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　　［摘要］　目的　构建一种高性能的电化学免疫传感器用于检测流产布鲁氏菌。方法　 制备普鲁
士蓝（ｐｒｕｓｓｉａｎｂｌｕｅ，ＰＢ）多壁碳纳米管（ｍｕｌｔｉｗａｌｌｅｄｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓ，ＭＷＣＮＴｓ）纳米金粒子（ｇｏｌｄ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＧＮＰｓ）纳米复合物，以流产布鲁氏菌作为待测样本，选择合适的抗体构建电化学免疫传感
器，通过对传感器构建关键因素的考察确定最优条件，最后对传感器进行性能评价。结果　明确传感器最
优构建条件为：ＭＷＣＮＴｓＰＢ混合比例为１∶５，材料干燥温度为３７℃，缓冲体系最佳ｐＨ＝７．５，抗体孵育时
间为１ｈ，样本孵育时间为３０ｍｉｎ；流产布鲁氏菌在１０～１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ范围内呈良好的线性关系，传感器抗
干扰能力、检测重复性与稳定性好，准确度高。结论　基于ＰＢＭＷＣＮＴｓＧＮＰｓ纳米材料所修饰的用于检
测流产布鲁氏菌的电化学免疫传感器构建简便，性能良好，可为布鲁氏病的临床早期诊断提供参考。
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　　布鲁氏病是由动物传播的最广泛的人畜共患疾病
之一，典型症状是波浪热、乏力、长期不明原因的发烧

和四肢关节疼痛，身体活动能力降低，还可引起心内膜

炎、骨关节器质性损害以及严重的系统并发症，该疾病

已成为全球性的健康问题［１］。流产布鲁氏菌（Ｂｒｕｃｅｌｌａ
ａｂｏｒｔｕｓ）是一种可引起布鲁氏病的病原菌，一般通过饮
食、受损的皮肤和黏膜以及呼吸道传播感染［２］。流产

布鲁氏菌的精准检测对布鲁氏病的临床早期诊断与有

效治疗具有重要意义。

　　临床检测流产布鲁氏菌最常用的方法是细菌培
养，从患者的血液、骨髓、淋巴结等体液或组织中分离

出流产布鲁氏菌，然后进行培养和鉴定［３－４］，但该方法

存在检测耗时、效率低的缺点，容易耽误后续的治疗进

度。此外还可以通过检测患者的血清中的抗体水平来

诊断布鲁氏病，补体结合试验（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｆｉｘａｔｉｏｎｔｅｓｔ，
ＣＦＴ）、血清凝集试验（ｓｅｒｕｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎｔｅｓｔ，ＳＡＴ）、酶联
免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，
ＥＬＩＳＡ）和聚合酶链式反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅＣｈａｉｎＲｅａｃｔｉｏｎ，
ＰＣＲ）等技术也被用作检测布鲁氏菌的辅助方法［５－８］。

然而，这些方法存在耗时长、低精度、低效率、假阳性或

成本昂贵等问题，限制了它们的广泛应用。

　　电化学免疫传感器兼具高灵敏度与高特异性，还
具有成本低、操作简单快捷等优点，近年来成为检测病

原微生物的有效手段［９］。本研究以普鲁士蓝（ｐｒｕｓｓｉａｎ
ｂｌｕｅ，ＰＢ）多 壁 碳 纳 米 管 （ｍｕｌｔｉｗａｌｌｅｄ ｃａｒｂｏｎ
ｎａｎｏｔｕｂｅｓ，ＭＷＣＮＴｓ）纳米金粒子（ｇｏｌｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，
ＧＮＰｓ）组成纳米复合物作为免疫反应的载体，设计构
建了一种检测流产布鲁氏菌的电化学免疫传感器，并

对其性能进行评价。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
　　电化学工作站（瑞士万通公司，ＰＧＳＴＡＴ３０２Ｎ）；全波
长酶标仪（美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司，ＳＰＥＣＴＲＡ１９０）；
电镜玻碳电极（天津艾达恒晟科技发展有限公司，

ＤＧＣ１３０）；四氯金酸三水合物（美国 Ｓｉｇｍａ公司，
Ｇ４０２２１Ｇ）；ＭＷＣＮＴｓ（南京先丰纳米材料科技有限公
司，１００２５６）；ＰＢ由铁氰化钾（上海阿拉丁生化科技股
份有限公司，Ｐ１１１５６４）、氯化铁、氯化钾、盐酸混合制
备；流产布鲁氏菌抗体（美国 ＮＯＶＵＳ公司，ＮＢ１００
７３１１１，单克隆抗体）；牛血清白蛋白（北京索莱宝科技
有限公司，Ａ８０２０）；其他试剂均为分析纯；实验用水均
为超纯水；流产布鲁氏菌疫苗菌株以及其余菌株均由

陆军军医大学微生物与生化药学教研室提供。

１．２　待测样本制备
　　流产布鲁氏菌培养、活化按文献［１０］进行。将第
２次活化的菌液以 ２３９２×ｇ离心 ３０ｍｉｎ，然后用
０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ重悬，重复洗涤３次，调节至ＯＤ（６００）
值为１，此时细菌浓度为１．４５×１０１０ＣＦＵ／ｍＬ，使用时以
ＰＢＳ稀释至所需浓度。
１．３　ＥＬＩＳＡ检测流产布鲁氏菌抗体活性
　　将流产布鲁氏菌稀释至１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ，在８０℃下加
热５ｍｉｎ灭活，检测方法按文献［１１］进行，验证所购抗体
以及被梯度稀释（１∶１２５、１∶２５０、１∶５００、１∶１０００、１∶２０００）
后与流产布鲁氏菌的特异性结合情况。

１．４　玻碳电极预处理
　　电极抛光、清洗与扫描的过程按文献［１２］进行。
１．５　电化学免疫传感器的组装及表征
　　取 １ｍｇＭＷＣＮＴｓ粉末，加入 ５ｍＬＰＢ中，超声
３０ｍｉｎ，得到 ＰＢＭＷＣＮＴｓ结合产物；取 ４μＬＰＢ
ＭＷＣＮＴｓ纳米复合物液体滴加于处理后的玻碳电极
表面，３７℃干燥２ｈ后，将电极置于１％的四氯金酸水
溶液中进行电沉积（－０．４Ｖ，２０ｓ），在电极表面得到均
匀光亮的金色薄膜，通过扫描电镜（ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＳＥＭ）对电极修饰过程进行表征；滴加
１０μＬ２０μｇ／ｍＬ抗体于电极表面，室温孵育 １ｈ，用
０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ清洗电极表面后吹干；继续在电极上
滴加１０μＬ０．２５％牛血清蛋白（ＢＳＡ），室温反应 １ｈ，封
闭非特异性结合位点，清洗吹干，即完成传感器组装。

　　使用时将 １０μＬ待测样本滴加于传感器表面，室
温孵育３０ｍｉｎ后进行检测。采用三电极体系，以玻碳
电极为工作电极，铂片电极为对电极，甘汞电极为参比

电极，在 ｐＨ＝７．５的 １０ｍｍｏｌ／Ｌ［Ｆｅ（ＣＮ）６］
３－／４－（含

０．１ｍｏｌ／ＬＫＣＬ）扫描溶液中，以循环伏安法（ＣＶ）对传
感器的组装、测定过程加以表征。

１．６　传感器构建条件的优化
１．６．１　纳米复合物混合比例　　制备 ＭＷＣＮＴｓ∶ＰＢ
为 １∶１、１∶３、１∶５比例的纳米复合物，修饰电极，在０．１～
０．５Ｖ内以脉冲伏安法（ＤＰＶ）检测电化学信号响应，
考察修饰后电极的电流响应值。

１．６．２　纳米复合物干燥温度　　制备 ＭＷＣＮＴｓ∶ＰＢ
比例为１∶５的纳米复合物，取４μＬ滴加于玻碳电极表
面，分别在４、２５、３７、６０℃条件下干燥，考察不同干燥
温度下的ＤＰＶ电流响应值。
１．６．３　缓冲体系ｐＨ值　　按１．５法制备传感器，选
择１×１０３ＣＦＵ／ｍＬ流产布鲁氏菌待测溶液，分别调节
扫描溶液ｐＨ＝４．０、６．５、７．０、７．５、９．０，考察不同酸度
条件对ＤＰＶ电流响应差值的影响。
１．６．４　抗体孵育时间　　将玻碳电极包被纳米复合
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物材料后，滴加１０μＬ２０μｇ／ｍＬ流产布鲁氏菌抗体于
电极表面，分别于孵育 ０、０．５、１、２、３和 ４ｈ时进行
ＤＰＶ检测，考察电流响应情况。
１．６．５　抗原孵育时间　　按１．５法制备传感器，选择
１×１０３ＣＦＵ／ｍＬ流产布鲁氏菌待测样本，分别于孵育
０、１０、２０、３０、４０和５０ｍｉｎ时进行ＤＰＶ检测，考察电流
响应情况。

１．７　电化学传感器性能评价
１．７．１　线性范围　　在１．６法确定的最优条件下，测
定在１０～１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ浓度内待测样本的ＤＰＶ电信
号响应，以菌液浓度对数值为横坐标，传感器检测前后

电流差值为纵坐标，绘制校正曲线。

１．７．２　抗干扰性　　在 １×１０３ＣＦＵ／ｍＬ流产布鲁氏
菌待测样本中，分别加入等体积的ＰＢＳ、１×１０３ＣＦＵ／ｍＬ
大肠埃希菌、鲍曼不动杆菌、金黄色葡萄球菌、表皮葡

萄球菌作为待测溶液，考察干扰物质对传感器检测的

影响。

１．７．３　重复性　　分别配制１０、１×１０３、１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ
的流产布鲁氏菌待测样本，分别重复测定５次，计算相
对标准偏差（ＲＳＤ）。
１．７．４　稳定性　　将制备好的传感器放入４℃冰箱
保存，分别于第０、１、２、３、５、１０、１５天对１×１０３ＣＦＵ／ｍＬ
样本进行测量，评估传感器稳定性。

１．７．５　回收实验　　分别采用免疫传感器与平板菌
落计数法测定１％小牛血清中１０、１×１０３和１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ
的流产布鲁氏菌，计算回收率，公式为：（检测到的菌

落数／已知浓度的样本的菌落数）×１００％。
１．８　统计学分析
　　本研究实验数据采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０软件进

行整理分析，采用 ＳＰＳＳ２９．０进行统计分析，数据以
珋ｘ±ｓ表示，组间比较使用单因素方差分析，以 Ｐ＜０．０５
表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　流产布鲁氏菌抗体活性检测结果
　　图１表明，流产布鲁氏菌的光密度显著高于 ＰＢＳ
对照组（Ｐ＜０．０００１），此外，光密度随着抗体浓度的降
低而降低（Ｐ均＜０．０１），表明抗体和流产布鲁氏菌之
间结合具有浓度依赖性。ＥＬＩＳＡ检测结果证实，所购
抗体与流产布鲁氏菌具有良好的结合活性，可用于制

备免疫传感器。

２．２　ＰＢＭＷＣＮＴｓＧＮＰｓ的表征
　　通过ＳＥＭ表征ＰＢＭＷＣＮＴｓＧＮＰｓ纳米复合物对
电极的修饰。如图 ２所示，裸玻碳电极表面平滑（图
２Ａ），说明电极打磨处理良好；修饰 ＰＢＭＷＣＮＴｓ后的
电极表面出现彼此交叠的复杂管型结构（图２Ｂ），呈现
出ＭＷＣＮＴｓ的结构特征；电沉积纳米金后，能明显地
看到纳米金粒子均匀附着在纵横交错的 ＭＷＣＮＴｓ上
（图２Ｃ）。结果证明ＰＢＭＷＣＮＴｓＧＮＰｓ纳米复合物成
功制备并固载于电极表面。

２．３　电化学传感器组装及界面表征
　　图３Ａ为传感器组装示意图，如图３Ｂ中 ＣＶ曲线
所示，裸玻碳电极包被 ＰＢＭＷＣＮＴｓＧＮＰｓ纳米复合物
材料后，电流显著增大，提示电子媒介体ＰＢ与金纳米颗
粒提高了电子转移效率；当将流产布鲁氏菌抗体、ＢＳＡ
和流产布鲁氏菌依次固定在电极表面上时，电子在电极

表面的转移被阻碍，导电率降低，表现为电流下降。组

装过程中的电化学特性证实了免疫传感器的成功构建。
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Ａ：流产布鲁氏菌待测样本与ＰＢＳ对照组对比；Ｂ：抗体被梯度稀释后与流产布鲁氏菌结合情况

图１　ＥＬＩＳＡ考察样本与流产布鲁氏菌抗体的结合情况

１７９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１７）



!

"

#

Ａ：裸玻碳电极表面；Ｂ：修饰ＰＢＭＷＣＴｓ材料后的玻碳电极表面；Ｃ：修饰ＰＢＭＷＣＮＴｓＧＮＰｓ材料后的玻碳电极表面

图２　扫描电镜图
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Ａ：电化学免疫传感器的组装图；Ｂ：循环伏安曲线图　 １：裸玻碳电极；２：固载ＰＢＭＷＣＮＴｓＧＮＰｓ材料后的电流值；
３：孵育流产布鲁氏菌抗体后的电流值；４：使用ＢＳＡ封闭后的电流值；５：孵育流产布鲁氏菌待测样本后的电流值

图３　电化学免疫传感器组装和表征过程

２．４　传感器组装条件优化
　　为了获得免疫传感器组装的最佳条件，进行了优
化实验。如图 ４Ａ所示，当 ＭＷＣＮＴｓ与 ＰＢ的混合比
为１∶５时，测得电流值最大，表明该比例具有最佳的导
电活性；图４Ｂ表明，４℃和２５℃条件下材料不能有效
固载于电极表面，干燥温度为３７℃时，电流响应值最

高，因此选择其为最佳温度；图 ４Ｃ显示，扫描溶液的
ｐＨ＝７．５时，免疫传感器获得了最大检测灵敏度，确定
该酸度为最佳条件；传感器表面生物分子的固载随着

孵育时间的延长而增加，直到达到最大值，此时电流信

号达到最小值，如图４Ｄ、Ｅ可见，流产布鲁氏菌抗体和
待测样本的最佳孵育时间分别为１ｈ和３０ｍｉｎ。
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Ａ：纳米复合物材料的配比；Ｂ：纳米复合物材料的干燥温度；Ｃ：扫描液的ｐＨ值；Ｄ：流产布鲁氏菌抗体孵育时
间；Ｅ：待测样本孵育时间

图４　传感器构建条件优化

２．５　电化学免疫传感器性能考察
　　如图５Ａ、Ｂ所示，在 １０～１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ范围内，
传感器电流信号的降低值（ΔＩ表示为电流差值）随着
细菌浓度的增大而升高，表明免疫传感器检测具有良

好的线性关系和高灵敏度。

　　对１０、１×１０３和１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ浓度的流产布鲁氏
菌进行重复测量，由表 １所示，对应 ＲＳＤ值分别为
３．０９％、２．５９％和３．４８％，表明免疫传感器具有良好的
检测重复性，表格中每一个数据为使用一次电化学免

疫传感器检测流产布鲁氏菌的检测结果；由图 ５Ｃ可
见，传感器在４℃储存１、２、３、５、１０、１５ｄ后，传感器的
检测结果没有显著变化，ＲＳＤ值为 ２．４６％，提示该传
感器具有较好的稳定性。在流产布鲁氏菌样品中加入

大肠埃希菌、鲍曼不动杆菌、金黄色葡萄球菌和表皮葡

萄球菌等干扰后，电流值的下降与 ＰＢＳ对照组没有显
著差异（图５Ｄ），表明该传感器具有良好的特异性。
　　采用电化学免疫传感器法和平板菌落计数法分别
测定小牛血清中的流产布鲁氏菌，结果表明（表２），免
疫传感器法的回收率在８９．０％～１０５．０％，优于平板计
数法（８０．０％～１２４．０％），证实了传感器的准确性和可
靠性。

３　讨论

　　布鲁氏菌感染的特点是潜伏期长，根据感染情况

和患者的身体状况，受染者大多于 １０～５０ｄ内发病。
因此，布鲁氏病的早期诊断可以显著提高治疗效果，改

善预后。

　　电化学免疫传感器已被报道用于检测各种微生
物，如大肠埃希菌、副伤寒沙门氏菌、铜绿假单胞菌和

金黄色葡萄球菌［１３－１４］。但针对布鲁氏菌的电化学检

测的研究较少，虽然有研究设计构建了传感器对流产

布鲁氏菌进行检测［１５］，但提高传感器检测灵敏度仍然

是当前需要解决的关键问题。

　　传感器设计的关键在于选择合适的材料，
ＭＷＣＮＴｓ因其较大的比表面积、优异的催化导电性和
高化学稳定性而被广泛用于电化学传感器的组装［１６］。

ＧＮＰｓ具有良好的生物相容性，通常用于固定生物分
子，促进电子转移和放大传感器信号［１７］。ＰＢ具有优
良的电化学可逆性、高稳定性、易于制备等优点，在电

化学催化及分析方面具有很好的应用前景［１８］。

　　本研究采用 ＰＢＭＷＣＮＴｓＧＮＰｓ纳米复合物作为
免疫反应的载体，通过考察纳米复合材料比例、干燥温

度、缓冲体系ｐＨ和孵育时间等关键条件，成功地制备
了一种高效的电化学免疫传感器，可检测最低浓度为

１０ＣＦＵ／ｍＬ的流产布鲁氏菌样本，１ｈ内即可完成测
定，与现有多数方法相比，在灵敏度与快速检测方面具

有明显优势。此外，该传感器检测不易受到其他介质

的影响，抗干扰能力较强。在回收实验中将本法与经
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Ａ：电化学免疫传感器检测不同浓度的流产布鲁氏菌待测样本的线性曲线；Ｂ：梯度浓度流产布鲁氏菌待测样本
的ＤＰＶ曲线；Ｃ：传感器稳定性考察；Ｄ：传感器抗干扰性考察　１：ＰＢＳ；２：大肠埃希菌；３：鲍曼不动杆菌；
４：金黄色葡萄球菌；５：表皮葡萄球菌

图５　传感器性能评价

表１　重复性评估结果

样本浓度／（ＣＦＵ／ｍＬ） ΔＩ／μＡ ＲＳＤ值／％

１０ １０．５４ １０．７２ ９．９ １０．６３ １０．５ ３．０９

１×１０３ ２８．５４ ２９．１５ ２８．９２ ２８．７３ ３０．４５ ２．５９

１×１０５ ５８．３６ ６０．１７ ５５．３７ ５６．６９ ５５．７５ ３．４８

表２　回收率测定结果

检测结果／（ＣＦＵ／ｍＬ） 回收率／％
样本浓度／（ＣＦＵ／ｍＬ）

平板计数法 电化学传感器法 平板计数法 电化学传感器法

１０ ８．００ ９．１８ ８０．０ ９１．８

１×１０３ １．２４×１０３ １．０５×１０３ １２４．０ １０５．０

１×１０５ １．１１×１０５ ０．８９×１０５ １１０．０ ８９．０

典细菌培养法进行了对比，在检测准确度方面占有一

定优势。

　　综上所述，本研究以全菌为特异性识别对象，以
ＰＢＭＷＣＮＴｓＧＮＰｓ为免疫反应载体，成功制备了一种
检测流产布鲁氏菌的电化学免疫传感器。构建过程简

便，检测快速、灵敏、准确，稳定且抗干扰能力强，可以

为布鲁氏病的临床早期诊断提供支持和参考。
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