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检测 H5 亚型禽流感的压电免疫传感器的研究 *
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摘要 目的：为研制检测 H5 亚型禽流感的压电免疫传感器。方法：用巯基丙酸在镀银电极石英晶体自组装巯基丙酸单分子膜再通

过 N- 乙基 -N′-（3- 二甲氨基）丙基碳化二亚胺盐酸（EDC)和 N－羟基琥珀酰亚胺（NHS）偶联抗 H5 亚型禽流感病毒的特异性单

抗构建传感器芯片，建立了可以检测 H5 亚型禽流感病毒的免疫传感器。结果：结果表明，该法具有较好的特异性，不与 H9 亚型

流感病毒和 NDV 反应；检测灵敏度达到 10-50 个 EID50。结论：本文结果为检测禽流感病毒免疫传感器的进一步深入研究奠定

了基础，这为其它相关病毒的监测提供了一种新途径。
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ABSTRACT Objective: The aim is to develop the piezoelectric immunosensor to detect H5 avian influenza (AI). Methods: Set up

the immunosensor by self-assembling Mercaptopmpionic acid(MPA) to be monolayer on the silver-coated electrode of quartz crystal and
coupling the monoclonal antibody to H5 AIV with N-ethy-N′-(3-dimethyl aminopropyl）carbodiimide hydrochloride(EDC) and N-hydr
oxysuccinimide ( NHS）,the chip of immunosensor to detect H5 AIV was established. Results: The results showed that the immunosensor
displayed better specificity to H5 AIV and no respond to H9AIV and NDV when being used for detection. The sensitivity test indicated
the detecting limit for the H5 AIV could reach to 10-50 EID50. Conclusion: The method provided a foundation for further research on
immunosensor for detecting AIV and it could be a new exploration to detect other viruses with the same technique in animal husbandry.
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禽流感是由 A 型流感病毒引起的一种禽类感染的疾病综

合症。国际兽医局(OIE)规定该病为 A 类烈性传染病[1]，我国农

业部 2008 年 12 月发布的 1125 号公告《一、二、三类动物疫病

病种名录》也将其列为一类动物疫病。该病不但严重危害家禽

健康，也可感染人，具有重要的公共卫生意义[2-3]。在禽流感防控

中，快速准确的检测尤为重要。AI 监测方法包括传统方法与分

子生物学方法 [4-8]，传统方法主要有病毒分离培养和血清学诊

断，其不足之处在于操作繁琐和结果重复性不好等。分子生物

学方法如 RT-PCR 与基因芯片技术等也被应用于检测 AIV，具

有特异、敏感、简便快捷等特点,但对实验条件要求高，所须仪

器设备昂贵，不易在基层兽医部门推广。因此研究新型的 AIV
检测方法仍然是热点之一。

压电石英晶体免疫传感器是把抗原与抗体反应的特异性

和石英谐振换能器对表面质量负载变化的高度敏感性相结合,

发展起来的一种新型免疫传感器。该法具有设备简单、测量灵

敏度高、特异性好、响应速度快、不需任何标记、操作简单等特

点,目前已经发展到直接在液相中检测,实现了实时检测[9-10]。笔

者之前也探索了用蛋白 A 将抗 H9 亚型禽流感病毒血凝素特

异性的单克隆抗体定向固定在石英晶体表面制成可以检测 H9
亚型禽流感病毒压电免疫传感器 [11]，本研究旨在用抗禽流感

H5 亚型血凝素特异性的单克隆抗体用生物自组装法与石英晶

片制成压电免疫传感器, 研制可用于快速准确诊断 H5 亚型禽

流感病毒的新型免疫学检测方法。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

压电芯片蛋白测定仪由佛山分析仪有限公司提供;AT 切割的

10MHz 表面镀金石英晶体购自深圳清华力合传感有限公司；
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图 1 MPA、EDC 和 NHS 生物自组装法的原理

Fig.1 Modeling of self-assembled monolayer with MPA-EDC-NHS

方法

Method

H5 单克隆抗体浓度对抗体固定量的影响

frequency shift（△F1）at different concentrations of H9 monoclonal antibody

1:10 1:100 1:1000 1:10000

自组装 MPA-EDC-NHS 223.25±22.93 166.75±22.57 128.5±10.66 24.5±7.767

GSY 电热恒温水浴锅购自上海一恒科学仪器有限公司。
H5 亚型 AIV 单克隆抗体、H9 亚型禽流感病毒、新城疫病

毒毒株来自深圳出入境检验检疫局动植中心动检室；鸡胚购自

广东省农科院畜牧研究所；H9 亚型和 H5 亚型 AIV 的标准病

毒抗原、阳性血清和阴性血清购自哈尔滨兽医研究所。
牛血清蛋白(BSA)购自晶美生物工程有限公司，3－巯基丙

酸（3-Mercaptopropionic acid，MPA 99％）为 Avocado Research
Chemical Ltd 产品，N- 乙基 -N′-（3- 二甲氨基）丙基碳化二亚

胺盐酸（N－ethy-N′-(3-dimethyl aminopropyl）carbodiimide hy-
drochloride, EDC) 和 N－羟基琥珀酰亚胺（N-hydroxysuccin-
imide, NHS）是 Sigma 公司产品。其它试剂均为分析纯，所用水

均为双蒸水。
1.2 试验方法

1.2.1 生物自组装法:巯基丙酸单分子膜的自组装

1）、新的压电石英晶体芯片分别用丙酮、无水乙醇和双蒸

水洗涤后吹干，测谐振频率。
2）、将压电石英晶体芯片置于 0.1％MPA 溶液中浸泡过

夜，形成均匀的单分子膜，取出后，用双蒸水细心的冲洗，吹干，

测谐振频率。3）、将压膜的石英晶体用 50mg/mL EDC 与

100mg/mL NHS 以 1：1 体积混合液活化 1h（置 37℃恒温水槽

中），再用双蒸水洗涤 3 次，每次 2 分钟，吹干，测谐振频率。
1.2.2 抗 H5 亚型 AIV 单克隆抗体的包被 将活化的成膜石英

晶体电极浸泡于抗 H5 亚型 AIV 单克隆抗体溶液，37℃温育

1h，然后用磷酸盐缓冲溶液（PBS pH7.2）洗涤三次，每次 2 分

钟，再用双蒸水洗涤三次，吹干，测谐振频率。计算上一步谐振

频率与这一步的差值为△F1。

再用牛血清白蛋白溶液（BSA 10 mg/mL）浸泡包被了的晶

体，于 37℃温育 1h，以封闭晶体表面尚未反应完全的活性基

团，再用上法洗涤，吹干，测谐振频率。
1.2.3 免疫传感器测定方法 这种方法的原理如图 1。经过上述

步骤后，活化的石英晶体电极浸泡于待检抗原溶液，于 37℃条

件下温育 1h，再用上法洗涤，吹干，测谐振频率。计算上一步谐

振频率与这一步的差值为△F2，分析结果。

2 结果

2.1 不同 H5 单克隆抗体浓度对抗体固定量的影响

MPA-EDC-NHS 自组装法固定抗 H5 AIV 单克隆抗体，抗

体固定量用频率变化值△F1 表示，抗体浓度与抗体固定量的

关系如表 1 所示。从石英晶体的频率变化趋势可以看到，随着

抗体浓度的增加，石英晶体频率变化也随之增大，频率变化越

大表明抗体固定量越大。
2.2 H5 AIV 传感器的非特异性反应

用制备的压电 H5 AIV 免疫传感器分别检测 H9 AIV 和

表 1 H5 单克隆抗体浓度对抗体固定量的影响（△F1）
Table l Effect of different concentrations of H5 monoclonal antibody on frequency shifts

表 2 H5 AIV 传感器非特异性反应特性

Table2 Nonspecific response activity of piezoelectric H5 AIV immunosensors prepared by MPA-EDC-NHS

方法 Method H9 AIV NDV

△F2 S △F2 S

自组装 MPA-EDC-NHS 22.5 6.109 18 6.683

NDV，测晶体频率的变化△F2 值，传感器的非特异响应见表 2，

结果提示，晶体频率的变化△F2 值分别为 22. 5 和 18，标准差

S 分别为 6.109、6.683。传感器对 NDV 的非特异反应低于对

H9 AIV 的。以此结果作为阴性对照计算阴阳性的临界值为

△F2+3S，以非特异反应较高的 H9 AIV 的结果为标准，△F2 大

于 40.8 判为阳性。
2.3 H5AIV 传感器的灵敏度

自组装方法固定 1：100 稀释的抗 H5 亚型 AIV 血凝素单

克隆抗体，分别与 5000、1000、200、50、10EID50 的 H5 AIV 反

应，病毒含量在 50EID50 以上晶体频率的变化△F2 值均大于

40.8（表 3），与 20 EID50 的 H9 AIV 反应呈阴性，提示传感器的

灵敏度在 10-50 EID50 之间。
2.4 H5 AIV 传感器的温度响应特性

抗原 - 抗体反应对温度条件要求较高。实验发现，在

20-35℃之间，石英晶体振荡频率随温度升高，频率变化迅速增

大，温度在 35-37℃之间，频率响应最大，表现为晶体频率下降

趋势图斜率加大，反应速度加快。当温度超过 37℃继续升高

时，频率响应却反而减小。反应温度对传感器的频率响应的影

响见图 2。
2.5 H5 AIV 传感器的检测时间的测定
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图 2 温度对免疫传感器响应频率的影响

Fig.2 Changes of the resonate frequency shifts of immunosensor at

different reaction temperatures

表 3 H5AIV 传感器的灵敏度(EID50)

Table3 Sensitivity of piezoelectric H5 AIV immunosensors prepared by MPA-EDC-NHS

方法 Method
敏感性 /Sensitivity of the method

5000 1000 200 50 10

自组装 MPA-EDC-NHS 154±18.31 127.5±9.88 87.5±14.39 74.5±8.06 30.25±6.95

2.5.1 抗体固定时间的测定 生物自组装方法固定 H5 AIV 单 克隆抗体，时间分别为 15min, 30min, 1h, 2h, 分别测定频率的

表 4 不同固定时间对抗体固定量的影响

Table 4 Changes about the amount of immobilized antibody under different coating time

方法 Method

不同时间对抗体固定量的影响

Effect of different coating time on immobilized antibody

15min 30min 1h 2h

自组装 MPA-EDC-NHS 81.5 134 131.25 132.5

表 5 反应时间不同对传感器响应频率的影响

Table 5 Changes of the resonate frequency shifts of immunosensor under different reaction time

方法

Method

不同反应时间对响应频率影响

Effect of different time on frequency shift

15 min 30 min 60 min

自组装 MPA-EDC-NHS 168. 5 183 184.25

变化△F1 值。如表 4 所示，MPA-EDC-NHS 自组装法固定

30min 已达到饱和。
2.5.2 抗原抗体反应时间的测定 自组装方法固定 H5 AIV 单

克隆抗体后与 H5 AIV 反应 15min, 30min, 1h, 分别测定频率的

变化△F2 值。结果如表 5 所示，固定 H5 AIV 单克隆抗体膜与

抗原的反应时间在 30min 左右。

3 讨论

生物自组装技术(SAM)是一种制备有机超膜的新型技术[12]

被广泛用于传感器生物敏感膜的制备[13]。自组装法固定免疫敏

感膜条件要求不高，操作简单，省时，固定的生物膜反应活性

高，特异性好、不需标记、重复性好，再生能力强，能实时在线检

测 ， 具 有 推 广 应 用 价 值 [14-15]。依 据 该 方 法 ， 笔 者 用

MPA-EDC-NHS 自组装法形成巯基化再与 H5 AIV 单克隆抗

体交联，制备成了可以检测 H5 亚型流感病毒的免疫传感器。
其固定抗体的量和一致性较好，固定的生物膜反应活性也较

高。监测的特异性好，不与 H9 亚型禽流感病毒与 NDV 反应；

灵敏度高，可以检测到 10-50 EID50 禽流感病毒，为快速、仪器

化检测流感病毒提供了一种新方法。
压电免疫传感器免疫反应的适宜温度为 35-37℃之间，在

此温度点附近，免疫反应速度最大，达到平衡的时间就越短。笔

者的结果也符合上述规律，随着温度升高，压电石英晶体免疫

传感器的频率下降越快，在 35-37℃之间，传感器频率变化最

快。再升高温度，频率却反而迅速减小。这可能与较高温度一方

面使抗原抗体结合活性下降，也可能导致抗原抗体结合反应平

衡点发生改变，逆反应速度加快，加速了免疫复合物的离解有

关。传统免疫反应在 37℃及适宜反应条件下达到平衡的时间

在 15 min-lh[16]，本研究结果表明，传感器检测时间也为 30 min
左右，因此，我们确定压电免疫传感器的检测时间为 30min，与

传统的鸡胚分离、血清学诊断技术以及 PCR 等分子生物学诊

断技术相比，大大缩短了检测时间，提高了检测速度，为压电免

疫传感器走向实用化提供了保证。但需进一步研究该方法与其

他方法的比较以及其在实际中的应用价值。
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