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可视化检测技术测定前列腺特异抗体的应用%

李
!

敏!韩笑杰

"浙江工业大学药学院!杭州
#3""36

%

!!

摘
!

要#目的
!

通过改良酶联免疫吸附试验"

%<>B7

%信号放大系统!实现前列腺特异抗体"

YB7

%的可视化

检测'方法
!

应用
[

!

F

!

与氯金酸反应生成纳米金的原理!当
[

!

F

!

减少时!纳米金粒径变大!导致吸收波长改

变!颜色从红色变为蓝色'结果
!

实验首先确定了产生颜色变化的
[

!

F

!

临界值是
3""

%

'1*

#

<

'在测定
YB7

的
%<>B7

双抗体夹心法的最后一步!利用链霉亲和素
&[5Y

消耗
[

!

F

!

!导致
[

!

F

!

低于临界值
3""

%

'1*

#

<

!

检测液从红色变为蓝色'结论
!

应用可视化检测技术!可检测到的
YB7

最低水平为
"03.

,

#

'<

'可视化检测

技术具有灵敏度高!操作方便!无需仪器等优点!值得推广'

关键词#纳米金$

!

过氧化氢$

!

前列腺特异抗体$

!

酶联免疫吸附试验
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前列腺特异抗体&

YB7

'是一种
G=<=#

基因编

码"由前列腺上皮细胞分泌的单链糖蛋白"主要被分

泌到前列腺液中"水解精液凝固蛋白"使精液液化#

YB7

在前列腺中水平较高"在血清中水平则较低#前

列腺癌患者的血清中可检测到较正常值略高的
YB7

#

YB7

作为前列腺癌的肿瘤标志物"对于前列腺癌的预

防+治疗和预后有重要作用#使用酶联免疫吸附试验

&

%<>B7

'双抗体夹心法检测技术"目前从男性血清中

可检测到
"

#

6.

,

(

'<

的
YB7

"当
YB7

水平更低时"

由于
%<>B7

信号检测灵敏度较低"就无法检测#本

研究改良
%<>B7

最后一步的信号放大系统"使信号

发生与过氧化氢减少导致的纳米胶体金颜色的变化

联系在一起"实现用肉眼来观测检测结果#由于应用

了纳米技术"使检测信号更加灵敏#

$

!

材料与方法

$0$

!

材料
!

实验使用的生化试剂三水合氯金酸+

#"E[

!

F

!

+蔗糖+

VB7

均购于生工生物工程&上海'有

限公司#

%<>B7

缓冲液购于生工生物工程&上海'有

限公 司#

YB7

标 准 品 购 于
B)

,

'(&7*J2)/G

公 司#

%<>B7

使用的鼠抗
YB7

单克隆抗体+兔抗
YB7

+生物

素修饰羊抗兔
>

,

@

和链霉亲和素
&[5Y

均购于生工生

物工程&上海'有限公司#实验使用的
B;&S69

分光光

度计购自光量国际贸易有限公司#

$0/

!

方法

$0/0$

!

纳米金胶体颜色变化的
[

!

F

!

临界值研究
!

[

!

F

!

是一种既具有氧化性"又具有还原性的物质#

[

!

F

!

具有强氧化性"充足的
[

!

F

!

可以将氯金酸中

的金离子还原为纳米金颗粒"纳米金粒径较小"分布

均匀"反应液呈红色#

[

!

F

!

制备纳米金的反应是可

逆的#当反应液中的
[

!

F

!

水平降低时"已经形成的

纳米金胶体会发生聚集"形成较大颗粒"其折射光线

的能力瞬间发生改变"溶液就会从红色转变为蓝色#

)

:$3#

)

检验医学与临床
!"3:

年
33

月第
39

卷第
!3

期
!

<(HAIJ;*).

!
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!
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!
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%
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作者简介!李敏"女"副教授"主要从事肿瘤标志物检测技术的研究#



由于纳米金颜色的转变取决于纳米金颗粒的大小"极

微弱的
[

!

F

!

水平改变就会导致纳米金颗粒大小的

变化"从而导致颜色的变化#测定导致颜色发生瞬变

的
[

!

F

!

临界值水平"是实现可视化检测的关键

步骤#

实验全过程都需要添加胶体金颗粒的保护剂"以

维持胶体金的稳定#实验选取蔗糖作为保护剂"研究

[

!

F

!

产生纳米金颜色变化的临界值#具体方法!将

三水合氯金酸溶解在蔗糖&

"0!''1*

(

<

"

O

[$09

'中"

制备
"03''1*

)

<1*

c3

)

<

c3的氯金酸溶液#酶标板

用磷酸盐缓冲液&

YVB

'洗
!

次"然后用去离子水洗
!

次"在酶标板中加入不同水平的
[

!

F

!

"使终水平为
"

+

!"

+

6"

+

$"

+

:"

+

3""

+

3!"

%

'1*

(

<

"每个相邻孔的差值在

!"

%

'1*

(

<

#然 后 在 酶 标 板 每 个 孔 中 加 入
"03

''1*

(

<

的氯金酸溶液#该方法研究
[

!

F

!

导致变色

的临界水平和差值"评价检测系统的可行性和灵敏

度#孔中的样品显色后"用光度计测定每个孔中液体

的最大吸收波长#纳米金胶体在稳定的状态下"最大

吸收波长在
99".'

"呈现红色#当纳米金发生聚集"

颗粒变大时"最大吸收波长会发生红移"波长将大于

99".'

#临界值认定为
[

!

F

!

的终水平&加入等体积

氯金酸后稀释
3

倍'"而不是加入量#

$0/0/

!

前列腺癌标志物
YB7

的可视化检测
!

[

!

F

!

水平的改变可以引起纳米金颜色的改变"获得
[

!

F

!

临界值核心数据后"即可设计
YB7

的可视化检测方

法#前面的步骤与
%<>B7

双抗体夹心方法一致#在

最后的信号放大时"当测试样品有
YB7

时"处于临界

值的
[

!

F

!

会被链霉亲和素
&[5Y

消耗"与
[

!

F

!

水

平密切相关的纳米金粒径发生改变"颜色就会从红色

变为蓝色"实现
YB7

的可视化检测#操作方法!

8$

孔

酶标板加入鼠抗
YB7

的单克隆抗体
3""

%

<

"用
YVB

按照
3d3"""

稀释"

6e

包埋过夜#洗涤液洗板
#

次

后"用封闭液,标准蛋白质溶液&

VB7

'溶解于
YVB

-"

室温封闭
3G

#洗涤液洗板
#

次"加入用
VB7

稀释的

不同水平
YB7

标准品
3""

%

<

"室温反应
!G

#洗涤液

洗板
#

次"加入兔抗
YB7

"用封闭液稀释
3d3"""

"室

温反应
!G

#洗涤液洗板
#

次"加入生物素修饰羊抗

兔
>

,

@3""

%

<

"用封闭液稀释
3d3"""

"室温反应
3

G

#洗涤液洗板
#

次"加入链霉亲和素
&[5Y

结合物

3""

%

<

"用封闭液稀释
3d3"""

"室温反应
#"').

#

洗涤液洗
#

次"

YVB

洗
!

次"去离子水洗
!

次"加入

!""

%

'1*

)

<1*

c3

)

<

c3

[

!

F

!

3""

%

<

"室温反应
#"

').

后"加入新鲜配制的
"03''1*

)

<1*

c3

)

<

c3氯金

酸溶液
3""

%

<

#

#"').

后"观察酶标板孔中的颜色变

化#

YB7

标准品的稀释水平为
3"

c:

+

3"

c8

+

3"

c3"

+

3"

c33

+

3"

c3!

,

(

'<

#实验对照品为
VB7

"操作步骤与

YB7

的一致#

/

!

结
!!

果

/0$

!

[

!

F

!

临界值的测定
!

当
[

!

F

!

水平高于
3""

%

'1*

(

<

时"孔中溶液呈现红色"其最大吸收波长经测

定在
99".'

左右"见图
3

#当
[

!

F

!

水平小于
3""

%

'1*

(

<

时"肉眼可以清晰辨认为蓝色"其最大吸收波

长发生红移"经测定在
9:".'

左右"见表
3

#

!!

注!

&#'

实际为红色*

(#)

实际为蓝色

图
3

!!

不同
[

!

F

!

水平反应的胶体金颜色转变

表
3

!!

不同
[

!

F

!

水平反应的胶体金的光学性质研究

序号
[

!

F

!

加入水平&

%

'1*

(

<

'

[

!

F

!

终水平&

%

'1*

(

<

' 颜色 波长&

.'

'

3 " "

无
"

! 6" !"

无
"

# :" 6"

无
"

6 3!" $"

蓝色
9:"

9 3$" :"

蓝色
9:"

$ !"" 3""

红色
99"

4 !6" 3!"

红色
99"

/0/

!

前列腺癌标志物
YB7

的测定
!

通过检测不同

的
YB7

水平"发现当
YB7

水平为
3"

c:

+

3"

c8

+

3"

c3"

,

(

'<

时"都显示出蓝色"当水平为
3"

c33

+

3"

c3!

,

(

'<

时"显示红色"见图
!

#以
VB7

作为对照"所有水平结

果均显示为红色#

!!

注!

&#*

实际为红色*

+#,

实际为蓝色

图
!

!!

YB7

可视化检测结果

'

!

讨
!!

论

!!

本实验结果表明"当
[

!

F

!

水平高于
3""

%

'1*

(

<

时"加样孔中的氯金酸在
[

!

F

!

的还原作用下"全部

都转变为稳定的胶体金颗粒"呈现红色"其最大吸收

波长经测定在
99".'

左右#当
[

!

F

!

水平小于
3""

%

'1*

(

<

时"肉眼可以清晰辨认为蓝色"其最大吸收波

长发生红移"经测定在
9:".'

左右#因此确定发生

颜色变化的
[

!

F

!

临界值为
3""

%

'1*

(

<

"实现颜色转

变的差值为
!"

%

'1*

(

<

"差值的水平区间很小"提示新

型检测方法的灵敏度较高#

[

!

F

!

临界值的测定为设

计可视化检测方法"提供了重要的数据支持#使用双

抗体夹心法对
YB7

进行检测"前期步骤与常规

%<>B7

相同"在最后一步的显色反应中"用辣根过氧

化物酶去作用处于显色临界值的
[

!

F

!

#这样"如果

检测体系中存在
YB7

"检测系统就会存在消耗
[

!

F

!

"

)

8$3#

)

检验医学与临床
!"3:

年
33

月第
39

卷第
!3

期
!

<(HAIJ;*).

!

K1LI'HI2!"3:

!

M1*039

!

K10!3



微量
[

!

F

!

水平的改变就会引起颜色变化#表明该

种检测方法的
YB7

最低检测限为
3"

c3"

,

(

'<

"比目

前临床上使用的
YB7%<>B7

试剂盒灵敏度要高#由

于检测系统应用了双抗体夹心法"包埋抗体为抗
YB7

的单克隆抗体"检测的准确率也较高#可视化检测技

术的最大优点是无需使用酶标仪"直接用肉眼就可以

对结果进行观察"适用于普通实验室#

肿瘤的早期检测是治愈肿瘤的最佳手段,

3&!

-

#在

临床上"肿瘤标志物
YB7

的检测对前列腺癌的早期

诊断+治疗和预后具有重要的意义,

#&$

-

#目前使用的

%<>B7

试剂盒检测血清
YB7

水平灵敏度较低"有假

阳性+倒钩现象"这些缺陷都是使用酶标仪引起

的,

4&:

-

#

[7%B%

等,

8

-在临床上检测
YB7

"应用普通

%<>B7

技术"可以检测的
YB7

水平为
6.

,

(

'<

#

=FVF5>

等,

3"

-在临床上检测
YB7

"应用普通
%<>B7

技术"可以检测的
YB7

水平为
!.

,

(

'<

#本文所构

建的可视化检测系统可以作为检测
YB7

的有效检测

方法"其检测灵敏度达到
"03.

,

(

'<

"要比
[7%B%

等,

8

-和
=FVF5>

等,

3"

-的检测结果灵敏
!"

#

6"

倍#

可视化检测技术无需使用酶标仪"因此克服了由酶标

仪引起的
%<>B7

倒钩+假阳性等检测缺陷#可视化

检测技术由于不需使用昂贵的检测仪器"通过肉眼观

察颜色改变判定检测结果"具有操作简单"灵敏度高"

检测费用低等优点#改变的颜色色系为从红色变为

蓝色#未超标样品的检测结果为红色"如果样品中的

肿瘤标志物超标"则呈现蓝色#红色转变为蓝色肉眼

极易察觉#因此"这是一种设定了某个标准值后"界

定是否超标的检测技术#当需要调整标准值时"只需

对样品的稀释度进行调整就可以#当然"该方法也具

有一定的局限性"该方法只能针对最低检测限度做出

定性的检测"而不能对单一样品的水平进行精确的

测定#

肿瘤标志物可视化检测技术只需肉眼观察就可

判断结果"无需使用仪器"检测成本低"可以应用于贫

困地区及条件差的实验室#该项技术应用纳米材料

的颜色变化来设计信号传递方式#这种基于纳米反

应的生物信号传递方式较
%<>B7

发光机制能使生物

信号最大限度地放大#因此"肿瘤标志物可视化检测

技术灵敏度极高"某些由于水平低而无法检测的肿瘤

标志物可以被测定"为检测多种肿瘤的肿瘤标志物复

合物筛查创造条件#已能检测的肿瘤标志物当提高

检测灵敏度后"肿瘤标志物检测水平可以进一步降

低"使已经发生肿瘤但由于肿瘤标志物水平低而检测

为假阴性的患者"能够在肿瘤早期做出诊断"减少假

阴性的发生率#

综上所述"肿瘤标志物可视化检测技术操作简

单"费用低"可广泛应用于贫困地区居民和普通人群

的肿瘤筛查"从而大幅度提高我国肿瘤早期诊断率"

使大量肿瘤患者能在早期得到有效治疗"延长生存时

间"为真正征服恶性肿瘤带来希望#该项技术既能提

高公民的健康水平和生活质量"又能节约国家医疗资

源和投入"具有较好的社会效益#
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