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摘要：为提高布鲁氏菌抗体检测的检测限及灵敏度，并适应定量、快速的测定要求，以便早期发现病畜，减少经济损

失，采用丝网印刷金电极表面修饰巯基乙胺绑定抗原的方法，研制了一种一次性免疫传感器。通过循环伏安法表

征免疫电极的反应过程，发现布鲁氏菌抗体在 １０－５～１０－３ＩＵ／ｍＬ浓度范围内，氧化峰电流的变化值（ΔＩｐａ）与抗体

的浓度呈良好的线性关系，其相关系数 ｒ＝０９９９９，检测下限为 ２８×１０－５ＩＵ／ｍＬ。将测定的循环伏安曲线进行半

微分变换，建立半微分变化值（Δｅｐａ）与浓度的关系，在 １０
－５～１０－３ＩＵ／ｍＬ浓度范围内，半微分氧化峰电流的变化值

与浓度呈线性关系，相关系数 ｒ＝０９９２９，检测下限为 ２７×１０－６ＩＵ／ｍＬ，且在 １０－２～１ＩＵ／ｍＬ浓度范围内，半微分

氧化峰电流的变化值与浓度的相关系数 ｒ＝０９９９２。表明半微分变换可以明显改善其检测范围和检测下限。
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　　引言

布 鲁 氏 菌 病 （Ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ）是 由 布 鲁 氏 菌
（ｂｒｕｃｅｌｌａ）感染引起的人畜共患性传染病［１－２］

。布

鲁氏菌感染人群常出现高烧、盗汗、关节炎、心内膜

炎、不孕等症状
［３］
。家畜常表现为流产、死胎、不孕

等，给农业生产带来损失。目前对该病的诊断多采

用细菌学和血清学方法。细菌学检测方法可靠、准

确，但所需时间比较长，因而血清学检测方法对布鲁

氏菌病有着不可替代的优势。血清学检测方法主要

有试管凝集试验（ＳＡＴ）、平板凝集试验（ＰＡＴ）、虎红
平板凝集试验（ＲＢＰＴ）、补体结合试验（ＣＦＴ）、酶联
免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）等［４－５］

。传统的凝集试验适

用于家畜布病初筛试验。ＲＢＰＴ属于定性的检测，
简单易行，是现场大规模初筛布病的方法。ＣＦＴ操
作程序复杂，参与反应的要素多，不适宜在基层推广

应用
［６］
。ＥＬＩＳＡ比所有其他血清学反应具有高得多

的敏感性和特异性，检测为阴性的 ｃｕｔｏｆｆ值为
２０ＩＵ／ｍＬ［７］，但由于试验条件要求高，操作较繁琐，
不宜用作布病的快速诊断，也不宜向基层推广以及

进行现场检测
［８］
。同时并不是所有感染的动物都

出现具有诊断意义的抗体水平
［９］
。因此，能够实现

快速检测低浓度抗体，对早期诊断布鲁氏菌病具有

重要意义。

近年来为了改善对布鲁氏菌抗体检测的检测限

及灵敏度，以便提早发现病畜，减少经济损失，方便、

快速的电化学方法成为一种重要检测手段
［１０］
，同时

结合丝网印刷电极技术制成的传感器，由于相对便

宜，使用简单，已备受人们关注。丝网印刷电极是一

种理想的用于微量样品检测的电极，可应用在传感

器制作中，易于实现微量、快速的检测
［１１］
。本文建

立一种基于丝网印刷金电极、用于检测布鲁氏菌特

异性抗体的电化学免疫传感器，试图基于凝集试验

这一标准方法实现对布鲁氏菌抗体的微量检测，为

布鲁氏菌病的早期、快速诊断建立更加有效的途径。

１　试验

１１　仪器与试剂
主要试验仪器：ＣＨＩ７６０Ｃ电化学工作站（上海

辰华仪器有限公司）；隔水式恒温培养箱（ＧＳＰ
９２７０ＭＢＥ型，上海博讯实业有限公司医疗设备厂）；
电子分析天平（ＢＳＡ１２４Ｓ型，德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；
旋窝混匀器（ＭＳ３型，德国 ＩＫＡ公司）；加热磁力搅
拌器（ＲＣＴＢａｓｉｃ型，德国 ＩＫＡ公司）；超纯水机
（ＮＷ３０ＶＭ型，力康生物医疗科技控股有限公司）；
ｐＨ酸度计（ＰＢ １０型，德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司）；丝网印



刷金电极（Ｘ２５０ＢＴ型，西班牙 ＤｒｏｐＳｅｎｓ公司）。
主要试剂：布鲁氏菌病试管凝集试验抗原和布

鲁氏菌标准阳性血清由中国兽医药品监察所提供；

巯基乙胺（ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）、２５％戊二醛（Ｓｉｇｍａ
公司）、牛血清白蛋白（ＢＳＡ）（Ｒｏｃｈｅ公司）、磷酸二
氢钠、磷酸氢二钠、铁氰化钾、亚铁氰化钾、氯化钾、

氯化钠、乙醇购买于上海阿拉丁试剂有限公司，所有

化学试剂均为分析纯，所有溶液均用经过高压灭菌

的超纯水（１８２ＭΩ·ｃｍ）配制。
１２　布鲁氏菌抗原、抗体准备

布鲁氏菌阳性血清（抗体）用磷酸盐缓冲液

（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值
７４）梯度稀释成浓度为 １０－６ＩＵ／ｍＬ、１０－５ＩＵ／ｍＬ、
１０－４ＩＵ／ｍＬ、１０－３ＩＵ／ｍＬ、１０－２ＩＵ／ｍＬ、１０－１ＩＵ／ｍＬ、
１ＩＵ／ｍＬ和 １０ＩＵ／ｍＬ的抗体溶液。布鲁氏菌抗原
用 ＰＢＳ稀释成浓度为４×１０９ＣＦＵ／ｍＬ的抗原液。为
了避免污染，抗原和抗体的稀释与分装过程在超净

工作台中完成。

１３　电极预处理
为了清除金电极表面可能存在的氧化物，保持

电极表面清洁干净
［１２］
，吸取 ５０μＬ的 ０５ｍｏｌ／Ｌ硫

酸均匀地滴涂于裸电极表面，在 －０１～１５Ｖ的电
压范围内进行循环伏安法（Ｃｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｍｅｔｒｙ，ＣＶ）
扫描，直到稳定的循环伏安图出现。

１４　免疫电极制备
取５０μＬ的１０ｍｍｏｌ／Ｌ巯基乙胺乙醇溶液修饰

工作电极，室温密闭环境中静置 ２ｈ后取出，分别用
乙醇和超纯水清洗 ２次，以去除电极表面未结合的
巯基乙胺

［１３］
。将 ２５％的戊二醛溶液滴涂到电极

上，３７℃恒温湿盒中反应１ｈ取出，用 ＰＢＳ和超纯水
分别充分清洗 ２次，以去除未结合的戊二醛。吸取
１０μＬ浓度为４×１０９ＣＦＵ／ｍＬ的抗原滴涂于修饰后
的工作电极表面，３７℃恒温湿盒中静置 ２ｈ取出，用
ＰＢＳ和超纯水清洗。用１％的 ＢＳＡ溶液滴涂到电极
表面，以封闭未反应的非特异性位点

［１４］
，在 ３７℃恒

温湿盒中静置１ｈ后，用 ＰＢＳ和超纯水清洗，去除未
结合的 ＢＳＡ。最后将得到的免疫电极放置在 ４℃冰
箱中保存备用。

１５　检测方法
试验中所用的 Ｘ２５０ＢＴ型丝网印刷金电极是三

电极体系，即：工作电极为直径 ４ｍｍ的金电极；银
电极为参比电极；铂电极为对电极，电极图参见文

献［１１］。该一次性丝网印刷电极可避免对固体电极
费时费力的打磨抛光，具有易于实现免疫传感器快

速检测的特点。文献［１５］中报道，电极若经过适当
处理，还可重复使用。本研究用循环伏安法考察电

极表面不同状态时的电化学特性，同时将建立免疫

传感器氧化峰电流的变化值（Ｉｐａ（ＢＳＡ）－Ｉｐａ（Ａｂ））与待
测抗体浓度之间的关系，并作为定量判定抗体浓度

的方法，从而实现对布鲁氏菌抗体的定量检测。测

试在 －０３～０６Ｖ的电压范围内，０１Ｖ／ｓ的速率
条 件 下 进 行 ＣＶ 扫 描。在 测 试 的 过 程 中 用
［Ｆｅ（ＣＮ）６］

３－／４－
溶液（２５ｍｍｏｌ／ＬＫ４［Ｆｅ（ＣＮ）６］＋

２５ｍｍｏｌ／ＬＫ３［Ｆｅ（ＣＮ）６］＋０１ｍｏｌ／ＬＫＣｌ＋
１０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ）作为支持电解液，全部测试在室温
下进行。

本试验采用了同一电极依次修饰不同浓度抗体

的方法。将所测定的抗体溶液由低浓度到高浓度依

次叠加到电极上，每叠加一次对电极进行一次测量。

该方法的测试误差要低于重新修饰电极带来的误

差
［１６］
。这是由于从理论上来说相邻 ２份抗体溶液

的浓度相差１０倍以及抗原 抗体在一定时间和浓度

下反应量是一定的，所以免疫反应时，对于每一次修

饰，免疫电极表面结合的抗体数量及电极表面状况

是不同的。从而不仅保证了电信号的差别，更重要

的是能显著减小多次洗脱给免疫传感器带来的误差。

２　结果与讨论

图 １　电极的循环伏安曲线

Ｆｉｇ．１　Ｃｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｍｏｌｏｇｒａｍｓｏｆｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓ

２１　电极预处理过程的表征
在电极表征的过程中，氧化峰与还原峰电位差

值（ΔＥｐ）、氧化峰与还原峰电流比值的绝对值
（｜Ｉｐａ／Ｉｐｃ｜）及氧化峰电流值（Ｉｐａ）是考察电极的特征
参数。下面根据特征参数的变化分析电极预处理过

程。经过活化的金电极置于电解液中进行 ＣＶ扫
描，得到如图１所示的 ＣＶ曲线，经过活化的金电极
与裸金电极相比，电位在 －０２～００５Ｖ范围内，双
电层充电电流略有减小；而法拉第电流明显增大。

从表１中的数据可以看出，Ｉｐａ和 Ｉｐｃ明显增大，ΔＥｐ明
显减小，｜Ｉｐａ／Ｉｐｃ｜接近于 １；表明经过活化的金电极
可逆性变好，导电性明显增强。氧化峰电流值增大，

有益于提高免疫传感器的灵敏度。另外，由表 １可
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知电极的重复性误差较小，具有足够的潜力满足后

续测试要求。

表 １　电极的特征参数

Ｔａｂ．１　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓ

参数 电极 测量值（ｎ＝５） 相对标准偏差／％

Ｉｐａ／μＡ
裸金电极 ６９１５±２３２ ３３

活化后的金电极 １１８３０±３３４ ２８

ΔＥｐ／ｍＶ
裸金电极 ２１７６７±７５７ ３４

活化后的金电极 ８９００±４３６ ４８

｜Ｉｐａ／Ｉｐｃ｜
裸金电极 １０１±００１ １２

活化后的金电极 ０９８±００１ ０５

２２　电极免疫过程的表征
将１０ｍｍｏｌ／Ｌ的巯基乙胺乙醇溶液滴涂到活化

后的金电极表面，室温下静置 ２ｈ后，形成了稳定、
有序的自组装膜

［１７］
。经测试，修饰了巯基乙胺后电

极的Ｉｐａ（１３２８０μＡ）比裸电极时（６９１５μＡ）明显增
大，ΔＥｐ（６２３３ｍＶ＜２１７６７ｍＶ）值减小，｜Ｉｐａ／Ｉｐｃ｜值
接近１，如表２所示。说明电极的可逆性、导电性进
一步增强。

表 ２　修饰巯基乙胺后电极的特征参数

Ｔａｂ．２　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｅｌｅｃｔｒｏｄｅ

ｍｏｄｉｆｉｅｄｗｉｔｈｃｙｓｔｅａｍｉｎｅ

参数 测量值（ｎ＝５） 相对标准偏差／％

Ｉｐａ／μＡ １３２８０±４６５ ３５

ΔＥｐ／ｍＶ ６２３３±４１６ ６６

｜Ｉｐａ／Ｉｐｃ｜ １０１±００１ ０２

　　将电极的数据经半微分处理后的结果如图２所
示（以１０ｍｍｏｌ／Ｌ的巯基乙胺乙醇溶液修饰电极为
例），曲线的基线平稳，对称性好，其峰电位、峰宽、

峰高绝对值都近似相等，该过程是近似可逆反应过

程
［１８］
。这是由于巯基乙胺自组装到电极表面后，巯

基与金电极能形成稳定的 Ａｕ Ｓ极性共价键［１９］
，巯

基乙胺是短碳链物质，组装成膜后比较疏松，末端基

团—ＮＨ２与电解液中的 Ｈ
＋
结合形成—ＮＨ＋

３，—ＮＨ
＋
３

所带的正电荷与［Ｆｅ（ＣＮ）６］
３－／４－

探针负离子发生

静电吸引作用，增大了隧穿电流
［２０－２１］

。这对提高传

感器的初始电流信号和传感器的灵敏度都有一定的

好处。更重要的是末端基团—ＮＨ２还可以通过双功
能试剂戊二醛与抗原发生共价耦合相连，实现抗原

在电极基底表面的固定
［２２－２４］

。最后用 ＢＳＡ封闭未
结合的位点，形成传感器的敏感元件。制备过程示

意图如图３所示。
２３　免疫电极与扫速的关系

通过研究扫描速率对峰电流的影响可以发现，

在 ００２～０５Ｖ／ｓ范围内，氧化还原峰的电流与速
率呈近似的线性关系（图 ４）。线性回归方程：Ｉｐａ＝

图 ２　半微分循环伏安图

Ｆｉｇ．２　Ｓｅｍｉｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｍｏｌｏｇｒａｍ
　

图 ３　免疫传感器制作过程示意图

Ｆｉｇ．３　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｆｏｒｉｍｍｕｎｏｓｅｎｓｏｒｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
　
６０６８９ｖ＋６４４９，相关系数 ｒ＝０９８８１；Ｉｐｃ＝５２２９９ｖ＋
６２７０，相关系数 ｒ＝０９８５７。表明氧化还原探针在
免疫电极表面的电化学反应是表面控制过程

［２５］
。

反映了在此电化学过程中免疫复合物吸附在电极表

面的状况。

图 ４　免疫传感器在不同扫描速率下的循环伏安曲线

Ｆｉｇ．４　Ｃｙｃｌｉｃｖｏｌｔａｍｍｏｌｏｇｒａｍｓｏｆｉｍｍｕｎｏｓｅｎｓｏｒ

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｃａｎｒａｔｅ
　

２４　试验条件的选择

２４１　抗原浓度
分别 选 择 浓 度 为 ４×１０８ ＣＦＵ／ｍＬ和 ４×

１０９ＣＦＵ／ｍＬ的抗原绑定到修饰电极上。经测定绑
定４×１０８ＣＦＵ／ｍＬ抗原电极的氧化峰电流下降了
６１μＡ；绑定４×１０９ＣＦＵ／ｍＬ抗原电极的氧化峰电
流下降了９１μＡ。说明绑定 ４×１０９ＣＦＵ／ｍＬ抗原
后，免疫传感器上结合了较多抗原，可为抗体免疫反

应提供更多结合位点，所以选择 ４×１０９ＣＦＵ／ｍＬ浓
度作为抗原的绑定浓度。
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２４２　ｐＨ值
ｐＨ值对免疫传感器抗原、抗体的活性以及二者

间的亲和性有很大影响。大多数抗原抗体反应适合

的 ｐＨ值在６～８之间。试验中选择病菌在生物体
内相似的生存环境，即 ｐＨ值 ７４为工作的酸碱
度

［２６］
，在这样的条件下更适宜免疫反应的发生。

２４３　孵育温度
免疫反应对温度有一定的依赖性，鉴于免疫组

分一般在动物体温下活力较好的特性，选择 ３７℃作
为免疫反应的孵育温度

［２７］
。

２５　免疫传感器对布鲁氏菌抗体的响应
免疫传感器在每次滴加不同浓度的待测抗体后

孵育３０ｍｉｎ，采用 ＣＶ方法检测。当每次不同浓度
的待测抗体与布鲁氏菌抗原发生免疫反应后，随着

抗体浓度的增大，氧化峰电流响应逐渐减小，见

图５。说明随着固定抗体浓度的增加，抗体抗原结合
形成的非导电层免疫复合物堵塞了电子传递的通

道，使溶液中的氧化还原探针向电极表面转移时受

阻，电子传递到金电极表面的阻力增大
［２８］
。抗体在

１０－６～１０ＩＵ／ｍＬ的范围内，氧化峰电流的变化值
（ｎ＝５）与抗体浓度呈线性关系，线性回归方程 ｙ＝
４２９３３ｌｇＣ＋３８１１０１，相关系数 ｒ＝０９８９１（图 ６），
其中 Ｃ为布鲁氏菌抗体浓度。但是抗体在 １０－２～
１０ＩＵ／ｍＬ范围内的线性回归曲线不是很理想，如果
将数据进行分段拟合，当抗体在 １０－５～１０－３ＩＵ／ｍＬ
浓度范围内时，线性回归方程 ｙ＝５８６９２ｌｇＣ＋
４４３０５７，相关系数 ｒ＝０９９９９，检测下限为 ２８×
１０－５ＩＵ／ｍＬ，可以看出，能够较好地区分３个浓度梯
度的待测抗体溶液；而浓度在１０－２～１０ＩＵ／ｍＬ范围
内时，线性回归方程 ｙ＝３７７２２ｌｇＣ＋３７６４２７，相关
系数 ｒ＝０９９１３，其不同浓度抗体溶液之间的区分
度相对较差。通过比较可知，数据进行分段拟合后，

相关系数有所提高，拟合效果较好。另外，制作好的

免疫传感器在测定抗体时大概需要 ４０ｍｉｎ，比 ＳＡＴ
和 ＥＬＩＳＡ试验的检测时间有所缩短［２９］

，显著提高了

检测效率。如果配备便携式恒电位仪及恒温箱则便

于现场应用。

利用半微分电分析技术
［３０］
，将测定的不同浓度

抗体的循环伏安曲线进行半微分变换，建立半微分

变化值与浓度的关系（图 ７）。由图可知，在 １０－５～
１０－３ＩＵ／ｍＬ范围内，半微分氧化峰电流变化值
（Δｅｐａ）与浓度的线性回归方程 ｙ＝５９２５０ｌｇＣ＋
４７５５４９；相关系数 ｒ＝０９９２９，检测下限为 ２７×
１０－６ＩＵ／ｍＬ。这是由于半微分技术去除了背景值，
使得检测下限有所改善。由图 ７可见，在 １０－２ ～
１ＩＵ／ｍＬ范围内，半微分氧化峰电流变化值与浓度的

图 ５　免疫传感器的循环伏安行为

Ｆｉｇ．５　Ｃｙｃｌｉｃｖｏｔａｍｍｅｔｒｙｂｅｈａｖｉｏｒｏｆｉｍｍｕｎｏｓｅｎｓｏｒ
　

图 ６　免疫传感器电流响应与布鲁氏菌抗体浓度的关系

Ｆｉｇ．６　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎａｍｐｅｒｏｍｅｔｉｃｉｍｍｕｎｏｓｅｎｓｏｒ

ａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｂｒｕｃｅｌｌａａｎｔｉｂｏｄｙ
　

图 ７　半微分值与布鲁氏菌抗体浓度的关系

Ｆｉｇ．７　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｓｅｍｉｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｖａｌｕｅ

ａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｂｒｕｃｅｌｌａａｎｔｉｂｏｄｙ
　
线性回归方程为 ｙ＝３５１１９ｌｇＣ＋４０４４１７，相关系
数为０９９９２，此范围内能够区分３个梯度的抗体溶
液浓度。由此可见将数据进行半微分变换更有利于

数据的处理和分析，增大了检测抗体浓度的范围。

３　结论

（１）丝网印刷金电极在修饰巯基乙胺后，电极
的氧化峰还原峰电流比裸电极及预处理后的电极明

显增大，氧化峰与还原峰之间的电位差明显减小，且

｜Ｉｐａ／Ｉｐｃ｜接近１。因此，电极通过合理的预处理和适
当的修饰可以明显增强电极的可逆性、导电性，有利

于提高免疫传感器的灵敏度。
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（２）试验发现，抗体在 １０－５～１０－３ＩＵ／ｍＬ浓度
范围内，免疫传感器氧化峰电流值的变化与相应的

待测抗体浓度呈线性关系。相关系数为 ０９９９９，检
测下限为 ２８×１０－５ＩＵ／ｍＬ，能够较好地区分待测
抗体溶液。

（３）半微分变换有助于获得更低的检测下限和
较宽的检测范围。在１０－５～１０－３ＩＵ／ｍＬ范围内，半
微分氧化峰电流的变化与浓度呈线性关系，相关系

数为 ０９９２９，检测下限达到 ２７×１０－６ＩＵ／ｍＬ。在
１０－２～１ＩＵ／ｍＬ范围内，相关系数为 ０９９９２。在这
两段范围内都能够较好地区分抗体溶液。

（４）试验制备的免疫传感器不仅使用简单，而
且样品测试量少（１０μＬ）、灵敏度高、检测下限低，
有利于检测微量抗体从而早期发现病畜，具有较好

的应用前景。
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ｌｉｖｅｓｔｏｃｋｅａｒｌｉｅｒｆｏｒｒｅｄｕｃｉｎｇｅｃｏｎｏｍｉｃｌｏｓｓｅｓ，ａｄｉｓｐｏｓａｂｌｅｌａｂｅｌｆｒｅｅｉｍｍｕｎｏｓｅｎｓｏｒｆｏｒｒａｐｉｄａｎｄ
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ｃｏｎｔｅｎｔｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｉｍａｇｅｓａｃｑｕｉｓｉｔｅｄｆｒｏｍｒｅａｌｆｉｅｌｄａｎｄｍｅａｓｕｒｉｎｇｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｒｅｌａｔｉｖｅ
ｃｏｎｔｅｎｔ（ＳＰＡＤ）ｏｆｔｈｅｃｕｃｕｍｂｅｒｌｅａｆｉｎｎｏｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｓｔａｔｅｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ，ａｎｄｔｈｅｍｏｄｅｌｗａｓａｌｓｏ
ｖｅｒｉｆｉｅｄｂｙｕｓｉｎｇｒｏｏｔｍｅａｎｓｑｕａｒｅｅｒｒｏｒ（ＲＭＳＥ）．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅＲＭＳＥｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅ
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９４２第 ３期　　　　　　　　　　　　　杨威 等：布鲁氏菌抗体的无标记电流型免疫传感器检测


