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JVT

"生物传感器建立一种快速检测
Y'X#

流感病

毒的新方法$该研究利用
JVT

生物传感器以及
Y'X#

单克隆抗体#对
Y'X#

流感病毒样品进行检测分析$结果

表明&该方法特性如下&

#

"可实现针对
Y'X#

流感病毒的直接)快速和实时检测#整个过程无需任何标记%

!

"检测限

为
#"

%A%%

R0EC

'"

*

QK

#低于
PKEJ3

方法的
#"

HA!%

R0EC

'"

*

QK

%

H

"在抗体消耗量方面#

JVT

技术要优于
PKEJ3

技术近

#""

倍$
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#$#F

年西班牙流感'

#$'G

年亚洲流感'

#$IF

年

香港流感和
!""$

年猪流感等由流感病毒引起的疫

情曾经给人类健康和社会发展造成了巨大损害(

#

)

*

多年来!针对流感病毒的研究多聚焦在分子机制等

基础研究*然而!针对流感病毒建立快速和灵敏的

检测方法同等重要*

Y'X#

和
Y#X#

是甲型流感病

毒的两个亚型!可在宿主间传播扩散(

!

)

*针对这种

人兽共患病病毒!建立快速'灵敏的检测方法显得尤

为重要*

PKEJ3

和
TR&V0T

技术是检测流感病毒

最常见的两种传统方法!也是检测流感病毒的金标

准(

H&'

)

*但是它们都无法实现快速'实时和无需标记

的 病 毒 检 测 要 求*表 面 等 离 子 共 振 "

J*+/-59
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JVT

#生物传感器已经被广泛

应用于蛋白相互作用和病原检测等多个研究领

域*这类生物传感器可实现直接'快速和无需标

记的检测流程(

I

)

!也可以被应用到流感病毒的快

速检测中(

G

)

*

JVT

生物传感器已然成为研究生物分子间相

互作用的首选方法*近年来!

JVT

生物传感器在

环境监测'病原诊断和食品安全等方面应用广

泛(

F

)

*研究人员最开始!是将
JVT

技术应用到免

疫学分析方面!例如!通过检测不同株单克隆抗体

与抗原结合的亲和力!进而确定抗原决定簇的位

置(

$

)

*由于
JVT

技术极大缩短了亲和力检测所需

时间!因此该方法还被广泛应用到疫苗筛选与设

计的相关研究中(

#"

)

*而后!由于
JVT

技术操作简

单和无需标记等优点!其在医学诊断领域的应用

逐渐被推广(

##

)

*利用
JVT

生物传感器研究分子

间相互作用!需要将检测物特异性抗体偶联到传感

器芯片表面!一般分为如下几步&偶联
<

Y

筛选'抗

体偶联'亲和力常数测定及结合力分析等过程*在

进行相关检测之前!需要筛选适用于检测物的抗

体(

#!&#H

)

*抗体质量'检测物所处缓冲环境是决定检

测结果最重要的两个因素*该研究利用表面等离子

共振"

J*+/-59V.-:Q),T9:),-,59

!

JVT

#生物传感

器建立了快速检测
Y'X#

流感病毒的新方法!并且

从检测方法的简便性'灵敏度和特异性等方面对该

方法进行评价*

利用
JVT

生物传感器检测
Y'X#

流感病毒的

相关研究鲜有报道*本研究利用
JVT

生物传感器

以及
Y'X#

单克隆抗体!对
Y'X#

流感病毒样品进

行检测分析!旨在为生物传感器快速检测流感病毒

的研究提供技术支撑!也为其他种类病毒的快速检

测提供了新手段*

)

!

材料与方法
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!

试验材料

W2-5)+9H"""

生 物 传 感 器 "

W2-5)+9 3W

!

7
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!

JZ9>9,

#!

0U'

芯 片 "

W2-5)+9 3W

!

7

<<

:-.-

!

JZ9>9,

#!

YWJ&PV

缓冲液"

<

YGA%

#!氨

基偶联试剂盒"

W2-5)+93W

!

7

<<

:-.-

!

JZ9>9,

#!

Y'X#

抗体"

J-,6-0+*=W2)6951,).)

4;

#!山羊抗鼠

E

4

&̂YTV

"

3@Q-+6

!

E,5

#!

RUW

底物 "

J).-+@2)

W92

B

2,

4

!

E,5

#*

Y#X#

和
Y'X#

流感病毒"实验室保

存#!病毒滴度分别为
#"

GAG'

R0EC

'"

%

QK

和
#"

GA!'

R0EC

'"

%

QK

!该研究检测样品为尿囊液*

)*+

!

最佳偶联
E

H

的筛选

利用偶联试剂盒对抗体最佳偶联条件进行筛选*

利用
<

Y

分别为
%A"

'

%A'

'

'A"

和
'A'

的
#"QQ).

%

K

乙酸钠溶液将
Y'X#

抗体稀释至
#"

#

4

%

QK

*筛选过

程利用
W2-5)+9H"""

自选程序!所需 抗体样品量为

I"

#

K

!流速
#"

#

K

%

Q2,

*每次分析结束后用
!'

#

K

的
'"QQ).

%

KX-DY

清洗芯片*

)*,

!

抗体偶联

利用偶联试剂盒和
W2-5)+9H"""

自动化程序将

抗体偶联在芯片表面*芯片
L!

通道偶联特异性抗

体!

L#

通道为空白参照*偶联过程中抗体样品浓度

为
#"

#

4

%

QK

!偶联缓冲液为
<

Y'A"

的
#"QQ).

%

K

乙酸钠溶液!偶联目标为
F"""

<4

%

QQ

!

"

T7

#!

T7

可用来描述由于生物分子间的结合引起的生物传感

器表面质量的增加量!

#T7 c#

<4

%

QQ

!

*

)*-

!

亲和动力学分析

利用
YWJ&PV

缓冲液将病毒样品按照
#j'

!

#j#"

!

#j!"

!

#j%"

!

#jF"

的比例稀释!利用亲

和动力学分析程序进行分析*每次检测流程后!利

用
#"QQ).

%

K

4

.

;

52,9&Y0.

"

<

Y!A'

#对芯片进行

再生"

!"

#

K

%

Q2,

!

H":

#*整个过程温度为
!']

*

利用
WE398-.*-62),J)/6Z-+9%A#

对结合常数"

C

-

#'解

离常数"

C

>

#和亲和力平衡常数"

C

3

#进行分析*

)*9

!

结合力分析

利用
<

YGA%

的
YWJ&PV@*//9+

!将病毒样品按

照
#j#"

!

#j!"

!

#j%"

!

#jF"

!

#j#I"

!

#jH!"

!

#jI%"

!

#j#!F"

!

#j!'I"

!

#j'#!"

!

#j#"!%"

的比例稀释*之后利用结合力分析程序进行检测*

每次分析后!利用
#"QQ).

%

K

<

Y!A'

的
4

.

;

52,9&

Y0.!"

#

K

%

Q2,

!

H":

对芯片进行再生!整个过程温

度为
!']

*

)*2

!

O"A!#

分析

利用标准
PKEJ3

方法对
Y'X#

和
Y#X#

进行

分析*首先!将病毒样品按照体积比
#j#

!

#j'

!

#j#"

!

#j!"

!

#j%"

!

#jF"

!

#j#I"

!

#jH!"

!

#jI%"

!

#j#!F"

!

#j!'I"

!

#j'#!"

!

#j

#"!%"

!

#j!"%F"

!

#j%"$I"

!

#jF#$!"

!

#j

#IHF%"

!

#jH!GIF"

!

#jI''HI"

!

#j#H#"G!"

!

#j!I!#%%"

的比例稀释!之后将稀释后的病毒样

品包被至
$I

孔板!

#%"

#

K

%孔*一抗为
Y'X#

特异

性抗体!二抗为山羊抗鼠
E

4

&̂YTV

"

J-,6-0+*=

W2)6951,).)

4;

#*

GG
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!

检测芯片的制备

为获得检测
Y'X#

流感病毒的芯片!将特异抗

体偶联到芯片表面*经过初步检测!发现在
<

Y%A'

的缓冲条件下抗体富 集量最大!反应 值 达 到

!H"""#

<4

%

QQ

!

"

T7

#*但是!在
<

Y'A"

的缓冲条

件下可以达到
F"""

<4

%

QQ

!

"

T7

#的目标值"图
#

#*

为能够在较为温和的缓冲条件下进行抗体偶联!最终

选择的最佳偶联条件为
<

Y'A"

的
#"QQ).

%

K

乙酸

钠溶液*经过偶联后!成功将
F"""

<4

%

QQ

!

"

T7

#

的抗体偶联到芯片表面!用于后续检测分析"图
!

#*

图
)

!

在
7.9

芯片表面偶联
H90)

特异性抗体的最佳条件筛选

L2

4

A#

!<

Y)

<

62Q2=-62),/)+Y'X#-,62@)>

;

2QQ)@2.2=-62),),-0U':9,:)+512

<

+*+

!

抗体亲和动力学分析与结合力分析

利用
JVT

生物传感器进行病毒与抗体的亲和

动力学分析*结果显示!偶联到芯片表面的抗体可

特异性地与
Y'X#

病毒结合"图
H

#*当流动相为

Y#X#

病毒时!反应信号弱*并且!可以通过计算机

得出的
T7

值变化!实时观察整个结合和解离过程*

利用
#j#K-,

4

Q*2+Q)>9.

计算出
Y'X#

病毒与

Y'X#

单克隆抗体的亲和力常数"表
#

#*结果显

示!

Y'X#

与抗体的亲和力平衡常数"

C

3

#为
#A$e

#"

F

K

%

Q).

!优于
Y#X#

的
C

3

值
#AHe#"

G

K

%

Q).

*

在结合力分析结果中!可以发现当稀释度达
#jI%"

时!

Y'X#

信号值为
"A'Gg"A"H

<4

%

QQ

!

*当稀释

度
%

I%"

时!可区分
Y'X#

样品和
Y#X#

样品"图
%

#*

经过计算!检测限
c

病毒液原始浓度%可检测稀释倍

数
c#"

GA!'

%

I%"R0EC

'"

%

QKc#"

%A%%

R0EC

'"

%

QK

!

JVT

技术的检测限为
#"

%A%%

R0EC

'"

%

QK

!低于
PKEJ3

方

法的
#"

HA!%

R0EC

'"

%

QK

*

!!

"

2

#利用
XYJ

和
PC0

激活芯片表面&"

22

#抗体偶联&"

222

#乙醇

胺封闭&"

28

#计算获得偶联量"

F"""

<4

%

QQ

!

"

T7

##*图中-

?

.为

加样时间点*

!!

"

2

#

35628-62),@

;

XYJ-,> PC0

&"

22

#

EQQ)@2.2=-62),)/

-,62@)>29:

&"

222

#

W.)5[9>@

;

2,

B

9562,

4

961-,).-Q2,9

&"

28

#

T9:

<

),:9)/

-,62@)>29:2QQ)@2.2=9>),619512

<

"

-@)*6F"""

<4

%

QQ

!

"

T7

##

A?

Q9-,:61962Q9

<

)2,6)/:-Q

<

.92,

B

9562),A

图
+

!

H90)

抗体偶联过程

L2

4

A!

!

J9,:)+

4

+-Q::1)Z2,

4

6192QQ)@2.2=-62),)/

Y'X#-,62@)>

;

),6190U':9,:)+512

<

:*+/-59

+*,

!

O"A!#

分析

利用相同的
Y'X#

流感病毒单克隆抗体!结合

标准
PKEJ3

方法!进行
Y#X#

病毒的检测*检测

结果表明!当稀释度达到
#j#"!%"

时!在
%'",Q

处的吸光值达到
"A%#$g"A"#"

*当稀释度
%

#"!%"

时可区分
Y'X#

样品与
Y#X#

样品"图
'

#*

,

!

讨
!

论

本研究成功建立一种基于
JVT

生物传感器的

快速检测甲型流感病毒的检测方法*并且将这种方

法与传统的
PKEJ3

方法进行比较!分析其优缺点

"表
!

#*对
JVT

方法而言!可以在无需标记的前提

下!利用抗原与抗体的直接相互作用!结合表面等离

子共振技术获得病原与芯片表面抗体的结合动力学

常数"

C

-

和
C

>

#*尽管
JVT

生物传感器的检测限要

低于
PKEJ3

方法!但是在抗体消耗和时间成本等环

节要明显优于
PKEJ3

方法*此外!可以实时观察抗

原与抗体的结合过程!并且芯片具有在连续一周的

工作时间内有较强的稳定性和重复性(

#%

)

*除了抗

体消耗和时间成本!检测方法的复杂性也是必须要

考虑的*在一些高通量检测过程中!简单快速的方

法往往更加适用*而在这方面!

JVT

技术要明显优

FG
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期 王中一等$基于
JVT

生物传感器的
Y'X#

流感病毒快速检测方法

于
PKEJ3

技术*

JVT

技术可实现仪器自动化检

测!全程无需技术人员看守*

但是也存在一些问题!例如基于抗原抗体结合

特性检测病原的
JVT

生物传感器技术!极大地受限

于抗体的质量!包括抗体特异性和稳定性等*并且

单克隆抗体的制备需要耗费大量的人力和物力!这

也增加了该技术应用到多种病原检测的难度*近年

来!研究者逐渐将核酸适配体与
JVT

技术结合!用

于检测流感病毒等重要病原微生物(

#'&#I

)

*该技术在

在检测成本上要更加低廉!今后有望在病原体检测

方面发挥重要作用(

#G

)

*

综述所述!该研究成功建立一种基于
JVT

生物

传感器的快速检测
Y'X#

流感病毒的新方法*该

方法不仅具有直接'快速和实时检测的特点!而且整

个过程无需任何标记*但在抗体相同的情况下!

JVT

在检测限方面要略低于传统的
PKEJ3

方法!

JVT

检测限为
#"

%A%%

R0EC

'"

%

QK

!

PKEJ3

检测限为

#"

HA!%

R0EC

'"

%

QK

*在抗体消耗量方面!

JVT

技术

要优于
PKEJ3

技术近
#""

倍*该研究为流感病毒

的快速检测提供了备选方案!并为其他病原的检测

研究提供了新的思路*
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