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  摘 要:目的 建立利用易合成、价格低廉的适配子代替标记抗体进行炎性指标C反应蛋白(CRP)检测的

方法。方法 探讨基于硅片表面的可视化免疫检测方法,对适配子检测CRP的离子强度、特殊离子的影响等

条件进行了优化,采用图像处理软件对硅片表面磁颗粒分布图像进行定量化处理,反应区的磁颗粒数目与抗原

的水平呈正相关,从而实现对血清中CRP水平进行定量检测。结果 该方法获得检测结果的时间不超过15
 

min,操作简单,建立了适配子检测CRP的标准曲线,最低检出限为0.5
 

ng/mL,检测范围为10~5
 

000
 

ng/mL。
结论 该方法极大降低了检测成本,可以满足临床检测的要求,具有良好的应用前景。
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Abstract:Objective Establish

 

a
 

method
 

using
 

synthetic
 

and
 

cheap
 

aptamer
 

replace
 

detection
 

antibody
 

for
 

C-reactive
 

protein
 

(CRP)
 

detection.Methods Based
 

visual
 

immunoassay
 

on
 

the
 

surface
 

of
 

silicon
 

chip,buffer
 

systems
 

of
 

ionic
 

strength,special
 

effects
 

of
 

ion
 

was
 

optimized.Magnetic
 

particle
 

on
 

silicon
 

chip
 

surface
 

was
 

quantitative
 

using
 

image
 

processing
 

software
 

which
 

is
 

correlation
 

with
 

the
 

antigen
 

concentration.Results The
 

whole
 

analysis
 

process
 

could
 

be
 

completed
 

within
 

15
 

min.There
 

was
 

a
 

very
 

good
 

linear
 

correlation
 

between
 

re-
sponse

 

and
 

CRP
 

concentration
 

in
 

the
 

range
 

of
 

10-5
 

000
 

ng/mL,and
 

the
 

detection
 

limit
 

was
 

0.5
 

ng/mL.The
 

Intra-assay
 

precision
 

and
 

Inter-assay
 

precision
 

were
 

less
 

than
 

15%.Conclusion This
 

immunoassay
 

is
 

meet
 

clinical
 

requirements,has
 

good
 

prospects
 

and
 

well
 

suitable
 

for
 

the
 

clinical
 

detection
 

of
 

CRP.
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words:aptamer; C-reactive
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  适配子又称适体、适配体[1-5],指的是通过体外筛

选技术———指数富集的配体系统进化技术(SELEX),
从含有大量序列的随机DNA或者RNA文库中筛选

出的能与蛋白质或其他小分子物质等靶标特异结合

的短链分子。适配子与靶分子的结合方式与抗原-抗
体的结合相似,但是适配子相对于抗原-抗体的结合又

具有亲和力强、特异性高、靶分子广、容易修饰、合成

廉价、稳定性好的优点。适配子空间构象的形成是有

效识别靶分子的关键,适配子构象的形成主要受离子

强度、特殊离子(Ca2+、Mg2+)等方面影响[6-8]。C反

应蛋白(CRP)是体内炎性标志物之一,在健康人血清

中水平极低,在炎症急性期、恶性肿瘤、局部缺血、组
织损伤等患者的血清中,CRP水平急剧增加[9-13]。目

前,CRP已被视为心血管疾病的独立危险因子,并且

成为心脏疾病诊断及预后的主要标志物之一。传统

的CRP检测方法都是以抗原抗体的特异性反应为基

础的,如酶联免疫吸附法、胶体金法、比浊法等。利用

双抗体夹心法进行CRP检测时,标记抗体的制备往

往十分烦琐,不仅增加了检测的成本,而且抗体的修

饰会在一定程度上影响抗体的表位,降低对抗原的特

异性识别。笔者建立了一种基于硅片表面的可视化

免疫检测原理的适配子快速检测 CRP免 疫 传 感

器[14],本方法具有检测时间短、操作简便的优点,并且

大大降低了CRP的检测成本,方法的灵敏度和准确

性都可以满足临床的检测需要。
1 材料与方法

1.1 仪器与试剂 光学显微镜为 Olympus公司产

品,GeSim
 

Nano-Plotter型超微量点样仪为德国GeS-
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im公司产品。CRP捕获抗体、CRP抗原为杭州启泰

生物科技有限公司产品;吐温-20购自北京欣经科生

物科技有限公司;链霉亲和素磁颗粒(500
 

nm)购自东

莞博识科技有限公司;硅片(5.00
 

mm×8.00
 

mm×
0.75

 

mm)购自北京大学微电子系;戊二醛购自国药

集团化学试剂有限公司;3-氨基丙基三乙氧基硅烷

(APTES)购自国药集团化学试剂有限公司;小牛血清

购自北京欣经科生物科技有限公司;海藻糖购自日本

林原公司;其他未提及试剂均为分析纯;实验用水均

为超纯水。5'端生物素标记适配子,序列为5'-生物

素-GGC
 

AGG
 

AAG
 

ACA
 

AAC
 

ATA
 

TAA
 

TTG
 

AGA
 

TCG
 

TTT
 

GAT
 

GAC
 

TTT
 

GTA
 

AGA
 

GTG
 

TGG
 

AAT
 

GGT
 

CTG
 

TGG
 

TGC
 

TGT-3'[15],由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成。
1.2 缓冲溶液、稀释液等溶液的配制 (1)磷酸盐缓

冲液(PBS)的配制:称取磷酸二氢钾0.24
 

g,磷酸氢二

钠1.44
 

g,氯化钠
 

7.90
 

g,氯化钾0.22
 

g,用超纯水溶

解,以0.1
 

mol/L
 

HCl和0.1
 

mol/L
 

NaOH调节pH
至7.4后用水稀释至1

 

000
 

mL。(2)Tris缓冲溶液的

配制:称取Tris
 

6.05
 

g,氯化钠7.90
 

g,氯化钾0.22
 

g,用超纯水溶解,以0.1
 

mol/L
 

HCl和0.1
 

mol/L
 

NaOH调节至所需pH后用水稀释至1
 

000
 

mL。(3)
碳酸盐缓冲液的配制:称取无水碳酸钠1.59

 

g,碳酸

氢钠2.93
 

g,用超纯水溶解,以0.1
 

mol/L
 

HCl和

0.1
 

mol/L
 

NaOH 调节pH 至9.60后用水稀释至

1
 

000
 

mL。(4)CRP标准溶液的配制:用小牛血清将

CRP抗原标准品配制成所需水平待用。(5)适配子溶

液的配制:用相应稀释液将5'端生物素标记适配子稀

释至所需水平备用。(6)捕获抗体稀释液的配制:海
藻糖1

 

g,使用pH
 

9.60碳酸盐缓冲液溶解至10
 

mL。
1.3 免疫反应基本原理 适配子快速检测CRP免

疫传感器基本操作过程见图1,步骤如下。(1)硅片表

面功能化处理:使用等离子清洗机处理硅片表面后,
用APTES溶液浸泡硅片10

 

min,氮气吹干,使用戊

二醛溶液处理硅片表面,从而在硅片表面形成活性醛

基,用于固定捕获抗体。(2)捕获抗体的固定:使用超

微量点样仪在硅片表面点上50
 

μg/mL
 

CRP捕获抗

体,37
 

℃反应30
 

min后,使用BSA溶液封闭非点样

区,芯片4
 

℃储存备用。(3)CRP抗原的反应:将待测

抗原溶液15
 

μL滴加到硅片表面,37
 

℃反应3
 

min,
形成捕获抗体-抗原复合物,使用磷酸盐吐温缓冲液

(PBST)清洗除去残留样本。(4)生物素标记适配子

反应:将适配子溶液15
 

μL滴加到硅片表面,37
 

℃反

应5
 

min,形成捕获抗体-抗原-适配子的夹心结构,
PBST清洗除去表面溶液。(5)亲和素磁颗粒反应:将
亲和素磁颗粒溶液15

 

μL滴加到硅片表面,37
 

℃反应

3
 

min,在硅片表面形成捕获抗体-抗原-适配子-磁颗

粒的结构,使用PBST清洗除去残留样本。(6)结果

处理:使用显微镜对反应区域拍照,并使用软件对表

面磁颗粒进行计数,反应区的磁颗粒数量与抗原的水

平呈正相关。

图1  适配子检测CRP示意图

2 结  果

2.1 检测技术的建立与条件优化

2.1.1 离子强度的优化 分别使用含0、100、300
 

mmol/L
 

NaCl的Tris缓冲液作为生物素标记适配子

的稀释溶液,分别检测0、20、1
 

000
 

ng/mL的CRP。
随着NaCl水平的改变,适配子作为标记检测CRP时

的反应强度并没有发生明显的改变,见图2A,说明在

0~300
 

mmol/L的NaCl水平范围内,NaCl水平的改

变不会明显影响该适配子在笔者建立的基于硅片表

面的静态免疫反应条件下对CRP的有效识别。
2.1.2 Ca2+ 和 Mg2+ 的影响 分别使用加入CaCl2

(10
 

mmol/L)、MgCl2(1
 

mmol/L)及两者均添加的

Tris缓冲液作为适配子的稀释溶液,分别检测0、20、
1

 

000
 

ng/mL的CRP。见图2B,相对于不加入Ca2+、
Mg2+,在缓冲溶液中加入Ca2+、Mg2+后,适配子检测

CRP时的反应强度要略高于没有加入Ca2+、Mg2+时

的反应强度。这说明单独的Ca2+、Mg2+ 确实都能够

对适配子的空间构象产生一定的影响,从而提高了反

应强度,但这种影响并不是特别明显。在同时加入

Ca2+、Mg2+ 后,检 测 的 反 应 强 度 相 对 于 单 独 加 入

Ca2+、Mg2+ 也相对较高,说明Ca2+、Mg2+ 同时存在

时,适配子的空间构象更有利于在基于硅片表面的静
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态免疫实验中对CRP抗原进行有效识别。
2.1.3 适配子水平的优化 在CRP水平为0、20、
1

 

000
 

ng/mL的条件下,考察适配子水平对检测结果

的影响。见图3,当适配子水平达到6
 

μg/mL时,磁
颗粒数目不再随适配子水平的增加而增加,说明反应

已经达到饱和状态。后续实验中,确定适配子水平为

6
 

μg/mL。

  注:A为不同NaCl水平的缓冲体系;B为不同特殊离子存在的缓

冲体系。

图2  不同缓冲体系适配子检测CRP的情况

图3  不同适配子水平检测CRP结果

2.1.4 捕获抗体稳定性 包被在芯片上的捕获抗体

的稳定性会影响检测方法的精密度及准确性。考察

了包被好捕获抗体的芯片在37
 

℃放置一定时间后对

CRP检测的影响,CRP的水平为0、20、1
 

000
 

ng/mL。
见图4,在37

 

℃放置7
 

d后,捕获抗体仍能保持很高

的反应活性。

图4  捕获抗体在37
 

℃放置一定时间后对检测

稳定性的影响

2.2 性能评价

2.2.1 标准曲线 在已经设定好的反应条件下,建
立CRP在10~5

 

000
 

ng/mL检测的标准工作曲线,
见图5。标准曲线的相关系数大于0.99,说明线性关

系良好,可以用于临床样本的定量检测。以空白溶液

测定值的3倍标准偏差确定方法的最低检出限,该方

法的最低检出限为0.5
 

ng/mL。

图5  CRP检测的标准曲线

2.2.2 特异性 当CRP为20
 

ng/mL时,在血清中

添加50
 

μg/mL的CEA和50
 

μg/mL的 AFP,见图

6,其他抗原的加入并没有影响CRP的检测,说明适

配子用于该检测方法的特异性良好。

图6  方法的特异性试验

2.2.3 回收率和精密度 考察了该检测方法在CRP
水平为10、50、1

 

000
 

ng/mL时的批内及批间精密度

[以相对标准偏差(RSD)表示]。如表1所示,平均回

收率为96.8%~101.2%,批内变异系数及批间变异

系数均小于15%,说明此方法检测CRP具有良好的

精密度和重现性。
表1  血清中CRP检测的回收率、批内和批间

   精密度(n=4)

序号
CRP水平

(ng/mL)
平均回收率

(%)
批内RSD
(%)

批间RSD
(%)

1 10 101.2 10.5 11.4

2 50 99.1 8.4 12.1

3 1
 

000 96.8 3.9 5.4

3 讨  论

适配子快速检测炎性指标CRP免疫传感器将免

疫测定技术与生物传感技术相结合,使用适配子取代

标记抗体,通过可视化的方法进行结果呈现,能够综

合多方面的优势,具有高灵敏度、高特异性,操作简

便、快速的特点。利用适配子取代标记抗体,能够避

免标记抗体修饰过程中对抗体特异性的影响,而且适
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配子更易合成及储存,有助于降低免疫检测方法的成

本,提高检测的稳定性。
为了使免疫传感器的性能达到最佳,本文对检测

条件进行了优化,结果表明,适配子溶液离子强度对

检测结果影响不明显;Ca2+、Mg2+ 同时存在时,免疫

传感器检测结果最佳;当适配子水平达到6
 

μg/mL
时,免疫反应达到饱和;加急反应显示修饰好捕获抗

体的芯片在37
 

℃放置7
 

d仍能保持很高的反应性。
在最优的反应条件下,该免疫传感器在15

 

min内即

可获得检测结果,最低检出限为0.5
 

ng/mL,检测范

围为10~5
 

000
 

ng/mL,灵敏度高,特异性强。本方法

平均回收率为96.8%~101.2%,批内变异系数及批

间变异系数均小于15%,呈现出良好的精密度和重现

性。免疫传感器的下一步研究可以使用适配子取代

捕获抗体,从而进一步降低检测成本;与微流体技术

相结合,将检测方法集成为微流体芯片,使用一步法

检测CRP,从而更适用于临床的快速检测。
4 结  论

本研究使用适配子代替标记抗体,建立了基于硅

片表面可视化免疫检测方法快速检测CRP的方法。
本方法利用可大量廉价合成的适配子代替昂贵的抗

体,大大降低了检测的成本,而且不会出现抗体在制

作过程中批间活性不一致的现象。本方法中CRP的

检测范围及检出限能够满足一定的临床需求,而且检

测简便、快速。并且本方法在医学检测的其他领域也

具有巨大的应用价值。
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