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  摘 要:目的 比较两种化学方法制备纳米金的增敏效果,找出相对合适的制备纳米金增敏金标免疫层析

试验的方法。方法 以金标免疫层析试验检测血浆绒毛膜促性腺激素(HCG)为基础,用盐酸羟胺和抗坏血酸

还原氯金酸制备纳米金颗粒,判断纳米金原位所形成的纳米颗粒颜色,检测其灵敏度。结果 盐酸羟胺还原法

增敏血浆HCG金标免疫层析试验,相对增敏前检测灵敏度提高约16倍,且重复性较好。抗坏血酸还原法增敏

血浆HCG金标免疫层析试验,相对增敏前检测灵敏度提高约4倍。结论 盐酸羟胺还原法制备纳米金对血浆

HCG金标免疫层析试验增敏倍数较高,重复性较好,试验结果可靠,可推广使用。
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Abstract:Objective To

 

compare
 

the
 

sensitizing
 

effects
 

of
 

two
 

chemical
 

methods
 

for
 

preparing
 

gold
 

nano-
particles,and

 

to
 

find
 

a
 

relatively
 

suitable
 

method
 

for
 

preparing
 

gold
 

nanoparticles
 

to
 

enhance
 

the
 

sensitization
 

gold
 

label
 

immunochromatographic
 

test.Methods Based
 

on
 

the
 

gold-labeled
 

immunochromatographic
 

test
 

to
 

detect
 

plasma
 

chorionic
 

gonadotropin(HCG),gold
 

nanoparticles
 

were
 

prepared
 

by
 

reducing
 

chloroauric
 

acid
 

with
 

hydroxylamine
 

hydrochloride
 

and
 

ascorbic
 

acid,and
 

the
 

color
 

of
 

nanoparticles
 

formed
 

by
 

gold
 

nanoparti-
cles

 

in
 

situ
 

was
 

determined
 

and
 

its
 

sensitivity
 

was
 

detected.Results Hydroxylamine
 

hydrochloride
 

reduction
 

method
 

sensitized
 

the
 

plasma
 

HCG
 

gold-labeled
 

immunochromatographic
 

test.The
 

detection
 

sensitivity
 

was
 

a-
bout

 

16
 

times
 

higher
 

than
 

that
 

before
 

sensitization,and
 

the
 

repeatability
 

was
 

good.Ascorbic
 

acid
 

reduction
 

method
 

sensitized
 

the
 

plasma
 

HCG
 

gold-labeled
 

immunochromatographic
 

test,and
 

the
 

detection
 

sensitivity
 

was
 

about
 

4
 

times
 

higher
 

than
 

that
 

before
 

sensitization.Conclusion Hydroxylamine
 

hydrochloride
 

reduction
 

method
 

which
 

prepare
 

gold
 

nanoparticles
 

has
 

a
 

higher
 

sensitivity
 

to
 

plasma
 

HCG
 

gold-labeled
 

immunochroma-
tographic

 

test,good
 

repeatability,and
 

reliable
 

test
 

results,which
 

can
 

be
 

widely
 

used.
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  金标免疫层析试验作为一种临床快速检测技术,
因其省去了标本预处理步骤,以及大型仪器设备检

测、数据处理和传输等大量繁琐的过程,可直接快速

地得到可靠的结果,广泛应用于临床。目前床旁金标

免疫层析试纸条大多采用肉眼直接判读,结果易受标

本中的水或血、标记物纳米金等渗透不均的干扰,且
大多适用于定性或半定量检测,使其应用范围受到一

定限制[1-2]。由于纳米金颗粒直径偏小,影响肉眼观

察的灵敏度。因此,该技术虽然操作简便、成本低,但
其灵敏度不够高,易导致误检和漏检,留下安全隐患。
为提高金标免疫层析试验的灵敏度,有研究通过生物

素亲和素系统,免疫金银染色法进行银加强试验,对
膜进行化学修饰和对二抗进行修饰制作增敏剂等技

术,在一定程度上提高了试验的灵敏度[3-5]。但这些

方案操作复杂、试验时间较长、成本高,不太适合实时

快速的临床床边检测。因此,构建既灵敏又快速的检

测技术成为亟待攻克的技术难题。本研究以血浆绒

毛膜促性腺激素(HCG)金标免疫层析试验为基础,以
改性溶液做预处理,盐酸羟胺和抗坏血酸两种还原剂

还原氯金酸制备纳米金颗粒,在原位上增大纳米金的

粒径,以期提高金标免疫层析试验灵敏度。比较这两

种化学方法制备纳米金的增敏效果,找出相对合适制
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备纳米金增敏金标免疫层析试验的方法,为提高金标

免疫层析试验灵敏度,扩大临床应用范围提供一定的

基础。
1 材料与方法

1.1 仪器与试剂 Precisa240A电子分析天平、金标

免疫层析试纸条购自北京蓝十字生物药业有限公司;
盐酸羟胺(分析纯)购自广州化学试剂公司;抗坏血酸

购自湖南省娄底市化学品有限公司;氯金酸(分析纯)
购自北京化学试剂公司;磷酸盐缓冲液购自苏州赛默

飞世尔仪器有限公司;吐温20购自美国Sigma公司;
壬基酚聚氧乙烯醚购自上海麦克林生化科技有限

公司。
1.2 方法

1.2.1 改性溶液的配制 100
 

mL的磷酸盐缓冲液

加入CaCl2 和 MgCl2 使终浓度分别为1.0
 

mmol/L
和0.5

 

mmol/L,同时加入1
 

mL吐温20和1
 

mL壬

基酚聚氧乙烯醚,充分混匀备用。
1.2.2 盐酸羟胺增敏法 A液:用去离子水配制1%
的氯金酸;B液:用磷酸盐缓冲液配制0.4

 

mol/L盐

酸羟胺。
1.2.3 抗坏血酸增敏法 A液:用去离子水配制1%
的氯金酸;B液:用磷酸盐缓冲液配制0.5%抗坏

血酸。
1.2.4 标 本 制 备  将 患 者 血 浆 (HCG 浓 度 为

256.800
 

0
 

mIU/mL)用生理盐水倍比稀释为:未稀

释、1∶2.5、1∶5、1∶10、1∶20、1∶40、1∶80、1∶
160、1∶320(浓 度 依 次 约:256.800

 

0
 

mIU/mL、
102.720

 

0
 

mIU/mL、51.360
 

0
 

mIU/mL、25.680
 

0
 

mIU/mL、15.840
 

0
 

mIU/mL、6.420
 

0
 

mIU/mL、
3.210

 

0
 

mIU/mL、1.605
 

0
 

mIU/mL、0.802
 

5
 

mIU/mL),再以雅培I2000全自动化学发光免疫分析

仪检测结果为阴性的血浆作为阴性对照。按金标免

疫层析试纸条说明书操作检测,检测完毕后用照相机

拍照存档。
1.2.5 HCG 测定增敏下限的确定 待试纸条按

1.2.4检测完毕,将样品垫、金标垫和上端的吸水纸剪

掉,注意不要损伤硝酸纤维素膜。将各试纸条分别放

入改性溶液浸泡5
 

min,取出用去离子水冲洗干净,用
吸水纸吸去多余的水分,让试纸条保持一定的倾斜角

度,先加A液10
 

μL氯金酸溶液,再加B液80
 

μL盐

酸羟胺溶液或80
 

μL抗坏血酸溶液,使其沿试纸条依

次通过测试线和控制线,10
 

min内读取结果。
1.3 统计学处理 采用EXCEL软件对数据进行处

理分析。
2 结  果

2.1 HCG测定增敏下限的确定试验 结果表明抗

坏血酸组:未增敏前以>25.000
 

0
 

mIU/mL为阳性,
256.800

 

0
 

mIU/mL、102.720
 

0
 

mIU/mL、51.360
 

0
 

mIU/mL、25.680
 

0
 

mIU/mL为弱阳性,其余均为阴

性。增敏后以>6.400
 

0
 

mIU/mL为阳性,256.800
 

0
 

mIU/mL、102.720
 

0
 

mIU/mL、51.360
 

0
 

mIU/mL、
25.680

 

0
 

mIU/mL、15.840
 

0
 

mIU/mL、6.420
 

0
 

mIU/mL均出现阳性带,且颜色逐渐偏低,3.210
 

0
 

mIU/mL、1.605
 

0
 

mIU/mL和阴性对照显示阴性结

果。两次检测结果比较显示基于纳米金增敏 HCG检

测下限可达6.420
 

0
 

mIU/mL,相对增敏前,灵敏度提

高约4倍。
盐酸羟胺组:未增敏前以>25.0000

 

mIU/mL为

阳 性,256.800
 

0
 

mIU/mL、102.720
 

0
 

mIU/mL、
51.360

 

0
 

mIU/mL、25.680
 

0
 

mIU/mL为弱阳性,其
余均为阴性。增敏后以>6.400

 

0
 

mIU/mL为阳性,
256.800

 

0
 

mIU/mL、102.720
 

0
 

mIU/mL、51.360
 

0
 

mIU/mL、25.680
 

0
 

mIU/mL、15.840
 

0
 

mIU/mL、
6.420

 

0
 

mIU/mL、3.210
 

0
 

mIU/mL、1.605
 

0
 

mIU/mL均出现阳性带,且颜色逐渐偏低,0.802
 

5
 

mIU/mL和阴性对照显示阴性结果。两次检测结果

比较 显 示 基 于 纳 米 金 增 敏 HCG 检 测 下 限 可 达

1.605
 

0
 

mIU/mL,相对增敏前,灵敏度提高约16倍。
2.2 重复性试验 将6.420

 

0
 

mIU/mL、1.605
 

0
 

mIU/mL溶液按盐酸羟胺还原法继续用同一批次的

金标免疫层析试纸条分别作4份检测,连续5
 

d,检测

结果均稳定不变,表明该技术增敏结果 重 复 性 较

满意。
3 讨  论

金标免疫层析试验以纳米金作为示踪标记物,把
纳米金颗粒光学检测的灵敏度及免疫反应的特异度

相结合,应用于抗原抗体反应。因其简便、快速、安
全,在急诊医学、输血医学、现场诊断及个体自我体检

等方面广泛应用,是床旁检验的主要技术手段。金标

免疫层析试纸条的吸水垫处加待测液体样品,液流向

试纸条的测试区移动,液流经过结合释放区时,膜上

预固的金标特异性抗体(或抗原)被溶解,与待测物反

应而形成金标抗原抗体复合物。液流前移至检测区,
其上的抗体(或抗原)结合并固定纳米金标记的复合

物,通过纳米金标记物浓集呈现紫红色,为阳性反

应[6]。该检测技术虽优势很突出,但因依靠其自身所

具有的颜色进行结果判断,需颗粒大量聚集达到肉眼

可见的效果。临床中部分标本因水平低,结合的金标

抗体少,肉眼观察时呈现很浅的颜色甚至无法识别,
因此判断为阴性,实则是假阴性结果。因此,该方法

检测灵敏度较低,从而限制了金标免疫层析试纸条在

临床对检测灵敏度要求较高项目中的应用[7]。
为提高金标免疫层析试纸条的灵敏度,研究人员

进行了多方面的尝试,通过研制产生特定光、电或磁

信号的纳米材料,增强反应信号,提高增敏效果[8-12]。
本研究采用已在临床使用成熟的HCG试剂为基础作

增敏研究。试验中未增敏时 HCG浓度为15.840
 

0
 

mIU/mL、6.420
 

0
 

mIU/mL、3.210
 

0
 

mIU/mL、
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1.605
 

0
 

mIU/mL均表现为阴性。当使用改性溶液

处理金标免疫层析试纸条表面,分别采用盐酸羟胺与

氯金酸和抗坏血酸与氯金酸两种方式在试纸条原位

制备纳米金,试纸条检测区原本少量的纳米金结合新

产生的纳米金,呈黑褐色,从而放大检测信号,肉眼可

判断,其中抗坏血酸还原法检测灵敏度提高约4倍,
盐酸羟胺还原法检测灵敏度提高约16倍。结果进一

步证实了笔者前期原位增敏的推断[13]。氯金酸水溶

液中的金离子在不同还原剂的作用下还原成金原子,
并聚集成微小的金核,在其表面吸附负离子(AuCl2-)
和部分正离子(H+)形成吸附层,依靠静电作用形成

稳定的胶体溶液。使用改性溶液破坏金核表面的吸

附层,使新制备的金核与标记单克隆抗体的胶体金颗

粒结合,在试纸条的检测区形成更大的“金壳”,随着

胶体金粒径的增大,胶体金颜色加深,表现为黑褐色,
从而放大检测信号,提高肉眼的判读能力,达到增敏

的效果。
本研究提高了肉眼判读金标结果的灵敏度,但不

同判读者肉眼判读的主观性差异较大,判读结果的误

差也较大,仍存在一些局限性。因此将该增敏方案联

合特定的免疫检测仪器,对结果进行判读,避免肉眼

判读的主观误差,以及这两类增敏方法在不同项目或

不同厂家的金标免疫层析技术上的普遍适用性等方

面作进一步研究,将更有助于提高其实际应用价值。
综上所述,快速氧化还原法制备纳米金对金标免

疫层析试验有一定增敏效果,不同的还原剂增敏效果

不同。其中盐酸羟胺还原法制备纳米金对血浆 HCG
金标免疫层析试验相对抗坏血酸还原法增敏倍数较

高,重复性较好,试验结果可靠,更加适合用于制备纳

米金以达到增敏金标免疫层析试验的目的,为扩大金

标免疫层析试验的应用范围提供一定的基础。
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