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地表水微囊藻毒素的表面等离波子共振
免疫检测方法研究
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摘要　结合表面等离波子共振（ＳＰＲ）技术与免疫检测技术，研究和建立了一种响应速度快、免标记、低成本的地表

水微囊藻毒素（ＭＣＬＲ）检测方法。基于Ｓｐｒｅｅｔａ
ＴＭ传感器构建了小型ＳＰＲ免疫检测系统，采用共价偶联方法在传

感器金膜表面修饰ＭＣＬＲＢＳＡ抗原为生物敏感膜；开展了ＭＣＬＲ的ＳＰＲ免疫检测方法实验研究，结果表明该方

法的相对标准偏差为１．０％（狀＝６），定量范围为２～３２ｎｇ／ｍＬ，检测限为０．６３ｎｇ／ｍＬ，半抑制浓度犆Ｉ
５０
为

１０．７ｎｇ／ｍＬ，空白加标回收率和样品加标回收率在９０％～１１３％之间。实样检测实验中，管道末梢饮用自来水水

样未能检测出 ＭＣＬＲ，而某湖水水样中 ＭＣＬＲ的质量浓度为２．４６ｎｇ／ｍＬ。实验研究与结果表明，ＭＣＬＲ的

ＳＰＲ免疫检测方法可以满足世界卫生组织（ＷＨＯ）对于饮用水中 ＭＣＬＲ最低含量检测的需求。

关键词　测量；表面等离波子共振；水质检测；微囊藻毒素 ＭＣＬＲ；免疫检测方法
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１　引　　言

微囊藻毒素 ＭＣＬＲ（（ＭｉｃｒｏｃｙｓｔｉｎＬＲ）是目前

已知的出现频率最高、产生量最大、毒性最强及急性

危害最大的一种淡水蓝藻毒素，且具有水溶性和耐

０２１２００５１
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热性，不挥发，抗ｐＨ 变化，在水中自然降解过程十

分缓慢等特点［１］。该毒素是一种肝毒素，是肝癌的

强烈促癌剂，长期饮用含有 ＭＣＬＲ的水会严重威

胁人体健康［２］。世界卫生组织（ＷＨＯ）在其推荐的

饮用水标准中，规定 ＭＣＬＲ 质量浓度不准超过

１μｇ／Ｌ
［３］。如何准确、快速、简易地检测出水体中

ＭＣＬＲ的含量是当前水质分析领域关注的热点之

一。微囊藻毒素分析检测新方法的探索与研究对于

维护环境安全和全人类的健康具有重要意义。

目前 ＭＣＬＲ常用的检测方法有生物分析法、

化学仪器分析法和免疫检测法。以小鼠实验为典型

的生物分析法，虽然简单易行，但因生物个体差异等

导致测量结果偏差大，且灵敏度非常低，特异性

差［４］。以色谱、质谱技术为主的化学仪器分析法可

对藻类毒素各种同系物进行鉴别、定量，但是该方法

依赖大型仪器设备以及熟练操作的技术人员，且样

品前处理复杂，因此分析成本高、时间长［５］。酶联免

疫分析法由于具有较高特异性和选择性［６］，样品前

处理相对简单以及商品化的试剂盒为该方法的进一

步应用提供了可能性。但其检测过程需要酶标记抗

体及依赖于酶催化反应的比色检测，导致成本增加，

需耗时数小时，且检测过程需依赖于实验室环境，难

以满足现场分析检测的实时性要求。

将灵敏度高、特异性强的免疫分析方法与计算

机、传感器等技术相结合，是环境检测技术的发展趋

势。如Ｃａｍｐａｓ等
［７，８］在电化学免疫传感器及Ｌｏｎｇ

等［９］在倏逝波全光纤新型免疫传感器的研究中都已

取得了较好的研究成果，但这些免疫传感器仍然无

法摆脱对酶或荧光标记物的依赖。

为了建立一种免标记、响应速度快、灵敏度高、成

本低的 ＭＣＬＲ检测分析方法，本文把免疫分析方法

与表面等离波子共振（ＳＰＲ）检测技术相结合，提出并

设计了一种小型化、可适用于现场的ＳＰＲ免疫检测

分析系统，制备了可识别 ＭＣＬＲ的特异性分析免疫

传感器，通过实验分析评价了该检测系统的性能指

标，实现了地表水水质ＭＣＬＲ含量的测定。

２　检测原理与实验装置

ＳＰＲ是光在玻璃与金属薄膜界面发生全反射

时产生的倏逝波引发金属表面的自由电子产生表面

等离波子（ＳＰ），并在ＳＰ与倏逝波频率和波数相同

的情况下产生的一种共振现象，由此导致反射光的

能量急剧下降，反射光谱上出现共振峰［１０］。在传感

芯片表面固定一层生物分子识别膜，当待测样品流

过芯片表面时，若样品中有能够与芯片表面的生物

分子相互作用的分子，会引起金膜表面折射率变化，

最终导致ＳＰＲ共振峰变化，从而可获得被分析物的

浓度、亲和力、动力学常数和特异性等信息。

自行研制开发的ＳＰＲ免疫检测分析系统结构

如图１所示。传感器选用 Ｋｒｅｔｓｃｈｍａｎｎ结构的

ＴＳＰＲ１Ａ１７０１００Ｓｐｒｅｅｔａ
ＴＭ传感器，其折射率分辨率

图１ ＳＰＲ生物检测分析系统结构图

Ｆｉｇ．１ ＳｃｈｅｍａｔｉｃｏｆｔｈｅＳＰＲｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ
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为５×１０－６ＲＩＵ（单位折射率），具有体积小、功耗

低、性价比高等特点；十通阀（美国ＶａｌｃｏＩｎｃ．）用于

切换选择缓冲液、待检样品和再生液等；工业注射泵

（ＳａｐｐｈｉｒｅＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
ＴＭＩｎｃ．）依据程序将各种溶

液注射并流经表面功能化的ＳＰＲ传感器表面，传感

器输出的ＳＰＲ光谱经信号检测与控制电路采集后，

传送到计算机进行分析处理。系统具有自动测量、

清洗、再生等功能，并且结构小巧轻便，可满足环境

水质分析领域现场实时检测的需求。

３　材料与方法

３．１　材　　料

Ｎ羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ）；水溶性碳化二亚胺

（ＥＤＣ）；四氯苯酚（ＴＥＣＰ）；盐酸乙醇胺（１ｍｏｌ／Ｌ

ｅｔｈａｎｏｌａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ｐＨ 值 为 ８．５，Ａｌｆａ

ＡｅｓａｒＩｎｃ．）：纯度大于 ９８％；十二烷基硫酸钠

（ＳＤＳ）溶液：质量分数为１０％；ＭＣＬＲ单克隆抗体

（ＭＣＬＲｍＡｂ，清华大学生命科学学院）；ＭＣＬＲ

标准品（ＳｉｇｍａＩｎｃ．）：纯度大于９５％；磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）：将８．０ｇＮａＣｌ，２．９ｇＮａ２ＨＰＯ４，０．２ｇ

ＫＨ２ＰＯ４，０．２ｇＫＣｌ溶于８００ｍＬ蒸馏水中，调整溶

液ｐＨ值至７．４，补充液体使溶液体积为１Ｌ，分装、

高压蒸汽灭菌后室温保存；再生液：１００ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＮａＯＨ 溶液与质量分数为 ０．０５％ 的 ＳＤＳ 溶液

混合。

３．２　测试方法及生物芯片制备

由于 ＭＣＬＲ是小分子，为提高检测灵敏度通

常采用间接检测法即抑制法进行测量。其过程为：

将 ＭＣＬＲ抗原偶联在ＳＰＲ传感器芯片（金膜）表

面；将适量的 ＭＣＬＲｍＡｂ与含有 ＭＣＬＲ分子的

被测溶液混合，抗原抗体结合后，混合液中尚有一定

余量的 ＭＣＬＲｍＡｂ；将该混合液作为ＳＰＲ仪器的

被测样品注入并流经传感器金膜表面，此时混合液

中多余的 ＭＣＬＲｍＡｂ与修饰在传感器金膜表面

的 ＭＣＬＲ抗原结合，ＳＰＲ输出信号发生变化，根据

ＳＰＲ输出信号的大小，可以得到混合液中多余 ＭＣ

ＬＲｍＡｂ的量，从而可以计算出被测溶液中的 ＭＣ

ＬＲ分子浓度。

为使ＳＰＲ传感器对特定待测分子具有特异性，

需要对传感器芯片（金膜）表面进行修饰。对于 ＭＣ

ＬＲ传感芯片的制备，是利用（ＭＣＬＲ）ＢＳＡ偶联物的

巯基与传感器金表面共价偶联，形成一层自组装的单

分子检测层。具体的步骤如图２所示。

图２ ＭＣＬＲ生物芯片制备过程

Ｆｉｇ．２ ＭＣＬＲｂｉｏｓｅｎｓｏｒｃｈｉｐｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅ

　　１）用体积比为７∶３的浓硫酸（质量分数为

９８％）和双氧水（体积分数为３０％）的混合溶液清洗

传感器金膜表面１２ｈ。

２）取（ＭＣＬＲ）ＢＳＡ溶液２０μＬ滴于芯片表面

反应８ｈ，使（ＭＣＬＲ）ＢＳＡ通过巯基固定于芯片表

面。

３）回收芯片表面的 ＭＣＬＲＢＳＡ溶液，冲洗芯

片表面，氮气吹干，取２ｍｇ／ｍＬＢＳＡ＋１％ＴＥＣＰ

０２１２００５３
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（质量分数）溶液２０μＬ滴于芯片表面，反应５ｈ。在

ＴＥＣＰ作用下，ＢＳＡ的蛋白二硫键被打开，封闭未

吸附（ＭＣＬＲ）ＢＳＡ的金膜表面，以减少结合过程

的非特异性吸附。

４）冲洗芯片表面，氮气吹干。取ＮＨＳ／ＥＤＣ混

合溶液２０μＬ滴于芯片表面反应５ｈ，交联活化芯

片，使得芯片表面的独立蛋白ＢＳＡ之间的羧基与氨

基交联在一起，提高结合的稳定性。

５）冲洗芯片表面，氮气吹干。取盐酸乙醇胺

２０μＬ滴于芯片表面反应１２ｈ，封闭芯片表面多余

的羧基，减少羧基对抗体蛋白的非特异性吸附。

３．３　性能测试实验

３．３．１　实验条件确定

再生液确定：分别以１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ 和

１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ＋０．０５％ＳＤＳ（质量分数）混合

液为再生液，以稀释６００倍的 ＭＣＬＲｍＡｂ溶液作

为检测样品，以２５μＬ／ｍｉｎ的速度进样，进样量为

５０μＬ，考察芯片的再生结果，即基线回复到初始值

的情况。

抗体稀释比确定：将 ＭＣＬＲｍＡｂ与ＰＢＳ按体

积比为１∶３００，１∶６００，１∶１０００比例稀释，分别作为检

测样品，以２５μＬ／ｍｉｎ速度进样，进样量为５０μＬ，

测试并比较三种样品的ＳＰＲ响应值，作为选择抗体

稀释比例的依据。

３．３．２　检测性能测试

重复性测试：以１∶６００ＭＣＬＲｍＡｂ稀释液为

测试样品，以２５μＬ／ｍｉｎ速度进样，进样量为５０μＬ

并再生；重复２０次，以测试芯片的稳定性。

标准品测试实验：用ＰＢＳ缓冲液、ＭＣＬＲ标准

品和１∶６００ＭＣＬＲｍＡｂ稀释液，配制出 ＭＣＬＲ

质量浓度分别为６４，３２，１０，５，２，０．５ｎｇ／ｍＬ的标准

溶液。并从高浓度到低浓度依次进行检测，每个样

品重复３次，求得每个样品的平均ＳＰＲ响应值，从

而得到 ＭＣＬＲ的标准曲线。

３．３．３　实际样品检测

空白加标水样测试：以二级去离子水作为空白

水样，用空白水样、ＭＣＬＲ标准品和１∶６００ＭＣ

ＬＲｍＡｂ稀释液，配制出 ＭＣＬＲ质量浓度分别为

１６，４，２ｎｇ／ｍＬ的空白加标样品。分别测试这三个

样品，每个样品重复３次，求得每个样品的平均

ＳＰＲ响应值，并计算空白加标回收率。

实际水样测试：以某湖水、饮用自来水管道末梢

的水样为被测样品，分别取样１００μＬ。样品放置于

离心机上以１２０００ｒ／ｍ的速度离心６ｍｉｎ，去除颗粒

杂质，取上清液作为被测水样。分别在这两种水样

与１∶６００ＭＣＬＲｍＡｂ稀释液的混合液中，添加

４ｎｇ／ｍＬ的 ＭＣＬＲ，得到水样加标样品。分别对这

两种水样及水样加标样品进行检测，每个样品重复

３次，求得每个样品的平均ＳＰＲ响应值，并计算两

种水样加标回收率及其水样的 ＭＣＬＲ含量。

４　结果与讨论

４．１　测试条件选定

两种再生液的传感图如图３所示，由图可见，当

以１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ为再生液时，再生后基线与

初始基线存在约３２ＲＵ的结合量差值，表明该再生

液不能使传感器表面的抗原和抗体结合物完全分

离。而对于１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＯＨ＋０．０５％ＳＤＳ再生

液，再生后基线复原。

图３ 抗体稀释６００倍，两种不同再生液的ＳＰＲ谱图

Ｆｉｇ．３ Ｓｅｎｓｏｒｇｒａｍｓｏｆｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｓｏｌｕｔｉｏｎｓｗｉｔｈ１∶６００ｄｉｌｕｔｅｄａｎｔｉｂｏｄｙ

ＭＣＬＲｍＡｂ与ＰＢＳ分别按体积比为１∶３００，

１∶６００，１∶１０００比例稀释的稀释液的ＳＰＲ传感图如

图４所示。由图可见，在同样的进样量和进样速度

的条件下，１∶３００ＭＣＬＲｍＡｂ稀释液的结合量为

最大，达３００ＲＵ；１∶１０００ＭＣＬＲｍＡｂ稀释液的结

合量为最小，仅为１０２ＲＵ。１∶３００ＭＣＬＲｍＡｂ稀

释液结合值较大，但抑制浓度随之增大，最终导致检

测限变大，且抗体消耗量也大，会增加分析成本；而

１∶１０００ＭＣＬＲｍＡｂ稀释液结合值低，竞争抑制曲

线动态响应范围小，会导致定量浓度范围变窄。因

此选择１∶６００ＭＣＬＲｍＡｂ稀释液较为恰当，其响

应值为２２０ＲＵ，能在检测限、样品消耗量及信号动

态响应范围之间取得一个合理的平衡。

４．２　重复性

分析重复性实验的２０次测量结果，求得２０次

测量的平均ＳＰＲ响应值为２２３．２ＲＵ，标准偏差为

２．０ＲＵ，相对标准偏差（ＲＳＤ）值为１．０％，响应信号

０２１２００５４
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图４ 单次完整的测量过程，包括结合 解离 再生 恢复

四个过程

Ｆｉｇ．４ Ｓｅｎｓｏｒｇｒａｍｏｆｃｏｍｐｌｅｔｅｍｅａｓｕｒｉｎｇｐｒｏｃｅｓｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ

４ｓｔｅｐｓｏｆｂｉｎｄｉｎｇ，ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄ

　　　　　　　　ｒｅｃｏｖｅｒｙ

的最大偏差在４ＲＵ之内。结果表明传感器芯片表

面偶联的抗原结合牢固，抗体稀释倍数和再生条件

选择合理。在该条件下，测试方法具有良好重复性。

４．３　标准曲线

分析不同浓度 ＭＣＬＲ溶液的ＳＰＲ测量结果，

以ＳＰＲ传感器的响应结合值为纵坐标，ＭＣＬＲ浓

度值的对数为横坐标，用Ｓｉｇｍｏｉｄａｌ非线性关系拟

合拟合曲线的相关系数犚２＝０．９９７，得到ＭＣＬＲ标

准曲线如图５所示。结合值最低和最高端分别由于

饱和结合及抑制溶液中抗体浓度低而趋向于平稳，

中间部分呈线性递减的过程，很好地符合抑制模式

的抗原抗体生物测量过程。ＦＤＡ的《标准分析方法

与步骤依据指南》［１１］中定义检测限为３．３σ／犛，其中

σ为重复性测量的标准偏差，犛为标准曲线的斜率。

由标准曲线测量点可以计算犛＝９．５２ＲＵ·ｍＬ／ｎｇ，

σ＝２．０ＲＵ，因此该方法的检测限为０．６３ｎｇ／ｍＬ，

半抑制浓度犆Ｉ
５０
为１０．７ｎｇ／ｍＬ。由标准曲线及检

测限可确定其定量范围为２～３２ｎｇ／ｍＬ。结果表明

该检测方法可以很好地满足 ＷＨＯ对于饮用水中

ＭＣＬＲ最低含量检测的需求。

由图４可知，一次完整的ＳＰＲ检测过程包括结

合、解离、再生及恢复四个过程，耗时约为１０ｍｉｎ。

在实际应用过程，根据单次测量的响应值，由标准曲

线可以得到 ＭＣＬＲ的浓度值。相比于化学仪器分

析法及酶联免疫法，其快速定量是一大优势，可满足

现场实时检测的需求。

图５ ＭＣＬＲ的标准曲线

Ｆｉｇ．５ ＣａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｆｏｒＭＣＬＲｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

４．４　实样测试结果与回收率

根据空白加标样品测试实验结果，可得到各样

品的平均响应值，根据标准曲线反演计算得到的

ＭＣＬＲ添加浓度和回收率如表１所示，回收率最大

偏差在１０％左右，结果表明所建立的 ＭＣＬＲ检测

方法具有较高的准确性。

表１ 空白与空白加标的响应值、反演计算 ＭＣＬＲ

浓度值和回收率

Ｔａｂｌｅ１ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ｄｅｒｉｖｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ

ｏｆｂｌａｎｋｓａｍｐｌｅａｎｄｂｌａｎｋｓａｍｐｌｅｗａｔｅｒｓｐｉｋｉｎｇＭＣＬＲ

ｗｉｔｈｔｈｒｅｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

Ｓａｍｐｌｅｓ／

（ｎｇ／ｍＬ）

Ｍｅａｎ

ｒｅｓｐｏｎｓｅ／ＲＵ

Ｄｅｒｉｖｅｄ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／

（ｎｇ／ｍＬ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％

Ｂｌａｎｋ ２２４．３

２ ２１４．８ ２．２５ １１２．５

４ １９８．６ ４．４１ １１０．３

１６ ６０．１ １６．８ １０５．０

　　根据实际水样及加标测试实验结果，得到的各样

品平均响应值如表２所示。自来水空白的响应值低

于检测限响应值，因此认为自来水样中未能检测出

ＭＣＬＲ；根据自来水加标的ＳＰＲ响应值，由标准曲线

反演计算得到其质量浓度为４．２５ｎｇ／ｍＬ，回收率为

１０６．３％。湖水空白的ＳＰＲ响应值为２１３．４ＲＵ，反演

计算得到其质量浓度为２．４６ｎｇ／ｍＬ；由湖水加标的

响应值反演计算其质量浓度为６．２７ｎｇ／ｍＬ，扣除湖

水空白的浓度值，可得添加质量浓度为３．８１ｎｇ／ｍＬ，

湖水样品的回收率为９５．３％，因此湖水中含有质量浓

度为２．４６ｎｇ／ｍＬ的 ＭＣＬＲ。

０２１２００５５
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表２ 四种样品的响应值、反演计算 ＭＣＬＲ浓度值和回收率

Ｔａｂｌｅ２ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ，ｄｅｒｉｖｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＬＲａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｆｏｕｒｋｉｎｄｓｏｆｓａｍｐｌｅｓ

Ｓａｍｐｌｅｓ Ｍｅａｎｒｅｓｐｏｎｓｅ／ＲＵ Ｄｅｒｉｖｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｎｇ／ｍＬ） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％

Ｂｌａｎｋｔａｐｗａｔｅｒ ２２３．５

Ｔａｐｗａｔｅｒｓｐｉｋｅｄ４ｎｇ／ｍＬＭＣＬＲ ２００．６ ４．２５ １０６．３

Ｂｌａｎｋｐｏｎｄｗａｔｅｒ ２１３．４ ２．４６

Ｐｏｎｄｗａｔｅｒｓｐｉｋｅｄ４ｎｇ／ｍＬＭＣＬＲ １７５．６ ６．２７ ９５．３

５　结　　论

将ＳＰＲ技术与免疫检测技术相结合，研究和建

立了一种水质 ＭＣＬＲ检测新方法。基于自行研制

开发的ＳＰ免疫检测分析系统，开展了一系列的性

能测试实验，分析评价了 ＭＣＬＲＳＰＲ免疫检测方

法的主要性能指标。研究和实验结果表明，所建立

的检测方法具有较高的灵敏度，能满足 ＷＨＯ对于

饮用水中 ＭＣＬＲ最低含量检测的需求；采用免疫

检测技术具有特异性，可直接检测水中 ＭＣＬＲ的

含量；样品前处理简单，分析速度快（单次样品的分

析时间仅为１０ｍｉｎ）；检测过程无需标记，分析成本

低。因此 ＭＣＬＲ的ＳＰＲ免疫检测方法及ＳＰＲ免

疫检测分析系统为地表水的分析检测提供了新的选

择方案。
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