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  摘 要:目的 制备具有过氧化物酶活性的钯纳米粒子,并初步探讨其应用于尿酸检测的可行性。方法 通

过简单的一步法化学反应合成具有氢键超分子结构的钯纳米粒子复合物(MCA-Pd
 

NPs),应用比色分析方法

检测其过氧化物酶活性。再设计一系列的试验寻找到纳米粒子应用于尿酸检测体系的最佳反应时间、温度、试

剂用量等,并通过制作尿酸标准曲线、检测临床血清标本来探索其临床应用的可行性。结果 成功合成性质稳

定、具有强过氧化物酶活性的 MCA-Pd
 

NPs,并能取代辣根过氧化物酶应用到尿酸检测体系中,检测体系的最

佳试剂用量为100
 

μL
 

MCA-Pd
 

NPs(0.105
 

mg/mL)和50
 

μL
 

ABTS2-(90
 

mmol/L),最佳反应温度为37
 

℃,
最佳反应时间为20

 

min。纳米粒子比色法检测的5份临床血清标本与日立7600生化分析仪检测结果相一致,
与临床诊断相符合。结论 钯纳米粒子制作过程简单、性质稳定、类过氧化物酶活性强,并基于该纳米粒子和

尿酸酶建立了一种可初步应用于临床血清标本尿酸检测的比色分析方法。
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Abstract:Objective To

 

prepare
 

palladium
 

nanoparticles
 

with
 

peroxidase
 

activity
 

and
 

use
 

in
 

uric
 

acid
 

de-
tection

 

preliminaryly.Methods Synthesis
 

of
 

the
 

palladium
 

nanoparticles
 

with
 

hydrogen
 

bonding
 

supramolecu-
lar

 

structure
 

by
 

a
 

simple
 

one-step
 

reaction
 

and
 

the
 

peroxidase
 

activity
 

was
 

detected
 

using
 

the
 

colorimetric
 

anal-
ysis.To

 

find
 

the
 

optimum
 

reaction
 

time,temperature,dosage
 

of
 

regents
 

of
 

uric
 

acid
 

detection
 

system
 

involving
 

palladium
 

nanoparticles
 

through
 

a
 

series
 

of
 

experiments.To
 

explore
 

the
 

feasibility
 

of
 

its
 

clinical
 

application
 

by
 

standard
 

curve
 

production
 

and
 

clinical
 

serum
 

samples
 

test.Results Successfully
 

synthesised
 

the
 

palladium
 

nanoparticles
 

with
 

stability
 

and
 

high
 

peroxidase
 

activity
 

and
 

could
 

be
 

applied
 

in
 

the
 

uric
 

acid
 

detection
 

system
 

instead
 

of
 

horseradish
 

peroxidase.The
 

best
 

dosage,optimum
 

reaction
 

temperature
 

and
 

time
 

of
 

this
 

system
 

was
 

100
 

μL
 

MCA-Pd
 

NPs
 

(0.105
 

mg/mL)
 

and
 

50
 

μL
 

ABTS2-
 

(90
 

mmol/L),37
 

℃,20
 

min
 

respectively.The
 

re-
sults

 

of
 

5
 

clinical
 

serum
 

samples
 

of
 

palladium
 

nanoparticles
 

colorimetric
 

analysis
 

were
 

consistent
 

with
 

those
 

of
 

Hitachi
 

7600
 

biochemical
 

analyzer,being
 

in
 

keeping
 

with
 

the
 

clinical
 

diagnosis.Conclusion The
 

palladium
 

nanoparticles
 

has
 

the
 

characteristics
 

of
 

making
 

simply,stable
 

nature
 

and
 

strong
 

peroxidase
 

activity,a
 

colori-
metric

 

analysis
 

is
 

successfully
 

established
 

basing
 

on
 

palladium
 

particles
 

and
 

uric
 

acid
 

enzyme
 

to
 

test
 

uric
 

acid.
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  过氧化物酶是一类以过氧化氢为电子受体催化

底物氧化的氧化还原酶,它们能催化很多反应,大部

分的过氧化物酶都由植物、真菌或细菌产生,如辣根

过氧化物酶(HRP)、木质素过氧化物酶、酵母细胞色

素C过氧化物酶等[1-5],它们被广泛应用于临床检验

项目的检测,是试剂盒显色体系中的关键成分。然

而,天然过氧化物酶属于蛋白,在实际应用中也存在

许多不足,随着纳米医学技术的不断发展,越来越多

的研究者致力于寻找或设计出可替代天然过氧化物

酶的材料,如纳米模拟酶,指模拟具有天然过氧化物

酶的特定催化活性的纳米材料,它们既具备天然过氧

化物酶的优良催化活性,又弥补了天然过氧化物酶的
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各种不足,可应用于各种物质的检测。AMOURIZI
等[6]通过化学还原法合成具有过氧化物酶活性的金

纳米粒 子 PVA-GNPs,可 通 过 比 色 法 进 行 氟 离 子

(F-)、溴离子(Br-)
 

和碘离子(I-)
 

等负离子的检测。
WU等[7]通过简单而高效的方法合成的氧化亚铜

(Cu2O)纳米粒子表现出极高的类过氧化物酶活性,
可应用于检测葡萄糖和胆固醇。SHI等[8]的研究利

用二价铜离子和氮掺杂石墨烯量子点,在碱性条件下

合成的纳米复合材料展现出来的类过氧化物酶活性

远高于纯Cu2O
 

纳米粒子和天然过氧化物酶POx,且
该研究基于尿酸酶建立了一种用于微量尿酸检测的

化学发光法。本研究自行设计合成具有氢键超分子

结构的钯纳米粒子复合物(MCA-Pd
 

NPs),并应用到

尿酸检测中,以初步探讨其对临床血清标本中尿酸进

行检测的可行性。
1 材料与方法

1.1 标本来源 5份血清标本均来自广东省第二人

民医院门诊及住院患者,3
 

000
 

r/min离心5
 

min,2
 

h
内检测。
1.2 仪器与试剂 30%过氧化氢(H2O2)溶液购自

国药集团化学试剂有限公司;三聚氰胺(C3N6H6)、三
聚氰酸(C3H3N3O3)购自比利时 Acros

 

Organics公

司,无 水 柠 檬 酸 (C6H8O7 )、无 水 乙 酸 钠

(CH3COONa)、醋酸(CH3COOH)购自阿拉丁试剂

(上海)有限公司;氯化钯(PdCl2)、2,2'-连氮基-双-(3-
乙基苯并二氢噻挫啉-6-磺酸)二铵盐(ABTS2-)购自

上海生工生物工程有限公司;浓盐酸购自广州化学试

剂厂;尿酸标准品购自阿拉丁试剂(上海)有限公司;
HRP购自Sigma公司;尿酸酶购自上海瓦兰生物科

技有限公司;试验过程中所用的水皆为超纯水,且所

用试剂均为分析纯。UV-2550
 

紫外-可见分光光度计

购自日本岛津公司;GZX-9146数显鼓风干燥箱购自

上海博迅实业有限公司医疗设备厂;Optima
 

MAX-
XP台式超速离心机购自美国 Beckman

 

Coulter公

司;
 

B-260恒温水浴锅购自上海亚荣生化仪器厂;85-2
型恒温磁力搅拌器购自巩义市予华仪器有限责任公

司;电子天秤购自赛多利斯科学仪器有限公司;日立

7600生化分析仪及配套试剂购自北京利德曼生化股

份有限公司。
1.3 方法

1.3.1 MCA-Pd
 

NPs的合成 在洗净、烘干的150
 

mL的烧杯中加入10
 

mL的C3N6H6 溶液,不断搅拌

情况下,同时再将0.4
 

mL的50
 

mmol/L
 

H2PdCl4 加

入上述C3N6H6 溶液中;然后,将10
 

mL的10
 

mmol/
L

 

C3H3N3O3 加入上述混合液中;最后,在混合液中

加入0.8
 

mL的50
 

mmol/L
 

C6H8O7。可以观察到混

合液中开始出现黄色沉淀物,在室温下持续搅拌12
 

h
后,即可合成具有氢键超分子结构的 MCA-Pd

 

NPs,
可以用于后续试验。

1.3.2 比色分析 所有标本的比色分析均使用UV-
2550紫外-可见分光光度计完成,每一批检测都同时

设置空白管作为参比溶液,在参比池和测试池中同时

放置参比溶液对仪器进行基线校正,然后依次将样品

放入测试池中进行检测,记录吸光度值。
1.3.3 尿酸标准曲线制备 准确称取适量的尿酸标

准品,用超纯水溶解并定容至刻度,充分摇匀,此溶液

为5
 

mmol/L尿酸标准储备液,于
 

4
 

℃保存;临用前,
将尿酸标准储备液用超纯水稀释至1

 

mmol/L,此为

尿酸标准应用液。分别用超纯水稀释配制成0.1、
0.2、0.4、0.6、0.8

 

mmol/L的尿酸标准系列溶液。进

行比色分析,每个水平重复测定3次,取吸光度值的

均值为纵坐标,以尿酸水平(μmol/L)为横坐标,绘制

尿酸标准曲线,并计算回归方程。
1.3.4 临床标本检测 5份临床血清标本分别用本

试验建立的尿酸检测体系和日立7600生化分析仪进

行尿酸水平检测,严格按照试剂盒说明书操作。
1.3.5 MCA-Pd

 

NPs的稳定性检测 新合成的

MCA-Pd
 

NPs放 置 于 室 温,用 反 应 体 系 20
 

μL
 

1
 

mmol/L
 

H2O2+100
 

μL
 

0.105
 

mg/mL
 

MCA-Pd
 

NPs+50
 

μL
 

ABTS2-,每隔5
 

d检测一次酶活性,比
色法检测吸光度值越高说明酶活性越强,连续检测6
次共30

 

d。
1.3.6 尿酸检测体系的建立 参考常用于尿酸检测

的尿酸酶-过氧化物酶偶联法,为了检测 MCA-Pd
 

NPs在尿酸检测体系中发挥过氧化物酶的催化作用,
应用HRP作为参照在室温条件下设计了如下试验:
(1)a管,10

 

μL
 

蒸馏水+50
 

μL
 

1.6
 

g/L尿酸酶+100
 

μL
 

2
 

000
 

U/L
 

HRP+50
 

μL
 

90
 

mmol/L
 

ABTS2-;
(2)b管,10

 

μL
 

310
 

μmol/L
 

尿酸+50
 

μL
 

1.6
 

g/L尿

酸酶+100
 

μL
 

2
 

000
 

U/L
 

HRP+50
 

μL
 

90
 

mmol/L
 

ABTS2-;(3)c管,10
 

μL
 

310
 

μmol/L
 

尿酸+50
 

μL
 

1.6
 

g/L
 

尿酸酶+100
 

μL
 

0.105
 

mg/mL
 

MCA-Pd
 

NPs+50
 

μL
 

90
 

mmol/L
 

ABTS2-;(4)d管,50
 

μL
 

蒸

馏水+50
 

μL
 

1.6
 

g/L 尿 酸 酶 +100
 

μL
 

0.105
 

mg/mL
 

MCA-Pd
 

NPs+50
 

μL
 

90
 

mmol/L
 

ABTS2-。
1.3.7 尿酸检测体系条件优化 (1)MCA-Pd

 

NPs
和ABTS2-用量的确定,为保证反应体系中 MCA-Pd

 

NPs和ABTS2-足量,但同时不能浪费材料,先同时

固 定 H2O2 溶 液 (1
 

mmol/L)和 ABTS2- (90
 

mmol/L)的用量分别为20
 

μL和80
 

μL,各反应管加

入不 同 体 积 的 MCA-Pd
 

NPs(20、40、80、160、250
 

μL),在420
 

nm 波 长 处 检 测 吸 光 度 值;接 着 固 定

H2O2 溶 液 (1
 

mmol/L)和 MCA-Pd
 

NPs(0.105
 

mg/mL),用量分别为20
 

μL
 

和100
 

μL,各反应管加

入不同体积的 ABTS2- (10、20、40、80、120
 

μL),在
420

 

nm波长处检测吸光度值。(2)反应温度和时间

的确定,为确定最佳反应温度设计如下试验:4管混合

液(10
 

μL
 

310
 

μmol/L尿酸标准品+50
 

μL
 

1.6
 

g/L
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尿酸酶+100
 

μL
 

0.105
 

mg/mL
 

MCA-Pd
 

NPs+50
 

μL
 

90
 

mmol/L
 

ABTS2-)分别在室温25
 

℃、水浴锅

37
 

℃、水浴锅42
 

℃、水浴锅50
 

℃反应30
 

min,对它

们在420
 

nm下的吸光度值进行测定分析。通过设计

以下试验来确定体系的最佳反应时间:10
 

μL
 

300
 

μmol/L尿酸标准应用液+50
 

μL
 

1.6
 

g/L尿酸酶+
 

100
 

μL
 

0.105
 

mg/mL
 

MCA-Pd
 

NPs+50
 

μL
 

ABTS2-
 

,共5管反应管混匀,于37
 

℃分别反应5、10、
20、30、40

 

min,对它们在420
 

nm处的吸光度值进行

测定分析。
1.3.8 临床标本检测 参考尿酸临床检测范围,选取

6个工作标准液点建立标准曲线;在最佳反应条件下检

测5份临床血清标本,并与临床日立7600生化分析仪

检测结果进行比较,检测严格按试剂盒说明书操作。
1.4 统计学处理 采 用 Microsoft

 

Excel2003和
 

SSPS17.0统计软件进行数据处理和统计学分析,不
同方法检测的结果比较采用配对样本t检验,以P<
0.05为差异有统计学意义。

 

2 结  果

2.1 过氧化物模拟酶活性检测结果 a管液体在

420
 

nm处有明显的特征吸收峰,而b管和c管液体在

420
 

nm处几乎没有吸收,与肉眼观察结果相符,只有

当ABTS2-、MCA-Pd
 

NPs和 H2O2 同时存在时,才
能将无色的 ABTS2- 变为绿色自由基 ABTS-,而在

420
 

nm处有特征吸收峰。
2.2 MCA-Pd

 

NPs的稳定性检测结果 到第30天

时吸光度值仍为2.11,与第1天检测的吸光度值

2.185差别微小。
2.3 尿酸检测体系的建立情况 肉眼可见b和c两

管液体由无色转变为绿色,而a和d两管液体仍表现

为无色,使用紫外-可见分光光度计在420
 

nm波长处

分别对4管混合液进行吸光度值检测,b和c两管液

体均有较高的吸光度值,而a、c两管液体在420
 

nm
处几 乎 没 有 吸 收,与 肉 眼 观 察 结 果 相 符,见 图1,
MCA-Pd

 

NPs具有与 HRP相似的过氧化物酶活性,
能应用到尿酸检测体系中。

  注:a为蒸馏水+尿酸酶+HRP+ABTS2-;b为尿酸+尿酸酶+
 

HRP+ABTS2-;c为尿酸+尿酸酶+MCA-Pd
 

NPs+ABTS2-;d为蒸

馏水+尿酸酶+MCA-Pd
 

NPs+ABTS2-。

图1  尿酸检测体系中不同试验管的吸光度值

2.4 尿酸检测体系条件的优化情况 (1)MCA-Pd
 

NPs和 ABTS2- 用 量,检 测 发 现 MCA-Pd
 

NPs和

ABTS2-用量分别为80
 

μL和40
 

μL时吸光度值即达

到最高值,后面随着用量增加,吸光度值没有增加。
在该检测体系中20

 

μL
 

1
 

mmol/L
 

H2O2 要被完全催

化还原并表现为溶液颜色的改变,需要 MCA-Pd
 

NPs
体积>80

 

μL、ABTS
2- 体积>40

 

μL,因此,在后面的

检测 体 系 中 将 MCA-Pd
 

NPs(0.105
 

mg/mL)和

ABTS2-(90
 

mmol/L)用量分别固定为100
 

μL和50
 

μL。(2)最佳反应温度,在25~37
 

℃时,反应体系随

着温度升高而吸光度值增强,在37~50
 

℃时,吸光度

值随着温度升高而减弱,MCA-Pd
 

NPs及尿酸酶的酶

活性在37
 

℃达到最优,选择37
 

℃为体系的最佳反应

温度。(3)最佳反应时间,反应体系随着温育时间延

长而吸光度值增强,在达到20
 

min以后,吸光度值随

着时间的延长而升高不明显,为了缩短反应时间,使
检测体系更具有实用性,选择20

 

min这个时间点为

体系的最优温育时间。见图2。

图2  检测体系在不同时间点的吸光度值变化

2.5 临床血清标本检测结果 临床血清标本检测结

果与临床常用生化分析仪检测结果比较,差异无统计

学意义(P>0.05),临床诊断为痛风的2例患者(标本

4和标本5)血清尿酸水平均明显升高,见表1,该检测

体系初步应用于检测临床血液标本是可行的。
表1  两种检测方法检测血清中尿酸的水平(μmol/L)

检测方法 标本1 标本2 标本3 标本4 标本5

日立7600生化分析仪检测法 115 270 358 487 636

纳米粒子比色法 110 258 369 471 623

3 讨  论

纳米材料具有表面效应、量子尺寸效应、体积效

应及宏观量子隧道效应等优越性能,在尺寸、形状和

表面电荷等方面与天然过氧化物酶具有一定的相似

性,许多纳米材料如四氧化三铁磁性纳米粒子(Fe3O4 

MNPs)、贵金属纳米粒子、碳基纳米材料等被发现具

有过氧化物酶活性,并被应用到生物传感、免疫分析、
癌症诊断与治疗、神经保护、环境治理等领域[9-11]。本

研究自行设计合成的 MCA-Pd
 

NPs通过化学反应将

钯纳米粒子固定在C3N6H6 和C3H3N3O3 形成的氢

键超分子骨架上(MCA),MCA本身不具备内在的过

氧化物催化活性,但是由于 MCA的氢键超分子结构,
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使它在促进纳米粒子的催化活性上起到了关键的作

用[12-13],MCA上面的活性位点使微小颗粒的钯纳米

粒子吸附稳定,并避免了钯纳米粒子的聚集,同时氢

键超分子结构为微小颗粒的钯纳米粒子提供了模拟

酶骨架,因而具有非常强而稳定的类过氧化物酶催化

活性,能催化 H2O2 产生某种中间物质,从而进一步

氧化ABTS2-至 ABTS-,使溶液颜色由无色转变成

绿色,见图1,与文献[14-16]报道的具有过氧化物模

拟酶活性的纳米材料能促进过氧化氢分解产生具有

强氧化性的羟基自由基而氧化底物的说法相一致。
过氧化物酶作为临床检验试剂中的常用酶,被广

泛应用于各种临床检测方法中,但是由于天然过氧化

物酶具有性质不稳定,在生物体的水平较低,提纯及

储存较困难,在过酸、过碱及高温条件下容易失活等

缺点,导致天然过氧化物酶的使用条件变得苛刻,因
此限制了它的实际应用[17-19]。而纳米材料模拟酶能

够模拟天然过氧化物酶的活性,并弥补了天然过氧化

物酶的许多不足,具有制备简单,制造及储存成本低,
容易大规模生产和保存运输,对外界环境耐受性强,
性质比较稳定,不易失活等优点。而本试验设计合成

的 MCA-Pd
 

NPs具备制作简单,易于保存,稳定性

好,过氧化物酶活性高等与以上所述优点相符合的特

性。为进一步证明 MCA-Pd
 

NPs酶活性的实用性,将
其应用到基于尿酸酶的比色法尿酸检测体系中,考虑到

检测体系会受到反应物用量、反应温度及温育时间等因

素的影响,通过设计一系列的试验来寻找到该检测体系

的最优反应条件,并在最优反应条件下进行血清标本的

检测,检测结果与临床诊断相符合,为下一步扩大标本

量的临床试验奠定了坚实可靠的试验基础。
目前,临床上常用于血清尿酸检测的方法主要是

尿酸酶-过氧化物酶耦联法[20-22]。本试验将自行设计

合成的具有类过氧化物酶活性的 MCA-Pd
 

NPs取代

天然过氧化物酶应用到尿酸检测体系中,对该体系进

行了改进,只需要加入一种底物ABTS2- 来替代常规

方法中的3,5-二氯-2-羟苯磺酸(DHBS)和4-氨基安

替比林(4-AAP),就能对血清中的尿酸水平进行定量

检测,使检测体系简单化,同时减少影响因素,降低试

剂成本,具有实际意义。此外,临床中的许多常规检

验项目,如尿酸、血糖、5'-核苷酶、总胆固醇、三酰甘

油、高密度脂蛋白胆固醇和低密度脂蛋白胆固醇等物

质的检测原理都涉及过氧化物酶,若能将本课题组自

行合成的 MCA-Pd
 

NPs应用到实际的临床实验室检

测工作中,具有非常重要而广泛的实用价值。
4 结  论

本研究通过简单的一步法合成了性质稳定、类过

氧化物酶活性强的 MCA-Pd
 

NPs,一系列的试验研究

证明了 MCA-Pd
 

NPs具有与 HRP相当的强而稳定

的酶活性,并由此建立一种可初步应用于临床血清标

本尿酸检测的比色法。
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者和50%的住院患者感染的病原菌为大肠埃希菌,但
也有少部分患者感染金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞

菌、念珠菌等。传统的尿路感染诊断依靠尿液分析、
尿沉渣技术、革兰染色镜检和细菌培养等,但目前临

床更偏向于使用快速准确的检测技术。有研究对尿

路感染的220份尿液标本进行常见的 MALDI-TOF
 

MS直接鉴定,当菌量>105
 

CFU/mL时,鉴定到属的

检出率为92.7%,鉴定到种的检出率为91.8%,特别

是对大肠埃希菌的鉴定,检出率达到97.6%,检出时

间也极大缩短[12]。临床上尿液标本的培养一般需要

24
 

h,应用 MALDI-TOF
 

MS则可以快速完成菌种的

鉴定。对于混合菌感染的尿液标本,MALDI-TOF
 

MS也可报告优势菌,节省了分纯培养的时间,为获得

更好的治疗争取了时间并减少了费用。而16sRNA
扩增技术的灵敏度与培养结果具有很好的一致性;并
且在诊断使用过抗菌药物的患者标本中,具有更多的

优越性[13]。
4 结  论

MALDI-TOF
 

MS的推广和使用,不仅能优化检

验流程,还可以节省大量的成本和时间,快速准确地

鉴定病原菌,对临床细菌感染的诊断及治疗具有重大

意义。
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