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　　纳米金（也称为胶体金）是指分散粒子直径在１～１５０ｎｍ

之间的金溶胶，属于多相不均匀体系，颜色呈橘红色到紫红色。

１９７１年研究者将纳米金引入免疫化学，开始作为一种免疫标

记技术而被使用。此后免疫纳米金技术作为一种新的免疫学

方法，在生物医学各领域得到了日益广泛的应用。目前在医学

检验中的应用主要是免疫层析法（ＩＣ）和快速免疫金渗滤法

（ＤＩＧＦＡ）。纳米金免疫层析技术是目前国内外常用的一种快

速筛查方法，用于一些传染病的快速诊断和生物反恐的快速检

测，使疑似感染者在疾病的早期有机会得到及时治疗。同时，

使用纳米金免疫层析技术对可疑样品进行快速筛查，对于传染

病的防控具有重要意义［１］。由于其快速便捷、不需特殊设备、

结果判断直观，极适合临床医生、临床实验室、家庭的自我检测

及现场快速诊断。近年来该技术越来越受到人们的重视，在临

床检验如过敏症标志物、心脏病标志物、药物滥用、激素检测、

传染性疾病、免疫性疾病、肿瘤标记物、毒素检测、血液生化指

标的检测（血红蛋白、血脂等），在其他领域如农业生产、食品卫

生和环境保护等领域都有广泛应用［２３］。免疫层析纳米金试纸

研制过程包括金颗粒制备、纳米金颗粒标记、膜和垫的处理等

过程，本文对纳米金免疫层析试纸研究方法进展进行综述，以

为纳米金免疫层析试纸的研究及生产提供一定指导。

１　纳米金颗粒制备

１．１　金颗粒的制备原理　免疫纳米金技术是以纳米金作为示

踪标志物应用于抗原抗体的一种免疫标记技术。纳米金是由

氯金酸（ＨＡｕＣｌ４）在还原剂如白磷、抗坏血酸、枸橼酸钠、鞣酸

等作用下，聚合成为特定大小的金颗粒，并由于静电作用成为

一种稳定的胶体状态，称为纳米金。纳米金在弱碱环境下带负

电荷，可与蛋白质分子的正电荷基团形成牢固的结合，由于这

种结合是静电结合，所以不影响蛋白质的生物特性。纳米金除

了与蛋白质结合以外，还可以与许多其他生物大分子结合，如

ＳＰＡ、ＰＨＡ、ＣｏｎＡ等。

１．２　金颗粒制备方法　金颗粒制备方法有枸橼酸三钠还原

法、鞣酸枸橼酸钠还原法、白磷还原法。随着金属浓度的增

加，金属原子聚集形成一个核，核继续增大，通常胶体能合成核

大小１～２５０ｎｍ的单层纳米颗粒。不同的还原剂可以制备大

小不同的纳米金，纳米颗粒的尺寸和其随后的特性可以通过不

同还原剂和还原反应速度来控制。随着纳米金颗粒尺寸的增

加，其对盐和其他环境的敏感性增加，变得更易絮凝和聚集。

另一方面，在中性或生理ｐＨ 条件下，生物结合纳米金粒子是

由纳米金的阴离子对蛋白质的阳离子有亲和力而合成的。一

些蛋白质，尤其是抗体能强烈吸附纳米金形成稳定复合物，而

蛋白质保留其生物学特性。

１．３　鉴定纳米金制备质量的方法　（１）目测直观法：纳米金溶

液不浑浊，无漂浮物，无颗粒沉淀物，在日光灯下观察溶液中无

微小颗粒，或用光电笔透过金溶液成一条直线，无散光现象，表

明制备纳米金颗粒质量好。（２）紫外可见吸收光谱法：纳米

金微粒粒径、均匀程度与紫外可见吸收光谱相关。波峰越尖，

峰宽越窄，说明颗粒更均一、分散性越好［４］。（３）透射电镜法：

将制备的纳米金颗粒经预处理后在透射电镜下观察，直接反映
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金颗粒溶液有无凝聚，均不均匀，分散性如何，颗粒直径大

小［５］。（４）表面增强拉曼光谱法（ＳＥＲＳ）：ＳＥＲＳ强度与纳米微

粒粒径相关，故ＳＥＲＳ散射可用来表征纳米金粒子。另有研究

者采用修正的长波长近似法计算得出了纳米金粒子ＳＥＲＳ增

强因子与粒径关系，当微粒粒径小于６０ｎｍ，球形粒子的增强

因子随粒径增大而增大，后随粒径的增大而降低［６］。（５）共振

散射光谱法：蒋治良等［７］研究了纳米金粒子共振散射光谱。结

果表明：纳米金粒子在粒径１０～９５ｎｍ范围内呈红色，最强共

振散射峰位于５８０ｎｍ处，散射强度随着纳米金粒子粒径的增

大而增大，且此波长的共振散射光强度与粒径（ｄ）呈正比。

２　金颗粒的标记

蛋白质对金颗粒的吸附是基于三个独立但相关现象的非

共价过程：（１）纳米颗粒的阴离子和蛋白质阳离子的离子相互

作用；（２）蛋白质和金属表面的疏水性吸引力；（３）金属和蛋白

质的导电电子氮和硫原子的格结合。与其生物结合物相比，未

结合的金属胶体溶液是不稳定的。这是由于电解质如 ＮａＣｌ

的存在，胶体表面的阴离子被掩盖，导致吸引力和排斥力的不

平衡。当金颗粒相互吸附形成聚集时胶体崩溃。纳米颗粒聚

集现象可通过胶体颜色变化肉眼观察。蛋白质对金颗粒的吸

附过程就是纳米金的标记过程，标记过程的一些关键参数直接

影响后续制备纳米金免疫层析试纸的稳定性、灵敏度等特性。

２．１　纳米金标记关键参数研究方法　为了制备质量好、稳定

的蛋白纳米金颗粒复合物，几个关键参数需要考虑：蛋白质等

电点，反应ｐＨ，标记在金上蛋白质浓度，胶体稳定性。

２．１．１　最适蛋白标记量　在纳米金最低蛋白标记量基础上再

加上１０％～２０％
［８］或３０％

［９］，即为稳定所需蛋白质的最适标

记量（也为实际用量）。待标记蛋白质最低稳定量的测定：（１）

光电比色法拐点法：制备一系列不同浓度的等体积蛋白质溶

液（１ｍＬ），分别加入５ｍＬ纳米金中，迅速混匀，然后，各加入１

ｍＬ１０％ ＮａＣｌ溶液，摇匀，静置５ｍｉｎ后测各管光密度（ＯＤ）

值。根据纳米金颗粒的大小，ＯＤ在５２０～５８０ｎｍ之间测定，

以ＯＤ值为纵坐标，蛋白质用量为横坐标作一曲线，取曲线最

先与横轴相接近的那一点（即拐点）处的蛋白质用量为最低稳

定量［１０］；光电比色法差值法：处理同前，只在加入 ＮａＣｌ摇匀，

静置５ｍｉｎ后测各管ＯＤ５２０和ＯＤ５８０，以蛋白质用量为横坐标，

以（ＯＤ５２０－ＯＤ５８０）为纵坐标绘制曲线，曲线拐点处蛋白质用量

为最低稳定量［１１］。（２）共振散射光谱法：纳米金微粒的最强共

振散射峰位于５８０ｎｍ 处。５０μＬ不同浓度蛋白质加入１ｍＬ

纳米金溶液中混匀，５ｍｉｎ后加入０．１ｍＬ１０％ ＫＣｌ溶液，混匀

后静置２ｈ，稀释至３．０ｍＬ，用荧光分光光度计测定５８０ｎｍ

处共振散射强度。以蛋白质用量为横坐标，Ｉ５８０为纵坐标绘制

曲线，曲线拐点处蛋白量为最低稳定量［１２］。（３）目测法：将标

记的蛋白质逐级稀释后（另设对照管），各取等体积顺序加入一

系列装有１ｍＬ纳米金的试管中，５ｍｉｎ后，在上述各管内分别

加入０．１ｍＬ１０％ ＮａＣｌ溶液，混匀静置２ｈ以上观察结果。没

有加入蛋白质的管为对照管。小于５ｎｍ颗粒的纳米金溶液，

每个管内应加入５μＬ３０％的双氧水，否则有不变蓝色及聚沉

现象。未加蛋白质及加入蛋白质量不足以稳定纳米金的试管，

即呈现由红变蓝的聚沉现象，而加入蛋白质量达到或超过最低

稳定量的试管则纳米金的红颜色不变。其中含蛋白质量最低

的试管即含稳定１ｍＬ纳米金的必须蛋白质量。

２．１．２　最适标记ｐＨ　纳米金与蛋白质的结合成功与否，取

决于ｐＨ值，一般只有在蛋白质等电点（ＰＩ）略偏碱的条件下二

者才能牢固地结合，因此，标记之前须将纳米金溶液的ｐＨ 值

调至待标记蛋白质的等电点略偏碱。需提高纳米金的ｐＨ 值

时可用０．１ｍｏｌ／Ｌ／０．２ｍｏｌ／ＬＫ２ＣＯ３，需降低纳米金的ｐＨ值

时可用０．１ＮＨＣｌ。测定金溶液的ｐＨ，可能损害ｐＨ测定计的

探头，因此，一般用精密的ｐＨ试纸测定其ｐＨ即可。

（１）目测法：在一定体积不同ｐＨ 的纳米金溶液中加入适

量的蛋白质溶液混匀，加入１０％ ＮａＣｌ溶液适量，混匀后放置２

ｈ，肉眼观察溶液颜色变化，保持纳米金溶液颜色不变的ｐＨ为

最适ｐＨ。（２）光电比色法拐点法：制备一系列不同ｐＨ 的等

体积纳米金溶液，分别加入等量的适量蛋白质，迅速混匀，然

后，各加入一定体积１０％ ＮａＣｌ溶液，摇匀，静置５ｍｉｎ后测各

管ＯＤ值。根据纳米金颗粒的大小，ＯＤ在５２０～５８０ｎｍ之间

测定，以ＯＤ值为纵坐标，ｐＨ值为横坐标作一曲线，取曲线最

先与横轴相接近的那一点处ｐＨ为最适标记ｐＨ
［１３］；光电比色

法差值法：处理同前，只在加入ＮａＣｌ溶液混匀静置５ｍｉｎ后，

测各管ＯＤ５２０和ＯＤ５８０，以ｐＨ值为横坐标，以（ＯＤ５２０－ＯＤ５８０）

为纵坐标绘制曲线，曲线拐点处为最适标记ｐＨ
［１１］。（３）共振

散射光谱法：１ｍＬ不同ｐＨ的纳米金溶液中，分别加入５０μＬ

一定浓度的蛋白质溶液混匀，放置５ｍｉｎ后，加入０．１ｍＬ

１０％ ＫＣｌ，混匀，放置２ｈ，稀释至３．０ｍＬ，测定Ｉ５８０，以不同ｐＨ

值为横坐标，Ｉ５８０为纵坐标绘制曲线，曲线拐点处即为最适标记

ｐＨ
［１２，１４］。

２．１．３　标记方法　当蛋白质的最适稳定量及标记的最佳ｐＨ

值被确定以后便可进行标记。具体步骤如下：（１）根据用以标

记的纳米金的总量计算出所需要的待标记蛋白质的总量；（２）

将纳米金溶液的ｐＨ调节到需要的ｐＨ（可以直接用０．１ｍｏｌ／

Ｌ／０．２ｍｏｌ／ＬＫ２ＣＯ３ 溶液或０．１ＮＨＣｌ溶液调节，也可以采用

高速离心后将纳米金沉淀重悬于适当ｐＨ的缓冲溶液中）；（３）

一般按照纳米金与蛋白质体积比（１０∶１）的比例加入所需量的

蛋白质溶液，混匀，室温静置一定时间；（４）加入封闭液封闭纳

米金上多余位点来稳定免疫纳米金复合物，一般加入５％的牛

血清白蛋白（ＢＳＡ）使其终浓度为１％，或加入３％聚乙二醇

（ＰＥＧＭＷ２００００）使其终浓度为０．０５％；（５）纯化纳米金免疫

复合物，复合物室温放置３０ｍｉｎ或４℃放置过夜后进行离心

纯化。一般在１０ｎｍ以上所标记的纳米金均可在调整离心机

上离心，小于１０ｎｍ的纳米金用超速离心机离心，在４℃离心

１ｈ左右，弃上清，将沉淀重悬于适量缓冲溶液中。也可用凝

胶过滤法纯化免疫金复合物。纯化后的免疫金复合物溶液存

放于４℃备用
［１５１６］。

２．１．４　免疫纳米金复合物特性表征方法　（１）透射电镜分析：

将纳米金和离心重悬后的免疫纳米金复合物做透射电镜分析，

与空白纳米金颗粒相比，金颗粒周围有一明显的空晕，表示颗

粒表面吸附有蛋白质分子。（２）紫外可见光谱法：由于蛋白质

与纳米金颗粒的相互作用，表面等离子体波段扩大，峰高增加，

发生红移；免疫纳米金与羊抗鼠ＩｇＧ结合后，减少纳米颗粒表

面，表面等离子体波段减少。所得纳米金及免疫纳米金用双光

束分光光度计于２００～７００ｎｍＵＶｖｉｓ间隔１ｎｍ扫描，根据峰

形变化进行判断［１７］。（３）荧光光谱分析：荧光光谱是研究蛋白

质三维结构的有力工具，蛋白质色氨酸残基在２８０ｎｍ被激发，

监测３００～５００ｎｍ发射谱带，比较纳米金蛋白质复合物和游

离蛋白质的发射谱带形状和最大波长。（４）间接竞争ＥＬＩＳＡ

法：检测免疫纳米金的滴度和交叉反应。（５）直接竞争ＥＬＩＳＡ

法：检测免疫纳米金的敏感性和相对稳定性［９，１７］。

３　膜和垫的处理

影响免疫层析试纸特异性和敏感性的３个主要因素：第

一，检测线和纳米金上标记的抗体必须对 Ｎ抗原决定簇有高

度亲和力；第二，合适的硝酸纤维素膜也很重要；第三，样品垫

和结合垫应该适当预处理［１８］。

３．１　膜的处理　硝酸纤维素膜（ＮＣ膜）是纳米金免疫层析反
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应的载体，其孔径大小、质量好坏，层析膜的化学处理都直接影

响检测结果。使用进口 ＮＣ膜，不需要进行化学处理，利用其

物理吸附能力，即可具备良好吸附蛋白质的能力，使受体固定

时间长且性状稳定；但如果使用国产的 ＮＣ膜则最好使用苯醌

法、溴化氰等方法对其作化学处理，使其具有与受体蛋白共价

连接的特性［１９］。ＮＣ膜上点加或喷涂抗原或抗体后，一般需封

闭和洗涤后进行干燥。室温干燥 ＮＣ膜的目的是将抗体和抗

原固定在ＮＣ膜上。抗原和抗体对硝酸纤维素膜的结合通过

静电机制，非常强大的硝酸酯的偶极与强大的抗体和抗原肽键

的偶极相互作用［１７］。

３．２　垫的处理　一般用玻璃纤维素膜作为样品垫和结合垫，

结合垫和样品垫预处理后于６０℃干燥２ｈ。喷涂了免疫纳米

金复合物的结合垫于３７℃干燥３０ｍｉｎ至２ｈ。垫预处理液的

缓冲液有ＰＢＳ
［１６，２０２１］、Ｔｒｉｓ缓冲溶液

［２２］、硼砂缓冲液［２３］。不同

文献对垫的预处理液成分不一，干燥时间也有差异，实验过程

中应根据具体免疫层析系统使用的缓冲体系进行改进。吸收

垫一般用吸水性能良好的滤纸，无需预处理。

４　纳米金免疫层析试纸检测结果的确认方法

纳米金免疫层析试纸检测结果的确认方法（结果一致性实

验方法）有：高效液相色谱串联质谱法（ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）
［１８］、

ＥＬＩＳＡ 方 法［１６］、ＨＰＬＣ 法［２４］、竞 争 酶 联 免 疫 分 析 法

（ｃｄＥＬＩＳＡ）
［２５］、放射免疫分析法（ＲＩＡ）

［１７］、ＲＴＰＣＲ法
［１９］、血凝

抑制实验（ＨＩ）
［２１，２６］、液相色谱质谱质谱联用（ＬＣＭＳ／ＭＳ）

法［２７］。

５　纳米金免疫层析试纸重复性、稳定性实验方法

稳定性实验：试纸封闭于塑料袋中４℃存放，第１个月每

星期，第２至第６个月期间每个月检测试纸的稳定性，用ＰＢ

缓冲液分析。也可将试纸放４５ ℃ ２个月和室温下储存１

年［１５，２８］，或试纸分别放于４℃和室温３个月，试纸再于３７℃

放１５ｄ，检测样品和空白对照品进行稳定性实验
［２９］。重复性

试验用同一批次试纸检测不同浓度的抗原或抗体。

６　前景展望与存在问题

免疫纳米金快速诊断技术的无污染、便捷、灵敏、安全，不

仅更适合于未来环保型社会，而且利于家居、野外检测或作为

军事用途，尤其对生物武器的检测有着相当大的应用前景。而

且，利用纳米金微粒的光谱特征和导电性能的建立配套仪器分

析方法灵敏度高，选择性好，为实现纳米金标记技术的定量分

析应用提供了新的研究思路。故基于纳米金技术的多项目同

时快速测定以及定量分析方法将会得到更广泛的研究开发和

应用［２３，３０］。采用免疫层析纳米金试纸配合特征光谱吸收法进

行定量检测可能是将来纳米金免疫层析发展的方向之一［３１］。

但纳米金粒子作为标记物亦存在一些问题，制备条件对颗粒粒

径影响明显，稳定的，粒径均匀的金颗粒制备条件较难控制，检

测试纸的灵敏度还需进一步探索提高，生物可相容性等都有待

进一步研究探索。
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ＳＴＡＴ３在缺血心脏中的作用

邓文文 综述，石　蓓△审校

（遵义医学院附属医院心内科，贵州遵义５６３０９９）

　　关键词：ＳＴＡＴ３；　心脏；　心肌缺血
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　　信号转导和转录活化因子３（ＳＴＡＴ３）参与调节多种心脏

病理生理过程，如缺血预适应、缺血再灌注、缺血后适应和心脏

肥厚等。在心脏中，作为信号分子和转录分子的ＳＴＡＴ３同时

也是一种参与调节能量生成的线粒体蛋白。本文探讨了

ＳＴＡＴ３信号在缺血心脏中的作用及其潜在机制，试图以

ＳＴＡＴ３信号为治疗靶点，为缺血性心脏病的治疗策略提供新

的理论依据。

１　ＳＴＡＴ３的基本结构

哺乳动物中已发现的信号转导和转录活化因子（ＳＴＡＴｓ）

家族 成 员 有 ＳＴＡＴ１、ＳＴＡＴ２、ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ４、ＳＴＡＴ５ａ、

ＳＴＡＴ５ｂ和ＳＴＡＴ６。ＳＴＡＴ蛋白家族的７个家族成员均在心

脏细胞系中表达。大量关于ＳＴＡＴ蛋白在心脏中的作用的研

究着重把目光集中在ＳＴＡＴ３蛋白，认为ＳＴＡＴ３在心脏缺血

再灌注损伤、凋亡、肥大和心力衰竭中发挥重要作用。ＳＴＡＴ３

不仅仅存在于心脏细胞的细胞质和细胞核。最近有研究表明，

ＳＴＡＴ３蛋白还参与了心肌细胞线粒体的能量代谢
［１］。

ＳＴＡＴ３最初作为白细胞介素６（ＩＬ６）信号传递中的急性

期反应因子被发现，编码ＳＴＡＴ３的基因在鼠类定位于第１１

号染色体，在人则定位于第１２号染色体。目前发现ＳＴＡＴ３

存在由同一基因编码的三种天然异构体：ＳＴＡＴ３α、ＳＴＡＴ３β和

ＳＴＡＴ３γ。ＳＴＡＴ３基因包括６个功能区：氨基端氨基酸保守

序列、螺旋域、ＤＮＡ结合域、连接域、ＳＨ２结构域及羧基端转

录活化域。ＳＨ２结构域被认为是ＳＴＡＴ３结构中最保守和功

能最重要的功能区，主要参与ＳＴＡＴ３蛋白的酪氨酸磷酸化；

目前认为此结构域附近的酪氨酸７０５位点发生磷酸化的

ＳＴＡＴ３即为活化形式的ＳＴＡＴ３（ｐＳＴＡＴ３）。此外，ＳＴＡＴ蛋

白的Ｃ端还有一丝氨酸磷酸化位点（Ｓｅｒ７２７），是多种丝氨酸

激酶的底物，其磷酸化水平也可调节ＳＴＡＴ３的转录活性
［２３］。

２　ＳＴＡＴ３信号通道

ＳＴＡＴ３在细胞静息状态时主要位于细胞浆。研究表明，

ＳＴＡＴ３的完全活化为 Ｔｙｒ７０５和 Ｓｅｒ７２７位点发生磷酸化。

ＳＴＡＴ３Ｓｅｒ７２７位点的磷酸化在小鼠心肌ＩＲ和心肌梗死中发

挥心脏保护作用［４］。ＩＬ６家族成员（包含ＩＬ５、ＩＬ６、ＩＬ１１、白

血病抑制因子、制瘤素 Ｍ 和心肌素１）通过其共同受体ｇｐ１３０

激活 ＳＴＡＴ３。Ｇｐ１３０激活 ＳＴＡＴ３时，ＪＡＫ 和酪氨酸激酶

（Ｔｙｒ）２聚集至ｇｐ１３０胞质内结构域并发生催化反应，促使

ｇｐ１３０胞质内结构域的羧基末端酪氨酸残基发生磷酸化并与

ＳＴＡＴ３结合并使ＳＴＡＴ３酪氨酸残基７０５位点（Ｔｙｒ７０５）发生

磷酸化。Ｔｙｒ７０５位点的磷酸化促使ＳＴＡＴ３蛋白同或异二聚

体化，随后所形成的的二聚体进入核内并通过与下游靶基因启

动子域内的特异性ＤＮＡ元件结合激活下游相关靶基因的转

录，这些靶基因调控细胞的分化、增殖、凋亡、血管发生、代谢和

免疫反应［５］。除Ｔｙｒ７０５位点发生磷酸化外，ｇｐ１３０或大量其

他激酶（如 ＥＲＫ１／２、ｐ３８和ＪＮＫ）也可激活 ＳＴＡＴ３ 中的

Ｓｅｒ７２７位点发生磷酸化
［５６］。Ｓｅｒ７２７位点的磷酸对于ＳＴＡＴ３

的二聚体化及核转位来说并不是必不可少的，但对于ＳＴＡＴ３

的完全性转录活性及线粒体定位是至关重要的［６］。

除了ＩＬ６ｇｐ１３０系统外，其他大量配体受体系统也可激

活ＳＴＡＴ３信号。研究显示，Ｅｐｏ、瘦素和血管紧张素Ⅱ（Ａｎｇ

Ⅱ）通过其相应的受体ＥｐｏＲ、瘦素受体和１型血管紧张素受体

（ＡＴ１Ｒ）激活 ＭＩ小鼠心肌ＳＴＡＴ３信号
［７］。

３　ＳＴＡＴ３与心脏缺血

Ｎｅｇｏｒｏ等
［８］首次证实了心肌梗死可激活ＪＡＫＳＴＡＴ３信

号通道，注射ＪＡＫ抑制剂 ＡＧ４９０可抑制ＳＴＡＴ３磷酸化并增

加ｃａｓｐａｓｅ３和促凋亡蛋白Ｂａｘ的表达及ＴＵＮＥＬ阳性凋亡细

胞数量。心脏缺血可诱导ＳＴＡＴ３发生磷酸化并激活ＳＴＡＴ３

信号，而再灌注可进一步提高ＳＴＡＴ３的磷酸化水平。研究显

示，心脏缺血２５ｍｉｎ后ＳＴＡＴ３酪氨酸磷酸化水平升高；随后

进行的３０ｍｉｎ再灌注能进一步提高ＳＴＡＴ３酪氨酸磷酸化水

平；ＳＴＡＴ３酪氨酸磷酸化的高表达水平至少持续６ｈ
［９］。同

时，持续性过表达ＳＴＡＴ３可减少心脏缺血再灌注小鼠的心梗

面积［１０］；敲除ＳＴＡＴ３则增加小鼠心脏缺血再灌注后的心梗面

积。ＳＴＡＴ３敲除小鼠心肌梗死后的长期生存率也较野生型小

鼠明显降低；在心肌梗死晚期，ＳＴＡＴ３敲除小鼠的死亡率明显

上升［１１］。这表明活化的ＳＴＡＴ３在心脏缺血再灌注中发挥保

护作用。
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