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聚间苯二胺膜 乙肝免疫电极 的研制

陈瑞川 卢 方 李东辉 万 祯

(厦 门大学抗癌研究中心
,

厦门
,

3 6 l0() 5 ) (厦门大学化学系
,

厦门
,

3 6 1(X) 5 )

摘 要 以电化学聚合法在石墨电极上获得可作为免疫电极膜材料的聚间苯二胺膜
,

应用戊二醛

迈联法
,

将抗乙 型肝炎表面抗体 (H氏八b) 共价交联于膜上
,

制成免疫 电极
。

测定乙 肝表面抗原

(班犯气g ) 的响应时间仅需 8而 n ,

最佳测定液州 为 8
.

0
,

电极线性范围 0
.

125 一 0
.

32 阳乃
1 1L H 3 八g

。

不同批电极间相对标准偏差为 3
.

31 %
,

具有较好的重现性和选择性
。

4℃ 下可保存半年以上
,

同一电

极可重复使用 15 次以上
。

临床检测 60 例血清样品
,

并以酶联免疫吸附检测法 (E LI SA ) 结果为对照
,

显示免疫电极测定法的敏感性为 86
.

1 %
,

特异性为 100 %
。

关键词 乙肝表面抗原 免疫电极 间苯二胺

应用于传感器的生物活性膜多采用 固定化

包埋技术
,

将生物活性材料交联或包埋在化学

膜材料上 [l, 2〕
。

常用作免疫 电极的化学膜材料

有醋酸 乙烯膜闭
、

聚氯 乙烯膜 [’]
、

聚苯 乙 烯

膜 [s] 等
。

生物活性材料大多依赖物理吸附结

合在膜上
,

免疫电极制备方法复杂
,

难以重复

使用
。

本文采用 电化学聚合方法
,

在抛光 了的石

墨电 极 表 面 获 得 结合 牢 固 的 聚 间 苯 二 胺

(PD A ) 膜
。

该膜本身具有 电导性
,

并存在游

离氨基
,

可用戊二醛活化后再与抗乙型肝炎表

面抗 原 (HB
s

Ag ) 的抗体 (H 压Ab ) 共价 交

联
。

抗体结合牢固
,

制成的免疫电极可重复使

用
。

由于电化学聚合法制备 PD A 膜的方法简

便
,

制备条件容易控制
,

制成的免疫电极重现

性好
,

因此 PD A 膜可望成为一 种新 型免疫电

极膜材料
。

一
、

实验部分

1
,

电化学聚合 PD A 膜的制备

以抛光的光谱纯石墨电极 为研究电极
,

铂
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电极 为对 电极
,

电池 电压 控制在 2
.

5V
,

在

0
.

12 mo l几 PD A (上 海 白 鹤 化 工 厂 ) 的

1
.

2rno l几 硫酸溶液 中电聚合 20 而n
。

取 出电

极
,

双蒸水洗净
,

凉 干后 4℃ 下 避光 干燥保

存
。

2. 托Bs A b 免疫电极的制备

经上述方法制备的电极
,

15 ℃下在 3 % 的

戊二醛 (进 口分装 ) 溶液 中浸 泡活化 4 h
。

取

出电极
,

用 双蒸水洗净
,

置 于 H 氏八b 溶 液

(本单位免疫学研究室提供
,

14 乃m g几
,

滴度

1 : 1 2 8 ) 中
,

4℃交联 2 4 h
。

最后置于 1 % 的牛

血清 白蛋 白 (上 海华美生 物工 程公 司 ) 中
,

4℃下封闭 2 4 h
,

用磷酸盐缓冲液 (0
.

lrno l几
,

p
H7

.

2) 洗净
,

室温下 凉干
,

4℃干燥避光保

存备用
。

3
.

实验装里

实验装置主要由免疫电极系统和电信号处

理测量系统组成
,

包括 PX S 一 2巧 型离子活度

计
,

免疫电极
,

饱和甘汞电极
,

测量池
,

恒温

磁力搅拌器
。

图 1 是实验装置示意图
。

待测 样 品的 H氏A g 含量
。

实验均重 复 3 次
,

取平均值
。

二
、

结果与讨论

1
.

动力学晌应 曲线

图 2 所示为乙肝免疫电极对 H Bs A g 的动

力学 响应曲线
。

样 品为 H Bs Ag 阳 性血 清及

H Bs A g 阴性血清
。

�扮E�山心

反应时间 ( m sn )

圈 2 免痊电极时间 一 电位曲线
a

.

H压Ag 阳性血清

b
.

1亚目龟阴性血清

图 l 实验装里示意图

4
.

实验方法

使用前
,

先将免疫电极放 在 0
.

lm o l几 磷

酸盐缓 冲液 ( PBS
,

pH S
.

0 ) 中浸 泡 3 一 4 h
,

使之平衡
。

在测量池 中加人该 PBS
,

测定其电

位值
,

作为基数
。

再测定 I丑弘A g 阳性或阴性

待测血清样品 (血清均 以该 PBS 稀释 10 倍 )

的电位值
,

得两电位值之差 (业)
,

从而得出

由图可见
,

阳性血清样品 的反应曲线
a
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

H Bs Ag 迅速与电极膜上的 H Bs A b 结合
,

形成

免疫复合物
,

使电极表面电荷重新分布
,

电位

正移
,

呈线性上 升
。

第二阶段为混合响应阶

段
,

至 8而
n
左右

,

抗原 一 抗体结合速率明显

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 smi
n
时的电极 电位值

。

阴性血清样品响应曲线 b 显示的电极电位变化

(业) 为负值
。

据此可方便地识别 出 H Bs A g

阳性或阴性的待测血清样品
。

2. p H 对免疫电极晌应的影响

以不同 pH 值的 PBS 稀释血清样品
,

再添

加 H氏八g 标准疫苗
,

检测 电极 电位变化值
。

测定液 州 值为 8
.

0 一 8
.

5 时
,

电极电位变化
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值 (业 ) 最大
。

故 选择 pH 为 8
.

0 的 PBS 作

为血清稀释液
。

pH 对电极响应的影响见图 3
。

日日�山心

�>日�心山

7
.

5 8 8. 5 10 1 2

必

0
.

2 5 0
.

7 5 1
。

25 1
.

75

吮 (印玉满日) ( x 10
一 ,
愧乃. L)

图 4 电位 一 1”贻Ag 浓度晌应曲线

图 3 PH 对电极晌应的影晌

3
.

抗原浓度响应曲线

用 PBS 将阴性血清稀释 10 倍后
,

添 加

H Bs Ag 标准疫苗
,

配制成系列 浓度的 H 致产g

样品
,

检 测结 果见 图 4
。

H l弘掩 抗 原浓度 在

0
.

12 5 一 3
.

2 0拌g 八n L 范 围内线性 良好
,

响应 曲

线 的线性方 程 为
: y = 4

.

2 3 x + 0
.

55
,

斜 率为

4
.

2 3
。

据此方程可对 H 压八g 进行定量检测
。

4
.

重现性

用不同时间制备 的不 同批号 的免疫 电极
,

对 同一浓度 的 H B sA g 血 清样 品进行检测
,

然

后将电极置 于 0
.

2mo l几
、

pH2
.

8 的甘氨酸一

盐 酸缓冲液中浸泡 sm in
,

洗脱结合的 H Bs A g
,

凉干后
,

4℃ 干燥保存 6 个 月
,

再进 行同样 的

检测
,

每个样 品重复检测 3 次
,

取平均值
,

结

果见表 1
。

表 1 免疫电极的孟现性试验

不同批号电极检测结果 (m V )

1 2 3 4 5 6
么E 士 S【) R反 ) ( % )

首次检测 望
7 7

9 7

4 ()

oo
6 3

.

84
+ 0

.

1 6
.

5 6 + 0
.

14

,

末次检测 在 6 个 月后进行
。

(Auz)山

批 间 △E 的 相 对 标 准 偏 差 ( R S D ) 在

3
.

3 1 % 一 3
.

0 7 % 之间
。

4℃ 保存 6 个 月后
,

免

疫 电极尚具有 原始 HB SA g 活性的 94
.

2 %
,

表

明本法制备的免疫电极重现性较好
,

交联固定

的抗体稳定性较高
。

5
.

重复性和选择性

以同一电极对 同一浓 度的 比3SA g 血 清样

品进行检测
,

每检测一个样品后 即于甘氨酸一

盐酸缓 冲液 中洗脱结合的 H B SA g
,

再进行 检

测
,

反复检测 4 0 次
,

结果见图 5
。

由图可见
,

在连续检测 20 次后
,

电极仍有 95 % 左右的抗

体活性
,

此后活性衰减速度加快
,

至 4 0 次后

抗体活性为原活性的 4 0 % 左右
。

10 2 0 30 冷0

次数

图 5 免疫电极重复试验

以免疫 电极 对 含 乙 肝
e
抗原 ( H 氏八g )

、

甲肝疫苗及丙肝抗原的血清样品进行检测
,

其
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响应动力学曲线与 1
.

11 戈A g 阴性血清 一致
,

表

明免疫电极有较好的重复性及选择性
。

6
.

临床样品检测

按实验方法对 60 份 临床采集的血清样品

进行检测
,

判断标准为
,

△E ) 0 为阳性
,

△E

< 0 则 为 阴 性 ; 另 以 酶 联 免 疫 吸 附 法

(E LI SA
,

厦 门新创公 司产品 ) 进行双盲平行

检测
,

结果见表 2o

表 2 部分血清样品双盲试验结果

样品号 4 5 56 5 7 58 5 9 60

本法 (山
n V ) 1

.

5 8 一 0
.

6 一 0
.

2 一 0
.

8 一 0
.

9

, 十 为阴性血清
, 一 为阴性血清

。

E LI SA 检测为阳性的 36 例中
,

免疫电极法

检测 31 例为阳性
,

另 5 例为阴性
,

敏感性为

86
.

1 % (31 乃6) ; E LI SA 检测为阴性的 2 4 例
,

免疫电极法检测也为阴性
,

其特异性为 100 %

(24 忍4)
,

两法基本相符
。

结果见表 3
。

表 3 EL贬涛法与免疫电极法结果比较

检侧方法

E LIS A 法

阳性 阴性 总计

使用
,

降低了检测成本
。

由于本工作采用的是普通离子计
,

检测低

浓度 H压八g
,

灵敏度尚不够高
。

另外所用 的

H 压八b 是粗制抗体
,

因此检测 H 压Ag 的低限

仅为 0
.

12 5阳乃爪L
。

若对电信号检测及处理系

统作改进
,

提高检测灵敏度
,

并采用亲和纯化

抗体
,

可望进一步提高检测灵敏度
。

免疫电极法
.

36

3 l

2 4

2 4 + 5
.

60

叨 参考文献

, E L IS A 法检侧为阳性的 36 例样品中有 5 例免疫电极法检

侧为阴性
。

7
.

结 论

电聚合 PD A 膜易于制备
,

适合批量生产
,

适于作免疫电极膜材料
。

本法检测 1丑弘A g
,

操

作简便
、

快速
,

8而n 即可得出结果
,

且特异

性高
。

批间电极检测 的 △E 及绝对电位值差异

均较小 (批 间 电极检测 绝 对 电位值 的 R S D

< 4
.

5 1 %
,

数据未列 出 )
。

此外
,
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