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  摘 要:传感器因具有高灵敏度、简便快捷及轻松实现体内外检测等优点从而广泛应用于基质金属蛋白酶

(MMP)检测。现有传感器设计思路是基于 MMP-9分子结构或酶活性输出不同信号响应传感。该文总结

MMP-9传感检测技术的研究现状及困难点,进一步讨论 MMP传感器的发展前景,为 MMP-9和其他良好生物

靶标分子的传感检测提供参考。
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Abstract:Sensors

 

have
 

been
 

widely
 

recognized
 

in
 

matrix
 

metalloproteinases
 

(MMP)
 

detection
 

for
 

their
 

high
 

sensitivity,simplicity,speed
 

and
 

easy
 

in
 

vivo
 

and
 

vitro
 

detection.The
 

design
 

thought
 

of
 

existing
 

sensors
 

is
 

based
 

on
 

the
 

structure
 

of
 

MMP-9
 

molecule
 

or
 

the
 

enzyme
 

activity
 

to
 

output
 

different
 

signals
 

in
 

response
 

to
 

sensing.In
 

this
 

paper,we
 

summarize
 

the
 

current
 

research
 

status
 

and
 

difficulties
 

of
 

MMP-9
 

sensing
 

detection
 

technology,and
 

further
 

discuss
 

the
 

development
 

prospects
 

of
 

MMP
 

sensor,which
 

will
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

MMP-9
 

and
 

other
 

good
 

biological
 

target
 

molecules.
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  基质金属蛋白酶(MMP)是一类锌依赖性内肽

酶,MMP及时降解细胞外基质(ECM)是正常细胞发

育、形态发生、重塑和组织修复的重要特征[1]。其中,

MMP-9
 

属于明胶酶,又称为明胶酶B。在正常生理

状态下,MMP-9受到严格调控,表达水平较低,其过

表达与多种疾病有关,包括癌症和心血管疾病等[2]。
由于 MMP-9

 

在胞外环境具有蛋白水解活性,在肿瘤

的发展过程中,基底膜的破坏是支持肿瘤侵袭和生存

的关键步骤。因此,MMP-9
 

与癌症病理紧密相关,

MMP-9
 

水平成为肿瘤进展诊断和治疗监测的标志,
临床上将高 MMP-9

 

的患者定义为预后不良[3]。此

外,MMP-9通过降解动脉粥样硬化斑块周围纤维帽

中的胶原蛋白和其他ECM 破坏斑块稳定性,导致冠

状动脉管腔狭窄或闭塞,引起心肌缺血,从而导致急

性心肌梗死[4-5]。梗死后引起心壁结构、腔室形状和

泵功能发生变化致使左心室重塑(LVR),引发心力衰

竭,且 MMP-9
 

在LVR的不同时期均具有双功能性,
通过不同途径动态调节心脏修复过程[6-7]。因此,作
为早期检测或诊断疾病进程的良好生物靶标分子,

MMP-9在疾病发展中起关键性作用,为更好地了解

其在疾病发展中的作用及判断病程、治疗预后的潜

力,多数研究者已经开发了各种技术用于 MMP-9
监测。

近几十 年 来,除 了 酶 谱 和 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

(ELISA)等传统技术已被用于
 

MMP-9
 

检测外,现代

化检测方法传感也得到发展[8-10]。目前已有研究者利

用传感快速、高效的优势,开发出
 

MMP-9
 

监测的传

感器,利用多信号输出,如电化学、荧光、比色、表面增

强拉曼散射(SERS)、表面等离子体共振(SPR)、石英

晶体微天平(QCM)及光声(PA)等,传感器已被不断

开发用于 MMP-9检测。本综述立足于 MMP-9作为

癌症及急性心肌梗死分子标志物,系统地总结分析

MMP-9传感检测技术的研究现状及困难点,进一步

讨论 MMP传感器的未来发展方向,以期为
 

MMP-9
 

和其他良好生物靶标分子的传感检测提供参考。

1 现有 MMP-9检测方法

  传统方法中包括免疫组织化学(IHC)、蛋白质免

疫印迹(WB)和ELISA已被用于检测 MMP-9。IHC
是一种简单、成熟且稳健的技术,但其通常无法区分

潜伏性蛋白酶和活性蛋白酶。WB虽然可通过分子量
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差异分离不同的
 

MMP,但考虑到解离,小分子量条带

可能无法准确代表内源性活性。传统
 

ELISA能实现
 

MMP-9
 

高度准确测定,但由于洗涤过程繁琐,抗体成

本高昂,其实际应用受到限制。除上述传统技术外,
基于电化学、荧光、比色、SERS、SPR等的各种传感器

已被不断开发用于 MMP-9检测。电化学传感器具有

灵敏度高、选择性好、线性范围宽、检测限低、使用方

便等优点,荧光传感器具有多色标记能力、低成本、高
灵敏度和信号强度等特点实现体内外成像及快速检

测,比色传感器利用浓度信息转化为颜色变化,可裸

眼来观测结果。因此,本文后续以电化学、荧光、比色

传感为主进行详细描述。

2 信号响应传感器检测 MMP-9
2.1 电化学信号 电化学传感器利用电极作为转换

元件和固定化载体,将抗原、抗体、酶、激素等生物敏

感物质,或生物体本身作为敏感元件固定在电极上。
通过生物分子之间的特异性识别,将目标分子及其反

应信号转化为电信号记录下来,用于目标分析物的检

测[11]。基于电化学信号的传感器具有高灵敏度、高选

择性、线性范围宽等优点,但也存在易受干扰、技术复

杂等局限性。

2.1.1 基于抗体的电化学传感器 电化学免疫传感

器对目标的检测通常基于免疫复合物形成后的分析

响应和信号放大。MMP-9的电化学免疫传感器设计

主要有三明治式和无标签式两种。三明治型免疫传

感器通过氧化还原探针或酶标记的二抗产生电化学

信号。ARÉVALO 等[12]报道了一种基于磁性微珠

(MB)的三明治式免疫传感器,MB上的捕获抗体用于

捕获 MMP-9形成三明治式生物素化检测抗体-链亲

和素-辣根过氧化物酶复合物,采用过氧化氢/对苯二

酚体系对丝网印刷碳电极表面进行电流分析实现
 

MMP-9
 

的检测。该传感器具有较高的灵敏度,检测

限为
 

2.4
 

pg/mL。近年来,制造时间短、化学品消耗

少及成本低的无标记免疫传感器的发展受到了极大

的关注。有研究者基于固定在氧化锌(ZnO)纳米颗

粒和ZnO纳米棒电极上的抗体,开发了一种无标记

电化学生物传感器用于快速检测
 

MMP-9[13]。该生

物传感器制造简单、准确度高、检测时间更短且易于

使用,适用于生物样品的分析。
基于三维生物平台聚酰胺-胺型树枝状高分子

(PAMAM)扩大受体层的表面积、提高灵敏度及稳定

性等优点,NISIEWICZ等[14]构建了一种用于 MMP-9
超灵敏重量和电化学检测的

 

PAMAM
 

免疫传感器,
利用石英晶体耗散微天平(QCM-D)和电化学阻抗谱

监测
 

MMP-9
 

与抗体的相互作用,QCM-D使其检测

限降低了5~10倍,且限制了溶液组分与受体层的非

特异性相互作用。然而,由于化学品消耗大,QCM-D

流动系统相对昂贵。该传感器可以成功地用于检测

商用 人 和 大 鼠 血 浆 及 非 商 用 大 鼠 血 浆 样 品 中 的

MMP-9。但以上电化学方法均采用抗原抗体结合,抗
体价格较贵且稳定性较差,不易长久保存。

2.1.2 基于适配体的电化学传感器 基于电化学的

适配体传感器由于其快速可靠的响应、高灵敏度、低
成本及与传统测量的兼容性,近年来特别受到关注。
适配体是一种单链DNA或RNA寡核苷酸,其优势

在于它们能够以高亲和力、选择性和特异性结合特定

的靶标,是极具前景的抗体替代品,适配体因具有低

成本、易于合成、易于修饰及在非生理条件下的高稳

定性等的优点,已被开发用于检测 MMP-9[15]。有研

究者将 MMP-9适配体固定在金@氮化硼纳米管(Au
@BNNT)修饰的圆形 Au微间隙集成印刷电路板芯

片上构建一种无需预处理的电化学适配体传感器用

于检测 MMP-9[16]。Au@BNNT通过增加电化学放

大信号提高了生物传感器的灵敏度,该生物传感器具

有较宽的检测范围0.1~10
 

000
 

ng/mL和较低的检

测限0.021
 

8
 

ng/mL。基于适配体的电化学传感器具

有灵敏度高、选择性好、线性范围宽、检出限低和易用

性等优点,但复杂的适配体设计和筛选过程耗时限制

了其发展。此外,适配体会受到靶标分子结构类似物

影响,导致选择性降低。尽管电化学适配体传感器在
 

MMP-9
 

检测方面展现出潜力,但仍需对上述缺点进

行优化,以提高其在临床和科研领域的应用价值。

2.1.3 基于肽底物的电化学传感器 多肽易于修

饰,使得基于肽底物的传感器的设计比基于抗原-抗体

结合的方法更加灵活,近年来受到了更多的关注。

LEE等[17]提出了一种由一个岛电极作为工作电极和

一个封闭电极作为反电极组成的同心双电极生物传

感器。在没有参比电极的情况下,系统可以在工作电

极处保持恒定的电位,有利于设计便携式电化学生物

传感器以检测
 

MMP-9。将
 

MMP-9特异性切割的多

肽底物经亚甲基蓝(MB)修饰后固定在 Au电极上,

MMP-9对多肽的切割使电活性 MB从电极上释放出

来,导致电隧穿电流减小。该生物传感器检测范围为

1
 

pmol/L
 

至1
 

nmol/L,检测限为7
 

pmol/L,证明了

简单的双电极结构在电化学生物传感器中的潜力。

XIANG等[18]构建了一种基于葫芦脲[8](CB
[8])介导的主客体相互作用和牺牲铁金属有机框架

(FeMOF)的生物传感器。在金电极上修饰的 MMP-9
特异性肽通过CB[8]加成与FeMOF@金纳米颗粒(Au

 

NPs)@肽配合物结合,FeMOF
 

能作为反应物参与氧化

还原反应,形成电化学活性分子普鲁士蓝。然而,当
 

MMP-9存在时,MMP-9特异性肽被切割,导致电化学

信号突然下降。该传感器具有超高灵敏度,检测范围为
 

0.5
 

pg/mL至500
 

ng/mL,检测限低至1.30
 

pg/mL。
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因具有背景低、灵敏度高、仪器便宜等优点,电化

学发光(ECL)在临床诊断中受到了众多关注。ZENG
等[19]将一种新的含羧基环金属化铱(Ⅲ)配合物与

MMP-9特异性肽连接作为
 

ECL探针,选择经全氟磺

酸树脂和Au
 

NPs修饰的玻碳电极作为ECL平台,形
成基于ECL肽的生物传感器。该ECL传感器具有高

灵敏度和抗污染能力,此外,其能够测定活细胞在外

界刺激下分泌的 MMP-9,在药物筛选中具有广阔的

应用前景。

2.2 荧光信号 基于荧光的传感器具有灵敏度高、
监测实时、成像速度快和成本低等优点,在体内外对

 

MMP-9
 

进行快速检测和成像受到广泛关注。荧光蛋

白、荧光染料、量子点标记等已被探索作为设计荧光

传感器的信号单元。与其他分析技术相比,使用荧光

传感器的
 

MMP-9
 

分析具有多色标记能力强、成本

低、灵敏度高和信号强度高等特点,因此在体内外
 

MMP-9
 

的快速检测和成像方面受到广泛关注,然而,
光漂白、背景干扰、信号量化复杂等缺点限制了荧光

传感器的发展,此外,其长期稳定性和重复性可能受

到探针稳定性和传感器设计的影响,且探针的设计需

要考虑到与
 

MMP-9
 

的结合亲和力、荧光的稳定性及

生物相容性等较多因素。

2.2.1 基于抗体的荧光传感器 近年来,利用抗原

抗 体 特 异 性 识 别 的 荧 光 免 疫 传 感 器 被 开 发 用 于
 

MMP-9
 

检测。JOHANNSEN等[20]开发了一种免水

洗的基于磁珠的异质免疫检测方法即无结合相检测

(BFPD),该方法分别使用与抗体结合的磁珠和与抗

原结合的荧光珠作为捕获剂和检测剂,通过引入多个

捕获剂和荧光颗粒,可实现检测多路复用。BFPD
 

保

留了
 

ELISA和珠基检测的优点,同时增加了快速、免
洗操作、无结合相检测和简化的多路复用能力等关键

特征,适合广泛应用。

MA等[21]建立了一种
 

MMP-9和脂蛋白相关磷

脂酶A2(Lp-PLA2)的双标记时间分辨荧光免疫分析

法(TRFIA),使用荧光镧系(Eu3+和Sm3+)螯合物同

时定量
 

MMP-9和
 

Lp-PLA2。与其他方法相比,TR-
FIA不易受干扰,具有高亲和力和特异性,以及回收

率高、检测范围广和灵敏度高等优点,可用于血清中
 

MMP-9
 

检测。

2.2.2 基于适配体的荧光传感器 由于适配体具有

低成本、易于合成、易于修饰及在非生理条件下的高

稳定性等的优点,基于适配体的荧光传感器已被开发

用于检测
 

MMP-9。YU等[22]构建了一个基于聚多巴

胺纳米球和荧光标记适配体的新型纳米平台,通过脱

氧核糖核酸酶I辅助循环扩增同时检测
 

MMP-9
 

和
 

MMP-2。该传感器具有制备简单、操作方便、节省时

间和成本低等优点。

2.2.3 基于肽底物的荧光传感器 STAWARSKI
等[23]设计了一种基于荧光共振能量转移(FRET)的

 

MMP-9
 

活性生物传感器,可以连续监测体内
 

MMP-9
 

的活性。该生物传感器包含一个供体荧光蛋白和两

个受体荧光蛋白,以提高生物传感器的FRET
 

效率。
供体蛋白和受体蛋白之间的连接物含有

 

MMP-9
 

特

异性切割序列,MMP-9存在时,受体蛋白与供体蛋白

分离,从而观察到
 

FRET降低。该生物传感器能够在
 

MMP-9作用于细胞的精确区域以高时间亚细胞分辨

率研究
 

MMP-9
 

的蛋白水解活性。

2.3 比色信号 基于比色的生物传感器可以将浓度

信息转化为颜色变化,通过肉眼来观测结果。与其他

技术相比,比色生物传感器具有响应速度快、操作简

单等优点,但在某些情况下,为减少干扰也需要特定

的样品预处理或分离步骤。此外其灵敏度低、不稳

定、易受 外 界 干 扰 等 缺 点 限 制 了 其 发 展。仅 发 现

ALEKHMIMI等[24]开发了一种基于底物的比色纸基

生物 传 感 器,利 用 肽-磁 性 纳 米 粒 子 缀 合 物 检 测
 

MMP-9。基于纸张的检测方法可以提供快速诊断,与
现有的传统方法相比,具有简单、成本低和快速响应

等优点。此外,该方法可以在现场通过肉眼读取结

果,不需要复杂的实验室设备。

2.4 多信号生物传感器 虽然单信号分析技术,如
上述概述的电化学和荧光传感器等,已经有望用于

MMP-9的检测和成像,但很明显,单信号分析不能提

供有关 MMP-9在体内活性的所有信息。因此,多模

态传感的发展受到越来越多的关注。DADMEHR
等[25]基于

 

Au
 

NPs@明胶/金纳米团簇纳米复合材料

构建了双模态荧光/比色检测
 

MMP-9,在比色模式

下,MMP-9
 

的酶活性导致
 

Au
 

NPs
 

因诱导聚集而发

生紫色颜色变化,在荧光模式下,利用
 

Au
 

NPs
 

诱导
 

FRET机制对 MMP-9活性进行荧光检测。该方法对

人血清基质中MMP-9
 

的检测回收率较高,为
 

MMP-9
 

的简单鉴定和精确检测提供了一种高效、方便、实用

的工具,可作为肉眼半定量检测
 

MMP-9
 

和精确活性

检测的有效方法。由此可见,多模传感器具有较高的

准确度和精密度,在复杂生物样品中检测 MMP-9具

有很大的潜力。

3 总结与展望

  MMP-9在疾病发展中的重要作用推动了其传感

检测研究,过去十年中,电化学传感器得到了广泛的

应用。然而,其传感能力受到抗体或适配体的固定作

用、电极易被生物样品污染等因素的限制,导致其应

用具有一定的局限性。荧光传感器在检测
 

MMP-9
 

方面具有快速、高灵敏度和低成本的优点,但其易受

环境影响、光漂白等缺点限制了其发展。基于比色信

号的传感器操作简便、成本较低、结果直观,但因稳定
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性差、灵敏度较低等局限性,少有只基于比色信号的

传感器,其多被用于多模态传感器中的一种信号。基

于抗体/抗原结合的传感器由于其高特异性,过去几

年得到了广泛的应用。但由于抗体价格昂贵且不稳

定性等缺点,人们倾向于适配体传感器。此外,多肽

更易于修饰,使得基于肽底物的传感器的设计比基于

抗原-抗体结合的方法更加灵活,近年来受到了更多的

关注。新兴技术如PA,由于其高灵敏度和高分辨率,
为在体内检测

 

MMP-9
 

提供了可能。然而,使用这些

新兴技术对
 

MMP-9
 

进行精确量化仍是一个挑战。
双模传感器结合了个体分析技术的优势,具有较高的

准确度和精密度,在复杂生物样品中检测
 

MMP-9
 

具

有很大的潜力,成为近年来研究的热点方向。
总的来说,在过去的十年中,研究者投入了巨大

的努力来开发新的传感器并提高传感性能。这些传

感器已经能够在体内外检测生物样品中的
 

MMP-9,
并且在未来几年内,通过将传统传感与新兴技术相结

合设计多模态传感器,可以实现 MMP-9在体内外更

精确地检测及成像。此外,将具有实际应用价值的
 

MMP-9
 

生物传感器转化为真正临床应用的研究至关

重要,如果在实际应用转化方面取得更多进展,将极

大地推动该领域的发展。随着各种传感技术的进步,
相信在不久的将来,将会开发出越来越多具有优异传

感和成像能力的
 

MMP-9传感器,以促进疾病的诊断

治疗及对
 

MMP-9生理作用的研究。
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2型糖尿病治疗药物的药物基因组学研究进展*
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  摘 要:降糖药物是2型糖尿病患者治疗的重要手段,但在临床治疗中,效果不佳、无效乃至药物不良反应

皆时有发生。随着药物基因组学的发展,对个体遗传变异和药物剂量与治疗反应之间的关联逐渐清晰,由此患

者获得了更好的疗效并减少了不良反应。该文聚焦于降糖药物,综述其最新的药物基因组学研究进展,为个体

化治疗2型糖尿病并预防相应并发症直至实现精准医学提供参考。
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Abstract:Hypoglycemic

 

drugs
 

are
 

an
 

important
 

means
 

of
 

treatment
 

for
 

patients
 

with
 

type
 

2
 

diabetes.
However,poor,ineffective

 

and
 

even
 

adverse
 

drug
 

reactions
 

often
 

occur
 

in
 

clinical
 

treatment.With
 

the
 

develop-
ment

 

of
 

pharmacogenomics,the
 

link
 

between
 

individual
 

genetic
 

variation
 

and
 

drug
 

dose
 

and
 

treatment
 

re-
sponse

 

is
 

becoming
 

clearer,resulting
 

in
 

better
 

efficacy
 

and
 

fewer
 

adverse
 

reactions
 

for
 

patients.This
 

article
 

fo-
cuses

 

on
 

hypoglycemic
 

drugs
 

and
 

reviews
 

the
 

latest
 

advances
 

in
 

pharmacogenomics,so
 

as
 

to
 

provide
 

references
 

for
 

individualized
 

treatment
 

of
 

type
 

2
 

diabetes
 

and
 

prevention
 

of
 

corresponding
 

complications
 

until
 

the
 

realiza-
tion

 

of
 

precision
 

medicine
Key

 

words:type
 

2
 

diabetes; pharmacogenomics; precision
 

medicine

  近年来,全球糖尿病发病率呈上升趋势,据统计,
2021年,全球有5.29亿糖尿病患者,其中96.0%为2
型糖尿病(T2DM)[1]。糖尿病发病率与生活水平的上

升密切相关,患病率的增加,49.6%归因于肥胖人群

的增加,新型降糖药物不断涌现,其多样化为T2DM
患者提供了更多选择,但部分药物耐受性不佳、服用

禁忌多,甚至出现严重不良反应[2]。双胍类与α-糖苷

酶抑制剂类药物多引起胃肠道不良反应、肝肾功能不

全者禁用磺脲类药物、格列奈类药物作用时间短,血
糖控制欠佳、心衰与肺水肿患者忌用噻唑烷二酮类药

物。排除禁忌指标后常规剂量药物的使用,也往往出

现效果不佳与低血糖两极分化的效果。药物基因组

学的出现与发展为这类相反结果提供了合理解释。
精准医学是一门寻求治疗效果最大化的同时最小化

不良反应的学科,而药物基因组学则是实现精准医学

治疗必不可少的工具[3]。药物基因组学通过研究基

因序列变异与药物之间的不同反应,可从预测药物有

效性与不良反应发生率、精准判定给药剂量、靶向治

疗这三方面为精准医学提供支持[4]。更深层次的“个
体化医学”,则是根据患者的个人特征、需求和偏好定

制医疗方案[5]。对T2DM 的药物基因组学检测为其

个体化用药提供了可行策略,真正做到量体裁衣,一
人一方。
1 双胍类降糖药物

二甲双胍作为世界范围内治疗T2DM 最常用的

一线处方药,通过改善肝脏与外周组织的胰岛素抵

抗,可在不引起低血糖或体重增加的情况下改善血糖

控制,并且还可用于预防或延缓糖尿病前期或糖尿病

高危人群的糖尿病发病[6-7]。但在临床应用中却出现

了个体性的疗效不佳与不良反应。一项大样本临床

研究显示,二甲双胍治疗3年后仅有39.0%的T2DM
患者达到理想的药效学控制指标[糖化血红蛋白
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