本上降低检测限.
本研究在传统ELISA方法中同时引入GO,ATRP,GNP和双一抗,通过四级信号放大,以达到提高敏

感度、降低成本的目的.GNP作为目前应用最广泛的纳米载体之一,具有粒径可控、易与不同蛋白质结合、不
破坏待测物生物活性等优点[9-10].石墨烯是一种单原子厚度的二维碳,凭借其超高的比表面积和简易的制备

步骤,日益引起材料科学和分析研究的高度关注[11].ATRP是一种优良的接枝方法,可生成非交联线性聚合

物链,广泛应用于GO,GNP,碳纳米管等多种材料的表面改性[12-19].

1 实验材料与方法

1.1 仪器与试剂
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(Therno公司).

  收稿日期:2020-04-17;修回日期:2020-06-20.

  基金项目:国家科技重大专项-重大新药创制基金资助项目(2017ZX09304026);北京市科委关键技术平台“靶向性创新

药物人体零期研究平台建设”(20180808).
  作者简介:漆璐(1982-),女,江西宜春人,首都医科大学助理研究员,研究方向为临床试验,E-mail:865176915@qq.com;

林虹君(1981-),男,山东菏泽人,中国人民解放军32311部队工程师,研究方向为蛋白质组学、生物新技术新

方法,E-mail:13718007858@163.com.

  通信作者:王兴河(1962-),男,吉林白城人,中国民人解放军陆军防化学院教授,博士生导师,研究方向为临床药理,

E-mail:wangxh@bjsjth.cn.



GST蛋白质,甲胎蛋白(AFP)样本,辣根过氧化物酶(HRP)标记的二抗(均购自abcam公司);牛血清

白蛋白(BSA)、2-(N-吗啉)乙磺酸(MES)、1-乙基-3-(3-二甲基氨)-碳二亚胺盐酸盐(EDC)、N-羟基琥珀酰亚

胺(NHS)(均购自Sigma-Aldrich公司);氯金酸(HAuCl4·4H2O,南京市威圣化工贸易有限公司);柠檬酸

钠(上海创顺化工有限公司);KH2PO4,Na2HPO4,KCl,Tween20(均购自北京化学试剂公司);实验用水为

二次蒸馏水.
1.2 新方法的建立

以GST蛋白为模型,GAG-ELISA 新方法操

作流程如下.首先,GST蛋白质添加到96-ELISA
板,37 ℃下 孵 化 2h.其 次,加 入 BSA 封 闭,用

PBST洗涤3次,在4℃下过夜.最后,洗涤3次后,
加入 TMB/H2O2 显色.5min后加入2.0mol/L
H2SO4 终止反应,分光光度计在450nm下读数.

在一定范围内,随着 HRP/Ab2比值的增加,
检测信号也会随着增强.但是,当该比值增加到某

一界 限 后,信 号 反 而 会 减 小.因 此,只 有 在 最 佳

HRP/Ab2比值时,才能产生最强的信号响应.为了

使检测信号最强,将Ab2和 HRP在不同的摩尔比

下进行检测试验,其结果如图1所示.如图1所示,从a到e检测中,信号强度逐渐增大,但从e到h,信号强

度逐渐减弱.因此选择e(HRP/Ab2为160∶1)作为新方法HRP/Ab2的最佳比例.
1.3 GNP和引发剂的制备

本研究制备GNP步骤如下:首先,所有的玻璃器皿都用王水(VHCl∶VHNO3=3∶1)清洗,用双蒸馏水冲

洗,然后烘干使用.其次,将 HAuCl4·4H2O 溶液煮沸,继续搅拌.然后,快速加入柠檬酸钠溶液,搅拌

15min[20-23].颜色逐渐由灰色变为蓝色,然后是紫色,最后呈酒红色.最后,继续煮沸10min,将悬浮液储存

在棕色的瓶子里,用锡纸包裹避光.等试剂瓶自然冷却至室温(RT,roomtemperature),储存于4℃备用.
1.4 aAb1-GNP-Ab1的制备

众所周知,有一些 Ab1很难获得,而且价格昂贵,而另一些则恰恰相反.因此,我们引入了辅助一抗

(aAb1,价格便宜且易获得).此操作的目的是为了节约稀缺的Ab1和降低成本[24-28].
aAb1-GNP-Ab1制备步骤如下:首先,将Ab1和aAb1(这里使用的是β-Actin-Ab1)按照预定的比例加

入到制备好的GNP悬浮液中.其次,轻轻地搅拌2h,Ab1和aAb1通过相互作用附着在GNP表面[29-30].然
后,用BSA溶液阻断反应,30min后,13300r·min-1离心10min.最后,在底部得到暗红色沉积物即是

aAb1-GNP-Ab1,冷却后储存于4℃备用.加入BSA的目的是尽量减少非特异性吸附、增加稳定性.GNP和

aAb1-GNP-Ab1的透射电镜(TEM)图像如图2所示.为了进一步证实GNP与抗体成功结合,下面进行了

X射线光电子能谱(XPS,X-rayphotoelectronspectroscopy)分析.
从图3可以看到,aAb1-GNP-Ab1的XPS谱图在399.6eV处呈现出单一的N1s峰(曲线a),而GNP的

XPS谱图中则没有N1s峰(曲线b).由此可见,aAb1-GNP-Ab1中的N1s峰正是GNP与抗体结合而产生的.
我们知道,aAb1/Ab1的比值是一个重要的因素,该值大小影响检测限和成本两个方面,只有选某一合适的

值,才能使控制成本和信号放大达到最佳平衡.本研究中aAb1/Ab1比例采用的是3∶2,参考相关文献[31].
1.5 GO和引发剂的制备

GO的制备所采用的是改良的Hummers方法.具体步骤如下:首先,将0.5g硝酸钠和0.5g石墨粉末加

入到20mL预冷的浓硫酸中,搅拌反应10min;然后缓慢加入4g高锰酸钾,35℃反应1h;再向反应体系中

缓慢加入40mL蒸馏水,95℃反应1h,加入100mL蒸馏水终止反应.其次,加入2mL质量分数30%的

H2O2,室温反应2h,将产物离心,并用1L的 HCl(质量分数5%)洗涤,随后用4L蒸馏水洗涤,离心并再

次洗涤.最后,将产物于40℃真空干燥48h,此时即得到GO粉末,置于4℃备用[32-35].
引发剂的制备步骤如下:将0.3g的11-巯基-1-十一烷醇溶于6mL四氢呋喃(提供反应的液体环境)中,
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再加入108μL吡啶(催化剂),混合后通入氮气除氧,置于冰浴中30min,之后缓慢滴加164μL2-溴异丁酰

溴,并且持续搅拌4h(持续通氮气),最后将反应后的溶液用滤纸过滤,用氮气吹干至略微黏稠,得到所述引

发剂,充氮气后密闭于4℃保存[36].改进后的GAG-ELISA操作流程如图4所示.

2 结果与讨论

2.1 GO的ATRP修饰

首先,用甲醇洗涤3次后,将葡萄糖和引发剂加入到GO溶液中,置于旋转仪上过夜.其次,将混合液用

甲醇轻轻洗涤3次,然后加入混合物(2mol/LGMA,0.02mol/LCuCl,0.03mol/LN,N,N',N',N″五甲基二

亚乙基三胺、0.001mol/LCuCl2 的环己醇溶液、0.03mol/L葡萄糖),室温下轻摇24h.最后,即得到GO-
ATRP,储存在4℃备用[37-38].
2.2 GO-ATRP与Ab2,HRP的结合

具体步骤如下:
(a)环氧基开环反应.首先,在水中制备质量分数50%的异丙醇溶液,然后用该溶液制备质量分数60%

的乙二胺.其次,将GO-ATRP置于上述乙二胺溶液中(80℃)反应4h,使氨基暴露.
(b)醛基的反应.首先,配制PBS溶液(67.84g的磷酸氢二钠和1.65g的磷酸二氢钠,溶于2L的去离子

水中).其次,配置戊二醛溶液(质量分数40%戊二醛溶解在新制备的PBS溶液中).最后,将暴露氨基的GO-
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ATRP加入到戊二醛溶液中,在RT下孵育12h,即在GO-ATRP表面修饰上醛基.
(c)Ab2与HRP的结合.首先,用PBS溶液配制终浓度为2mg·mL-1的Ab2和HRP溶液(pH=8.0),

并加入氰基硼氢化钠使其终浓度为5mg·mL-1,将步骤b中获得的表面修饰有醛基的GO-ATRP置于该

反应液中,在4℃过夜.然后,用Tris-HCl洗涤3次,即得到GO-ATRP-(Ab2+HRP)共轭产物.
(d)聚合物侧链剩余醛基的封闭.向PBS溶液中加入1%氨基乙醇,将新制备的 GO-ATRP-(Ab2+

HRP)放入其中,4℃下反应6h.然后,用50mmol/LTris-HCl缓冲液清洗3次后,置于4℃保存.
2.3 新方法性能考察

为了检验GAG-ELISA方法的性能,我们验证了它在AFP检测中的应用[39].AFP是一种重要的血浆蛋

白质,主要来源于肝脏、卵黄囊和胎儿的胃肠道.成人血清中AFP浓度增高很可能是恶性肿瘤的症状,临床

上也以此作为原发性肝癌诊断的一项指标.因此,灵敏、准确地检测出该指标至关重要.
为了验证新方法的性能,我们将新方法和传统方法进行了对比,AFP和对照样品的实验结果如图5所示.

对比结果表明,GAG-ELISA的检测灵敏度是传统ELISA方法的729倍.这也正是引入GO,ATRP和

GNP产生信号逐级放大的结果.
值得一提的是,降低成本是GAG-ELISA的另一个显著改进.首先,一部分aAb1(比Ab1便宜)替换了

Ab1,成本第一次降低.其次,更多的 Ab2被 HRP取代,由于 HRP的价格低于 Ab2,成本进一步降低.以

AFP为例,新方法总成本仅为传统ELISA方法的1/20,成本的大幅节约主要是抗体的贡献.
为了评价GAG-ELISA新方法的重复性和稳定性,进行了相应的实验研究.在优化条件下,实验组和对

照组连续检测6次.结果表明,该方法具有良好的稳定性和重复性.

3 结 论

本实验在传统ELISA方法中同时引入GO,ATRP,GNP,双一抗和大量 HRP,建立了一种超灵敏的

GAG-ELISA方法.通过对各中间体制备条件的考察,得到最佳反应条件,并在此条件下对实际样本中AFP
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进行了检测.通过4次信号放大,新方法灵敏度提高了729倍,成本降低至原水平的1/20.因此,该方法能够

拓宽传统LIESA在复杂混合物中痕量生物标志物的超灵敏检测,也为多种纳米材料在传统方法中的应用提

供了思路.
作者贡献声明:林虹君与漆璐对本文有同等贡献.
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[33] AMBROSIA,AIRÒF,MERKOCA.EnhancedGoldNanoparticleBasedELISAforaBreastCancerBiomarker[J].AnalChem,2010,82:

1151-1156.
[34]SHENJF,HUYZ,SHIM,etal.OneStepSynthesisofGrapheneOxide-MagneticNanoparticleComposite[J].JPhysChemC,2010,

114:1498-1503.
[35] HUYW,HUASC,LIFH,etal.Green-synthesizedgoldnanoparticlesdecoratedgraphenesheetsforlabel-freeelectrochemicalimped-

anceDNAhybridizationbiosensing[J].BiosensorsandBioelectronics,2011,26:4355-4361.
[36] CHENF,HOUSK,LIQS,etal.DevelopmentofAtomTransferRadicalPolymer-ModifiedGoldNanoparticle-BasedEnzyme-Linked

ImmunosorbentAssay(ELISA)[J].AnalChem,2014,86:10021-10024.
[37] TANGJ,TANGDP,SUBL,etal.Enzyme-freeelectrochemicalimmunoassaywithcatalyticreductionofp-nitrophenolandrecyclingof

p-aminophenolusinggoldnanoparticles-coatedcarbonnanotubesasnanocatalysts[J].BiosensorsandBioelectronics,2011,26:3219-3226.
[38] CAOJT,YANGJJ,ZHAOLZ,etal.Grapheneoxide@goldnanorods-basedmultiple-assistedelectrochemiluminescencesignalamplifi-

cationstrategyforsensitivedetectionofprostatespecificantigen[J].BiosensorsandBioelectronics,2018,99:92-98.
[39]JINJ,ZHANGXY,SHIJL,etal.ApplicationofAFPwholebloodone-steprapiddetectionkitinscreeningforHCCinQidong[J].AmJ

CancerRes,2017,7(6):1384-1388.

Detectionofalphafetoproteinbyimprovedenzyme-linkedimmunosorbentassay
QiLu1,LinHongjun2,ZhangAihong3,WangXinghe1

(1.PhaseIClinicalTrialCenter,BeijingShijitanHospital,CapitalMedicalUniversity,Beijing100038,China;

2.Unit32311ofPLA,Beijing102112,China;3.InstituteofChemicalDefenseofPLA,Beijing102205,China)

  Abstract:Inthispaper,Goldnanoparticle(GNP)functionalizedfirstantibody(Ab1)andgrapheneoxide(GO)functional-
izedsecondantibody(Ab2)wereappliedtoenzyme-linkedimmunosorbentassay(ELISA)byatomtransferradicalpolymerization
(ATRP)toimprovethedetectionsensitivity.TheresultsshowthattheratioofaAb1/Ab1andHRP/Ab2is3∶2and160∶1
respectively.Undertheseconditions,AFPwasdetected.TheresultsshowedthatthesensitivityoftheimprovedGNP/ATRP/

GO-ELISA(GAG-ELISA)wasincreasedby729times,andthecostwasonlyonetwentiethofthatofthetraditionalELISA.In
thisresearch,theideaofapplyingavarietyofnanomaterialstothetraditionaldetectionmethodatthesametimetorealizethe
step-by-stepsignalamplificationisfeasible,andalsoprovidesareferenceforotherdetectionmethods.

Keywords:enzymelinkedimmunosorbentassay;grapheneoxide;atomtransferradicalpolymerization;nanogold
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