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免疫金铂纳米合金催化共振散射光谱法测定痕量人绒毛膜促性腺激素 
蒋治良*    姚东梅    李芳    梁爱惠* 

(药用资源化学与药物分子工程教育部重点实验室  珍稀濒危动植物生态与环境保护省部共建教育部重点实验室 
广西师范大学  桂林 541004) 

摘要  以 NaBH4为还原剂, 制备了金与铂物质的量比为 49∶1 的金铂纳米合金(GP). 用兔抗人绒毛膜促性腺激素抗体

(RhCG)修饰 AuPt 获得了免疫纳米合金探针(GP-RhCG). 在 pH 5.8 磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲溶液及 KCl 存在的条件下, 
GP-RhCG 探针发生非特异性聚集, 在 590 nm 处有一个较强的共振散射峰. 当有人绒毛膜促性腺激素(hCG)存在时, 聚
集的 GP-RhCG 探针与 hCG 发生特异性结合, 生成分散性较好的 GP-RhCG-hCG 免疫复合物, 导致 590 nm 处共振散射

峰强度降低. 其共振散射峰强度降低值 ΔI590 nm 与 hCG 浓度在 6.67～86.7 ng/mL 范围内呈现良好线性关系. 免疫反应液

中形成的 GP-RhCG-hCG 免疫复合物对葡萄糖-铜(II)体系具有较强的催化作用, 其产物在 610 nm 处有一较强共振散射

峰. 随着 hCG 浓度增大, 形成的 GP-RhCG-hCG 复合物越多, 其催化作用增强, 610 nm 处的共振散射峰增强. 其共振散

射峰增大值ΔI610 nm 与 hCG 浓度在 3.33～133 ng/mL 范围内呈线性关系.  
关键词  人绒毛膜促性腺激素; 金铂纳米合金; 免疫纳米催化; 共振散射光谱法 

 

Resonance Scattering Assay for Trace Human Chorionic 
Gonadotrophin Using Gold-platinum Nanoalloy 

Immunoprobe as Catalyst 
Jiang, Zhiliang*    Yao, Dongmei    Li, Fang    Liang, Aihui* 

(Key Laboratory for the Chemistry and Molecular Engineering of Medicinal Resources, Education Ministry; 
Key Laboratory of Ecology of Rare and Endangered Species and Environmental Conservation of Education Ministry, 

Guangxi Normal University, Guilin 541004) 

Abstract  In the presence of sodium citrate as stabilizer, a gold-platinum nanoalloy (GP) in the mole ratio of 49∶1 was 
prepared by using NaBH4 as a reducing agent. The rabbit anti-human chorionic gonadotrophin antibody (RhCG) was labeled 
by the GP to obtain a stable immune GP probe (GP-RhCG) for the human chorionic gonadotrophin (hCG). In a pH 5.8 
NaH2PO4-citric acid buffer solution and in the presence of KCl, the GP-RhCG probe was aggregated un-specifically to big 
particles that exhibited a resonance scattering (RS) peak at 590 nm. When the hCG was added, the GP-RhCG probe com-
bined specifically with the hCG to form a dispersed GP-RhCG-hCG immunocomplex that resulted in the RS intensity de-
creasing at 590 nm. The decreased RS intensity (ΔI590 nm) is linear with hCG concentration in the range of 6.67—86.7 ng/mL, 
with a detection limit of 3.7 ng/mL hCG. The immunocomplex exhibited a strong catalytic effect on the slow Cu2O particle 
reaction of glucose-Cu(II), and the particles appeared a RS peak at 610 nm. When the hCG concentration increased in the 
immune reaction system, the immunocomplex concentration increased, and the catalytic product of Cu2O particles increased, 
which caused the enhancement of RS intensity at 610 nm. The increased intensity (ΔI610 nm) is linear with the hCG concentra-
tion in the range of 3.33—133 ng/mL, with a detection limit of 1.7 ng/mL hCG. In addition, the influence of foreign sub-
stances on the determination of hCG was examined. The results show that 150 times of L-aspartic acid, urea, BSA, glycine, 
Ca(II) and Zn(II), 50 times of L-lysine and L-cysteine, 30 times of IgG and IgA, 40 times of IgM did not interfered with the 
determination of 80 ng/mL hCG. This indicates that this method has good selectivity. The hCG content in the serum sample 
was analyzed by the GP RS method and GP-catalytic RS method, the results are agreement with those of the chemilumines-
cence experiments. Both RS methods are of some advantages including low-cost, simplicity, rapidity, high sensitivity and 
selectivity.  
Keywords  human chorionic gonadotrophin; gold-platinum nanoalloy; immunonanocatalysis; resonance scattering assay 
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1  引言 

人绒毛膜促性腺激素(hCG), 是由孕妇胎盘合体的

滋养层细胞分泌的一种糖蛋白, 由 α-和 β-两个亚单位构

成, 它是妊娠的重要诊断标记[1～3]以及最重要的肿瘤标

记物之一[4]. 健康女性在血清或尿液中的 hCG 含量一般

低于 14.3 mIU/mL, 如果 hCG 的含量升高, 则有可能是

怀孕或是与滋养层的疾病有关. 因此, 对 hCG 进行定量

检测具有重要的临床意义. 目前, hCG 的检测方法主要

有电化学免疫分析法[4～7]、电化学发光免疫分析法[8]、

非标记安培免疫分析法[9]、化学发光免疫分析法[10,11]、

光致发光法[12]、荧光免疫分析法[13,14]、共振散射光谱  
法[15,16]、酶免疫分析法[17～20]、放射免疫分析法[21]、原子

发射法[22]等. 这些方法当中, 电化学免疫分析法操作简

单方便、稳定; 荧光免疫分析法简单、快速, 但在实际

检测分析中存在本底荧光的干扰; 酶免疫分析比放射免

疫分析更加灵敏, 简便灵活, 但酶价格较贵; 放射免疫

分析法灵敏度高、特异性强、应用广泛, 有放射线辐射

和污染的可能; 化学发光灵敏度较高、检测快速, 但操

作步骤较为复杂. 共振散射光谱法具有灵敏、快速、简

便等特点, 已应用于痕量抗原的免疫测定[23]. 基于纳米

金的生物相容性和共振散射效应, 发展了灵敏度较高的

免疫纳米金和适配体纳米金共振散射光谱分析法[24～29]. 
将纳米金标免疫反应与纳米金催化反应结合, 建立了高

灵敏高选择性的免疫纳米金催化共振散射光谱法[30,31]. 
本文用 GP 标记 hCG 抗体获得了 hCG 免疫纳米金探针, 
将纳米合金标记免疫反应与葡萄糖-铜(II)纳米催化反

应结合起来, 无需离心分离, 建立了简便快速灵敏检测

hCG 的共振散射光谱方法. 

2  结果与讨论 

2.1  方法原理 

在 pH 5.8 磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲溶液及 KCl 存在

的条件下, GP-RhCG 探针发生非特异性聚集, 溶液颜色

为紫色, 在590 nm处有一个较强的共振散射峰. 随着人

绒毛膜促性腺激素(hCG)浓度的增加, 聚集的 GP-RhCG
探针与 hCG 发生特异性结合 , 生成分散性较好的

GP-RhCG-hCG 免疫复合物, 溶液颜色由紫色变为红色, 
导致 590 nm 处共振散射峰线性降低. 据此建立了一个

简便快速测定 hCG 的共振散射光谱法(图 1). 
在没有纳米催化剂时, 葡萄糖-铜(II)反应很慢, 共

振散射值较低. GP, GP-RhCG, GP-RhCG-hCG 对葡萄 
糖-铜(II)反应均具有较强的催化作用, 生成的 Cu2O 微

粒存在共振散射效应; 而聚集的 GP-RhCG 探针和聚集

的GPA的催化作用较弱. 因此, 可免除分离探针聚集体

与探针的免疫复合物. 随着 hCG 浓度增大, 形成分散的

GP-RhCG-hCG 复合物越多, 其催化作用增强, 610 nm
处的共振散射峰线性增大. 据此可建立一个灵敏的测定

hCG 的纳米金铂催化共振散射光谱分析法(图 1). 

 

图 1  免疫金铂纳米合金催化共振散射光谱测定 hCG 原理 
Figure 1  Principle of detection hCG using GP catalytic RS method 

2.2  共振散射光谱 

在一定浓度 KCl 溶液中, 金铂纳米粒子发生聚集, 
在 590 nm 处产生一个较强的共振散射峰. 用兔抗 hCG
标记金铂纳米合金, 其共振散射光强度较弱. 在磷酸氢

二钠-柠檬酸缓冲液及有较高浓度盐 KCl 存在时, 金铂

标记兔抗 hCG 发生非特异性聚集, 溶液颜色由红色变

为紫色, 也在590 nm处产生一个较强的共振散射峰. 随
着 hCG 浓度的增加, 金铂标记兔抗 hCG 与 hCG 发生特

异性结合, 生成分散的免疫复合物增多, 溶液颜色由紫

色变为红色, 590 nm处的共振散射峰降低(图 2). 本文选

择 590 nm 测定. 
GP-RhCG 对葡萄糖-铜(II)反应具有催化作用, 生

成的氧化亚铜微粒在 610 nm 处有一个较强共振散射峰. 
随着 hCG 浓度的增加, 反应液中分散的 GP-RhCG-hCG
催化剂增多, 生成的 Cu2O 微粒增加, 610 nm 的共振散

射峰强度线性增强(图 3). 本文选择 610 nm 测定 hCG. 

2.3  吸收光谱 

图 4表明, 红色的金纳米粒子(Au)在 512 nm处有一

个表面等离子体共振吸收峰; 红色的金铂纳米粒子也在

512 nm 处有一个表面等离子体共振吸收峰, 说明形成

了金铂纳米合金. 当 KCl 与金铂纳米合金发生聚集反应 
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图 2  GP-RhCG-hCG 体系的共振散射光谱 
Figure 2  RS spectra of GP-RhCG-hCG systems 
(a) 8.48 µg/mL GP-RhCG-pH 5.8 Na2HPO4-citric acid-1.0 mg/L KCl; (b) a＋
13.3 ng/mL hCG; (c) a＋33.3 ng/mL hCG; (d) a＋53.3 ng/mL hCG; (e) a＋
86.7 ng/mL hCG 
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图 3  葡萄糖-铜(II)-GP-RhCG-hCG 催化体系的共振散射光谱 
Figure 3  RS spectra of glucose-Cu(II)-GP-RhCG-hCG systems 
(a) 2.0 mmol/L CuSO4-61.5 mmol/L KNaC4H4O6-0.37 mmol/L glucose-150 
μL reaction solution; (b) 8 ng/mL hCG; (c) 50 ng/mL hCG; (d) 150 ng/mL 
hCG; (e) 200 ng/mL hCG 
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图 4  GP 体系的吸收光谱 
Figure 4  Absorption spectra of GP systems 
(a) 56.0 µg/mL GP; (b) 57.1 μg/mL Au; (c) 44.8 μg/mL GPA 

后, 溶液颜色由深红色变成蓝紫色, 表面等离子体共振

吸收峰消失, 因形成较大粒径聚集微粒的散射作用, 在
可见光范围的吸光度趋于一致(图 4c). 

当金铂纳米合金用兔抗 hCG 标记后, 其颜色仍为

红色, 在 512 nm 处有一个表面等离子体共振吸收峰(图
5a). 在磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液及 KCl 存在条件下, 
金铂标记兔抗 hCG 发生非特异性聚集, 溶液颜色为紫

色, 在 530 nm 处有一个吸收峰, 与 GP-RhCG 相比, 峰
发生红移, 峰变宽且在 600 nm 以上波长的吸收值增大, 
这说明体系形成了较大粒径的聚集体. 随着 hCG 浓度

增大, GP-RhCG与 hCG发生特异性结合, 溶液颜色由紫

色变为红色, 但在530 nm处的吸收峰稍有降低. 这是由

于(GP-RhCG)n聚集体浓度降低和分散的GP-RhCG-hCG
浓度增大, 且二者均为大粒径微粒产生较强的散射所

致. 
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图 5  GP-RhCG-hCG 体系的吸收光谱 
Figure 5  Absorption spectra of GP-RhCG-hCG systems 
(a) 8.48 μg/mL GP-RhCG; (b) 8.48 µg/mL GP-RhCG-pH 5.8 Na2HPO4-citric 
acid-1.0 mg/L KCl; (c) b＋26.7 ng/mL hCG; (d) b＋60.0 ng/mL hCG 

2.4  免疫反应条件的优化 

兔抗 hCG 修饰纳米金与 hCG 免疫反应已用于共振

散射光谱分析[9], 随着 hCG 浓度增大其共振散射信号线

性降低, 但其灵敏度不高. 本实验结果表明, 用金铂纳

米合金较纳米金效果更好. 图 6 给出了 3 种不同物质的

量比金铂纳米合金测定 hCG 的关系曲线. 其中 Au∶Pt
物质的量比为 49∶1 的最好, 故选择此纳米合金进行后

续研究. 
考察了 pH 值对免疫反应 ΔI590 nm的影响. 当 pH 值

为 5.8 时, ΔI590 nm具有最大值. 因此本文选择 pH 5.8 的

Na2HPO4-柠檬酸缓冲液. 还考察了 Na2HPO4-柠檬酸缓

冲液浓度(以 Na2HPO4 浓度计)对 ΔI590nm 的影响. 在 pH
值 5.8 的 Na2HPO4-柠檬酸缓冲液中, GP-RhCG 发生聚

集, 且缓冲溶液浓度越大, 其聚集程度越大, I590 nm值越

大. 当Na2HPO4-柠檬酸缓冲液浓度达到20.2 mmol/L时, 
ΔI590 nm最大. 故本文选择 20.2 mmol/L Na2HPO4-柠檬酸 
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图 6  不同物质的量比金铂纳米合金体系ΔI590 nm与 hCG 浓度的关系 
Figure 6  Relationship between hCG concentration and ΔI590 nm for the 
GP system. 
(a) GP (49∶1); (b) GP (32∶1); (c) GP (19∶1) 

缓冲液. KCl 的加入可以使 GP-RhCG 更好地聚集, 提高

了方法的灵敏度, 本文选择0.1% KCl溶液. GP-RhCG对

免疫反应的影响如图 7. 当GP-RhCG浓度为 8.48 µg/mL
时, ΔI590 nm 趋于平衡. 因此本文选择 8.48 µg/mL 作为

GP-RhCG 的最佳用量. 

 

图 7  GP-RhCG 浓度的影响 
Figure 7  Effect of GP-RhCG concentration on ΔI590nm 
pH 5.8 Na2HPO4-citric acid-1.0 mg/L KCl-66.7 ng/mL hCG 

2.5  催化反应条件的优化 

催化反应可以放大信号, 无机催化反应、酶催化反

应在分析化学中已有应用. 近年来, 纳米粒子的催化作

用被发现并用于生化分析. 在共振散射光谱分析中, 一
个较好的纳米催化反应应具备灵敏、空白值低, 反应易

控制且生成的微粒产物稳定等. 与 Ag(I)-hydroquinone
和 Cu(II)-N2H4 等纳米催化体系比较[16,31], 葡萄糖-菲林

试剂体系是一个较好的体系. 在没有催化剂的常温条件

下, 葡萄糖-菲林试剂反应很难发生, 共振散射值较低. 
铂纳米粒子的催化作用较弱且不稳定. 金纳米粒子和该 

金铂纳米合金均具有较强的催化作用, 但金纳米粒子的

免疫反应不及金铂纳米粒子的灵敏, 故选择金铂纳米粒

子标记抗体. 当有金铂纳米催化剂 GP 存在时, 葡萄糖

还原铜(II)生成Cu2O微粒; 但聚集的GP微粒(GPA)的催

化作用很弱, 体系共振散射强度较弱. 因此, 无需进行

离心分离 GP 与 GPA. 图 8 表明, 抗体吸附在纳米合金

表面降低了其催化活性, 但 GP-RhCG 仍具有很强的催

化作用. 本文分别考察了 CuSO4、KNaC4H4O6-NaOH、

葡萄糖、温度、时间对该体系 ΔI610 nm 的影响, 当采用

2.0 mmol/L CuSO4、61.5 mmol/L KNaC4H4O6-NaOH、

0.37 mmol/L 葡萄糖、70 ℃、7 min 条件时,  ΔI610 nm达

到最大值, 本文采用上述条件进行催化测定 hCG. 还考

察了免疫反应液对体系的影响. 当免疫反应液用量为

150 μL (稀释 50 倍)时, ΔI610 nm具有最大值. 因此本文选

用 150 μL 稀释 50 倍的免疫反应液作为催化液. 

 

图 8  纳米粒子浓度与 ΔI610 nm的关系 
Figure 8  Relationship between nanoparticle concentration and ΔI610 nm 
(a) GP; (b) GP-RhCG; (c) GPA. 

2.6  工作曲线 

在最佳条件下, 测量不同含量 hCG 反应液及其催

化反应的共振散射光强度. 以 hCG浓度ChCG对ΔI590 nm、

ΔI610 nm作图绘制工作曲线, 其线性范围、线性方程、相

关系数及检出限(3α)分别为 6.67～86.7 ng/mL, ΔI590 nm＝

3.62C＋25.4, r＝0.9832, 3.7 ng/mL; 3.33～133 ng/mL, 
ΔI610 nm＝2.04C＋76.7, r＝0.9612, 1.7 ng/mL. 与已报道

的方法相比较(表1), 本法操作简单, 快速, 灵敏度较高, 
使用较常见的仪器且较为廉价, 是目前测定 hCG 较简

便的方法之一. 

2.7  干扰实验 

按实验方法, 考察了血清中常见的共存物质对本体

系的干扰. 结果表明, 150 倍 L-天冬氨酸、尿素、BSA、

氨基乙酸、Ca(II)、Zn(II), 50 倍 L-赖氨酸、L-半胱氨酸, 
30 倍 IgG、IgA, 40 倍 IgM 等对 80 ng/mL hCG 测定不影

响. 说明本方法具有较好的选择性.  
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表 1  hCG 分析方法的比较 
Table 1  Comparing of the reported assays for hCG 

Assay Principle Linear range DL Comment Ref. 

电化学免疫分析法 
anti-hCG 修饰到碳纳米管上, 蛋白质化学 
行为的变化引起电化学信号变换 

10～10000 ng/mL 8 ng/mL 稳定, 但灵敏度不高 [7] 

电化学发光免疫分析

法 
金纳米粒子与 Ru(bpy)3

2＋-TiO2涂层及抗 
体抗原组成三明治结构, 检测 ECL 信号 

2～2500 ng/mL 0.7 ng/mL 灵敏度高, 但方法复杂 [8] 

非标记安培免疫分析

法 
hCG 固定在纳米多孔金上, 氢醌为氧化 
还原引物, 电流变化与 hCG 有关 

0.5～40 ng/mL 0.034 ng/mL 较准确 [9] 

光致发光法 
抗体 hCG 结合到 ZnO 阵列上, 导致 ZnO 
阵列 PL 增强 

2～20 ng/mL — 灵敏度高, 但不太稳定 [12] 

荧光免疫分析法 阳离子交换树脂毛细管柱的流动免疫分析 2.5～150 μg/mL — 简单, 快速 [13] 

酶免疫分析法 
hCG 与 POD 标记的 anti-hCG 直接通过凝 
胶过滤的 HPLC 分析 

0～20 μg/mL 100 ng/mL 简便 [17] 

原子发射法 
银纳米粒子标记的液态电极等离子体原 
子发射光谱法 

0.01～1 ng/mL 1.3 pg/mL 灵敏, 成本高 [22] 

催化共振散射法 
Au 标记的 anti-hCG 与 hCG 发生免疫反 
应, 用离心液催化 Ag(I)-hydroquinone 

0.25～20.8 μg/mL 83 ng/mL 灵敏, 但须离心分离 [16] 

催化共振散射法 
GP 标记的 anti-hCG 与 hCG 发生免疫反应, 
用免疫反应液催化葡萄糖还原菲林试剂 

3.33～133 ng/mL 1.7 ng/mL 简便, 快速, 灵敏 本法

 

2.8  分析应用 

hCG 的免疫分析方法具有较高的选择性和灵敏度, 
可无需分离直接用于血清中 hCG 含量的测定, 可获得

较好的结果. 采用免疫金铂纳米合金共振散射光谱法和

免疫纳米金铂催化-共振散射光谱法测定血清中 hCG 含

量, 此二法结果与化学发光法参考值一致(表 2). 

表 2  血清分析结果 
Table 2  Results for the determination of hCG in sera 

Sample 
GP-RS resultsa/ 

(mg•mL－1) 
GP Cat-RS resultsa/ 

(mg•mL－1) 
Reference results/

(mg•mL－1) 

1 3.68±0.18 3.70±0.22 3.75 

2 4.54±0.12 4.49±0.16 4.50 

3 2.49±0.11 2.63±0.10 2.55 
a GP-RS 为免疫金铂纳米合金共振散射光谱法, GP Cat-RS 为免疫纳米金铂

催化-共振散射光谱法. 

3  结论 

本文用GP标记RhCG获得了GP-RhCG探针. 基于

GP-RhCG 探针发生非特异性聚集和免疫反应建立了一

个测定 6.67～86.7 ng/mL hCG 的共振散射光谱法. 因
GP-RhCG-hCG 免疫复合物对葡萄糖-铜(II)体系具有较

强的催化作用, 其产物在 610 nm 处有一较强共振散射

峰, 据此建立了一个 3.33～133 ng/mL hCG 的免疫纳米

催化-氧化亚铜共振散射光谱法. 前一方法简便快速, 
后一方法灵敏且无需离心分离步骤. 

4  实验部分 

4.1  仪器与试剂 

Cary Eclipse 型荧光分光光度计(美国 Varian 公司); 

SK1200H 超声波反应器(上海科导超声仪器有限公司, 
工作频率为 59 kHz); SYZ-550 型石英亚沸蒸馏水器(江
苏晶玻仪器厂); HH-S2 电热恒温水浴锅(金坛市大地自

动化仪器厂). 

4.2  试剂 

兔抗 hCG 抗体(北京博奥森生物技术有限公司, 
Rabbit Anti-Beta-hCG, catalog number bs-0953R): 取 0.2 
mL 抗体稀释液加入到 0.20 mg 兔抗 hCG 抗体冻干粉中

混匀, 得到 0.2 mL 浓度为 1 mg/mL 的 hCG 抗体浓缩液, 
用水稀释至 10.0 mL, 得到浓度为 20 μg/mL 的 Rabbit 
Anti-Beta-hCG (RhCG)溶液, 于 4 ℃保存. 使用时再稀

释 10倍, 浓度为 2 μg/mL. 50 μg/mL hCG抗原标准液(北
京博奥森生物技术有限公司, hCG beta peptides (human), 
catalog number bs-0953P): 取 0.50 mg hCG 冻干粉与 1.0 
mL 水充分混合均匀后, 用水稀释至 10 mL, 得到 50 
μg/mL hCG 抗原标准液, 使用前稀释成 1.0 μg/mL hCG
溶液. pH 5.8 磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲溶液: 分别移取

12.09 mL 0.2 mol/L Na2HPO4溶液和 7.91 mL 0.1 mol/L 
柠檬酸溶液到20 mL的容量瓶中混合均匀, 于4 ℃保存; 
10% KCl 水溶液: 准确称取 1.0 g 氯化钾加水充分溶解

后, 用水稀释至 10 mL; 0.1 mol/L HCl; 0.1 mol/L K2CO3; 
2.9×10－ 2 mol/L HAuCl4 (国药集团化学试剂公司 );   
2.9×10－2 mol/L H2PtCl6 (国药集团化学试剂公司); 
0.05%硼氢化钠(新配制); 1.0%柠檬酸三钠溶液; 菲林

(Fehling)溶液: 0.2 mol/L CuSO4溶液, 1.23 mol/L 酒石酸

钾钠(KNaC4H4O6)-6.25 mol/L NaOH 溶液; 5.56 mmol/L 
葡萄糖. 所用试剂均为分析纯级, 实验用水为亚沸水. 

4.3  金铂纳米合金的制备 

将 100 mL 锥形瓶和大小适合的磁力搅拌子用王水
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(HNO3∶HCl＝1∶3, 体积比)浸泡 1 h, 然后用亚沸水洗

净, 烘干. 常温下, 将亚沸水 40.0 mL 置于洁净的锥形

瓶内 , 在搅拌下依次加入 490 μL 2.9×10－ 2 mol/L 
HAuCl4和 10 μL 2.9×10－2 mol/L H2PtCl6溶液, 及 3.5 
mL 10 mg/mL 的柠檬酸三钠于锥形瓶中, 搅拌混匀, 向
混合液中缓慢滴加 3.5 mL 新配制的 0.5 mg/mL NaBH4, 
其颜色由无色变紫色最终变为深红色, 继续搅拌 10 
min. 用水定容 50 mL, 得到金铂纳米合金(GP), 以 Au
计其浓度为56.0 μg/mL, 金与铂的摩尔比为49∶1 (以反

应前 Au3＋与 Pt4＋的摩尔数计算), 密封无菌于冰箱 4 ℃
保存备用. 金铂纳米合金聚集体(GPA)制备: 取 2.0 mL 
56.0 μg/mL GP 于试管中, 加入 0.5 mL 2.0 mol/L KCl 溶
液, 混匀后溶液呈灰色, 其浓度为 44.8 μg/mL. 

4.4  免疫金铂探针的制备 

4.4.1  纳米金铂溶液 pH 值的选择 
本文考察了不同 pH 对于纳米金铂标记的影响. 依

次在5 mL具塞刻度试管中加入500 µL 56.0 mg/L (以Au
计)金铂纳米溶液, 一定量的 0.1 mol/L HCl 或 0.1 mol/L 
K2CO3将纳米金铂溶液 pH调节至2.5～9.0, 再分别加入

150 µL 2 μg/mL 的兔抗 hCG 溶液, 放置 10 min, 加入 10 
µL 10% KCl, 混匀, 放置 2 h, 稀释至 2 mL, 测定共振

散射强度 I590nm. 结果表明, 当 pH 小于 4.5 时, hCG 蛋白

质不能稳定纳米金铂, 共振散射强度值较大; 当 pH 大

于 4.5 时, I590nm较小且趋于稳定(表 3). 有研究文献报道: 
当纳米金标记蛋白质时 pH 应等于或高于 0.5 等电点以

上时两者才能牢固结合. 本实验中标记纳米金铂的 pH
也是高于 hCG 的等电点 2.95, 两者的结合才趋于稳定, 
此时 hCG 蛋白质包裹了纳米金铂, I590nm 较小且趋于稳

定. 故本文选择 pH 值 6.0. 
4.4.2  兔抗 hCG 用量的选择 

依次在 5 mL 具塞刻度试管中加入 500 µL 56.0 
mg/L (以 Au 计)金铂纳米溶液, 调节 pH 为 6.0, 分别加

入 0, 50, 80, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 µL 2 
μg/mL 的兔抗 hCG 溶液, 10 min 后加入 10 µL 10% KCl, 
混匀, 放置 2 h, 稀释至 2.0 mL, 测定共振散射强度  
I590 nm. 结果表明, 当 hCG 的量大于 150 µL 时, I590nm较

小且趋于不变(表 4), 故本文选择 150 µL. 
4.4.3  兔抗 hCG 纳米金铂(GP-RhCG)的标记 

取 10 mL 56.0 μg/mL(以 Au 计)金铂纳米粒子溶液, 
加入 200 µL 0.1 mol/L 的 K2CO3调节 pH 值约为 6.0, 混
合均匀, 加入 3.0 mL 2 μg/mL 的兔抗 hCG 溶液, 混合均

匀 2 h 后, 于 4 ℃保存待用, 其浓度为 42.4 μg/mL 
GP-RhCG. 

4.5  实验方法 

在 5.0 mL 的刻度试管中, 依次移取 250 μL pH 5.8 
磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲溶液 , 300 μL 42.4 μg/mL 
GP-RhCG 溶液, 100 μL 1.0 μg/mL hCG 溶液, 超声 15 
min, 加入 15 μL 10% KCl, 稀释至 1.5 mL, 混匀, 此为

免疫反应液. 设置 PMT 电压为 450 V, 激发和发射狭缝

均为 5 nm, 发射过滤器衰减为 1% T, 以及激发波长等

于发射波长(λex－λem＝Δλ＝0)条件, 用荧光分光光度计

记录其共振散射光谱, 测量 590 nm 波长处的共振散射

光强度 I590 nm; 不加 hCG做空白, 测量其空白值(I590 nm)0, 
计算 ΔI590 nm＝(I590 nm)0－I590 nm. 

在 5.0 mL 的刻度试管中, 依次移取 30 μL 0.20 
mol/L CuSO4溶液, 150 μL 1.23 mol/L KNaC4H4O6, 150 
μL 免疫反应液(稀释 50 倍), 200 μL 5.56 mmol/L 葡萄糖

溶液, 定容至 3.0 mL, 混匀, 在 70 ℃水浴反应 7 min, 
冰水快速冷却至室温. 设置 PMT 电压为 500 V, 激发和

发射狭缝均为 2.5 nm, 发射过滤器衰减为 1%T, 以及激

发波长等于发射波长(λex－λem＝Δλ＝0)条件, 用荧光分

光光度计记录其共振散射光谱, 测量 610 nm 波长处的

共振散射光强度 I610 nm; 不加 hCG 做空白, 测量其空白

值(I610 nm)0, 计算 ΔI610 nm＝I610 nm－(I610 nm)0. 

表 3  不同 pH 值对金铂纳米标记抗体的影响 
Table 3  Effect of pH value on the labeling 

pH 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 

I590 nm 364.3 591.5 762.6 746.9 54.8 84.1 63.0 59.1 81.8 40.3 45.8 83.8 92.7 54.7 

表 4  兔抗 HCG 用量对金铂纳米标记的影响 
Table 4  Effect of RhCG amount on the labeling 

hCG (µL) 0 50 80 100 150 200 250 300 350 400 450 

I590 nm 233.7 224.4 121.4 166.4 72.8 80.2 82.6 59.0 49.0 50.9 60.8 
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