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固定多黏菌素Ｂ的压电生物传感器检测内毒素


江奇锋，陈龙聪，高　斌，熊兴良△

（重庆医科大学生物医学工程研究室　４０００１６）

　　摘　要：目的　本研究拟探讨快速、定量和灵敏的内毒素（ＥＴ）检测方法。方法　通过硅烷化的晶体表面将多黏菌素Ｂ

（ＰＭＢ）固定到ＥＴ切割１０ＭＨｚ压电石英晶体表面，研制成一种新型的用于检测血浆中ＥＴ浓度的压电生物传感器。结果　该

传感器检测中，ＥＴ在０．５～２０．０μｇ／ｍＬ浓度范围内有良好的线性关系。结论　该研究探讨了ＰＭＢ浓度、溶液的离子强度和ｐＨ

值以及反应时间等对ＥＴ吸附性能的影响，检测结果表明该传感器可用于临床和环境检测。
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　　内毒素（ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ，ＥＴ）系革兰阴性细菌细胞壁的产物，其

主要成分脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）是细菌最主要的表

面抗原物质［１５］。ＥＴ是造成脓毒症、ＥＴ血症的关键介质，当

生物体遭受创伤、烧伤、感染以及进行血液透析、外科手术时特

别易于感染而发展为脓毒症。

家兔热源法是最早的ＥＴ检测方法，由于该方法定量性

差、费时等原因有被逐渐淘汰的趋势［６７］。国内外现采用的鲎

试剂法是半定量法，且存在诸多缺点。近十年不断有ＥＴ生物

传感器研究的报道。目前，压电ＥＴ生物传感器主要利用ＥＴ

与鲎阿米巴样细胞溶解物（ｌｉｍｕｌｕｓａｍｅｂｏｃｙｔｅｌｙｓａｔｅ，ＬＡＬ）凝

胶反应过程引起液体流变学性质（黏度和密度）的变化，同时结

合压电石英晶体能极其灵敏的响应这一变化的特点检测ＥＴ

的浓度［８１１］。光学ＥＴ生物传感器利用荧光标记的ＥＴ与固定

在光学探头上的特异性吸附物质的作用，根据光学参数的变化

测量ＥＴ浓度
［１２１４］。上述传感器具有灵敏、快速和定量性好的

优点，但同时也存在一些缺点［６９］。因此，寻找一种简单、快速、

灵敏且定量性好的检测方法在临床医学上有重要的价值。

本文利用多黏菌素Ｂ（ｐｏｌｙｍｙｘｉｎＢ，ＰＭＢ）与ＥＴ生化反应

的特异性与压电晶体质量频率偏移关系的灵敏性。根据不同

ＥＴ浓度产生的频移不同，即可得到ＥＴ的浓度。同时还研究

了ＰＭＢ与ＥＴ的最佳结合条件。

１　材料与方法

１．１　材料　ＰＭＢ、ＥＴ（来自大肠杆菌Ｏ１２８：Ｂ１２）、３氨基丙基

三乙氧基硅烷（３ＡＰＴＥＳ）以及 Ｎ（３ｍａｌｅｉｍｉｄｏｂｕｔｙｒｙｌｏｘｙ）

ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ（ＧＭＢＳ，一种交联剂）购于Ｓｉｇｍａ公司。水为实验

室制备的三蒸水。血浆为重庆血站购买的血液经实验室肝素

抗凝和离心分离制备。磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）溶液为实验室制

备。其他试剂为分析纯。

１．２　仪器　压电晶体为ＡＴ切割双面镀金，基频１０ＭＨｚ，晶

片直径１４ｍｍ，电极直径８ｍｍ（北京晨晶电子公司）。频率计

数器最高分辨率为０．０１Ｈｚ（南京新联电子设备有限公司），由

于ＥＴ在溶液中容易聚合，所以测量池底部采用一电磁搅拌器

（金坛大中仪器厂）。实验装置（自制，见图１）。晶振１和晶振

２分别为测量晶体与参考晶体。采用双晶体是为了抵消液体

阻尼效应所产生的附加频移以及测量过程中的温度漂移和时

间漂移对测量结果的影响。

图１　　测量系统框图

１．３　ＰＭＢ的固定　晶体在固定化前先放入２００℃的烘箱３０

ｍｉｎ以确保晶体表面无ＥＴ。然后将晶体依次浸入１．２ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＯＨ溶液和１．２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶液各１５ｍｉｎ，清洗后，在晶片

表面滴加１滴浓ＨＣｌ，空气中放置２ｍｉｎ，接着分别用水和乙醇

洗涤干净晶体并晾干。然后将晶体放入５％的３ＡＰＴＥＳ丙酮

溶液约１ｈ，接着在１１０℃下进行真空干燥９０ｍｉｎ以提高３
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ＡＰＴＥＳ分子与晶体表面的结合能力，随后用丙酮清洗晶体６

次。然后将晶体放入５％的 ＧＭＢＳ溶液（ｐＨ 值＝７）中浸泡１

ｈ，随后用水清洗掉多余的 ＧＭＢＳ。接着用５ｍｇ／ｍＬＰＭＢ的

ＰＢＳ溶液１０μＬ滴到晶体表面。约６０ｍｉｎ后，分别用ＰＢＳ和

水洗涤晶体，置于ＰＢＳ中备用。

１．４　测量方法　首先测出固定了ＰＭＢ的工作晶体与参考晶

体之间的频率差（Δｆ１）。然后将工作晶体和参考晶体分别置于

一系列不同浓度的ＥＴ标准溶液和无ＥＴ标准溶液（用ＰＢＳ和

血浆配制）中，于３ｍＬ测量池内３５℃温育３５ｍｉｎ，测出此时

工作晶体与参考晶体之间的频差（Δｆ２）。则频差 Δｆ＝Δｆ１－

Δｆ２反映了ＥＴ吸附在晶体表面的量，通过制作标准曲线即可

获得ＥＴ浓度与频移值的关系。测试完成后，将已使用过的晶

片用生理盐水洗涤３次，然后用０．１％的胆酸浸泡１０ｍｉｎ，接

着用１Ｎ的氨水洗涤晶体，最后用水清洗晶体，可解离晶体表

面吸附的ＥＴ，从而使传感器可再生使用。

２　结　　果

２．１　ＰＭＢ与ＥＴ结合性能的影响因素　实验发现在ＥＴ浓度

低于ｍｇ／ｍＬ数量级时，有ＥＴ和无ＥＴ的溶液的黏密度相差

甚微，采用双晶体即可抵消这种影响。通过对比５０％的血浆

蛋白溶液与０％血浆蛋白溶液的频移差，发现频移值仅２０Ｈｚ

左右，表明该传感器的非特异性吸附很小。所以采用该测量系

统可排除上述两种干扰因素的影响ＰＭＢ在医学上被认为是

最佳的ＥＴ吸附和毒性中和物质，但由于其对肾脏和神经系统

的毒性而限制了它的全身用药。所以研究固定ＰＭＢ与ＥＴ最

佳结合条件可以优化吸附柱的设计同时可以获得最佳的ＥＴ

测量条件。为此考察了ｐＨ值、离子强度、温度、反应时间以及

ＰＭＢ浓度等的影响。

不同ｐＨ值下ＰＭＢ与ＥＴ结合性能的差异，从图中可以

看出随ｐＨ值增大，结合能力下降（图２）。这主要是由于在酸

性介质中，ＰＭＢ中有较多的氨基以ＮＨ＋３形式存在，使晶体表

面正电荷密度增大从而与ＥＴ类脂 Ａ上带负电荷的ＰＯ３－４之

间产生强烈电荷吸附。当ｐＨ 值增高时，ＰＭＢ的电荷密度减

小从而使静电结合能力减弱。在碱性介质中，ＰＭＢ的氨基逐

步变为ＮＨ２ 的形式，大大削弱了离子间的相互作用，使ＰＭＢ

的吸附作用显著降低。由于在ｐＨ 值≤５时，ＥＴ由于碳氢键

结合位点上的部分磷酸基质子化，从而减少了ＥＴ的负电荷密

度以及强酸下会造成ＰＭＢ的分子活性下降；加之大部分血浆

蛋白的等电点在ｐＨ值为４～６。所以综合考虑测量的条件与

蛋白的回收，本文选用ｐＨ值＝６作为反应条件。

图２　　ｐＨ值对频移的影响

溶液中的离子强度对ＰＭＢ的活性和带电量关系密切。

通过改变溶液中的Ｎａ＋浓度考察了离子强度的影响（图３），结

果表明，在低离子强度下（≤５０ｍｍｏｌ／Ｌ），ＥＴ与ＰＭＢ的结合

性能影响较小，但随离子强度的增加（５０～１０００ｍｍｏｌ／Ｌ）结合

性能由于受Ｎａ＋的电荷屏蔽作用的影响而急剧下降。当离子

强度增加到１０００ｍｍｏｌ／Ｌ以上，离子强度对结合性能基本不

产生影响。

图３　　离子强度对频移的影响

由于任何生化反应对温度存在一定的依赖性，因此考察了

温度对结合性能的影响。实验发现在３５℃左右，频率响应最

大。这可能是低温的分子热运动弱，而高温则使ＰＭＢ的活性

下降有关。所以实验采用３５℃作为测量条件。

传感器的响应时间是衡量传感器是否适用的关键因素。

图４分别给出了该传感器在２０．０μｇ／ｍＬ和０．５μｇ／ｍＬ下的

响应时间。从图中可以发现低浓度或高浓度的溶液，其所需要

反应平衡时间则相应长或短。所以本文在测量ＥＴ的浓度时，

均以３５ｍｉｎ的频移值为测量结果。

图４　　不同浓度对ＥＴ的影响时间

在上述优化条件下，采用不同ＰＭＢ浓度固定化的ＰＭＢ

对ＥＴ的结合性能，可以发现在０．１～５．０ｍｇ／ｍＬ的浓度范围

内，随浓度的增加，结合能力不断增加；５～１０ｍｇ／ｍＬ内，基本

保持不变（图５）。在１０ｍｇ／ｍＬ以上，随浓度的增加，结合能

力不断下降，并没有出现想象的基本维持不变的趋势，就其原

因可能与ＰＭＢ的结构有关，随着吸附在晶体表面的ＰＭＢ数

量的增加。

２．２　传感器用于检测ＥＴ浓度　在上述优化的实验条件下。

考察了传感器在ＥＴＰＢＳ溶液和血浆溶液（１∶１稀释）中的响

应性能。分别测定了一系列的标准浓度溶液与响应频移值，绘

制成曲线（图６）。在相同的ＥＴ浓度下，血浆溶液的频移值比

ＰＢＳ溶液中的频移值偏小。说明该传感器在用于血浆中ＥＴ

的检测时存在一定的干扰（非特异性吸附）。不过这一干扰引

起的频移值仅２０Ｈｚ左右，即使在检测０．５μｇ／ｍＬ溶液时，所

产生的误差仅有８％左右。在高浓度检测时，误差更小。本研

究发现，无论在ＰＢＳ还是在血浆中的ＥＴ的检测范围在０．５～

２０．０μｇ／ｍＬ范围内有较好的线性关系（ＰＢＳ中：Δｆ＝１４３．７＋

２３８ｌｏｇＣ；狉＝０．９９３。血浆中：Δｆ＝１３６＋２１６．３ｌｏｇＣ；狉＝０．９９４。
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Ｃ为ＥＴ浓度）。灵敏度分别为２３．８Ｈｚ·μｇ
－１·ｍＬ－１与２１．６

Ｈｚ·μｇ
－１·ｍＬ－１，说明在线性范围内，该传感器有较好的响

应灵敏度。在低浓度（＜０．５μｇ／ｍＬ）时受传感器的敏感度限

制而偏离线性，在高浓度（＞２０．０μｇ／ｍＬ）时由于可结合位点

趋于饱和而偏离直线。在线性范围内，高、中、低３个不同浓度

点分别进行５次重复测定，得到相对偏差（％）：２．５、２．２和

４．３。说明该传感器有较好的重复性。

图５　　ＰＭＢ固定的浓度优化

图６　　ＥＴ浓度和响应频移值的校准曲线

２．３　传感器的再生性能　传感器的再生性能是决定传感器实

用性和商品化的关键因素之一。采用本文的再生方法，实验表

明传感器每次再生后活性均有小幅下降。使用５次后活性将

有明显下降。

３　讨　　论

ＰＭＢ是一种阳离子性环状十肽结构，它是一种两性分子。

由于ＰＭＢ与ＥＴ的类脂Ａ（ｌｉｐｉｄＡ）部分通过离子和疏水作用

而具有高度的亲和结合力［１５］。研究表明，ＥＴ与ＰＭＢ的结合

常数高达１０８／ｍｏｌ
［９］，对于不同来源的ＥＴ，ＰＭＢ与其均具有

特异性的亲和作用。

压电石英晶体是一类在化学和生物领域广泛应用的传感

器。当在其表面固定能特异性吸附试样中的目标分子的物质

时，晶体表面的固定物由于吸附了目标分子而造成表面质量负

载的增加，从而导致晶体谐振频率的减少。其质量频率偏移

关系式由Ｓａｕｅｒｂｒｅｙ于１９５９年推出
［１２］。

压电ＥＴ生物传感器结合了压电晶体的高灵敏度质量响

应与生化反应的特异性，是一种很有发展前途的ＥＴ检测工

具。本研究结果表明，该传感器在检测时间、定量性、易用性以

及成本等方面均有一定的优势。通过对不同条件下ＰＭＢ与

ＥＴ结合性能的研究，对现在正在发展的体外清除重症患者血

浆中ＥＴ的吸附柱的设计也有一定的参考价值。如果将ＥＴ

固定到晶体表面，可用于研究不同的去除ＥＴ药物对ＥＴ结合

和毒性中和性能的研究，从而开发出对人体无害且拮抗效率高

的药物。不过就ＥＴ的检测来说，提高传感器的灵敏度，扩大

检测范围，延长传感器寿命等还需要进一步地研究。
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