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淋巴细胞的免疫传感器构建"

蒋兴宇%蒋栋能%孟凡飞%蒲晓允

!第三军医大学新桥医院检验科%重庆
2&&&%0

"

!!

摘
!

要!目的
!

构建一种无标记检测
!92

S

?

淋巴细胞的免疫传感器'方法
!

采用葡萄球菌
#

蛋白!

$4#

"法定向固定单克

隆抗体于金叉指微阵列电极表面以捕获
!92

S

?

淋巴细胞%并用循环伏安法!

!K

"扫描对金叉指微阵列电极表面的修饰情况进行

表征%最后通过电化学交流阻抗谱法!

:=$

"对免疫传感器捕获的
!92

S

?

淋巴细胞进行阻抗检测%通过等效电路拟合获得的阻抗

值变化绘制标准曲线'结果
!

该免疫传感器检测
!92

S

?

淋巴细胞的线性范围是!

<)&d(&

%

_<)&d(&

+

"*

Q5

%检测下限为
<)&d

(&

'

*

Q5

'结论
!

该免疫传感器的结果准确可靠%检测过程简便%价格低廉%有望用于实时检测系统%为实现快速&准确&价廉的
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淋巴细胞分类计数提供帮助'

关键词!叉指微阵列电极+

!

免疫传感器+

!

葡萄球菌
#

蛋白+

!

交流阻抗谱

!"#

+

(&)%*+*

,

,

)-../)(+0%12(%&)'&(0)&+)&('

文献标识码!

#

文章编号!

(+0%12(%&

!

'&(0

"

&+1&0<%1&2

#//5083,038+:8034+5:4.8089-17,-9+,,6,4,:4.8089E!2

S

M-

2

/

;

<8:

2

4,3

"

3#-5,2*&

1>

D

!

3#-5,$0&

1

&4&

1

!

AI5,G%&

:

4*

!

!)2*%0

>

D&

"

&

$4

6

%7894&80

:

;+*&*<%+"%=07%807

>

!

2*&

R

*%0(0C

6

*8%+

!

L@*7KA*+*8%7

>

A4K*<%+)&*M47C*8

>

!

;@0&

1R

*&

1

2&&&%0

!

;@*&%

'

@734+1:4

+

"7

A

,:4.B,

!

?LIL/.BHOIBD/-QQO/L.F/.LHVLHGFBFIB-/

R

!92

S

?M

U

Q

T

JLI

U

BF.Y-BJLOBMDEFM-/

R

)C,4<863

!

?JF.BD

T

J

U

1

MLILIIO.

T

HLBF-/#

&

$4#

'

QFBJLGYD.DGL

T

BFGBLIL/GOIBBJFLH-F/BFG-QQLE-M-WDB-L/LV!92QL/LIML/DMD/B-ELG-F.L/BJF

R

LMG-/1

BFHG-

R

-BDBFGQ-IHLFMFIBHLGF.OHVDIFVLHID

T

BOH-/

R

!92

S

?M

U

Q

T

JLI

U

BF.)?JF/I

U

IM-IXLMBDQQFBH

U

&

!K

'

QFBJLGYD.O.FGBLIL/GOIB

BJFHF

T

HF.F/BDB-L/LVQLG-V-IDB-L/.-BODB-L/L/BJF

R

LMG-/BFHG-

R

-BDBFGQ-IHLFMFIBHLGF.OHVDIF)8-/DMM

U

BJFFMFIBHLIJFQ-IDM-Q

T

FGD/IF

.

T

FIBHL.IL

TU

&

:=$

'

YD.O.FGBLGFBFIBBJF-Q

T

FGD/IFLV!92

S

?M

U

Q

T

JLI

U

BF.ID

T

BOHFGE

U

BJF-QQO/L.F/.LH)?JF.BD/GDHGIOHXF

YD.GHDY/E

U

BJF-Q

T

FGD/IFXDMOF.IJD/

R

FLEBD-/FGE

U

BJFF

g

O-XDMF/BFMFIBH-II-HIO-BV-BB-/

R

)D,35-43

!

?JFM-/FDHHD/

R

FLVBJ-.-Q1

QO/L.F/.LHVLHGFBFIB-/

R

!92

S

?M

U

Q

T

JLI

U

BF.YD.

&

<d(&

%

_<)&d(&

+

',

Q5

!

Y-BJMLYFHGFBFIB-L/M-Q-BLV<)&d(&

'

,

Q5)E80:-5F

3.80

!

?JFIL/.BHOIBFG-QQO/L.F/.LHJD.DIIOHDBFD/GHFM-DEMFGFBFIB-L/HF.OMB.OJ-G/-..-Q

T

MFBLL

T

FHDBFDIIOHDBF

!

IL/XF/-F/BD/G

IJFD

T

!

YJ-IJQ-

R

JBEFF̀

T

FIBFGBLEFO.FG-/BJFHFDM1B-QFGFBFIB-L/.

U

.BFQ

!

D/GLVVFH.JFM

T

VLHHFDM-W-/

R

HD

T

-G

!

DIIOHDBFD/G-/F̀1

T

F/.-XF!92

S

?M

U

Q

T

JLI

U

BFILO/B)

G,

2

>8+63

+

-/BFHG-

R

-BDBFGQ-IHLFMFIBHLGF

*

!

-QQO/L.F/.LH

*

!

.BD

T

J

U

MLILIDM

T

HLBF-/#

*

!

DMBFH/DB-/

R

IOHHF/B-Q

T

FGD/IF.

T

FI1

BHOQ

!!

!92

S

?

淋巴细胞&如
?J

细胞'是一种重要的免疫细胞!

它们通过细胞间相互作用和细胞因子来调节免疫细胞的募集

和增殖.

(

/

!其产生的细胞因子类型与量的改变与免疫缺陷病!

自身免疫疾病以及机体过敏的发生相关.

'

/

"此外!感染
3=K

病毒后!机体
!92

S

?

淋巴细胞的缺失会导致获得性免疫缺乏

综合征&

#=9$

'

.

%

/

"目前!
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?

淋巴细胞的检测方法包括+

流式细胞计数%免疫微珠分选技术等!但这些方法均存在仪器

及配套试剂昂贵!需要通过专业培训的人员操作等缺陷!
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?

淋巴细胞计数还无法在基层医院广泛应用!因此亟待建立一

种更简便%价廉%快速的新型检测方法"本研究采用金叉指微

阵列电极&

=9#7

'为工作电极固定单克隆抗体以捕获
!92

S

?

淋巴细胞!以电化学交流阻抗谱法为检测方法!为
!92

S

?

淋

巴细胞计数提供了一种灵敏%简便%快捷%价廉的方法"

$

!

材料与方法

$)$

!

仪器与试剂
!

!3=++&9

型电化学工作站&上海辰华仪器

公司'!

T

31(<14((

型酸度计&北京捷伦公司'!

c:1'(&&

型全自

动血液分析仪&

$

U

.QF̀

公司'!

=9#7

&苏州长三角生物公司'!

单克隆鼠抗人
!92

抗体购自美国
4-FHIF

公司*葡萄球菌
#

蛋

白&

$4#

'购自中国上海生工*牛血清白蛋白&

@$#

'购自中国

E-L.JDH

T

公司*

4@$

缓冲液!

()'QLM

,

5

的
"DN3

溶液!

()'

QLM

,

5

的
3!M

溶液!

(&)&QQLM

,

5

.

8F

&

!"

'

+

/

%_

,

2_的
()&QLM

,

5P!M

混合液自行配置"其余化学试剂均为分析纯*所有水溶

液的配置均使用超纯水&

7-MM-1k

型纯水机!

7-MM-

T

LHF

公司'"

$)%

!

免疫传感器的制备

$)%)$

!

=9#7

的预处理
!

将
=9#7

用
4-HD/JD

液&

%&]3

'

N

'

p

浓
3

'

$N

2

体积比
(p%

'浸泡清洗
(&Q-/

后!超纯水反复清

洗!再分别用
()'QLM

,

5

的
"DN3

和
()'QLM

,

5

的
3!M

浸泡

清洗
(&Q-/

!超纯水及
*<]

乙醇清洗后!氮气吹干备用"

$)%)%

!

电极表面
$4#

膜自组装
!

将
$4#

溶液
<

,

5

&

<Q

R

,

Q5

'均匀涂布于电极表面!并置于
2Z

!过夜自组装"将
$4#

自组装完成的电极分别用
4@$

缓冲液&

T

3

值
0)'

!

&)(QQLM

,

5

'和超纯水反复冲洗!氮气吹干备用"
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!

单克隆鼠抗人
!92

抗体的固定
!

将
(&

,

5

单克隆鼠

抗人
!92

抗体均匀涂布于已组装
$4#

膜的电极表面!室温反

应
'J

后!用
4@$

缓冲液反复冲洗后!再用
(]

的
@$#

溶液封

闭电极表面未结合的活性位点!室温反应
(J

"封闭后的电极

用
4@$

缓冲液和超纯水反复冲洗!氮气吹干!

2 Z

冰箱

保存备用"

$)&

!

细胞准备

$)&)$

!

细胞培养
!

将人
?

淋巴细胞白血病细胞株
7LMB1%

细

胞&

!92

S

?

淋巴细胞株'与人淋巴瘤细胞株
9DOG-

细胞&

@

淋

巴细胞株'分别置于含
(&]

小牛血清%青霉素&

(&&f

,

Q5

'%链

霉素&

(&&

,

R

,

Q5

'的
4A7=(+2&

培养液的培养瓶中!于
%0Z

!

<] !N

'

的培养箱中体外培养"在对数生长期!用胰酶消化细

胞!调节最终细胞浓度为
<)&d(&

+

,

Q5

!不同浓度的细胞悬液

通过该浓度的细胞稀释获得!细胞计数在
c:1'(&&

全自动血

液分析仪上完成"

$)&)%

!

样本前处理
!

取
%Q5:9?#1P

'

抗凝全血以
(p%

比

例加入红细胞裂解液!涡旋混匀*

2 Z

放置
(<Q-/

后涡旋混

匀!

2<&d

R

离心
(&Q-/

!弃去上清*加入
'Q5

红细胞裂解液!

涡旋混匀后
2Z

!

2<&d

R

离心
(&Q-/

沉淀白细胞!彻底弃去上

清液*加入
4@$

&

T

3

值
0)2

'

(Q5

重悬细胞后待用"

$)'

!

免疫传感器电化学检测及性能评估

$)')$

!

细胞捕获及电化学检测
!

取
(&

,

5

的细胞悬液滴加在

修饰传感器表面!并在
%0Z

培养箱中培养
(J

!以此来捕获细

胞"传感器在细胞捕获后用
&)&(QQLM

,

5

T

30)24@$

清洗
%

次后立即浸入含有
(&)&QQQLM

,

5

.

8F

&

!"

'

+

/

%_

,

2_的氧化还

原探针的溶液中!测定其法拉第阻抗值"

$)')%

!

免疫传感器对细胞浓度的线性响应及检出限的确定
!

将
7LMB1%

细胞悬液进行倍比稀释!以
(&)& QQQLM

,

5

.

8F

&

!"

'

+

/

%_

,

2_为氧化还原探针!利用传感器对不同的浓度的细

胞悬液进行交流阻抗检测"

$)')&

!

特异性试验
!

将
7LMB1%

细胞悬液!

9DOG-

细胞悬液和

4@$

空白液进行传感器的特异性试验!细胞悬液浓度均为

()&d(&

2

,

Q5

"按照上述电化学方法进行检测!并进行比对"

$)')'

!

储存稳定性
!

在优化试验条件下!将传感器置于
%0Z

无菌密闭湿润容器内!放置
%&G

!每隔
%G

对电极进行测试!并

记录还原峰电流响应"

$)')(

!

临床标本检测
!

收集
%&

份临床病患新鲜
:9?#1P

'

抗凝全血!样品处理方法同
()%)'

"采用免疫传感器法和流式

法进行检测并计算
!92

S

?

淋巴细胞的绝对值&个,微升'!并

比对检测结果"

$)(

!

统计学处理
!

采用
$4$$(*)&

统计学软件进行数据分

析"计量的组件间比较采用
8

检验!

!

$

&)&<

为差异有统计学

意义"

%

!

结
!!

果

%)$

!

免疫传感器的分析原理
!

免疫传感器的制备及检测原理

如图
(

所示!在交流阻抗测试中!传感器表面的修饰层会影响

氧化还原探针的电子传递!使其不易穿过修饰层而接触到传感

器表面!从而引起界面电化学阻抗的显著变化.

2

/

"而细胞膜具

有绝缘性!当细胞通过抗体捕获而结合到电极表面时!会形成

一道阻止氧化还原探针接近电极表面的屏障.

<

/

!引起电子传递

阻抗
AIB

的增加!且
AIB

与电极表面修饰层及细胞的浓度

相关"

图
(

!!

免疫传感器的制备及检测原理

%)%

!

免疫传感器修饰过程的电化学表征
!

电化学检测系统均

采用三电极体系!在含有
(&)&QQQLM

,

5

.

8F

&

!"

'

+

/

%_

,

2_的氧

化还原探针的溶液中进行"裸金叉指微阵列电极 &

EDHF

=9#7

'!

$4#

自组装
=9#7

&

$4#

,

=9#7

'!单克隆抗体固定于

=9#7

表面&

$4#

,

#E

,

=9#7

'!捕获
!92

S

?

淋巴细胞&

!FMM

,

$4#

,

#E

,

=9#7

'的电化学行为!如图
'

%

%

所示"图
'

为修饰

过程的
!K

图!从图中可见!随着
$4#

膜自组装%

$4#

膜结合

单克隆抗体在传感器表面而形成了生物识别膜!电子传递受

阻!从而导致峰电流降低"图
%

为修饰过程的
"

Ug

O-.B

图!从

图中可见!传感器表面的修饰层会影响氧化还原探针的电子传

递!使电子传递阻抗
AIB

增加!而细胞膜具有绝缘性!当
!92

S

?

细胞被捕获后!同样引起
AIB

增加"

图
'

!!

传感器修饰的
!K

表征

图
%

!!

传感器修饰的交流阻抗表征

%)&

!

免疫传感器与细胞浓度的线性响应关系及检测限
!

在最

优条件下!通过检测免疫传感器在不同细胞浓度下测量的交流

阻抗变化情况"图
2

为免疫传感器结合不同浓度
7LMB1%

细胞

后的
"

Ug

O-.B

图!如图所示!电子传递阻抗
A

IB

值随着结合

7LMB1%

细胞浓度的增加而增大"图
<

为
-

A

IB

值与细胞浓度之

间的关系曲线!

-

A

IB

为免疫传感器在结合细胞前后
A

IB

的差值"

结果表明!

A

IB

值与
7LMB1%

细胞浓度的对数在
<)&d(&

%

,

Q5_

<)&d(&

+

,

Q5

呈线性关系!线性方程为
-

A

IB
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-
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M

R

"

细胞!

"

细胞的单位是个,毫升!线性相关系数为+

&)*;;

!检测

下限为+

<)&d(&

'

,

Q5

"

"

!!

注+

A.

代表电解质溶液电阻*

!

GM

代表界面区间电荷产生的双电层

电容*

a

代表离子从本体溶液向电极表面扩散导致的
aDHEOH

R

阻抗*

A

IB

代表界面发生的氧化还原反应时产生的电子转移阻抗"

图
2

!!

不同细胞浓度的
"

Ug

O-.B

图

图
<

!!

免疫传感器检测
!92

S

?

淋巴细胞的标准曲线

%)'

!

特异性试验
!

试验中对
7LMB1%

细胞%

9DOG-

细胞两种细

胞进行交流阻抗检测!并以
4@$

缓冲液为阴性对照"结果显

示!该免疫传感器对
7LMB1%

细胞进行交流阻抗检测所得的
AIB

值大于
9DOG-

细胞和
4@$

缓冲液所得值!如图
2

所示!表明该

免疫传感器对
!92

S

?

细胞具有较好的特异性"

图
+

!!

免疫传感器的特异性

%)(

!

稳定性
!

为确定免疫传感器的稳定性!将修饰好的传感

器置于
2Z

无菌密闭湿润容器内!放置
%&G

!每隔
%G

对电极

进行测试!并记录还原峰电流响应!在放置
%&G

后!该传感器

的响应 信 号 为 初 始 信 号 的
*<)<(]

!表 明 其 具 有 良 好

的稳定性"

%))

!

临床样品的准确性
!

将免疫传感器检测所得的
!92

S

?

淋巴细胞绝对值与流式细胞术的检测结果进行统计学分析"

两种方法检测
!92

S

?

淋巴细胞平均值%标准差以及中位数的

统计见表
(

"经
8

检验!免疫传感器法与流式细胞术检测的

!92

S

?

淋巴细胞数差异无统计学意义&

!

%

&)&<

'"

表
(

!!

两种方法检测
!92

S

?

淋巴细胞#个&微升%的结果比较

项目 免疫传感器法 流式法

平均值
''+& '%%;

标准差
2&% %+*

中位数
(*&2 (;(<

最小值
(%' (&;

最大值
2;0* <0(;

&

!

讨
!!

论

!!

免疫传感器基于免疫测定技术与生物传感技术相结合!融

合两者优点!具有高特异性%高灵敏度%操作简便快速等特点!

在临床检验方面具有广阔的应用前景.

+

/

"本文将
=9#7

作为

工作电极!通过单克隆抗体自组装生物功能化该工作电极界

面!成功构建了用于检测
!92

S

?

淋巴细胞计数分析的免疫传

感器!具有一定的科学意义和较好的应用前景"本研究的优点

在于+&

(

'采用的
=9#7

包含了一对微带电极阵列!每个阵列

由多个宽度和间距为微米级的指电极并联组合而成!较传统电

极具有更高灵敏度!更短检测时间!信噪比更高等特点.

0

/

"&

'

'

采用
$4#

法定向固定单克隆抗体!

$4#

是金黄色葡萄球菌细

胞壁中的一种多肽&相对分子量为
2'&&&

'!其与
#O

亲和常数

高达
(&

;

QLM

,

5

!进而可在传感器
#O

膜表面形成稳定均一的

单分子膜层.

;

/

!且蛋白
#

具有与抗体的
8I

段结合的特性!而

抗原与抗体的结合位点在抗体的
8DE

段!故蛋白
#

与抗体结

合后不影响抗体与抗原的结合!且修饰层稳定!操作简单!无须

中间物&如交联剂'引入.

*

/

!具有很好的重现性及稳定性.

(&

/

"

&

%

'免疫传感器可分为无标记&直接测定'型和标记&间接测定'

型两种类型.

((

/

!以电化学交流阻抗谱法为检测方法!实现了无

标记的
!92

S

?

淋巴细胞计数分析!较标记型免疫传感器极大

地简化制备和操作过程"交流阻抗谱的变化可反映电极因固

定生物分子或发生生物学反应而引起的电容和电子传递电阻

等电化学性质的变化"由于细胞特殊的介电行为!修饰电极表

面识别的细胞在数量%生长状况或形态上的变化都会影响电极

的界面性质.

('

/

"因此!利用电化学交流阻抗谱可有效的检测

细胞与修饰电极表面配体分子的特异性的识别反应"

本免疫传感器用于检测
!92

S

?

淋巴细胞检测线性范围

为&

<)&d(&

%

#

<)&d(&

+

',

Q5

!检测下限为
<)&d(&

'

,

Q5

!具

有较好的灵敏度*与参考方法流式法.

(%

/比对!结果无显著性差

异!具有较好的特异性*稳定性好&

2Z

'放置
%&G

后!该传感器

的响应信号为初始信号的
*<)<(]

*无需荧光二抗标记!成本

低廉!易于操作!可批量生产"不足之处+固定抗体单一!只能

检测一种
?

淋巴亚群细胞*未集成为微流控芯片检测系统!增

加了操作的复杂程度"若进一步改进!定会为临床检测
?

淋

巴亚群细胞提供足够的便利"
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