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表面等离子体共振谱仪用于糖蛋白检测研究
王 金 美, 于 清 旭*

(大连理工大学 物理与光电工程学院,辽宁 大连 116024)

摘要:介绍了一种表面等离子体共振(SPR)生化分析仪,采用角度扫描与强度调制相结合

的方法来实现对糖蛋白的实时监测.在糖蛋白的检测实验中,对不同pH的再生液进行对比,

pH=3的再生能力达到97%,选择该pH的溶液作为再生液;对同一浓度的糖蛋白进行5次

测量,得出相对标准偏差(RSD)为3.83%;通过非糖蛋白与糖蛋白的对比实验,说明本实验

方法可以对糖蛋白进行特异性检测;最后对浓度在0.01~1mg/mL的糖蛋白进行检测,并进

行了线性拟合和多项式拟合,通过残差分析和相关系数的比较得出RNaseB的浓度与归一

化光强的关系更符合多项式拟合,因此以多项式拟合曲线作为其标准曲线.实验结果表明该

SPR谱仪可以对糖蛋白进行特异性检测,该技术将会在医学方面得到广泛应用.
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0 引 言

蛋白质的糖基化修饰广泛地存在于生物体

内,对自身免疫、老化、癌细胞异常增殖及转移、病
原体感染等过程起着重要作用[1-2].糖蛋白翻译后

加工修饰异常与疾病密切关联,因此对于异常糖

蛋白检测可以使疾病在早期发生时即可做出诊

断[3-4].目前糖蛋白的检测主要有亲和层析技术、
质谱等,但是这些方法有一定不足,不能在短时间

内获得检测结果,需要标记[5-6].表面等离子体共

振(SPR)技术由于具有能实时监测反应动态过

程,分析样品无须纯化、无须标记,反应灵敏度高,
无背景干扰[7-9],尤其是在研究动力学系数方面的

突出优点[10],成为近几年的研究热点[11-13],目前

已经被广泛应用到生物、化学、医学、环境及食品

安全等领域[14-15],因此本文采用SPR技术检测糖

蛋白.
SPR是利用金属薄膜耦合产生的一种物理

光学现象.1902年,Wood在光学实验中首次发现

了SPR现象[16];1968年 Kretschmann等建立了

Kretschmann结构,为SPR研究奠定了基础[17];

1983年,Liedberg等首次提出将SPR技术运用

到生化大分子检测方面[18];1990年,BiacoreAB
公司生产出第一台商业化SPR生化分析仪,此后

SPR技术得到迅速发展.
实验室已搭建的系统[19]采用角度扫描结构,

该调制方法具有测量灵敏度高、简单直观、易观测

等优点,但实时性较差.本文提出角度扫描与强度

调制相结合的检测方法,以实现SPR谱仪对被测

物的实时在线监测.由于光强检测法容易受光源

功率稳定性的影响,引入参考通道的方法来提高

系统的稳定性.

1 原 理

1.1 SPR生物传感原理

SPR利用了衰减全反射的原理,当入射光的

平行偏振分量从棱镜等光密介质入射到金属等光

疏介质的分界面处发生全反射现象时,将会产生

消逝波,它将进入金属薄膜内并激发金属中的自

由电子产生表面等离子体波.当表面等离子体波

和消逝波沿界面方向的分量相同时,反射光的能

量急剧衰减,这种现象就称为表面等离子体共

振[20],发生表面等离子体共振时的入射角称为

SPR共振角.



SPR对被测物的折射率非常敏感,但是无修

饰的SPR传感器只与被测物的折射率有关,而与

样品种类无关[21].SPR生物传感器是先在金属薄

膜表面修饰一层自组装单分子层,这层分子具有

特异性识别的功能,只能吸附特定物质,这样就实

现了特异性检测.
角度调制采用固定入射波长来进行角度扫

描,通过扫描曲线得出共振角,此方法具有测量灵

敏度高、易观测等优点,因此被广泛应用.在金属

薄膜上修饰了自组装单分子层后的扫描曲线如图

1中的曲线1;被测物与修饰上的分子特异性结合

引起金属界面折射率的变化,从而引起共振角的

变化,如图1中的曲线2.角度扫描式检测方法通

过扫描曲线得出共振角,因此检测速度较慢,不能

很好地监测曲线的动态过程,实时性较差.强度调

制是固定入射波长和入射角来进行光强监测的,
因此检测速度快,本文采用角度扫描与强度调制

相结合的方法进行检测,即固定入射角后检测反

射光强.固定入射角后定点监测是先利用角度调

制的方法扫描出修饰了自组装单分子层的曲线

1,找出曲线共振峰左侧斜率最大值,以此角度为

入射角进行定点监测,得出动态曲线.

图1 SPR检测原理

Fig.1 PrincipleofSPRdetection

1.2 糖蛋白检测原理

在水溶液中,硼酸分子可以与含有顺式二醇

类的分子共价结合,形成五元环或六元环硼酸酯,
如图2所示.因此硼酸分子被广泛应用于葡萄糖、
糖蛋白等含有顺式二醇类生物分子的识别中.硼
酸分子与顺式二醇类分子共价结合具有在碱性环

境中稳定,而在酸性条件下可逆解离的特点.因此

改变pH可以实现硼酸物质对含有顺式二醇类生

物分子可逆的解离[22].

图2 硼酸分子与顺式二醇类化合物相互作用

Fig.2 Theinteractionbetweenboronicacids
andcis-diolcompounds

利用以上性质,采用SPR技术检测糖蛋白核

糖核酸酶B(RNaseB).首先,含巯基的11-巯基

十一烷酸(MA)与硼酸分子3-氨基苯硼酸(APB)
利用羧基与氨基的缩合反应生成11-巯基十一烷

酸-3-氨基苯硼酸(MA-APB).利用金与末端含巯

基的分子可以形成牢固 Au—S键的性质[23],镀
有金膜的传感芯片在MA-APB溶液中浸泡12h,
就可以在金膜表面形成一层稳定的自组装单分子

层.这样金膜末端连接了能特异性识别RNaseB
的APB分子,再将糖蛋白RNaseB溶液通过流

通系统通入传感芯片,RNaseB与APB特异性结

合,SPR信号响应增强,实现实时快速检测.

2 糖蛋白检测实验

2.1 实验装置

实验装置如图3所示.He-Ne激光器发出激

光,首先经过斩波器调制成某一特定频率的方波,
再经过反射镜1进入分光棱镜分成两路,一路作

为补偿光路进入探测器2,一路通过反射镜2进

入圆柱棱镜系统,产生SPR现象后的反射光进入

探测器1.斩波器将调制的方波作为参考信号,信
号通道和补偿通道都经过探测器后作为两个信号

通道进入双通道锁相放大器,最后通过串口发送

给计算机,利用LabVIEW 上位机软件显示并保

存数据.
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图3 SPR谱仪系统简图

Fig.3 SPRspectrometersystemdiagram

进样系统的主要部分是流通池,待测液从流

通池的进液口进入,通过蠕动泵的输送,从出液口

排出到废液缸中.
补偿通道是通过加入分光棱镜,再分出一路

光直接连接到探测器2,实时测量激光器的功率,
将信号通道与参考通道作比值,这样就可以消除

光源不稳定性对实验结果的影响.
2.2 实验药品

糖蛋白检测实验所需配制的溶液如下.
磷酸盐(PBS)缓冲液:8gNaCl、0.2gKCl、

1.44gNa2HPO4 和0.24gKH2PO4 加去离子水

至800mL,再用盐酸或 NaOH 溶液调pH 至

7.4,用去离子水定容至1L.
MA-APB溶液:用体积比为1∶1的甲醇和二

氯甲烷混合液配制1mg/mL的 MA-APB溶液.
牛血清白蛋白(BSA)溶液:用PBS溶液配制

5mg/mL的BSA溶液.
再生液:乙醇与PBS溶液体积比为3∶1,

pH=3.
不同浓度的RNaseB溶液:用PBS溶液配制

不同浓度的RNaseB溶液.
2.3 实验方法

(1)传感芯片表面金膜的修饰:将镀好金膜的

传感芯片浸泡在 MA-APB溶液中12h,利用

Au—S共价键稳定结合的性质使 MA-APB分子

紧密结合在金膜表面,形成一层自组装单分子层.
(2)通入PBS溶液,先角度调制扫描出一条

SPR谱线,得出共振峰左侧斜率最大值,以此角

度为入射角进行定点监测.
(3)BSA封端:MA-APB溶液中还含有少量

的 MA 和 APB,那么在金膜表面就会有 MA-
APB和 MA,用BSA封闭少量的 MA中的羧基,
以免对后续实验产生干扰.如图4所示.

图4 APB固定及其与RNaseB结合、再生

过程示意图

Fig.4 APBfixedandcombinationwithRNaseB,

regenerationprocessdiagram

(4)RNaseB检测实验(如图5所示):①通

PBS缓冲液10min左右至基线平稳.PBS缓冲液

的作用是模拟生理环境,为生化反应提供一个稳

定的 环 境.② 通 入 RNaseB 样 品 15 min,使

RNaseB与APB特异性结合,得到生长曲线,将
最高点作为响应值.③再通入PBS缓冲液10min
左右,可以看出曲线有一段回落,这是由于清洗掉

物理吸附上去的 RNaseB,但 回 落 很 少,说 明

RNaseB与 APB结合牢固.④通入再生液,将

RNaseB洗脱掉,使传感芯片表面再生,以便进行

重复性测试.⑤最后再通入PBS缓冲液回到基

线,完成一个循环.

图5 RNaseB在线监测过程图

Fig.5 DiagramofRNaseBonlinemonitoringprocess
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2.4 实验结果及讨论

2.4.1 稳定性测试 图6为激光器的稳定性测

试和加入参考通道后系统的稳定性测试,测试时

间为45min,稳定性可用(Pmax-Pmin)/Pavg来计

算.

(a)激光器稳定性测试

(b)加入参考通道后系统稳定性测试

图6 稳定性测试

Fig.6 Stabilitytest

通过测试得出,激光器稳定性为1.44%,加
入参考通道后系统的稳定性为0.136%.由此可

见,加入参考通道后的系统稳定性比未优化系统

的稳定性提高了一个数量级,因此系统测量精度

也会有所提高.
2.4.2 再生条件探究 洗脱再生对于检测的准

确性、检测时间以及传感元件的使用寿命都有很

大的影响.本文比较再生液为乙醇与PBS溶液体

积比为3∶1,pH分别为5、4、3的洗脱再生效果,
如图7所示.

再生能力是用后面不同pH的响应值与开始

pH=3的响应值之比来表示.表1为不同pH的

再生液再生能力对比.
从表中可以直观地看出,pH 越小再生效果

越好.由于pH=3的再生能力达到97%,已经满

足实验要求了,所以没有再配制pH更小的溶液,
以pH=3的溶液作为再生液.

图7 再生曲线

Fig.7 Curveofregeneration

表1 不同pH的再生液再生能力对比表

Tab.1 RegenerationcontrasttableofdifferentpH
renewablesolution

再生液pH 再生能力/%

5 41

4 61

3 97

2.4.3 重复性 重复性[24]是指多次测量某一量

时,测定值的离散程度.它反映分析方法或测量系

统存在随机误差的大小,也是检验一台仪器是否

合格的关键参数.在相同实验条件下,进行5次实

验,如图8(a)所示.将5次的响应值做成柱状图,
如图8(b)所示.

数据 分 析 得 出 5 组 响 应 值 的 标 准 差 为

0.01072,均 值 为 0.2799,相 对 标 准 偏 差

(RSD)=标准差/均值=3.83%<10%,说明该测

试方法具有较好的可重复性和稳定性.
2.4.4 特异性检测 传感芯片表面的非特异性

吸附是影响SPR传感器检测准确性的一个重要

因素.由于RNaseA与RNaseB的结构相似,本
文选择RNaseA来做特异性对比实验,如图9所

示.
从图中可以看出,RNaseA在芯片表面无明

显吸附,而RNaseB响应非常明显,说明固定有

3-氨基苯硼酸的芯片对于非特异性吸附非常小,
能够实现对RNaseB的特异性检测.
2.4.5 不同浓度RNaseB的检测 从低到高进

行不同浓度RNaseB的检测,得出如图10的响

应曲线图.
取各曲线的响应值,做线性拟合及残差分析.

因为在通不含RNaseB的PBS溶液时传感器几

乎没有响应,所以应设置拟合曲线过原点,如图

11所示.
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(a)测量曲线

(b)响应值柱状图

图8 重复性实验

Fig.8 Reproducibilityexperiment

图9 特异性实验

Fig.9 Specificityexperiment

图10 不同浓度RNaseB响应图

Fig.10 Responsediagramofdifferentconcentration

RNaseB

图11 线性拟合与残差分析

Fig.11 Linearfittingandresidualanalysis

线性拟合关系式为

y=0.35409x (1)

相关系数R2=0.95729.
做多项式拟合及残差分析,同样设置拟合曲

线过原点,如图12所示.

图12 多项式拟合与残差分析

Fig.12 Polynomialfittingandresidualanalysis

多项式拟合关系式为

y=-0.26889x2+0.59883x (2)

相关系数R2=0.9998.
从残差分析和相关系数结果可知,浓度与归

一化光强更符合多项式拟合,因此以多项式拟合

曲线作为RNaseB检测的标准曲线.

3 结 语

本文采用改进的SPR谱仪对糖蛋白进行了

特异性检测,对不同浓度的RNaseB进行线性拟

合和多项式拟合,说明了浓度与归一化光强更符

合多项式拟合.以多项式拟合曲线作为其标准曲

线,也证明了该SPR谱仪使用方便、检测速度快、

结果准确,因此对于生化实验的分析是一种比较

好的仪器.糖蛋白对人体健康具有重要意义,SPR

02 大 连 理 工 大 学 学 报 第57卷 



技术对于糖蛋白的检测具有无须标记、检测速度

快、灵敏度高等优点,将会在医学方面得到广泛应

用.
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Researchondetectionofglycoprotein
bysurfaceplasmonresonancespectrometer

WANG Jinmei, YU Qingxu*

(SchoolofPhysicsandOptoelectronicEngineering,DalianUniversityofTechnology,Dalian116024,China)

Abstract:Asurfaceplasmonresonance(SPR)biochemicalanalyzerisintroduced.Themethodof
combininganglescanningwithintensitymodulationisadoptedtorealizethereal-timemonitoringof
glycoprotein.Intheexperimentsofglycoproteindetection,therenewablesolutionofpH=3ischosen
becausetheregenerativecapacityofthesolutionreaches97%intherenewablesolutionofdifferentpH
comparison.Relativestandarddeviation (RSD)is3.83%inthefivemeasurementsofthesame
concentrationglycoprotein.Theexperimentalmethodcandetectthespecificityofglycoproteininthe
comparative experiments of non-glycoprotein and glycoprotein. Finally, the glycoprotein
concentrationbetween0.01 mg/mLand1 mg/mLisdetected.Therelationshipbetweenthe
concentrationofRNaseBandthenormalizedlightintensityismoreconsistentwithpolynomialfitting
bycomparingtheresidualanalysisandcorrelationcoefficientsoflinearfittingandpolynomialfitting,

andpolynomialfittingcurveisusedasstandardcurve.TheexperimentalresultsshowthattheSPR
spectrometercandetectthespecificityofglycoprotein,whilewillbewidelyusedinmedicalfield.

Keywords:surfaceplasmonresonance(SPR);real-timemonitoring;glycoprotein;boronicacids
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