
∙化学实验∙ www.dxhx.pku.edu.cn

大学化学(Daxue Huaxue)

Univ. Chem. 2017, 32 (2), 69－73February

doi: 10.3866/PKU.DXHX201607010

*通讯作者，Email: weiliu@126.com

抗体与多酶负载纳米金的合成表征及纸上化学发光性能研究
——介绍一个仪器分析综合实验
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摘要：对抗体及多酶负载纳米金的合成、表征及纸上化学发光性能进行了研究，实验结合了目前的研究

成果，内容涵盖了材料化学、仪器分析、无机合成、胶体化学等方面，涉及材料和生物分析等领域。本

实验还可进行后续癌症标志物免疫分析的拓展实验研究，可作为8学时的仪器分析综合实验，给大学三

年级的学生开设。
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Synthesis and Characterization of Antibody and Multienzyme Loaded
Gold Nanoparticles and Their Chemiluminescence Properties on

Paper: An Instrumental Analysis Comprehensive Experiment
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Abstract: The antibody and multienzyme loaded gold nanoparticles were synthesized and characterized.

Also, their chemiluminescence properties on paper-based chip were studied. The experimental contents

covered the field of materials chemistry, instrumental analysis, inorganic synthesis and colloidal chemistry.

What′s more, the experiment can be developed for further immunoassay of biomarker detection. The

content of this experiment can be used as an instrumental analysis comprehensive experiment for the junior

college students.
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化学是一门实验科学，在我校的化学类专业学生中，除了基础的实验教学以外，越来越注重培养

学生的创新意识和创新能力，因此全面提升大学生的综合素质成为高等教育改革的一个重要目标[1]。

笔者所在的学校从2000年就开始参加全国大学生化学实验邀请赛、全国高师大学生化学实验竞赛以

及陕西省大学生化学实验竞赛等各种比赛。笔者作为竞赛的辅导和带队教师已有十余年，观察到了实

验竞赛的一些改革新动向，同时发现实验竞赛的考查内容越来越多元化，竞赛对知识的拓展要求也不

断提高，对学生的能动性及动手能力的要求越来越高。竞赛除了需要大学生将化学中各学科的知识灵

活掌握以外，还对大学生的综合实验能力提出了更高的要求。
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目前，在我校的仪器分析实验中，主要内容集中在光、电及色谱实验上，虽然也涉及到一些简

单的综合实验，但涉及微米/纳米材料合成及表征的综合实验相对较少。陕西师范大学分析化学的化

学发光方向[2]是最早发展起来的研究方向之一，章竹君先生等[3]也对固体表面化学发光现象进行了研

究，很多学生对这一领域表现出浓厚兴趣。鉴于此，笔者结合以往的科研工作[4]，设计了抗体和多酶

负载纳米金复合物(Ab2-AuNPs-HRP)的合成、制备及相应表征实验，并研究了该复合物的纸上化学发

光现象。通过该实验，学生不仅可以了解微米/纳米材料以及化学发光的相关基础知识，还能掌握无

机金属纳米颗粒复合物的常见合成方法和常用表征手段，同时结合相应的化学发光体系，掌握该复合

物的纸上化学发光现象。同时，本实验还具有后续癌症标志物免疫检测的拓展实验能力，可为能力强

的学生提供进一步研究的空间。此实验可作为大学仪器分析综合化学实验课的内容。

1 实验目的

(1) 了解金属纳米材料和化学发光的基本知识，了解化学发光的仪器组成及构造。

(2) 掌握纳米金粒子及抗体和多酶负载纳米金的制备方案。

(3) 了解金属纳米材料的常用表征手段，如透射电子显微镜、动态光散射和紫外-可见吸收光谱，掌

握纳米金上负载多酶的量的计算方法；了解多酶负载纳米金复合物的纸上化学发光现象。

2 试剂仪器

2.1 试 剂

氯金酸(国药集团化学试剂有限公司)，柠檬酸三钠、盐酸、硝酸(西安化学试剂厂)，鲁米诺、辣

根过氧化物酶(Sigma试剂有限公司)、羊抗人 IgG、辣根过氧化物酶(HRP)标记的羊抗人 IgG(北京索来

宝科技有限公司)、过氧化氢(上海化学试剂公司)，实验室用水均为二次去离子水。

2.2 仪 器

RFL-1型超微化学发光/生物发光检测仪(西安瑞迈分析仪器有限公司)、透射电子显微镜(日立公

司，规格型号：H-600)、TU-1901紫外-可见分析仪(岛津公司，型号：UV-1800)、激光粒度仪(美国贝

克曼公司，型号：BI-90Plus)，电子分析天平(AL104，上海梅特勒-托利多有限公司)、恒温磁力搅拌

器(GL-32593型，江苏其林贝尔仪器制造有限公司)、台式冷冻高速离心机(D3024R型，西安西浩生物

科技有限公司)、纸切割机(CE5000-40-CRP型，日本图王公司)。

3 实验原理

作为负载多酶的纳米材料，纳米金(AuNPs)是首选的信号载体，由于纳米金容易合成、化学特性

稳定，并且具有高比表面积、小尺寸效应及良好的生物相容性，可以标记大量的抗体[5]、酶[6]、蛋白

或其他生物分子，而被广泛用作酶标信号载体。本实验采用柠檬酸钠还原法合成13 nm的纳米金，然

后利用静电吸附作用将辣根过氧化物酶(HRP)和抗体(Ab)负载在纳米金粒子的表面；再利用HRP和纳

米金对鲁米诺-过氧化氢化学发光体系的催化作用，结合笔者的纸芯片研究领域[7]，考查抗体及HRP

负载纳米金复合物的纸上化学发光性质。

利用透射电子显微镜(TEM)和激光粒度仪的动态光散射实验(DLS)对合成的Ab2-AuNPs-HRP进行

表征；利用紫外-可见吸收光度计对AuNPs上吸附的HRP的量进行表征和计算；利用化学发光仪记录

纸上的化学发光信号。
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4 实验步骤

4.1 纳米金的制备

将合成用的烧杯和磁子在新配制的王水(V(HNO3) : V(HCl) = 1 : 3)中充分浸润24 h后，用二次去离

子水彻底清洗干净，烘干备用。根据文献报道，AuNPs (13 nm)的合成采用柠檬酸钠还原法[8]。首先，

在烧杯中加入50 mL H2O，为了使试剂混合均匀，设置搅拌速度为600 r∙min－1，加入氯金酸溶液(质量

浓度为10%，0.167 mL)，加热到煮沸时，将搅拌速度调到最大，立即注入柠檬酸钠溶液(0.1 mol∙L－1，

1.94 mL)，待混合溶液颜色由淡黄色变为深紫红色最后变为稳定的酒红色后，计时保持此状态8 min

后脱离加热器，室温搅拌13 min。冷却后保存在冰箱中(4 °C)备用。

4.2 Ab2-AuNPs-HRP复合物的合成

取2 mL AuNPs溶液于小烧杯中，用K2CO3 (1 mol∙L－1)微调溶液呈碱性，将其pH最终调为9，羊

抗人 IgG和HRP混合液共0.1 mL，按体积比1 : 8加入到纳米金溶液中，均匀搅拌，室温反应2 h。然

后 4 °C离心 30 min (12000 r∙min－1)，目的是除去未标记的羊抗人 IgG和HRP。保存冰箱中(4 °C)，以

备使用。

4.3 Ab2-AuNPs-HRP复合物的表征及纳米金上吸附的HRP的量的计算

取少量产物进行TEM、DLS表征和紫外吸收测定，观察AuNPs和Ab2-AuNPs-HRP复合物的形

貌、测定两者的水合半径及紫外吸收峰的位置。

分别取浓度为 0.001、0.005、0.01、0.02、0.03、0.05、0.07、0.09、0.1 mg∙mL－1的HRP在紫外-

可见吸收光度仪上选择403 nm [9]进行吸光度的测定并做出校准曲线，然后取少量Ab2-AuNPs-HRP复

合物进行紫外吸收测定，通过吸光度值计算纳米金上吸附的HRP的量。

4.4 纸芯片的制作及纸上化学发光信号的测定

按照图 1的实物图，用Coreldraw X6画图软件画出通道构型，设置切割机切割原点位置后，在

whatman 1号滤纸上切割出相应构型的纸上芯片，芯片的左右2个圆形区域分别为直径为6 mm的试剂

加样区和检测区域，中间的通道长为18 mm，宽为3 mm。分别吸取5 μL Ab2-HRP和Ab2-AuNPs-HRP

复合物滴涂于纸芯片的右边圆形检测区域，然后在进样区域加20 μL 体积比为1 : 1的1.0 × 10－3 mol∙L－1

鲁米诺和1.0 × 10－3 mol∙L－1过氧化氢的混合溶液，溶液沿着进样通道进入到检测区域上，在检测区域

上记录相应的化学发光信号。

图1 纸芯片构型实物图

5 结果与讨论

5.1 Ab2-AuNPs-HRP复合物的表征

将合成好的纳米金及Ab2-AuNPs-HRP复合物进行TEM表征，同时用DLS测定水合半径，结果

如图 2所示。从图上可以看出，13 nm的AuNPs及Ab2-AuNPs-HRP复合物均分散均匀，DLS结果显

示Ab2-AuNPs-HRP复合物的水合半径(40.26 nm)比AuNPs的水合半径(32.43 nm)有所增大。
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5.3 标记在纳米金上的HRP浓度计算

HRP 标记在纳米金上的浓度可以通过 HRP 的标准曲线计算得出(图 4)。图 4 是 HRP 浓度在

0.001、0.005、0.01、0.02、0.03、0.05、0.07、0.09、0.1 mg∙mL－1时的线性关系图，当HRP/Ab2的体

积比为 8 : 1时，测得复合物的紫外吸收强度为 0.909，代入标准曲线方程可得，标记在纳米金上的

HRP的浓度为8.07 × 10－8 mol∙L－1，而合成的13 nm的纳米金的浓度为1.7 × 10－8 mol∙L－1，通过计算，

纳米金上标记的HRP的个数为4.7，即每个13 nm的纳米金上大约标记4－5个HRP分子[4]。

5.4 Ab2-AuNPs-HRP复合物的纸上化学发光信号

用图 1所示纸芯片记录Ab2-AuNPs-HRP复合物在鲁米诺化学发光体系中的纸上化学发光信号，

结果如图5所示。从图上可以看出，由于纸上毛细作用使化学发光试剂缓慢到达检测区域，整个发光

反应的时间增长，而同样的体系在传统的液相化学发光体系中发光速度快、时间短。与裸露的

AuNPs的纸上化学发光信号和Ab-HRP的纸上化学发光信号相比较，Ab2-AuNPs-HRP复合物的纸上

化学发光信号明显增强，并且到达化学发光信号平台的时间短。

图2 纳米金(A)及Ab2-AuNPs-HRP复合物(B)的TEM和DLS

5.2 Ab2-AuNPs-HRP复合物的紫外吸收性质表征

将纳米金和合成的Ab2-AuNPs-HRP复合物进行了UV-Vis吸收光谱分析。如图3所示，与裸露的纳

米金相比，Ab2-AuNPs-HRP的紫外-可见吸收光谱的吸收强度增大，吸收峰变宽，并且最大吸收波长

发生了红移，从 514.5 nm红移到 517.0 nm，这表明HRP和Ab2均已结合在纳米金上。同样，可以看

到另一吸收峰在278.0 nm，这是蛋白的特征吸收峰，说明蛋白与纳米金发生了有效结合。

图3 AuNPs和Ab2-AuNPs-HRP的复合物的紫外-可见吸收光谱图
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6 结 语

本文设计了抗体和多酶负载纳米金的合成、表征及纸上化学发光性能研究的仪器分析综合实验。

通过该实验，使学生掌握紫外-可见吸收仪、化学发光仪、透射电镜、激光粒度仪的基本构造和使用

步骤，可以锻炼学生的综合实验素养和能力；同时，可根据实际学时，让学生自主改变抗体和多酶的

比例进行合成探索，也可以进行后续的免疫分析拓展实验研究。
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图4 HRP与紫外吸光度值的线性关系图

图5 AuNPs、Ab2-HRP和Ab2-AuNPs-HRP复合物的纸上化学发光现象
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