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摘要    用粒径为 10 nm 的金纳米粒子标记羊抗人 IgG 抗体获得纳米金标记羊抗人 IgG
抗体(AuGIgG). 在 pH 2.27 的柠檬酸钠-盐酸缓冲溶液中, AuGIgG 对氯金酸-盐酸羟胺生成

较大粒径金颗粒这一慢反应具有较强的催化作用, 该金颗粒在 796 nm 处有一个较强的共

振散射峰. 在一定条件下, AuGIgG 与 IgG 发生特异性结合生成纳米金免疫复合物, 以
16000 r·min−1 速度离心分离获得未反应的 AuGIgG, 以它作催化剂催化氯金酸-盐酸羟胺

反应生成较大粒径金颗粒, 用共振散射光谱做检测技术, 建立了测定 IgG的免疫共振散射

光谱新方法. 结果表明, 随着 IgG 浓度增大, 离心溶液中 AuGIgG 浓度降低, I796 nm线性降

低, 其降低值ΔI796 nm与 IgG 浓度在 0.08~16.0 ng·mL−1范围内呈良好线性关系, 检出限为

0.02 ng·mL−1. 本法具有灵敏度高、选择性好和快速等特点, 用于定量分析人血清 IgG, 结
果满意.  
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胶体金标记技术是继放射性同位素标记、免疫酶

标记、免疫荧光标记后发展起来的第四大免疫标记新

技术, 因具有简单、快速、准确、无污染等特点, 在
免疫检测中应用广泛, 特别是利用斑点免疫金渗滤

法和免疫层析法对抗原、抗体的定性检测较多 [1~3]. 
近年来, 以免疫标记纳米金作晶种来放大检测信号

取得了较好的结果 [4~10]. 其一, 发展了银增强方法, 
并用于生化分析 [11,12]; 以扫描和电化学做检测技术

的银增强方法的检出限分别为 200 pmol·L−1 (~33 
ng·mL−1)和 1 ng·mL−1 IgG[13,14]. 其二, 为克服银增

强法的不足, 建立了金增强法, 显著提高了检测灵敏

度 [15~17]. 其三, 发展了铜增强电化学检测法 [18], 其
检出限为 0.5 ng·mL−1 人IgG. 但采用共振散射(RS)光

谱做检测技术的银、金、铜增强方法尚未见报道.  

RS是一种简便、灵敏的分析技术, 已用于多种无

机物及有机物分析 [19~22]. 近年来研究表明, 金、银纳

米微粒存在共振散射效应, 已用于共振散射光谱分

析, 并获得了较好的效果 [23,24], 但未见将免疫纳米金

对氯金酸-盐酸羟胺的催化作用与金标记免疫反应结

合测定痕量IgG的工作报道. 本文建立了一个测定超

痕量IgG的高选择性的免疫纳米金催化-共振散射光

谱新方法.  

1  实验 

1.1  主要仪器与试剂 

Cary Eclipse 荧光分光光度计(美国 Varian 公司); 
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JSM-6380LV 扫描电子显微镜(日本电子株式会社); 
TU-1901 型双光束紫外可见分光光度计(北京普析通

用仪器有限责任公司; Sigma 3K3D 高速冷冻离心机

(德国); SKLH 超声波反应器(上海科导超声仪器有限

公司).  
人 IgG(IgG)与羊抗人 IgG(GIgG) (标准品, 上海

捷门生物技术合作公司); 人血清样品(桂林市一八一

医院); 0.20 mol·L−1 磷酸氢二钠与 0.10 mol·L−1 柠檬

酸配制的磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲溶液 ; 聚乙二醇

6000、聚乙二醇 20000; 1.0%柠檬酸钠; HAuCl4·4H2O 
(国药集团化学试剂有限公司); NH2OH·HCl(广东西

陇化工厂); pH 为 1.67~3.69 柠檬酸钠-盐酸缓冲溶液. 
粒径为 10, 30, 60 和 80 nm 的金纳米粒子制备参照文

献[25]. 所用试剂均为分析纯, 实验用水均为亚沸高

纯水. 

1.2  金标免疫共振散射光谱探针的制备 

1.2.1  pH 值对金标记抗体的影响 

胶体金与蛋白质的结合能否成功, 取决于pH值. 
一般在蛋白质等电点或稍偏碱性条件下二者才能有

效结合 [26]. 利用共振散射光谱方法试验了不同pH对

于胶体金标记GIgG的影响. 取 25.0 mL胶体金于锥形

瓶, 滴加 0.25 mL 3.0% PEG20000作稳定剂(终浓度为

0.030%). 各取 1.0 mL 胶体金 ( 按金计算 , 57.9 
μg·mL−1)于刻度试管, 用 0.10 mol·L−1 的K2CO3 或

0.10 mol·L−1 HCl分别调节pH 为 4.5~10.0, 在每支试

管加入 30.0 μL (1:25) GIgG, 放置 5 min后, 加入 0.10 
mL 10% KCl, 10 min后将溶液稀释至 3.0 mL, 然后在

550 nm处测其共振散射值I550 nm(仪器参数: 电压设为

500 V, 狭缝设为 5.0 nm). 当pH小于 6.0 时, 所加的

GIgG不能稳定胶体金, 加入聚集剂KCl溶液后, 金溶

胶发生了聚集, I550 nm较大; 当pH在 6.0~7.0 之间时, 
I550 nm最小, 这是由于GIgG包裹了胶体金, KCl溶液不

能使胶体金聚集; 当pH大于 7.0 时, 虽然I550 nm较小, 
但金标记GIgG的免疫反应性较差. 本文选择pH值为

6.5.  

1.2.2  GIgG 用量的确定 

取不同量的 GIgG (10.0~60.0 μL) 分别加到 1.0 
mL pH 相应调节至 6.0~7.0 的胶体金溶液中, 另取一

管不加 GIgG 为对照管. 5 min 后均加入 0.10 mL 10% 
KCl, 混匀后静置 2 h, 稀释到 3.0 mL, 测定各管. 结
果表明, 对照管和加 GIgG 的量为 10.0~40.0 μL 的各

管 I550 nm 均较大, 而加入 GIgG 的量为 45.0~60.0 μL
的各管 I550 nm 较小且基本维持不变, 故 45.0 μL GIgG
为稳定 1.0 mL 胶体金溶液的最低用量, 即金标记

GIgG 的最低用量. 标记 100 mL 胶体金溶液时加入

4.5 mL GIgG.  

1.2.3  GIgG 的金标记 

用 0.10 mol·L−1 K2CO3 溶液、0.10 mol·L−1 HCl
和精密 pH 值试纸将 100 mL 胶体金溶液的 pH 值调到

6.5. 在磁力搅拌器缓慢搅拌下, 在 5min 内将 4.5 mL 

GIgG (1:25)滴加到胶体金溶液中, 然后加入 1.67 mL 
3.0% PEG-20000 作为稳定剂(其最终浓度约为 0.05%), 
搅拌 15 min 后置 4℃保存. 纳米金标羊抗人 IgG 
(AuGIgG)的浓度按金计算为 53.8 μg·mL−1. 

1.3  实验方法 

依次移取 0.20 mL pH 7.0 的磷酸氢二钠-磷酸二

氢钠缓冲溶液, 0.60 mL 53.8 μg·mL−1 AuGIgG 和一

定量 IgG 溶液于刻度试管中, 充分混匀后加入 0.80 
mL 30% PEG6000 和 0.10 mL 10%KCl, 用水稀释到

3.0 mL, 在超声波反应器中温育 15 min, 然后以转速

16000 r·min−1, 离心纳米金标记免疫复合溶液 30 min, 
移取离心溶液备用.  

依次移取 0.50 mL pH 值为 2.27 的柠檬酸酸钠-
盐酸缓冲溶液、40.0 μL 离心溶液、0.40 mL 0.59 
mmol·L−1 HAuCl4和 0.60 mL 8.0 mmol·L−1 NH2OH·  
HCl 于 5.0 mL 刻度试管, 然后定容到 2.5 mL 置于

30℃恒温水浴 6 min. 取适量于石英池中 , 置于

CARY ECLIPSE 荧光分光光度计上, 电压设为 500 V, 
狭缝设为 2.5 nm, 同步扫描(λem = λex), 得到体系的共

振散射光谱. 测定 796 nm 处的共振散射光强度 I796 nm, 
不加 IgG 作空白并测定其空白值(I796 nm)b, 计算ΔI796 nm 
= (I796 nm)b − I796 nm. 

2  结果与讨论 
GIgG与IgG的反应具有较高的选择性, 两者之间

存在结构和空间上的互补性及亲和性, 其作用力包

括电荷引力, 范德华力, 氢键结合力, 疏水等作用力. 
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当GIgG吸附在纳米金表面上, 纳米金表面的离子可

以保护蛋白质免于因吸附过强而变性. 在适宜的pH
条件下, AuGIgG与IgG发生特异性免疫反应生成纳米

金标记免疫复合物, 共振散射强度增大, 可以定量分

析IgG, 但检出限为 0.78 ng·mL−1[27], 灵敏度不够高. 
而纳米金标记免疫复合物可通过离心沉淀分离除去, 
离心溶液中未反应的AuGIgG中的金纳米颗粒亦具有

很大的比表面, 可作为催化剂晶种优先吸附溶液中

的金络离子物种(AuCl4
−)[28~30], 催化氯金酸和盐酸羟

胺反应, 生成平均粒径约为 260 nm的金颗粒(图 1). 
随着IgG浓度越大, 生成的金标记免疫复合物越多, 
离心溶液中AuGIgG减少, 催化生成的大颗粒金减少, 
796 nm处的共振散射光强度线性降低. 据此, 可建立

免疫金催化共振散射光谱法检测IgG的新方法(图 2).  

2.1  共振散射光谱和吸收光谱 

按实验方法, 取不同浓度 IgG与纳米金标羊抗人

IgG 免疫反应后离心, 移取 40.0 μL 含有 AuGIgG 的

离心溶液进行催化反应. 图 3 表明,  AuGIgG 催化体

系在 796 nm 处有 1 个最强的共振散射峰, 本文选择

此波长定量分析 IgG. 实验结果表明, 纳米金催化体

系的共振散射光谱轮廓与 AuGIgG 催化体系的共振

散射光谱轮廓相似, 粒径为 10, 30, 60, 80 nm 纳米金

的最大吸收峰分别为 518, 522, 529, 540 nm. 随着粒 

 
 

图 1  纳米金催化反应体系的扫描电镜图 
pH 2.27~8.85 μmol·L−1 HAuCl4-2.4 mmol·L−1 NH2OH-25.4  

nmol·L−1 Au (d = 10 nm) 
 

径增大, 其吸收峰红移展宽, 这与Mie理论结果一 致
[31]. HAuCl4-NH2OH体系的吸收峰位于 308 nm处, 系
HAuCl4 所致 . 随着 IgG 浓度减小 , 离心溶液中

AuGIgG浓度增大, 催化反应后在长波段吸光度增大, 
而在 308 nm处的吸光度降低. 这是因为上层溶液中

所含的未反应的标记纳米金催化NH2OH还原HAuCl4

导致其浓度降低并生成大粒径微粒所致. 

2.2  纳米金标免疫反应条件的优化 

以 4.0 ng·mL−1 IgG 胶体金免疫复合物离心溶液 

 

 
 

图 2  免疫纳米金催化共振散射法测定人 IgG 的原理 
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图 3  免疫纳米金催化体系的共振散射光谱 
a: pH 2.97~0.094 mmol·L−1 HAuCl4-1.92 mmol·L−1 NH2OH; b: 
a-16.0 ng·mL−1 IgG-0.172 μg·mL−1 AuGIgG; c: a-8.0 ng·mL−1 
IgG-0.172 μg·mL−1 AuGIgG; d: a-4.0 ng·mL−1 IgG-0.172 μg·mL−1 
AuGIgG; e: a-2.0 ng·mL−1 IgG-0.172 μg·mL−1 AuGIgG; f: a-0.08 
ng·mL−1 IgG-0.172 μg·mL−1 AuGIgG; g: a-0.0 ng·mL−1 IgG-0.172  

μg·mL−1 AuGIgG 
 

为例, 考察了NaH2PO4-Na2HPO4缓冲溶液(pH为 6.0~ 
7.8)及用量、AuGIgG 用量、PEG-6000 用量、超声温

育时间对体系ΔI796 nm 的影响. 结果表明, 当体系选择

0.30 mL pH 7.0 NaH2PO4-Na2HPO4, 0.60 mL 53.8 
μg·mL−1 AuGIgG, 0.80 mL 30% PEG-6000, 超声温育

时间 15 min 时, ΔI796 nm 有最大值.  

2.3  免疫纳米金催化反应条件优化 

2.3.1  离心转速及时间的选择 

考察了离心转速及时间对体系ΔI796 nm 的影响 . 
离心转速在 16000~17000 r·min−1之间, 体系的ΔI796 nm

较稳定, 当转速大于 17000 r·min−1, ΔI796 nm开始降低. 
随着离心时间(0~30 min)的延长, ΔI796 nm 增大; 继续

延长离心时间, ΔI796 nm 明显降低. 故本文选择 16000 
r·min−1 离心 IgG-AuGIgG 免疫复合物 30 min.  

2.3.2  pH 值和试剂浓度的选择  

考察了柠檬酸酸钠-盐酸缓冲溶液的 pH 值以及

用量对ΔI796 nm的影响. 图 4 表明, 当 pH 值为 2.27, 免
疫金催化的ΔI796 nm 值最大. 同时试验了缓冲溶液用

量对体系的影响, 实验结果表明, 缓冲溶液用量为

0.50 mL 时对体系的ΔI796 nm 具有最大值.  
分别考察了 HAuCl4 和 NH2OH·HCl 浓度对体系

ΔI796 nm 的影响. 当 HAuCl4 和 NH2OH·HCl 浓度为

0.094 和 1.92 mmol·L−1 时, 其ΔI796 nm 具有最大值. 故
实验选取 0.094 mmol·L−1 HAuCl4 和 1.92 mmol·L−1 
NH2OH·HCl.  
 

 
 

图 4  pH 值的影响 
8.0 ng·mL− 1  IgG-0.172 μg·mL−1 AuGIgG-0.094 mmol·L−1  

HAuCl4-1.92 mmol·L−1 NH2OH 
 

2.3.3  催化反应温度和时间的影响 

由于本反应为催化反应, 温度对催化反应有较

大的影响. 本实验考察了反应温度对ΔI796 nm 值的影

响. 图 5表明, 在 30℃恒温水浴条件下ΔI796 nm值最大. 
故选择 30℃. 在 30℃恒温水浴条件下,  催化反应 5 
min 后ΔI796 nm 值已达到最大值且较稳定. 本实验选

择 30℃恒温反应 6 min.  

2.3.4  离心溶液用量的选择 

按实验方法, 以 0.0 ng·mL−1 IgG 体系的离心溶

液为例, 考察了离心溶液用量对ΔI796 nm 的影响. 由图

6 可知, 体系ΔI796 nm 随离心溶液用量(0~40.0 μL)增加

而线性增加. 而当离心溶液的用量大于 40.0 μL 时, 
体系的ΔI796 nm 值增加不明显并略有下降. 故实验选

择 40.0 μL 的离心溶液.  

2.4  线性关系 

按实验方法, 测定不同浓度 IgG(CIgG)对应的共 
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图 5  反应温度对ΔI796 nm 的影响 
pH 2.27~8.0 ng·mL−1 IgG-0.172 μg·mL−1 AuGIgG-0.094 mmol·L−1  

HAuCl4-1.92 mmol·L−1 NH2OH 
 
振散射强度ΔI796 nm, 以 CIgG 对ΔI796 nm 作图, CIgG 在

0.08~16.0 ng·mL−1 范围内与共振散射强度的降低值

ΔI796 nm 存在良好的线性关系 . 回归方程为ΔI796 nm     

= 25.92 CIgG + 0.622, 相关系数为 0.9937, 检出限为

0.02 ng·mL−1. 本法既具有共振散射光谱法简便灵敏

又具有免疫反应的高特异性, 且操作简便、经济、样

品用量少. 

 
 

图 6  离心溶液用量的影响 
pH 2.27~0.0 ng·mL− 1  IgG-0.172 μg·mL− 1  AuGIgG-0.071 

mmol·L−1 HAuCl4-1.92 mmol·L−1 NH2OH 
 

2.5  共存物质的影响 

按实验方法 , 考察了共存物质对测定 2.0 
ng·mL−1 IgG 的干扰影响. 当相对误差在±10%之间

时, 2000 倍的 HSA、葡萄糖、Zn(Ⅱ), 1000 倍的 IgA、

L-精氨酸、β-苯丙氨酸、Ca2+, 800 倍的 EDTA、L-谷
氨酸, L-胱氨酸, Cu(Ⅱ), 300 倍的苏氨酸, L-色氨酸, 
L-组氨酸, L-白氨酸, 100 倍的 L-脯氨酸, L-赖氨酸不

干扰测定, 这说明本法具有较好的选择性.  

 
表 1  血清样品分析结果 

样品编号 单次测得值/mg·mL−1 平均值/mg·mL−1 RSD/% 参考结果/mg·mL−1 
1# 11.52, 10.54, 11.20, 11.32, 9.93 10.90 6.01 11.2 
2# 15.28, 15.93, 16.85, 16.57, 16.17 16.16 3.75 18.4 
3# 4.65,  4.43,  4.82, 4.80, 4.01 4.56 6.90 4.3 
4# 10.09,  9.91, 10.87, 11.11, 10.37 10.47 4.86 10.7 
5# 16.30, 16.00, 15.41, 15.89, 15.43 15.80 2.42 16.2 
6# 19.65, 19.57, 19.96, 19.83, 19.48 19.70 0.99 19.2 
7# 21.85, 20.89, 21.70, 21.46, 21.24 21.43 1.77 20.8 
8# 13.87, 14.72, 13.74, 14.89, 14.04 14.25 3.64 14.4 
9# 5.83,  5.11,  5.54,  5.74, 5.24 5.69 5.70 5.4 

10# 19.22, 19.63, 20.13, 20.00, 20.07 19.81 1.93 22.3 
11# 25.35, 25.61, 25.91, 26.35, 25.87 25.82 1.45 24.9 
12# 17.93, 18.07, 18.17, 18.43, 18.24 18.17 1.03 15.5 
13# 23.46, 23.57, 23.74, 24.72, 23.67 23.83 2.13 24.4 
14# 19.22, 18.28, 19.59, 19.04, 18.37 18.90 2.96 18.5 
15# 8.39,  8.91,  8.72,  8.37, 7.57 8.39 6.14 8.0 
16# 8.24,  8.80,  8.30,  8.65, 8.07 8.41 3.63 8.9 
17# 12.24, 10.74, 11.50, 11.72, 11.09 11.46 5.04 13.8 
18# 14.98, 15.63, 16.00, 15.67, 14.78 15.41 3.32 14.9 
19# 14.43, 14.20, 13.41, 14.17, 13.91 14.03 2.78 14.4 
20# 10.26, 10.59, 10.35, 10.82, 10.09 10.48 3.38 8.7 
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2.6  样品分析 

从医院取人血清 20 份, 用二次蒸馏水将人血清

稀释 300倍, 取稀释后的样品 10.0 μL, 按实验方法测

定 IgG 的含量, 测得结果如表 1. 本法测定结果与透

射比浊法测得结果基本一致. 本法的相对标准偏差

(RSD)在 0.99%~6.90%之间. 

3  结论 
本文采用共振散射光谱研究了纳米金对 HAuCl4- 

NH2OH 体系中的催化作用. 在一定范围内, 纳米金 

浓度与催化反应体系的共振散射强度成线性关系 . 
纳米金的粒径越小, 比表面积越大, 催化作用越强. 
由于胶体金制备简单, 容易标记, 且标记物比放射

性、酶标记物稳定. 我们用纳米金标记 GIgG 获得了

IgG 的免疫纳米金探针, 以它做催化剂, 催化 Au3＋还

原成 Au 单质沉积在免疫金表面, 生成形态规则、大

小一致的大粒径金微粒, 致使共振散射信号急剧增

大, 建立了免疫金催化共振散射光谱法检测人 IgG 的

新方法. 此法灵敏、快速、经济, 为定量分析其它抗

原提供了一条新途径.  
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