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纳米金信号放大的ＳＰＲ适配体生物传感器快速检测

血小板源性生长因子的研究

匡　红，曾　琳，刘书蓉，袁　璐，李金凤，秦　涛，贾淑芳，周琳瑶△（解放军第四五二医院检验科，

成都　６１００２１）

　　【摘要】　目的　构建一种基于核酸适配子型表面等离子体共振（ＳＰＲ）传感器微阵列与纳米金（ＡｕＮＰｓ）信号放

大技术的高特异性、高灵敏度的可实时在线检测血小板源性生长因子（ＰＤＧＦ）的检测技术。方法　利用１，４苯二

硫醇通过自组装技术耦联于生物芯片表面，然后在生物芯片表面修饰金纳米颗粒，将采用系统配体进化技术（ＳＥＬ

ＥＸ）筛选得到的ＰＤＧＦ适配子处理后固定于ＳＰＲ生物传感器微阵列上成为检测探针分子，然后将微阵列置于实时

在线分析系统上对溶液中的ＰＤＧＦ浓度进行实时在线检测；并优化固定的核酸适配体浓度和固定条件，进一步研

究了该检测方法的稳定性与线性检范围。结果　该新型快速检测方法能够实现对ＰＤＧＦ的快速实时检测，稳定性

好；在０．１～５０μｍｏｌ／ＬＰＤＧＦ的范围内具有较好的线性，且最低检测下限可达０．０２μｍｏｌ／Ｌ。结论　该基于适配体

的ＳＰＲ传感器技术具有灵敏度高、稳定性好等优点，在临床诊断工作中有着广阔的发展前景。
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　　血小板源性生长因子（ＰＤＧＦ）是一种最先在血小板中被

发现的促有丝分裂剂，相对分子质量为（２８～３５）×１０３，是由两

条多肽链（Ａ、Ｂ）连接而成的同型或异型二聚体，包括ＰＤＧＦ

ＡＡ、ＰＤＧＦＢＢ、ＰＤＧＦＡＢ３种形式
［１］。ＰＤＧＦ参与多种生理

过程的调节，在胚胎肺分支形态发育和肺组织增殖过程中起重

要作用，与肺脏多种疾病的发生、发展密切相关，因此对其进行

检测具有重要的临床意义［２］。

传统的ＰＤＧＦ检测方法包括酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）、

酶免疫测试（ＥＩＡ）等。近年来也有利用生物传感器检测的方

法报道，但基本都以抗体来实现对目标蛋白的识别。适配体是

近年来发现的新型识别体系，其利用系统配体进化技术（ＳＥＬ

ＥＸ）从核酸分子文库中获得的单链ＤＮＡ或ＲＮＡ
［３］。以适配

体作为分子识别物质已在蛋白质、小分子药物和无机离子等的

检测中得到了广泛应用。

纳米金（ＡｕＮＰｓ）拥有较大的比表面积，能够提高检测元件

生物分子的固载量，在分析检测中发挥着越来越重要的作
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用［４］。近年来，表面等离子体共振（ＳＰＲ）技术因能与适配体和

ＡｕＮＰｓ很好的结合使用，受到了广泛的关注，并被认为是生物

分子检测的理想检测器件。ＳＰＲ基本原理是当金属表面的物

质或者物质量发生变化时，其折射率（ＲＩ）发生相应的变化，主

要表现为共振角的偏移［５］。利用ＳＰＲ原理设计的生物传感器

具有非标记、实时在线检测、再生性能好、样品无需前处理等优

点，近来已经成为临床检验领域研究的热点。本研究拟将适配

体与ＳＰＲ传感器微阵列技术相结合，利用适配体同靶分子结

合的高特异性及与ＡｕＮＰｓ的信号放大作用，构建一种快速检

测ＰＤＧＦ的基于ＡｕＮＰｓ信号放大的适配体型ＳＰＲ生物传感

器检测方法。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＳＰＲ生物传感器（ＵＭＰＨＯＡ６００Ｂ型，购自

北京金菩嘉医疗器械有限公司），缓冲液体系（传感器芯片及系

统缓冲）；Ｐｉｒａｎｈａ缓冲液（３０％ Ｈ２Ｏ２∶浓 Ｈ２ＳＯ４＝１∶３的比

例进行配制）；血小板源性生长因子（ＰＤＧＦＢＢ），１，４苯二硫

醇，６巯基１己醇（ＭＣＨ），ＡｕＮＰｓ（１０ｎｍ）购自美国Ｓｉｇｍａ

Ａｌｄｒｉｃｈ公司；ＰＤＧＦ适配体（ＰＢＡ）为５′ＮＨ２（ＣＨ２）６ＣＡＧ

ＧＣＴＡＣＧＧＣＡＣＧＴＡＧＡＧＣＡＴＣＡＣＣＡＴＧＡＴＣＣＴＧ３′

购自大连ＴａＫａＲａ公司；实验所用水均为双蒸水，在使用之前

进行超声脱气处理，并用０．２２μｍ微孔滤膜过滤；其他试剂均

为分析纯。

１．２　方法

１．２．１　生物传感器芯片检测元件的预处理　首先传感器芯片

于ｐｉｒａｎｈａ缓冲液浸泡约１５ｍｉｎ，同时于振荡器上轻微振荡，

避免芯片表面产生液体气泡，１５ｍｉｎ后用双蒸水充分洗涤。

然后将传感器芯片浸置于 ＨＣｌ中１０ｍｉｎ以进一步预处理，稍

后用蒸馏水进行洗涤。将传感器芯片置于２ｍＬ 比例为

Ｖ９８％Ｈ
２
ＳＯ
４
∶Ｖ３０％Ｈ

２
Ｏ
２
＝７∶３的混合溶液中，４０℃孵育３ｈ，以

去除芯片上耦联的物质及连接于金膜的所有有机成分，同时定

时振荡离心管以除去芯片表面的气泡。之后再将传感器芯片

置于同样成分４０℃混合液中，振荡孵育３ｈ。最后以去离子水

洗净完全处理好的传感器芯片，氮气吹干，用紫外灯照射２

ｍｉｎ，得到纯金膜传感器芯片，置于４℃储存备用
［６］。

１．２．２　ＡｕＮＰｓ与ＰＤＧＦ适配子层层自组装　首先将１，４苯

二硫醇（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）溶解于３６％乙醇中，然后将制备好的传感

器芯片浸置于其中１２ｈ，再将ＡｕＮＰｓ溶液振荡混匀，将修饰有

１，４苯二硫醇的芯片置于 ＡｕＮＰｓ溶液中１２ｈ，随后依次使用

磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、蒸馏水冲洗，并用氮气吹干。将１μｍｏｌ／

ＬＰＤＧＦ适配子溶于ｐＨ７．４的系统缓冲液中，在８５℃下加热

１０ｍｉｎ后逐渐冷却至室温，以使适配体更容易结合ＰＤＧＦ
［７］。

然后将适配体溶液以５０μＬ／ｍｉｎ６００μＬ注入修饰好的芯片表

面流池。用１μｍｏｌ／Ｌ的系统缓冲液配置好阴性对照后，同样

以５０μＬ／ｍｉｎ６００μＬ注入对照流池。待反应充分完成后，分

别以１００μＬ／ｍｉｎ的速度注入０．０１％十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）

１００μＬ、５ｍｍｏｌ／ＬＨＣｌ１００μＬ再生液到芯片表面，用以老化

芯片表面；然后在３７℃下，利用１２００μＬ系统缓冲液以１２５

μＬ／ｍｉｎ速度进入流池平衡芯片表面。

１．２．３　ＳＰＲ传感器检测　实验中分别配制终浓度为０．０５、

０．１、１、５、１０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ的ＰＤＧＦ溶液，以及空白对照组

用于该传感器检测性能的研究。首先在流池中注入系统缓冲

液，用来校准生物传感器基线，通过调整参数待基线显示稳定

后，按照浓度从低到高的顺序依次注入ＰＤＧＦ标准溶液，注入

的速度为２００μＬ／ｍｉｎ，注入总量为２５００μＬ。在实验过程中

通过ＳＰＲ传感器实时监测软件（ＧＭＰＴ）记录表面等离子共振

角度的变化数值。

１．２．４　适配体生物传感器芯片的再生　当使用的 ＮａＯＨ 溶

液浓度过高，会导致芯片表面已经固定的适配体被强行解离下

来，导致固定在传感器芯片表面检测适配体数量减少，当在

检测下一个样品的时候会影响检测的灵敏度，并且非特异性吸

附会增强，发生再生过程；而再生不完全，就会出现一部分已

经结合的ＰＤＧＦ还未完全解离下来，可供下次结合的ＰＤＧＦ

位点就减少了，将可能导致高浓度样品信号比正常检测值偏低

的情况从而影响了下次正常的检测。本研究想利用 ＮａＯＨ溶

液对已经检测使用过的芯片进行再生。作者分别配制１、２、５

ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的ＮａＯＨ溶液，根据ＰＤＧＦ与适配体结合量的不

同的（即ＲＵ值变化的大小），采用合适浓度与量的 ＮａＯＨ 溶

液［８］分别对传感器芯片进行再生性能的评估。

１．３　统计学处理　以ＳＰＳＳ１３．０统计软件处理。各组计量数

据采用方差分析，以狓±狊表示；计数资料以率表示，组间比较

比较用χ
２ 检验；以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＡｕＮＰｓ适配子ＳＰＲ生物传感器检测平台的构建与表征

　构建的ＳＰＲ生物传感器检测平台拥有多通道检测池，可根

据情况并行检测６～８个标本，并可以根据需要设定３个以内

的标准点；对样品进样的流动速度可允许的范围为４～４１８

μＬ／ｍｉｎ，并可以根据情况将样品流动速度控制在±０．５μＬ／

ｍｉｎ；该检测平台温度应该控制在室温（即２５℃），控制精度

为±０．５℃。实验中将标本溶液逐一通过样本检测池，以此来

调节传感器的稳定性。所构建的ＡｕＮＰｓ适配子传感器微阵列

检测平台与ＰＤＧＦ结合的检测数据结果显示，当实验时间为０

～８００ｓ时，基线处于稳定阶段，ＳＰＲ角度变化值稳定。当向检

测池中加入一定浓度的ＰＤＧＦ溶液后，ＰＤＧＦ与芯片上的适配

子发生反应，ＳＰＲ传感器检测单元随即检测到ＳＰＲ角度发生

了非常明显的改变。从９５０ｓ开始，ＳＰＲ角的变化趋缓，说明

ＰＤＧＦ与适配子的相互作用进入稳定平衡期且其结合达到了

饱和状态。实验中从２５００ｓ开始使ＰＤＧＦ与适配子逐步进行

解离，向检测池中通入了系统缓冲液，可将仍残存在检测管道

且未与适配子结合的ＰＤＧＦ进行洗脱，随即ＳＰＲ传感器检测

到了ＳＰＲ角度由７０３００毫度下降至６９８００毫度。最后计算

洗脱后与基线的差值得出了ＳＰＲ角度的变化值。

２．２　ＡｕＮＰｓ适配子ＳＰＲ生物传感器的线性检测范围　使用

不同浓度的ＰＤＧＦ进行实验，得到不同的ＳＰＲ传感器实时检

测结果（图１）。从曲线图中可以发现，ＳＰＲ传感器检测到的

ＳＰＲ角度变化值随着靶标物质ＰＤＧＦ浓度的逐步变化而发生

相应的改变，实验中当作者将 ＰＤＧＦ的物质浓度从０．０５

μｍｏｌ／Ｌ逐步递增至５０μｍｏｌ／Ｌ时，传感器检测到的光学角度

变化值呈现明显的递增趋势，当ＰＤＧＦ浓度增加到１００μｍｏｌ／

Ｌ时，传感器检测的光学角度变化值不再随着浓度的增加而改

变，这说明了该ＳＰＲ适配体传感器检测限大致为０．１～５０
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μｍｏｌ／Ｌ。

图１　不同浓度ＰＤＧＦ的ＳＰＲ传感器检测结果

２．３　纳米金适配子生物芯片的再生性能　因此根据前期再生

条件的摸索，本研究依据传感器检测信号数值的大小来确定较

为合适的ＮａＯＨ溶液的浓度，当样品浓度为３×１０７ＣＦＵ／ｍＬ

时采用７μＬ 浓度为１．５ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＯＨ 溶液进行再生，

ＰＤＧＦ与适配体的解离效果最好，再生后ＳＰＲ折射角变化值

基本恢复到上一次检测前的基线。再生后的ＳＰＲ折射角变化

值与进样检测前检测基线的差值保持在±２５ＲＵ以下，该芯

片可在此条件和要求下重复使用４０次以上。

３　讨　　论

本研究采用了核酸适配体代替传统的抗体与蛋白质结合，

并结合高灵敏度的 ＡｕＮＰｓ信号放大技术，成功构建了对

ＰＤＧＦ实时在线检测的ＳＰＲ生物传感器。ＳＰＲ生物传感器方

法与传统检测方法相比使用便捷、检测速度快，同时也可连续

检测多个样品，检测限可达到目前通用的检测要求，并且通过

ＮａＯＨ溶液再生可重复利用芯片４０次以上，极大地降低了检

测成本。

为了提高现有ＳＰＲ生物传感器的检测灵敏度，降低检测

限，将纳米技术与ＳＰＲ生物传感器相结合，利用 ＡｕＮＰｓ颗粒

生物亲和性好，表面积大、可用于放大信号的特点，将 ＡｕＮＰｓ

颗粒固定于生物芯片表面，用于结合更多的核酸适配体，极大

地提高了ＳＰＲ生物传感器的灵敏度与检测限。实验结果表

明，该方法检测下限低，线性范围宽，灵敏度高。因此该项技术

在蛋白质检测、疾病诊断、发现新药等方面具有非常大的应用

价值。
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