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基于免疫胶体金标记技术的检测研究及其
在堆肥中的应用展望
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摘　要　金纳米颗粒作为一种性能优异的标记物应用广泛。随后发展出来的免疫胶体金标记技术作为一种

灵敏度高、操作步骤简便、检测快速的免疫反应检测技术得到广泛关注。本文介绍了免疫胶体金标记技术的

基本原理、制备方法并详述了近年来该技术的新发展。此外 ,结合免疫胶体金标记技术在免疫检测与环境检

测实际工作中的应用 ,展望了其在堆肥环境检测中的应用潜力和发展前景。
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1　引　言

堆肥被认为是将固体废物减量化、资源化的最佳途径 [ 1 ]。研究建立有效而实用的原位、在体、实

时、高灵敏度、高选择性的分析检测方法 ,用于检测与控制堆肥过程中生物组分及污染物 ,这是堆肥研究

中的关键技术。传统的堆肥分析检测方法常需要繁杂、冗长的萃取、提纯、浓缩、色谱分离等步骤 ,而且

试剂用量大 ,费用高 [ 2 ]。免疫胶体金标记技术是以胶体金为示踪标记物 ,应用于特异性抗原抗体反应

的一种新型免疫标记技术。胶体金具有纳米材料所特有的三大效应 :表面效应、小尺寸效应和宏观量子

隧道效应 ,具有很大的比表面积 ,独特的光学、导电、导热等物理特性以及良好的生物相容性 [ 3～5 ]
,可以

与蛋白质、核酸等非共价结合 ,且检测不依赖昂贵的激光检测仪器 ,只需普通光学仪器 ,甚至肉眼可辨。

另外免疫胶体金标记技术具有制作方便、价格低廉、容易操作、无放射性污染等优点 ,满足了现场快速环

境检测及实时监测等方面的要求。但是该技术在环境污染治理领域 ,特别是堆肥环境检测的应用起步

较晚 ,相关报道较少。本文通过评述免疫胶体金标记技术近年来的新发展及实际应用情况 ,特别是在环

境领域的应用进展来展望其在堆肥环境检测中的应用前景。

2　免疫胶体金标记技术的研究现状

2. 1　胶体金标记原理与制备

胶体金是氯金酸在还原剂的作用下 ,聚合成特定大小的金颗粒 ,并由于静电作用形成一种稳定的胶

体状态 ,故称之为胶体金 [ 6 ]。在碱性条件下 ,胶体金颗粒表面带负电荷 ,可与目标蛋白质所带正电荷基

团之间形成非共价键的静电吸引而牢固结合 ,这种结合对所标蛋白的生物学活性无明显影响。吸附在

胶体金表面的抗原或抗体能定向将胶体金颗粒载运到组织或细胞内、固相载体上的相应抗体、抗原的位

置。由于金颗粒具高电子密度的特性 ,这些标记物在抗原抗体反应处聚集达到一定密度时 (即金颗粒

107个 /mm2 ) ,出现肉眼可见的粉红色斑点 [ 7 ]。

胶体金溶液的常见制备方法大致分为白磷还原法、硼氢化钠还原法、抗坏血酸盐还原法、柠檬酸三

钠还原法和鞣酸 2柠檬酸三钠还原法。其基本原理是向一定浓度的金溶液内加入适量还原剂 , 使金离

子还原为金原子。通过改变反应体系中氯金酸与还原剂的比例可得到所需不同直径的金颗粒。常规制

备胶体金的方法是用电炉加热。Sun等 [ 8 ]改进了制备方法 ,采用微波技术所制胶体颗粒体系稳定 ,并且
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能控制颗粒大小。

胶体金标记物又被称为胶体金结合物、胶体金探针或免疫金。被标记物须经过彻底除盐的预处理 ,

而制备稳定的胶体金结合物受多种因素影响 ,如金颗粒大小、离子浓度、被标记物用量及标记体系的 pH

值等。最适 pH值一般接近或略大于被标记物的等电点 ,而被标记物的用量取决于金颗粒的大小。

评价胶体金质量的方法有肉眼观察、光谱分析评价、电镜评价及 Zeta电位分析等。肉眼观察胶体

金的颜色可对其质量进行初步判断。在可见光范围内 (400～700 nm )对胶体金颗粒进行扫描获得胶体

金可见光吸收光谱。3～20 nm金颗粒在 520 nm处有吸收峰 ,随着粒子粒径的增长 ,会出现最大吸收波

长红移及峰形展宽的现象 [ 9210 ]。透射电镜则可更直观地观察金颗粒的大小、均匀程度、颗粒的形状及凝

集情况。Zeta电位的大小可反映制备的胶体金体系的稳定程度。

2. 2　免疫金标记技术的发展

1971年 , Faulk等 [ 11 ]把免疫胶体金标记技术用于细胞结构的透射电镜 ( TEM )研究后 ,关于胶体金

制备和应用研究的报道逐渐增多。1983年 , Holgate等 [ 12 ]将免疫金染色技术 ( IGS)与银显影方法相结合

创立了免疫金银染色法 ( Immunogold silver staining, IGSS) ,利用胶体金催化溶液中银离子的还原 ,使金

属银在胶体金表面聚集 ,而聚集的银又起到了催化的作用 ,使得更多的银被还原 (如图 1)。通过这种增

强作用使得在光镜下可视粒子的半径比单独的金颗粒增加了 10～50倍 ,这样可以采用小颗粒

( < 15 nm)以增加标记密度 ,从而有效地提高了免疫胶体金标记的灵敏度。

图 1　免疫金银染色法工作原理示意图

Fig. 1　Schematic diagram of immunogold silver staining( IGSS)

抗原 (Antigen) ; 银颗粒 ( Silver nanoparticle) ; 金颗粒 ( Gold nanoparticle) ; 抗体 (Antibody)。

近年来 ,免疫胶体金标记技术得到了不断地发展和改进 ,微波 (MW )技术开始应用其中。Galvez

等 [ 13 ]在不改变其它实验条件的情况下采用微波技术进行标记 ,使标记过程中固定时间至少缩短

20 m in。两种技术的结合使标记效果更好 ,背景清晰 ,而且缩短染色时间。同时增加反应强度后较常规

方法所需抗体浓度低 ,可节约价格昂贵的一抗。

免疫层析法 ( Immunochromatography)是 20世纪 90年代兴起的一种快速诊断技术 ,胶体金免疫层析

技术 ( GICA )就是利用胶体金本身的显色特点结合免疫层析技术诊断特异性的待测物而发展起来的。

这项技术既可采用双抗体夹心法测抗原 ,又可用间接法、竞争法测抗体。在该技术基础上研制的胶体金

免疫层析试纸条、试剂盒操作起来方便快捷 ,应用前景广阔。

免疫胶金标记技术的发展已不仅仅局限在其作为示踪标志物的功能方面 ,已有关于放大检测信号

方法研究的报道。生物素 2亲和素系统应用于免疫金标记技术 ,带正电荷的链霉亲和素标记在带负电荷

的胶体金颗粒上 ,又能与生物素紧密结合 ,使检测信号在只有胶体金标记的基础上得到扩大 [ 14 ]。Hou

等 [ 15 ]利用缩氨酸与硝酸纤维素膜的相互作用固定生物素抗体于膜上 ,并分别采用有无银增强金标记技

术检测生物素化缩氨酸 ,无银增强检出限为 100 amol/mL,银增强金标记检出限可达 100 zmol/mL。

Tanaka等 [ 16 ]将一抗也标记上胶体金 ,作为信号增强子从而提高检测的灵敏度 ,可检测到人血清中

10 pg /mL HCG,达到了 EL ISA方法检测的灵敏度。Ambrosi等 [ 17 ]采用双标记方法将酶标二抗标记在胶

体金上 ,一个 15 nm的胶体金颗粒上可以标记约 10个酶标二抗分子 ,其检测灵敏度比常规 EL ISA方法

更高。

Nam等 [ 18 ]在免疫金标记技术的基础上发展了 BCA (B io2barcode amp lification)扩增技术 ,金颗粒表

面修饰了起信号放大作用的条形码 DNA和针对待测蛋白的抗体 ,磁微粒表面则修饰待测蛋白的另一种
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单克隆抗体。两者与待测蛋白形成复合结构 ,复合物经过磁场分离 ,金颗粒受热变性释放条形码 DNA ,

通过对其进行无 PCR或 PCR检测 ,间接检测目标蛋白 ,检出限分别达 30和 3 amol。经过多次信号放大

技术 ,克服了对酶促反应的依赖 ,检测灵敏度比 EL ISA高 103～106倍 ,并可同时检测多个蛋白 [ 19 ]。钟

晓琴等 [ 20 ]在 BCA方法的基础上 ,将胶体金免疫标记技术与酶免疫标记技术有效地结合起来 ,制备酶标

金探针。其灵敏度高且步骤简单 ,只需普通光学仪器即可检测蛋白质。通过对免疫金标记技术研究工

作的不断深入 ,必将使该技术的使用效果更佳 ,应用于更多的研究领域。

3　免疫胶体金标记技术的应用进展

早期免疫胶体金标记技术主要应用于光学显微镜观察细胞表面抗原进行组化研究 ,但因灵敏度低

而受到限制。 IGSS创立以后免疫金标记技术得到了广泛应用。目前 ,免疫胶体金标记技术在组化中的

应用已日趋普遍 ,胶体金探针的种类也越来越多。由于胶体金的高电子密度使其在电镜下清晰可辨 ,因此

该技术进一步在电镜上使用 ,由对组织细胞定位研究 ,进一步深入到了基因转录水平、基因表达的检测、

染色体的基因定位、特定核酸序列在细胞内的空间分布分析及核酸复制过程中的定性与定量分析等。

3. 1　免疫胶体金标记技术在免疫检测中的应用

免疫胶体金标记技术的逐步发展使其在免疫检测等许多领域已得到越来越多的应用。W ino等 [ 21 ]

分别制备核定位信号 NLS1及 NLS2抗体 ,电镜检测两种金标抗体在 A流感病毒 vRNP结构中的位点 ,

以了解二者运输 vRNP中的不同作用。检测结果显示 : 71%的 vRNPS上检测到 NLS1抗体 ,低于 10%

vRNPS上检测到 NLS2抗体。J iang等 [ 22 ]结合微阵列技术与免疫金标记技术检测弓形虫感染、风疹、巨

细胞病毒、泡疹 ( TORCH)对妊娠期妇女及胎儿危害极大的病毒 IgM抗体 ,检出限达 0. 24 mg/L ,操作方

便。在肿瘤诊断方面应用胶体金免疫电镜技术结合生物体视学和图像分析技术 ,探讨良恶性肿瘤和癌

前病变病理形态的定量诊断方法 ,使诊断的正确率明显提高。

由于胶体金具有肉眼可观测的红色 ,所以既可用于免疫电镜、光镜检测 ,又能作为指示物结合固相

载体用于体外免疫检测抗原或抗体的存在。在检测病原微生物方面 , Kalvatchev[ 23 ]最早利用胶体金标

记的抗立克次体的多克隆抗体、单克隆抗体及 IgY来检测标本中的斑点热群立克次体。Zhou等 [ 24 ]用胶

体金标记的猪繁殖与呼吸综合症病毒 ( PRRSV )蛋白 M及蛋白 N单克隆抗体 ,在硝酸纤维素膜上与二

抗构造夹心结构检测 PRRSV,检出限可达 7. 8 ×10
3～1. 6 ×10

4
TC ID50 /mL。

在检测疾病相关蛋白方面 , Guo等 [ 25 ]综合低密度蛋白阵列、银离子增强及双单克隆抗体夹心法对

心肌钙蛋白 I( cTn I)进行免疫检测 ,灵敏度接近 EL ISA,并节省大量时间。Cho等 [ 26 ]优化固相载体及抗

体孵化条件 ,用 5 nm胶体金颗粒标记 cTn I单克隆抗体 ,银离子增强检测效果后比常规快速检测方法灵

敏度提高近 51倍。Hu等 [ 27 ]研究了在单纳米颗粒模式下 ,用电感耦合等离子质谱技术 ( ICP2MS)检测

微孔板中 15 nm金颗粒标记的甲胎蛋白抗体 ,检出限达 0. 016μg/L。检测寄生虫方面也有报道 [ 28 ]
,激

素类及血、尿药物浓度等免疫检测项目国内外有商品化胶体金试纸条或试剂盒供应。

3. 2　免疫胶体金标记技术在环境检测中的应用

由于免疫胶体金标记技术不断地发展改进及其各种技术优势 ,已不仅仅局限应用在单一领域。近

年来在环境学科中的报道逐渐增多 ,主要体现在两方面 :一是利用免疫胶体金标记技术结合电镜等检测

技术 ,通过观察所测物质的微观结构形态、空间位点变化来揭示其作用机理或者检测宏观性能指标 ;二

是利用免疫层析技术制备免疫胶体金试纸条或试剂盒 ,现场快速检测进行定性、定量分析。

农药残留超标不仅污染农产品和生态环境 ,还将危及人体健康和生命安全。仪器分析农药残留样

品前处理时间较长 ,并不适于现场检测。利用胶体金制备的免疫层析试纸条或试剂盒以其快速、简便、

灵敏的特点已被逐渐应用于农药残留检测。甲胺磷是一种高效有机磷农药和杀虫剂 ,微量残留也会给

环境造成危害 , Shi等 [ 29 ]制备的甲胺磷免疫层析金标试纸条对甲胺磷有高度的检测特异性 ,可检测到

1. 0μg/mL的甲胺磷。羿国香等 [ 30 ]利用小分子 2蛋白复合物及非均等竞争原理制备氯嘧磺隆胶体金免
疫检测试纸条 ,用于土壤中氯嘧磺隆除草剂残留的现场快速检测 ,检出限可达 100μg/L,有助于避免其

残留毒性使下茬敏感作物受害。W ang等 [ 31 ]将杀虫剂西维因半抗原偶联在 KLH上作为免疫原 ,制备直
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流式及侧流式两种免疫金标检测试纸条 ,在 5 m in内检出限分别可达 50及 100μg /L。Guo等 [ 32 ]利用同

时针对呋喃丹和三唑磷两种物质的双特异性抗体 ,另外结合分别针对二者的单克隆抗体 ,制备了两种类

型的免疫金标试纸条来同时检测这两种农药残留物。结果显示 , 两种试纸条均有效 ,但第二种抗体制备

的试纸条更为敏感 ,在水样中对二者的检出限分别可达 32及 4μg/L。Kaur等 [ 33 ]以牛血清蛋白为载体蛋

白 ,经其赖氨酸残基联结除草剂阿特拉津半抗原 ,并经其半胱氨酸残基联结胶体金颗粒 ,利用这种半抗原 2
蛋白 2金颗粒复合物构造侧流式免疫检测试纸条可在 5 m in内检测水样中 1. 0μg/L级阿特拉津含量。

水体环境质量对人类生活有直接影响 ,操作简便、检测快速、灵敏度高及选择性好的水质检测方法

能极大提高检测效率。免疫胶体金标记技术便被逐渐应用在水质检测及有关污染物分析研究中。吲哚

美辛是一种非甾体抗炎药 ,长期将未代谢完的非甾体抗炎药排入水体 ,将会对水生生物造成危害 [ 34 ]。

L i等 [ 35 ]制备的快速免疫层析金标试纸条 ,在 10 m in内检测水样中吲哚美辛的检出限达 0. 1 ng/mL,且

在室温下可存放 8星期 ,适应于现场快速检测。小球隐孢子虫、贾第鞭毛虫会引起人类肠胃疾病 ,是水

质检测的指标。Rule等 [ 36 ]结合表面增强共振拉曼散射 ( SERRS)与免疫胶体金标记技术检测这两种病

原体 ,证明了两种技术的结合进行高灵敏度、多种物质同时检测的可行性。短裸甲藻毒素是一种与赤潮

有关的神经毒素。Zhou等 [ 37 ]利用胶体金标记的单克隆短裸甲藻毒素抗体制备了快速免疫层析试纸

条 ,在 10 m in的现场检测时间内检出限为 20μg/L。检测样中短裸甲藻毒素浓度在 10～4000μg/L的

范围内 ,试纸条检测区的颜色强度与短裸甲藻毒素浓度呈正相关。微囊藻毒素是由蓝藻产生的一种七

肽单环肝毒素 ,它通过食物链传递严重威胁人类健康。Young等 [ 38 ]将选取的一株蓝藻用一系列梯度乙

醇脱水处理后 ,用低温切片机切片进行金标记后 ,利用透射电镜检测微囊藻毒素在蓝藻细胞中的位点以

获取微囊藻毒素如何产生、作用机理及衰亡等信息。结果显示微囊藻毒素分布在类囊体、细胞原生质、

多磷体边缘及羧化体中 ,在细胞壁及多磷体内部分布较少。Gerbersdorf
[ 39 ]利用纯化的高特异性微囊藻

毒素抗体对微囊藻毒素进行免疫胶体金标记定位 ,检测在不同光强度、光密度、光谱范围下生长的蓝藻

细胞中微囊藻毒素的密度 ,发现光合有效辐射对微囊藻毒素的生物合成影响很大。

木质素是农作物秸杆及城市生活垃圾中一种常见的、难降解的物质 ,处理不当会造成极大的资源浪

费和环境污染。因此 ,木质素的研究逐渐引起人们的关注 [ 40 ]。He等 [ 41 ]利用紫外光显微镜、透射电镜

结合免疫胶体金标记 ,检测了杜仲次生木质部分化过程中木质素等组分在细胞壁分布的动态变化 ,结果

显示随着细胞次生壁的形成与木质化 ,木质素的分布逐渐扩展 ,其沉积出现不均匀的块状或片状沉积模

式。Joseleau等 [ 42 ]生物合成纯化的紫丁香基脱氢多聚体以制备紫丁香基木质素多克隆抗体 ,并利用免

疫胶体金标记技术对植物细胞中紫丁香基木质素进行定位检测 ,发现其在 S1层中分布较少 ,而在次生

细胞壁形成后期分布较多。该小组还分别标记木质素抗体和紫丁香基木质素抗体来检测应拉木中木质

素含量和结构组成的关系 ,认为应拉木凝胶层中木质素含量较少 ,但紫丁香基木质素结构含量较高 [ 43 ]。

研究表明 ,白腐真菌是降解木质素一类芳香化合物能力最强的微生物 [ 44 ]。白腐真菌通过自身分泌的酶

液的共同作用可迅速、有效地降解木质素 [ 45 ]。因此木质素降解酶成为研究热点 ,期望由此可了解微生

物降解木质素的机制。Daniel等 [ 46 ]将电镜技术与免疫胶体金标记技术相结合 ,检测白腐菌降解木质素

过程中分泌的关键酶液的空间分布及木质素的形态变化情况 ,结果显示酶分布与细胞壁结构的形态改

变有关 ,检测发现胞外粘液为酶液进入细胞壁降解区域起了重要作用。

4　展　望

随着城市化进程的加快 ,有机固体废物数量急剧上升。堆肥化是符合可持续发展的有机固体废物

处理方法 ,具有强大的生命力。免疫胶体金标记技术以其制备简单、适用范围广、安全等优势趋于商业

化应用 ,在免疫学、医学、食品科学等领域有着普遍应用 ,但该技术应用于堆肥环境研究的报道较少 ,特

别是应用于堆肥环境检测的研究。

堆肥化是微生物降解有机固体废物的过程 ,加强堆肥过程中微生物对有机固体废物的酶解作用便

成为堆肥快速腐熟的关键。而堆肥过程中微生物所产生的生物酶蛋白的研究还不完善 ,结合经济可行

性考虑 ,免疫胶体金标记技术在堆肥检测中的应用可以从以下几个方面开展研究 : (1)温度、pH值等环
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境因素会影响酶促反应的效果 ,利用免疫胶体金标记技术对不同环境因素下酶蛋白进行定位、定量检测

确定酶蛋白在堆肥基质中的最佳作用条件 ; (2)微生物降解有机固体废物过程中分泌的酶液并不是单

一的 ,采取双重或多重免疫胶体金标记检测不同酶蛋白在堆肥过程中作用的区别与联系 ,从而揭示其微

观作用机理 ,确定协同作用效果最佳的酶液组合 ; (3)有机固体废物降解是由酶液及多种小分子物质共

同协作完成。利用免疫胶体金标记技术在含有小分子物质类别及数量不等的基质环境下对酶蛋白进行

检测 ,确定小分子物质与酶液在堆肥过程中的协同作用机理 ,有助于提高酶液降解有机固体废物的效

率 ; (4)有机固体废物在降解过程中会发生物理形态等变化 ,实时检测不同基质条件变化下酶蛋白的作

用位点及数量 ,对堆肥过程酶促降解作用的研究具有积极意义。随着技术的日趋成熟 ,进一步提高免疫

胶体金标记技术的定位检测特异性及定量检测精确性 ,将使该技术在深入认识生物酶蛋白作用机制等

堆肥检测任务中发挥重要作用。
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D etection Ba sed on Imm unogold Labeling Techn ique and

Its Expected Applica tion in Com posting

LA I Cui, ZENG Guang2M ing3 , HUANG Dan2L ian, FENG Chong2L ing,

HU Shuang, SU Feng2Feng, ZHAO Mei2Hua, HUANG Chao, W E I Zhen

(College of Environm enta l Science and Engineering, Hunan U niversity, Key Laboratory of Environm enta l B iology

and Pollu tion Control, Hunan U niversity, M in istry of Educa tion, Changsha 410082)

Abstract　Gold nanoparticle has been widely used as a good labeling substance. Subsequently, increasing

concern has been paid to immunogold labeling technique which has high sensitivity, simp le p rocedure and

rap id detection in immunoassay. The basic p rincip le, p reparation methods and important developments of

immunogold labeling technique were introduced in this article. In addition, the new app lications and p rospects

of immunogold labeling technique in compost detection were p roposed based on the app lications in immunoas2
say and environmental analysis.

Keywords　Colloidal gold; Labeling; Immunoassay; Composting; Review
(Received 19 October 2009; accep ted 28 December 2009)

419　　 分 析 化 学 第 38卷


