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摘要$利用表面等离子体共振生物传感器对磺胺嘧啶及磺胺二甲嘧啶进行快速无标记检测研究!优化反

应条件$抗原固定缓冲液
>

A

为
!E#

&

!ED

%抗体浓度为
=k=))

&

=k#))

倍稀释%再生液为
)E=-%&

-

Q

A

"

c?

!

溶液!再生时间为
=EH-.1

$研究建立了标准曲线!并对芯片的稳定性进行了考察$

关键词$表面等离子谐振%磺胺嘧啶%磺胺二甲嘧啶
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表面等离子体共振"
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>
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6ca

#这种物理光学现象在
#)

世纪初被

X%%8

发现$

#)

世纪
D)

年代!瑞典科学家

Q.28<23

4

将这一技术用于生物大分子相互作用

的检测+

=

,

!研制开发了
6ca

生物传感器$无需

借助标记物进行分析的长处使
6ca

生物传感

器可广泛用于各类生物体系的测定!目前已广

泛应用到生物*化学*医学及食品安全与环境监

测等领域+

#

,

$

#))#

年!

B18]\

等+

"

,利用
6ca

生

物传感器分析技术进行非内源性
aC

蛋白结合

测试!自动检测出牛奶*肉类*肝脏等一系列食

物中的
$

N=#

的含量$

#))"

年!

O23&.2

+

!

,利用

6ca

生物传感器检测沙门氏菌
N

*

d

*

0

!此法成

功地在
=b=)

M

/IU

-

-Q

样品中检出沙门氏菌
H"
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,利用
6ca

技术建

立了快速检测
#

!

"

!

L

!

DC9@dd

*多氯联二苯

"

c@N

#和莠去津的方法!其检出限分别为
)E=

*

#EH

*

H1

4

-

-Q

!每个样品只需
=H -.1

$

#))#

年!

;23

4

UZ%1

等+

M

,利用
6ca

传感器检测牛奶*

蜂蜜及肉中链霉素和二双氢链霉素的残留$

#))H

年!

F/O37,:

等+

L

,报道了多种磺胺类药物

残留的
6ca

表面等离子体共振检测方法!该方

法可在
H:

内完成对
!)

份肉样品中
#)

余种磺

胺类药物同时检测!灵敏度为
=ME*1

4

-

\

4

$本

研究利用中国科学院电子学研究所组装的

6ca

传感器!以实验室现有磺胺类药物的抗原

和抗体为对象!对单通道磺胺嘧啶残留检测方

法和高通量阵列芯片对磺胺嘧啶及磺胺二甲嘧

啶的残留同时检测方法进行初步研究!希望能

在免疫分析检测的新方向(((无标记免疫分析

方面取得一些进展$

!

!

实验

!E!

!

仪器与试剂

6caC#))#

型生物传感器*高通量图像阵列

6ca

生化分析仪均为中国科学院电子学研究

所自行研制$

磺胺嘧啶衍生物"

6dRCN6+

#*磺胺嘧啶抗

体及磺胺二甲嘧啶抗体及衍生物"

6F

#

CN6+

#

均由本实验室自制%

(C

羟基丁二酰亚胺"

(A6

#

和乙基+

"C

"二甲胺基#丙基,碳二亚胺盐酸盐

"

0d@

#购自
+@a?6

公司%其它试剂购自法玛

西亚公司和北京化学试剂公司%所有试剂均为

分析纯$

!E@

!

实验方法

=

#

6caC#))#

型生物传感器对磺胺嘧啶的

检测

"

=

#抗原固定
>

A

$配制
>

A

分别为
"ED

*

!E#

*

!EM

*

!ED

*

HE#

*

HE!

的
)E#-%&

-

Q

醋酸盐缓

冲液$将
6dRCN6+

"

>

A^LE!

*

)E)#-%&

-

Q

磷

酸缓冲液"

cN

##与
)E#-%&

-

Q

醋酸盐缓冲液以

=k!*

混合后以
=)

$

Q

-

-.1

流速通入已活化好

的芯片内$

"

#

#缓冲液离子强度$将
6dR

抗体配制

在不同浓度的
cN

内!以
=)

$

Q

-

-.1

流速通入

已固定抗原并封闭的芯片内$

"

"

#抗体浓度的选择$将
6dR

抗体分别

稀释
!))

*

"))

*

#))

*

=H)

*

=))

*

H)

倍!以
=)

$

Q

-

-.1

流速通入反应池与固定的抗原结合!选择合适

的抗体浓度$

"

!

#洗脱条件$分别以
#)

$

Q

-

-.1

流速通

入
)E=-%&

-

QA@&

溶液*

)E=-%&

-

Q(7?A

溶

液*

)E=-%&

-

Q A

"

c?

!

溶液!洗脱抗原抗体的

结合$

"

H

#构建
6dR

标准曲线$用
cN

稀释后的

抗体 与 含 有 一 定 浓 度 "

)

*

)E=

*

)E"

*

=

*

"

*

=)1

4

-

-Q

#的
6dR

的缓冲液在室温"

#)j

#下

等体积混合
H-.1

后!按随机顺序进行连续以

=)

$

Q

-

-.1

通入芯片表面
H-.1

!用所得相对响

应值与对照"标准品为
)

#的比值对浓度作图!

绘制标准曲线$

"

M

#引入二抗法构建
6dR

标准曲线$在

将抗体与标准品混合的同时!加入一定浓度的

渝康体结合的第二抗体!然后通入反应池中!反

应同样时间!用所得相对响应值与对照的比值

对浓度作图!绘制标准曲线$

#

#高通量图像阵列
6ca

生化分析仪对磺

胺嘧啶与磺胺二甲嘧啶同时检测的研究

"

=

#

6dRCN6+

与
6F

#

CN6+

点样浓度的选

择$将
6dRCN6+

与
6F

#

CN6+

稀释成不同的

浓度!取不同浓度的抗原
=

$

Q

!并滴加到活化

后的芯片表面不同阵列区上!静置反应
")-.1

$

洗涤后封闭剩余活化位点$洗涤后装片!通入

一定浓度的
6dR

*

6F

#

抗体进行抗原抗体结合

反应$

"

#

#

6dR

与
6F

#

抗体浓度的选择$将固定

了抗原的芯片装片后!通入不同浓度的
6dR

*

6F

#

抗体!记录实时响应曲线$选择最佳抗体

浓度$

"

"

#

6dR

与
6F

#

的标准曲线绘制$用
cN

稀释后的抗体与含有一定浓度"

)

*

)E=

*

=

*

=)

*

=))

*

=)))1

4

-

-Q

#磺胺类药物的缓冲液在室

温"

#)j

#下等体积混合
H-.1

后!按随机顺序

进行连续以
=)

$

Q

-

-.1

速率通入芯片表面

H-.1

!用所得相对响应值与对照"标准品为
)

#

的比值对浓度作图!绘制标准曲线$

"

!

#芯片稳定性测试$在
M

阵列芯片的不

同区域上点上不同浓度的抗原!固定并封闭后!

将一定浓度的抗体连续
=)

次通入反应池中!记

录芯片的
=)

次响应信号!计算变异系数$

*)=

第
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!

结果与讨论

@E!

!

缓冲液
$

J

对抗原固定的影响

当抗原固定用的缓冲液
>

A

不同时!芯片

所能达到的最大固定量是不同的$实验考察了

不同
>

A

的醋酸缓冲液在一定时间的固定效果

"表
=

#$由表
=

可见!当
>

A

为
!E#

&

!ED

时!抗

原抗体结合所引起仪器响应信号变化相对响应

值"仪器响应单位为
aP

#均较高$当
>

A

增大

至
!ED

后!

6ca

响应值明显下降$为此!选择

>

A !̂E#

&

!ED

的醋酸缓冲液作为抗原固定的

工作溶液$

表
!

!

抗原固定
$

J

条件选择

F/=0)!

!

1)0)8.+-

I

56

$

J85-3+.+5-65*9

I

85/.+-

I

>

A

相对响应-
aP

>

A

相对响应-
aP

"ED H# !ED "L!

!E# "=L HE# =D"

!EM !!" HE! M#

@E@

!

缓冲液离子强度的影响

缓冲液浓度对抗原抗体结合影响列于表
#

"两次测量#$从表
#

可看出!随缓冲液浓度增

加!单位时间内抗原抗体的结合响应值下降!原

因可能是离子浓度过高会干扰抗原抗体的结

合!结合免疫分析的需要!选择
)E)#-%&

-

QcN

为抗原抗体的工作体系$

表
@

!

缓冲液浓度对抗原抗体结合影响

F/=0)@

!

'66)8.56=266)*85-8)-.*/.+5-

cN

浓度-"

-%&

.

Q

J=

# 抗原抗体结合响应-
aP

)E)= !)"

!

!H#

)E)# #*#

!

#D)

)E)H =)H

!

=H"

@E"

!

抗体浓度对结合的影响

随着抗体浓度增加!

6ca

响应值增加"表

"

#$当抗体浓度为
=k=))

&

=k=H)

时!抗原抗

体的结合响应值为
"H)

&

H))aP

!加之曲线噪

声波动!此时仅为
H

&

=)aP

!已满足检测要求!

所以!抗体浓度选为
=k=))

&

=k=H)

倍稀释$

@E%

!

传感片的再生及再生液的选择

实验 考 察 了
)E= -%&

-

Q A@&

*

(7?A

*

A

"

c?

!

溶液的再生能力!结果示于图
=

$由图
=

可知!

)E=-%&

-

Q(7?A

溶液的单次再生能力

最好!但多次再生后易使基线下降!因此!选择

较为温和的
)E=-%&

-

Q A

"

c?

!

溶液作为再生

液!再生时间
=EH-.1

$

表
"

!

不同浓度抗体的结合响应值

F/=0)"

!

P/./56*):

$

5-:)/.3+66)*)-.85-8)-.*/.+5-:569=

抗体稀释倍数 结合强度-
aP

噪声波动-
aP

!)) =H) H

&

=)

")) #)) H

&

=)

#)) ")) H

&

=)

=H) "H) H

&

=)

=)) H)) H

&

=)

H) ==)) H

&

=)

图
=

!

再生液及再生条件选择

;.

4

'=

!

0II2/,%I8.II2321,32

4

21237,2Z%&U,.%1Z

@EQ

!

1PR

标准曲线

将不同浓度
6dR

与抗体混合后通入反应

池反应!实时记录反应响应值$当不添加
6dR

时!抗原抗体结合响应值为
HLHaP

$对加入不

同浓度
6dR

时得到的响应数据进行整理!并绘

制标准曲线!结果示于图
#

$

图
#

!

6dR

标准曲线

;.

4

'#

!

6dRZ,718738/U3]2

)==
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@ES

!

引入第二抗体后的
1PR

标准曲线

根据反应原理可知!谐振角随芯片表面结

合的分子的质量改变$为此!本工作在抗原抗

体反应的基础上引入能与抗体结合的第二抗

体!以增大芯片表面的分子质量!获取更大的谐

振角改变!实验结果示于图
"

$

图
"

!

二抗引入后的
6dR

标准曲线

;.

4

'"

!

6dRZ,718738/U3]27I,23788.1

4

Z2/%1871,.<%8

5

加入第二抗体之后!当不添加
6dR

时!抗

原抗 体 的 结 合 响 应 值 由
HLH aP

提 高 至

=H))aP

!响应信号提升了
#

倍!可大幅提高

检测的灵敏度!同时也可在此基础上减少抗原

抗体的用量$与此同时!从图
"

可看出!曲线的

范围有所变宽!当
6dR

添加浓度为
")1

4

-

-Q

时!

8

-

8

)

方能抑制到
=HE#K

$

@ET

!

阵列芯片中
1PRMB19

与
1G

@

MB19

固定

浓度的选择

分别将
6dRCN6+

"

)E)!

*

)E=

*

)E#

*

)E!-

4

-

-Q

#和
6F

#

CN6+

"

)E)H

*

)E=

*

)E#H

*

)EH -

4

-

-Q

#点到活化后的芯片上!封闭后装片!让一定

浓度的抗体流经芯片表面进行抗原抗体反应!

实时记录反应响应信号!结果列于表
!

$

表
%

!

1PRMB19

和
1G

@

MB19

固定浓度选择

F/=0)%

!

1)0)8.+-

I

85-8)-.*/.+5-561PRMB19/-3

1G

@

MB192:)365*85/.+-

I

6dRCN6+

固定浓度-

"

-

4

.

-Q

J=

#

相对响应-

aP

6F

#

CN6+

固定浓度-

"

-

4

.

-Q

J=

#

相对响应-

aP

)E)! "=M )E)H H!"

)E= "DD )E= MM"

)E# "L" )E#H M!L

)E! !)= )EH *!D

!!

根据响应信号的大小!选择
6dRCN6+

固

定浓度为
)E#-

4

-

-Q

!

6F

#

CN6+

固定浓度为

)E#H-

4

-

-Q

$此时的响应信号约为
H))aP

!

已能满足检测要求$

@EU

!

1PR

抗体和
1G

@

抗体浓度选择

将不同稀释倍数的抗体通过固定有抗原的

芯片表面!记录实时响应信号"图
!

#$

图
!

!

6dR

"

7

#和
6F

#

"

<

#抗体浓度选择

;.

4

'!

!

62&2/,.1

4

/%1/21,37,.%1

%I6dR

"

7

#

7186F

#

"

<

#

71,.<%8

5

=

(((

=kH)

%

#

(((

=k=))

%

"

(((

=k#))

%

!

(((

=kH))

%

H

(((

=k=)))

根据抗原抗体的结合情况!选择
6dR

抗体

=k=))

倍稀释!

6F

#

抗体
=k#))

倍稀释为工

作浓度$

@EV

!

1PR

与
1G

@

标准曲线绘制

将
6dR

抗体与不同浓度的
6dR

标准品混

合!

6F

#

抗体与不同浓度的
6F

#

标准品混合!然

后通入芯片内反应
H-.1

%记录响应信号!绘制

标准曲线"图
H

#$

@E!W

!

芯片稳定性考察

固定好抗原的芯片需经反复多次的再生使

用!芯片的重复性将会影响到检测的准确性$

本工作对芯片不同阵列区域的稳定性进行了连

续
=)

次的考察!结果列于表
H

$由表
H

可知!

芯片在
=)

次内各区域的变异系数小于
=LK

!

表明芯片基本稳定$
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图
H

!

6dR

*

6F

#

标准曲线

;.

4

'H

!

6,718738/U3]2Z%I6dR7186F

#

*

(((

6dR

%

+

(((

6F

#

表
Q

!

芯片稳定性考察

F/=0)Q

!

1./=+0+.

4

56:)-:5*8;+

$

阵列区域
=)

次测量平均

结合强度-
aP

标准偏差-

aP

变异系数-

K

= ="LME"M #)=ED =!EL

# =)LHE) *LE! *E=

" !MMEM HMED =#E#

! ="#E) ##E# =MED

"

!

结语

采用
6ca

生化分析系统对单个样品的检

测包括样品结合*冲洗和芯片再生
"

个步骤$

样品在反应池中反应
H-.1

!

cN

冲洗
H-.1

!再

生时间视具体情况
=

&

H-.1

不等!每个样品的

检测耗时小于
=H-.1

!在单个样品检测方面效

率优于
0QB6+

$由于生物分子未被标记!始终

保持结构完整以及天然活性!因此!克服了许多

传统方法如
0QB6+

*

aB+

等不能解决的诸如标

记蛋白失活*放射性标记物环境污染等!并大幅

减少了工作环节!检测过程简便!且易于自动

化$采用阵列芯片图像检测系统!可同时将多

种抗原固定于芯片上!当待测物进入芯片后!能

够进行对多种药物的联合检测!这是传统的

0QB6+

和
aB+

等方法所无法比拟的$随着该

方法的不断完善!

6ca

无标记检测必将在医学

诊断*药物筛查*食品安全等领域得到广泛应用$
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