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高灵敏电位型免疫传感器对乙型肝炎表面抗原的
诊断技术研究* 

袁 若**  唐点平  柴雅琴  张凌燕  刘 颜  钟 霞  戴建远 

(西南师范大学化学化工学院, 重庆 400715) 

摘要    以乙型肝炎表面抗原和乙型肝炎表面抗体为模型免疫蛋白，对传染病的诊断技术进行了
研究. 利用吸附在铂电极表面 Nafion膜中负电性的磺酸基与乙型肝炎表面抗体(HBsAb)分子中的
氨基阳离子之间的静电作用实现抗体的结合，同时通过纳米金(Au)增加抗体的固定量，以及聚乙
烯醇缩丁醛(PVB)薄膜的笼效应把乙型肝炎表面抗体和纳米金固定在铂电极上，从而制得高灵敏、
高稳定电位型免疫传感器(PVB/Au/HBsAb/Nafion/Pt). 通过循环伏安法和交流阻抗技术考察了电
极表面的电化学特性，并对该免疫传感器的性能进行了详细的研究. 该免疫传感器具有制备简
单、灵敏度高、线性范围宽、响应时间快(<3 min)、稳定性好、寿命长(>4个月)、选择性高等特
点，将其用于病人的血清样品分析，其结果令人满意.  
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免疫传感器分析法是利用抗原-抗体特异性反应
来测定痕量物质的一种高灵敏度、高选择性的方法, 
该方法的提出和发展不仅推动了血清学的应用, 而
且也有助于从理论上研究抗原-抗体的关系及其本质. 

在免疫传感器的研究中, 生物分子的固定化方
法是构建性能优良的传感器较为关键的步骤[1]. 近年
来, 在国内外有不少学者对免疫传感器的固定化方
法进行了报道, 如: 湖南大学沈国励、俞汝勤研究小
组利用等离子体聚合膜、纳米金、静电吸附等固定方

法对压电免疫传感器进行了深入的研究[2~5]; 南京大

学鞠熀先、陈洪渊研究小组利用TiO2气相沉积溶胶凝

胶技术固定CA199, CA125, hCG等肿瘤标志物于载体
表面以及利用免疫和纳米组装技术构建高活性的酶-
免疫结合物-纳米金胶载体的三维有序膜, 成功的发
展了一系列肿瘤标志物免疫传感器[6~10]；中山大学蔡

沛祥研究小组利用溶胶-凝胶技术, 并结合交联技术, 
通过双功能试剂把抗体固定在电极表面, 制得电流
型和电位型免疫传感器[11,12], 这些方法制得的免疫传
感器灵敏、可靠, 但电极制作过程繁琐, 成本高, 需
要专门的设备, 技术要求较高, 时间较长. 因此, 开
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发性能更为优越的新型免疫传感器及建立快速、灵敏

的检测方法对医学研究和临床检测具有重要的理论

意义和实际应用价值.  
本文采用自组装技术和静电吸附技术, 先将

Nafion吸附在铂电极表面, 然后利用纳米金的比表面
积大、吸附能力强等特性以及聚乙烯醇缩丁醛(PVB)
膜的笼效应和微水环境[13]把抗体牢牢地包埋于其中, 

使抗体不会泄露出来并保持良好的生物活性, 不仅

增加了抗体的固定量, 而且增强了敏感膜与基体电

极结合的牢固程度. 本文以乙型肝炎表面抗体和乙

型肝炎表面抗原为模型, 对该免疫传感器的性能以

及影响该免疫传感器性能的一些因素作了详细的研

究. 与传统的固定方法制得的免疫传感器相比, 该免

疫传感器具有制备简单、响应时间短、使用寿命长、

灵敏度高、稳定性好等特点,将该免疫传感器用于病

人的血清样品分析, 其结果令人满意. 

1  实验部分 

1.1  仪器与试剂 

MP230 酸度计 (瑞士 Metter Toledo 公司 ), 
pHS-4C 型酸度计(成都方舟科技开发公司), IM6e 型
交流阻抗测试系统(德国 ZAHNER Elektrik 公司), 
CHI 660A 型电化学工作站 (上海 CHI 公司 ), 
AB204-S电子天平(瑞士Metter Toledo 公司), 透射电
子显微镜(TEM)(H600, 日本 Hitachi Instrument 公司),  
BRANSONIC 200 超声清洗仪 (德国 BRANSON 
ULTRASCHALL 公司). 

乙型肝炎表面抗体(4.0 mg·mL−1, HBsAb)和乙型
肝炎表面抗原(1.28 µg·mL−1, HBsAg)(上海科华生物
工程公司提供); 白喉类毒素(800 µg·mL−1, Diph)(成
都生物制品研究所提供 ), 牛血清白蛋白(BSA 
96~99%)、Nafion (v/v, 5%)、IgG 免疫球蛋白、马抗
人γ干扰素抗原、氯金酸、柠檬酸三纳(Sigma, 美国), 
聚乙烯醇缩丁醛(PVB)(上海化学试剂厂提供), 其他
试剂均为分析纯, 所用水均为二次去离子水. 

磷酸盐生理缓冲溶液(PBS, pH 7.4)的配制: NaCl 
8.0 g, Na2HPO4 1.15 g, KH2PO4 0.2 g, KCl 0.2 g, 配成
1000 mL溶液. 

1.2  纳米金的制备及表征 

    纳米金的制备参照文献[14], 在搅拌HAuCl4 溶

液(1×10−3 mol·L−1, 500 mL)并回流的情况下, 迅速加
入 50 mL, 3.88×10−2 mol·L−1的柠檬酸三纳, 溶液的
颜色将由灰黄色变为深红色, 继续回流 15 min, 然后
冷却至室温, 即得到纳米金颗粒, 然后通过透射电子
显微镜(TEM)进行表征, 其粒经约为 16 nm(如图 1). 

 
图 1  纳米金的 TEM 照片 

1.3  免疫传感器的制备 

免疫传感器的制备过程见图 2(a). 铂电极(Φ = 1 
mm)经 0.6 µm 的金相砂纸抛光后, 蒸馏水清洗两次, 
于HNO3(v)︰H2O(v) = 1︰1的溶液中加热沸腾 5 min, 
取出冲洗, 然后分别在丙酮、蒸馏水中超声洗涤, 自
然凉干待用. 

将洁净的铂电极插入体积分数为 5%的Nafion乙
醇溶液中 5 min, 取出自然凉干后于红外灯下烘 20 
min; 取 20 mL的乙肝表面抗体(4.0 mg·mL−1)溶液和 
0.3 mL 纳米金(粒径约为 16 nm)于小烧杯, 在冰浴下
静止 10 min, 再和 3 mL PVB无水乙醇溶液(W=2%)
充分混合, 用带有 Nafion膜的铂电极充分搅拌, 然后
静止于其中 10 min, 取出, 凉干, 于 4℃干态放置  
24 h; 然后将电极置于 0.25% BSA 溶液中于 37℃温
育 1 h, 以封闭活性基团, 取出, 水洗, 置于 4℃的冰
箱中保存待用. 
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图 2  免疫传感器的结构示意图(a)和检测方法(b) 

1.4  测试方法 

1.4.1  自组装过程的电化学表征    利用循环伏安
法和交流阻抗技术表征电极在自组装过程中不同阶

段的电化学特性. 采用三电极系统, 免疫电极为工作

电极, 铂丝为对电极, 饱和甘汞电极为参比电极, 于
2.5×10−3 mol·L−1 Fe(CN)6

4−/3− + 0.1 mol·L−1 KCl + 
PBS ( pH 7.4)溶液中, 分别在−0.3~0.7 V电位范围内
进行循环伏安扫描和在 10−2~106 Hz 范围内进行交流
阻抗测试. 
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1.4.2  免疫传感器对 HBsAg的电位响应    免疫传
感器对 HBsAg 的检测方法见图 2(b). 以免疫电极为
工作电极, 饱和甘汞电极为参比电极. 先将两电极插
入磷酸盐生理缓冲溶液(pH 7.4)中, 测出免疫电极在
稳态时的空白电位(E0, 一般 E0在−280 mV左右), 然
后向其溶液中加入不同浓度的 HBsAg 溶液, 在搅拌
器的作用下, 记录电位稳定后的电位值(E1), 用∆E = 
E1 − E0 表示该免疫传感器对不同浓度HBsAg的电位
响应值, 并相对于 HBsAg浓度的对数制作标准曲线. 
1.4.3  用 ELISA法检测 HbsAg    按试剂盒提供的
使用说明操作, 先将微孔条编号, 再加入待测样品、
HBsAg 阴性对照、HBsAg 阳性对照各 50 µL/孔, 同
时留一孔作空白对照, 随即加入测 HBsAg 酶标结合
物 50 µL/孔, 空白对照不加, 置于 37℃恒温水浴中 30 
min; 甩去各孔内样品 , 拍干并加满清洗液 , 放置
15~20 min后甩去, 拍干, 如此反复洗涤 6次, 每次均
拍干; 加底物液 50 µL/孔, 随即加显色剂 50 µL/孔, 
37℃下显色 10 min, 加终止液 2 mol·L-1 的 H2SO4   
50 µL/孔; 选定波长 450 nm, 空白孔校零, 用酶标仪
对每孔进行比色, 并记录 OD 值; 以阴性对照平均
OD 值×2.1 作为 CUT OFF 值, 样品 OD 值≥CUT 
OFF值为阳性, 样品 OD值＜CUT OFF值为阴性. 

2  结果与讨论 

2.1  电极在自组装过程中的电化学表征 

用不同的修饰电极为工作电极 , 于 2.5×10−3  

mol·L−1 Fe(CN)6
4−/3− + 0.1 mol·L−1 KCl + PBS ( pH 7.4) 

溶液中, 在−0.3~0.7 V的电位范围内进行循环伏安测
定, 所得CV曲线如图 3(a)所示. 由图 3(a)曲线 1可见, 
在裸铂电极上有一对 Fe(CN)6

4−/3−的可逆氧化还原电

流峰, 峰电位为Epa = 0.25 V, Epc = 0.16 V, ipa/ipc = 1. 当
铂电极被 Nafion修饰后, 响应电流明显下降, 说明吸
附到铂电极表面的 Nafion 膜阻碍了电子的传输(图
3(a)曲线 2). 当被 Nafion修饰后的铂电极再次被纳米
金、HBsAb 和 PVB 修饰, 虽然纳米金有利于电子的
传输, 但由于大分子抗体蛋白以及 PVB 的空间网状
结构的影响, 其阻碍力远远大于纳米金的传输动力, 
使得 Fe(CN)6

3−向铂电极表面扩散的有效截面积不断

变小, 因此 ic<ib<ia. 特别是当 HBsAb和 HBsAg专一
性结合后, 生成的抗原-抗体复合物堵塞了修饰电极
表面更多孔径通道, 这样一方面增大了 Fe(CN)6

3−在

通过膜时的阻力, 另一方面, 也使 Fe(CN)6
3−向电极

表面扩散的有效截面积进一步变小, 从而致使其响
应电流进一步地下降. HBsAg的浓度越高, 敏感膜上
生成的抗原-抗体复合膜就越多. 当 HBsAg 的浓度很
高时(如: 1000 ng·mL−1), 生成的抗原-抗体复合膜将
敏感膜表面的微孔通道封闭, 使得 Fe(CN)6

3−无法通

过, 因而响应电流消失(如图 3(a)曲线 4). 
交流阻抗谱图能进一步表明 HBsAb 已固定在铂

电极表面. 图 3(b)为不同电极在 PBS (pH 7.4) + 0.1 

mol·L−1 KCl + 2.5×10−3 mol·L−1 Fe(CN)6
4−/3−溶液中的

交流阻抗谱图. 从图可以看出, 随着电极表面层层自 

 
图 3  不同修饰电极在 2.5×10−3 mol·L−1 Fe(CN)6

4−/3− + 0.1 mol·L−1 KCl + PBS (pH 7.4)溶液中的循环 
伏安图(a)和交流阻抗谱图(b) 

1——Pt裸电极; 2——Nafion-Pt电极; 3——PVB-Au-HBsAb-Nafion-Pt电极; 4——结合HBsAg (C[HBsAg]=1000 ng·mL−1)后的 
PVB-Au-HBsAb-Nafion-Pt电极. 循环伏安的扫速为 0.1 V·s−1 
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组装, 阻抗也随之发生变化, 并且半圆的直径约为电
子传递的阻抗(Ret). 图 3(b)曲线 1 为裸铂电极的交流
阻抗谱图, 曲线近似一条直线, 表明电子传递到电极
表面只受扩散控制. 当电极被 Nafion修饰后, 出现了
高的 Ret阻抗(Ret=9.16×102 Ω, 图 3(b)曲线 2), 表明
Nafion修饰层阻碍了 Fe(CN)6

3−到电极表面参加反应. 
特别是当 HBsAb和 HBsAg专一性结合后, 其阻抗远
远高于 Nafion+HBsAb+Au+PVB 修饰的电极(图 3(b)
曲线 4, Ret=2.0×103 Ω), 其原因是产生的抗原-抗体
复合物覆盖在电极表面, 进一步增大了 Fe(CN)6

3−到

电极表面参加反应的阻力. 以上结果表明, 通过逐层
自组装方法在铂电极表面形成了稳定的 HBsAb 膜, 
达到预期的修饰目的, 而该抗体膜修饰电极能与相
应的抗原发生免疫反应预示其具有实际应用的可能

性. 

2.2  HBsAb固定方法的选择 

固定化抗体对于免疫传感器具有十分重要的作

用, 抗体的固定量以及固定的牢固程度是免疫传感
器性能好坏的关键. 为此, 我们分别对四种不同固定
抗体的方法进行了探讨(如图 4), 结果表明, 在没有
PVB, Au或者 Nafion的情况下, 电位响应不灵敏, 原
因 是 电 极 上 固 定 的 抗 体 的 量 较 少 ,  而
PVB-HBsAb-Au-Nafion 修饰电极对不同浓度的
HBsAg 的电位响应较大(图 4 曲线 4), 原因是 Nafion
膜中负电性的磺酸基对 HBsAb 中的氨基阳离子具有  

 

图 4  不同固定方法制备的电极对 HBsAg的电位响应曲线 
1——HBsAb-Au-Pt电极; 2——PVB-HBsAb-Pt电极; 3——PVB- 

HBsAb-Au-Pt电极; 4——PVB-HBsAb-Au-Nafion-Pt电极 

强的吸附作用以及 PVB 膜的笼效应和微水环境, 把
HBsAb 抗体牢牢地包埋于其中, 同时负电性的纳米
金能在抗体之间起着连接作用, 不但增加了固定抗
体的量, 也增强了敏感膜与电极结合的牢固程度, 提
高了检测灵敏度. 

2.3  动力学响应曲线 

图 5为该乙肝免疫传感器对 HBsAg的动力学响
应曲线, 样品为 HBsAg标准阳性血清及 HBsAg标准
阴性血清(上海科华生物有限公司提供). 由图可见, 
阳性血清样品的反应曲线在测定时间范围内可分为

两个阶段: 第一阶段为一级响应阶段, 随着时间的延
长, 样品中的HBsAg迅速与电极膜上的HBsAb结合, 
形成免疫复合物, 使电极表面的电荷重新分布, 电位
差的绝对值正移, 呈线性上升; 第二阶段为混合响应
阶段, 至 3 min左右, 抗原-抗体结合率明显下降, 电
极电位变化值呈非线性上升. 故本文后继实验均采
用反应 3 min时的电极电位值. HBsAg阴性血清的电
极电位变化值在整个响应时间内变化较小 (∆E<7 
mV). 因此, 我们可以根据电位的变化值定性的判断
出HBsAg阳性或阴性的待测血清样品(判定的标准是
∆E≥7 mV 为阳性, ∆E<7 mV为阴性). 

 
图 5  电极电位随时间的响应曲线 

 

为了进一步证明 7 mV 作为判断 HBsAg阳性血
清和阴性血清的标准, 我们对此免疫传感器测得的
电位值在 7 mV 左右的 27 个标准血清样品进行了统
计, 并与酶联免疫吸附分析法进行了对照. 在免疫传
感器测得的电位值∆E≥7 mV的 5个样品中, 酶联免
疫吸附分析法测得全为阳性, 符合率为 100%(5/5); 
在免疫传感器测得的电位值∆E<7 mV的22个样品中, 
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酶联免疫吸附分析法测得 21 例为阴性, 另一例为阳
性(且其电位值为 6.48 mV), 符合率为 95.5%(21/22). 
由此可见, ∆E=7 mV可以作为定性判断 HBsAg阳性
血清和阴性血清的标准. 

2.4  检出限的确定及免疫传感器的电位响应性能 

为确定该免疫传感器的检出限 , 用修饰有
HBsAb抗体的免疫传感器在室温下对不含 HBsAg的
空白磷酸缓冲溶液进行重复测定 15 次, 其电位值的
标准偏差为 0.27 mV, 将其作为免疫传感器的噪音值, 
取 3倍噪音值(即 0.81 mV)作为免疫传感器的最小有
效值, 只有大于该值的响应值才作为检出的电位响
应信号. 分别取不同体积的乙肝表面抗原用 pH 7.4
的磷酸缓冲溶液稀释成不同浓度的标准溶液, 然后
用电位仪在室温条件下测定其膜电位与空白磷酸盐

缓冲液的电位之差. 结果表明, 电极电位随着抗原浓
度对数呈现出“S”线性关系(如图 6(a)), 并在 26 ~ 
1280 ng·mL−1 的范围内保持良好的线性关系(如图
6(b)), 回归方程为∆E = −92.8 + 70.9 log [HBsAg], r = 

0.9983, 然后将该免疫传感器对不同浓度的 HBsAg 标
准溶液的电位响应结果进行多项式拟合. 根据拟合的
曲线可知, 电位差值在 0.81 mV时所对应的 HBsAg的
浓度为 3.1 ng·mL−1. 因此, 将 3.1 ng·mL−1作为该免疫

传感器对 HBsAg的最低检出浓度(即检出限).  

2.5  传感器的再生性能 

免疫传感器的可逆再生性能是决定其实用性的 

重要因素之一. 在免疫化学中, 可以通过一定浓度的
酸、碱以及高离子强度的溶液将抗原和抗体间的键合

作用解离. 为此, 我们分别用甘氨酸-盐酸缓冲溶液
(pH 2.8)、0.1 mol·L−1 H3PO4和 0.1 mol·L−1 NaOH作为
解离剂进行了对照. 实验发现, 采用甘氨酸-盐酸缓
冲溶液(pH 2.8)可使传感器重复使用 15 次; 而采用
0.1 mol·L−1的 H3PO4和 NaOH溶液, 只能使传感器重
复使用 2 次. 其原因是强酸、强碱可使蛋白质变性, 
降低了铂电极与抗体之间的结合力, 使电极表面的
抗体物质不断的洗脱下来, 同时高强度的酸碱易使
抗原和抗体失活. 

2.6  免疫传感器的特异性 

将不同时间、不同批次制备的乙肝免疫传感器置

于 60 ng·mL−1乙型肝炎表面抗原的磷酸缓冲溶液中, 
测定其膜电位, 然后向此溶液中加入不同浓度的白
喉类毒素、马抗人γ 干扰素、IgG免疫球蛋白, 分别测
定其中的电位值. 结果表明, 检测到的膜电位值与在
纯的乙型肝炎表面抗原的磷酸缓冲溶液中的膜电位

值相比, 结果无显著性差异, 表明该免疫传感器具有
良好的选择性.  

2.7  免疫传感器的重现性和稳定性 

分别取不同时间、不同批间制备的免疫传感器, 
对同一浓度的样品标准溶液进行检测, 结果标准偏
差 RSD<3%(表 1), 表明该免疫传感器具有良好的重 
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图 6  免疫传感器对不同浓度的 HBsAg的电位响应特性 

表 1  免疫传感器的重现性(∆E/mV) 
传 感 器 编 号 

HBsAg/ng·mL−1 
Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ 

RSD/% 

40 20.8 21.5 20.6 21.1 20.4 2.1 
60 33.7 32.6 33.9 32.3 34.1 2.5 

100 41.9 42.0 42.1 42.3 42.4 2.2 
400 90.3 89.6 90.2 89.5 90.5 2.2 

 
表 2  不同方法对临床血清样品检测结果的比较 a) 

样品编号 1 8 12 16 22 29 32 34 38 40 
本实验方法 + − − − + − − − + − 

酶联免疫吸附分析法 + − − − + − + − + − 

a) +为阳性血清; −为阴性血清 
 

表 3  ELISA法与免疫传感器法的结果统计 
检测方法 阳性 阴性 总计 
ELISA法 30 10 40 
免疫传感器法 28 10+2a) 40 

a) ELISA法检测为阳性的 30例样品中有 2例免疫传感器检测为阴性 

 
现性. 

稳定性和寿命是免疫传感器性能好坏的关键之

一, 在本实验中, 我们将 PVB-Au-HBsAb-Nafion 修
饰的电极在4℃下干态放置, 每隔3~5d对同一浓度的
乙肝表面抗原溶液进行检测, 结果表明此免疫传感
器在前四个月内, 电位基本保持不变, 到第六个月时
电位值只有开始的 87.3%. 免疫传感器这种优良的稳
定性和长时间的寿命主要是因为纳米金的强吸附效

应和 PVB 网状结构的包埋效应, 把乙型肝炎表面抗
体牢牢的固定在铂电极表面, 并保持良好的生物活
性. 

2.8  临床样品的检测 

为考察本免疫传感器制作方法的可靠性, 我们
收集本校医院 40份学生的血清样品, 用 pH 7.4 PBS
稀释 5 倍, 然后利用电位仪测出该样品的电位值, 最
后根据HBsAg阳性血清和HBsAg阴性血清的动力学
反应曲线进行定性的判断: ∆E≥7 mV为阳性; ∆E<7 
mV 为阴性; 并和酶联免疫吸附分析法(ELISA)进行
双盲平行测试(部分结果列于表 2). 

在 ELISA检测为阳性 30例中, 免疫传感器检测
为 28例阳性, 另 2例为阴性, 敏感性为 93.3%(28/30); 

在 ELISA检测为阴性的 10例中, 免疫传感器检测也
为阴性, 其特异性为 100%(10/10), 两法基本相符(结
果见表 3). 因此, 本文研制的免疫传感器能较好的应
用于临床上对乙型肝炎表面抗原的检测. 

3  结论 
本文首次将聚乙烯醇缩丁醛和纳米金联用用于

免疫传感器的研制, 与用复合纤维素膜包埋法[15]和

静电吸附逐层自组装法[16]相比, 该免疫传感器具有
如下几个优点: (1)设备简单, 制作方便, 不需酶标. 
降低了免疫传感器的成本; (2)电位响应差值∆E较大. 
提高了免疫传感器的灵敏度; (3)检测时间短. 只需 3 
min就能达到稳定; (4)具有较宽的线性范围和较低的
检测下限. 适合于临床上对样品的分析; (5)稳定性和
重现性特别好. 适合于批量生产和产业商品化; (6)寿
命较长. 因此, 利用该免疫传感器的制作方法, 改变
固载抗体的种类, 根据电位值变化的大小, 就能及
时、准确地对样品血清进行判断, 该方法对传染病的
诊断方面具有潜在的应用价值. 
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