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生化分析仪及其在样品检测中的应用"
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摘要!表面等离子共振%

.'/

&是一种入射光照射到金属表面!导致金属表面产生等离子共振!反

射光强出现衰减的现象!反射光强衰减程度与入射光波长'入射角及金属表面补测物质的折射

率有关"根据这原理研制的
.'/

生化分析仪!在检测'分析分子间的相互作用等方面有着广泛

的应用"针对
Y'.'/>?%%%

生化分析仪的工作原理'技术参数'检测方法进行了详细的介绍!在

芯片表面生长磺胺二甲嘧啶
>].+

!并检测生长过程的响应信号!同时还对磺胺二甲嘧啶抗原与

抗体在芯片表面的结合响应信号进行了检测"

关键词!表面等离子共振#

.'/

生化分析仪#检测

中图分类号!
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基于表面等离子共振#

D;:J<K8

G

5<DI4E:8D4E<EK8

!

.'/

$原理的生物传感技术是一种先进的光学生物

化学检测技术!近几年来!该生物化学传感检测技术在监测生物分子之间的结合反应方面有着广泛的应

用(

#

)

!该传感检测技术与传统的生化分析方法#如液相色谱等$相比!具有检测时间少'检测样品无需任何

标记'检测结果准确'检测灵敏度高等优点!并且还能够实现在线'实时连续检测%目前!基于表面等离子
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!!

共振检测技术还在生物科技'药物筛选'环境检测'食品检测等多个领域!成为最具发展潜力的生化检测

方法之一(

$>"

)

%国内已有多家单位设计'研制基于
.'/

的生化传感器!而可靠性能高'便携式
.'/

生化传

感器(

?>A

)

!是
.'/

生化分析仪发展的方向%以河南农业大学迅捷公司生产的
Y'.'/>?%%%

生化分析仪为

例!对仪器的工作原理'技术参数等方面进行介绍!同时介绍其在磺胺二甲嘧啶抗原与抗体结合反应检测

中的应用结果%

:

!

CMN

原理

.'/

原理如图
#

所示!光源发出的单色光!经过
(1

波偏振器#图中未标$产生的偏振光经过耦合棱

镜!照射到金膜表面上!金膜表面另一侧流有被测样品#液体'气体等$!反射光信号由线阵列
**F

检测%

由于光照射!在金膜表面将产生表面等离子波!当表面等离子波与入射光波在平行表面分量相等时!发生

等离子谐振!导致反射光强减少!导致
**F

检测器接收到的光强度急剧下降!形成一条黑线!则为
.'/

共

振峰!被检信号可通过数模转换后由计算机显示输出%

对于生物分子的识别检测或分子之间的动态反应程度检测!首先在芯片表面固定一层生物分子识别

膜!如果样品中有能够与芯片表面的生物分子识别膜相互作用的分子!由于结合反应!就会引起表面物质

折射率变化!从而导致反射光强变化%通过实时监测
.'/

传感器反射光强变化过程!可获得生物分子动

态结合或解离过程!可以获得被分析物的浓度'亲和力'动力学常数和特异性等信息(

U

)

%

Y'.'/>?%%%

生

物分析仪采用
h:8HDKNI<EE

结构构建高精度光学传感系统!光源为
,2F

光源!波长为
U"%EI

!并把上述

光源'

(1

偏振器'棱镜'信号检测转换等器件集成在一个黑色盒子里#如图
$

所示$!以消除外界杂散光对

检测信号的影响%

图
#

!

.'/

传感器原理图

7C

M

6#

!

.KN8I<HCK4J.'/D8ED4:

图
$

!

.'/

传感器集成器件
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6$

!

)EH8

M
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G

4E8EH4J.'/D8ED4:

图
!

!

.'/

传感器结构图

7C

M

6!

!

.KN8I<HCKC55;DH:<HC4E4J.'/D8ED4:

<

!

技术参数

Y'.'/>?%%%

生化分析仪由液体动力系统'进样系统'模

式选择系统和检测系统
T

部分组成!其结构如图
!

所示%

<;:

!

动力系统

Y'.'/>?%%%

生化分析仪的动力系统的动力源为蠕动泵!

蠕动泵的工作控制面板如图
T

所示!通过触摸按键!实现蠕动

泵右转和左转的功能选择!以及转速的选择!转速以数字方式

显示在控制面版上%另外!还可实现蠕动泵暂停和加速!使用

非常方便%它的作用是为三个样品流通通道的样品流动提供

动力!当生物分子样品流经检测芯片表面时!进而研究分子间的相互作用或溶液的浓度%样品流动系统

是一种高精密的进样控制系统!样品流速可控制在
%6%%?

#

$@I,

+

ICE

%

-

#!

-
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蠕动泵工作控制面板
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M

6T
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图
"

!

功能选择菜单

7C

M

6"

!

18E;4JJ;EKHC4ED858KHC4E

<;<

!

样品处理系统

样品处理系统的主要功能是将被测液体样品注入到流通池中!

Y'.'/>?%%%

生化分析仪采用内置样

品架!连接三条微型软管!构成三通道进样系统%当蠕动泵工作时!通过微型软管!将液体样品注入到流

通池中!采用自动进样工作方式!仪器具有自动化'智能化%另外!将分析测试后的液体样品!也通过微型

软管回收到废液瓶中%

<;=

!

工作通道选择

Y'.'/>?%%%

生化分析仪有三个工作通道!通过功能菜单选择其中某个通道为工作通道!使液体样

品在该通道中流动及检测%另外!为了消除背景噪声对检测结果的影响!也可以选两个通道!其中一个通

道内流通被测液体样品!作为信息通道!另外一个通道流通基质样品!作为参考通道!信息通道响应扣除

参考通道响应!即可得到精确的液体样品结合反应响应%

<;@

!

检测系统

检测系统是
Y'.'/>?%%%

生化分析仪的主要核心!检测芯片是在玻璃基片上镀一层
"%EI

厚的金

膜!形成裸金片!根据实验要求!在裸金片表面可固定羧甲基化'氨基端等不同功能分子层%

Y'.'/>?%%%

生化分析仪将芯片固定在集成盒子边上!然后将芯片连接在检测元件上!检测的样品折射率范围为

#6!%

#

#6!?

%

<;A

!

检测和分析软件

Y'.'/>?%%%

生化分析仪配套软件分为在线检测软件和分析软件!对于在线检测软件!可通过菜单

进行选择实现某个功能!如图
"

所示%如选择'传感器'通讯和测试菜单!选择菜单下又有通道'曲线'分

析方法'累加次数等子菜单功能!通道子菜单可以选择检测通道!等等%另外!将检测到的样品信号同步

呈现在
,*F

界面上!形成直观的检测
.'/

曲线%分析软件对检测软件生成的数据进行数据传送保存!并

对生物分子之间进行动力学和相关性分析!计算出不同生物分子之间的结合和解离常数%

=

!

CMN

生化分析仪在药物残留检测中的应用

免疫特异性结合反应检测是表面等离子共振传感器应用最多的检测手段之一(

@>#%

)

!用
Y'.'/>?%%%

生化分析仪检测了磺胺二甲嘧啶抗体与其衍生物的特异性结合!方法步骤为"首先在芯片表面自组装一

层单分子膜磺胺二甲嘧啶
>].+

!

.'/

生化分析仪传感响应曲线如图
?

所示%#

#

$传感器初始化后!点击

3标定4!出现
.'/

曲线!曲线稳定后!向芯片表面流动注入
#I45

+

,

的
##V

巯基十一烷酸!时间约
$N

!待

信号稳定后!用
'].

缓冲液冲洗!从而使芯片表面羧基化&#

$

$将
%6TI45

+

,2F*

和
%6#I45

+

,-Y.

#

#d#

!体

积比$混合后!注入芯片表面!流速为
#%

%

,

+

ICE

!活化芯片表面的羟基!形成活性酯!

.'/

信号上升!如图

?

中的
#

所示%用
'].

缓冲液注入冲洗表面!

.'/

信号下降&#

!

$将磺胺二甲嘧啶
>].+

用醋酸缓冲液

#

G

YXT6T

$

#d"%

倍稀释!以
#%

%

,

+

ICE

流速注入芯片中!结合信号上升!如图
?

中的
$

所示!用
'].

缓冲

液冲洗!这样抗原便固定在芯片表面上&#

T

$将
#I45

+

,

乙醇胺#

G

YXU6"

$以
#%

%

,

+

ICE

的流速注入!灭活

-

$!

-
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封闭芯片表面上末被蛋白结合的活性位点!如图
?

中的
!

所示!以
'].

缓冲液冲洗!信号强度回到基线!

如图
?

中的
T

所示!这样完成分子识别膜的制备%

抗体浓度以
'].

缓冲液稀释
#%%

倍!与磺胺二甲嘧啶样品#浓度
T6"E

M

+

I,

$混合!以
#%

%

,

+

ICE

流

速注入芯片表面!芯片表面抗原与抗体发生抑制免疫结合反应!

.'/

信号上升!如图
?

中的
"

所示!放大

曲线如图
A

所示!基线响应值为
$!?%%)0

#

CEH8EDCH

=

;ECH

$!样品流入表面!响应值为
$TA!%)0

!结合响应

值为
##!%)0

%从图
A

!当被测样品浓度较低时!在反应起始的一段时间内!相对响应值与时间近似呈线

性关系%

图
?

!

芯片表面固定磺胺二甲嘧啶
>].+

7C

M

6?

!

)II49C5CO<HC4E4J.1(>].+

图
A

!

抗原与抗体的结合反应

7C

M

6A

!

(N8CENC9CHC4E:8D

G

4ED8.'/K;:S8

#

*

TE

M

+

I,.1$

&

$

*

$E

M

+

I,.1$

&

!

*

#E

M

+

I,.1$

%

图
U

!

磺胺二甲嘧啶连续检测响应曲线

7C

M

6U

!

.8ED4:

M

:<I4JK4EHCE;4;DL8H8KHC4EJ4:

D;5J<I8HN<OCE8

#

.1$

$

!!

利用连续检测的方法对磺胺二嘧啶进行了检测%三个

不同浓度磺胺二甲嘧啶与抗体混合后!依次流过芯片表面!

两个混合物之间交替注入
'].

缓冲液!所得到的连续检测曲

线如图
U

所示!混合物中磺胺二甲嘧啶样品与抗体结合!剩余

的抗体与芯片表面的抗原结合!

.'/

响应曲线上升!当注入

缓冲液后!抗体从芯片表面解离!但是由于解离的速度缓慢!

对应于
.'/

响应曲线平缓区%连续检测是基于一定浓度的

抗体与固定在芯片表面的磺胺二甲嘧啶抗原结合所得相对

响应值与时间近似呈线性关系!而且样品浓度在较小的一定

范围内!样品浓度的连续检测!对于减少芯片的再生过程!减

少检测时间具有重要的作用%

当样品中含有磺胺二甲嘧啶时!与磺胺二甲嘧啶抗体结

合!则抑制抗体与芯片表面的抗原结合!导致结合值减少!

.'/

信号响应下降!磺胺二甲嘧啶样品浓度越大!抑制抗体

与芯片表面抗原的结合的能力越强!结合值就越少!检测到的
.'/

信号响应越小%因此!通过竞争抑制反

应的结合值与磺胺二甲嘧啶样品浓度之间的关系!便可得到浓度抑制的标准曲线!通过标准曲线!当检测

到某浓度的结合响应值时!由标准曲线便可得到某磺胺二甲嘧啶样品的浓度%

@

!

结
!

论

以
Y'.'/>?%%%

生化分析仪为例!介绍了其工作原理'技术参数'结构组成和各部分的功能!并用分

析仪得到芯片表面生长磺胺二甲嘧啶*

].+

分子识别膜过程的
.'/

响应信号!并用抗原与抗体之间的

免疫特异性结合!检测了反应响应曲线%

Y'.'/>?%%%

生化分析仪使用方便'操作简单'检测灵敏度高'

结果准确!对于生化分子之间的动力反应过程研究是一种较好的仪器%

"下转第
@=

页#
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#

T

$距离不可过大!因为距离增大!光路变长!使接收器接收的光斑变大!从而导致接收器灵敏度降

低%虽然激光的方向性较好!但普通激光器的光束在较长距离上仍然会形成较宽的激光光束!在玻璃上

形成弥散斑&

#

"

$风力的干扰作用会使玻璃产生轻微的振动!这会给监听的声音引入比较大的噪音!从而影响监听

效果%

=

!

结
!

论

通过理论分析和实验仿真!实现了激光监听并且定位的功能%在室内声源音量为
T%

#

@%L]

的范围

内!可以得到清晰的监听音质和定位效果%利用激光进行监听!要实现好的监听效果!仍然有许多地方需

要继续研究和改进%为了保证监听的隐蔽性!可以改用红外光!同时更改相应的光电探测器%因为红外

光是不可见光!在调光路的时候!可以带上耳机寻求最好效果点辅助调光路%另外!对其光路要求严格!

如不能快而准地接收到反射光!就不能达到监听目的%可利用3猫眼4效应!实现发射机与接收机的组合!

从而方便监听的选址!并实现自动判断是否瞄准目标!这样很大程度上缩减准备时间!达到更快更好监听

的目的%
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