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多聚螯合物酶联抗体交联磁性纳米乳胶的
脂联素免疫透射比浊方法研究 
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摘要: 采用多聚螯合物酶联抗体交联磁性纳米乳胶的脂联素免疫透射比浊法检测了血清中脂联
素. 发现多聚螯合物酶上含有大量HRP酶, 可以极大地放大检测信号; 在优化条件下, 免疫比浊

信号强度在脂联素 0.005~0.2 ng·mL-1 范围内变化时, 并随着 ADPN 浓度的增加呈线性关系

(R2=0.998), 检出限为 2 pg·mL-1. 该方法能成功用于血清样本中脂联素的检测.  
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脂联素(简称 ADPN)能预示糖尿病和冠心病的

发展情况, 并在临床试验表现出抗糖尿病、抗动脉

粥样和炎症的潜力. 目前, 已用于 ADPN检测免疫

分析方法中, 常见的有酶联免疫法(简称 ELISA)、

放射免疫法、荧光免疫测定法、化学发光法、电泳

免疫测定法、质谱免疫分析法、免疫聚合酶链反应

法等[1-6]. 其中, ELISA法被广泛用于临床实验室检

测肿瘤标志物, 具有较好的特异性和敏感性, 但该

方法灵敏度较低. 因此, 需要建立一种新方法能迅

速和有效地监视肿瘤标志物浓度. 免疫透射比浊

法是利用免疫透射比浊技术和抗原-抗体特异性结

合建立起来的一种检测手段, 它是基于夹心型免

疫分析原理发展起来的夹心型免疫透射比浊法, 

由于具有灵敏度高、特异性强、相容性好、检测限

低、分析速度快、成本低廉等优点, 引起了广泛的

研究兴趣[7].  

人脂联素 ELISA 试剂盒是一种酶联免疫吸附

技术, 用来定量检测人类血清、质膜及各种组织洗

标培养液上清中的脂联素水平. 该检测技术将抗

人脂联素的单克隆抗体预包埋在 96 孔酶标板上. 

当标准品和样品上样之后, 脂联素通过免疫抗体

结合在酶标板上. 结合上去的脂联素然后又被抗

人脂联素多克隆抗体捕获. 由于抗兔 IgG 标记了

HRP以及 HRG底物的存在, 比色度与结合在上面

的脂联素成线性关系, 此时的比色度可通过酶标

仪读数实现定量. 但由于该方法较为繁琐, 笔者利

用多聚螯合物(EnVision, EV)标记脂联素二抗(Ab2), 

制得 EV-ADPN Ab2, 构建了基于 EV-ADPN Ab2酶

催化信号放大的夹心型免疫透射比浊法. 首先利

用电位沉积法在金免疫磁珠表面电沉积一层多纳

米金, 经过硫醇化后的 G 蛋白固定在免疫磁珠表

面, 此时免疫磁珠表面可定向固定脂联素抗体 Ab1, 

使抗体结合位点一致向外, 增加免疫磁珠表面抗

体固定量. 然后采用夹心免疫模式, 利用夹心免疫

复合物中 HRP催化对苯二酚和 H2O2的反应, 产生

浊度变化, 测定 ADPN的浓度. 并通过高密度的酶

催化放大浊度信号, 提高免疫反应的灵敏度.  

1 实验部分 

1.1  仪器与试剂 
PhoenixSpec浊度仪(美国 Becton & Dickinson 

Company), H-7650 型透射电子显微镜(日本日立公

司), 扫描电子显微镜(S-3400N, 日本日立公司), 

恒温摇床(KY-C, 金坛市华诚开元实验仪器厂).  
                                                                                                                               

收稿日期:  2014−10−10.   宁波大学学报（理工版）网址: http://journallg.nbu.edu.cn/ 
基金项目: 浙江省公益技术应用研究（2012C37012）. 
第一作者: 余红卫（1970－）, 男, 浙江余姚人, 高级实验师, 主要研究方向: 食品安全与检测. E-mail: yuhongwei@nbu.edu.cn 

*通信作者: 胡富陶（1964－）, 男, 浙江磐安人, 高级实验师, 主要研究方向: 食品安全与检测. E-mail: hufutao@nbu.edu.cn 



 

14 宁波大学学报（理工版） 2015 
 

 

人脂联素Adiponectin ELISA分析试剂盒(美国

Biovision 公司)脂联素抗体(anti-ADPN), 脂联素抗

原标准品(ADPN)为郑州博赛生物技术有限公司产

品, Envision 试剂盒为基因科技(上海)有限公司产

品, 牛血清蛋白(BSA)、过氧化氢(H2O2)、碳酸钠

(Na2CO3)、对苯二酚 (HQ)、2-亚氨基遛烷盐酸

盐、氯金酸(HAuCl4·4H2O)、吐温-20(Tween-20)等

化学试剂均为AR级. 磷酸缓冲液(PBS)的配制: 由

0.1 mol·L-1 KH2PO4和 0.1 mol·L-1 Na2HPO4混合而

成.  

1.2  EV-ADPN Ab2抗体复合物的合成 
EV试剂和ADPN Ab2溶液等体积混合, 置于 4

℃的恒温摇床 150 r·min-1 振摇 12 h. 10 000 r·min-1

离心 10 min, 获得 EV-ADPN Ab2抗体复合物, 4℃

储存备用.  

1.3  制备硫醇化 G蛋白 
首先, 参考 Fowe 等人[8]的方法并稍作改进合

成硫醇化 G 蛋白, 取 G 蛋白和 2-亚氨基遛烷盐酸

盐, 2-亚氨基遛烷盐酸盐用量是G蛋白的 12倍. 将

两者分别溶解于除氧后的磷酸缓冲溶液中, 4℃反

应 30 min, 过量的 2-亚氨基遛烷盐酸盐用离心过滤

方法除去. 最后, G蛋白溶液浓缩至 100 µg mL-1.  

1.4  免疫磁珠的制备 
根据文献报道[9], 首先金免疫磁珠(GE)用 0.05 

μm的Al2O3粉末抛光, 再依次用乙醇、水超声清洗, 

然后置于 H2SO4和 H2O2体积比为 7:3 的混合溶液

中浸泡 15 min, 在 0.1 mol·L-1硫酸中进行免疫比浊

处理, 电势范围为-0.3~1.5 V. 蒸馏水洗净后, 氮气

吹干.  

将GE浸入 1 mmol·L-1氯金酸溶液中, 在-0.5 V

恒电位下电沉积 20 s, 制得 AuNPs/GE 免疫磁珠, 

用水清洗 AuNPs/GE 免疫磁珠并晾干. 将 AuNPs/ 

GE免疫磁珠浸泡在硫醇化 G蛋白溶液中置于 4℃

温育一晚, 将免疫磁珠取出, 用去离子水洗后, 滴

加 20 µL 0.5 mg·mL-1的ADPN Ab1溶液, 4℃下温育

2 h, 用 PBS-T缓冲溶液清洗, 即将ADPN Ab1定向

固定在 AuNPs/GE表面上制得 ADPN Ab1/thiolated 

protein G/AuNPs/GE. 最后用质量浓度 3%的 BSA

溶液封闭磁珠表面的空余位点, 用磷酸缓冲溶液

和水冲洗, 晾干, 保存于 4℃备用.  

1.5  免疫分析步骤 
首先在室温条件下(37℃)将免疫反应与不同

浓度的 ADPN 抗原溶液温育 30min, 形成抗原-抗

体免疫复合物, 再与 EVC-ADPN Ab2检测抗体反应

       
(a) AuNPs/GE (b)ADPN Ab1/thiolated protein G/AuNPs/GE 

       
(c) EV (d) EV-ADPN Ab2 

图 1  免疫磁珠的扫描电镜和透射电镜图 
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5 min, 在免疫磁珠表面形成夹心型免疫复合物 , 

在 5 mL通氮除氧含有 10 mmol·L-1 H2O2及 2 mmol· 

L-1 HQ的 PBS溶液(0.1 mol L-1, pH 7.4)测定免疫反

应的响应浊度. 因HRP可催化HQ与H2O2的反应, 

产生浊度变化, 且与 ADPN浓度呈线性关系, 故可

用于定量测定 ADPN浓度.  

2 结果与讨论 

2.1  免疫反应组装过程及信号探针的表征 
扫描电子显微镜(SEM)能有效表征免疫磁珠

的表面性能, 因此采用 SEM 分别对 AuNPs/GE、

thiolated protein G/AuNPs/GE、ADPN Ab1/thiolated 

protein G/AuNPs/GE 以及与 EVC-ADPN Ab2温育

后的免疫磁珠表面进行了表征, 结果如图 1 所示. 

从图 1(a)可以发现, 电沉积纳米金在磁珠表面形成

了一层均匀且排列有序的纳米金粒子. 与未经修

饰的 CE相比, AuNPs/GE的比表面积增大, 从而增

加了 Ab1的有效固定空间. 图 1(b)是在修饰免疫磁

珠与 ADPN Ab1温育后, 免疫磁珠表面形成了一层

薄膜. 这表明免疫磁珠表面通过夹心免疫反应, 成

功将链状 EV-ADPN Ab2固定至免疫磁珠表面. 另

外, 利用扫描电子显微镜对信号探针进行表征. 从

图 1(c)可以看出, EV是一种树枝状的链状物, 结果

与试剂说明一致. 图 1(d)可见, 当EV与ADPN Ab2

结合后, 形成了树枝状的形貌, 表明 ADPN Ab2成

功固定在 EV表面.  

2.2  EV及EV-ADPN Ab2的紫外可见吸收光谱表征 
将制得的 EV-ADPN Ab2 进行紫外光谱表征, 

EV-ADPN Ab2在 280 nm 和 404 nm 同时出现了 2

个吸收峰, 这与纯 ADPN 抗体 Ab2和 HRP 的特征

峰位置相一致, EVC表面标记了 HRP, 同时也表明

ADPN Ab2被成功标记在EVC表面, 成功制备得到

了 EV-ADPN Ab2.  

2.3  不同浊度反应的免疫特性表征 
图 2 为夹心免疫反应构建过程中不同修饰免

疫磁珠在 PBS缓冲溶液(0.1 mol·L-1, pH 7.4)中的循

环伏安表征图. 在-0.6~0.6 V 范围内, 裸金免疫磁

珠在 PBS 溶液中无氧化还原峰出现(图 2 中的 a). 

当溶液中加入 5 mmol·L-1对苯二酚时, 免疫磁珠在

-0.12 V和 0.42 V位置出现了 1对氧化还原峰(图 2

中的 b), 当免疫磁珠电沉积纳米金后, 由于纳米金

导电性良好, 氧化浊度迅速增加, 但当免疫磁珠分

别与硫醇化 G蛋白、ADPN Ab1、BSA、ADPN抗

原不导电的生物大分子温育并结合, 导致氧化浊

度减少(图 2 中的 c~g). 由于该免疫比浊现象主要

是由于上述生物大分子导电性差, 阻碍免疫磁珠

表面电子传递, 从而引起氧化还原峰浊度的变化.  

 

图 2  不同浓度 ADPN反应在 0.1 mol L-1 pH 7.4 

PBS溶液中的循环伏安曲线 

2.4  比较不同信号探针的免疫行为 
分别制备了 2种不同检测抗体(即 ADPN Ab2- 

HRP和EV-ADPN Ab2), 以 5 pg·mL-1 ADPN抗原为

例比较 2种抗体催化效果. 发现在 pH值 7.4的PBS

缓冲溶液中, 当 BSA/ADPN Ab1/thiolated protein 

G/AuNPs/GE 与 ADPN 抗原结合后, 加入 H2O2峰

浊度相对较小(图 3(a)); 与 ADPN Ab2-HRP形成夹

心免疫复合物后, 随着 H2O2 的加入, 比浊曲线增

加(图 3(b)). 这主要是在对苯二酚的作用下, 夹心

免疫复合物中HRP对H2O2的免疫比浊产生催化还

原作用, 引起还原峰浊度变化. 而使用 EV-ADPN 

Ab2 作为检测抗体时, 免疫反应呈现出高浊度响应

(图 3(c)), 其原因可能是因为 EV-ADPN Ab2含有大

量 HRP和抗体. 因此, 当使用 EV-ADPN Ab2作为

检测抗体时能提高该免疫反应的灵敏度.  

 

图 3  不同标记抗体免疫比浊的免疫分析方法 
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2.5  实验条件优化 
2.5.1 EV和 ADPN Ab2体积比优化 

在实验中, ADPN Ab2是结合到EV上制得信号

探针, 因此 EV和 ADPN Ab2的体积比是影响免疫

反应响应信号的重要因素, 所以需考察 EV:ADPN 

Ab2在不同体积比情况下对免疫反应催化信号的影

响. 由图 4可见, 随着EV:ADPN Ab2体积比的增加, 

免疫反应的浊度值不断增加, 且在 1:1时达到最大. 

增加 EV:ADPN Ab2的体积比可增加 EV-ADPN Ab2

中 ADPN Ab2 的标记量, 从而增强反应的灵敏度; 

增加夹心免疫复合物中 HRP 的量, 提高免疫反应

的浊度值. 但是在EV上HRP和抗抗体的量是固定

的, 因此需要找出最合适的 ADPN Ab2 的标记量, 

也就找到了最好的抗体结合效率. 因此, 在实验中

采用 50 g·mL-1 ADPN Ab2与 EV试剂原始液. 由

于 HRP 可催化过氧化对苯二酚(HQ), 产生氧化还

原浊度. 最终实验得出 EV:ADPN Ab2的最佳体积

比为 1:1.  

 

图 4  EV:ADPN Ab2体积比 

2.5.2 磷酸缓冲溶液 pH优化 

由于免疫反应分析过程在磷酸缓冲溶液中进

行, 磷酸缓冲溶液的 pH 值会影响抗原抗体等生物

分子的活性[10-11], 因此磷酸缓冲溶液的 pH 值对免

疫反应有重要的影响. 笔者考察了 pH 4.0~8.5的磷  

 

图 5  PBS缓冲溶液 pH值 

酸缓冲溶液对免疫反应的影响, 由图 5 可见, 免疫

反应的还原峰浊度值先随着磷酸缓冲溶液 pH值的

增大而增大, 在 pH 7.5 时达到最大, 然后随着 pH

增大而浊度值减小. 因此, 最终选择 pH 7.5的磷酸

缓冲溶液作为免疫反应的测试底液. 

2.5.3 温育时间优化 

温度、时间对抗原-抗体的特异性反应具有重

大影响, 在 25℃下, 考察了时间对免疫反应响应性

能的影响. 由图 6 可见, 当温育时间达到 5 min 后

出现了一个平台, 说明 5 min为本实验抗原抗体最

佳温育时间.  

 

图 6  温育时间对免疫反应免疫比浊响应的影响 

2.5.4 对苯二酚(HQ)浓度优化 

HQ 的浓度是一个重要参数. 因此, 笔者以 5 

pg·mL-1 ADPN 为例, 研究不同 HQ 浓度对免疫反

应响应信号的影响. 由图 7 可见, 免疫反应的浊度

响应信号在 5 mmol·L-1 时最佳. 因此选择加入的

HQ浓度分别为 5 mmol·L-1.  

 

图 7  HQ浓度对免疫反应免疫比浊响应的影响 

2.5.5 定量分析结果 

图 8 为免疫透射比浊法测定 ADPN 的标准曲

线. 由图可见ADPN浓度在 0.005~0.2 ng·mL-1范围

内变化时, 免疫比浊信号强度也随着 ADPN 浓度

的增加呈线性关系( 2R  0.998), 该方法的检出限

为 2 pg·mL-1. 线性分为两端的主要原因是由于免

Δ
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疫磁珠表面固定的抗体量有限, 随着与抗原结合

位点的越来越少, 方法灵敏度下降[12]. 

 

图 8  ADPN测定的标准曲线 

2.5.6 免疫反应对人体血清中 ADPN检测应用 

为研究本实验的临床应用价值, 用该方法和

标准 ELISA法对 6份实样中的 ADPN含量进行检

测. 表 1数据表明, 该方法与标准 ELISA法测定结

果具有非常好的相关性, 相对偏差介于 2.3%~4.5%

之间. 由此可见, 笔者构建的方法可用于 ADPN的

临床检验.  

2.5.7 与其他 ADPN分析方法的对比 

将本法与文献[13-16]报道 ADPN 检测方法进

行比较. 从表 2可见, 该方法用EV结合ADPN Ab2, 

大大简化了抗体标记过程, 提高了抗体及酶标记

密度, 显著地放大了免疫比浊反应响应信号, 提高

了检测灵敏度, 而检测限得到了明显降低.  

3 结论 

采用抗原抗体特异性结合, 制备了 EV-ADPN 

Ab2 信号探针并研究了其免疫比浊信号放大作用, 

以 ADPN 为模型, 提出了一种新型的测定生物分

子的方法. 新方法有以下特点: (1)硫醇化 G蛋白有

定向固定的作用, 可以提高免疫磁珠表面抗体固

定量; (2)免疫比浊方法具有灵敏度高和检测限低

的优点, 适用于复杂体系中痕量待测物的测定. 因

此, 免疫比浊免疫分析在生物分子的分析中有很

好的应用前景.  
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Turbidimetry Based Anaylsis of Adiponectin Using Polychelate Enzyme 
Linked Antibody Cross-linked Magnetic Nano Emulsion as Probes 

YU Hong-wei, XIONG Ping, HU Fu-tao* 
( School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: A novel turbidimetric immune method is engineered by transmission of poly-chelate enzyme linked 
antibody cross-linked magnetic nano emulsion to determine adiponectin in serums. Polymeric chelate enzyme 
contains a large amount of HRP enzyme, which significantly facilitates the signal amplification. Under the 
optimized conditions, the immune turbidimetric signal intensity changes in the range of 0.005~0.2 ng·mL-1 

adiponectin, with the detection limit of 2 pg·mL-1. It has been successfully applied to the detection of adiponectin 
in serum samples. 
Key words: poly chelate enzyme-linked antibody; magnetic nanotags; immune turbidimetry; serum; adiponectin; 
signal amplification 
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