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摘要 压电免疫传感器作为一种新型生物传感器
,

是利用压电元件的质量敏感性质
,

结合生物免疫

识别特性而形成的一种 自动化分析检测传感器
,

它可对多种抗原或抗体进行快速的定量测定
,

并可

用于反应动力学的研究
。

具有高特异性
、

高灵敏度
、

响应快
、

小型简便等特点
。

本文利用石英晶体产

生体波厚度剪切振动模式
,

由双通道系统进行频率变化的测定
。

采用氨基硅烷膜固定抗体来定量检

测溶液中人体免疫球蛋白 I g G 的含量
。
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1 原理

1
.

1 传感器的体波振动模式 川

本论文中压电免疫传感器采用石英晶片的

·

10
·

厚度切变振动模式
。

这种晶片的厚度切变模式

常用的切型有 A l
,

型和 B T 型两种
,

其中用

得最多的是 A T 型
。

切型用 I R E 符号表示为
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勿 xl冲
,

当功= 3 50 时为 A T 切型
,

当 功 = 一 4 90

时为 B T 切型
。

对于厚度切变模式的石英晶

片
,

当晶片的长度和宽度远大于厚度时
,

其频

率为

、 一

釜作
· - 1

,

3
,

5
,

… ( 1 ,

频率常数为

、 一

苦六
· - 1

,

3
,

5
,

… 2̀ ,

其中 t为晶片的厚度
,

p 为石英晶体的密度
,

c’ 为 AT (B T ) 切型下的弹性刚度常数
,

n 为谐

波次数
。

L Z 质 t 敏感理论

从公式 ( l) (2 ) 出发
,

可以推导出质量敏感

公式
,

具体步骤如下 (对基频情况 )
。

设 A 表示

晶片两面的电极的面积
,

。 表示电极之间的晶

体质量
,

则晶片的厚度可以表示为 ` = 。 / p A
,

晶片 的频率可以改写为

率一质量关系 al[
,

该公式成为了压 电传感器的

理论基础
。

压电传感器通过测量频率的改变
,

可以检测到石英晶体表面附着的微小质量
,

其

灵敏度可达 1赵g /H
z
(即 I H z

的频率改变能检测

到的质量变化在 拼g 数量级 s)[
, 4 }

。

L 3 免疫反应原理 s[, 6 ]

抗原 (
a nt ige n

,

A g ) 是能够刺激机体免疫

系统产生抗体或致敏淋巴细胞 (免疫原性产生

免疫应答)
,

并与抗体或致敏淋巴细胞发生特

异性结合的物质 (反应原性产生免疫反应 )
。

抗

原具有异物性
,

即化学结构与宿主成分不同的

外来物质 (如病原微生物
、

细菌
、

病毒等 ) 或从

未与免疫细胞接触过的自体物质 (如 甲状腺球

蛋 白 )
。

抗原的决定簇 (即一些功能化学集团 )

可与抗体的高度可变区特异性结合
,

具有极强

的空间结构互补性
。

1

f = 二

乙

K P A

刀之

尸
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图 l 抗体结构

些鲡盯

其中 △二 表示晶体的质量改变
,

当有外界质

量吸附时
,

会引起等效的频率改变
。

设吸附的

质量为 △m
,

= △ m
,

代入石英晶体的常数

(K = 1 6 6o k H z
.

m m
,

。 = 2
.

6 5 9 /
e m 3

)
,

可以得

到

△ f = 一 2
.

2 6 \ 10 一 6
(△。

,

)f
Z
/A (3 )

其中
: △ f 为频率的改变

; △二
,

为表面质量

的改变 (以 g 为单位 ) ; f 为工作频率 (以 H z 为

单位 )
,

面积 A 以 c m “ 为单位
,

负号表示质量

的增加导致频率下降
。

1 9 5 9 年
,

S a u e r b r e y 推证出公式 (3 ) 的频

应用声学

抗体 (
a n t ib o d y

,

A b ) 是作为机体防御疾

病和感染的一类免疫球蛋 白分子
,

分为五种类

型
:

Ig G
、

Ig A
、

I g M
、

Ig D
、

Ig E
,

虽然在

化学结构上有差别但它们都具有基本的 Y 型

结构单元
,

如图 1 所示
,

包含四条多肤链的对

称性结构
。

两条重链 (H 链 ) 由二硫键 (
一

S
一

S
一

)

连接起来呈
“ Y ”

字形
。

H 链 N 端的 1 / 4 或

1/ 5 部分为可变区 (V H )
,

C 端的 3 / 4 或 4 / 5

为恒定区 (C H )
; L 链同样可分为可变区 (V L )

和恒定区 ( C L )
。

抗原结合点由 V H 和 V L 组

成
,

在可变区特定位置的氨基酸残基具有更大



的变异性称为高变区
,

是与抗原特异性结合的

部位
。

恒定区具有吸附
、

结合补体的功能
。

免疫反应具有阶段性
,

可分为特异性反应

和非特异性反应两个阶段
。

特异性阶段
,

反应在

数秒钟内完成
,

但不出现可见反应现象
,

将抗

原或抗体固定于传感器电极表面形成敏感膜
,

利用抗原与抗体特异性结合后产生的微小质量

变化
,

即可通过压电免疫传感器进行快速
、

灵

敏的检测
。

单克隆抗体的使用
,

可进一步提高

灵敏度与特异性
。

而非特异性反应阶段
,

过程

缓慢
,

需数分钟
、

数小时乃至数日
,

出现沉淀
、

凝集
、

溶血等可见反应现象
,

通常的免疫学检

测方法
,

大都基于这一阶段的可见反应现象而

设计
,

因此检测费时
、

复杂
。

检测晶体

参考晶体

图 3 压电免疫双通道差频检测系统原理示意图

金属 电极

、 、 、 /
▲ 奋 奋 办

产` - ` ` 走
,

二产些卫
二

些落
石英晶体

图 2 抗原
一

抗体结合示意图

图 4 石英晶体的架装形式

L 4 检测系统原理

由前可知
,

压电免疫检测系统主要是检测

传感器表面由于特异性免疫反应可 引起质量

改变而发生的频率变化
.

检测频率的方式有很

多
,

但考虑到本系统对频率准确性的要求
,

我

们采用双通道系统进行差频检测
,

即可对由于

环境
、

温度等变化带来的频率漂移进行补偿
,

又可去除非吸 附性干扰
。

所谓非吸附干扰指
:

由于在检测溶液中除了待检测的物质以外
,

还

可能存在着其他的物质
。

这些物质由于各种原

因
,

比如
:

沉积
,

吸附等
,

使检测传感器的质

量发生改变
,

带来很大的误差
。

双通道原理如下
:

设计两个 固有特性相近

的传感器 (即压 电片的各种参数相同
,

谐振 电

路及有关电路相同等 )
,

它们之 间唯一的区别

是压 电片表面被覆材料的方法
,

见图 3
。

检

测通道中传感器探头表面固定特异性抗原或

抗体
。

参考通道表面固定非特异性的抗原或抗

体
,

但分子尺寸
、

重量
、

结构相似
,

与被测物

不发生特异性结合却可产生类似的非特异性吸

附
。

检测之前
,

先测两通道的差频 △ fl
,

该差频反映两通道间固有的微小差异
。

反应

后
,

检测得到差频 △九
。

将两差频相减
,

得到

△ f = △儿 一 △ fl
,

△ f 真正反映了因质量的吸

附而引起的频率改变
,

可有效地去除干扰
。

2 实验

2
.

1 石英晶体振荡器

2
.

1
.

1 石英晶体

圆形 A T
一

切割石英晶体
,

直径 10 m m
,

厚

度 0
.

sm m
,

基频分别为 4
.

2 3 36 6s M H z 。

电极

采用真空镀金
,

圆形的电极布置在晶片的中心

部分并有引出面
,

引出面到片子的边缘有接触

点
。

用导电胶粘结的方法在这一点上架装
,

见

图 4
。

.2 1 .2 振荡及检测电路

振荡电路由 C M O S 器件和石英晶体构

成
,

石英 晶体作为反馈元件
,

因此具有极高

的频率稳定度
。

当电路振荡频率接近晶体的固

有谐振频率时
,

电路维持振荡条件
。

后端的差

频及检测电路由一片 80 C 32 单片机完成
。
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2
.

2 抗体固定化及抗原的检测

采用硫酸和水的混合液清洗晶体金电极表

面
,

经 3
一

氨基丙基三 乙氧基硅烷等浸泡
,

P B S

冲洗
。

.8 s m g /m l 羊抗人 I g G 抗体 5川 固定于

表面作为敏感层 ; 12
.

7m g /m l 羊抗鼠 I g G 抗

体 5川 作为参考通道的阻断层
。

于检测
、

参考通道分别加入不同浓度的正

常人 I g G 抗原液
,

测定频率的改变值
。

加入

l o m M N a o H 洗脱被覆抗原
,

绘制频率改变
-

质量曲线
。

标准曲线
,

测定频率的改变来推算出被测液中

Ig G 的含量
。

一一一 实验值值
---

一 理论值值

300400500200100
0

(z二)哥最

3 实验结果及讨论
△ m

(
“ g )

图 5 抗原的定量检测

.3 1 抗体固定化

抗原或抗体如何固定于换 能器 的表面 以

制成选择性敏感膜
,

对于压电免疫传感器的

敏感检测
,

重复使用至关 重要
。

通常采用硅

烷化膜 (
s i l a n e l盯

e r
)

、

聚合物膜 (聚 乙烯膜

p o l y e t坷 le n e im in e la y e r
或聚丙烯凝胶膜 p o l y

-

aC r y lam i d e g e l l叮
e r

) 以及 A 蛋 白膜 (p
r o t e i n A

l a y e r
) 等三种方式固定抗原或抗体

。

抗原或抗

体可与膜上的结构功能团形成具方向胜的共价

键
,

这种强化学键作用使换能器与生物受体紧

密结合不易分离
,

这对于传感器的重复使用极

为关键
。

本论文采用三氨基丙基三乙氧基硅烷

固定羊抗人 Ig G 抗体
,

硅烷化的膜表面光滑
、

传导性好
、

稳定
,

硅烷的氧半族直接键合在传

感器电极表面
。

实验中表面被覆抗体的饱和质

量为 5 户g ( 1 6 2n g / m m Z
)

。

膜 的使用寿命
、

重复

性和膜的
“

附着
”

效率 (即单位面积对敏感物

质的吸附量或结合量 ) 等因素成为敏感膜设计

的关键
。

.3 2 抗原的定 t 检测

根据公式 △ f = 一 2
.

26 x 10 一 ”
(△m

吕

) f
Z
/A

,

我们推导出频率改变与质量之间的理论关系
,

如图 5 所示
,

频率的降低值与质量的增加成线

性关系
。

在 于 4拜g 范围内实验值与理论值基本

吻合
,

超过 4拼g 时由于抗原与固定抗体 的结

合趋向饱和
,

频率改变趋于恒定
。

在实际应用

中我们可以根据 已知浓度的标准抗原溶液绘制

.3 3 最佳测定时间

由于体波的检测灵敏度及频率稳定度较低

无法实现实时检测
。

我们在不同的时间测定浓

度为 1拜g /m l 的 Ig G 溶液
,

绘制出频率 一 时间

曲线
,

如图 6 所示最适合的检测时间为 15 分

钟
。

’ 90

1 尸—’ 8 0

1
,

/
’ 7 0

1 /
里

’ 6 0

1 /
唾

’ 。 0

1
, /

徽 ’ 4 0

1 /
’ 3 0

1 /
’ 2 0

1
`

1 10十 - ~一
- -尸~ , 尸- , 尸~ , 尸

图 6

10 15 2 0 2 5

时间 (。 i。 )

频率 一 时间关系

.3 4 传感器的重复使用

采用硫酸可将金 电极表面固定的所有物质

洗脱掉
,

包括固定的抗体
、

戊二醛及硅烷膜
,

如图 7 所示
。

由图 7 可知经冲洗后晶体的振荡

频率可恢复至基频
,

因此可于晶体表面固定不

同的抗体或抗原
,

从而定量测定不 同的抗原
、

抗体浓度
。

.3 5 临床意义

Ig G 是血清免疫球蛋 白的主要成分
,

占

应用声学
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图 7 冲洗过程示意图

加入 A :

硅烷 :B 戊二醛

C :

抗体 (羊抗人 IgG 抗体 ) D : P B S 缓冲液

E :

抗原 (人 I gG ) :F P B S 缓冲液

G : 氢氧化钠 H :

硫酸

统先天性发育不全所致
,

常见的有抗体缺陷病

(如低丙球蛋 白血症 )
;
对继发性免疫缺陷

,

造

成的原因很复杂
,

除人类免疫缺陷病毒 (H I V )

所致的 A I D S 外
,

更常见的有营养不 良
,

肿瘤和

感染
,

化疗及预防移植排斥 目的而使用的药物

也常引起免疫抑止
,

因而引起继发免疫缺陷
。

本文章中 I g G 检测灵敏度达 1拼g
,

克服

了酶联免疫分析法 (E L IS A )
、

放射免疫分析法

(R I A )
、

荧光免疫分析法 (IF A ) 等免疫检测方

法费时
、

昂贵
、

标记及操作复杂等缺点
,

具有

广阔的发展前景及临床使用价值
,

可应用在激

素
、

癌抗原
、

细胞因子的痕量检测
,

对于疾病

的早期诊断具有一定的临床意义
。
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泡沫铝吸声板高新技术成果转化通过专家认定

吉林工业大学和上海众汇泡沫铝材有限公司联合

开发的新型泡沫铝吸声板高新技术成果转化认定会于

2 0 0 0 年 5 月 31 日在上海举行
,

上海市南汇县科委主

持了认定会
.

泡沫铝吸 声板采用加压渗流法工艺制成厚度为
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每块规
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、
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,

有各种颜色可供选择
.

泡沫铝吸声板具

有高空隙率
、

高通孔率
、

吸声
、

屏蔽
、

不燃
、

耐温
、

耐

潮
、

质轻
、

抗老化
、

防眩
、

无污染等特点
,

是一种新

型无纤维环保型吸声板材
,

平均吸声系数大于 0
.

5
.

可广泛应用于建筑声学和噪声控制工程中
,

例如影剧

院
、

体育馆
、

游泳馆
、

演播厅
、

录音室
、

高级宾馆等顶

棚和墙面的吸声
,

也可用于室外道路声屏障
、

地下工

程的吸声降噪等
.

泡沫铝吸声板的制造工艺
、

设备
、

检测手段等均已成熟完善
,

已具备年产 2 o 0 0 0 m
2
的生

产能力
,

价格仅为国外同类产品的 1/ 3
.

经科技检索

和专家认定
,

该项成果属国内领先
,

达到了 9 0 年代初

国际同类产品的先进水平
.

会议建议通过高新技术成

果转化认定
,

投入批量生产
.

(中国船舶工业第九设计研究院 吕玉恒 )
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