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　 　 ［摘要］ 　表面等离子共振（surface plasmon resonance ，SPR）是一种基于物质间相互作用所导致的芯片表面质量变化而产
生的一种光学现象 ，能够简单 、快速 、准确地对分子间作用的强度进行动态监测 。 SPR生物传感器具有无标记 、灵敏度高 、检

测结果准确 、可在线实时检测等优点 。 SPR技术在药物发现 、临床诊断 、食品安全 、环境监测 、蛋白组学等领域都有应用 。对

SPR在食品卫生 、环境监测 、临床应用中定量分析的相关应用和研究进行综述 ，期望能为相关研究提供参考 。
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Application of surface plasmon resonance biosensor in quantitative analysis re唱
search
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［Abstract］ 　 Surface plasmon resonance（SPR） is an optical phenomenon arises from mass changes on sensors based on in唱
teraction between substances ，which could monitor the interaction between biomolecules quickly and accurately ．It has the ad唱
vantage of label唱free ，high specificity ，high accuracy ，real唱time and on唱line monitoring ，which has attracted comprehensive at唱
tention in recent years ．SPR biosensors could be applied in drug discovery ，clinical diagnosis ，food safety ，environment monito唱
ring and proteomics ．In this manuscript ，the application of SPR biosensors in food safety ，environment monitor and biomedical
analysis have been reviewed ，which could provide reference to related research ．
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　 　 表面等离子共振（surface plasmon resonance ，
SPR）生物传感技术是一种新兴的光学生物检测技
术 ，与传统的生化分析方法相比 ，具有无标记 、灵敏

度高 、可在线实时检测等优点 ，适用于监测生物分子

之间的相互作用 。 １９０２ 年 ，Wood［１］首次发现并记
录了 SPR 效应 。 １９７１ 年 ，Kretschmann［２］提出了
Kretschmann棱镜结构 ，为 SPR生物传感器的研究
奠定了基础 。经过几十年的发展 ，目前已有多种商

品化的 SPR 生物传感器 ，包括 Biacore 、Intersents 、
Nomadics等 。

　 　 SPR 可提供生物分子相互作用过程中的动力

学参数和亲和力常数等信息 ，适用于检测蛋白质 、多

肽 、DNA 、小分子化合物等几乎所有能够产生分子

相互作用的物质 。目前 ，SPR生物传感器广泛应用
于食品分析 、临床诊断 、蛋白组学研究 、环境监测 、病

原微生物检测和药物发现等领域 。 本文对基于

SPR生物传感器的定量方法的原理进行介绍 ，并对

其在食品安全 、环境监测和生物医学领域的应用进

行综述 ，希望能为相关研究提供参考 。

1 　 SPR生物传感器简介

1 ．1 　 SPR原理
　 　 SPR是一种物理现象 ，当入射光以一定波长与

入射角射入 ２种不同射率的介质表面时 ，引起金属

自由电子共振并吸收能量 ，使反射光在一定角度内

减弱 。 SPR随着表面折射率的变化而变化 ，而表面

折射率的变化又与结合在金属表面的生物分子质量

成正比［３］
。 SPR 生物传感器的硬件主要包括微流

８１

药学实践杂志 　 ２０１８ 年 １ 月 ２５日第 ３６ 卷第 １ 期

Journal of Pharmaceutical Practice ，Vol ．３６ ，No ．１ ，January ２５ ，２０１８



控系统 、传感系统和光路系统 ３ 个部分 。微流控系

统主要用于将样品输送至传感器表面 ；传感系统包

括玻璃棱镜及偶联有生物分子的传感芯片 ；光路系

统则由光源 、光学元件及光学检测器组成 ，用于获取

SPR光谱 。 SPR 的检测原理是将一种生物靶分子
键合在生物传感器表面 ，再将含有另一种能与靶分

子相互作用的分析物分子溶液流经生物传感器表

面 ，生物分子之间的结合引起传感器表面的质量增

加 ，同时引起折射率的变化 ，反映到仪器上表现为响

应信号（response unit ，RU ）的变化 ，根据 RU 值可
以对能产生相互作用的分子进行测量［４］

。

1 ．2 　 SPR在含量测定中的方法
　 　 SPR 生物传感器的检测基于生物分子间的相
互作用 ，因此对所检测的样品前处理要求较低 ，无需

标记和纯化 ，能快速 、简便 、准确地对低浓度样品进

行测定 ，相比于目前常用的方法具有显著优势 。基

于 SPR的定量检测通常可分为 ４种方法 ：直接检测

法（direct assay） 、三明治法（sandwich assay ） 、竞争
抑制法（indirect competitive inhibition assay ）和替
代检测法（displacement assay ）［５］ 。
　 　 ①直接检测法是将抗体直接结合到 SPR 芯片
表面 ，被分析物流经芯片表面与抗体特异性结合 ，引

起芯片表面质量的改变 ，从而引起响应角的变化 。

该方法适用于相对分子质量 （分子量）大于 １０ ０００

的物质的检测 。 ②三明治法是将抗体固定在芯片表

面 ，与流经的被分析物结合后 ，再流过第 ２ 种抗体 ，

与结合在芯片表面的被分析物再次结合 ，增大被分

析物的响应值 ，这种方法适用于检测具有多个抗原

决定簇的大分子物质 。对于小分子物质 ，通常使用

竞争抑制法和替代检测法进行检测 。 ③竞争抑制法

即在芯片表面固定抗原（分析物） ，在待测溶液中加

入一定量的抗体 ，抗体与分析物中的抗原先结合 ，未

结合的抗体同芯片表面的抗原结合产生信号 ，由于

抗体的分子量大于抗原 ，所以通过竞争抑制法能大

大增强 SPR的信号 。 ④ 替代检测法的原理与竞争

抑制法相似 ，区别是替代检测法将抗体偶联在芯片

上 。过量的带有标记的分析物与芯片表面的抗体反

应 ，占据芯片上所有的结合位点 。接着再将未标记

的分析物注入系统进行分析 ，采用荧光或化学发光

法检测标记的分析物的替代率［６］
。相比于前 ３种方

法 ，第 ４种方法使用较少 。

2 　 SPR生物传感器在定量分析中的应用

2 ．1 　在食品分析中的应用

　 　在食品工业 ，运用快速 、简单 、便捷的分析方法

来监控食品的质量安全是非常必要的 。传统的分析

方法有高效液相色谱法（HPLC） 、质谱光谱法（mass
spectrometry ，MS） 、酶联免疫法（enzyme linked im唱
mune sorbent assays ，ELISA ）等 ，这些方法都存在

耗时长 、前处理烦琐等缺点 。 SPR凭借其独特的优
势 ，在食品领域中应用越来越广泛 ，其应用包括检测

食品中的药物残留 、生物毒素的定量检测以及添加

剂的检测等 。

2 ．1 ．1 　食品中药物残留的定量分析
　 　在畜禽饲养和农作物生产过程中 ，抗生素类药

物和杀虫剂等应用广泛 ，这些药物会对人的机体产

生毒性作用 。因此 ，检测食品中的药物残留是食品

安全领域的一项重要任务 。目前 ，利用 SPR技术检
测农产品中的药物残留已是一种相对成熟的技术 。

周宏敏等［７］采用竞争抑制法检测牛奶中残留的磺胺

甲�唑（sulfamethoxazole ，SMX） 。所得拟合抑制曲
线标准对于 SMX的测量范围为 ６４ ～ ５ ０００ μg ，达到
国家标准 。该方法具有高效 、便捷的优点 ，对牛奶样

品进行离心处理后即可进行检测 ，在 １５ min内便能
完成样品的前处理和检测 。

　 　 Song等［８］采用 SPR生物传感器检测食品样品
中残留的杀虫剂亚胺硫磷 。检测采用竞争抑制法 ，

该方法在 ８ ．０ ～ ６０ ．０ ng／L范围内呈现良好的线性 ，

对食品样品中亚胺硫磷的最低检测限为 １ ．６ ng／L
（S／N ＝ ３） 。该研究还对蔬菜 、水果等样品中的残

留杀虫剂进行了定量分析 ，使用乙腈对蔬果样品进

行提取 ，快速离心后用微孔滤膜过滤 ，相比 HPLC
法需要使用固相萃取柱进行样品纯化 ，SPR 法的前
处理更为简单 。该方法对食品样品中亚胺硫磷的回

收率范围在 ８６ ．４％ ～ １０２ ．８％ 之间 ，变异系数为

５ ．１％ ～ １２ ．６％ 。该研究表明 SPR 生物传感器技术
在回收率 、精确度 、检测限和样品处理等方面均优于

基于 HPLC的检测方法 。

2 ．1 ．2 　食品中生物毒素的定量分析
　 　生物毒素又称天然毒素 ，是指生物来源的对其

他物种有害的有毒化合物［９］
。食品中的一些生物毒

素能够直接引起人类中毒 、引发包括癌症在内的各

类疾病 。利用 SPR技术的独特优势能够快速 、高效

地对食品中的生物毒素进行检测 。

　 　 Cuccioloni 等［１０］建立了利用 SPR 生物传感器
检测黄曲霉毒素的方法 。利用黄曲霉毒素与猪中性

粒细胞弹性蛋白酶的相互作用进行检测 。该方法对

食品中黄曲霉毒素的定量检测限能够达到
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１ ．６７ μg／kg ，可在 ２ min 内完成对黄曲霉毒素的检
测 ，提高了检测效率 。

　 　 Yuan等［１１］采用 SPR 生物传感器检测谷物和
饮料中的赭曲霉毒素 A （ochratoxin A ，OTA ） 。该
研究采用竞争免疫检测法检测 OTA 。 OTA 在燕麦
和玉米中的检测限分别是 ０ ．３和 ０ ．５ ng／g 。在酒类
和其他饮料中 ，OTA 的检测限为 ０ ．０５８ ～

０ ．４ ng／ml 。该研究证明了 SPR 生物传感器技术能
够快速定量检测食品基质中的 OTA 成分 。

2 ．1 ．3 　食品不合理添加剂的定量分析
　 　在食品生产过程中 ，一些生产商会过量加入某

些添加剂 ，这些添加剂会影响食用者的健康 。因此 ，

需要对食品中的不合理添加剂进行定量分析 。孙明

君等［１２］采用竞争抑制法对牛奶中的维生素 B１２进行

检测 。 该方法的 RSD ＜ １０％ ，日内精密度试验

RSD为 ０ ．５４％ ，随机选取的 ３ 个样品回收率在

９２ ．１％ ～ １０４ ．１％ 之间 。 该方法样品前处理简单 ，

分析速度快 ，是一种高效便捷的测量方法 。

　 　孙明君等［１３］采用竞争抑制法对牛奶中的叶酸

进行检测 。将叶酸共价偶联到芯片表面 ，在无抗牛

奶中一定量叶酸结合蛋白 （folic acid唱binding pro唱
tein ，FABP）与叶酸结合 ，剩余的 FABP则与芯片上
的叶酸结合产生信号 。该方法对叶酸的最低检测浓

度为 ０ ．００６ μg／１００ g ，RSD ＜ １０％ ，日内精密度试验

RSD为 ２ ．５９％ ，随机选取的 ３ 个样品回收率在

８５畅４９％ ～ ９６ ．４１％ 之间 。该方法前处理简单 ，是一

种高效便捷的检测奶粉样品中叶酸含量的分析

方法 。

2 ．2 　在环境监测中的应用
　 　随着社会经济的发展 ，环境问题成为限制经济

发展的重要因素 ，环境中各种指标的检测也备受关

注 。如何快速 、简便 、高效地检测环境中的污染物 ，

是一项亟待解决的问题 。 SPR 技术在环境监测领
域具有广泛的应用前景 。

2 ．2 ．1 　环境中生物毒素的定量分析
　 　水污染的检测是环境监测的重点 。目前对于水

环境中生物毒素的检测方法存在灵敏度低 、测试成

本高等缺点 。周宏敏等［１４］利用 SPR技术建立了快
速定量检测湖水中微囊藻毒素 （microcystin ，MC）
的方法 。该方法将 MC共价偶联到 SPR芯片表面 ，

并利用免疫竞争抑制原理构建标准曲线 ，经简单处

理后即可对湖水样品中的 MC 进行较为准确的检
测 。 MC的浓度测定范围可达 ０ ．２５ ～ ３２ ng／ml 、非
线性关系拟合 R２

＝ ０ ．９９６ ２３ ，５０次 RSD为 ０ ．６２％ ，

该方法能较为准确地测定 MC 浓度 ，可作为水体中

MC的分析检测方法 。

　 　 McNamee 等［１５］利用 SPR 方法检测海水样品
中的海洋生物毒素 ，并与经典的 ELISA 法进行了对
比 。该方法将 ３种海洋生物毒素 ———石房蛤毒素 、

冈田酸和软骨藻酸偶联至 CM５ 芯片表面 ，并用于

检测海水样品中的 ３ 种毒素含量 ，这 ３ 种毒素的检

测限分别为 ０ ．８２ 、０ ．３６ 和 １ ．６６ ng／ml 。相比于经
典的 ELISA 法 ，该方法的前处理步骤更为简单 ，且

在 ７ h之内即可完成对 ２４个样品中 ３ 种毒素的检

测工作 。

2 ．2 ．2 　环境中有机污染物的定量分析
　 　环境中有机物污染主要有多环芳烃 、多氯联苯 、

烷烃 、芳环类化合物及杀虫剂等 ，传统方法检测有机

污染物耗时较长 、所需成本较高 ，而利用 SPR 技术
能对这类污染物进行快速检测 。

　 　 ２ ，４唱二氯苯氧乙酸（２ ，４唱Dichlorophenoxyacetic
acid ，２ ，４唱D）是一种有机含氯除草剂 ，易进入水体和

土壤 ，对人体健康造成危害 。周宏敏等［１６］采用三明

治法先将 ２ ，４唱D结合到芯片表面 ，在工作浓度中加

入一定量 ２ ，４唱D 构建标准曲线 ，并采用羊抗小鼠

IgG 增强信号 。上述方法的标准偏差为 ７ ．７３ ，RSD
为 ２ ．２７％ 。抑制标准曲线在信号增强后 ，测定范围

为 ０ ．０５ ～ ４ ng／ml 。该方法利用二抗将信号放大 ，

可将灵敏度提高 ２０倍 ，对水体中的 ２ ，４唱D检测限最
低可降低至 ０ ．０５ ng／ml 。
　 　 Tan等［１７］采用 SPR 生物传感器检测水中的内
分泌干扰物 １７β唱雌二醇 （１７β唱estradiol ，E２ ） 。 在
２畅５０ × １０

－ １３
～ ２ ．５０ × １０

－ ９ mol／L 范围内 ，E２ 与
SPR角之间有良好的线性关系（R２

＝ ０ ．９９３） 。该方

法可用于实时而便捷地检测环境样品中的 E２或其
他有机污染物 。

2 ．2 ．3 　环境中金属元素的定量分析
　 　水体中的重金属如果在人体内过多聚集 ，超过

人体耐受程度 ，会对人体健康造成危害 。目前 ，利用

SPR技术检测水体中重金属的方法发展迅速 ，具有

良好的应用前景 。

　 　 Chah等［１８］建立了一种选择性测定水体中的 ２

价汞离子的 SPR 分析方法 。该方法采用 １ ，６唱己二

硫醇（１ ，６唱hexanedithiol ）对纳米金芯片进行修饰 ，

修饰后的芯片即可选择性吸收样品中的 ２ 价汞离

子 。该研究对水样中从 １ ．０ nmol／L ～ １ ．０ mmol／L
一系列不同浓度的 ２ 价汞离子进行了检测 ，研究表

明样品中其他金属离子对检测不产生影响 。
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　 　 Wang 等［１９］利用 SPR 成像技术结合阳极溶出
伏安法检测水体中的重金属离子 。该方法可对水样

中十亿分之一到百万分之一的铅离子和汞离子进行

检测 。水样中铅离子与汞离子的浓度与 SPR 信号
呈现良好的线性关系 （R２

＝ ０ ．９９） 。相比于阳极溶

出伏安法 ，该方法受检测样品的背景干扰小 ，消耗样

品少 ，分析速度更快 。

2 ．3 　在生物医学领域中的应用
　 　 SPR 生物传感器能够对分析物进行选择性的
检测与定量分析 ，使其可应用于多种临床样品的检

测 ，如血浆 、尿液 、唾液和细胞组织等［２０］
。相对于经

典的免疫比浊法 、荧光免疫法 、ELISA 等方法 ，基于

SPR生物传感器的定量分析方法具有快速 、准确 、

无需标记的优势 ，并能简化前处理过程 。因此 ，基于

SPR 生物传感器的定量分析方法在生物医学领域
具有良好的研究前景 。

2 ．3 ．1 　 SPR生物传感器应用于生物标志物的定量
分析

　 　生物标志物（biomarker ）是一种能用于评价正
常生理过程 、疾病损伤和药物疗效的生化指标 。定

量检测生物标志物对疾病的诊断与治疗具有重要意

义［２１］
。生物标志物在疾病前期的浓度通常都非常

低 ，SPR生物传感器低检测限的特点在检测生物标
志物方面具有广泛的应用前景 。

　 　罗阳等［２２］将微量白蛋白尿（microalbuminuria ，
MA） 、α唱１ 微球蛋白（α１唱microglobulin ，α１唱MG） 、β唱２
微球蛋白 （β２唱microglobulin ，β２唱MG ） 、尿 IgG 的单
克隆抗体固定于免疫传感器芯片上 ，利用 SPR传感
器对人尿液样品中的微量蛋白含量进行分析 。标准

曲线的 R２均在 ０ ．９８ 以上 ，检测灵敏度分别是 α１唱

MG ５ μg／L 、β２唱MG ７ ．３ μg／L 、MA １１ ．５ μg／L ，IgG
２２ μg／L 。该方法可实现对尿液中多种微量蛋白的
准确定量检测 。

　 　 Vega 等［２３］使用慢病毒颗粒作为载体 ，将趋化

因子受体 CXCR４偶联于 SPR 芯片表面 ，检测人尿

液样 品中 CXCL１２ 的浓度 。 该方法 在 ５ ～

４０ nmol／L范围内呈线性关系 ，RSD 为 １０％ ，芯片

与芯片之间的偏差为 １２％ 。芯片在 ４ 周内保持稳

定 ，且能进行 １５０ 次以上的分析 。该研究为分析尿

液中的 CXCL１２浓度提供了一种便捷 、快速且准确

的分析方法 ，适用于临床诊断 。

2 ．3 ．2 　 SPR生物传感器应用于病原体的定量分析
　 　病原体的检测对于预防流行病和传染病意义重

大 ，传统的检测病原体的方法包括 ELISA 法 、免疫

荧光试剂法和聚合酶链式反应法［２４］
。近年来 ，SPR

技术在病原体的检测方面也有了较大的发展 。

　 　 Nilsson等［２５］采用间接抑制法对血凝素进行定

量检测 。采用氨基偶联法将重组的血凝素蛋白偶联

至 Biacore T１００ 的葡聚糖芯片表面 。 特异性抗体

用血清溶解 ，再与病毒反应 ，通过检测与 HA 芯片
结合的自由抗体推算病毒的含量 。该方法的检测限

为 ０ ．５ mg／L ，个体内变异系数为 ２％ 。用经典的放

射免疫单扩散法完成检测需要 ２２ h ，而氨基偶联法

则只需要 ９ h ，提高了检测效率 。

　 　 Wang等［２６］报道了一种将单链 DNA 扩增技术
结合经典 SPR检测系统用于快速检测绿脓杆菌 、金

黄色葡萄球菌 、破伤风梭菌和产气荚膜梭菌的方法 。

将 ４种具有专属性的单链 DNA 偶联至 SPR芯片表
面 ，从细菌中提取 ４ 种细菌的 DNA 进行 PCR 扩
增 ，扩增后的产物在芯片表面进行 DNA 杂交 ，从而

完成对 ４种细菌的检测 。该方法可对受细菌感染的

临床 样 品 进 行 检 测 ，检 测 限 为 绿 脓 杆 菌

０ ．０３ nmol／L ，金黄色葡萄球菌 ０ ．０１ nmol／L ，破伤

风梭菌和产气荚膜梭菌的检测限分别为 ０ ．０１ 和

０ ．０２ nmol／L 。SPR检测法与传统方法有相同的检
测率（P＜ ０ ．０５） 。

2 ．3 ．3 　 SPR生物传感器应用于激素的定量分析
　 　激素的定量检测在疾病的诊断中发挥着重要作

用 。放射免疫学法是目前应用最为广泛的检测方

法［２７］
，除此之外 ，HPLC 、ELISA 等方法都有应用 。

SPR相对于这些方法 ，它不需要使用放射性元素 ，

而灵敏度和精密度都能达到放射免疫法的水平 ，具

有较高的应用价值 。

　 　 Frasconi等［２８］采用 SPR 技术对尿液和唾液样
品中的皮质醇和可的松进行实时定量分析 。该方法

将皮质醇和可的松的抗体偶联至芯片表面进行检

测 ，其检测限为 ３ μg ／L 。该方法对皮质醇和可的松
具有良好的专属性 ，其他的类固醇不会对实验产生

干扰 。该方法所需的分析时间在 １５ ～ ２０ min ，同时

传感器经 １００次检测后依旧保持稳定 。

　 　 Zhang 等［２９］利用 SPR 技术实现了在飞摩尔级
别上对睾酮的定量分析 。该研究将水溶性大孔分子

印迹膜（water唱compatible macroporous molecularly
imprinted film ，MIF）应用于 SPR传感器表面 ，并用

于检测人尿液样品中睾酮的含量 。该方法的检测限

为 １０
－ １５ g／ml ，是目前采用 SPR 进行小分子检测的

最低极限 。该方法具有很高的选择性 ，在孕酮和雌

二醇等相似物的干扰下依旧可以完成检测 。
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3 　总结与展望

3 ．1 　 SPR生物传感器的优势
　 　 SPR生物传感技术具有其独特的优势 ：①无需

标记 ：对于低浓度物质的检测 ，传统的方法是采用荧

光标记技术 。荧光标记对蛋白的活性有很大影响 ，

并可能干扰检测结果［３０］
。而 SPR 技术无需标记 ，

能避免标记检测对结果的影响 。 ② 实时检测 ：SPR
的信号响应值与芯片表面的质量相关 ，能够对芯片

表面的分子结合进行实时监测 ，检测速度快 。 ③可

再生 ：再生试剂的使用大大降低了检测成本 ，快速的

再生能力在分析大量样品的工作中具有显著优势 ；

④专属性强 ：SPR 基于特定分子间的相互作用 ，只

有存在相互作用的分子才能被检测出来 ，专属性强 ，

结果可靠性高 。

3 ．2 　 SPR生物传感器在含量测定方面存在的问题
及对策

　 　目前 ，SPR生物传感器在定量分析研究中仍存
在一些问题 。首先 ，目前大部分基于 SPR生物传感
器的检测方法都依赖于大型仪器 ，成本高昂 ，只能在

实验室完成 。而许多检测场合 ，如对食品或水质的

检测 ，如果取样后送回实验室分析 ，将降低检测的速

度和准确性 。因此 ，需要开发更便于携带的 SPR生
物传感器 ，以推广 SPR技术在生活中的应用 。近年

来 ，已有多个实验室开展了便携式 SPR生物传感器
的研究［３１ ，３３］

，随着便携式 SPR传感器的研究不断深
入 ，SPR技术在生活中的应用将会越来越广 。

　 　其次 ，检测的通量有限 。 SPR技术能实时检测
芯片表面的分子结合 ，然而它所记录的是整个芯片

表面光斑区域的全部信号 ，其精确度不高 ，检测通量

低 。为提高检测通量 ，已经有研究者提出了基于微

阵列的 SPR成像技术［３４］
。与传统 SPR生物传感器

不同的是 ，SPR成像技术采用高分辨率相机作为光
电检测装置 ，可得到芯片表面不同区域的图像信息 ，

大大提高了检测的通量［３５］
。

　 　最后 ，SPR生物传感器灵敏度较差 。根据 SPR
的检测原理 ，当生物识别原件的分子量极大（如膜蛋

白） ，而所检测的化合物分子量很小时 ，所得到的响

应信号将会非常低 ，这会给准确定量带来障碍［３６］
。

而膜蛋白是药物的主要作用靶点 ，具有重要的研究

价值 。因此 ，需要寻找合适的小分子化合物的信号

放大方法 ，以提高 SPR生物传感器的灵敏度 。
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