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压电石英晶体微阵列免疫传感器检测 hCG 的实验研究
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　　提　要:目的　构建一种新型压电石英晶体人绒毛膜促性腺激素(hCG)免疫微阵列传感器。方法　抗 hCG-β 单克隆抗体采用

蛋白A(SPA)法固定在 2×5的 AT切向 、基频 10MHz 的石英晶体微阵列金膜电极表面制成抗体敏感膜 , 构成压电石英晶体 hCG免疫

微阵列传感器。结果　构建的 hCG 压电石英晶体微阵列免疫传感器对 hCG 的响应特性良好 , 其检测线性范围为 2.5 ～ 250 mIU ml ,

TSH、FSH、LH 对 hCG 的检测基本无干扰;60 例临床标本检测结果与荧光免疫检测法符合(P >0.05), 两种方法的相关系数为 0.92。
结论　研制的压电石英晶体 hCG免疫微阵列传感器具有灵敏度高 、特异性好 、成本低廉 、省时 、操作简单 、不需标记 、能在线实时检

测等优点 ,对比实验表明其检测结果准确 , 能用于临床实验诊断检测。
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Determination of human chorionic gonadotropin by piezoelectric quartz crystal micro-
array immunosensor
ZHANG Bo , FU Wei-ling , JIANG Tian-lun , CHEN Ming , YU Fan , CHEN Xiao-bing (Department of Clinical Laboratories , Southwest Hospital , Thi rd Military

Medical University ,Chongqing 400038 ,China)

　　Abstract:Objective　To construct a new type of piezoelectric quartz crystal micro-array immunosensor for the determination of human chorion-

ic gonadotropin(hCG).Methods　The crystal was 10 MHz AT-cut quartz with gold-coated electrodes.The immobilization of the monoclonal anti-
body of hCG-β onto the surfaces of the gold electrodes was accomplished via protein A.Results　Experimental results showed that the piezoelectric

immunosensor had good response to hCG , the frequency shifts were linearly dependent on the hCG concentration in the range of 2.5～ 250 mIU ml ,
other hormones such as TSH , LH and FSH , did not interfere in the sensor' s frequency.The analytical results from this approach were in satisfactory

agreement with those of by fluorescent immunoassay (P >0.05)with correlation coefficiency of 0.92.Conclusion　Piezoelectric micro array

immunosensor for determination of hCG is of high sensitivity , good specificity , simple operation , rapid analysis , low cost and real-time detection etc.It

is suitable for detecting hCG in serum and urine in clinical laboratory.
　　Key words:piezoelectricity;quartz crystal;immunosensor;human chorionic gonadotropin

　　当压电石英晶体谐振时 ,石英晶体对其表面质量负
载的微小变化非常敏感 ,具有 ng 级的质量检测能力 ,也
称为“石英晶体微天平”

[ 1]
。石英晶体振荡频率的变化

与晶体表面质量负载呈负相关关系 ,Sauerbrey
[ 2]
根据单

层无穷大薄板模型建立了质量效应型石英晶体传感器
的频移-质量关系式(1):
　　■f=-2.26×10

6
■mf

2
 A (1………………… )

　　■m 是质量负载的改变(以 g 为单位), ■f 是

■m 改变所造成的频率变化 , f 为石英晶体的工作频
率(以 Hz为单位),A是石英晶体电极的面积(以 cm

2

为单位),负号表示质量的增加导致频率的下降
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　　自20世纪 80年代石英晶体在液相振荡获得成功

以来 ,压电石英晶体传感器已广泛应用于生物医学领
域 ,把压电石英晶体传感器对质量的高度敏感性与抗
原抗体反应的特异性相结合 ,发展了一类新型免疫传
感器 ,即压电石英晶体免疫传感器

[ 3 , 4]
。抗体或抗原作

为大分子蛋白质固定在石英晶体电极表面 ,通过抗原
抗体的特异性结合 ,其复合物容易导致晶体表面显著
的质量变化 ,灵敏度高 ,采用单克隆抗体可进一步提高
检测的特异性和灵敏度。因其具有灵敏度高 、特异性

好 、不需标记 、操作简单 、在线实时检测等特点 ,而获得
迅速的发展 ,成为免疫传感器研究的热点之一

[ 5 ,6]
。本

研究利用蛋白A(SPA)作载体吸附于石英晶体金电极
表面 ,用于抗人绒毛膜促性腺激素(hCG)β链的单克隆

抗体的定向自组装 ,构建了一种新的质量效应型 hCG

免疫传感器微阵列 ,取得了满意的结果 。

1　材料与方法

1.1　仪器与器材
　　石英晶体微阵列采用AT切向 , 双面镀金电极 ,基频 10MHz
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的石英晶体 ,晶片直径 8.0 mm , 电极直径 4.0 mm。采用树脂粘

结剂把石英晶片粘结在 2×5 个孔并预埋电路的印刷电路板

上 ,形成检测池的底部 , 晶体两面的金膜电极接点与预埋电路

的接点连接 ,制成 2×5 型石英晶体微阵列 , 每个检测池的容积

为 150μl。频率检测仪采用自激式振荡电路 , 2×5 型多通道检

测 ,频率信号为 TTL电平输出 , 检测室具有恒温 、屏蔽 、防震动

等装置。 ACL-8454 多功能频率记数卡(ANDLINK 公司产品)内
置于方正飞越奔 Ⅲ型计算机(北大方正集团公司)。《PESA 分

析软件 2.0》具有频率记数 、差值显示 、频率变化趋势图显示等
功能。由我室与信息产业部第 26研究所共同设计制作。

1.2　主要试剂
　　抗人绒毛膜促性腺激素(hCG)β 链单克隆抗体购自美国
Biodesign 公司(浓度为 4.02 mg ml , PBS 溶液 pH 7.0);金黄色葡

萄球菌 A 蛋白(SPA)购自美国 Pierce公司;绒毛膜促性腺激素
(hCG)标准品 , 采用 hCG荧光免疫检测试剂盒(Biodata公司)的

标准品 , 由西南医院妇产科王凤英博士惠赠。其它试剂均为

AR级。

1.3　方法
1.3.1　石英晶体的预处理　　按文献[ 7] 报道方法进行。 注
意NaOH 和 HCl不能接触到晶体外连电极和线路。

1.3.2　SPA 在石英晶体金膜电极表面的吸附　　气相检测石

英晶体的振荡频率(f0), 取 2mg ml 的 SPA 溶液(PBS 溶液 ,

pH 7.0)5μl均匀涂布于经预处理的石英晶体金膜电极上 ,干燥

后用PBS 缓冲液和双蒸水冲洗 , 氮气吹干 , 检测 SPA吸附后的

晶体振荡频率(f1)。

1.3.3　抗体分子的定向自组装　　为了探讨 SPA固定抗体的

最适浓度 ,把 4.02 mg ml的抗体稀释成不同浓度的抗体溶液 ,

观察抗体固定后石英晶体频率的变化。 抗体溶液 3 μl均匀铺
于吸附有 SPA的石英晶体金膜电极表面 , 30 ℃反应 2 h 后用

PBS缓冲溶液和双蒸水冲洗 , 氮气吹干 , 检测抗体固定后石英

晶体的振荡频率(f2)。4 ℃保存备用。

1.3.4　标准曲线的制作　　石英晶体微阵列的每个检测池加

入 70μl PBS 检测缓冲液 , 检测晶体的液相振荡频率(f0)。以 1

号检测池作为参比检测池 , 频率稳定后 , 把 0 、2.5、5、25 、100、

250 、500 mIU ml的 hCG标准溶液 10 μl加入 2～ 7号检测池中 ,
混匀后 37 ℃继续检测晶体振荡频率 40 min(f1)。每个浓度点

重复 3次。
1.3.5　血清和尿液中 hCG的检测　　方法同上。以 PBS 作为

检测缓冲液。检测血清和尿液标本各 30 例 ,浓度高于 250 mIU 
ml的血清或尿液标本需稀释后检测 ,计算结果时乘上稀释倍数。

1.4　统计学分析
　　本方法检测结果与免疫荧光法检测结果采用 SPSS10.0 统
计软件进行线性回归分析和配对资料 t检验。

2　结果

2.1　蛋白 A在石英晶体金膜电极表面的吸附
　　蛋白 A(SPA)分子与石英晶体金膜电极表面的金原子之间

依靠分子间的作用力可以紧密地结合 , SPA 是大分子蛋白质 ,

结合在晶体电极表面会产生显著的质量负载效应 , 导致晶体频
率下降。表 1 给出了 5 μl的 2 mg ml SPA 在晶体金膜电极表面

的吸附量 ,吸附量用石英晶体振荡频率的减少 Δf1(f0-f1;f0 为

SPA包被前的频率 , f1 为SPA包被后的频率)来表示。结果显示

其吸附量为(180±67)Hz , 变异系数为 35.51%, 表明 SPA 成功

地吸附在金膜表面 ,但不同晶体的吸附量差异较大。

2.2　抗 hCG-β链单克隆抗体的固定
2.2.1　SPA 法固定抗体的量与抗体浓度之间的关系　　抗体
的Fc段与 SPA分子的氨基连接而被固定在金膜电极表面 , 其

固定量以抗体固定前后晶体频率的减少 Δf(f1-f2;f1 为 SPA 包

被后的频率 , f2 为抗体固定后的频率)表示。实验证明 SPA 固

定抗体的量与抗体工作浓度密切相关 , 见图 1。从图中可以看

出 ,当抗体浓度小于 4.02 mg ml 时 ,抗体固定量随浓度的增加
而增大 ,抗体浓度达到 4.02 mg ml时 , 抗体的固定量仍未达到

饱和 ,表明 SPA 法固定抗 hCG-β 抗体 , 其固定抗体的饱和度大
于4.02 mg ml。因购买的抗体溶液浓度最高为 4.02 mg ml , 无

法观察更高浓度。因此对于 SPA 法固定抗 hCG-β 的抗体 ,其工
作浓度选择 4.02 mg ml ,以下实验均采用这一浓度 。

图 1　SPA法固定抗体的量与抗体浓度的关系

Fig 1　Relationship between the concentration of the monoclonal

antibody of hCG-βand frequency shifts

2.2.2　石英晶体电极表面固定抗体的量　　采用 4.02 mg ml

的抗体浓度 ,其固定量以抗体固定前后晶体频率的变化 Δf2(f1
-f2;f1 为 SPA 包被后的频率 , f2 为抗体固定后的频率)表示。

SPA固定抗体的量见表 1。结果显示抗体固定量为(210±31)

Hz ,且不同晶体上抗体的固定量较一致 , 能较好满足 hCG 定量

检测的要求。

表 1　SPA法固定抗体的实验结果(Δf1=f0-f1 , Δf2 =f1-f2 , Hz)

Tab 1　Results of immobilizing antibody via protein A

(Δf1=f0-f1 , Δf2=f1-f2 , Hz)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  x±s CV(%)

SPA
(Δf1 , 2.0mg ml) 94 112 122 225 296 265 203 260 214 239 188±66.76 35.51

Antibody
(Δf2 , 4.02mg ml) 184 176 170 173 237 201 232 241 258 231 210±31.31 14.91

Δf1 represent frequency changes on SPA;Δf2 represent frequency changes on antibody

2.3　压电石英晶体 hCG免疫微阵列传感器的响应特性
2.3.1　温度对免疫传感器的影响　　免疫反应对温度有一定
的依赖性。实验发现 ,在 10～ 30 ℃之间 , 晶体频率变化随温度

变化较小 ,表明免疫反应速度缓慢。随温度继续升高 , 频率变
化迅速增大 ,在 37 ℃时 , 频率响应最大。当温度再升高时 , 频

率响应却反而迅速减小。这可能与较高温度使抗原抗体反应
的解离反应速率加快和抗体的失活有关 , 符合传统的免疫反应

理论[ 8] 。
2.3.2　抗原抗体反应时间对晶体振荡频率的影响　　用制备

好的石英晶体微阵列检测 hCG标准品 , 在 37 ℃条件下观察抗
原抗体不同反应时间对应晶体振荡频率的变化。结果显示 , 抗
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原抗体反应在 40 min 后 ,频率已不再降低。表明抗原抗体反应

已达到平衡 ,免疫反应基本完成 , 再延长反应时间 , 晶体表面质
量负载也无明显变化 , 频率达到稳定。 因此 , 实验选择 40 min

作为检测 hCG 样品的反应时间。
2.3.3　压电石英晶体免疫微阵列传感器检测方法的特异性　

　用 hCG 免疫传感器微阵列检测 TSH 、FSH、LH 的标准溶液 , 上
述条件反应 40 min 后 ,检测反应前后的频率变化值。这些物质

引起的频率变化均在 10 Hz 左右 , 对 hCG 的检测基本无干扰。
可见 ,该传感器的选择性较好 , 特异性高 , 能满足临床检测的要

求。

2.4　压电石英晶体免疫微阵列传感器检测 hCG的标

准曲线制作
　　hCG 各浓度点的晶体频率变化值(Δf=f0-f1;f0 为液相基

频)用 3 次平行检测结果的平均值表示 , 并用参考检测值进行
校正。以 hCG 标准溶液的浓度为横坐标 , 频率变化的绝对值

(Δf)为纵坐标作图 , 得到 hCG石英晶体传感器的检测剂量反应

曲线 ,见图 2。从图中可以看出 , hCG的浓度在 2.5～ 250 mIU ml

范围内 , hCG 的浓度与晶体频率的变化之间呈良好的线性关
系 ,当 hCG浓度大于 500 mIU ml 时 ,由于固定在晶体表面的抗

体结合位点趋于饱和 , 尽管反应液中存在 hCG 分子 ,石英晶体
表面质量负载已不再增加 ,结果与抗原抗体的免疫反应规律符

合。hCG浓度低于2.5 mIU ml时 , 晶体频率的特异性响应信号
被噪声信号淹没 ,因此 , 2.5 mIU ml是传感器的最低检测线。

图 2　压电石英晶体免疫微阵列传感器检测 hCG的标准曲线

Fig 2　Normalized response curve of piezoelectric quartz crystal

microarray immunosensor to hCG concentration

2.5　临床标本的检测结果
　　利用构建的免疫微阵列传感器检测了血清和尿液中的

hCG , 对于超过检测线性范围的标本用检测缓冲液稀释后检测。

结果经线性相关分析 , 两种方法的相关系数为 0.92 ,表明本法

检测结果与荧光免疫检测法符合(P>0.05)。

3　讨论

　　绒毛膜促性腺激素(hCG)是胎盘绒毛膜滋养层细
胞产生的一种促进性腺发育的蛋白质激素 。由α和 β
两条链组成 ,体内许多促性腺激素都含有与之相同的
α肽链 ,唯有 β链具有特异性 ,因此免疫分析法检测用
抗体均是针对其 β链的 。hCG的检测对于妊娠及妊娠
相关疾病 、肿瘤的诊断和鉴别诊断具有重要意义。目
前 ,应用较多的检测方法有酶联免疫法 、放免法 、乳胶
凝集法以及胶体金试纸法等 ,后者虽然操作简单 ,但灵

敏度低 ,且只能进行定性或半定量检测 ,酶联免疫法和
放免法可进行定量检测 ,灵敏度高 ,但需标记 ,操作繁
琐 ,费时 ,放免标记的同位素对人体和环境有较大的危
害和污染

[ 9]
。因此 ,寻找一种简单 、灵敏 、快速且可精

确定量的替代新方法在临床诊断中具有重要的实用价

值。压电石英晶体免疫传感器是近年发展起来的一种
新型免疫传感器件 ,对表面质量负载的变化非常敏感 ,
具有 ng 级的质量检测能力。其操作简单 ,不需标记 ,
能快速在线实时检测 ,灵敏度高 、特异性好 ,有望成为
未来临床大规模使用的检测手段。
　　实验构建检测 hCG 的压电石英晶体免疫微阵列

传感器 ,选用 SPA 分子作为双功能载体连接分子 ,原
因在于SPA与金形成非常稳定的SPA-金复合物 ,亲和
常数达 10

8
L mol ,结合力强 。SPA 牢固地吸附在金膜

电极表面形成一层均匀 、致密的单分子膜层 ,其活性氨

基能与抗体的 Fc段结合 ,抗体的功能区 Fab段面向晶

体的外侧面 ,有利于抗原分子与之结合 ,这对压电石英
晶体免疫传感器非常重要。另外 , SPA分子与抗体结
合反应条件温和 ,1分子 SPA能结合 2分子抗体 ,结合
容量大 ,理论上 SPA法制备的抗体敏感膜的生物活性

比其它方法高
[ 10]
。实验结果显示 ,SPA 在石英晶体金

膜电极上的固定量尽管一致性不甚理想 ,但 SPA固定

抗体量较为一致 ,能获得空间取向一致的抗体敏感膜 ,
为传感器的定量检测奠定了基础。从 SPA 固定抗体

的量与抗体浓度的关系中可以得出 ,随着抗体浓度的
增加 ,SPA固定抗体的量也增加 ,证明在实验所用 4.02
mg ml的抗体浓度时 ,SPA分子结合抗体的位点仍未饱

和 ,其结合能力超过了 4.02 mg ml ,保证了其固定抗体
量的一致。因此 ,SPA 法是一种理想的抗体敏感膜固
定方法

[ 11]
。

　　本实验建立的压电石英晶体免疫微阵列传感器检
测hCG的标准曲线显示 , hCG浓度在2.5 ～ 250 mIU ml

的范围内 ,石英晶体的振荡频率变化与 hCG 的浓度呈

良好的线性关系 ,传感器有良好的响应特性。当 hCG

浓度大于 250 mIU ml 时 ,标准曲线变平 ,晶体频率与
hCG浓度不再呈线性关系 ,浓度低于 2.5 mIU ml时 ,频
率响应信号弱 ,容易被噪声淹没。因此可以得出 ,该方
法检测的线性范围为 2.5 ～ 250 mIU ml。如果标本浓度
超过250mIU ml时 ,标本需稀释后检测 。同时用研制的
hCG压电石英晶体免疫传感器检测了 TSH 、FSH、LH标

准溶液 ,传感器基本无响应 ,表明其特异性高。60例临

床标本(血清和尿液各 30例)检测结果与免疫荧光法比
较 ,相关系数为 0.92 ,两种方法的检测结果无显著性差
异。提示 hCG压电石英晶体免疫传感器能用于 hCG的

定量检测。并且用 hCG压电石英晶体免疫传感器检测 ,
操作过程简单 ,加入标本后不需加入任何试剂 ,检测时
间短 ,仅需 60 min左右 ,比荧光免疫法和放免法的时间
大大缩短 ,并且能进行实时检测 ,又弥补了胶体金试纸
法不能定量检测的不足。因此本法在临床 hCG快速定
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量检测方面具有一定的优势。
　　综合以上实验结果不难发现 ,hCG压电石英晶体
免疫传感器克服了酶免法(ELISA)、放射免疫分析法
(RIA)和荧光免疫分析法(EIA)等免疫检测方法费时 、
成本高 、标记及操作繁琐的缺点

[ 7]
,具有灵敏度高 、检

测速度快和在线检测等优点。因此 ,其应用前景广阔 ,
适合用于 hCG的快速定量检测 ,具有临床推广价值 。
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及 polybrene 8μg ml置37 ℃培养 6 h(其间摇动培养板数次), 然
后换新培养液继续培养 48 h , 使目的基因得到充分的表达。

1.5　B7-1表达与鉴定
　　转染 48 h 后 ,弃尽培养液 , 多聚甲醛固定细胞 ,用免疫组化
ABC 法鉴定转基因细胞 B7-1的表达情况(鼠抗人 B7-1 单抗由

美国 Bristol-Myers Squibb 药物研究所的 Linsley 教授惠赠), 并计
数5 个高倍镜视野下 B7-1 阳性细胞的百分率 ,取其平均值表示
逆转录病毒的转染效率。

2　结果

2.1　pLXSN-B7逆转录病毒包装和滴度测定
　　用电穿孔法将 pLXSN-B7转入 PA317 包装细胞 , 经 G418 筛

选 ,共获 12 个抗性细胞克隆 , 用感染 NIH3T3 细胞测其病毒上

清最高滴度为 4.5×105CFU ml和 5×105CFU ml , 收集二者的混
合病毒上清作为感染 SGC-7901细胞用。

2.2　pLXSN-B7逆转录病毒感染 SGC-7901 细胞及其
B7-1表达

　　pLXSN-B7 病毒上清感染 SGC-7 901 细胞 48 h 后 , 常规感染

法 B7-1阳性细胞约为 9%, 而同步化感染法 B7-1阳性细胞约为
95%,此说明细胞同步化能显著提高逆转录病毒载体的转染效

率。

3　讨论

　　逆转录病毒载体是目前较常用的 、转染效率较高的一种载

体 ,尤其适用于 ex vivo 基因治疗 ,理论上它能转染几乎 100%的
靶细胞 , 且能整合到基因组中获得稳定而长期的表达 , 但实际
的转染效率远低于此 ,一般为 5%～ 58%。究其原因:一是逆转

录病毒只能转染正在分裂的细胞[4] ;二是所获得的逆转录病毒
滴度较低 , 一般仅为 105 ～ 106CFU ml;三是逆转录病毒半衰期

短 , 37 ℃时只有 5 ～ 8 h ,而且移动距离有限 ,在一个半衰期内距
靶细胞 480 ～ 610 μm 以上的大多数病毒不能到达靶细胞 ,此也
被看作是逆转录病毒转染效果不佳的主要原因[ 2] 。为提高逆

转录病毒载体的转染效率 , 通常采用的方法是:①用 polybrene

处理细胞使之对逆转录病毒的敏感性增高;②改进病毒上清收
集方法以获得高滴度的病毒或浓缩病毒[ 2 , 5] ;③重复或多次感

染[ 6] , 但结果并不令人满意。 为此 , Kotani等[ 2]采用离心和低

温(32 ℃, 可延缓逆转录病毒的半衰期)相结合的方法大大提高

了逆转录病毒的转染效率。而 Chuck 等[ 7] 则采用流动转染法

(Flow through transduction), 使病毒上清以恒定速度流过一半透

膜(细胞培养于膜上), 将转染效率提高到 90%, 并且对病毒滴

度的要求大大降低 ,也不必再用 polybrene来辅助转染。此二法
虽能提高逆转录病毒的转染效率 ,但其主要缺点是需要一特殊

装置 ,难以推广。我们则着眼于逆转录病毒只能转染分裂细胞
的特性 , 采用简便的低温处理法使细胞同步化 , 然后收集分裂

期细胞进行转染 ,获得了近乎 100%的转染效率 ,为 ex vivo 基因

治疗创建了一种简单而高效的逆转录病毒转染方法。
　　关键词:逆转录病毒载体;细胞同步化;基因治疗
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