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探讨基于纳米金快速检测葡萄糖的新技术&方法
!

依赖酶包被金纳米粒子"
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%吸附固定葡萄糖氧化酶

"
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%和辣根过氧化物酶"
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%&葡萄糖在
ZV*

的催化下发生氧化反应生成
-

#
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#

!生成的
-

#
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在
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的催化作用下与

B.-.7

发生颜色反应!检测产物的最大吸收峰&结果
!

反应体系在
>'&:<

处有最大吸收峰!吸光度值随葡萄糖浓度的增加而

递增&结论
!

ZY29

吸附的酶分子能够用于血糖的检测!并能增加试剂的稳定性&
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近年来#对纳米金的研究及应用一直十分活跃#小粒径的

纳米金具有很好的催化及吸附性能(

"

)

#以它为催化剂而建立起

来的催化增强技术#极大地增强了检测信号#已用于蛋白质'核

酸等分析(

#

)

*葡萄糖具有供给能量'补充血糖'强心利尿'促进

解毒功能的作用#建立快速'简便的葡萄糖测定方法对医学化

学具有十分重要的意义*目前#葡萄糖的检测方法主要有红外

光谱法'高效液相色谱法'气质联用以及各式各样的酶传感器

等*它们或成本高#或要求在沸腾状态下测定#操作不便#试剂

稳定性差*本研究采用基于纳米金包被酶的原理#建立了用纳

米金检测葡糖糖的方法*
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资料与方法

B$B

!

一般资料
!

随机选取本院检验科临床检测血液标本*

B$C

!

仪器与试剂
!

采用北京捷伦酸度计#德国
BKGM<F

微量

核酸蛋白检测仪
Y*#&

#杭州惠邦设备有限公司的反渗透纯水

机#海尔冰箱#

*[!

大功率磁力搅拌器#

"&$&:<

胶体金采用柠

檬酸三钠改良法制备(

'

)

*葡萄糖氧化酶$
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&%辣根过氧化物酶$
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&%磷酸盐缓

冲液%盐酸$北碚化学试剂厂&%

B.-.7

$

,?

;

<I

&%

-7N0J%

$国

药集团化学试剂公司&%

"<

;

"

<5

的葡萄糖溶液%

"A

的柠檬

酸三钠%

%!

氨基安替吡啉#

"&$&:<

胶体金采用柠檬酸三钠改

良法制备*所用试剂均为分析纯#实验用水为亚沸高纯水*

B$D

!

方法

B$D$B

!

包被
!

将
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与
ZV*

用
&$&><FJ

"

5

的
YI0J

于
%C

透析过夜#除去多余的盐离子*取该溶液
"&<5

#在搅拌下加

入
"&&&g

"

5

的酶溶液
"&<5

#过夜*

B$D$C

!

配制稳定剂
!

分别称取清蛋白
&$&&"

;

于两个烧杯中#

作为酶的稳定剂*于
"&C

离心
"K

#去除上清液#留取沉淀*

B$D$D

!

配制显色剂
!

将
%!772

配成
"&<<

;

"

<5

的溶液*

B$D$E
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检测最大吸收率
!

采用德国
BKGM<F

微量核酸蛋白检

测仪
Y*#&

来测定加入血清的反应液的最大吸收峰*取
#&&

"

5

显色液与纳米金中混匀#分别加入葡萄糖浓度为
'

'

D

'

"#

'

#%<<FJ

的血清
#

"

5

#对照管中加入
#

"

5

蒸馏水与
#&&

"

5

的

显色液#混匀#放入水浴箱中温育
"&<?:

*用蒸馏水调零#用对

照管调试剂空白*取
#

"

5

反应管中的液体于德国
BKGM<F

微

量核酸蛋白检测仪
Y*#&

中测定最大吸收峰*

B$E

!

统计学处理
!

实验数据用百分率$

A

&及$

Be;

&表示*两

组间比较用样本均数
2

检验#以
+

$

&$&>

为差异有统计学意

义*两种方法的相关性采用直线相关分析*所有数据统计分

析均运用
,2,,

统计软件处理*
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结
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果

C$B
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在波长
>'&:<

时产生了最大吸收峰#表明氧化还原反应

发生#催化
B.-.7

产生颜色变化#

>&&:<

处的吸收峰是由于

纳米金本身性质造成的#见图
"

*
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浅色线代表加入标本的液体的吸光度曲线%深色线为试剂空白*

加入标本的液体在
>'&:<

左右产生了最大吸收峰*

图
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反应体系和试剂空白的吸光度

C$C

!

吸光度与浓度的关系
!

随着血糖浓度的增高#吸光度值

递增*表明纳米颗粒已固化了足够量的
ZV*

#结果见图
#

*

C$D

!

最佳实验条件
!

实验分别考察了磷酸盐缓冲液的浓度'

ZV*

的浓度'鲁米诺浓度'过氧化物酶的浓度'胶体金用量'颗

粒的大小'反应体系温度和反应时间等对纳米金催化体系
#

7

%>&:<

的影响#结果表明#此反应体系在磷$下转第
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实验发现!破伤风梭菌
57+2

法只扩增破伤风梭菌#不扩增其

他创口感染常见菌#有良好的特异性*破伤风梭菌
57+2

检

测方法的最低检测限为
"`"&

"

0_g

"

<5

左右#灵敏度较高*

通过进一步优化和标准化实验条件#还可以对破伤风梭菌实现

定量测定*结果表明#本实验设计的破伤风梭菌
57+2

检测

方法具有良好的特异性和较高的灵敏度#而且操作简便'快速#

有望用于破伤风梭菌的临床现场检验*
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酸盐缓冲液的浓度为
&$"<<FJ

"

5

'

ZV*

的浓度为
"&&&g

"

5

'

过氧化物酶的浓度为
"&&&g

"

5

'胶体金用量为
"$@"

"

;

"

<5

时#体系
#

7%>&:<

最大#此反应体系在
"&<?:

时达到平衡#

故选取磷酸盐缓冲液的浓度为
&$"<<FJ

"

5

'

ZV*

的浓度为

"&&&g

"

5

'过氧化物酶的浓度为
"&&&g

"

5

'胶体金用量为

"$@"

"

;

"

<5

#在恒温水浴
'(C

反应
"&<?:

*

图
#

!!

加入不同浓度葡萄糖后反应体系吸光度

D

!

讨
!!

论

葡萄糖的检测方法主要有红外光谱法'高效液相色谱法'

气质联用以及各式各样的酶传感器等(

>

)

*它们或成本高或要

求在沸腾状态下测定#操作不便#试剂稳定性差*纳米金标记

技术是现代四大免疫标记技术之一(

D!1

)

*纳米金粒子$

ZY29

&

的组装技术及在生物检测中的应用日益引起人们的重视*本

实验就是通过将酶通过简单的物理吸附包被于纳米金的表面#

通过酶促反应催化酶的显色底物产生肉眼可见颜色变化#通过

测定反应后的溶液的吸光度的变化来测定血液标本中血糖的

含量#此反应如图
"

所示的吸光度变化*通过吸光度的变化便

可以计算出血糖的浓度*此方法的准确性有待提高#因为反应

体系中纳米金的颗粒大小不好控制#而且包被酶时无法确定包

被上的酶量是多少*包被后的酶的稳定性大大提高#这是因为

组装纳米金是有序的量子点阵列#具有特殊的物理化学性质#

对于提高生物检测的灵敏度和稳定性具有重大的意义*胶体

金颗粒标记蛋白质是通过异性电荷的吸引产生的结合#这种结

合不影响蛋白质生物活性和免疫活性(

@!"&

)

*胶体金标记酶检

测血糖浓度能够大大提高酶试剂的稳定性#适用于医学快速检

验#具有重要的临床意义#而且纳米金对反应体系未产生明显

干扰#反应过程颜色变化明显#利于观察*
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