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摘　要　以电化学聚合法在石墨电极上获得聚间苯二胺膜( PM PD) ,并建立了快速、灵敏的膜质量

检验方法:辣根过氧化物酶( HRP)标记 PMPD 膜-邻苯二胺( OPD)反应法, 对聚合、活化等条件作

了研究; 进一步制成了检测乙肝表面抗原 ( HBsAg )和检测鼠免疫蛋白( M IgG)的免疫电极 ,对血清

样品作了检测. 结果表明: 2. 5 V 电池电压下,于含 0. 12 mo l/ L MPD 的 1. 2 mol/ L H2SO 4中聚合

20 min, 再以 30 g / L 浓度的戊二醛活化 4 h, 所得 HRP 标记电极及免疫电极重现性好; 检测 HB-

sAg 和 M IgG 的线性范围分别为 0. 1～3. 2 mg / L 及 0. 1～10 mg / L .
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功能聚合物电极已有应用于生物传感器的报道[ 1, 2] ,但聚合时需在特定介质体系中进行,

故不适合于免疫电极制备. 本文参照电聚合苯胺膜电极的原理[ 3] , 建立了电聚合间苯二胺

( M PD)膜电极的方法, 再以戊二醛将抗体交联于聚合膜的游离氨基上制成免疫电极;另设计

了辣根过氧化物酶( HRP)交联标记聚 MPD膜-邻苯二胺( OPD)底物反应体系,通过比色测定

HRP 与其底物 OPD反应的产物量来快速比较、检验电聚合膜制备、活化条件及质量;并以所

建方法分别制备了测定乙肝表面抗原( HBsAg )和检测鼠免疫蛋白( M IgG)的免疫电极,对血

清样品作了检测、分析.

1　实验部分

1. 1　试剂与仪器

MPD及 OPD( Sigma 公司) , 25%戊二醛( M erk公司) , HRP(上海生物化学研究所) ,羊抗

HBsAg 抗体( HBsAb)、兔抗 M IgG抗体及 M IgG 参照文献[ 4]制备;其余均为国产分析纯. 酶

标读数仪( M INIREADER Ⅱ型)为美国 Dynatech 公司产品, PXS-125型离子活度计为上海第

二分析仪器厂生产,恒电位仪自制.

1. 2　PMPD膜电极的制备及 HRP交联电极-OPD体系的建立

以表面经抛光的光谱纯石墨电极为工作电极、铂为对电极, 首先控制在 H2SO 4溶液中电

聚合MPD. 确定最佳电池电压、电聚合时间和最佳 MPD及 H2SO 4浓度. 聚合,所得的膜电极

以蒸馏水洗净、晾干后 4 ℃存放,以不同浓度的戊二醛溶液活化. 活化后以蒸馏水洗净, 4 ℃

存放或直接进行交联固定化.

将经戊二醛活化的膜电极置于 1. 2 g / L HRP 或 1. 5 g/ L HBsAb或兔抗 MIgG抗体中于

4 ℃搅拌交联 20～24 h,以 0. 2 mo l/ L、pH 2. 8 的甘氨酸-盐酸缓冲液洗涤, 再将电极置于含

10 g / L牛血清白蛋白的 0. 1 mol/ L、pH 7. 2磷酸盐缓冲液( PBS)中封闭 24 h, 以 PBS洗涤、晾

干后4 ℃存放备用. 于 24孔塑料板中每孔加入 0. 5 mL OPD底物溶液,将交联了 HRP 的电

极置入,准确反应 2 min后取出电极,立即于孔内加入 0. 25 mL 1 mol/ L H 2SO 4,然后吸出 200

L 于 96孔塑料板孔中, 于酶标读数仪上读取 490 nm 的吸光值( A 490 nm) , 以吸光值表示 HRP
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的交联量和活性,进而判断 PMPD膜的质量并进行上述最佳条件的选择. 免疫电极用前于

0. 1 mol/ L、pH 8. 0的 PBS 中浸泡平衡 2～4 h. 与饱和甘汞电极同时插入 PBS 中,测定 8 m in

时的电位值 E1 ,将 PBS 更换为含 HBsAg 或 M IgG 的血清(血清均以 PBS 稀释 10倍)后,再测

定电位值E 2, E 2与 E1 之差( E )即为测定结果. 实验均重复 3次,取平均值.

2　结果与讨论

2. 1　电聚合 PMPD膜的条件

从图 1A 可见,以 2. 5 V 电池电压和 20 min 的聚合时间即可获得最佳 HRP 交联量及活

图 1　聚合条件对 PMPD膜质量的影响

图 2　戊二醛浓度( a)和活化时间( b)

对 HRP 交联的影响

性. 在上述条件下,分别于不同浓度的 H2SO 4和 PDA中聚合, HRP 的交联量和活性随二者浓

度提高而上升,至 H 2SO 4浓度为 1. 2 mol / L 及 PDA 为 0. 12 mol/ L 之后, 交联量及活性呈饱

和(图 1B ) ,所得的 PMPD 膜均匀致密,与石墨电极结合牢固. 大于此浓度时膜粗糙而疏松.

2. 2　HRP交联电极的重现性和重复使用性

图 2显示以 30 g / L 浓度的戊二醛活化4 h,

所得效果最好, 浓度过高或过低、活化时间过短

或过长均不利于 HRP 的高交联和保持最高活

性.

按上述条件, 制备 5个批次的 HRP 标记

PMPD 膜电极,于系列相同浓度的 OPD 底物溶

液中连续反应及测定 10次,结果见表 1;显示批

内相对标准偏差( RSD)为 3. 50%～6. 57%, 批

间 RSD为 2. 93%～9. 64%,总 RSD为 5. 63% .

其中,第 2批号电极连续检测 40次, 最后 1次的

吸光值为第 1次的 58% ,电极的半衰期大于 40

次,具有较好的重现性和重复使用性.
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表 1　5个批号 HRP 标记电极连续检测结果

电极批号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 RSD/ %

No. 1 0. 60 0. 59 0. 55 0. 64 0. 60 0. 59 0. 59 0. 57 0. 60 0. 53 5. 16

No. 2 0. 57 0. 56 0. 59 0. 55 0. 57 0. 60 0. 58 0. 53 0. 57 0. 56 3. 50

No. 3 0. 53 0. 55 0. 54 0. 50 0. 54 0. 58 0. 54 0. 52 0. 59 0. 54 4. 84

No. 4 0. 56 0. 57 0. 56 0. 60 0. 55 0. 50 0. 56 0. 57 0. 56 0. 55 4. 45

No. 5 0. 50 0. 53 0. 53 0. 54 0. 61 0. 58 0. 49 0. 54 0. 55 0. 52 6. 57

RSD/ % 7. 49 3. 99 4. 16 9. 64 5. 31 7. 02 7. 18 4. 22 3. 61 2. 93 5. 63

2. 3　免疫电极的性能

图 3为抗 HBsAg 免疫电极和抗 MIgG免疫电极分别检测以 PBS 稀释的 HBsAg 阳性血

清和小鼠血清以及 HBsAg 阴性人血清时的时间-电位响应曲线. 显示随时间延长,抗原-抗体

形成免疫复合物而产生正移电位; 抗 HBsAg 免疫电极与 HBsAg 反应的一级反应阶段(线性

阶段)为 8 min,抗 M IgG免疫电极与 M IgG 反应的一级反应阶段为 6 m in. 以抗 HBsAg 免疫

电极检测HBsA g 阴性人血清的响应曲线显示负移电位(曲线 c ) ,用抗 M IgG免疫电极对不含

M IgG 的人血清、兔血清、羊血清及马血清检测后所得的响应曲线与曲线 c相似, 均呈负移电

位(结果未显示) ,据此可方便地鉴别 HBsAg 及 M IgG阳性和阴性血清样品. 就此特点而言,

本文所制备的免疫电极在性质上可能与文献报道的分离式膜免疫电极[ 5, 6]不同.

图 3　免疫电极的时间-电位曲线

a.抗 HBsAg 电极-HBsAg 阳性血清;

b.抗 MIgG 电极-小鼠血清;

c.抗 HBsAg 电极-HBsAg 阴性血清

图 4　免疫电极的检测线性范围

a.抗 HBsAg 电极-HBsAg 标准血清;

b.抗 MIgG 电极-M IgG标准血清

用 PBS 稀释 10倍的 HBsAg 阴性人血清将标准 HBsAg 疫苗和 M IgG 配制成系列浓度的

HBsAg及 M IgG 标准样品, 分别以抗 HBsAg 和抗 M IgG 免疫电极检测, 结果(图 4)显示抗

HBsAg免疫电极检测 HBsAg 血清的线性范围为 0. 1～3. 2 mg / L ,抗 MIgG免疫电极则为 0. 1

～10 mg/ L .

以抗 HBsAg 免疫电极和抗 MIgG 免疫电极分别逐日对同浓度的 HBsAg 血清样品及

M IgG 血清样品进行检测, 每次检测后即以 0. 2 mol / L 甘氨酸-盐酸缓冲液洗脱结合的 HBsAg

和 MIgG 后置 4 ℃, 备第 2 d 检测, 连续检测 10 d, 结果见表 2. 抗 HBsAg 免疫电极检测

HBsAg血清样品的日间 RSD 为 4. 57%, 抗 MIgG免疫电极检测 MIgG血清样品的日间 RSD
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为 5. 13% ,均具较好的重现性.

表 2　两种免疫电极日间检测结果

免疫电极 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 RSD/ %

抗 HBsAg 4. 8 4. 7 5. 1 4. 8 4. 5 5. 0 4. 6 4. 8 4. 4 4. 6 4. 57

抗 MIgG 6. 5 6. 0 6. 4 6. 7 6. 5 7. 0 6. 3 6. 9 6. 5 6. 0 5. 13

　　综上结果显示: 由于将功能 PMPD膜制备与抗体交联固定化步骤分开, 使两步骤可在各

自最佳介质体系及条件中进行,从而避免了选择特定介质体系制备活性膜的限制性[ 1, 2] ,使该

法易于推广; 以此方法制备的 PMPD膜性质稳定,交联的抗体结合牢固,使所制备的免疫电极

具有较好的稳定性和重现性.
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Abstract　An elect ropolymer izat ion method of m-phenylene diamine membrane, polypheny-

lene diam ine( PM PD) on the surface of graphite elect rode is described. T o ident ify the quali-

ty of the membrane, a rapid and sensit ive method has been established based on the r eaction

of a ho rse-radish per oxidase ( HRP) labeled PMPD w ith orthopheny lene diamine. An anti-

HBsAg and an ant i-M IgG immunoelect rodes were prepar ed for detect ing hepatit is B sur face

ant igen( HBsA g) and mouse immunog lobin G( M IgG) . The opt imum membrane pr eparation

condit ions are po lymerizat ion: 0. 12 mo l/ L M PD solut ion in 1. 2 mol / L H2SO 4 for 20 min un-

der 2. 5 V, activat ion: w ith 3% g lut iraldehyde for 4 h. T he prepared HRP labeled elect rode

and immunoelect rodes po ssessed good repet ition. Catibrat ion gr aphs w er e linear fo r HBsAg

in ranges from 0. 1～3. 2 g/ mL and 0. 1～20 g / mL for MIgG/ mL.

Keywords　immunosensor, chemically modif ied elect rode, po ly-m-phenylene diamine
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