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无标记快速检测蝇毒磷的表面等离子体共振生物传
感器
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摘要 针对现有农药检测方法操作复杂、仪器贵重、不利于现场快速检测等问题，将自行研制的便携式表面等离子体

共振生物传感器应用于高毒性农药蝇毒磷的检测，采用直接法检测抗体。提出连续检测法，对质量浓度分别为 500、

200、100、50、0 mg/L的蝇毒磷小分子样品进行了连续检测实验。通过实验证明了该装置和方法的可行性。基于表面

等离子体共振的无标记蝇毒磷检测方法简单，仪器便携，操作简便，可实现现场快速检测。
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Abstract The self-developed portable surface plasmon resonance biosensor is used in the detection of highly
toxic pesticide coumaphos, as the existing pesticide detection methods are complicated, with precious
instrument, and not conductive to on- site rapid detection. The antibody direct detection experiments are
conducted; the continuous detection method is proposed and preceded in small coumaphos molecules with
concentrations of 500, 200, 100, 50 and 0 mg/L. The validity of this method and the device is demonstrated by
experiments. The unmarked coumaphos detection method based on the surface plasmon resonance is simple.
The developed device is portable and easy to operate. The rapid and real-time detection can be realized by this
method.
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1 引 言
有机磷农药（OPP）是一类含有不同取代基团的磷酸酯，通过对乙酰胆碱酯酶的抑制作用起到杀虫效
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果，但是会在农产品中残留，严重威胁人类健康，由此引发的中毒事件时有发生 [1-2]。因此，有机磷农药已被

禁止使用，一些国家及国际组织对食品中有机含磷农药的残留规定了严格限量，我国规定蝇毒磷在蔬菜和

水果中的残留量低于 0.05 mg/kg。传统的农药检测方法有气相色谱-质谱联用（GC-MS）技术 [3]、高效液相色

谱法（HPLC）[4-5]、酶联免疫技术（ELISA）[1]等，这些方法的样品前处理过程繁琐，通常需要标记，仪器贵重，操

作复杂，不利于快速检测和现场检测 [6-7]，因此，开发简单、快速、灵敏和低成本的农药检测方法是一个亟待解

决的问题。

基于免疫分析原理的表面等离子体共振（SPR）生物传感器，无需标记、灵敏度高、特异性强、操作简便、

样品前处理简单，已被广泛用于药物分析、食品分析、环境监测等众多领域 [8-13]。本研究采用自行开发的便携

式 SPR生物芯片检测仪，利用免疫反应的特异性，研究高毒性农药蝇毒磷的检测，分析动力学反应过程。与

传统农药检测方法相比，该仪器携带方便，操作简便，无需标记，无污染，成本低，可进行现场大量样品的实

时连续检测和快速筛选，适用于超市、集市、工厂等需要实时检测的场所。

2 SPR生物传感器原理
基于麦克斯韦电磁波理论的 SPR，是一种发生在电介质与金属薄层分界面上的物理光学现象 [14- 18]。

SPR效应对附着在贵金属膜表面上的电介质的折射率变化非常敏感，而折射率是所有材料的固有特征，使

得基于 SPR效应的生化分析技术不需要对样品标记，就可通过探测样品折射率的微小变化，实现对样品的

生化分析 [19]。

利用 SPR进行生化分析实验时，一般还要在传感芯片表面固定一种反应物，使其形成分子敏感膜；然后

将含待测物的样品放入传感芯片，传感芯片上分子间相互作用的情况可由 SPR信号（共振波长或者共振角）

的改变反映出来，并通过计算机软件将整个反应过程显示和记录下来。

SPR传感器检测和芯片再生的过程曲线如图 1所示 [20-21]，首先在芯片表面通入缓冲液，扫描一段时间后

形成稳定的检测基线，然后将含有待分析物的样品注入芯片表面，此时将会引起检测曲线产生一系列相应

的变化。分析物在芯片上的吸附达到饱和后，检测曲线稳定，响应值不再变化。若将再生溶液注入芯片，分

析物将从芯片表面解离，芯片得到再生，重新回到检测基线，此时可继续对分析物进行检测。

图 1 SPR传感器工作过程示意图

Fig.1 Schematic of SPR sensor work process

3 实验部分
3.1 实验系统

实验中使用自行研制的便携式 SPR生物传感器，整个光路和电路系统都集成在统一的机械框架中（图 2），

光路、电路、流路模块化设计，系统易拆装、易联用。外置开放式光路，设计巧妙。由于系统采用高精度振镜，

可提高测量分辨率，并且无需设计繁琐的角度扫描装置，可以简化结构，缩小仪器体积，降低结构及零配件成
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本。本系统尺寸为 550 mm×200 mm×330 mm，远小于瑞典BIAcore AB公司的BIAcore 2000（760 mm×350 mm×
610 mm），方便携带，可用于现场快速检测。而 Spreeta2000、SensiQ等价格较低的小型 SPR仪器，在测量范围、

灵敏度或易操作性等方面都较有限，有的只能作为用于检测少数样品的专用仪器。本文自行研制的 SPR系统

角度扫描范围为 64°~84°，对应折射率范围为 1.2415~1.3762，足以检测大部分生化溶液样品；系统测量精度可

达 0.002°，对应折射率测量分辨率可达 10-6。软件部分采用集成化图形编程环境 LabVIEW进行动力学检测功

能设计。扫描过程中可根据预扫描的共振峰位置来改变扫描起点和扫描范围等参数以提高系统的灵活性。

扫描参数改变后，程序会根据新的参数和预扫描时间重新计算单次扫描的时间，不会影响动力学曲线。同时，

通过多项式拟合的数据处理方法减少电噪声等信号引起的误差。

图 2 SPR系统实物图

Fig.2 Photograph of SPR

3.2 生物芯片制备

生物芯片为直径 20 mm、厚度 1 mm的圆形玻璃片，表面沉积 50 nm的金属 Au。将镀有 Au膜的传感芯

片固定到仪器上，安装流通系统，通入 PBS缓冲液（2 mmol/L NaH2PO4, 2 mmol/L Na2HPO4, 150 mmol/L Na⁃
Cl, pH7.4），基线稳定几分钟后进行生物芯片的自组装，通入 1 mmol/L的 HS(CH2)10COOH（巯基十一酸）和

HS(CH2)6OH（巯基己酸）的乙醇溶液，质量比为 1:9，对金膜表面进行化学修饰 2 h，然后通入 PBS缓冲液清

洗。基线稳定后加入 0.1 mol/L的 NHS和 0.1 mol/L的 EDC混合液（体积比为 1:1），活化芯片表面 15 min，之
后用 PBS冲洗 2 min，这时的基线比活化前略有升高。然后在生物芯片表面固定用 PBS缓冲液稀释 15倍的

蝇毒磷衍生物（H11-OVA）作为生物探针，此时 SPR响应值明显升高，30 min后通入 PBS缓冲液冲洗 2 min，
响应值只有小幅下降，说明探针固定效果较好。加入 1 mol/L的 C2H7NO(乙醇胺，pH8.5）封闭灭活剩余的酯

键，5~7 min后用 PBS缓冲夜冲洗，生物芯片制备完成，可用于下一步的免疫检测。

3.3 抗体检测

将稀释 15倍的 H11-OVA固定在生物芯片表面，检测对象是蝇毒磷抗体，抗体质量浓度分别为 0.1、0.5、
1、2 mg/L。图 3是固定 H11-OVA的生物芯片检测蝇毒磷抗体的共振曲线，记录的是免疫反应 350 s时的 SPR

图 3 SPR生物芯片检测蝇毒磷抗体的共振曲线

Fig.3 Resonance curve of coumaphos antibody detection

with SPR biochip

图 4 直接检测蝇毒磷抗体的标准曲线

Fig.4 Standard curve of direct detection of coumaphos

antibody
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响应。检测样品中的抗体与芯片表面的抗原发生免疫反应，形成抗原-抗体结合物，SPR响应值增大。随样

品中抗体质量浓度的增大，反应时间相同时更多的抗体与抗原结合，共振角增大。图 4是直接检测蝇毒磷抗

体的标准曲线，室温（20±1）℃条件下，以通入样品免疫反应 350 s时的相对响应值为纵坐标，样品中抗体的

质量浓度为横坐标，可见 0~1 mg/L的样品 SPR响应值与质量浓度基本呈线性关系，并且由未知浓度的待测

样品 SPR响应值，查询标准曲线，可得出样品中抗体的质量浓度。为研究免疫反应规律，可延长反应时间，

图 5是固定 H11-OVA的生物芯片检测抗体的动力学曲线，样品质量浓度为 2 mg/L，反应时间约为 500 s。如

图 5所示，SPR响应值随检测时间增加，反应速度先快后慢，逐渐趋于饱和。该方法适用于蝇毒磷抗体筛选

及抗体亲和力和免疫反应动力学研究。实验中扫描步长设为 0.01°，根据光路设计，对应的角度分辨率为

0.02°，直接检测蝇毒磷抗体检测限可达 25 mg/L。

图 5 固定H11-OVA的生物芯片检测 2 mg/L蝇毒磷抗体样品的动力学曲线

Fig.5 Kinetic curve of detection of 2 mg/L coumaphos antibody with H11-OVA fixed biochip

3.4 连续检测

蝇毒磷抗原、抗体免疫反应完成后，通入 SDS-HCl溶液可实现抗原-抗体结合物从芯片表面解离，但是

对芯片表面有很强的破坏性，影响芯片的检测次数和使用寿命，并且可能会改变基线的位置，影响检测结果

的准确性。因此要尽量减少使用酸或碱洗脱再生芯片的次数。

SPR检测蝇毒磷免疫反应得到的曲线为对数增长曲线，如图 5所示，先快后慢，逐渐趋于平缓，最后免疫

反应达到饱和。蝇毒磷免疫反应速度较慢，在起始阶段（5 min内）免疫反应的响应值与时间近似呈线性关

系，通常 5 min以后反应速度趋于平缓，15 min后会达到平衡，并且当生物芯片表面固定的生物探针较多、待

测样品的浓度不高时，起始阶段探针与待测物的结合数量少，只占芯片表面探针的小部分，对后面加入的样

品中待测物与芯片探针的结合影响很小。解离速度与抗体本身的性质、温度以及缓冲液成分有关。蝇毒磷

免疫反应完成后，通入 PBS缓冲液使抗原-抗体结合物解离，解离速度很慢。

基于上述情况提出蝇毒磷连续检测法，如图 6所示，阶段 1是 PBS缓冲液形成的基线，2是通入 EDC/NHS，
使生物芯片活化，3是活化后使用 PBS缓冲液清洗，4是探针（H11-OVA，质量浓度为 2 mg/L）固定，5是 PBS缓

冲液清洗，6是 C2H7NO封闭，7是封闭后 PBS缓冲液清洗。竞争法连续检测 5个样品，蝇毒磷抗体工作质量浓

图 6 连续检测蝇毒磷的响应曲线

Fig.6 Response curve of continuous coumaphos detection
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度为 10 mg/L,蝇毒磷小分子质量浓度分别为 500、200、100、50、0 mg/L，抗体与蝇毒磷小分子混合，静置 5 min，

然后依次通入生物芯片表面，阶段 8、9、10、11、12记录了 5个样品的动态检测曲线，每个样品检测完仅用 PBS
缓冲液清洗。蝇毒磷小分子和芯片表面探针都能与抗体结合，是竞争关系。样品中蝇毒磷小分子抑制了抗体

与芯片表面的探针结合，小分子的浓度与 SPR响应值的变化成反比关系。现场实际检测中，如果减少单个样

品的检测时间，可以对更多组别的样品进行连续检测。该方法省略酸或碱洗脱的步骤，减少了实验步骤，简化

了芯片再生过程，降低了测量成本，有利于推广到大量样品的现场检测。

4 结 论
将自行研制的角度扫描型便携式 SPR传感器应用于蝇毒磷检测，提出了连续检测法，进行了蝇毒磷抗

体检测实验。抗体检测可研究抗原与抗体亲和力及动力学反应过程，适用于基础研究和抗体的筛选等。连

续检测法对蝇毒磷标准品的梯度溶液进行检测，适用于对样品中蝇毒磷的现场检测、大量样品的筛选等，减

少洗脱的过程，增加芯片使用次数，减少检测时间，降低成本，有很高的推广价值。与传统生化分析方法相

比，SPR生物芯片检测蝇毒磷具有免标记、只需单一抗体、所需样品量少、可迅速给出定量结果、可研究反应

动力学等一系列优点。该装置和方法可进行现场大量样品的实时连续检测和快速筛选，适用于超市、集市、

工厂等需要实时检测的场所。
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