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表面等离子共振技术在抗原抗体相互作用中的研究
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　　表面等离子共振（ＳＰＲ）技术是利用生物大分子间的特异

性结合进行分子识别，并通过光激励分子识别光输出电输出

的途径，完成分子间相互作用的信息传递与检测［１］。１９０２年，

Ｗｏｏｄ
［２］发现光波通过光栅后，光频谱发生小区域损失（“Ｗｏｏｄ

异常”）；１９７１年Ｋｒｅｔｓｃｎｎ
［３］提出Ｋｒｅｓｃｈｍａｎｎ结构，为ＳＰＲ传

感器奠定基础；１９８３年Ｌｉｅｄｂｅｒｇ等
［４］将ＳＰＲ技术用于抗原抗

体的相互作用研究；１９９０年，Ｂｉａｃｏｒｅ公司成功研发出人类一台

ＳＰＲ生化分析仪器，使ＳＰＲ传感技术的研究获得了迅速的

发展。

ＳＰＲ技术具有诸多优点：（１）免标记，消除了标记物对待

测物结构的影响和对检测反应造成干扰的可能性。（２）实时、

连续检验。（３）样本要求低，对混浊，不透明或者有色的溶液也

可实现检测。（４）已广泛成功应用于免疫学、蛋白质组学、药物

筛选、细胞信号转导等领域。

１　表面等离子体共振原理

　　当入射光以临界角入射到两种不同折射率的介质界面，

ＳＰＲ反应原理如图１所示（见《国际检验医学杂志》网站主页

“论文附件”）时，可引起金属自由电子的共振，由于共振致使电

子吸收了光能量，从而使反射光在一定角度内大大减弱。其

中，使反射光在一定角度内完全消失的入射角称为ＳＰＲ角。

ＳＰＲ随表面折射率的变化而变化，而折射率的变化又和结合

在金属表面的生物相对分子质量成正比［５］。因此，可以通过获

取生物反应过程中ＳＰＲ角的动态变化，得到生物分子之间相

互作用的特异性信号。

抗原抗体相互作用的时候，将抗原或抗体偶连在传感芯片

上，将含有分析物的样品利用蠕动泵以恒定的流速通过传感芯

片表面，若发生抗原抗体的结合反应，会导致传感芯片表面分

子浓度的变化。将 ＳＰＲ 信号的改变以时间对信号响应

（ｍＤｅｇ）连续作图，记录反应过程。结合过程包括以下几个不

同阶段：（１）注入缓冲液，稳定基线，活化传感芯片表面的羧

基；（２）注射抗原或抗体偶连在传感芯片上，用封闭剂封闭未

活化的羧基，再注射将含有分析物用样品发生抗原抗体结合反

应；（３）注入缓冲液，进行解离反应；（４）用再生剂对传感芯片再

生，使传感芯片可以进行反复多次实验。见图２（见《国际检验

医学杂志》网站主页“论文附件”）

２　抗原抗体反应相互作用中的研究

　　现代检验医学的发展离不开日新月异的新技术，表面等离

子共振技术在研究抗原抗体相互作用时与传统的ＥＬＩＳＡ方法

比较具有无标记，实时，连续等优点。可以，用来检测和监测多

种抗原抗体相互作用。陈泽忠等［６］利用表面等离子共振技术

对乙肝表面抗原进行测定，实验结果表明 ＳＰＲ 生物传感器

ＨＢｓＡｇ的检出限为０．０６ｎｇ／ｍＬ，而ＥＬＩＳＡ法对 ＨＢｓＡｇ的检

出限通常为１ｎｇ／ｍＬ，这说明ＳＰＲ生物传感器有较高检测灵

敏度。在相同条件下，用该 ＳＰＲ 生物传感器对 ＨＢｓＡｇ质控

血清与纯化的 ＨＢｓＡｇ溶液进行比较检测，结果表明该 ＳＰＲ

生物传感器对 ＨＢｓＡｇ具有好的特异选择性。Ａｌｔｉｎｔａｓ等
［７］利

用双抗体夹心法这种传统免疫测定方法基于ＳＰＲ生物传感器

对肿瘤标志物ＣＥＡ进行检测，发现ＣＥＡ的动态检测范围是

３～４００ｎｇ／ｍＬ，而ＣＥＡ最低检出浓度３ｎｇ／ｍＬ。Ｄｕｔｒａ等
［８］

利用表面等离子共振技术用来检测心肌肌钙蛋白Ｔ（ｃＴｎＴ），

发现ｃＴｎＴ的线性范围为０．０５～４．５ｎｇ／ｍＬ。这些都说明了

表面等离子共振技术在临床医学检验领域有广阔的应用前景。

而传统的直接利用ＳＰＲ生物传感器检测抗原抗体相互作用，

当抗原或是抗体浓度过低时，无法测量到很小的折射率的变

化，阻碍了其在精密检测中应用。为了，进一步提高表面等离

子共振技术灵敏度，增强稳定度，让其能广泛用于临床实际工

作，采用以下多种新方法。

２．１　表面修饰技术　随着表面等离子共振技术研究不断深

入，芯片表面修饰传统的羧甲基葡聚糖凝胶矩阵已不能满足表

面等离子共振技术的检测水平要求。为了提高抗原抗体的结

合能力，对芯片表面修饰至关重要。Ｅｎｒｉｃｏ等
［９］在芯片表面修

饰巯基十一酸后，再包被蛋白 Ａ，嗜肺军团菌的抗体用来检测

嗜肺军团菌，在检测１０３～１０６ＣＦＵ／ｍＬ嗜肺军团菌时，发现检

出最低浓度是１０３ＣＦＵ／ｍＬ，在提高检验的灵敏度的同时，与

酶联免疫吸附测定与聚合酶链式比反应缩短了检测时间。石

墨烯［１０］是一种从石墨材料中剥离出的单层碳原子面材料，是

碳的二维结构，这种石墨晶体薄膜的厚度仅０．３３５ｎｍ，是目前

世上最薄却也是最坚硬的纳米材料。近年来，石墨烯及其衍生

物氧化石墨烯（ＧＯ）在生物医学领域得到了极大的应用。氧化

石墨烯表面富含羧基、环氧基、羟基等功能团，且其体表面积大

和卓越的生物相容性［１１］。氧化石墨烯的芯片表面修饰开拓提

高表面等离子共振技术灵敏度的一个新的领域。Ｃｈｉｕ等
［１２］利

用８巯基辛酸（ＡｕＭＯＡ）的包被芯片与半胱胺盐酸盐（Ａｕ

Ｃｙｓ）ＧＯ修饰的芯片用来比较与牛血清白蛋白（ＢＳＡ）的结合

能力，发现２ｍｇ／ｍＬ的ＧＯ包被芯片可以结合１００ｐｇ／ｍＬ的

ＢＳＡ，而传统的 ＡｕＭＯＡ（８巯基辛酸）的包被芯片只能结合

１０ｎｇ／ｍＬ的ＢＳＡ。说明用ＧＯ包被后的芯片具有高灵敏度和

低检出限的优势。Ｚｈａｎｇ等
［１３］在金膜表面修饰硫化乙醇胺后

包被氧化石墨烯，利用金纳米棒和抗体连接检测转铁蛋白，发

现转铁蛋白的浓度在０．０３７５～４０μｇ／ｍＬ有很好的响应，浓度

为０．０３７５μｇ／ｍＬ的转铁蛋白也可以被检测出来，与使用金膜

包被检测转铁蛋白的传统方法相比，其检测灵敏度提高了３２

倍。这种方法还具有普适性，通过改变表面修饰抗体可实现对

其他蛋白质的检测，可以更加广泛适用于临床实验室的检验
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工作。

２．２　减少非特异性吸附技术　研究抗原抗体相互作用时，非

特异性吸附是实验过程中一大难点问题。非特异性吸附在多

数情况下难以完全消除，其带来的信号叠加在分子间特异性结

合的信号上，严重影响正常的分析。以下几种方法在减少非特

异性吸附中发挥着重要的作用：（１）在缓冲液中加入ＰＢＳＴ
［１４］

（０．０５％ Ｔｗｅｅｎ２０，ｐＨ７．４）是防止非特性吸附的有效方法之

一；（２）随着科学技术的日新月异，用惰性封闭试剂或具巯基化

合物来组成非吸附性表面也是抑制非特异性吸附的经常一种

新方法。Ｕｌｕｄａｇ等
［１５］利用ＢＳＡ对芯片表面进行封闭，利用

ＥＡ（乙醇胺）对未活化的ＮＨＳ脂（羟基琥珀酰亚胺）进行封闭，

减少非特性吸附。Ｕｃｈｉｄａ等
［１６］利用聚乙二醇（ＰＥＧ）这种巯基

化合物构建非特异性吸附表面也可起到突出作用；（３）近年来，

可移除膜封闭技术是一种降低非特异性吸附的有效方法 。杨

彦等［１７］利用双十二烷基二甲基溴化铵制备可移除型保护膜。

该保护膜具有良好的稳定性和重现性，提高了对球蛋白的抑制

效果。这些减少非特异吸附的技术，为实现更加灵敏的免疫分

析提供一种新的方法。

２．３　信号放大技术　一些小分子的分析物因为浓度低而引起

很小的折射率改变，很难用表面等离子共振技术传统的方法检

测出来。为了提高表面等离子共振技术灵敏度，增大这些小分

子分析物的反应信号，更好为临床检验工作服务。采用以下方

法增大反应信号进行检测。Ｌｉａｎｇ等
［１８］将ＳＰＲ生物传感器与

使用ＥＬＡＳＥ中经典的双抗体夹心法联用，把Ｆｅ３Ｏ４＠Ａｕ磁性

纳米粒子与第二抗体相连，来检测甲胎蛋白（ＡＦＰ），发现 ＡＦＰ

的检出限是０．６５ｎｇ／ｍＬ，在１～２００ｎｇ／ｍＬ有很好的线性关

系。Ｍａｎｉ等
［１９］发现抗体连接超顺粒子与抗原结合的结合常

数与单独抗原抗体结合常数相比增加一百倍。利用这种与抗

体相结合的超顺粒子检测相应的抗原检出限可低至ＦＭ／Ｌ到

ＡＭ／Ｌ水平。Ｗａｎｇ等
［２０］利用金／银合金的纳米复合材料检测

ＩｇＧ蛋白，发现ＩｇＧ蛋白０．１５～４０μｇ／ｍＬ时会展现出一个很

好的响应，用这种方法检测出ＩｇＧ蛋白最低浓度是０．１５μｇ／

ｍＬ。这些方法应用不断提高表面等离子共振技术灵敏度，为

ＳＰＲ生物传感器检测小分子分析物提供了一个良好的契机。

生物素亲和素系统（ＢＡＳ）是７０年代末发展起来的一种

新型生物反应放大系统。ＢＡＳ已成为目前广泛用于微量抗

原、抗体定性、定量检测及定位观察研究的新技术。Ｔｅｒａｍｕｒａ

等［２１］将链霉亲和素和纳米珠相连与亲和素标记的第二抗体，

芯片表面修饰的第一抗体使用双抗体夹心法检测脑利钠肽

（ＢＮＰ），这种方法可以发现更低浓度的ＢＮＰ，可以检测出１００

ｐｇ／ｍＬ的ＢＮＰ，可以适用于临床标本的检测，为疾病的早期诊

断提供了一种新的方法。Ｓｏｅｌｂｅｒｇ等
［２２］将ＩＭＢ（超顺磁的磁

珠）ＳＰＲ体系与生物素－亲合素系统联用检测ＳＥＢ（葡萄球菌

肠毒素），发现低浓度的ＳＥＢ（１００ｐｇ／ｍＬ）在缓冲液和实际样

本中都可以实验检测。这些方法说明了生物素－亲合素系统

不仅可以应用于小分子分析物，而且可以和ＩＭＢＳＰＲ体系联

用，进一步放大反应信号，这为ＳＰＲ技术应用于现代医学研究

奠定了新的平台。

３　总结与展望

　　表面等离子共振（ＳＰＲ）近年来迅速发展起来的一种用于

分析生物分子相互作用的一项高新技术。它拥有免标记，实时

连续检测，无损伤检测等优点，广泛应用于免疫学、蛋白质组

学、药物筛选、细胞信号转导等多个领域。但是，ＳＰＲ免疫传

感技术在降低检测成本，尤其是传感芯片的成本，提高生物样

本检测性能及实现高通量复合型检测等方面仍具有很大的改

进空间［２３］。当前，ＳＰＲ技术研究的重点集中在：（１）改进基底

材料表面处理技术和寻找合适的缓冲体系，提高结合反应率和

减少非特异性吸附。（２）制备出多功能芯片，并能够保持芯片

表面的物质的稳定性和生物活性。（３）开发出功能更加完善，

灵敏度和分辨率更高的仪器和检测方法［２４］。

局域表面等离子体共振 （ＬＳＰＲ）是存在于金属纳米粒子

或不连续的金属纳米结构中的电荷密度振荡，当其被入射光激

发，引起 ＬＰＳ共振（ＬＳＰＲ）时，该金属纳米结构表面的局域电

场被增强，展现出强烈的吸收金属纳米粒子具有很强的ＬＳＰＲ

效应，它们在紫外可见光波段展现出很强的光谱吸收
［２５］。这

种技术为解决ＳＰＲ技术设备成本高问题提供了可能，提高了

生物样本检测性能及实现高通量复合型检测。同时，与传统

ＳＰＲ相比更便于携带。因此，今后，ＳＰＲ的发展必将着手于降

低成本，提高生物样本的检测性，适用于小分子物质的检测，及

实现高通量的复合型检测。在科研工作者共同努力下，ＳＰＲ

生物传感器的技术水平将不断提高，其应用也将进入更加广阔

的医学领域。
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·综　　述·

和肽素的实验室检测及其在心力衰竭中的临床应用前景

李晶晶 综述，王伟佳，孙各琴，张秀明△审校

（中山大学附属中山医院检验医学中心，广东中山５２８４０３）

　　关键词：和肽素；　精氨酸加压素；　心力衰竭

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１５．０５．０４２ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１５）０５０６７３０３

　　心力衰竭（ＨＦ）是各种病因所致心脏病发展到终末阶段的

临床综合征，严重影响患者的生活质量及生存指数［１］。ＨＦ的

病理生理变化及临床表现具有多样性和复杂性，ＮＨＹＡ分级

将 ＨＦ分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ四级。因此，对 ＨＦ做出及早诊断并

分级，实现 ＨＦ的个体化治疗非常重要。近年来，精氨酸加压

素（ＡＶＰ）在 ＨＦ发病中的病理生理过程引起了广泛关注。

ＡＶＰ在颈动脉压力感受器感受血容量过低时分泌增加，具有

收缩周围血管的生理作用［２］。和肽素（ＣＴｐｒｏＡＶＰ）作为抗利

尿激素原的分解产物羧基端肽段具有与抗利尿激素原

（ｐｒｏＡＶＰ）同样稳定的性质，最近已报道有一种成熟的方法用

来检测ＣＴｐｒｏＡＶＰ
［３］。ＡＶＰ受体拮抗剂

［４］在 ＨＦ中具有很

好的治疗前景，大量临床资料显示，ＡＶＰ受体拮抗剂有望成为

治疗 ＨＦ的新药物。ＣＴｐｒｏＡＶＰ对预测 ＨＦ的预后及 ＡＶＰ

受体拮抗剂的疗效至关重要，本文就ＣＴｐｒｏＡＶＰ的实验室检

测方法以及其对 ＨＦ的预后和治疗前景进行综述。

１　和肽素的生理与生化功能

　　Ｃｏｐｅｐｔｉｎ是精氨酸加压素原的羧基肽，位于羟基末端，在

血浆中的浓度及变化趋势和ＡＶＰ一致。Ｃｏｐｅｐｔｉｎ和 ＡＶＰ都

是从精氨酸加压素原肽链上剪切下来的多肽，它们的摩尔浓度

一致。Ｃｏｐｅｐｔｉｎ结构非常稳定，在体内几乎不降解，没有酶切

位点和受体，通过肾脏排泄。１９７２年Ｈｏｌｗｅｒｄａ发现了Ｃｏｐｅｐ

ｔｉｎ
［５］，证实ＣＴｐｒｏＡＶＰ是由神经垂体分泌的循环型糖基化多

肽片段，相对分子质量为５０００ｕ，含有３９个氨基酸。目前

ＣＴｐｒｏＡＶＰ的生理功能尚不清楚，但因加压素原是由 ＣＴ

ｐｒｏＡＶＰ、神经垂体后叶素运载蛋白Ⅱ、ＡＶＰ和信号肽共同组

成的含有１６４个氨基酸的前体物质
［６］，所以有人推测 ＣＴ

ｐｒｏＡＶＰ在抗利尿激素原的形成中起重要作用，且参与其结构

的校正，Ｃｏｐｅｐｔｉｎ缺乏可能引起加压素原折叠不良出现中枢性

尿崩症。ＡＶＰ含９个氨基酸，由下丘脑神经元合成后，储存于

神经垂体，在某些刺激条件下，如低氧、酸中毒、低血压、感染、

高渗等刺激下释放入血。ＡＶＰ的主要生理作用是收缩血管、

维持血流动力学稳定、抗利尿、调节血浆渗透压、参与应激反

应、调控内分泌系统和中枢神经系统、调节心血管稳态，但半衰

期特别短，在体外测定很受限制，所以在临床上的应用也受到

限制。而ＣＴｐｒｏＡＶＰ因其所具有的生理特性且反映的病理

生理信息与ＡＶＰ相同，因此可以作为代替 ＡＶＰ的生物标志

物用于临床研究。

２　和肽素的测定方法

　　ＡＶＰ释放入血后大部分附着于血小板且以相当快的速度

被清除，直接导致检测结果偏低［７８］。而从血液标本中完全去

除血小板会引起ＡＶＰ假性升高或对ＡＶＰ水平有不同程度的

影响，这些分析前因素都会引起 ＡＶＰ测量结果的偏差。目前

实验室对于检测血清ＡＶＰ浓度方法的可靠性非常关注，由于

ＡＶＰ半衰期短
［９］，体外极不稳定，相对分子质量小等特性使其
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