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表面等离子体共振传感技术应用于小分子检测
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人体内的生物小分子对维持生命体健康具有重要影响"此类分子参与生命体的血液循环及免疫系

统"因此检测生命体中生物小分子对研究小分子在生命体中的生理功能有着重要的意义$傅里叶变换
A

表面

等离子体共振'

N"Q()'(,(+4-<"(PA-Q(<+>'
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N;AL$2

(光谱技术具有操作简便#灵敏度高#

所需样品少#可实时检测等优点"近年越来越多应用于分子的检测$对于部分分子尤其是分子量非常小的生

物小分子"

N;AL$2

直接检测法存在信号稳定性差#灵敏度不高等缺点"因此可以针对不同的检测目标构建

系列
L$2

小分子生物传感器通过信号扩增弥补以上缺点$该研究分类并列举了用于小分子检测的
L$2

免疫

传感器'直接检测法#,三明治-法#竞争检测法以及抑制检测法(#

L$2

分子印迹传感器以及其他基于
L$2

传感器"系统综述了
L$2

技术检测小分子的研究进展"并对其发展远景进行了展望$
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广义上定义小分子为分子量不大于
C@@

的分子%

B

&

"但关

于小分子一直都没有比较科学和确定的定义"如在化学方

面"即分子量很小的天然化合物*在生物方面"小分子是具

有生物学意义的一类物质$由以上定义可知"人体中存在着

无数小分子"其对维持生命体健康有着重要的意义%

K

&

$

在生物体中"小分子物质具有非常小的分子量"某些小

分子具有一定的生物活性"例如激素%

DAI

&

$同时"伴随着社会

经济的发展"环境和食品安全都已经成为社会严峻的挑战$

在环境检测中"特殊小分子的检测正成为环境及食品安全检

测的重要指标%

C

&

$目前检测小分子的传统技术有色谱法#光

谱法等"传统的技术方法通常存在以下缺点)样品处理周期

长﹑检测仪器昂贵#不能实时快速检测%

E

&

$而部分光谱分析

法"未能对分子间的相互作用及其作用动力学参数进行有效

的采集$表面等离子体共振技术'

L$2

(具有灵敏度高#所需

试样少#能够实时检测等优点"可以实现小分子的准确快速

检测"弥补传统检测方法的缺点$目前基于
L$2

技术的小分

子检测技术的研究报道比较少"本文系统的综述了表面等离

子体共振技术对小分子检测的研究进展"并对其发展前景进

行了展望$
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L$2

传感器检测原理

!!

由于
L$2

具有灵敏度高#所需试样少#能够实时检测等

优点"越来越引起分析学者的重视$目前
L$2

技术已经应用

于生物学#化学等不同领域"并随着技术的发展不断改

进%

H

&

$在实际应用方面"

L$2

技术通常用于检测蛋白质与蛋

白质之间#抗原抗体之间#受体与配体之间的相互作用%

F
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其检测的原理如图
B
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(所示"当入射光线从光密介质照射到

光疏介质时会发生光的反射与折射"当入射角达到一定角度

时"折射角成
G@j

"折射在界面会发生全反射现象"即所有能

量转移到反射光线上$因为入射光线是先移动半个波长才发

生的反射进入光密介质"同时在光疏介质产生的振幅随着与

界面距离的增加而呈指数形式衰减的消逝波%

G

&

%如图
B

'
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(所

示&$因为消逝波的强度与渗透距离成反比"所以
L$2

的渗

透距离一般约为几百纳米%

F

&
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L$2

用于分子相互作用检测机

理研究选用一对相互作用的分子"其中一种分子连接在芯片

上"另一种分子流经
L$2

芯片的表面"若两种分子发生相互

作用"则溶液中的分子会结合在芯片表面"使界面厚度发生

改变"从而引起折射率的改变"进而引起
L$2

谱线的变化

%如图
B

'

>

(所示&$因此利用
L$2

传感技术可以很好地应用

于小分子的检测以及分子与分子之间相互作用机理的研究$



本文将从
L$2

免疫传感器'直接检测法#,三明治-法#竞争

检测法以及抑制检测法("分子印迹
L$2

传感器以及其他基

于
L$2

技术的传感器三个框架入手"系统的综述
L$2

技术

应用于小分子检测的研究进展$
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生物传感器原理示意图($
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%反射光谱的共振位移示意图($
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信号随时间变化示意图
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L$2

检测小分子的研究方法

ONM

!

F"/

免疫传感器

L$2

免疫传感器主要包含四种方法"分别为直接检测

法#,三明治-法#抑制型以及竞争型%
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L$2

免疫传感器主

要利用了抗原抗体的结合"通过信号的变化来检测待测物浓

度$检测原理如图
K
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(所示$

图
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%

%直接检测法原理图&$

&

%*三明治+法原理图&
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%免疫抑制法原理图&$
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%免疫竞争法原理图
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直接检测法

直接检测法是直接检测目标抗原与抗体的结合能力"通

过信号变化得出待测物浓度"这种方法简单快捷%

BB

&

"直接检

测法一般用于大分子的检测$由于检测小分子时
L$2

响应

信号弱"限制了
L$2

仪器的灵敏度"甚至部分小分子检测时

未能达到仪器检测限%

BK

&

"最近几年"研究人员通过方法的改

进实现了直接检测小分子$

]+4

/

等%

BK

&利用典型的四环素小分子"制备出抗四环素

适配体'具有更好的亲和力("从而提高了灵敏度"达到了直

接检测的目的*

O3&Q??+0L

等%

BD

&利用金纳米颗粒'

OQ!$-

(修

饰的
L$2

生物传感芯片上接生物聚合物卡拉胶'

7

6+((

("

OQ!$-A

7

6+((

能够提供检测
$3

'

11

(离子的活性位点"实现对

$3

'

*

(离子的检测"且有较高的灵敏度'
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线性响应为
#
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BI

&将对磺化亚硝基芳烃

'

$L6I

(作为百草枯'

$̂

(的识别分子"由于
$̂

可以诱导

$L6IAOQ!$-

的聚集"在
L$2

芯片上形成分析物诱导网状结

构"显著提高了检测的灵敏度"检出限为
K#K

:

P"?

0

S

gB

*

X+"

等%

BC

&利用适配体技术设计了一种无酶
L$2

传感系统"

并在表面修饰了金纳米颗粒以增强其灵敏度"用来特异性的

检测腺苷"其检出限低*

L0)P

等%

BE

&利用
L$2

传感技术用直

接检测法测定了几种小分子环肽与人血清蛋白'

.LO

(的结

合常数"通过对不同肽段检测的实验分析将结构变化与结合

常数联系起来*

S+)+

等%

BH

&通过
L$2

传感器手段检测河豚毒

素"最低检测量
@#IDP

/

0

\
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gB

"低于规定要求的最高含量
K

P

/
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*
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等%

BF

&使用
%LO

与赭曲霉素
O

合成的抗

原作为固定相通过生物偶联法固定在纳米金表面"然后合成

凝胶金纳米颗粒"使用胶体金纳米颗粒结合抗体增敏的
L$2

传感器检测限为
@#@E4

/

0

PS

gB

*

S)Q

等%

KK

&利用
L$2

直接检

测法定量检测小分子核酸"通过共振角度的改变可以准确的

检测到表面结合位点被覆盖的情况$

!!

综上所述"虽然小分子直接检测所引起的
L$2

信号较

弱"但随着技术的改进"利用直接检测法检测小分子越来越

普遍"例如利用传感器增敏的方式来提高
L$2

信号$该方法

多利用制备适配体来提高亲和力"从而增强其灵敏度"运用

制备的纳米金颗粒等增强灵敏度%

K@

&

$此类方法通常利用金

纳米材料具有良好的表面等离子体共振效应来实现检测信号

的放大"最终通过信号的增敏实现对目标分析物的检测%

KB

&

$

K#B#K

!

!三明治"法

,三明治-法是通过连接两种抗原最终实现抗体的检测$

此方法检出限及特异性都得到了有效的提高"通常用来检测

不只一种抗原结合位点的物质%

KK

&

$传统的,三明治-法一般

用于大分子的检测%

KD

&

$但随着技术的发展"人们通过技术的

改进及增敏材料的引入同样实现了小分子的检测"且获得了

很好的效果$

M'?+)4'

等%

KI

&从大量的
[!O

和
2!O

中提取出与目标

物有亲和力的短寡核苷酸"通过筛选并设计出对目标物具有
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亲和性能的适配体并将其切成两部分"利用,三明治-法对目

标物进行检测$结果发现与原始的单链相比"这种方法在没

有损失亲和力的情况下实现了目标物的检测*

S)

等%

KC

&设计

了一种基于两层氧化石墨烯金纳米颗粒复合材料的多功能增

敏
L$2

生物传感器"用于检测小分子腺苷和
2!O

"实现了

双放大策略"获得检测限为
@#B<P"?

0

S

gB短寡核苷酸*

V')A

&+4

等%

KE

&通过纳米材料对
L$2

传感器增敏"利用夹心法对

磷酸缓冲溶液中孕酮的含量进行了测定"检出限达到了
C

4P"?

0

S

gB

$

.Q

等%

KH

&利用氧化石墨烯设计了双重信号放大

的传感器"通过,三明治-法检测聚多巴胺"检出限低至
C@@

:/

0

PS

gB

$

综上所述"利用,三明治-法检测小分子"通常适配体的

亲和性能以及通过结合纳米材料的增敏作用达到增敏的效

果$查阅文献发现"通过氧化石墨烯进行增敏的效果尤为明

显"主要由于氧化石墨烯具有表面积大且富含有羟基#羧

基#环氧基等官能团"使其具有良好的生物相容性$
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抑制型检测法

抑制型检测首先已知抗体的浓度并与待测物混合"将混

合溶液通过已经修饰待测物的传感器芯片"混合液中未结合

的游离抗体会与芯片上的待测物结合"最终根据检测机理建

立检测信号的变化值与待测物的浓度成反比关系"此方法可

以用于小分子物质的检测%

KF

&

$抑制型检测法用来检测小分

子具有灵敏度高的优势"通常可应用于环境监测#食品检测

等领域%
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&

$

6+"

等%

D@

&利用
L$2

抑制免疫定量测定
RK

"使用
%LOA

RK

为偶联物"通过偶联物的主氨基与琥珀酰亚胺基'

!.L

(

在金表面形成硫醇
A!.L

单分子层而引入的反应"固定化到

L$2

芯片上"自由
RK

分子与芯片表面的
%LOARK

竞争单克

隆抗
RK

抗体提供的结合位点"结果表明"抗体对
%LOARK

偶

联物的结合亲和力随着
%LOARK

偶联物表面覆盖度的降低而

增加$

S)

等%

DB

&通过利用金纳米颗粒制备传感器"通过抑制检

测法检测缺血修饰白蛋白"检出限小于
C#@4

/

0

S

gB

"与其

他方法相比具有检出限低"操作简便等优点$

K#B#I
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竞争型检测法

竞争型检测机理是通过竞争关系来实现目标分析物的检

测方法$其实验流程是将大分子的分子物通过生物偶联的方

法共价结合在传感器芯片上"然后通入待测物质"让两种物

质通过对抗体的竞争来实现的检测方法$此方法得到的信号

变化与待测物浓度成反比"通常可用小分子物质的检测%

DK

&

$

但是将竞争法应用于大分子目标分析物检测时会面临信号变

模糊的缺点$

6+"

等%

DD

&将一种用于识别的同质结合蛋白质与具有竞

争性的叶酸'

NO

(检测的靶修饰金纳米颗粒'

OQ!$-

(相结

合"通过与功能化
OQ!$-

竞争表面结合位点"可以定量测

定溶液中游离
NO

"而且证明"通过降低
NO

共轭
OQ!$-

的

浓度"可以将动态范围从微摩尔降低到纳摩尔"从而将检测

限降低到
K#G4P"?

0

S

gB

*

M""4Y

等%

DI

&将半胱氨酸蛋白
T

#

黄曲霉毒素
%B

'

ON%B

(以及牛血清蛋白'

%LO

(修饰于
L$2

芯片"然后将样品溶液与
ON%BA%LO

偶联物按顺序流到
OQ

芯片上"利用竞争性免疫分析实现对
ON%B

的检测"检出限

达到
K#CB

$

/

0

S

gB

"这种方法也可用于食品中霉菌毒素的检

测*

SQ"

等%

DC

&用单链
[!O

适配体和未修饰的
OQ!$-

来修

饰传感器"用小分子竞争性结合引起的
OQ!$-

聚合及其相

应的适配体作为检测指标来检测小分子物质"灵敏度大幅度

增加"并且还可以通过将不同的适配体与
OQ!$-

结合"很

容易地用于其他小分子的检测"例如氨苄青霉素*

X">\'??A

S'?)'*('

等%

DE

&利用金纳米颗粒和竞争法"简单地直接比较了

L$2

和
SL$2

传感器对睾酮的检测"发现
L$2

比较适合于

宽范围检测"

SL$2

比较适合较低浓度下检测*

.)("<QP)

+̀=+ZQP)

等%

DH

&设计了一种多通道小型
L$2

传感器并利用

间接竞争法同时检测了苯并%

+

&芘和
KA

羟基联苯两种物质"

检测灵敏度达到
$

/

0

S

gB的水平"与传统的
L$2

检测方法相

当*

!"'Pt&'?"-AL+4,"-n?*+('Z

等利用
L$2

作为转导技术通

过竞争检测法检测新霉素
%

"得到了
B@4P"?

0

S

gB

!

B@@

$

P"?

0

S

gB的定量范围"证明了用高灵敏度适配体检测小分

子的可行性%

DF

&

$

ONO

!

分子印迹法

分子印迹技术又称为分子烙印技术"其检测原理常被称

为,钥匙-和,锁-的关系%

DG

&

$传感器检测原理)首先利用模板

分子制备分子印迹聚合物'

M1$

("然后进行洗脱"即在聚合

物上留下特定的,空穴-"相当于,锁-$而目标分子相当于开

这把,锁-的钥匙"能够与
M1$

完全匹配"从而达到检测的目

的$此方法可以有效检测小分子物质"其检测原理如图
D

所

示$

图
B

!

分子印迹法原理图

>*

+

NB

!

.A%

+

(2:A2'(9@'%1*A

7

1*3-*3

+

!!

由于分子印迹法具有良好的特异性"近几年来利用此方

法来实现小分子检测的研究报道较多$

YQ4M+,-Q)

等%

I@

&在芯

片上制备了金纳米颗粒的分子印迹聚合物凝胶"测定了对多

巴胺响应的影响"发现
L$2

信号明显增强*

M'0P',Su,<)

X"?++

等%

IB

&构建了以丁胺卡那霉素分子印迹聚合物为特异性

识别元件的
M1$AL$2

传感器"检测人体血浆中抗生素丁胺

卡那霉素的含量"传感器对目标物质的检测限为
@#@@KC

$

/

0

PS

gB

'

I#DhB@

gG

P"?

0

S

gB

("在丁胺卡那霉素浓度为

@#@B

!

@#BC

$

/

0

PS

gB范围内线性关系良好*

V0+4

/

等%

IK

&利

用分子印迹法制备了
L$2

传感器来检测卡那霉素"卡那霉

素印迹传感器线性范围为
B#@hB@

gH

!

B#@hB@

gC

P"?

0

S

gB

'

#

K

f@#GGIB

("与非印迹传感器相比"该传感器对卡那霉素

有更好的印迹效果和选择性*有报道%

ID

&将铁纳米颗粒引入

到分子印迹聚合物的合成中"搭建了
M1$AL$2

传感器用于

DBC
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尿酸的检测"传感器在尿酸浓度为
@#C

!

I@

$

/

0

PS

gB范围

内有良好的线性关系"检测限为
@#KIH

$

/

0

PS

gB

*

Y)+4

/

等%

II

&使用旋涂法将引发剂包覆在
IC4P

的
L$2

金纳米层表

面"放置在混合溶液中"

ECi

条件下孵化
BE0

"干燥后分子

印迹聚合物包覆在金片表面"制成分子印迹聚合物表面等离

子体共振'

M1$AL$2

(传感器"作为特异性识别元件来特异性

检测组胺"实验对比了不同浓度比的分子印迹聚合物性能"

发现组胺
c

甲基丙烯酸'

MOO

(

c

乙二醇二甲基丙烯酸酯

'

RT[M

(物质量比为
BcKcI

时
L$2

信号响应最大"并对比

了分子印迹聚合物与非分子印记聚合物'

!1$

("用来观察特

异性"发现
M1$AL$2

传感器对组胺检测的
L$2

信号响应约

为
!1$AL$2

对组胺的
C

倍"制备的
M1$AL$2

传感器检测限

为
KC4

/

0

PS

gB

"在
KC

!

B@@@4P

0

PS

gB浓度范围内线性

关系良好"成功完成了组胺的高灵敏度特异性检测*有报道

在光纤未包覆的芯上涂覆一层银膜来制备探针"然后在光纤

芯上进一步涂覆以三聚氰胺为模板分子的分子印迹聚合物

'

M1$

("产生结合位点"检测了浓度范围为
B@

gH

!

B@

gB

P"?

0

S

gB的三聚氰胺"发现该传感器具有响应速度快和灵敏

度高等特点*

;+4

等%

IC

&在
L$2

芯片上修饰了对硫磷甲基

'

$M

(印迹聚合膜检测
$M

"发现其具有较高的灵敏度"检出

限为
B@

gBD

P"?

0

S

gB

$

ONB

!

其他检测方法

除了以上所述的免疫传感法和分子印迹法之外"人们还

用了很多其他的方法来检测小分子物质"例如
L,'<+4

L>0P)'&'(

等%

IE

&利用一次性#注塑成型的传感器芯片!微流

体混合和横向成像光学系统"并行分析三个一维斑点阵列"

利用改进后的紧凑型
L$2

生物传感器平台"成功地开发一

种利用固定在
L$

芯片上的
S!O

探针检测
P)2!OAGD

的方

法"并对其进行了增敏"使检出限达到了
B<P"?

0

S

gB

*

`

5

+=

等%

IH

&设计出一种电场辅助
L$2

系统"通过监测信号位

移的时间动态"获得了较高的系统灵敏度$该方法利用基于

离子在水中迁移率的理论模型"讨论了离子沉积动力学"在

施加适当的力时"目标离子根据目标溶液的离子浓度#离子

质量和流速堆积到传感器表面"此方法可以检测到水中目标

镉离子'

6&

Ke

(且检测范围很广"从
P

/

0

S

gB到
$

/

0

S

gB

*

$+,)?

等%

IF

&利用
L$2

技术和分子对接技术的联合"对人体的

酪氨酸酶小分子进行了筛选和检测"研究发现这种方法可用

于快速筛选和优化各种先导化合物作为人酪氨酸酶活性的结

合剂#抑制剂和调节剂等*

]+4

/

等%

IG

&利用
L$2

光谱和电化

学结合的方法"通过在
L$2

金膜上催化金属离子沉积来检

测生物小分子"并以抗坏血酸介导的银在金膜上沉积为例进

行了检测"通过
L$2

的信号变化反映出金膜上沉积的银原

子的量"而银原子的量又可以反映抗坏血酸的浓度"抗坏血

酸的检测浓度为
KhB@

gC

!

BhB@

gD

P"?

0

S

gB

$

表
M

!

不同检测方法的检测性能

$%&'(M

!

"(1:21A%39(2:4*::(1(3-4(-(9-*23A(-)24,

检测方法 检测物质 检出限 年份"文献

免
疫
传
感
器

直接检测法

,三明治-法

抑制法

竞争法

四环素
@#@@EG

$

/

0

\

/

gB

K@BF

%

BK

&

$3

'

*

(离子
B#DCDChB@

gE

4P

K@BF

%

BD

&

百草枯'

$̂

(

K#K

:

P"?

0

S

gB

K@BF

%

BI

&

腺苷
@#KB

:

P"?

0

S

gB
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%

BC

&

河豚毒素
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/
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\

/

gB
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%

BH

&

赭曲霉素
O

@#@E4

/

0

PS

gB

K@BB
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BF

&

短寡核苷酸
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S

gB

K@BH

%

KC

&

孕酮
C4P"?

0

S

gB

K@BE

%

KE

&

多巴胺
C@@

:/

0
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gB
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%

KH

&

RK

'类固唇激素(

@#D

:

P"?

0

S

gB

K@BF

%

D@

&

叶酸'

NO

(

K#G4P"?

0

S

gB
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%

DD

&

黄曲霉毒素
%B

'

ON%B

(
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$

/

0

S

gB

K@BF

%

DI

&

氨苄青霉素
@#@@DH4

/

0

PS

gB

K@BE

%

DC

&

睾酮
gI#E4P

0'

4

/

0

PS

gB

(

gB

K@BD

%

DE

&

苯并%

+

&芘和
KA

羟基联苯
$

/

0

S

gB

K@@C

%

DH

&

新霉素
%

B@4P"?

0

S

gB

K@@F

%

DF

&

分
子
印
迹
法

分子印迹法

多巴胺
B@PP"?

0

S

gB

K@@C

%

I@

&

人体血浆中抗生素丁胺卡那霉素
@#@@KC

$

/

0

PS

gB

K@BI

%

IB

&

卡那霉素
I#DDhB@

gF

P"?

0

S

gB

K@BF

%

IK

&

尿酸
@#KIH

$

/

0

PS

gB

K@BH

%

ID

&

组胺
KC4

/

0

PS

gB

K@BC

%

II

&

三聚氰胺
B@

gG

P"?

0

S

gB

K@BC

对硫磷甲基'

$M

(

B@

gBD

P"?

0

S

gB

K@BC

%

IC

&

其他检测法

P)2!OAGD

B<P"?

0

S

gB

K@BH

%

IE

&

镉离子'

6&

Ke

(

P

/

0

S

gB

!

$

/

0

S

gB

K@BC

%

IH

&

抗坏血酸
KhB@

gC

P"?

0

S

gB

K@@H

%

IG

&

IBC
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D

!

结
!

论

!!

小分子检测对于人类的身体健康#食品安全及生存环境

安全都有重要的意义$目前常规的小分子检测技术如色谱技

术#光谱法等"都存在自身的缺点$如色谱技术的样品前处

理复杂而且需要根据不同的目标分析物选择不同检测器类

型$而传统的光谱法无法实现对分子之间的相互作用及结合

动力学参数的测定$作为
L$2

生物传感器在检测小分子时"

由于小分子的分子量较小"通过
L$2

生物传感器直接进行

检测引起的信号变化非常小"因此很难通过此方法实现对目

标分析物的检测$

针对上述问题"系统地综述了几种检测小分子的
L$2

生物传感的器构建#检测原理及在实际检测中的应用$通过

综述相关文献"对比其他检测方法"

L$2

生物传感器具有操

作简便"不需要提前处理样品#检出限低#无需标记#能够

实现实时监测等优点"但该技术仍然存在需要改进的地方"

例如增强传感器稳定性﹑进一步提高灵敏度﹑实现多通道法

检测等$在仪器性能改进方面"通过对传感器的仪器硬件及

增敏材料的研发"增强传感器的检测限及仪器灵敏度$在研

究生物小分子代谢方面"建立血液及代谢分子的快速检测方

法$随着生命科学的发展"分子水平上研究小分子间的相互

作用对于研究分子在生命体中的机理具有重要的意义"而

L$2

生物传感器的优点恰好弥补了其他检测技术的短板"相

信随着芯片制备技术和检测技术进一步的提升"

L$2

生物传

感技术在分子检测及生命分析中会有更显著的进展$
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