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表面等离子共振生物传感技术及其在临床实验诊断中的应用
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　　表面等离子体共振（ＳｕｒｆａｃｅＰｌａｓｍｏｎＲｅｓｏｎａｎｃｅ，ＳＰＲ）是

指由电磁波在金属和电介质交界面上激励而形成的影响电磁

波传播的谐振波的现象。即光以大于全反射角角度入射到交

界面时，一部分光被反射，另一部分光被耦合进表面等离子体

内，在表面等离子中存在光的消失场。当入射光的波矢量沿平

行界面的分量和表面等离子波的波矢量相等时，表面等离子在

光的消失场中发生谐振，光波在传输过程中发生能量损失，宏

观上表现为某些光谱被强烈吸收，该现象被称为等离子体共

振［１］。１９００年，Ｗｏｏｄ发现了光波通过光栅后光频谱发生了小

区域损失，并首次对表面等离子波进行了描述。１９６８年，

Ｋｒｅｔｓｃｈｍａｎｎ建立了用可见光激发表面等离子体的方法，并发

表了具有里程碑性质的文章。激发了人们将ＳＰＲ应用于传感

机制的热情，同时 Ｋｒｅｔｓｃｈｍａｎｎ结构也为ＳＰＲ型传感器奠定

了硬件基础。

表面等离子波对介质折射率的微小变化非常敏感，如果让

被测样品与发生表面等离子共振的金属薄膜接触，由于出现吸

附或化学反应，导致薄膜的介电常数发生变化。因此，该特性

适合应用于生物传感。１９８３年，Ｌｉｅｄｂｅｒｇ等
［２］把ＳＰＲ技术应

用于抗原抗体相互反应的测定。１９９０年，瑞典Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司

开发出世界上首台商业化ＳＰＲ传感器———ＢＩＡｃｏｒｅ
［３］。由于

ＳＰＲ传感器具有不需标记，检测准确性高，响应速度快，体积

小，抗干扰能力强以及实时在线检测等优点，近２０年来发展迅

速，具有代表性的ＳＰＲ传感器产品有瑞典ＢＩＡｃｏｒｅ公司的ＢＩ

Ａｃｏｒｅ系列、美国ＴｅｘａｓＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔ公司的ＳＰＲＥＥＴＡ系列和

荷兰 ＷｉｎｄｓｏｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＬｉｍｉｔｅｄ公司的ＩＢＩＳ系列以及国内北

京赛德创公司的 ＵＭＰＨＯＴＭ 系列
［４］。ＳＰＲ生物传感器现已

广泛应用于生命科学研究、化学、食品安全与环境监测等诸多

领域。

１　表面等离子共振生物传感器的工作原理

ＳＰＲ生物传感器是基于在某些金属（特别是金、银）界面

上，光能够激发产生表面等离子波这一原理而研制的应用技

术。当入射光以大于临界角的角度入射到金属界面上，发生全

反射。如在合适的角度下，入射光的平行矢量与表面等离子波

的频率相匹配时，发生等离子共振，能量从入射光转移到表面

等离子波中，反射光的反射率会表现出急剧衰减，当反射光强

度衰减到最低时，此时入射光的入射角称为“谐振角”。发生谐

振时的入射角高度依赖于金属界面的折射率，而金属界面上生

物分子的结合或生物反应会改变此处金属界面的折射率，从而

引起谐振角的相应改变。通过监测谐振角的变化，可以实现对

金属表面生物分子的结合与分离状态的监测，实时检测生物分

子之间相互作用的特异性信号［５］。基于这一原理，ＳＰＲ生物

传感技术能够对分子间的相互作用实现无标记、实时动态和快

速检测。

２　表面等离子共振生物传感器的分类

根据光耦合方式的不同，ＳＰＲ传感器在结构上可分为：

（１）棱镜耦合式ＳＰＲ传感器。棱镜耦合具有结构简单、易于实
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现且 灵 敏 度 高 等 特 点，使 用 较 为 广 泛。大 多 数 采 用

Ｋｒｅｔｓｃｈｍａｎｎ结构。制作棱镜耦合ＳＰＲ传感器时，首先在棱

镜底部制备一层厚度约为５０ｎｍ的金属膜（一般采用 Ａｕ或

Ａｇ）和具有选择性的敏感膜（膜上固定有与待测分子相对应的

探针分子）。并将其置于样品池的上方。入射光在棱镜底部发

生衰减全反射，激发表面等离子体波。通过对反射光的检测，

便可得到共振角或共振波长，从而实现对待测样品的检测；（２）

集成光波导耦合式ＳＰＲ传感器，工作原理与棱镜耦合方式的

Ｋｒｅｔｓｃｈｍａｎｎ结构很相似。波导中传播的光波经过表面覆盖

着金属膜层的区域时，在金属层界面发生全反射。如果表面等

离子体波的相位与光波导模式的相位一致，则会激发表面等离

子体波。此时在波导的输出端可以检测到ＳＰＲ峰值曲线。该

模式具有光路人为可控、易于小型化及良好的稳定性等突出优

点。因此，具有一定的研究价值；（３）光纤式ＳＰＲ传感器，采用

光纤作为光的传输媒质。由于光纤的特殊性，因此这种传感器

具有其他结构传感器所没有的特点：它可以很方便地探测一些

人类难以进入或者有害的地方；可以通过光纤对敏感信号的传

输，实现远程检测和分布式检测，而且也可以达到较高的灵敏

度；（４）光栅耦合式ＳＰＲ传感器，在这种结构中，金属层与介质

层构成周期性变化的光栅曲面。当入射光照射到光栅表面时

便会发生衍射。不同的衍射角对应不同的衍射阶。当某一阶

衍射光的波矢在界面方向的分量与表面等离子体波的波矢相

等时，二者发生共振，产生ＳＰＲ现象。

３　表面等离子共振生物传感器的构造

表面等离子共振生物传感器一般由动力系统、进样系统、

检测系统和软件分析系统等４部分组成。动力系统为流动相

在流路中流动提供动力，使样品流经金属检测芯片表面。动力

源一般有蠕动泵、恒压注射器等。进样系统的主要功能是将样

品注入到检测池中。进样时，在动力源的动力推动下，样品首

先经过管路进入进样阀，然后由进样阀注入到检测池中。检测

系统主要由一些光学检测部件组成。一般包括光源、横磁波偏

振器、棱镜、检测芯片和信号检测转换器５部分。光源发出的

光，经横磁波偏振器后产生的偏振光照射到金膜上产生反射，

反射光信号由面阵电荷耦合器件接收并进行光电信号转换（图

１）
［４］。软件分析系统是将检测系统收集到的电信号进行整理，

形成直观的检测曲线图。最后通过配套的分析软件对曲线图

进行自动分析，从而计算出不同样品的结合和解离常数及样品

质量等参数。

图１　　ＳＰＲ生物传感器检测光路示意图

４　表面等离子共振生物传感器的主要特点

表面等离子共振生物传感器在检测生物分子间相互作用

方面与传统检测方法相比主要有以下几方面的优势：（１）实时

检测，生物分子相互作用的全过程都能以曲线图的形式被记录

下来，所以能动态地监测生物分子间相互作用的全过程。（２）

待测物无需标记荧光染色剂、放射性同位素等标记物，至始至

终保持着结构的完整性以及生物天然活性。（３）应用范围广

泛。不仅可用于抗原抗体之间的相互特异性反应检测，而且各

种脂类、多糖、生物膜上的信号分子以及许多生物大分子之间

的相互作用都能用此方法进行检测。（４）检测过程避免了对分

析物进行复杂的预处理，检测方便快捷。检测灵敏度高，检测

限达皮克级，可以同放射性元素标记技术相媲美。

５　表面等离子共振生物传感器在实验诊断方面的应用

５．１　微生物检测　目前，大多数微生物检测仍然采用生物学

或生物化学手段。但根据近年的文献报道，ＳＰＲ技术在这一

领域的应用已获得较大进展。Ｚｈａｎｇ等
［６］使用ＢＩＡｃｏｒｅＡＢ检

测沙门氏菌。他们先采用ＰＣＲ法扩增沙门氏菌的ｉｎｖＡ基因，

针对该基因设计探针并将其巯基化到金膜表面，最后以杂交的

方式检测ｉｎｖＡ基因。这种方法的灵敏度极高，能检测到沙门

氏菌的最低浓度为１×１０２ＣＦＵ／ｍＬ。王珏等
［７］则利用相似的

方法使用四通道的ＵＭＰＨＯＴＭＡ４５０同时检测金黄色葡萄球

菌、铜绿假单胞菌和痢疾志贺菌。检测限为４×１０２ＣＦＵ／ｍＬ。

Ｍａｚｕｍｄａｒ等
［８］利用ｓａｎｄｗｉｃｈ抗体夹心法对沙门氏菌进行血

清型分型。结果成功地区分出Ｂ、Ｃ和Ｄ型。与传统的玻片凝

聚法相比，该方法不仅能够定量，而且更加方便可靠。Ｊｙｏｕｎｇ

等［９］报道了霍乱弧菌Ｏ１的ＳＰＲ检测方法。他们先在传感器

芯片表面自组装了巯基烷烃，再将蛋白Ｇ偶联在巯基烷烃表

面，最后注入霍乱弧菌Ｏ１的单克隆抗体使之与蛋白Ｇ结合。

检测限可达４×１０ＣＦＵ／ｍＬ。Ｍｅｎｄｅｓ等
［１０］利用棱镜耦合式

ＳＰＲ传感器检测出了大豆锈病菌抗原，检测限为８００ｎｇ／ｍＬ。

并将ＳＰＲ法与传统的ＥＬＩＳＡ检测法进行了比较，虽然ＥＬＩＳＡ

法灵敏度更高，检测限为６３ｎｇ／ｍＬ，但ＳＰＲ法更为便捷，高

效。Ｔａｙｌｏｒ等
［１１］应用多通道的波长检测型ＳＰＲ传感器，检测

了ＰＨ值为７．４的苹果汁中的大肠杆菌Ｅ．ｃｏｌｉＯ１５７：Ｈ７，检测

限为１．４×１０４ＣＦＵ／ｍＬ。Ｐａｒｋ等
［１２］将ＳＡＲＳ病毒表面抗原

ＳＣＶｍｅ、荧光物质ＥＧＥＰ和ＧＢＰ结合成复合物，利用ＧＢＰ对

金属的高亲和力将该复合物结合到ＢＩＡｃｏｒｅ３０００芯片表面。

然后检测不同浓度的抗ＳＣＶｍｅ抗体。结果当抗ＳＣＶｍｅ抗体

浓度从０．１～１００μｇ／ｍＬ递增时，ＳＰＲ仪的信号强度对应为

１１．３～９０５ＲＵ。该方法有很好的特异性和灵敏度。Ｋａｎｇ

等［１３］利用ＢＩＡｃｏｒｅ２０００检测了隐孢子虫卵囊，检测限为１０６

卵囊／毫升。

５．２　免疫生化物质检测　Ｚｈａｎｇ等
［１４］使用ＢＩＡｃｏｒｅ３０００研究

黏多糖ＧＡＧｓ与白介素ＩＬ７之间的结合解离关系。他们将不

同类型的ＧＡＧｓ以胺基键固定在芯片表面，然后注入ＩＬ７，从

而得出二者的结合曲线。研究结果表明，人类ＩＬ７比小鼠ＩＬ

７更易与ＧＡＧｓ结合。同时指出，高浓度的硫酸盐有助于二者

的结合。Ｖａｃｈａｌｉ等
［１５］采用ＦａｓｔＳｔｅｐＴＭ 研究人类胡萝卜素

Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ与蛋白质 ＨＳＡ、ＬＧ、ＳｔＡＲＤ１、ＳｔＡＲＤ３和 ＧＳＴＰ１

等之间的相互作用关系。由于ＦａｓｔＳｔｅｐＴＭ 有连续变换样品

浓度的设计优势，与传统的ＳＰＲ仪相比，检测更加省时高效。

研究表明，Ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ与ＧＳＴＰ１结合最为紧密和特异。Ｄｕｔｒａ

等［１６］利用ＳＰＲ技术检测了人血清肌钙蛋白ＴｎＴ，检测的下限

值为０．０１ｎｇ／ｍＬ。Ｌｉｕ等
［１７］报道了利用ＳＰＲ仪检测人血清

清蛋白的方法。他们先将人血清清蛋白特异性结合物Ｃｉｂａ

ｃｒｏｎＢｌｕｅＦ３ＧＡ结合在铬金属芯片上，然后检测不同浓度的人

血清清蛋白样品。结果显示，能检测到的人血清清蛋白最低浓

度为４μｇ／ｍＬ。Ｊｉｎ等
［１８］则采用抑制配位测定法直接从尿液

标本中检测３硝基酪氨酸。该方法的特异性、重复性和芯片的

可再生性都比较好。有望成为临床检测３硝基酪氨酸的低成
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本工具。Ｃｈｕｎｇ等
［１９］利用ＳＰＲ技术检测肿瘤标记物ＣＡ１９９。

他们先在芯片表面结合上抗ＣＡ１９９抗体，然后对不同浓度的

ＣＡ１９９样品进行检测，检测下限为４１０．９Ｕ／ｍＬ。为了提高

检测的灵敏性，他们继续采用ｓａｎｄｗｉｃｈ法，注入ＣＡ１９９的另

一种抗体，增大信号强度。结果检测的下限值下降到６６．７Ｕ／

ｍＬ。这距离ＣＡ１９９的临床诊断值３７Ｕ／ｍＬ已经相当接近。

Ｆａｎｇ等
［２０］报道了利用ＳＰＲ仪检测胃癌肿瘤抗原 ＭＧ７Ａｇ的

方法。他们利用抗原抗体反应法先后对胃癌患者和健康人的

血液进行检测，二者的传感器曲线图显示胃癌患者的信号强度

明显强于健康人，虽然正常人血中亦有少量 ＭＧ７Ａｇ表达。

Ｙａｋｅｓ等
［２１］利用ＢＩＡｃｏｒｅＴ１００检测了贝壳毒素。他们先将０、

１、４和４００ｎｇ／ｍＬ的贝壳毒素ＳＴＸ结合在芯片表面，然后注

入足够量ａｎｔｉＳＴＸ并使之充分反应。经扫描得出一张曲线

图，以此可检测未知浓度的ＳＴＸ。极大地方便了对贝壳毒素

超标的海产品的检测。Ｇｒｅｇｏｒｙ等
［２２］在ＢＩＡｃｏｒｅ３０００的芯片

表面镶上类似 ＨＩＶ 外膜的脂类分子结构，进而研究４Ｅ１０、

Ａ３２、２Ｆ５、１３Ｈ１１、１Ｓ４、ＩＳ１和Ｐ１等７种抗 ＨＩＶ１抗体与病毒

外膜的亲和性。结果４Ｅ１０亲和性最强。这表明４Ｅ１０最有可

能用于艾滋病病毒疫苗的制备。

６　展　　望

ＳＰＲ传感技术因其独特的技术优势，在近２０年来得到了

快速发展。目前国际上已经出现了多种仪器化的相关产品．并

将其应用于生物医学研究。ＳＰＲ传感器还可以和原子力显微

镜等［２３］其他高新仪器联合使用，以应用于更加广泛的研究领

域。另外，Ｈｕａｎｇ等
［２４］另辟蹊径，他们成功实现了在芯片表面

进行ＤＮＡ滚环扩增复制从而提高检测灵敏度的新方法。为

ＳＰＲ生物传感器的使用提供了新思路。今后，ＳＰＲ生物传感

器将朝着小型化、低成本、高灵敏性的方向发展［２５］。在实验诊

断方面，ＳＰＲ传感技术已成为很受关注的一项光电检测技术。

目前国内已有厂家开始生产专门用于 ＨＰＶ的检测和分型的

ＳＰＲ仪。随着ＳＰＲ技术理论和实践工作的不断深入和发展，

相信未来ＳＰＲ技术将在临床实验诊断方面占有一席之地。
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ｙｌｄｅｘｔｒａｎｍｏｄｉｆｉｅｄＧｏｌｄｃｈｉｐ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｉｍ Ａｃｔａ，２００７，３７６（１

２）：１１４１２０．

［１７］ＬｉｕＪＴ，ＬｉｎＰＳ，ＨｓｉｎＹＭ，ｅｔａｌ．Ｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏｎａｎｃｅｂｉｏ

ｓｅｎｓｏｒｆｏｒｍｉｃｒｏａｌｂｕｍｉｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＴａｉｗａｎＩｎｓｔＣｈｅｍＥｎｇ，

２０１１，４２（５）：６９６７００．

［１８］ＪｉｎｇＪ，ＷａｎｇＣＹ，ＹｉＴ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ３ｎｉｔｒｏｔｙｒｏｓｉｎｅｉｎ

ｈｕｍａｎｕｒｉｎｅｓａｍｐｌｅｓｂｙｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏｎａｎｃｅｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ

［Ｊ］．ＳｅｎｓＡｃｔｕａｔｏｒｓＢＣｈｅｍ，２０１１，１５３（１）：１６４１６９．

［１９］ＣｈｕｎｇＪＷ，ＢｅｒｎｈａｒｄｔＲ，ＰｙｕｎＪＣ．ＡｄｄｉｔｉｖｅａｓｓａｙｏｆＣａｎｃｅｒｍａｒｋ

ｅｒＣＡ１９９ｂｙＳＰＲｂｉｏｓｅｎｓｏｒ［Ｊ］．ＳｅｎｓＡｃｔｕａｔｏｒｓＢＣｈｅｍ，２００６，

１１８（１）：２８３２．

［２０］ＦａｎｇＸ，ＴｉｅＪ，ＸｉｅＹ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａａｓｓｏｃｉ

ａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎＭＧ７Ａｇｉｎｈｕｍａｎｓｅｒａｕｓｉｎｇｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏ

ｎａｎｃｅｓｅｎｓｏｒ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＥｐｉｄｅｍｉｏｌ，２０１０，３４（５）：６４８６５１．

［２１］ＹａｋｅｓＢＪ，ＰｒｅｚｉｏｓｏＳ，ＨａｕｇｈｅｙＳＡ，ｅｔａｌ．Ａｎｉｍｐｒｏｖｅｄｉｍｍｕｎｏａｓ

ｓａｙｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｓａｘｉｔｏｘｉｎｂｙｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏｎａｎｃｅｂｉｏ

ｓｅｎｓｏｒｓ［Ｊ］．ＳｅｎｓＡｃｔｕａｔｏｒｓＢＣｈｅｍ，２０１１，１５６（２）：８０５８１１．

［２２］ＧｒｅｇｏｒｙＪＨ，ＹｅｅＬ，ＳｈｅｌｌｅｙＭＳ，ｅｔａｌ．Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ

ｂｅｔｗｅｅｎＨＩＶ１ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｎｄｍｏｄｅｌｌｉｐｉｄｓｕｒｆａｃｅｓ

［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，２０１２，３７６（１）：１３１９．

［２３］ＫｕｍｂｈａｔＳ，ＳｈａｒｍａＫ，ＧｅｈｌｏｔＲ，ｅｔａｌ．Ｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏｎａｎｃｅ

ｂａｓｅｄｉｍｍｕｎｏｓｅｎｓｏｒｆｏｒｓｅｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｄｅｎｇｕｅｖｉｒｕｓｉｎ

ｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＰｈａｒｍＢｉｏｍｅｄＡｎａｌ，２０１０，５２（２）：２５５２５９．

［２４］ＨｕａｎｇＹＹ，ＨｓｕＨＹ，ＨｕａｎｇＣＪ．Ａｐｒｏｔｅｉｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅｂｙ

ｕｓｉｎｇｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏｎａｎｃｅ（ＳＰＲ）ｗｉｔｈｒｏｌｌｉｎｇｃｉｒｃｌｅａｍｐｌｉｆｉ

ｃａｔｉｏｎ（ＲＣＡ）ａｎｄｎａｎｏｇｏｌｄｍｏｄｉｆｉｅｄｔａｇｓ［Ｊ］．ＢｉｏｓｅｎｓＢｉｏｅｌｅｃ

ｔｒｏｎ，２００７，２２（６）：９８０９８５．

［２５］ＨｏａＸＤ，ＫｉｒｋＡＧ，ＴａｂｒｉｚｉａｎＭ．Ｔｏｗａｒｄｓｉｎｔｅｇｒａｔｅｄａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

ｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏｎａｎｃｅｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ：ａｒｅｖｉｅｗｏｆｒｅｃｅｎｔｐｒｏｇｒｅｓｓ

［Ｊ］．ＢｉｏｓｅｎｓＢｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎ，２００７，２３（２）：１５１１６０．

（收稿日期：２０１２１１０９）
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