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!!摘!要#为检测毛织品微痕迹!设计了一种针对羊毛角蛋白的免标记型免疫传感器(通过层层自组装技术构建
免疫传感器!用&(巯基丙酸"LMT#在电极表面形成单分子层!活化羧基端后与抗体结合!利用免疫反应检测羊毛角
蛋白(选用%种抗原分析了免疫传感器的特异性!利用不同浓度的羊毛角蛋白溶液分析了免疫传感器的敏感性(结
果显示$免疫传感器对于羊毛角蛋白具有选择性!并且在检测羊毛角蛋白时表现出了优异的灵敏度(免疫传感器的
线性检测范围为"B#""#""B""#6%IV!最低检测限可以达到##B%&-6%IV(研究结果表明!该免疫传感器可以用于
毛织品微痕迹的鉴定分析和定量计算!并且对其具有极高的检测灵敏性(毛织品的电化学免疫检测体系的建立!为
毛织品的超灵敏检测提供了一种新的思路!拓展了毛织品文物的分析方法(
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A!引!言

不同时期的毛织品能够反映当时的社会(经济乃
至政治面貌)#*$因此研究分析毛织品文物具有重大意
义%毛织品由羊毛纺织而成$其组成成分会受到各类
环境因素比如气温(水分及酸碱程度等因素的影响$
从而发生老化分解$随着时间的推移$大分子蛋白降
解为肽链$毛织物文物最终成为碎片乃至微痕迹%

纺织品的常规检测手段有显微镜法和光谱法
等%显微镜法通过光学显微镜和扫描电子显微镜对
纺织品纤维的横纵向结构进行观察分析来判断纤维
品种)!($*$而出土文物大多观察不到纤维纹理%光谱
分析法通常采用红外光谱和拉曼光谱$通过特征峰
的具体位置(形状和强度来分析其蛋白组成的各种
信息)%(C*%由于出土文物大多已降解$且其中含有杂
质$容易对光谱分析造成较大干扰$故而光谱法也难
以检测毛织品文物%综上所述$想要分析毛织品文
物样品$必须有合适的(精确的(灵敏的检测方法%
电化学检测方法是近年来兴起的检测方法)#"(##*$通
过信号放大可以检测出微量的待测样品)#!*$操作简
便$适用于超微量检测)#&*%本课题组在前期的研究
中将自主研发的丝绸免疫技术)#$*和电化学技术相结
合$开发出了针对丝绸文物的电化学检测方法)#%*%

本文将电化学免疫传感器应用于毛织品微痕迹
的检测分析中$采用金电极构建电化学免疫传感器$
首先利用金硫键使巯基丙酸与电极表面结合$随后
将其端羧基活化$以使得多克隆抗体共价固定在电
极表面$通过抗原抗体结合时的微小的电流变化来
测定目标毛织品的羊毛蛋白$无需使用标记物$具有
快速简便(灵敏度高(特异性强等特点$为传统方法
无法检测毛织品文物的难题提供了一个可行的解决
方案$因此在毛织品考古领域具有较好的应用前景%

B!实!验

BCB!实验试剂与仪器
#B#B#!试!剂

鸡卵清蛋白"@aT#(牛胶原蛋白(人血清蛋白
"Y7T#(牛血清蛋白"\7T#(&(巯基丙酸"&(LMT#(
#("&(二甲氨基丙基#(&(乙基碳二亚胺盐酸盐
"H?N#(f(羟基琥珀酰亚胺"fY7#和!(吗啉乙磺酸
"LH7#$购自阿拉丁化工有限公司’磷酸氢二钠
"f.!YM@$#(氯化钠"f.N/#(磷酸二氢钾"UY!M@$#(
氯化 钾 "UN/#(碳 酸 氢 钠 "f.YN@&#(碳 酸 钠
"f.!N@&#和柠檬酸三纳"f.&NDY%@’+!Y!@#$购自

杭州高晶精细化工有限公司’纳米级氧化铝"T/!@&#(
铁氰化钾"U&)O3"Nf#D*#(亚铁氰化钾"U$O3"Nf#D+
&Y!@#$购自麦克林生化科技有限公司’盐酸"YN/#(
浓硫酸"Y!7@$#$购自科密欧化学试剂有限公司’
9L\显色剂$购自华安生物技术有限公司’无水乙醇
"N!Y%@Y#$购自企业家科技有限公司%
#B#B!!设备仪器

F%(!型恒温磁力搅拌机$常州普天仪器制造有
限公司’?fM(C"!!型恒温培养箱$上海精宏实验设
备’O?(AT(%"型真空冷冻干燥机$北京博医康实验
仪器有限公司’\7T!!$7型电子分析天平$科学仪
器有限公司’LAVVA(Z’AZ’""&&’""%型纯水仪$密
理博公司’UZ(!%"?H型数控超声波清洗器$昆山市
超声仪器有限公司’ZV(FD#型旋涡混合器海门市其
林贝尔仪器制造有限公司’?YQ(C!$"T型电热恒
温鼓风干燥箱$上海精宏实验仪器设备有限公司’
NYADD"H型电化学工作站$上海辰华仪器有限公司%
#B#B&!抗体制备

通过对比羊毛角蛋白和其他动物毛角蛋白的氨
基酸 序 列$得 到 羊 毛 角 蛋 白 的 特 征 序 列 为
.UUhHHHATVS/%通 过 肽 段 合 成 器 制 得
.UUhHHHATVSN/肽段$在该肽段一端偶联匙孔血蓝
蛋白"UVY#得到免疫原%用生理盐水溶解%""#6免
疫原$将所得溶液按照#c#体积比与完全弗式佐剂
混合$并混入适量抗生素$震荡使其乳化完全%取
!只实验用白兔"大约#%周龄#$实验前保留其少量
血液留作对照%初次免疫时把第一步所得乳液皮下
注射和后大腿肌注射给兔子$每只样品兔用#""#V
乳液注射%分别在!($(D周时对兔进行加强免疫$
此时改用不完全弗氏佐剂$其他条件与初次免疫相
同%自第$(D周的免疫完成后$等待#"X$抽取兔耳
血$评价其血清效价是否合格%当评估结果合格后$
获取所需血液$在室温下静置$使其缓慢凝固%然后
在&’b下恒温处理#B%2$于$b冰箱中冷冻$待血
块收缩完全$即可得到抗血清%将抗血清在$b条
件下以#!""",&I5-的转速离心#"B"I5-$分装离
心所得上清液$在G!"b下保存$留待取用%血清
的纯化采用免疫亲和层析技术%将纯化后的抗体保
存在G!"b的条件下$留待取用%
#B#B$!毛织品角蛋白制备

将毛织品剪碎溶解在含有!‘ f.@Y("B&‘
Y!@!的角蛋白提取液中$浴比#c%"$温度D"b$搅
拌%B"2%溶解后在常温下冷却过滤$用去离子水
进行透析析去钠离子等杂质$间隔%B"2更换去离
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子水$持续&X%将所得角蛋白溶液冷冻干燥&X得
到角蛋白$研磨成粉$密封保存$留待取用%
#B#B%!电解液制备

称取氯化钾#%B&#6(氯化钠#DB""6(磷酸二氢
钾"B%$6(磷酸氢二钠!BF$6(铁氰化钾"%II*/&V#
&B!C6(亚铁氰化钾"%II*/&V#$B!!6$加到一个洁
净的!"""IV的烧杯中$用!"""IV去离子水溶解
配置成溶液$用洁净的玻璃棒搅拌直至固体完全溶
解$用保鲜膜盖在烧杯口$保存留待取用%
#B#BD!&(巯基丙酸溶液"LMT#的配置

用量筒量!%IV去离子水倒入烧杯$用移液枪
量取%$%#V的&(巯基丙酸溶液加入烧杯$用玻璃棒
搅拌均匀$倒入试管反复摇晃$使其混合均匀$贴上
标签纸$保存留待取用%
#B#B’!电化学免疫传感器的构建

在麂皮上用!"-I氧化铝悬浮浆打磨金电极$
然后先用无水乙醇超声清洗#"B"I5-$再用去离子
水超声波清洗 #"B" I5-%将金电极浸 没 在
"B%I*/&V的稀硫酸中用循环伏安法活化%扫描速
率设为"B!a&<$扫描范围设为G"B$"#BDa$循环
周期选择$"个$用去离子水清洁电极$将金电极在
"B%I*/&V的 LMT溶液中过夜孵育共#!B"2$使
电极表面结合成金硫键$形成单分子层%清洗电极$
浸没在"B#"("B"%I*/&V和"B"&I*/&V的 LH7&
H?N&fY7溶液中孵育%B"2$活化 LMT的羧基
端%滴加#"#V多克隆抗体到金电极表面$并在
&’b恒温烘箱中孵育#B"2$在此过程中$多克隆抗
体上的氨基与之前被活化的 LMT端羧基结合$将
抗体固定在电极表面%清洗电化学免疫传感器$滴
!!

加\7T到电极表面$对抗体进行封闭$在&’b下孵
育"B%2%图#为电化学免疫传感器的构建过程%

图#!电化学免疫传感器的构建过程示意

D!结果与讨论

DCB!电极活化曲线分析
在构建电化学免疫传感器之前$必须要确保免

疫传感器表面的高清洁度$故每个金电极都需要
#"B"I5-的持续打磨抛光和&次去离子水清洗$并
在"B%I*/&V稀硫酸中对金电极进行活化$用循环
伏安法"Na#表征电极的活化过程如图!所示%图
!表明$在循环扫描!个周期后$电极在"BFa处的
还原峰为##!B!#T$在扫描!"个周期时$峰值增加
到#!"B&#T$在后续分别扫描了&"($"个周期时$
峰值均升至#!CB&#T’金电极的还原峰随着循环次
数增加$先增大后不变$当循环次数达到&"圈以后$
电流峰值不再上升$说明电极已经打磨干净$此时其
表面已经被完全活化%

图!!金电极在"B%I*/!V硫酸中电极循环伏安曲线
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DCD!裸金电极HY曲线分析
免疫传感器表面的清洁度通过循环伏安法确

定%一般认为$循环伏安法测试时$如氧化还原峰之
间的差值低于#""Ia$则可认为金电极的金片表
面已经打磨干净%因此为进一步确保金电极表面的
洁净度$使用循环伏安法对裸的金电极进行测试$分
析测试环境为%II*/&V的铁氰酸根和"B#I*/&V的
UN/的溶液%循环伏安法测试结果如图&所示$活化
后的电极氧化峰和还原峰的电压分别为"B!DFa和
"B#’&a$两个峰相差C%Ia%故而$此次实验中$
金电极已经打磨成功$其表面清洁度应已达标$可以
进行下一步实验%

图&!金电极在%II*/!V’O3%Nf&D(&G!$G

溶液中的循环伏安曲线

DCE!电化学免疫传感器的Z$Y曲线分析
电化学免疫传感器的构建情况通过?Ma来检

测%图$是用?Ma测试分析金电极层层自组装的负
载情况$由上到下曲线分别为电化学免疫传感器的
?Ma分析测试中裸电极(依次加入LMT和抗体的测
试结果曲线%图$表明$裸电极的峰电流值为
#"#BC#T$加入LMT后$峰值电流降低为D&B’#T$
说明LMT负载成功%对比第二和第三条曲线$能
!!

够得出结论!滴加抗体能使金电极的峰电流值
下降$且电流下降说明了此时抗体已经负载
成功%

图$!免疫传感器自组装过程的?Ma示意图

DCF!毛织品微痕迹的检测
将角 蛋 白 溶 液 稀 释 至 "B"#("B#"(#B""(

#"B""#6&IV和#""B""#6&IV%图%".#为加了不
同浓度角蛋白溶液后的?Ma响应值$由图可见$样
品浓度越高$?Ma峰值越低%此结果说明$在免疫
传感器表面抗体与抗原结合越多$金电极表面的电
子传输效率受抑制越多’同时也说明所构建的电化学
免疫传感器可根据角蛋白的浓度产生对应的数值变
化%此外$通过将?Ma电流峰值与角蛋白浓度对数
值建立关联$结果如图%"W#所示$图%"W#显示二者呈
线性关系$做出回归方程为JgG#BC#%/*6HP
&&B#’#"O!g"BCCD$#"J为?Ma峰值$/*6H为羊
毛角蛋白溶液的对数浓度#$线性范围"B#""
#""B""#6&IV%将特异性实验中8+=(*00线所在的
电流峰作为J值$即选用空白对照的电流峰值加上
三倍的标准偏差下的电流值&DBC#T$代入方程$算
得所构建的电化学免疫传感器的最低检出限
V@?g##B%!’-6&IV%

图%!免疫传感器对不同浓度羊毛角蛋白的测试曲线
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!!本实验的特异性通过人血清蛋白Y7T(牛血清
蛋白\7T(鸡卵清蛋白@aT(牛胶原蛋白来测试$
空白对照选用N\CBD$结果如图D所示%定义(B
等于负载样品前?Ma的电流峰值减去负载后电流
的差值$检出限定义为空白对照的(B均值加上其
标准偏差的&倍$在图D中用虚线表示%从图D可
以看到$除了羊毛角蛋白$其余结果均为阴性$说明
电化学传感器检测羊毛具有优良的特异性%

图D!电化学免疫传感器的特异性

E!结!论

本文为检测毛织品微痕迹$开发了一种针对羊
毛角蛋白的电化学检测方法$通过自组装$构建免标
记型免疫传感器$分析不同浓度下的毛织品羊毛角
蛋白$实现了对毛织品超微量角蛋白的检测%主要
结论如下!
.#电化学免疫传感器对毛织品检测线性范围为

"B#""#""B""#6&IV$线性拟合度较好$不仅可以
实现毛织品微痕迹的定性检测$也可用于定量计算%
W#免疫传感器对于毛织品的检测具有良好的

特异性$可以鉴定纺织品文物的物种来源属于羊毛%
8#电化学测试方法最低检测限为##B%&-6&IV$

可以实现降解严重的毛织品文物检测%
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