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　　生物传感器，即生物来源的一切传感器识别物或者分析

物［１］。研究生物分子间的相互作用、细胞活性观察、特异性地

检测体液中、生产过程中、环境样本中的分析物是生命科学、药

物研究，医学诊断和保证食品安全的基础。目前，检测技术的

发展面临巨大挑战：（１）虽然一些较大的生化分析物通过有色

染料或者荧光染料染色后都很容易观察到，但由于一些处理方

法很容易将待检组织破坏，这样就要求研究同一样本的时间不

宜过长。（２）一些学者从事蛋白组学方面的研究时需要检测大

量样本。这就要求某种实验方法能够同时检测多个样本，即需

要解决通量问题。（３）基于标记技术的检测方法中使用的标记

物会竞争性地与标记分子的活性位点结合，从而阻碍待检物质

与标记分子结合，导致假阳性结果［２］。因此，需要一种更加高

效、准确地实验方法。ＳＰＲ生物传感器作为免疫光学生物传

感器，可以检测抗原、抗体间的免疫亲和反应，具有无需标记，

高通量，可动态监测生物分子相互作用的全过程，样品无需预

处理等特点［３］。本文就ＳＰＲ生物传感器的发展及应用研究作

如下综述。

１　ＳＰＲ生物传感器的工作原理及技术革新

通常情况下，ＳＰＲ仪主要由以下几个部分构成：光源、检

测器、金膜、棱镜、生物分子以及微流系统［４］。当偏振光透过棱

镜照射到镀有金属薄层的传感芯片上时，偏振光将会被金属薄

膜反射。改变入射角，检测反射光的光强，当反射光强达到最

小值时即可激发表面等离子激元，产生倏逝波。偏振光光子可

与金属层表面的自由电子相互作用，使自由电子发生震动，从

而引起反射光强的减弱。此时，引起发射光强达到最小值的入

射角即被称作共振角或ＳＰＲ角。由此可以看出，ＳＰＲ角完全

取决于介质的光学特性，例如折射率。当一些大分子物质吸附

在芯片表面时就会引起传感器界面折射率的变化，因此ＳＰＲ

角就会随着芯片表面结合物的多少而发生变化，从而由信号变

化可以间接反映芯片表面物质的结合量［５］。

除了化学界面和生物功能分子部分，ＳＰＲ生物传感器是

高度依赖于光学性能、电学性能和结构特点的仪器。大部分仪

器设计方面的研究，其目的都是使ＳＰＰ波在各种实验条件下

（包括激发波长、材料学、几何学和检测环境的不同）都能充分

发挥效能。由于这些开拓工作，基于ＳＰＲ的生物传感器已经

广泛应用在分析化学、修复、材料和表面科学。尤其是近十来，

仪器的不断改进和再生、信号放大和ＳＰＲ信号拟合等实验方

法的不断改进，使得ＳＰＲ技术取得了更大突破。

椭圆光度法也是基于全反射的一种测量方法，利用椭圆偏

光术所发展出来的椭圆偏光仪，是测量物质折射率、薄膜厚度

及准确度最佳的仪器之一。它与ＳＰＲ结合在一起后，监测和

分析以半透明金属层和半透明薄膜为基质的免疫传感器结合／

解离常数方面的效力更强。

Ａｒｗｉｎ等
［６］应用全反射椭圆光度法检测生物分子的结合／

解离常数，结果证明全发射椭圆光度法较普通椭圆光度法具有

更高的灵敏度。随后，Ｒｉｓｐｅｎｓ等
［７］利用椭圆光对称法评价抗

白细胞介素（ＩＬ）６中的两种高亲和力抗体抗ＩＬ６．１６和抗

ＩＬ６．８的结合常数，并与传统的ＳＰＲ法进行比较。结果发现利

用ＰＥＩＡ椭圆光对称法测量两种抗体的亲和力分别为５ｐｍｏｌ／

Ｌ和５０ｐｍｏｌ／Ｌ。此方法较之ＳＰＲ法更为简便且用时更短。

２　ＳＰＲ芯片表面化学

在传感芯片镀膜上固定生物分子的方法多种多样，包括直

接物理吸附法、共价偶联法、亲和素生物素结合法、金属螯合

法、ＬＢ膜法及分子印迹法等
［８］。

物理吸附法可以使抗原和抗体简单地吸附在金属表面，尽

管这种技术有很大的潜力，但依旧有一些缺陷。（１）蛋白质直

接吸附在金表面可以引起蛋白质变性从而不能形成稳定的吸

附层。（２）ＳＰＲ技术是基于金属溶液接触面的介电常数的，另

外也要把非特异性吸附降到最低。配体的非特异性吸附或者

缓冲液的溶质和配体间发生交换都会影响ＳＰＲ的信号值（不

稳定的吸附／解离同时发生）。一般情况下，最理想的条件是配

体以共价结合的方式连接在金膜表面，从而使芯片可重复利

用；并且使配体最大限度地暴露出来［９］。

目前，很多研究均使用共价偶联法连接抗原和抗体［１０］。

一些双功能分子试剂都带有巯基可以与金膜发生化学反应，还

带有一个活性基团可以和蛋白中的氨基反应，从而通过共价偶

联原理将蛋白间接的连在金膜上。末端带有羧基的ＳＡＭ 试

剂如果和末端带有羟基的ＳＡＭ试剂一起使用的话，与单独使

用带有羧基的ＳＡＭ 试剂相比，可以进一步减少非特异性吸

附。有研究报道使用混合ＳＡＭ，与单独使用各个ＳＡＭ试剂的

情况相比较，前者能够有效减少非特异性吸附［１１］。但使用双

功能分子试剂偶联抗原／抗体有一个最大的缺陷，由于二维结

构不能很好地使抗原抗体远离金属表面，从而难以保证抗原抗

体活性，造成芯片储存困难。

使用水凝胶基质修饰金膜［１２］可以克服上述缺点，并且，以

共价结合方式固定在金膜表面的蛋白和配体是可再生的。这

种功能性表面可以广泛应用于各种生物分子，尤其是生物特异

性交互作用分析。这种基质是由羧甲基葡聚糖组成，这种羧甲

基葡聚糖基于离子浓缩法则，可以为蛋白质或其他配体在较低

浓度下提供结合位点，主要应用于生物分子特异性交互作用
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分析。

目前，对于ＳＰＲ新型表面化学材料的研究主要集中在以

下两个方面：（１）新型表面材料要具有一般表面化学的独特优

势；（２）新型表面材料还应具有更好的电场增强作用。其中最

有研究价值的就是超材料的应用，尤其是负折射率材料（ＮＩＭ）

（左手）材料［１３］。这些材料在已知范围内既能显示出负介电常

数，又能显示出导磁系数。这种特性将明显提高ＳＰＲ的深度

成像和提高ＳＰＲ在液相中折射率变化的敏感性。

３　基于ＳＰＲ技术的传感芯片应用

基于ＳＰＲ技术的生物传感器应用已经在很多综述中被广

泛探讨［１４１６］，本文着重介绍近年来应用方面的新成果。Ｂｅｒｔｈｉ

ｅｒ等
［１７］研制了基于ＳＰＲ技术的特异性雌激素受体 ＤＮＡ芯

片，用于雌激素初筛。这种ＳＰＲ传感器能够实现无需标记，快

速、实时、特异地检测雌激素受体；并且，通过观察雌激素受体

之间的交互作用，研究雌激素二聚体如何通过雌激素原件之间

的交互作用激发基因表达。另外，Ｖｉｎｏｇｒａｄｏｖａ等
［１８］建立了一

种基于ＳＰＲ免疫生物传感器的实验方法来检测螺旋藻、水华

束丝藻和蓝藻等食物添加剂中的微囊藻毒素。使用单克隆抗

体建立免疫抑制型ＳＰＲ生物传感器用于检测微囊藻毒素。通

过对２０份已知阴性蓝藻样本的检测，得出本方法的检测限为

０．５６１ｍｇ／ｋｇ。对微囊藻毒素的检测限为小于或等于０．８５

ｍｇ／ｋｇ。该检测方法已经在爱尔兰市场上推广使用，并且基本

实现自动化。

由于酶抑制剂的分子量很小，很难通过ＳＰＲ直接检测出

来。Ｍｉｌｋａｎｉ等
［１９］建立了一种无需竞争抑制或抗体结合而通

过ＳＰＲ直接检测 ＡＣｈＥ 的方法，通过共价结合的方式将

ＡＣｈＥ固定在金膜上。通过分光光度分析确定固定蛋白活性

和表面密度。两种结合的可逆抑制剂都可以通过ＳＰＲ检测出

来，无需进一步修饰或使用其他试剂。

由此可以看出，ＳＰＲ技术不仅在抗原／抗体结合动力学常

数方面有广泛应用，近年来，ＳＰＲ技术在小分子物质、痕量物

质的检测方面也取得了重大突破，为今后ＳＰＲ技术的市场推

广奠定了良好基础。

４　信号放大技术

ＳＰＲ生物传感器具有无需标记的特点
［２０］，但现在的ＳＰＲ

生物传感器对于蛋白质的检测限大约在１～１００ｎｇ／ｍＬ之

间［２１２２］，检测生物样本时，这样的检测灵敏度往往是不够的，

因此需要提高传感器的敏感性。Ｔａｎａｋａ等
［２３］利用三维水凝

胶结构固定蛋白分子，可以大大提高ＳＰＲ蛋白阵列的检测敏

感性。Ｋｉｍ等
［２４］通过免疫夹心法用 ＨＲＰ催化沉淀反应结合

在ＳＰＲ传感器表面引发ＳＰＲ的角度变化，从而达到增强ＳＰＲ

敏感性的目的，其敏感性可达到０．０１至１００ｎｇ／ｍＬ。Ｊｕｎｇｗｏｏ

等［２５］在金膜上铺一层氧化硅（ＭＰＳＢＡ），氧化硅有多孔特征，

具有较大的表面积和空隙溶剂，使得探针结合位点更多，起到

信号放大作用。另外，也有学者采用葡萄球菌 Ａ蛋白（ＳＰＡ）

固定在芯片表面，它能与多种动物的ＩｇＧＦｃ端结合，这样既可

达到定向固定抗体的目的，又可使得暴露出的结合位点更多，

从而提高检测灵敏度。Ｈｕａｎｇ等
［２６］将ＲＣＡ和纳米金标记结

合在一起，分析物杂交信号将被放大，其灵敏度大大提高。利

用５ｎｍ纳米金和３０ｍｉｎＲＣＡ时间，蛋白信号比起初始信号

扩大了６０倍。

５　展　　望

表面等离子体共振的组合与互补分析技术已经越来越受

到重视，研究重点主要集中以下两个方面：（１）在同一仪器上结

合不同的物理现象以期达到更高的灵敏度和分辨率。（２）对同

一种样品使用不同的仪器进行连续性分析。

近几年基于ＳＰＲ生物传感器的研究，其挑战性主要集中

在以下几个方面：（１）ＳＰＲ传感器可以达到连续检测样本的目

标，可以同时检测多种物质，且兼容性良好；（２）同时注重ＳＰＲ

现象和ＳＰＲ检测平台的开发，使传统光谱学技术与成像技术

都得到发展，敏感性更高；（３）纳米技术的应用会大幅提高检测

技术的敏感性，开启基于电磁波检测技术的新纪元；（４）微流体

系统和生物微型系统的发展将使ＳＰＲ生物传感器达到自动化

分析的目标；（５）新型芯片的设计和光学平台的发展可以大大

降低光学组件噪声；（６）在纳米水平上对表面等离子共振现象

的基础研究将会继续推进光子学、光电学和能量学的研究进

展，继而推动ＳＰＲ技术革新。
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血管性血友病因子裂解蛋白酶活性检测方法的研究新进展

姚拾秀，江　淼 综述，赵益明△审校

（苏州大学附属第一医院江苏省血液研究所，卫生部血栓与止血重点实验室，江苏苏州２１５００６）

　　关键词：血管性血友病因子裂解蛋白酶；　酶活性检测；　综述
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　　血管性血友病因子裂解蛋白酶（ｖＷＦｃｐ）的活性与血栓形

成及出血、微血管病变、弥散性血管内凝血（ＤＩＣ）、肿瘤浸润与

转移、肝脏疾病、自身免疫性疾病以及血栓性血小板减少性紫

癜（ＴＴＰ）等疾病的发病密切相关，检测 ＡＤＡＭＴＳ１３活性水

平对诊治这些疾病有着极其重要的意义，目前 ＡＤＡＭＴＳ１３

活性的检测方法繁多，而且检测技术不断改进。Ｆｕｒｌａｎ等
［１］和

Ｔｓａｉ
［２］同时报道了健康人血浆中存在能够裂解超大血管性血

友病因子多聚体蛋白酶ｖＷＦｃｐ的存在。ｖＷＦｃｐ是具凝血酶

敏感蛋白结构的去整合素域和金属蛋白酶域蛋白家族成员之

一，被命名为ＡＤＡＭＴＳ１３。Ｚｈｅｎｇ等
［３］发现仅能在肝脏检出

ＡＤＡＭＴＳ１３，并对其ｃＤＮＡ进行测序，其序列长度为４．６ｋｂ。

Ｕｅｍｕｒａ等
［４］对肝脏内产生 ＡＤＡＭＴＳ１３的细胞进行检测分

析，用ＡＤＡＭＴＳ１３的两种单抗（Ａ１０和Ｃ７）对Ｃ型慢性肝炎

冰冻肝组织切片行免疫组化染色，观察到杂交检出的树枝状

ＡＤＡＭＴＳ１３ｍＲＮＡ信号，并用共聚焦激光显微镜观察到

Ａ１０单抗与标记活的肝星状细胞的α肌动蛋白抗体二重染色

结果，这些说明 ＡＤＡＭＴＳ１３可能主要由肝星状细胞（ＨＳＣ）

产生。血小板、巨核细胞、肾脏的足细胞和血管内皮细胞等均

可产生ＡＤＡＭＴＳ１３。

ＡＤＡＭＴＳ１３基因位于９号染色体长臂，全长３７ｋｂ，由

２９个外显子组成，ｃＤＮＡ含４５９７ｂｐ以及１个多聚腺苷酸尾，

开放阅读框为４２８４ｂｐ，由１４２７个氨基酸残基组成。血浆中

ＡＤＡＭＴＳ１３在一定剪切力条件下，作用于ｖＷＦ分子 Ａ２区

８４２位酪氨酸与８４３位蛋氨酸之间的肽键，将ｖＷＦ裂解为不

具有黏附活性的两个片段。研究发现，ＡＤＡＭＴＳ１３的活性与

血栓形成及出血、微血管病变、ＤＩＣ、肿瘤浸润与转移、肝脏疾

病、自身免疫性疾病以及ＴＴＰ等疾病的发病密切相关
［５８］。这

些疾病的共同特征是都涉及微血管改变，包括血管内皮改变，

血小板活化等，这皆与血栓形成有关，而 ＡＤＡＭＴＳ１３在这些

疾病与血栓疾病之间起着桥梁性作用。此外，研究表明，内科

危重症血小板减少相关性多器官功能衰竭（ＴＡＭＯＦ）的发生

主要是由于ＡＤＡＭＴＳ１３功能障碍所致
［９］。因此，ＡＤＡＭＴＳ

１３活性的检测对上述疾病的诊断和治疗意义重大。目前 ＡＤ

ＡＭＴＳ１３活性检测尚无统一标准，实验室检测存在操作步骤

繁琐，耗时长，检测技术要求高等缺点，现将近年来ＡＤＡＭＴＳ

１３活性的检测方法进行综述。

１　ＡＤＡＭＴＳ１３活性检测方法及特点

ＡＤＡＭＴＳ１３的检测方法包括直接检测法和间接检测法，

直接检测法是通过检测ｖＷＦ裂解产物来测定 ＡＤＡＭＴＳ１３

的活性，间接检测法是通过检测残余底物或被消耗的底物来测
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