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Abstract :A novel piezoelect ric immunosensor for Schistosoma2J aponicum ( Sj) has been developed , on t he

basis of a new biomolecular immobilization mat rix using self2assembled cystamine film and SiO2 nanoparti2
cles. The newly prepared SiO2 nanoparticles exhibited excellent p hysical and chemical p roperties , such as

high surface2to2area and biocompatibility. After the surface f unctionalization , t hey were utilized to load Sj

antigens (SjAg) at a larger scale. The formed sensitized nanoparticles of SjAg @SiO2 were immobilized onto

t he sensor that was modified wit h self2assembled cystamine film , resulting in a new piezoelect ric immu2
nosensor for detecting Sj antibodies ( SjAb) . The result s showed that the t hree2dimensional (3D) spacial

st ruct ures of SiO2 nanoparticle mat rix could facilitate enhanced antigen2antibody immunoreaction , achie2
ving high sensitivity for t he detection of SjAb analytes. U nder t he optimized experimental conditions , t he

developed piezoelect ric immunosensor was proved be capable of quantitatively determining SjAb in the con2
cent ration (dilution ratio) range of 0. 6～22. 7μg/ mL wit h a determination limit of 0. 4μg/ mL (S/ N = 3) .

Moreover , t he new immunoassay was used for t he analysis of clinical samples. It could show favorable per2
formances compared to the classical enzyme2linked immunosorbnent assay ( EL ISA) , indicating a promising

alternative technique for schisto soma2japonicum in clinical diagnosis , field applications and epidemic sit ua2
tion monitoring.

Key words : SiO2 nanoparticle ; schistosoma2japonicum ; biomolecule immobilization ; piezoelect ric immu2
nosensor
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摘　要 :提出了一种基于胱胺自组装膜和 SiO2纳米颗粒增强效应的生物分子固定法 ,并将之用于日本血吸虫压电免疫传感

器的研究。所制备的 SiO2纳米颗粒具有生物亲和性高和比表面积大等优良理化性能 ,经表面功能化后可高效键合日本血吸

虫抗原 (SjAg)分子 ,制得敏化的 SjAg @SiO2 颗粒。将 SjAg @SiO2固定于修饰了胱胺自组装膜的石英晶体表面 ,发展了一种

新型压电免疫传感器 ,用于日本血吸虫抗体 (SjAb)的检测。实验结果表明 ,SiO2 颗粒的纳米三维 (3D)空间结构有利于所固定

的抗原对抗体的识别 ,进而获得了对目标物 SjAb的高灵敏检测。所研制的传感器检测感染兔血清样中 SjAb 浓度的线性范

围为 0. 6～22. 7μg/ mL ,检测下限为 0. 4μg/ mL (S/ N = 3)。此外 ,临床实际样品的分析结果表明 ,该免疫传感技术的分析检

测能力与经典酶联免疫法 ( EL ISA)相接近 ,可望用于血吸虫病临床生化诊断、现场筛查和疫情监控等。
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　　日本血吸虫病是一种古老的地方性传染疾病 ,

目前主要流行于中国、菲律宾和印度尼西亚等国家 ,

约有 6. 52 亿人口受威胁 ,成为世界上亟待解决的

一个严重公共卫生问题。国内外在日本血吸虫病的

实验诊断技术方面已作了许多探索性研究[1 ]。然

而 ,相关方法均不同程度地存在分析灵敏度低、需酶

或放射物标记、操作繁琐费时等缺陷 ,尚不能满足当

前血吸虫病防治工作的需要。因此 ,发展一种灵敏、

免标记、简便快速的日本血吸虫病生化诊断新方法

意义重大。

压电免疫传感器因具有简便、快速、灵敏、成本

低、毋需示踪物标记、免样品纯化等诸多优点 ,被广

泛用于各种生化分析[225 ]。性能优良的免疫材料固

定化方法是研制压电免疫传感器的关键。近年来 ,

纳米材料在生物体系的应用引起了人们的普遍关

注[628 ]。其中 ,SiO2纳米颗粒作为亲水性型材料 ,具

有生物相容性好、比表面积大和物理化学性质稳定

(惰性)等特点 ,同时易于制备和进行功能化处理 ,从

而用作免疫活性物质的载体进行生化检测具有许多

优势[ 9211 ]。本文首次结合胱胺自组装膜将 SiO2纳米

颗粒应用于日本血吸虫抗原 ( SjAg)的高效固定化 ,

发展了一种新的日本血吸虫压电免疫传感器 ,并将

之用于测定一系列感染兔血清样中日本血吸虫抗体

(SjAb) 。结果表明 ,该免疫传感技术选择性好 ,灵敏

度高 ,具有较低的检测下限。此外 ,将之用于临床实

际样品分析 ,并与经典酶联免疫 ( EL ISA)法进行了

比较 ,结果令人满意。

1　实验部分

1 . 1　仪器与试剂

压电石英晶体分析仪 (QCA ,QCA292型)为日本

SEIKOEG&G仪器公司产品 ;B220S2T型超声清洗器

购于上海必能信超声有限公司 ; TG162Ⅱ型台式离心
机为长沙平凡仪器仪表有限公司产品 ;检测池为本室

自制 ; 9 MHz , AT2切型镀金压电石英晶体微天平
(QCM)购于北京晨星无线电设备厂 ,处理后的 QCM

一面用。型橡胶圈和塑料片封闭以使之单面触液 ;磁

力搅拌器 (Model JB22)购自上海分析仪器厂 ;恒温器

(Model CSS 501)购于重庆实验器材厂 ;高频计数器

(Model FC 1250)为 Wellstar公司产品。

正硅酸乙酯 ( TEOS)购于上海五联化工厂 ,胱

胺和 32氨基丙基三甲氧基硅烷 (A P TMS)试剂购于

Sigma2Aldrich公司 ;氨水 (30 %) 、乙醇、甲醇和聚

乙二醇 ( PEG ,MW 6. 0 kD)均为天津天泰精细化工

公司产品 ;戊二醛 ( GL U)购于武汉有机化学试剂公

司 ;日本血吸虫 32 kDa 分子抗原 ( SjAg , 4. 2

μg/ mL)按文献[ 12 ]方法由分离纯化日本血吸虫成

虫抗原制得 ;日本血吸虫抗体 ( SjAb ,2. 0μg/ mL )

系纯化日本血吸虫感染兔血清的免疫球蛋白制得 ;

临床血吸虫样品由中南大学湘雅医学院寄生虫教研

室提供 ;牛血清白蛋白 (BSA)为上海申索生物制品

有限公司产品 ;不同 p H 值的 PBS溶液采用 0. 010

mol/ L Na2 H PO4 和 0. 010 mol/ L KH2 PO4 配制 ;

Piranha试剂为按 3 : 7 配制的 H2 O22H2 SO4 混合

液 ;其它试剂均为分析纯 ,所用水均为二次蒸馏水。

1. 2　SiO2 颗粒的制备与标记

1. 2. 1　SiO2颗粒的合成、硅烷化和 SjAg 的标记

按文献 [ 13 ]报道的方法 ,以 PEG为分散剂 ,通

过氨水催化正硅酸乙酯 ( TEOS)水解制备 SiO2 颗

粒。将制得的 SiO2 颗粒依次采用乙醇、水进行超声

洗涤并离心分离后 ,对 SiO2 颗粒进行硅烷化 :取一

定量 (～1. 0 g) SiO2 颗粒悬混于 10 mL 甲醇中 ,加

入 0. 50 mL A P TMS ,于室温下搅拌反应 12 h ,离心

分离 ,然后依次采用甲醇和 PBS溶液 (p H 7. 0)进行

超声洗涤并离心分离 ,即完成 SiO2 颗粒的氨基硅烷

化 ,将之移入 PBS溶液 (p H 7. 0 ,含 1. 5 % PEG) ,

于 4℃冰箱中保存。

取 10 mL 氨基硅烷化的 SiO2 颗粒悬浊液 ,超

声分散后加入 5. 0 mL 2. 5 %戊二醛 ,于室温下搅拌

反应 3 h ,再离心分离 ,即完成颗粒的醛化。将醛化

SiO2 颗粒悬混于 4. 0 mL PBS溶液 (p H 7. 0) ,超声

分散后加入 1. 0 mL SjAg (4. 2μmg/ mL) ,于室温下

搅拌反应 3 h ,离心分离 ,即制得 SjAg @SiO2 颗粒。

最后悬混于 5. 0 mL PBS溶液 (p H 7. 0 ,含 1. 5 %

PEG) ,于 4℃冰箱中保存。

1 . 3　胱胺膜的组装

移取 30μL 胱胺溶液 (20 mg/ mL )滴加于洗净

的压电晶振表面 ,于 37℃下温育 30 min , 水洗 ,晾

干备用。

1. 4　SjAg @SiO2的固定化

移取 30μL SjAg @SiO2 悬浮液滴加修饰了胱胺

膜的压电晶振表面 ,于 37℃下温育 40 min , 取出 ,水

洗两遍 , 晾干 ;再滴加 30μL BSA溶液 (10 mg/ mL)

于晶振表面 ,于 37℃下温育 30 min ,以封闭其表面上

的非特异性活性位点 ,水洗 ,晾干备用。

1. 5　检测过程

取 3. 0 mL PBS (p H 7. 0)溶液于检测池中 ,安

装已修饰 SjAg @SiO2 的晶振 , 开动搅拌器。待响

应频率稳定后 ( < 1 Hz / min) ,移取 15μL 待测感染

兔血清样品 ,并以 PBS缓冲溶液 (p H 7. 0)稀释至
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30μL ,注入检测池中进行检测 ,记录免疫反应引起

的晶振频率变化至反应结束。所得响应频移值

(ΔF)与待测样中 SjAb的浓度与成线性关系。

每次检测完毕后 ,以 0. 10 mol/ L 甘氨酸2HCl溶

液 (p H 2. 8)清洗用过的晶振 ,以解离 Ag2Ab键 ,实现

传感器的再生。经再生使用 4～5次后 ,再以 Piranha

试剂清洗晶振 ,以清除其表面吸附的所有物质 (包括

胱胺膜、SjAg @SiO2 和 SjAb等) ,水洗两遍 ,再经重新

固定化修饰 ,即可实现传感器的反复使用。

2　结果与讨论

2. 1　抗原分子的固定化

考察了 SjAg @SiO2用量和温育时间对 SjAg固

定化的影响 ,结果分别如图 1、图 2所示。由图 1可

知 ,随着 SjAg @SiO2用量浓度从 5μL 增加到 30

μL ,传感器的响应频移值随之从 142 Hz增加到 267

Hz。然而 ,继续增加 SjAg @SiO2用量 ,即大于 30

μL ,传感器的响应频移值逐渐下降。这是因为传感

器表面用于包被 SjAg @SiO2的活性位点有限 ,SjAg

@SiO2的浓度增大到一定值时 ,胱胺膜上 SjAg @

SiO2即达到包被平衡状态。图 2显示了温育时间对

SjAg 固定的影响。从图 2可以看出 ,传感器的响应

频移值随着温育时间的增加而增加 ,至温育时间为

50 min 时趋于稳定。合适的温育时间 ,可使传感器

上包被的活性分子排列有序 ,空间位阻小 ,从而有利

于免疫反应的发生[14 ]。

图 1　SjAg @SiO2 用量对 SjAg固定化的影响

图 2　温育时间对 SjAg固定化的影响

2. 2　免疫反应条件的优化

实验通过改变检测缓冲液的 p H值考察了酸度

对免疫反应的影响 (图 3) 。由该图知 ,适于免疫反

应的 p H值范围为 6. 5～7. 4 ,并以 p H 7. 0 时反应

响应的频移值最大 ,这与常规免疫反应所要求的中

性条件相一致。这是因为抗原和抗体为两性蛋白

质 ,在 Ag2Ab相互作用中其静电量和性质均与 p H

值关系密切 ,并以中性环境下二者间的库仑结合力

最大[15 ]。此外 ,免疫反应对环境温度有一定程度的

依赖性。实验通过传感器在不同的环境温度条件下

检测抗体 ,考察了环境温度对免疫反应的影响 (数

据未显示) 。结果发现 ,在室温 (25℃)下 ,所研制的

传感器即表现出较佳的分析检测性能。考虑到传感

器的实用性和分析方法的简单化 ,本实验均在室温

(25℃)下进行。

图 3　检测液 p H值对 SjAg测定的影响

2. 3　实时频率响应特征

实验考察了传感器检测感染兔血清样的实时频

率响应特征 ,并以正常兔血清样作空白 (阴性)对照

(图 4) 。该图显示 ,传感器测定感染兔血清样时 (图

4b) ,样品中 SjAb 与修饰在传感器表面的 SjAg 发

生了特异性的免疫反应 ,所引起的压电探针响应频

率的变化在开始的一段时间内下降得较快 ,随后变

慢 ,并逐渐趋于平衡。而采用同一压电探针测定正

常兔血清样时 ,非特异性吸附引起的频率响应没有

渐变过程 ,而是经过微弱的变化后直接趋于平衡 (图

4a) 。同时后者因非特异性吸附引起的频率下降值

(图 4 a ,～41 Hz) 3倍低于后者特异性反应的频率

下降值 (图 4b ,～268 Hz) ,亦即空白 (阴性)样的响

应值与相应感染 (阳性)样品的响应值相比可予忽

图 4　QCM免疫传感器的实时频率响应特征

a2检测正常兔血清样 (阴性对照) ; b2检测感染兔血清样
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略。以上结果表明 ,本传感器具有较高的检测选择

性。此外 ,整个免疫反应时间为～36 min。

2. 4　传感器的检测特性

在优化的实验条件下 ,分别检测了含不同 SjAb

浓度的一系列感染兔血清样 ,并绘制成响应频移值

(ΔF)对 SjAb 浓度的负对数值的校准曲线 (图 5) 。

图 5显示 ,在 SjAb浓度为 0. 6～22. 7μg/ mL 的范

围内 ,压电探针的响应频移值与 SjAb 浓度存在良

好的线性关系 ,其敏感下限为 0. 4μg/ mL。此外 ,考

察了该传感器的测定重现性。用修饰 SjAg @SiO2

的晶振检测 SjAb浓度为 1. 3μg/ mL 的感染兔血清

样平行测定 5 次 ,测得其平均响应频率为 169 ±28

Hz ,相对标准偏差为 11. 2 %。可见 ,本传感器具有

良好的检测敏感性和重现性。

图 5　QCM免疫传感器的响应频移值 (ΔF)与 SjAb浓度

的负对数值之间的校正曲线

2. 5　压电传感探针的再生

传感器的重复使用性是决定其实用性的重要指

标之一[16 ]。研究表明 ,甘氨酸可有效地解离抗原/

抗体复合物 ,使免疫反应结合的抗体从晶振表面脱

落[12 ]。本实验采用甘氨酸2HCl (p H 2. 8)缓冲溶液

作洗脱剂再生传感探针。实验发现 ,以这种途径再

生压电探针 ,经重复使用 4次后 , 其 SjAb的分析灵

敏度仍保持在 90 %以上。

此外 ,压电探针经循环使用 5～6次后 ,若继而

应用“Piranha”试剂 (按 H2 SO4 : H2 O2 = 7 : 3 配制)

清洗 ,可清除表面吸附的所有有机物 ,实现探针的完

全再生[7 ] ,经重新固定抗原后可用于下一轮检测实

验。

2. 6　临床样品分析

实验考察了所建立的压电免疫检测技术的实用

性。以该传感器检测了 8份不同 SjAb浓度的感染

人血清临床实际样品 ,并与经典 EL ISA法进行了结

果相关性考察。以 QCM传感器量测得到的浓度值

( Y轴)对以 EL ISA法得到的浓度值 (X轴)作图 (图

6) ,由此图可知 ,所得到的分析结果之间的线性回归

方程为 y = 32. 6794 + 1. 0066 x ,线性相关系数为

0. 9894 ( P > 0. 05) 。由此可见 ,二者给出的分析结

果之间呈现高度的相关性 ,表明这种免疫传感技术

可望用于实际样本感染度的定性与定量评估。

图 6　QCM免疫传感器与 EL ISA法的分析结果比较

3　结论

本文利用 SiO2纳米颗粒的优良生物分子固定

化性能 ,成功地发展了一种新的高灵敏的压电免疫

传感器 ,用于检测感染兔血清样中的日本血吸虫抗

体 (SjAb) 。制备得到的功能性 SiO2纳米颗粒具有

良好的亲水性和生物相容性 ,以及大的比表面积与

稳定的物理化学性质 ,将其表面功能化后 ,可实现对

日本血吸虫优势抗原 ( SjAg)的高效固定化 , 同时

SiO2 纳米颗粒的有序三维 (3D)空间结构有利于免

疫反应的发生 ,可提高对 SjAg 2SjAb 的结合效率 ,

实现了对目标物的高灵敏检测。临床样本的实验结

果表明 ,该传感器的分析检测能力与经典 EL SA 法

相接近。与常规免疫传感诊断方法相比 ,这种压电

传感新技术具有快速、敏感、操作简单、成本低廉、装

置体积小、便于携带等优点 ,可望用于血吸虫病临床

诊断特别是现场筛查和疫情监控等。
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