
生物传感器在病毒性疾病检测上的应用

丁耀忠,张杰,刘永生*  ( 中国农业科学院兰州兽医研究所家畜疫病病原生物学国家重点实验室, 农业部畜禽病毒学重点开放实验

室, 农业部兽医公共卫生重点开放实验室,甘肃兰州730046)

摘要  就纳米生物传感器、压电生物传感器和一种光纤生物传感器在疾病检测上的最新应用进行综述。
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  病毒是一类比较原始的、有生命特征的、严格细胞内寄

生和能够自我复制的非细胞生物, 其种类多, 变异快 ,能够引

起人类、动物、植物病害。有人认为大多数病毒有严格的寄

主,如乙肝病毒。但是越来越多的证据表明病毒有复杂的寄

主, 或者说它的感染面十分广泛, 如禽流感和口蹄疫。当一

种病毒性疾病暴发时会引起严重的经济损失和社会恐慌 ,

2003 年的禽流感至少让上百人失掉生命和上千亿美元的损

失。为了防止和消灭疾病的蔓延和对人类自身的威胁 ,促进

经济的健康发展, 科学工作者运用了各种方法用于疾病的防

控。目前以基因芯片和生物传感器是研究的热点,报道和应

用已经十分广泛。为此 ,笔者就生物传感器在疾病检测上的

最新应用进行综述。

1  在人类疾病上应用的免疫生物传感器

1962 年 ,Clark 设计了一个完整的葡萄糖传感器 ,从而打

开了生物传感器研究的新局面[ 1] 。纳米免疫生物传感器是

利用纳米粒子的生物兼容性和信号的放大作用, 并结合免疫

反应的特异性检测的一类传感器, 但随着技术的完善, 所谓

的纳米免疫生物传感器已进脱离了原先的概念。吴永强报

道一种检测乙肝IgM 免疫传感器, 就结合了纳米技术和石英

晶体技术。该传感器首先把已经制备好的纳米固定, 与处理

好的石英晶体微天平( QCM) 的金电极, 在室温下, 以体积比

为100∶1 L PEG/ PVA 凝胶溶液修饰金振 ,待频率趋于稳定后 ,

按1∶30 吸取乙肝抗体 ,利用凝胶层凝聚力将抗体固定在晶

振上, 当频率趋于稳定时加入乙肝核心抗原Hbc Ag ,同时用未

组装纳米金溶胶的晶振作对照试验[ 2] 。用研制的纳米压电

生物传感检测30 例样本, 结果与 ELISA 检测结果一致, 敏感

性良好 ,石英晶体处理至少可使用3 次[ 3] 。

缪璐等、安海珍等设计了一种4 通道压电免疫传感器 ,

滴加乙肝表面抗体溶液制成传感器陈列。在4 个通道分别

滴加血清样品1、血清样品2、阳性对照和阴性对照,抗体在1

～25 μg/ ml 内与传感器的响应频率改变值呈良好的线性关

系,相关系数为0 .997 7。在同样的试验条件下, 对丙肝、梅

毒、艾滋3 种酶联免疫试剂盒中的阳性对照血清进行测定 ,

其频率改变值与阴性对照血清相差不大,他们正在进行同步

检测4 种不同病毒的试验[ 4 - 5] 。前列腺癌是男性泌尿生殖系

统肿瘤中最重要的一种 ,其发病原因不明, 发病率在北欧各

国占男性癌瘤的第1 位; 在美国发病率为14 .3 % , 仅次于肺

癌。据美国癌症协会估计,2004 年美国约有230 110 例新发

前列腺癌,29 900 人死于前列腺癌。前列腺特异性抗原

( PSA) 是前列腺腺体和导管细胞分泌的一种蛋白质, 正常时

血中含量很少,一旦患有前列腺癌,PSA 值将升高,PSA 是临

床筛选及早期发现前列腺癌( PCa) 非常有价值的指标[ 6] 。Lin

等在传统的免疫传感器上提出了用纳米标签/ 免疫色谱电化

学传感器检测PSA, 这种传感器是利用免疫色谱条带和电化

学检测器来收集传导的定量信号, 使用 CdSe @ ZnS 制成纳米

标签作为信号放大的载体。在试验时由高度敏感的溶出伏

安法测量金属元件( 镉) 与一次性丝网印刷电极捕获 NP 标

签,传感器通过“数字的自身价值”评价和分析PSA 样本( 时

间、动态范围和重复性) , 以 ELISA 为参照, 验证结果显示了

高度的一致性,检测限为0 .02 ng/ ml ,相对标准偏差( RSD) 为

6 .4 % [ 7] 。

2  在动物疾病上应用的压电晶体免疫传感器

压电晶体免疫传感器是质量测量式免疫传感器, 当抗原

或抗体与包裹在晶体抗原或抗体结合时,通过负载频率变化

来检测。1972 年,Shons 等首次报道压电现象, 并成功运用与

检测[ 8] 。目前 ,这种传感器在病毒的检测上已大量应用 , 禽

流感呈世界性分布, 在禽群中频繁致病的主要有 H5、H7 和

H9 亚型。其中,H5 亚型禽流感病毒是高致病力禽流感, 严重

危害着养禽业,世界动物卫生组织( OIE) 将其列为 A 类传染

病,我国也将其列为一类检疫对象。由于它的传播方式和途

径目前尚不明确, 现有的禽流感检测技术( 如 ELISA、RT-

PCR) 难以胜任对高致病性 AIV 快速诊断。刘毅新等使用压

电免疫传感器用于禽流感 H5、H9 亚型同步的检测, 在室温

下,采用聚乙烯亚胺( PEI) 黏附、戊二醛( Glu) 交联固定的方法

在4 个石英晶体银电极表面分别固定 H5、H9( 浓度分别为为

0 .761、0 .876 mg/ ml) 、HI 抗原作为敏感材料。选择pH 值7 .4
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的状态下在4 个通道上分别滴加禽流感血清样品及阴性对

照进行检测,具有选择性较好、特异性高的特点,检测 H5、H9

浓度范围分别为0 .123～0 .615、0 .123～1 .23 mg/ ml ,线性关系

较好 ,相关系数分别为0 .958 5、0 .985 4 ,能完成禽流感的定性

和定量检测[ 9] 。

口蹄疫( FMD) 是由口蹄疫病毒( FMDV) 引起的偶蹄动

物传染病,人也易感, 对畜牧业危害极大。其病原的变异性

高,存在7 种血清型( O、A、C、ASI2A1、SAT1- 3) 和多种亚型, 群

内各型同源性达60 % ～70 % ,但2 群之间同源性仅为25 % ～

40 % ,血清型间无血清交叉和交叉免疫现象。即使在同一血

清型内不同病毒的抗原性亦有变化, 到目前已发现62 个亚

型。由于传统的检测手段存在一些致命的缺陷, 所以给防治

和消灭口蹄疫带来一系列艰巨而复杂的问题[ 10] 。印度学者

Gajendragad 使用压电免疫传感器进行了口蹄疫的诊断和病

毒分型, 以6 MHz 的石英晶体作频率检测元件 , 口蹄疫病毒

特异性抗体与兔单克隆抗体作用包被在晶振表面并测量频

率变化 ,1 μl 10 %的临床样本( 舌头和脚部上皮细胞) 滴加于

2 个晶体的表面后, 频率变化在超过- 2 .5 Hz 时获得了同源

性抗原和抗体,可以重复使用8 次, 在室温下能保存18 个星

期而性能改变不大。敏感性测试可用于口蹄疫病毒具体类

型和无交叉反应之间的口蹄疫病毒类型。与 ELISA 比较, 在

病毒分型、阴性样本及混合病毒感染检测上区别不大, 但花

费的时间远远小于ELISA[ 11] 。

3  在其他疾病上应用的免疫生物传感器

免疫球蛋白 E ( IgE) 是血清中含量最少的免疫球蛋白 ,

免疫球蛋白在多种细胞活动中均扮演重要角色, 这些活动包

括细胞的活化、分化甚至凋亡, 多种疾病情况下均可见到免

疫球蛋白的升高。基于对IgE 的检测在疾病的诊断、治疗指

导及预后评价具有重要的临床意义。姚春艳等报道了1 种

检测IgE 适配子型压电石英晶体传感器 ,为了减少试验误差 ,

采用了10 个独立的石英晶体检测单元, 同时对检测池和参

比池进行检测。适配子固定后的石英晶体、BSA 溶液封闭晶

体清洗吹干后, 向各检测单元中加入PBS 缓冲液和对应的稀

释2 倍的标准血清或临床检测标本。收集50 例标本,分别用

传感器阵列和Access 免疫分析仪进行检测比较, 其相关系数

0 .992 ,检测范围为:2 .5～200 μg/ L ,IgE 能被石英晶体特异地

结合, 频率变化明显( 140 Hz ,对比参考物质电流频率为20 Hz

左右) [ 12 - 13] 。

4  一种新型的光纤免疫生物传感器的应用

该类传感器是将光学与光子学技术应用于免疫学 ,利用

抗原、抗体特异结合的性质 ,将感受到的抗原量或抗体量串

换成光学信号进行检测的传感器。一种倏逝波全光纤免疫

传感器很具有代表性, 利用单多模光纤耦合器结构, 激发光

的传输和荧光的收集与传输都利用光纤来完成, 并利用脉冲

半导体激光器作为光源, 省去了传统的常规光学系统( 如斩

光器、二色镜等) 。在激发光路上, 以半导体脉冲激光器作为

光源, 激光器发出的激光通过光纤耦合器进入单多模光纤耦

合器中的单模光纤 ,再经单多模光纤耦合器的多模光纤传输

进入光纤探头。在收光路中,部分激光被激发经连接器进入

多模光纤, 由多模光纤的另一端射出检测, 光纤探头与光纤

耦合器采用可拆卸的光纤连接器( 如FC) 进行连接, 采用 HF

腐蚀法, 得到约0 .5 c m的锥形探针, 锥角度为0 .37。进行分

析时, 将硅烷化好的探头放入以大鼠IgG 和 Cy5 .5 的兔抗大

鼠IgG 为模式抗体抗原来考察系统的免疫检测性, 一次检测

的时间为10 min ,检出最低浓度为10 μg/ L。该传感器最大的

优点是单多模光纤耦合器和探头之间采用可拆卸的连接结

构, 如果检测病毒性物质, 只需更换成相应的抗体抗原生物

识别分子的探头即可实现多种病毒样品的顺序检测[ 14 - 15] 。

5  结语

传感器在现代科学领域占有举足轻重的地位 ,由于它借

鉴了很多新的科研成果,可能在现代动物医学和疾病的快速

检测与诊断中大放异彩。生物传感器从信号的采集、分析到

信号及数据的处理, 甚至各种故障、误差的分析都运用了计

算机技术, 使得传感器检测更加准确客观, 检测时间大大缩

短, 特异性和敏感性明显提高。同时, 几种传感器技术相互

融合成一种或少数几种检测技术, 如学者 Hong 等设计的一

种基于MEMS 的纳米粒子荧光素的传感器在心血管疾病的

诊断中表现出高度敏感、快速、可靠和自动的特点[ 16] ;Cadarso

等报道空心波导[ 17] 可用于疾病的检测。同时, 在传感器的

使用中也发现了一些缺点, 如溶液pH 值和识别元件对检测

影响较大, 不同的纳米颗粒对检测有很大的影响, 同时检测

时间和周期能否缩短、使用寿命长短及稳定性、批量生产工

艺等都需等待技术的完善。
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