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尿胰蛋白酶原 一2电流型免疫生物传感器的研究 

郑 军 ，马 霄 ，刘成桂 

(1．重庆医科大学检验系、临床检验诊断学教育部重点实验室，重庆 400016；2．四川省医学科学院附属医院检验科，简阳 

641400) 

【摘 要】目的：研制一种检测尿胰蛋白酶原一2(UrinaryTrypsinogen一2，TSG—II)的新型电流型免疫生物传感器。方法：将Nation 

吸附到玻碳电极表面，并通过静电吸附和共价键合作用将硫堇和纳米金进行层层自组装，然后通过形成的纳米金单层吸附 

TSG—II抗体，最后用辣根过氧化物酶封闭电极上的非特异吸附位点。结果：该免疫生物传感器对 TSG—II的响应特性良好，其线 

性检测范围为6．0 100 L；检出限为 3．5 L。结论 ：该电流型免疫生物传感器具有灵敏度高、特异性好等优点，为建立一种 

检测 TSG—II新方法奠定了基础。 
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Amperometie immunoassay biosensor for urinary trypsinogen-2 

ZHENG Jun，et al 

(Key Laboratory ofMedical Diagnostics ofMinistry ofEducation，Department ofMedicine；Department ofBiomedical 

Engineering，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To develop a novel amperometic immunosensor for the determination of Urinary Trypsinogen一2(TSG-II)． 

Methods：the immunosensor was developed by modifying Nation film on the glassy carbon electrode(GCE)，then thionine and colloidal 

gold were immobilized by static electricity and covalent bonding self-assembly．And then the antibody of Urinary TSG一Ⅱwas absorbed 

on the surface of nano—gold monolayer．Finally，Horseradish peroxidase(HRP)blocked the non-specific adsorption site on the electrode． 

Result：Experiment restalts showed that the good linear relations between peak current and concentration of TSG一Ⅱ were established in 

the range of 6．0-100 g／L．The detection limit was 3．5 g／L．Conclusion：The amperometie immunoassay biosensor has high sensitivity 

and good specificity and it has laid the foundation to establish a new method for detection of TSG一1I． 

【Key words]TSG一Ⅱ；Immunosensor；co110jda1 gold；Thionine；Chitosan 

急性胰腺炎(Acute pancreatitis，AP)是胰腺及其周围组织 

被胰腺分泌的消化酶自身消化的化学性炎症 ，是一种临床上 

常见的严重急腹症 ，特别是急性重症胰腺炎，病情重 、进展 

快，死亡率可高达 40％，因此早期诊断显得尤为重要。目前， 

AP的诊断目前尚无金指标，临床上一直以来都将血 、尿淀粉 

酶(Amylase，AMY)作为急诊急腹症怀疑 AP时的筛查指标 ， 

但临床实践表明，血 、尿 AMY的敏感度和特异度均不太理 

想，不能满足临床诊断需要。近年来的研究表明，TSG一1I是 

急腹症中AP筛查较理想的指标lJ~ 。尤其适用于AP的早期 

诊断[61。 

TSG—II检测方法主要是免疫层析法，但免疫层析法检 
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测不够准确。近年来，采用纳米技术的电化学免疫生物传感 

器得到很快的发展。本研究采用了免疫生物传感器技术和纳 

米金技术，层层自组装技术，成功制备了TSG一Ⅱ电流型免疫 

生物传感器。本传感器具有灵敏度高、特异性好等优点。 

1 仪器与试剂 

1．1 主要 的仪 器 

AUTOLAB HI电化学工作站(荷兰ECOCHEMIE公司)； 

LIBRORAEL一200电子天平(日本岛津公司)；BRANsONB32O0s 

— T超声清洗仪(上海必能信超声公司)。 

1．2 主要 的试剂 

TSG～II单克隆抗体和 TSG—II标准品(上海蓝基生物公 

司)；壳聚糖(上海生工生物工程有限公司)；5％(vrv)Nation、 
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测量条件：置于 0．1 mo]／L的醋酸缓冲液(pH=6．0)；扫描电压： 

一 0．5—0．15V；扫描速度从内向外依次为：50、100、150、200、 

250、300、350、400、450、500 mv／s；温度：37℃ 

图3 免疫电极在不同扫描速度下的循环伏安曲线 

浓度的线性回归方程为：y一0．041 43x一7．665 4，／-=一0．992 9。将 

该传感器在空白溶液中连续扫描 10次，其还原峰的电流平均 

值为 一6．7319 jxA；标准偏差为 0．022；其检出限为 3．5 g几。 

3 讨 论 

由图2可知，曲线 2呈现一对可逆的氧化还原峰，说明 

Nation吸附的硫堇可以有效的传递电子。当修饰了3层纳米 

金后 ，电极的氧化峰还原峰电流进一步增大，说明纳米金能 

有效地放大响应电流信号。而当纳米金修饰 的电极吸附 

TSG一Ⅱ抗体后，它的氧化峰还原峰电流有所下降，这是因为 

抗原抗体反应的免疫复合物吸附到了电极上从而阻碍了电 

子的传递。 

由图3可知，随着扫描速度的增加，响应电流值也随之 

增加，且峰电流和扫描速度的平方根呈正 比，说明该传感器 

表面氧化还原受扩散控制，电极修饰膜具有优异的稳定性。 

由图 4可知 ，当加入 H O：之后 ，还原峰电流增加，氧化 

峰电流减低，还原峰电位发生负移，说明 HRP成功的吸附到 

电极表面，而且保持了其催化活性。当加入 TSG一1I标准品发 

生免疫反应后，还原峰电流明显降低，说明固定在电极表面 

的TSG一Ⅱ抗体与TSG—II标准品发生了免疫反应，生成的 

抗原抗体复合物从空间上改变了HRP的活性中心，影响了 

HRP与介体之间的电子传递，从而使 HRP的催化效能降低。 

我们考察了加入不同浓度 H：0 时电极的响应电流 ， 

H20：浓度在 1．5～15 mmol／L之间电极的氧化峰电流随 H202 

浓度的增加而增大，超过 15 mmo1]L时，峰电流趋于稳定，说 

明在此范围内固定在电极上的HRP有很好的催化作用，因 

此本实验选择的H20：浓度为15 mmol／L。 

pH影响抗体和酶的活性和稳定性。在pH为4．0～7．0范 

围内考察了其对响应电流的影响。当 HAc—NaAc缓冲溶液 

pH为6．0时，传感器的响应电流最大。因此，采用0．1 mol／L 

HAc—NaAc(pH=6．0)作为测定工作液。温度同样对免疫反应 

速率有很大影响，在低于最适温度时，随温度升高反应速度 
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图4 加入 H2() 前后的循环伏安圈 

加快；而温度继续升高时反应速率反而减慢，甚至发生蛋白 

的变性失活。用该传感器在不同温度条件下测定，实验结果 

表明：当温度在 45℃ 时，抗原抗体反应达到平衡的时间最短 

且响应电流最大，但为防止蛋白失活，我们选择实验温度为 

35℃ 。 

抗原抗体孵育时间对传感器有一定的影响，在最优的实 

验条件下，观察抗原抗体孵育时间和响应电流的变化规律。 

在cV测试前，将传感器与50 g，L TSG—II的标准品依次反 

应 2、4、8、12、16和 20 min，然后 在含 15 mmo]]L HzO2的 

HAc—NaAe缓冲液(pH=6．0)中进行 cv检测。实验结果表明， 

在2—12 rain内响应电流逐渐降低，12 min之后电流基本趋 

于稳定，说明抗原抗体结合基本达到饱和。因此，抗原抗体孵 

育时间选择为 12rain。 

我们考察了TSG—II免疫生物传感器检测方法的特异 

性，将 AMS和LPS分别加入到含有 50txg／L的TSG—II标准 

溶液中，观察加人前后响应电流的变化，结果表明，两者响应 

电流基本无变化，说明该传感器特异性较好。 

将电极在0．1 mol／L HAc—NaAc(pH=6．0)缓冲液中连续循 

环扫描 50圈后，其电流响应信号仍能保持初始信号的93．3％。 

将传感器于 4℃下冰箱中放置 2周，对相同浓度的TSG一Ⅱ标 

准溶液进行检测 ，响应值变化量没有超过初始信号的 7．1％。 

同时制备 5支电极 ，分别在TSG—II浓度为 50 g，L条件下进 

行测定，5支电极响应电流的相对标准偏差为4．1％。故电极具 

有良好的稳定性与重现性。 

本实验首先将 Nation吸附到玻碳电极表面，并通过静电 

吸附和共价键合作用将 Thi和 Nano—Au／Chit层层自组装到 

Nation修饰的电极表面，然后通过Nano—Au／Chit膜的单层吸 

附 TSG一Ⅱ抗体，并引入 HRP封闭电极上的非特异吸附位 

点，研制了一种性能良好的TSG—lI免疫生物传感器。该传感 

器固定酶的方法简单 、易行，具有较高的稳定性，较低的检出 

限，具有较好的临床实用价值。 
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人表皮光老化相关蛋白的蛋白质组分析与鉴定 

李文静，李 惠，黄 欣，陈爱军，龙 亭 

(重庆医科大学附属第一医院皮肤科 重庆医科大学分子医学与肿瘤研究中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：以老年人正常皮肤为研究对象，分析曝光部位及非曝光部位的表皮差异蛋白，筛选出表皮细胞中与皮肤光化相 

关的蛋白。方法：从分离所得的不同部位老年人表皮中提取蛋白质，并进行 2一DE分离，PDQUEST软件分析凝胶上差异蛋白点， 

进一步采用 MALDI—TOF质谱分析及数据库查询 ，鉴定差异表达蛋 白；并在蛋白质水平进行 Western—blotting验证差异候选蛋 

白。结果：通过分析比较两组表皮双向电泳图谱，确定了 15个差异蛋白点，经 MALDI-．-TOF分析及数据库查询，成功鉴定了其中 

5个差异表达蛋白，发现热休克蛋白 B1(Heat shock protein B1，HSPB1)、膜联蛋白 A2(AnnexinA2，ANXA2)、角蛋白80(Keraftn， 

typeⅡeytoskeletal 80，K2C80)、丝裂原激活的蛋白激酶 3(Mitogen-一activated protein kinase 3，MK03)在老年人曝光部位的表皮中 

高表达，而谷胱甘肽S转移酶A2(Glutathione S-transferase A2，GSTA2)在非曝光部位表皮中高表达。结论：老年人正常皮肤曝光 

部位和非曝光部位的表皮存在差异蛋白，经分析和鉴定的 5种蛋白质与皮肤的光老化有密切的关系，为进一步研究表皮细胞在 

光老化过程中的作用及分子机制奠定基础。 

【关键词】光老化；表皮；蛋白质组 
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Analysis and identification of human epidermal proteins associated with 

photoaging 

LIWen．,-jing，et all 

(Department ofDermatology，the First Affiliated Hosphal，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：This study is to analyze the differential proteins expressed in the normal elderly exposed epidermis and the 

non—exposed epidermis．Methods：The proteins were extracted from the exposed and non一-exposed elderly separated epide rmis，and were 

submitted to two--dimensional gel eleetrophoresis．．Then their dectrophoretie patterns were analyzed by the PDQUEST software and 

identified by MALDI-一-TOF MS．The following steps were database query and probation using Western-blotting．Results：By comparison the 

two groups of two—dimensional electrophoresis patterns，15 differential protein spots were determined，in which 5 differential protein spots 

were successfully identified by MALDI-TOF analysis and database queries，and 4 proteins，Heat shock protein B 1(HSPB!)，Annexin A2 

(ANXA2)，Keratin，typeⅡcytoskeletal 80 (K2C80)，Mitogen—activated protein kinase 3(MK03)，were highly expressed in exposed 
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group while Glutathione S-transferase A2 (GSTA2)was highly 

expressed in non-exposed group．Conclusion：The changes in 

expression of 5 identified proteins may have a close relationship 

with photoaging，that helps revealing molecular mechanism of 

epidermal cells in photoaging． 
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