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(57)摘要

本发明公开了基于普鲁士蓝纳米酶标记物

的酶联免疫吸附实验的制备方法及应用，涉及纳

米科学、生物免疫技术、酶免疫测定技术等领域。

本发明利用普鲁士蓝优异的催化性能，制备了负

载在四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料上的普

鲁士蓝纳米酶标记物。通过利用四氧化三铁球芯

的磁性和聚多巴胺优异的生物相容性，实现了生

物分子的固定以及磁分离。通过利用聚多巴胺在

酸性条件下具有还原三价铁离子的能力，成功在

聚多巴胺表面生成普鲁士蓝纳米酶作为标记物。

普鲁士蓝纳米酶通过催化过氧化氢的氧化反应，

使底物四甲基联苯胺由无色变为蓝色。该标记物

可以适用于多种酶联免疫试验的制备，在科研和

临床中具有广泛的应用前景。
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1.基于普鲁士蓝纳米酶标记物的酶联免疫吸附实验的制备方法，其特征在于，包括以

下步骤：

（1）四氧化三铁纳米粒子的制备：将0.2  g十二烷基硫酸钠、1.5  g醋酸钠和0.5  g三氯

化铁加入到15  mL乙二醇中，在室温下搅拌30分钟；然后将该混合溶液转移到聚四氟乙烯高

温反应釜中并在200  ℃下加热12小时；将所得产物用超纯水和乙醇分别洗涤三次；最终产

物在35  ℃下真空干燥12小时；干燥后研磨并在室温保存；

（2）四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料的制备：将100  mg四氧化三铁纳米粒子和200 

mg多巴胺加入到120  mL、pH=8.8  Tris-HCl缓冲液和100  mL异丙醇混合溶液中；搅拌13小时

后，得到黑色的悬浊液；通过磁分离收集产物，并将产物用超纯水洗涤五次以除去未反应的

物质，然后在35  ℃真空中干燥；干燥后称重并重新分散在5  mL超纯水中，放于4  ℃冰箱冷

藏保存；

（3）取50 μL四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料分散液用5  mL、0.1  mol·L-1、pH  7.4

的磷酸盐缓冲溶液稀释，向其中加入2  mL浓度为10 μg·mL-1的降钙素原检测抗体溶液，在4 

℃下孵化2  h，离心；再加入100 μL、0.1%的牛血清白蛋白溶液封闭非特异性结合位点，在4 

℃下孵化2  h，离心分离得到固体产物，将其重新分散于5  mL、0.1  mol·L-1、pH  7.4的磷酸

盐缓冲溶液中，制得四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料标记的降钙素原抗体溶液；

（4）将四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料标记的降钙素原抗体溶液与0.1  ng·mL-1的

抗原以体积比为1:1混合，室温下孵化1  h，离心分离，得到与抗原特异性结合的四氧化三

铁@聚多巴胺核壳复合材料标记的降钙素原抗体溶液；

（5）向96微孔板中加入100 μL、1 μg·mL-1降钙素原的抗体溶液，在4  ℃下孵育12  h，用

磷酸盐缓冲液洗涤微孔板三次；再加入100 μL、0.1%的牛血清白蛋白溶液封闭微孔板上的

非特异性结合位点，室温下孵育1  h，再用磷酸盐缓冲液洗板三次；向其中加入特异性结合

上抗原的四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料标记的降钙素原抗体溶液，孵育1  h，用超纯

水洗板三次；向微孔中加入200 μL、1  mmol·L-1的三氯化铁和铁氰化钾的混合溶液，反应1 

min后去除混合铁液，超纯水洗板三次，制得负载普鲁士蓝纳米酶的标记物；

（6）免疫显色过程：向成功负载普鲁士蓝纳米酶标记物的微孔板中加入100 μL、浓度为

1.248  mmol·L-1的3,3',5,5'-四甲基联苯胺显色液和100 μL、浓度为6  mmol·L-1的过氧

化氢溶液，微孔板中的溶液由无色变为蓝色；显色时间为15  min，显色结束后加入50 μL、浓

度为1  mol·L-1的硫酸终止液，微孔板中的溶液由蓝色变为黄色；用酶标仪测量350  nm-900 

nm溶液的吸光度。

2.根据权利要求1所述的普鲁士蓝纳米酶标记物的制备方法，其特征在于，所述的标记

物用于对显色液进行催化显色。

3.根据权利要求1所述的制备的普鲁士蓝纳米酶标记物作为降钙素原检测的酶联免疫

吸附实验的应用。

4.根据权利要求3所述的酶联免疫吸附实验作为降钙素原检测的应用，其特征在于，检

测步骤如下：

（1）包被：向96微孔板中加入100 μL、1 μg·mL-1降钙素原的抗体溶液，4  ℃下孵化12 

h；用磷酸盐缓冲液洗板三次，甩干；

（2）封闭：用100 μL封闭液封闭，37  ℃下孵化1  h；
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（3）加样：甩去封闭液，加入特异性结合上抗原的四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料

标记的降钙素原抗体溶液，37  ℃下孵化1  h；用磷酸盐缓冲液洗板三次，甩干；

（3）纳米酶：向微孔中加入200  uL三氯化铁和铁氰化钾的混合溶液，反应1  min后去除

铁液，超纯水洗板三次；

（4）显色：每孔先后加入显色剂A、B各100 μL；

（5）终止：每孔加入50 μL终止液；

（6）检测：于TECAN酶标仪上检测450  nm吸收值。
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基于普鲁士蓝纳米酶标记物的酶联免疫吸附实验的制备方法

及应用

技术领域

[0001] 本发明涉及纳米科学、生物免疫技术、酶免疫测定技术等领域，具体涉及一种酶联

免疫反应标记物的制备方法及免疫显色应用。

背景技术

[0002] 生物标志物检测是目前唯一无创的早期预警癌症等疾病的方法，在临床中对肿瘤

的普查、诊断及判断预后等具有十分重要的意义。在众多的生物标志物检测方法中，酶联免

疫技术由于其检测迅速，方法简单，特异性强和灵敏性高等优点而成为生物分子定量检测

的主要分析技术。

[0003] 酶联免疫吸附试验是利用吸附在固相载体上的抗原或抗体与酶标记抗体发生特

异性结合。向其中加入底物溶液后，底物会在酶的作用下使其所含的供氢体由无色的还原

型变成有色的氧化型，发生颜色反应。因此，可以根据底物的颜色反应来判断有无对应的免

疫反应，颜色反应的深浅与标本中相应抗体或抗原的量呈正比。这种显色反应可通过酶标

仪进行定量测定，通过将抗原抗体反应的特异性和酶化学反应的敏感性相结合，使酶联免

疫吸附试验成为一种既特异又灵敏的检测方法。鉴于此，发明一种具有催化性能的纳米酶

作为标记物用于酶联免疫吸附试验中，具有重要的现实意义。

[0004] 通过利用四氧化三铁球芯的磁性和聚多巴胺优异的生物相容性，不仅实现了生物

分子的固定以及磁分离，而且大大提高了纳米复合物表面抗体的结合量，实现易于标记的

制备效果。普鲁士蓝纳米酶被称为“人工酶过氧化物酶”，因为它对还原过氧化氢表现出高

特异性和催化性能。与传统的将铁盐和六氰基铁酸盐与不同氧化态的铁原子混合制备普鲁

士蓝的方法不同，使用四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料还原铁氰化物-铁离子混合物可

以在复合材料表面得到普鲁士蓝纳米酶用做标记物，进一步实现对显色液的催化显色。通

过酶标仪进行定量测定实现对抗原浓度的检测。

[0005] 本发明利用普鲁士蓝优异的催化性能，制备了负载在四氧化三铁@聚多巴胺核壳

复合材料上的普鲁士蓝纳米酶标记物。通过利用四氧化三铁球芯的磁性和聚多巴胺优异的

生物相容性，实现了生物分子的固定以及磁分离。通过利用聚多巴胺酸性条件下具有还原

三价铁离子的能力，成功在聚多巴胺表面生成普鲁士蓝纳米酶作为标记物。普鲁士蓝纳米

酶通过催化过氧化氢的氧化反应，使底物四甲基联苯胺由无色变为蓝色。

发明内容

[0006] 本发明的目的之一是提出一种利用聚多巴胺还原铁氰化物-铁离子混合物在四氧

化三铁@聚多巴胺核壳复合材料表面制备普鲁士蓝纳米酶的方法。

[0007] 本发明的目的之二是利用普鲁士蓝对过氧化氢的催化作用，实现显色液颜色的变

化。

[0008] 本发明的目的之三是所制备的标记物用于标记抗体构建夹心型酶联免疫吸附试
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验，既可以对生物标志物进行高效灵敏的检测，还可以实现定量检测。

[0009] 本发明的技术方案如下：

基于普鲁士蓝纳米酶标记物的酶联免疫吸附实验的制备方法，包括以下步骤：

（1）四氧化三铁纳米粒子的制备：将0.2  g十二烷基硫酸钠、1.5  g醋酸钠和0.5  g三氯

化铁加入到15  mL乙二醇中，在室温下搅拌30分钟；然后将该混合溶液转移到聚四氟乙烯高

温反应釜中并在200  ℃下加热12小时；将所得产物用超纯水和乙醇分别洗涤三次；最终产

物在35  ℃下真空干燥12小时；干燥后研磨并在室温保存；

（2）四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料的制备：将100  mg四氧化三铁纳米粒子和200 

mg多巴胺加入到120  mL、pH=8.8  Tris-HCl缓冲液和100  mL异丙醇混合溶液中；搅拌13小时

后，得到黑色的悬浊液；通过磁分离收集产物，并将产物用超纯水洗涤五次以除去未反应的

物质，然后在35  ℃真空中干燥；干燥后称重并重新分散在5  mL超纯水中，放于4  ℃冰箱冷

藏保存；

（3）取50 μL四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料分散液用5  mL、0.1  mol·L-1、pH  7.4

的磷酸盐缓冲溶液稀释，向其中加入2  mL浓度为10 μg·mL-1的降钙素原检测抗体溶液，在4 

℃下孵化2  h，离心；再加入100 μL、0.1%的牛血清白蛋白溶液封闭非特异性结合位点，在4 

℃下孵化2  h，离心分离得到固体产物，将其重新分散于5  mL、0.1  mol·L-1、pH  7.4的磷酸

盐缓冲溶液中，制得四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料标记的降钙素原抗体溶液；

（4）将四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料标记的降钙素原抗体溶液与0.1  ng·mL-1

的抗原以体积比为1:1混合，室温下孵化1  h，离心分离，得到与抗原特异性结合的四氧化三

铁@聚多巴胺核壳复合材料标记的降钙素原抗体溶液；

（5）向96微孔板中加入100 μL、1 μg·mL-1降钙素原的抗体溶液，在4  ℃下孵育12  h，

用磷酸盐缓冲液洗涤微孔板三次；再加入100 μL、0.1%的牛血清白蛋白溶液封闭微孔板上

的非特异性结合位点，室温下孵育1  h，再用磷酸盐缓冲液洗板三次；向其中加入特异性结

合上抗原的四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料标记的降钙素原抗体溶液，孵育1  h，用超

纯水洗板三次；向微孔中加入200 μL、1  mmol·L-1的三氯化铁和铁氰化钾的混合溶液，反应

1  min后去除混合铁液，超纯水洗板三次，制得负载普鲁士蓝纳米酶的标记物；

（6）免疫显色过程：向成功负载普鲁士蓝纳米酶标记物的微孔板中加入100 μL、浓度为

1.248  mmol·L-1的3,3',5,5'-四甲基联苯胺显色液和100 μL、浓度为6  mmol·L-1的过氧

化氢溶液，微孔板中的溶液由无色变为蓝色；显色时间为15  min，显色结束后加入50 μL、浓

度为1  mol·L-1的硫酸终止液，微孔板中的溶液由蓝色变为黄色；用酶标仪测量350  nm-900 

nm溶液的吸光度。

[0010] 本发明的有益成果

与现有技术相比，本发明具有如下优点：

1）该标记物制备方法利用聚多巴胺还原铁氰化物-铁离子混合物制备出具有优异催化

性能的普鲁士蓝纳米酶，制备简单；

2）该方法制备的标记物利用了普鲁士蓝纳米酶对双氧水的催化作用实现显色液颜色

的变化，使酶联免疫吸附试验的效率大大提高；

3）该方法制备的标记物利用四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料负载免疫物质，达到

易于标记的制备效果。
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具体实施方式

[0011] 下面结合具体实施例，进一步阐述本发明。应理解，这些实施例仅用于说明本发明

而不用于限制本发明的范围。

[0012] 实施例1

普鲁士蓝纳米酶标记物的制备方法

（1）四氧化三铁纳米粒子的制备：将0.2  g十二烷基硫酸钠、1.5  g醋酸钠和0.5  g三氯

化铁加入到15  mL乙二醇中，在室温下搅拌30分钟；然后将该混合溶液转移到聚四氟乙烯高

温反应釜中并在200  ℃下加热12小时；将所得产物用超纯水和乙醇分别洗涤三次；最终产

物在35  ℃下真空干燥12小时；干燥后研磨并在室温保存；

（2）四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料的制备：将100  mg四氧化三铁纳米粒子和200 

mg多巴胺加入到120  mL、pH=8.8  Tris-HCl缓冲液和100  mL异丙醇混合溶液中；搅拌13小时

后，得到黑色的悬浊液；通过磁分离收集产物，并将产物用超纯水洗涤五次以除去未反应的

物质，然后在35  ℃真空中干燥；干燥后称重并重新分散在5  mL超纯水中，放于4  ℃冰箱冷

藏保存；

（3）取50 μL四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料分散液用5  mL、0.1  mol·L-1、pH  7.4

的磷酸盐缓冲溶液稀释，向其中加入2  mL浓度为10 μg·mL-1的降钙素原检测抗体溶液，在4 

℃下孵化2  h，离心；再加入100 μL、0.1%的牛血清白蛋白溶液封闭非特异性结合位点，在4 

℃下孵化2  h，离心分离得到固体产物，将其重新分散于5  mL、0.1  mol·L-1、pH  7.4的磷酸

盐缓冲溶液中，制得四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料标记的降钙素原抗体溶液；

（4）将四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料标记的降钙素原抗体溶液与0.1  ng·mL-1

的抗原以体积比为1:1混合，室温下孵化1  h，离心分离，得到与抗原特异性结合的四氧化三

铁@聚多巴胺核壳复合材料标记的降钙素原抗体溶液；

（5）向96微孔板中加入100 μL、1 μg·mL-1降钙素原的抗体溶液，在4  ℃下孵育12  h，

用磷酸盐缓冲液洗涤微孔板三次；再加入100 μL、0.1%的牛血清白蛋白溶液封闭微孔板上

的非特异性结合位点，室温下孵育1  h，再用磷酸盐缓冲液洗板三次；向其中加入特异性结

合上抗原的四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料标记的降钙素原抗体溶液，孵育1  h，用超

纯水洗板三次；向微孔中加入200 μL、1  mmol·L-1的三氯化铁和铁氰化钾的混合溶液，反应

1  min后去除混合铁液，超纯水洗板三次，制得负载普鲁士蓝纳米酶的标记物。

[0013] 实施例2

夹心型降钙素原酶联免疫吸附试验的构建

（1）包被：向96微孔板中加入100 μL、1 μg·mL-1降钙素原的抗体溶液，4  ℃下孵化12 

h；用磷酸盐缓冲液洗板三次，甩干；

（2）封闭：用100 μL  0.1%的牛血清白蛋白溶液封闭非特异性结合位点，37  ℃下孵化1 

h；

（3）加样：甩去封闭液，加入特异性结合上抗原的四氧化三铁@聚多巴胺核壳复合材料

标记的降钙素原抗体溶液，37  ℃下孵化1  h；用磷酸盐缓冲液洗板三次，甩干；

（3）纳米酶：向微孔中加入200 μL三氯化铁和铁氰化钾的混合溶液，反应1  min后去除

铁液，超纯水洗板三次；

（4）显色：每孔先后加入显色剂A、B各100 μL（显色A液：醋酸钠2.72  g，柠檬酸0.3  g，
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30%双氧水60 μL，蒸馏水加至100  mL。显色B液：乙二胺四乙酸二钠0.04  g，柠檬酸0.19  g，

甘油10  mL，取0.03  g四甲基联苯胺溶于0.6  mL二甲基亚砜中，加入少量水中避光搅拌至溶

解，定容至100  mL）；

（5）终止：每孔加入50 μL浓度为1  mol·L-1的硫酸终止液；

（6）检测：于TECAN酶标仪上检测450  nm吸收值。
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