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玉米赤霉烯酮的表面等离子体共振芯片无标记快速测定
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摘要：玉米赤霉烯酮（Ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ，ＺＥＮ）是农产品中一种常见的真菌毒素，严重危害食品安全。现有 ＺＥＮ检测方法

存在操作复杂、仪器贵重、样品通常需要标记等问题。基于自行设计的便携式表面等离子体共振（Ｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎ

ｒｅｓｏｎａｎｃｅ，ＳＰＲ）生物传感器，制备了用于 ＺＥＮ检测的生物芯片，提出直接检测法和抑制检测法。实验结果表明，直

接检测法适用于 ＺＥＮ抗体筛选与免疫动力学基础研究；抑制检测法的检测限小于 ２ｎｇ／ｍＬ，完成一个样品检测仅

需６ｍｉｎ，可用于痕量 ＺＥＮ毒素小分子的快速检测。基于表面等离子体共振的 ＺＥＮ检测方法简单，无需标记，仪器

便携，成本低，可用于现场快速检测。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ；ｓｕｒｆａｃｅｐｌａｓｍｏｎｒｅｓｏｎａｎｃｅ；ｂｉｏｃｈｉｐ；ｌａｂｅｌｆｒｅｅａｎｄｒａｐｉｄｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

０　引言

玉米赤霉烯酮（ＺＥＮ）又称 Ｆ ２毒素，是由多种
镰刀菌产生的一种类雌激素样的真菌毒素，广泛存

在于多种谷物中
［１－２］

。ＺＥＮ具有较强生殖毒性和致
畸作用

［３－５］
。对食物中 ＺＥＮ的检测与研究十分必

要。传统的 ＺＥＮ检测研究方法包括：薄层层析
（Ｔｈｉｎｌａｙｅｒｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＴＬＣ）法、高效液相 质谱

联用色谱（Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
ｍａｓｓｓｅｐｅｃｔｒｕｍ，ＨＰＬＣ ＭＳ）法、酶联免疫吸附
（Ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测技
术 以 及 胶 体 金 免 疫 层 析 （Ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ
ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ａｓｓａｙ，ＧＩＣＡ）检 测 方 法
等

［５－６］
。传统的 ＺＥＮ检测方法虽然具有高灵敏度

的优点，但是存在仪器价格昂贵、样品处理步骤复杂

（一般需要纯化和标记等，其中标记所用的荧光标

记物会污染环境）、检测周期长、操作过程复杂等技

术缺陷，难以满足现场快速检测研究的要求
［７－９］

。

因此，亟需建立低成本、免标记、实时快速、特异、简

便的 ＺＥＮ检测方法。
表面等离子体共振（ＳＰＲ）技术通过探测生物分

子间相互作用引起的微小折射率变化，实现对生物

效应中分子间相互作用的实时监测
［１０－１４］

。ＳＰＲ技
术对检测的生物样品不需要纯化，无需标记，可实现

快速、无扰、动态检测，相对其他一些传感技术能提

供更为丰富的信息，已广泛应用于生物医学研究、临

床疾病诊断、药物筛选、环境监测以及食品安全监控

等领域
［１５－１８］

。本文基于自行设计的角度扫描型便

携式 ＳＰＲ传感器，制备可快速测定 ＺＥＮ的生物芯

片，建立无标记检测 ＺＥＮ的方法，使其可用于现场
快速检测。

１　表面等离子体共振生物传感原理及装置

表面等离子体共振（ＳＰＲ）效应是利用 Ｐ偏振光
在玻璃与金属薄膜界面处发生全内反射时进入金属

薄膜内的倏逝波，引发金属中的自由电子产生表面

等离子体，当倏逝波的波矢与表面等离子体的波矢

相匹配时，二者将发生共振，入射光的能量被表面等

离子体吸收，反射光强急剧下降
［１４］
，如图 １中 ＳＰＲ

共振曲线 Ａ或 Ｂ所示。如果将探针或配体固定于
传感芯片（金属薄膜）表面，含待分析物的样品流经

传感芯片表面，分子间发生特异性结合时引起传感

芯片表面的折射率改变，通过检测 ＳＰＲ信号改变
（如图１中曲线 Ｂ的 ＳＰＲ共振角大于曲线 Ａ的共振
角）可实现检测分子间相互作用的特异性、浓度、动

力学、亲合性、协同作用、相互作用模式等。

图 １　表面等离子体共振原理图

Ｆｉｇ．１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＳＰＲ
　
本文建立的 ＳＰＲ生物传感器系统结构如图 ２

所示，包括光路系统、流路系统、电路（信号探测与

控制）系统、软件（数据分析）系统和传感芯片等

部分。

ＳＰＲ生物芯片是检测系统的核心器件，本系统
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图 ２　ＳＰＲ系统结构示意图

Ｆｉｇ．２　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｄｉａｇｒａｍｏｆＳＰＲｓｙｓｔｅｍ
１．激光器　２．扫描镜　３．反射镜　４．传感芯片

　

的传感芯片是以 Ｋ９玻璃材质的圆柱形棱镜为光波
耦合 器 件，基 于 Ｋｒｅｔｓｃｈｍａｎｎ模 型，将 厚 度 为
５０ｎｍ的金膜镀在与圆柱形棱镜折射率相同的厚度
为１ｍｍ的盖玻片上，然后用折射率相近的匹配液
（香柏油）将其粘合在棱镜底面。利用 ＳＰＲ生物芯
片进行免疫反应实验时，传感芯片经过修饰后固定

上生物探针（抗原或抗体），然后含待测物的样品通

过流路系统进入芯片，芯片上分子间相互作用的情

况可由 ＳＰＲ共振角的改变反映，并通过软件系统将
整个反应过程显示和记录。

经测试，ＳＰＲ系统对样品折射率的测量范围为
１２４１５～１３７６２ＲＩＵ，样品的折射率测量分辨率可
达１０－５ＲＩＵ。整套 ＳＰＲ系统成本不超过 ３万元人
民币（远低于商用 ＳＰＲ仪的售价），通过自组装单层
分子膜（Ｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｅｄｍｏｎｏｌａｙｅｒ，ＳＡＭ）技术对金膜
进行修饰自行制备生物芯片，每块芯片成本低于

２００元人民币；装置稳固便携，体积和质量与个人计
算机的主机相当，生物芯片拆卸方便，有利于现场快

速检测。

２　实验

２１　实验样品
玉米赤霉烯酮（ＺＥＮ）毒素标准品（质量浓度为

１０μｇ／ｍＬ，相对分子量为３１８４）、玉米赤酶烯酮 牛

血清白蛋白（ＺＥＮ ＢＳＡ）偶联物 （质量浓度为
５３ｍｇ／ｍＬ）和玉米赤酶烯酮抗体 （质量浓度为
１４ｍｇ／ｍＬ）来自暨南大学分子免疫学与抗体工程
研究中心；巯基十一酸、巯基己酸、乙醇胺、十二烷基

硫酸钠（ＳＤＳ）、Ｎ羟基琥珀酰亚胺（ＥＤＣ）购于美国
Ｓｉｇｍａ公司；其它试剂购于北京化学试剂公司。免疫
反应的缓冲液是 ＰＢＳ缓冲液（２ｍｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４，
２ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ值 ７４）。
ＺＥＮ毒素标准品、ＺＥＮ ＢＳＡ、ＺＥＮ抗体由 ＰＢＳ缓冲
液稀释为相应浓度的溶液。

２２　玉米赤霉烯酮检测生物芯片的制备
生物芯片的制备包括修饰、活化、固定和灭活等

过程，具体操作方法为：

（１）将金膜（直径 ２０ｍｍ、厚度 １ｍｍ的圆形玻
璃片表面沉积 ５０ｎｍ厚的金）用香柏油（折射率为
１５１～１５２）作为匹配液贴合在 ＳＰＲ仪的圆柱形棱
镜（Ｋ９玻璃）上，用 １ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＨＳ（ＣＨ２）１０ＣＯＯＨ
（巯基十一酸）和 ＨＳ（ＣＨ２）６ＯＨ（巯基己酸）的乙醇
溶液，质量比为 １∶９，对金膜表面进行自组装修饰
４ｈ，修饰液中的巯基与金键合，形成羧基；安装流路
系统，设置 ＳＰＲ扫描参数（扫描起点 －１°，扫描范围
２°，扫描步长 ００１°）；以 １０００μＬ／ｍｉｎ的流速向芯
片表 面 泵 入 ＰＢＳ缓 冲 液 （２ｍｍｏｌ／ＬＮａＨ２ＰＯ４，
２ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ值７４），
开始记录 ＳＰＲ响应值，以此时 ＰＢＳ缓冲液的共振角
作为基准（图３中阶段１）。

图 ３　生物芯片制备过程记录曲线

Ｆｉｇ．３　Ｒｅｃｏｒｄｉｎｇｃｕｒｖｅｏｆｂｉｏｃｈｉｐｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓ
１、３、５、７．基线　２．活化　４．固定生物探针　６．灭活

　
（２）基线稳定后加入 ０１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮＨＳ和

０１ｍｏｌ／Ｌ的ＥＤＣ混合液（体积比为１∶１），活化芯片
表面２０～２５ｍｉｎ，将芯片表面的羧基活化成活泼酯，
此时的 ＳＰＲ响应值升高（图 ３中阶段 ２），用 ＰＢＳ冲
洗３～４ｍｉｎ，稳定后基线略有上升（图 ３中阶段 ３），
活化后的芯片可固定蛋白质。

（３）直接检测法和抑制检测法，均在生物芯片
表面固定质量浓度为 １００ｍｇ／Ｌ的玉米赤酶烯
酮 牛血清白蛋白（ＺＥＮ ＢＳＡ）偶联物作为生物探
针，此时 ＳＰＲ响应值明显升高（图 ３中阶段 ４），约
３０ｍｉｎ后通入ＰＢＳ冲洗 ２～３ｍｉｎ，响应值只有小幅
下降（图 ３中阶段 ５），说明生物探针固定效果
较好。

（４）加入 １ｍｏｌ／Ｌ的乙醇胺（ｐＨ值 ８５）５～
７ｍｉｎ封闭灭活剩余的酯键（图 ３中阶段 ６），ＰＢＳ冲
洗后，生物芯片制备完成，可用于 ＺＥＮ抗体直接免
疫检测和 ＺＥＮ毒素小分子抑制免疫检测。
２３　直接检测法检测玉米赤霉烯酮抗体

将生物芯片用于 ＺＥＮ抗体的直接免疫检测，可
进行抗体筛选和免疫反应动力学基础研究。将

ＺＥＮ抗体用 ＰＢＳ缓冲液调配成不同浓度的抗体样
品，依次加入到制备好的生物芯片表面，样品中的抗
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体与芯片表面的抗原特异性结合，一个样品的免疫

反应过程检测完，通入 ＰＢＳ缓冲液 ２ｍｉｎ，然后通入
ＳＤＳ ＨＣｌ，使抗原 抗体结合物解离，ＳＰＲ响应值降
回基线，可继续检测下一个样品。图 ４为直接法检
测一组样品的动力学曲线。芯片表面固定了 ＺＥＮ
ＢＳＡ，样品中 ＺＥＮ抗体的质量浓度分别为 １０、２０、
３０、４０、５０μｇ／ｍＬ。随着样品中 ＺＥＮ抗体质量浓度
升高，免疫反应速度增快。单个样品检测约 ４００ｓ，
随着免疫反应的进行，生物芯片表面抗原 抗体结合

物增多，ＳＰＲ响应值增大。检测每个样品时，免疫反
应先快后慢，逐步趋于饱和，反应过程呈近似对数函

数关系，符合免疫反应规律。图 ５为这一组样品
ＳＰＲ检测的共振曲线（样品加入 ５０ｓ后测得），随样
品中 ＺＥＮ抗体质量浓度的增大，在相同反应时间
下，生物芯片表面的抗原 抗体结合物质量增加（折

射率升高），共振角增大，反映在 ＳＰＲ曲线上即为光
强吸收峰向右位移。

图 ４　直接法检测不同质量浓度 ＺＥＮ抗体的动力学曲线

Ｆｉｇ．４　ＫｉｎｅｔｉｃｃｕｒｖｅｓｏｆＺＥＮａｎｔｉｂｏｄｙｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｄｉｒｅｃｔｍｅｔｈｏｄ
１、４．基线　２．结合　３．解离

　

图 ５　直接法检测不同质量浓度 ＺＥＮ抗体的 ＳＰＲ曲线

Ｆｉｇ．５　ＳＰＲｃｕｒｖｅｓｏｆＺＥＮａｎｔｉｂｏｄｙｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｄｉｒｅｃｔｍｅｔｈｏｄ
　
图６是直接法检测 ＺＥＮ抗体的标准曲线，室温

（２０±１）℃，以通入样品免疫反应 ３５０ｓ（免疫反应
趋于饱和）时的相对响应值为纵坐标，样品中 ＺＥＮ
抗体的质量浓度为横坐标，可见１０～５０μｇ／ｍＬ质量
浓度的样品 ＳＰＲ响应值与质量浓度基本呈线性关
系，标准曲线方程为 ｆ（ｘ）＝０００２５ｘ－０４７７０，Ｒ２＝

０９９５２，均方根误差为 ０００３２。经测试，固定了生
物探针的生物芯片至少可连续检测５０组样品，超过
５０组样品 ＳＰＲ响应值开始下降。用固定了质量浓
度为１００ｍｇ／Ｌ的 ＺＥＮ ＢＳＡ生物芯片连续检测质
量浓度为 ５０μｇ／ｍＬ的 ＺＥＮ抗体，单次免疫反应
３５０ｓ时ＳＰＲ响应值（相对于基线的变化量）如图 ７
所示，说明检测超过５０次后生物芯片表面固定的探
针受损，这时芯片表面通入 ０１ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ可实
现芯片再生，重新自组装并固定生物探针，传感芯片

可继续使用。该方法适用于 ＺＥＮ抗体的定量检测
及筛选、抗体亲和力和免疫反应动力学基础研究。

图 ６　直接法检测 ＺＥＮ抗体的标准曲线

Ｆｉｇ．６　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｏｆＺＥＮａｎｔｉｂｏｄｙｄｅｔｅｃｔｅｄ

ｂｙｄｉｒｅｃｔｍｅｔｈｏｄ
　

图 ７　连续检测样品的稳定性测试

Ｆｉｇ．７　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｏｆｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｓａｍｐｌｅｓ
　
２４　抑制检测法检测痕量玉米赤霉烯酮毒素小分子

由于 ＺＥＮ的分子量较小（３１８４），其虽可与
固定在芯片表面的抗原结合，但对芯片表面附近

的折射率影响小，引起表面等离子体共振的共振

角变化小，直接检测的检测限较高。为了对 ＺＥＮ
痕量小分子物质检测，本文提出抑制免疫型生物

芯片法，可放大响应值，降低检出限。生物芯片制

备过程同２２节所述，将 ＺＥＮ的衍生物（ＺＥＮ
ＢＳＡ）固定在生物芯片表面作为生物探针，不同质
量浓度的 ＺＥＮ毒素小分子与 ＺＥＮ抗体混合后通
入芯片表面，分析动力学过程。样品中的 ＺＥＮ小
分子和芯片表面的 ＺＥＮ衍生物都可以与样品中的
抗体结合，是竞争的关系，样品中 ＺＥＮ小分子抑制
了抗体与芯片表面的生物探针（ＺＥＮ ＢＳＡ）结合，
样品中 ＺＥＮ小分子的质量浓度与响应值的变化成
反比。如果样品中 ＺＥＮ小分子浓度低，则更多的

８５３ 农　业　机　械　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１８年



抗体与芯片表面生物探针结合，ＳＰＲ响应值（共振
角）的变化大。

用 ＰＢＳ缓冲液将 ＺＥＮ抗体稀释为 ５μｇ／ｍＬ的
工作质量浓度，ＺＥＮ毒素标准品小分子的终质量浓
度为０、２、８、１６、３２ｎｇ／ｍＬ，抗体与 ＺＥＮ标准品小分
子混合５ｍｉｎ后，将混合溶液依次加到芯片表面，记
录 ＳＰＲ的动态变化。免疫反应 ６ｍｉｎ后通入 ＳＤＳ
ＨＣｌ溶液洗脱抗原抗体结合物，２ｍｉｎ后，通入 ＰＢＳ
缓冲液清洗，ＳＰＲ响应值可回到初始的基线，然后加
入下一浓度的样品，继续检测。图 ８是这组样品通
入芯片表面，抑制法检测 ＺＥＮ小分子时的动力学曲
线，当样品中 ＺＥＮ质量浓度大时，可与芯片表面生
物探针结合的 ＺＥＮ抗体数量少，免疫反应速度慢，
ＳＰＲ响应值低，ＺＥＮ小分子质量浓度与 ＳＰＲ响应值
成反比。

图８　抑制法检测不同质量浓度 ＺＥＮ小分子的动力学曲线

Ｆｉｇ．８　ＫｉｎｅｔｉｃｃｕｒｖｅｓｏｆＺＥＮｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌｅｓｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ
　
以通入样品免疫反应 ３５０ｓ时的相对响应值为

纵坐标，样品中抗体质量浓度（ｎｇ／ｍＬ）对数值为横
坐标，绘制 ＺＥＮ抑制免疫检测的标准曲线如图 ９所
示，标准曲线方程为 ｆ（ｘ）＝－０００１０ｘ３＋０００５９ｘ２－
００２８７ｘ－０２２０８，Ｒ２ ＝０９８９６，均方根误差为
０００５８。对每一个质量浓度进行反复测试（５次）
的标准差小于８％，检出限小于 ２ｎｇ／ｍＬ（通过计算
５组标准曲线零浓度点 ＳＰＲ响应值的平均值和标准
差，以平均值减去３倍标准差所得的响应值从标准
曲线中找到对应质量浓度即为检出限

［１９］
），低于美

国商 用 ＳＰＲｉｍａｇｅｒＩＩ芯 片 分 析 系 统 的 检 出 限
８２ｎｇ／ｍＬ［２０］，略高于 ＥＬＩＳＡ的检出限 １ｎｇ／ｍＬ［７］。
生物芯片制备完成后，完成单一样品的检测耗时仅

需约 ６ｍｉｎ，在实际应用过程中，根据单次测量的
ＳＰＲ响应值，由标准曲线检出限可得到 ＺＥＮ毒素的
质量浓度。相比于 ＥＬＩＳＡ等传统检测法，设备简
单、成本低、高特异性，样品无需标记、非破坏性、无

环境污染与快速定量是其最大的优势，可满足现场

快速检测的需求。因此，该方法有望用于食品质量

监控和现场实时检测。

图 ９　抑制法检测 ＺＥＮ小分子的标准曲线

Ｆｉｇ．９　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＺＥＮｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌｅｓｄｉｒｅｃｔｅｄ

ｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ
　
免疫反应检测时间应根据抗原 抗体响应值的

大小，结合实际检测要求进行设定。免疫反应时间

越长，反应越充分，可降低检测限。ＺＥＮ抗原 抗体

的反应在 ３５０ｓ内没有达到饱和状态，如果延长反
应时间可降低检出限。本研究采用的抗体工作质量

浓度是５μｇ／ｍＬ，如果降低抗体工作浓度，也可以降
低 ＺＥＮ毒素小分子样品的检出限。

取有代表性的玉米样品，研磨成颗粒，称取 ５ｇ
磨碎的试样，在试样中加入提取液（乙腈与水溶液

体积比 ９∶１）２０ｍＬ，高速搅拌提取 ２ｍｉｎ。吸取
１０μＬ提取液用氮气吹干，加入 ４０μＬＰＢＳ混匀，室
温１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取全部上清液用于 ＳＰＲ
检测。由表面等离子体共振生物芯片检测玉米提取

物，样品中 ＺＥＮ质量浓度为 ２７５ｎｇ／ｍＬ，抑制法工
作抗体质量浓度为 ５μｇ／ｍＬ，检测玉米中提取 ＺＥＮ
样品的 ＳＰＲ响应值（免疫反应约 ３５０ｓ时 ＳＰＲ共振
角相对于基线的变化量）为０１１ＲＵ（检测３次的平
均值），空白对照的响应值为 ０１３ＲＵ（检测 ３次的
平均值）。可见，含有 ＺＥＮ的样品与对照组 ＳＰＲ响
应值有明显区别，ＳＰＲ生物芯片能够在实际检测中
应用。

３　结束语

基于自行设计的角度扫描型便携式 ＳＰＲ传感
器，制备了用于 ＺＥＮ检测研究的生物芯片。提出了
ＺＥＮ直接检测法和抑制检测法，建立了１０～５０μｇ／ｍＬ
质量浓度范围的 ＺＥＮ直接检测标准曲线；抑制法检
测 ＺＥＮ毒素小分子检测限小于 ２ｎｇ／ｍＬ，生物芯片
制备完成后，完成单一毒素样品检测仅需６ｍｉｎ。与传
统生化分析方法相比，ＳＰＲ生物芯片检测研究 ＺＥＮ
具有免标记、对环境无污染、高特异性、快速定量、研

究反应动力学等一系列优点。该装置和方法可用于

大量样品的现场快速检测。

９５３第 ５期　　　　　　　　　　　齐攀 等：玉米赤霉烯酮的表面等离子体共振芯片无标记快速测定
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