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免疫酶吸附法评价纳米金对抗体 Fc端的吸附效果
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(天津市食品生物技术重点实验室, 天津商业大学, 天津 300134)

摘 � 要: 以简单、快速的微波技术制备出粒径约为 15nm 左右纳米金溶胶。为测定该纳米金对兔

IgG抗体的吸附, 扫描得到溶液吸附抗体前后的光吸收图谱, 可以明显看到溶液最大光吸收峰从

518 nm 转移到 526 nm,这种现象表明纳米金能够很好地结合抗体。为评价纳米金和抗体 Fc端的

吸附效果,以兔 IgG抗体和酶标羊抗兔抗体反应后, 测定上清液中酶标抗体对酶底物显色后 O. D

值的变化,结果表明,纳米金对抗体 Fc端的吸附率在 92%以上, 证明该纳米金吸附主要是在抗体

的 Fc端。
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A Study of Immunoenzymatic Techniques of the Adsorption

Effect of Nano- Gold to Antibody-Fc Part
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Abstract: In this study , a nano-gold w hich diameters w ere about 15 nm was prepar ed through a

the simple and rapid microw ave technique. T he nano-go ld absorbing rabbit IgG w as perfo rmed by

UV-visible spect rophotometer. The absorpt ion max imum wavelength of gold collo idal solut ion

w as obv ious changed when IgG coupled to nano-gold. It range fr om 518 nm to 526 nm. For the

adsorption ef fect of nano-go ld to ant ibody-Fc par t, it w as described by the variat ion of O. D.

When rabbit IgG r eacted w ith HRP-labeled goat ant-i r abbit IgG and formed a compound, the

remaining HRP-labeled goat ant-i rabbit IgG in the supernatant decreased after cent rifug ation.

T he H RP cataly zed subst rate r eact ion w ith the co lor variat ion. Final ly it w as show n a good

adsorption ef fect through the ratio of O. D, and the per centage w as over 92% .

Key words: nano-gold, colloidal go ld, ant ibody Fc part , immunoenzymat ic techniques,

adsorption

� � 近年来,纳米粒子以其独特的物理、化学、光学

性能被广泛的用于生物测定分析中 [ 1- 4]。纳米金溶

胶又叫胶体金, 因其具有很高的比表面效应和较强

的吸附能力,可与生物活性物质结合作为追踪标记

探针,早在 1971年 Faulk等就利用金溶胶颗粒作为

标记物用于免疫电镜技术
[ 5- 6]
。对于胶体金和抗体



等生物物质的结合,人们普遍认为是胶体金表面负

电荷和抗体等高分子的正电荷基团因静电作用而

吸附,并形成 A u-S 等稳定化学键而形成了牢固结

合
[ 7- 9]
。抗体等生物分子具有特定的功能区, 如抗

体 Fc端不能识别其对应抗原,只有其 Fab 端才具

有识别抗原并与其相结合的能力, 这样才可发挥抗

体的特定作用
[ 10]
。为最大限度的保留抗体的生物

活性,对抗体的固定吸附等修饰只能在 Fc端进行。

所以明确纳米金和抗体 Fc 端的吸附情况至关重

要,对于这方面的研究,目前尚未见报道。

作者利用常见的酶免疫吸附法,研究了以微波

制作的纳米金和抗体的吸附情况。纳米金不仅能

与抗体结合,而且可通过离心形成沉淀。因此, 在

纳米金吸附 IgG 的溶液中加入酶标羊抗兔 IgG 的

二抗, 然后离心,可将纳米粒子/兔 IgG/酶标羊抗兔

IgG复合物从溶液中分离。则清液中的物质为未和

兔 IgG结合并保留下来的酶标抗体, 加入底物显色

液,就可正常显色。如果同时以同浓度的兔 IgG 溶

液和酶标羊抗兔 IgG反应, 加入底物显色液, 显色

后测定其 OD值, 通过两次 OD值得对比,可得到纳

米金对兔 IgG 即纳米金对抗体 Fc 端的吸附率, 实

验过程见图 1。

图 1� 简明实验过程图

Fig� 1 � Schematic illustration of the stepwise experiment

process

1 � 材料与方法

1� 1 � 仪器与试剂
UV-2501紫外可见分光光度计: 日本岛津公司

产品;高速冷冻离心机: SIGMA 公司产品; 超声洗

涤仪: 昆山市超声仪器有限公司产品; 电热恒温水

浴器:上海一恒科学仪器有限公司产品; 酶标仪:

Thermo 公司产品。

兔 IgG( 10 mg / mL) ; HRP-羊抗兔抗体( 1: 500

~ 1000) ;牛血清白蛋白: BSA;氯金酸:天津科密欧

公司产品; 硼酸盐缓冲液 ( pH = 9� 0) ; 质量分数

10%的 NaCl溶液; 0� 1 mol/ L 的 K2 CO 3 ; 2 mo l/ L

的 H 2 SO 4 ; 0� 15 mol/ L 的磷酸盐缓冲液 ( pH =

7� 4) ;邻苯二胺( OPD) 溶液 ( 10 mg OPD 溶于 50

mL pH = 5� 0 底物缓冲液中, 再加双蒸水至 100

mL) ;所有试剂都为分析纯,购买后未进行再纯化处

理, 整个过程都使用双蒸水。

1� 2 � 实验过程
1� 2� 1 � 纳米金溶胶的制备 � 纳米金溶胶由质量分
数0� 01%的HA uCl4溶液和柠檬酸三钠溶液在微波

炉中还原获得 [ 11]。锥形瓶在酸缸浸泡过夜 (浓硫

酸、重铬酸钾混合液)、超声洗涤后, 再用双蒸水洗

涤 3次。称取 0� 01g 氯化金溶于 100 mL 的双蒸水

中得到质量分数 0� 01%的氯金酸溶液。该溶液在
微波炉中先高档沸腾 2 min。迅速加入 4 mL 的质

量分数 1%柠檬酸三钠水溶液, 再放入微波炉中中

挡保持 3 min, 就可得到透明的橙红色溶液, 即为 15

nm左右的胶体金。改变柠檬酸三钠的用量可得到

不同粒径的胶体金。制备好的金胶溶液在 4 � 避光

保存备用。

1� 2� 2 � 纳米金对兔 IgG 的吸附 � 取 5 mL 纳米金

溶液,用 0� 1 mol/ L 的 K 2 CO 3溶液调节纳米金液的

pH 值。由于在 pH= 9� 0 时, 纳米金和 IgG结合最

牢固最稳定。加入 20 �L 10 mg / mL 的兔 IgG, 温

和混合 2 h。再加入 100 �L 质量分数 1%的 BSA

溶液反应 30 min,在 4 � 下 15 000 r/ m in 离心 20

min。小心移取上清液, 紫红色沉淀用 1 mL 1%的

BSA 溶液溶解,摇匀后 4 � 下保存备用。

1� 2� 3 � 免疫反应和吸附效果的测定 � 取 100 �L

的纳米金-兔 IgG混合溶液,加入 1 mL 酶标羊抗兔

溶液( pH= 7� 4的磷酸盐缓冲液稀释) , 37 � 水浴反
应 60 min。4 � 左右 15 000 r/ min离心 20 min,取

上清液100 �L 加入100 �L 邻苯二胺( OPD)底物溶

液避光反应 10 min,加入 50 �L 2 mo l/ L 的硫酸溶

液中止反应,在酶标仪中 492 nm 波长下测定 O�D
值。

对照实验中,将纳米金表面的活性位点以 BSA

溶液完全封闭, 然后加入兔 IgG 溶液, 从而获得纳

米金-BSA,兔 IgG混合溶液。同样取 100 �L 该混

合溶液,加入酶标抗体后以邻苯二胺显色, 步骤同

上。或者直接以兔 IgG 溶液加入酶标抗体后以邻

苯二胺显色进行测定,实验条件也完全同上。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 纳米金溶液的表征
采用 UV-2501紫外可见分光光度计测定双蒸
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水稀释 2倍的纳米金溶液, 在 400~ 700 nm 波长范

围内扫描,表征纳米金溶液的特征吸收峰。图 1 是

该金胶溶液的吸收曲线, 由图可见,在 519 nm 左右

有很强的吸收峰。光吸收性胶体金在可见光范围

内有一单一光吸收峰, 这个光吸收峰的波长(�max )

在 510~ 550 nm 范围内, 随胶体金颗粒大小而变

化。从而可知本研究制备的胶体金颗粒粒径在 15

nm 左右[ 12]。

图 2� 纳米金溶液的扫描图

Fig. 2 � Spectral absorption curve of gold colloidal solu-

tion

2� 2 � 纳米金和兔 IgG的最适反应比例

纳米金标记 IgG 的最佳 pH 值一般在 9� 0 左
右。将调好 pH 的胶体金,分装 8管(见图 3) , 每管

1 mL。将 IgG以 0� 005 mol/ L pH = 9� 0硼酸盐缓
冲液稀释为 5~ 50 �g / mL 系列,分别取 1 mL,加入

到上述金胶溶液中( 2~ 7号管) ,混匀。空白对照管

(左 1号管)只加 1 mL 缓冲液,空白对照管(右 1号

管)则加 1 mL 双蒸水。5 m in后,在上述各管中加

入 0� 1 mL 质量分数 10%NaCl溶液,混匀后静置 2

h, 观察结果。可以看出 30~ 50 �g / mL 的抗体溶液

能稳定胶体金溶液,说明此质量浓度下抗体胶体金

比例合适。

图 3 � 纳米金对不同浓度兔 IgG的吸附

Fig. 3 � Gold colloidal absorb rabbit IgG with different

concentration

2� 3 � 纳米金吸附兔 IgG的表征

分别取 2 mL 金标抗体和纳米金溶液, 稀释 2

倍后在分光光度计下以 400~ 620 nm 波长扫描, 对

比二者的扫描曲线(图 4) ,可以看出纳米金溶液在

518 nm 处有最大的光吸收峰,而金标抗体溶液的最

大光吸收峰在 526 nm, 相同的稀释倍数下,不仅金

标抗体的吸收峰值明显降低,而且出现明显的红移

现象。这表明抗体很好的吸附在纳米金表面。

图 4 � 相同稀释倍数的纳米金和纳米金-抗体溶液的光

谱扫描图

Fig. 4 � Spectral absorption curve of gold colloidal solu-

tion and nano-gold labeled antibody solution with

the same dilution times: a� Nano-Au, b� Nano-

Au-IgG

� � 如将纳米金溶液稀释 4倍,则可更加明显的看

到纳米金吸附抗体前后, 纳米金溶液的最大光吸收

峰的红移现象(图 4)。

图 5 � 纳米金和纳米金-抗体的光谱扫描图

Fig. 5 � Spectral absorption curve of gold colloidal solu-

tion and nano-gold labeled antibody solution with

the different dilution times: a� Nano-Au, b �

Nano-Au-IgG

2� 4 � 纳米金吸附兔 IgG Fc端的效果测定

分别用 500、1 000、2 000、4 000、8 000、16 000

倍的酶标抗体稀溶液来测定胶体金对抗体的吸附

效果,所测都是上清液的 OD 值。3 种情形在不同

稀释倍数下的 OD值如下表(表 1)。
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表 1 � 不同稀释倍数下的 OD 值

Tab. 1� OD of different dilution multiple HRP-labeled rabbit

IgG

稀释倍数 酶标抗体 纳米金- IgG
纳米金-BSA ,

IgG

500 0. 709 0. 691 0. 700

1 000 0. 680 0. 672 0. 680

2 000 0. 630 0. 654 0. 669

4 000 0. 568 0. 556 0. 574

8 000 0. 409 0. 443 0. 471

16 000 0. 280 0. 296 0. 319

� � 以 OD值为纵坐标, 酶标抗体的不同稀释倍数

为横坐标,结果见图图 6。

图 6 � 不同稀释倍数下对应的 OD 值

Fig. 6 � OD of dif ferent dilution multiple HRP- labeled

rabbit IgG

� � 获得纳米金对抗体的吸附效果,分别以纳米金-

BSA,兔 IgG混合溶液和兔 IgG溶液作为对照进行

测定。研究中假定酶标抗体对暴露的兔 IgG 的 Fc

端具有完全的吸附能力, 在不同的实验条件下, 纳

米金对兔 IgG 的 Fc 端的吸附能力, 就可通过对比

而获得。当兔 IgG 加入到纳米金溶液中后,则认为

纳米金要么吸附在其 Fc端,要么吸附在其 Fab端。

兔 IgG的 Fc端被纳米金吸附后, 就不能再和酶标

羊抗兔相结合, 凡是 Fc 端没有被纳米金结合的兔

IgG则可以和酶标羊抗兔抗体结合, 发生这种结合

后, 经过离心, 必然导致酶标抗体的量的减少。留

在上清液中的酶标抗体, 通过加入酶的底物显色可

获得其对应的 O�D 值。如果兔 IgG 的 Fc 端完全

被纳米金结合,则经过离心后酶标抗体的量不会减

少, 那么可以用兔 IgG 作为对照, 假定这种情况下,

酶标羊抗兔和兔 IgG 的 Fc端结合率为 100%。则

可以推算出纳米金和抗体吸附效果。兔 IgG 和酶

标羊抗兔反应后,经离心显色后可以发现纳米金确

实对显色存在一定的影响。为避免纳米金对实验

中显色的影响,故以纳米金-BSA ,兔 IgG 作为对照

来推算这种效果(见表 2)。
表 2 � 纳米金对抗体 Fc端的吸附率

Tab. 2� Absorption eff ect of nano-gold to antibody Fc

Fc端 OD值

部分吸附 完全吸附
吸附率/ %

0. 691 0. 700 98. 7

0. 672 0. 680 98. 8

0. 654 0. 669 97. 8

0. 556 0. 574 96. 9

0. 443 0. 471 94. 1

0. 296 0. 319 92. 8

3 � 结 � 语

作者应用微波炉产生的微波来制作纳米金溶

胶, 方法简单而快速, 并用简单的光谱法证明了获

得的纳米金的光吸收特征, 且证明了该纳米金粒子

对抗体 Fc 端的吸附效果, 说明纳米金对抗体的吸

附效果比较优良, 尤其对抗体 Fc 端的吸附率非常

的高,达到 92%以上。该过程方法简单, 利用了离

心分离和酶标抗体的显色能力,通过免疫酶吸附技

术进行测定, 获得了较理想的结果, 尽管可能存在

一定的误差,但为以后应用纳米金对抗体进行修饰

或固定,尤其是免疫传感器中定向固定抗体等具有

一定的参考价值。
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饲料工程 ,微生物发酵,生物制药工程,环境生物技术等专业最新科研成果( 新理论、

新方法、新技术 )的学术论文,以及反映学科前沿研究动态的高质量综述文章等,供相

关领域的高等院校、科研院所、企事业单位的教学、科研等专业技术人员、专业管理人

员以及有关院校师生阅读,热忱欢迎广大读者订阅。

�食品与生物技术学报�,双月刊, A 4(大 16K)开本, 160 页,全年 6期, 每册定价

15� 00元 ,邮发代号: 28- 79,全国各地邮局均可订阅。
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