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检测肿瘤标志物ＣＡ１２５纳米金探针的制备及应用


邹瑟音，夏　勇

（广州医科大学附属第三医院检验科，广东广州５１０１５０）

　　摘　要：目的　该研究应用自行设计合成的纳米金探针通过比色法定量检测ＣＡ１２５，并初步探讨其临床应用的可行性。方

法　将待检测的ＣＡ１２５捕获抗体连接到纳米金粒子表面制备纳米金探针，经过抗原抗体免疫反应形成纳米金聚集体，通过比色

法定量检测ＣＡ１２５。结果　成功制备纳米金探针，可快速、简便检测患者血清中ＣＡ１２５的浓度，结果与病理确诊相一致，最低检

测限为０．５Ｕ／ｍＬ，远低于传统的酶联免疫吸附试验。结论　该纳米金探针制备简单、快速、容易操作、成本低廉，在临床尤其是

基层医院早期检测卵巢癌标志物ＣＡ１２５具有重要的应用价值。
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　　在美国，卵巢癌是妇科中的第５大盛行肿瘤，患者的患病

风险为１．４％～１．８％，在我国发病率也逐年升高，致命的是卵

巢癌患者早期没有任何指征以致直到晚期才能做出诊断，尽管

发病率仅为乳腺癌的１／１０，其致命性却是乳腺癌３倍
［１］。糖

类抗原ＣＡ１２５已被广泛研究来评估卵巢癌的患病风险，但目

前主要应用于临床的ＣＡ１２５检测方法仍存在许多不足。纳米

金（ＡｕＮａｎｏＰａｒｔｉｃｌｅｓ，ＡｕＮＰｓ）由于独特的光学特性而被发展

为一种新型标记方法，大量基于纳米金的免疫比色分析法被应

用于肿瘤标志物、致癌基因、甚至肿瘤细胞的检测［２４］。本研究

应用自行设计合成的纳米金粒子通过物理吸附作用，将特异性

的抗ＣＡ１２５单克隆抗体连接到纳米金粒子表面，应用比色法

定量检测ＣＡ１２５，初步探讨其进行卵巢癌早期检测的可行性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　血清标本选自广州医科大学附属第三医院盆

腔肿块性质待查患者。

１．２　仪器与试剂　恒温磁力搅拌器（ＲＨｂａｓｉｃＫＴＰＣ，德国

ＩＫＡ公司），台式低温高速离心机（Ｊ２ＭＣ，美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公

司），离心机（５８０４Ｒ，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）；紫外可见光分光光度计

（ＤＵ８００，美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司），动态光散射粒径仪（美国布鲁

克海文／９０ＰＬｕｓ），摇床（ＳＴＳ３型，上海琪特分析仪器有限公

司）；硝酸纤维薄膜过滤器（０．２２μｍ，美国ＣｏｒｎｉｎｉｎｇＩｎｃｏｒｐｏ

ｒａｔｅｄ公司）。小牛血清蛋白（ＢＳＡ）、Ｋ２ＣＯ３、ＮａＣｌ、柠檬酸三钠、

四氯金酸（ＨＡｕＣｌ４）均购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司。抗原ＣＡ１２５

标准品及捕获抗体兔ＩｇＧ购自ＣＳＴ公司。配制纳米金探针重

悬液［０．０５ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ，ｐＨ７．８，１．２５％ 蔗糖，０．２％ ＢＳＡ，

０．０５％ＰＥＧ，０．０５％聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ），０．１５％ Ｔｗｅｅｎ２０］

的试剂Ｔｒｉｓ、聚乙二醇８０００（ＰＥＧ）、ＰＶＰ、Ｔｗｅｅｎ２０、蔗糖均购

自上海凌峰化学试剂有限公司。所用试剂为分析纯，配制试剂

用水为二次蒸馏水，试剂配制后高压灭菌并于４℃保存。

１．３　方法

１．３．１　纳米金粒子的制备　高质量的纳米金是制备高质量金

标探针的前提，本实验按照Ｆｒｅｎｓ方法
［５］，采用柠檬酸三钠还

原法制备粒径为（１７±２．５）ｎｍ纳米金粒子。制备前均将所有

的玻璃器皿和磁力搅拌器的搅拌珠用王水浸泡，然后用去离子

水冲洗，最后于１２０℃ 下烘干，将配制好的 ＨＡｕＣｌ４ 浓度１００

ｍＬ加热至１３０℃ ，同时持续搅拌，沸腾５ｍｉｎ后迅速加入配

制好的柠檬酸三钠溶液，当溶液颜色由浅黄迅速变为深红色

时，再持续加热搅拌１５ｍｉｎ，搅拌下自然冷却至室温，以０．２２

μｍ硝酸纤维素过滤器过滤溶液，即可得到颗粒均匀的纳米金

溶液，于４℃避光保存备用，用紫外可见光分光光度计扫描纳

米金溶液的吸收峰，用动态光散射仪测定其粒径分布。

１．３．２　纳米金探针的制备　制备纳米金探针，首先应先确定

抗体牢固结合纳米金溶液的最适ｐＨ 和最小抗体用量。本研

究通过梯度实验确定了反应最适ｐＨ值和抗体ＣＡ１２５（１ｍｇ／１

ｍＬ）的最小用量。用１％ ＨＣｌ和０．２ｍｏｌ／ＬＫ２ＣＯ３ 调节纳米

金溶液（１ｍＬ）ｐＨ值分别为３．０、５．０、６．０、７．０、８．０、９．０、１０．５、
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１３．０，观察每管溶液的颜色变化，选定颜色仍保持红色的ｐＨ

范围，后加入２．０μＬＣＡ１２５抗体，混匀，静置１５ｍｉｎ，各管中

加入１／１０体积的１２％ ＮａＣｌ溶液，室温静置３０ｍｉｎ。观察每

管的颜色变化，颜色仍保持红色者即为最适反应ｐＨ。将纳米

金溶液（最适ｐＨ）和抗体按照不同的比例混匀，室温静置１５

ｍｉｎ，后加入１／１０体积的１２％ ＮａＣｌ溶液 ，室温静置３０ｍｉｎ。

观察每管的颜色变化，颜色仍保持红色者即为最小抗体用量。

取１０ｍＬ最适ｐＨ 纳米金溶液加入相应最小用量ＣＡ１２５抗

体，混匀，摇床室温轻摇１ｈ，加入１／２０体积的１０％ＰＥＧ８０００，

４℃避光静置过夜。加入纳米金重悬液在４０００ｒ／ｍｉｎ、４℃条

件下离心３０ｍｉｎ，重复３次，最后加入１．５ｍＬ纳米金探针重

悬液，并加入１．５μＬ的１２％ ＮａＣｌ溶液混匀，储存于４℃备

用，用紫外可见光分光光度计扫描纳米金溶液的吸收峰，用动

态光散射仪测定其粒径分布。

１．３．３　纳米金探针应用于ＣＡ１２５蛋白检测　将制备好的纳

米金探针和待测的ＣＡ１２５蛋白样品按一定比例混合后３７℃

孵育１ｈ，后用紫外可见光分光光度计进行比色分析。

２　结　　果

２．１　纳米金粒子的制备　纳米金溶液呈红色，浓度越高颜色

越深至酒红色，在高浓度盐溶液下由于不稳定会发生纳米金粒

子聚沉，颜色由酒红变为灰蓝，但抗体通过物理吸附作用连接

到纳米金粒子表面可以使纳米金粒子在高浓度盐溶液中保持

稳定；此外，纳米金粒子的稳定性还与浓度有关，溶液浓度越高

越不稳定，加入很少量的抗体都会引起聚集，本研究分别制备

了不同浓度的纳米金溶液，各取５００μＬ分别加入相应量的抗

体和１２％ ＮａＣｌ后肉眼观察溶液颜色的变化，为了排除因为抗

体用量不够而引起纳米金在高盐浓度中聚集的原因，将最小浓

度的１号管设为两管１１和１２，其中１２与其他浓度一样加入

０．５μＬ抗体，而１１加入２μＬ抗体，见图１（见《国际检验医学

杂志》网站主页“论文附件”）。３、４、５管加入抗体后溶液颜色

由红色变为蓝色，２管颜色变深，１１、１２仍持红色，而加入

ＮａＣｌ后，３、４、５管能看见明显的聚集颗粒附在管壁上，２管变

为紫色，１２管红色中带着点紫色，１１管仍保持红色。最后选

定最小浓度（０．０１％ ＨＡｕＣｌ４）纳米金溶液用于制备纳米金探

针。波长扫描显示其在５２２ｎｍ有最大吸收峰（图２），动态光

散射仪测定其粒径分布为（１７±２．５）ｎｍ（图３）。

图２　　紫外吸收扫描光谱图

２．２　最适ｐＨ和最小抗体用量的确定　测定纳米金最小抗体

用量，需在最佳 ｐＨ 值下进行。用 １％ＨＣｌ和 ０．２ ｍｏｌ／Ｌ

Ｋ２ＣＯ３ 调节纳米金溶液（１ｍＬ）ｐＨ 值分别为３．０、５．０、６．０、

７．０、８．０、９．０、１０．５、１３．０，肉眼观察发现纳米金溶液在ｐＨ 值

６．０～９．０时仍保持红色，而在极酸和极碱环境中都不稳定，出

现聚集而由红色变为浅蓝色见图４（见《国际检验医学杂志》网

站主页“论文附件”），而ｐＨ６．０～９．０的纳米金溶液在加入相

应量的抗体和１２％ ＮａＣｌ后，ｐＨ７．０～８．０的纳米金溶液仍保

持红色，而其余的溶液颜色偏紫色，说明纳米金出现了聚集，因

此ｐＨ７．０～８．０为纳米金探针制备的最适ｐＨ。将抗体连接

到纳米金粒子表面可以使纳米金粒子在高盐溶液中保持稳定，

最小抗体用量，即使纳米金探针在高盐溶液中稳定并保持抗体

活性的用量。先用０．２ｍｏｌ／ＬＫ２ＣＯ３ 将纳米金溶液ｐＨ值调

至７．０～８．０，将纳米金溶液和抗体按照不同的体积比（Ｖ／Ｖ，

μＬ／μＬ），混 匀 （２０／１、５０／１、１００／１、２００／１、５００／１、１０００／１、

２０００／１），室温静置１５ｍｉｎ，后加入１／１０体积的１２％ ＮａＣｌ溶

液，室温静置３０ｍｉｎ。观察到体积比为５００／１时纳米金溶液颜

色仍持红色，１ｍＬ／１μＬ时纳米金溶液颜色稍微变灰，而体积

比为２ｍＬ／１μＬ时纳米金溶液颜色明显变灰，故确定５００／１为

纳米金溶液和抗体制备纳米金探针的最小体积比。纳米金探

针溶液波长扫描显示在５２５ｎｍ有最大的吸收峰，发生３ｎｍ的

漂移（图２）；动态光散射仪测定其粒径分布为（２８．０±２．５）ｎｍ

（图３），说明抗体标记到纳米金粒子表面使其粒径增大，最大

吸收波长呈现红移，与文献［６］报道一致。

图３　　动态光散射粒径分布图

图５　　纳米金探针用量梯度优化

图６　　纳米金探针检测ＣＡ１２５蛋白标准曲线

２．３　标准曲线的绘制　用不同体积的纳米金探针（１０、２０、５０、

１００、２００、５００μＬ）分别与１０μＬ最高浓度ＣＡ１２５标准品（３５０

Ｕ／ｍＬ）反应，波长扫描显示纳米金探针发生聚集时在６２１ｎｍ

处有最大吸收峰，呈现明显“红移”现象，与文献［７］报道相一
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致。随着纳米金探针的量增加，５２５ｎｍ处吸光度值减小，６２１

ｎｍ处吸光度值增大，ΔＡ６２１～５２５ｎｍ增大，当纳米金探针体积大于

１００μＬ时，ΔＡ６２１～５２５ｎｍ开始下降（图５），因此选择１００μＬ为纳

米金探针最佳用量。用１００μＬ纳米金探针与１０μＬ不同浓度

的 ＣＡ１２５ 标 准 品 反 应，绘 制 标 准 曲 线，ＣＡ１２５ 浓 度 与

ΔＡ６２１～５２５ｎｍ间线性关系良好（图６），狉
２＝０．９９１，最低检测限为

０．５Ｕ／ｍＬ，传统的ＥＬＩＳＡ 方法检测ＣＡ１２５的最低检测限为

３．８Ｕ／ｍＬ。

２．４　血清标本检测　本研究选择５例盆腔肿块性质待查患者

血清，分别用本检测方法和ＥＬＩＳＡ检测ＣＡ１２５的浓度（用相

同标准品绘制标准曲线）。两者结果基本一致见表１，病理确

诊为卵巢癌的２例患者血清ＣＡ１２５浓度均明显升高。

表１　　纳米金探针检测血清中ＣＡ１２５蛋白（Ｕ／ｍＬ）

检测方法
血清样本

１ ２ ３ ４ ５

ＥＬＩＳＡ ２．７１ １７４．６０ １７．５０ ７．２９ ４９．７９

纳米金探针 ２．５２ １７６．２８ １７．１５ ７．４２ ４８．６９

３　讨　　论

纳米金颗粒在生物分子检测中具有许多优势，如容易标记

生物分子（生物相容性好）、可同时标记多个生物分子（比表面

积大）、放大信号容易检测（独特的光学和电学物理特性）等，因

而越来越受到众多研究者的重视，Ｎａｍ等
［８］利用纳米金粒子

在不同状态下颜色会发生显著变化的特性建立了比色法定量

检测蛋白质水平。纳米金粒径不同，呈现的表观颜色也会不

同，从小到大依次为橘红色（＜５ｎｍ）、红色（１０～２０ｎｍ）、深红

色（＞２０ｎｍ）和蓝紫色（＞５０ｎｍ）等，制备时浓度越高，纳米金

粒径越大，溶液颜色就会越深，但此时的纳米金粒子越不稳

定［９］。本实验室的前期工作及其他研究报道显示纳米金粒径

在１０～２０ｎｍ效果才好
［９１０］，见图１（见《国际检验医学杂志》网

站主页“论文附件”）。本研究制备了一系列不同浓度的纳米

金，高浓度的纳米金很容易发生聚集，因此选择低浓度的纳米

金进行纳米金探针制备。纳米金颗粒由紧密连接在金核表面

的内层负离子（ＡｕＣｌ２
－）和外层离子层 Ｈ＋构成，分散在纳米

金溶液中的外离子层 Ｈ＋使纳米金游离于溶胶间保持悬浮状

态，但在高盐溶液中外离子层 Ｈ＋ 被破坏而发生不可逆性聚

集，本研究结果显示纳米金粒子在极酸和极碱条件下不稳定而

聚集见图１（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”），可

能也是由于外离子层 Ｈ＋被破坏所致。抗体分子通过与离子

层 Ｈ＋的静电作用牢固吸附到纳米金粒子表面，使得纳米金粒

子在高盐溶液中仍保持稳定，但抗体用量不够起不到稳定作

用，用量过多增加成本也影响抗体本身的活性，本研究通过梯

度实验确定了制备纳米金探针的反应最适ｐＨ值为７．０～８．０，

每５００μＬ纳米金溶液中加入抗体的最小量为１μＬ。制备好

的纳米金粒子和纳米金探针用紫外可见光分光光度计进行光

谱扫描和动态光散射仪进行粒径分布检测（图２、３），纳米金探

针粒径比单独纳米金粒子的大，在紫外光谱上表现为３ｎｍ“红

移”，说明抗体分子与纳米金颗粒连接成功，与文献［６］报道相

一致。

在抗原抗体反应体系中，抗原抗体的浓度比例是影响检测

结果的重要因素，在本研究中，应用标准品中ＣＡ１２５蛋白的最

高浓度对纳米金探针的用量进行梯度优化，这样可以确保在绘

制标准曲线时纳米金探针的量始终是足够的，从曲线图中可以

看到，ＣＡ１２５浓度与 ΔＡ６２１～５２５ｎｍ线性关系良好，狉
２＝０．９９１，５

例盆腔肿块性质待查患者中病理确诊为卵巢癌的２例血清，本

检测方法检测到ＣＡ１２５水平明显比其他标本要高，检测结果

与ＥＬＩＳＡ基本一致，但操作过程却要比 ＥＬＩＳＡ简单快速很

多，省去了洗板、底物显色等过程，从而大大减少了人为因素对

检测结果的影响，而且典型的ＥＬＩＳＡ一个酶标抗体只能结合

１～２个 ＨＲＰ分子，导致检测灵敏度不高。然而，利用此纳米

金探针，一个直径为１５ｎｍ的纳米金颗粒表面可以标记１０多

个抗体分子［１１］，使分子信号迅速扩增，大大提高检测灵敏

度［１２］，说明应用本实验室自制的纳米金探针对临床标本进行

检测是可行的。

本研究制备的纳米金探针制备过程简单且充分利用了纳

米金的特性，首先它作为整个反应体系的载体与多个抗体分子

结合并产生信号放大的效应，其次它本身成为反应体系中的检

测信号，使整个反应体系简单、快速、容易操作、无污染、成本低

廉等，只需要普通的光学仪器即可检测，甚至肉眼都可识别，在

临床尤其是基层医院早期检测卵巢癌标志物ＣＡ１２５具有重要

的应用价值。
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