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非标记型检测基质金属蛋白酶 －１４电化学
发光生物传感器的研究
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摘　要　基质金属蛋白酶－１４（Ｍａｔｒｉｘ　ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ－１４，ＭＭＰ－１４）是癌症和炎症的重要生物标志物。以

聚多巴胺功能化的钴钼碳纳米纤维修饰的玻碳电极作为传感平台，以钌复合物和多肽抑制剂分别作为信号

探针和捕获探针，制备了电化学发光（ＥＣＬ）生物传感器用于检测 ＭＭＰ－１４。结果表明，在最佳实验条件下，

该电化学发光生物传感器具有较高的灵敏度，其线性范围为１～１０ｐｇ·ｍＬ－１，检测限为０．５５ｐｇ·ｍＬ－１。利

用功能化纳米纤维制备的无标记ＥＣＬ生物传感器为研究 ＭＭＰｓ和抑制剂的作用机制提供了前景。
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１　引言

基质金属蛋白酶（Ｍａｔｒｉｘ　ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）是一种负责细胞迁移、侵袭、增殖和凋亡的酶［１］。

研究发现，基质金属蛋白酶可作为一些癌症的标志物，例如结肠直肠癌、甲状腺癌、膀胱癌和乳腺癌等［２］。根
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据其结构特点，ＭＭＰｓ可以分为分泌型 ＭＭＰｓ和膜型 ＭＭＰｓ，而膜型 ＭＭＰｓ在正常细胞的病理过程中作用

更为明显［３，４］，因此在分析检测和临床医学病理研究中有更重要的意义。ＭＭＰ－１４是首次发现的膜型

ＭＭＰｓ，也被称为膜型－１－ＭＭＰ（ＭＴ１－ＭＭＰ），它能够调节细胞间粘附和细胞的流动性。据报道，只有 ＭＭＰ－
１４能促进上皮细胞和成纤维细胞对Ｉ型胶原基质的侵袭［５］，它被认为是癌症和炎症的重要生物标志物［６，７］。

因此，ＭＭＰ－１４传感技术的发展与早期癌症的诊断及药物筛选密切相关。最近的一些研究报道了检测

ＭＭＰｓ的方法，例如表面等离子共振传感器［８］、荧光共振能量转移传感器［９］、质谱法［１０］等。然而，这些方法

存在线性范围窄、灵敏度低、操作繁琐、探针合成复杂等缺点，因此，进一步探索构建简单、灵敏、准确的检测

方法是研究者面临的主要挑战。

电化学发光（Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）生物传感方法是一种基于生物分子识别的方法，它以生

物活性分子为分子识别元件，以ＥＣＬ试剂／材料为信号物质，将生物分子间的特异性识别作用转化为可量化

的ＥＣＬ信号来检测目标物质的浓度［１１］。利用纳米材料或生物材料负载信号物质是提高ＥＣＬ生物传感器

灵敏度的一个有效策略［１１］。静电纺丝技术合成的纳米纤维具有高孔隙率、高比表面积等结构优势，能够负

载生物活性物质。基于这些结构优势，负载于静电纺丝纤维上的生物活性分子具有较强的稳定性和生物相

容性［１２］。碳纳米纤维（ｃａｒｂｏｎ　ｎａｎｏｆｉｂｅｒｓ，ＣＮＦｓ）由于具有良好的导电性、较高的比表面积、生物相容性等优

点，被广泛用于电化学生物传感器的开发［１３］。将Ｃｏ和 Ｍｏ２Ｃ封装到ＣＮＦ中不仅可以抑制纳米颗粒的团

聚，提供更多的活性位点，还能够促进电子的快速转移。

ＭＭＰ－１４的血红素结构域（ＰＥＸ）被认为是参与分子串扰的调节区域。两个ＰＥＸｓ之间的相互作用称为

ＭＭＰ－１４同源二聚，而ＰＥＸ与细胞表面粘附分子ＣＤ４４的相互作用称为异源二聚。ＰＥＸ结构域通过同源二

聚和异源二聚进行细胞迁移［１４］。由Ｚｕｃｋｅｒ选择的抑制肽（ＩＶＳ４和ＩＳ４）能够与ＰＥＸ特异性结合，从而通过

抑制 ＭＭＰ－１４的同源二聚和异源二聚来抑制 ＭＭＰ－１４介导的癌症传播［１４，１５］。本文基于 ＭＭＰ－１４的血红素

结构域（ＰＥＸ－１４）与功能化ＩＳ４的相互作用，设计了一种非标记型电化学发光生物传感器，用于定量检测

ＭＭＰ－１４。如图１所示，以Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ修饰的玻碳电极作为传感平台，双（２，２′－联吡啶）－４′－甲基－

４－羧基联吡啶－钌－Ｎ－琥珀酰亚胺酯－双（六氟磷酸盐）（Ｒｕ（ｂｐｙ）２（ｍｃｂｐｙ－Ｏ－Ｓｕ－ｅｓｔｅｒ）（ＰＦ６）２），文中简写为

Ｒｕ）为信号探针，ＩＳ４功能化的多肽抑制剂 ＶＣ－１０ （Ｖａｌ－Ｍｅｔ－Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ｔｙｒ－Ｐｒｏ－Ｍｅｔ－Ｐｒｏ－（ＣＨ２）６－Ｃｙｓ－

ＣＯＯＨ）作为分子识别探针捕获 ＭＭＰ－１４。传感器未与 ＭＭＰ－１４结合时，ＥＣＬ信号最强，而将 ＭＭＰ－１４捕

获在传感器界面时，ＥＣＬ信号随 ＭＭＰ－１４浓度的增大不断减小，从而实现对 ＭＭＰ－１４的定量检测。

图１　以Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ为基底的ＥＣＬ生物传感器构建示意图

２　实验

２．１　试剂与仪器

实验所用试剂：基质金属蛋白酶－１４（美国Ａｂｃａｍ公司）；多肽抑制剂ＶＣ－１０（上海楚肽生物科技有限公

司）；三正丙胺（ＴＰＡ）、牛血清白蛋白（ＢＳＡ）（上海麦克林生化科技有限公司）；Ｎ－羟基丁二酰亚胺（ＮＨＳ）、１－
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（３－二甲氨基丙基）－３－乙基碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ）、双（２，２′－联吡啶）－４′－甲基－４－羧基联吡啶－钌－Ｎ－琥珀酰亚

胺酯－双（六氟磷酸盐）（美国Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ有限公司）；ＭＭＰ－２、凝血酶（Ｔｈｒｏｍｂｉｎ）（美国Ｐｒｏｔｅｃｈ公司）；

ＭＭＰ－７（美国Ａｄａｍａｓ试剂公司）；Ｎａｆｉｏｎ（上海河森电气有限公司）。所用化学试剂均为分析纯级，实验用

水均为 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｍｉｌｌｉ　Ｑ（１８．２ＭΩ·ｃｍ）超纯水。

实验所用缓冲溶液：配制ＶＣ－１０的缓冲溶液为１０ｍＭ 磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）（ｐＨ＝７．４）；溶解 ＭＭＰ－

１４的缓冲溶液为ＰＢＳ－丙三醇溶液〔Ｖ（ＰＢＳ）∶Ｖ（丙三醇）＝１∶１〕。

实验所用仪器：电化学发光检测仪（ＭＰⅠ－ＥⅡ，西安瑞迈分析仪器有限公司）；电化学工作站

（ＣＨＩ６６０Ｅ，上海辰华仪器有限公司）；ｐＨ计（Ｍｅｔｔｌｅｒ－Ｔｏｌｅｄｏ公司）。

２．２　Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ的制备

首先，将３ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋酸钴、０．７５ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酰丙酮钼和１．７ｇ聚丙烯腈加入１５ｍＬ二甲基甲酰胺

中，搅拌至溶液透明；用注射器吸取少量溶液，将其固定在静电纺丝机的蠕动泵上，纺丝条件设置为：高压１８

ＫＶ，针头与接收器间的距离为２０ｃｍ，灌注量为５～６ｍＬ，进样速率为１．８ｍＬ·ｈ－１。泰勒锥在电场力的作

用下被拉伸，形成射流并迅速凝固在接收器上，从而形成前驱体纤维。然后，将前驱体纤维依次在２４０℃空

气气流中氧化１．５ｈ、７５０℃氩气气流中碳化２ｈ，最终得到Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ样品。接着将２０ｍｇ　Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－

ＣＮＦ分散于５０ｍＬ三（羟甲基）氨基甲烷盐酸盐（Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ）中，搅拌３０ｍｉｎ后加入５ｍｇ　ＰＤＡ，依次经过涡

旋、离心、洗涤、真空干燥，然后在１３０℃下煅烧５ｈ得到修饰材料Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ。

２．３　ＥＣＬ生物传感器的构建

首先，将Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ超声分散在异丙醇中，并用Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ稀释至０．１ｍｇ·ｍＬ－１。为防止

Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ从电极表面脱落，向上述溶液中加入０．２５％ Ｎａｆｉｏｎ后将其滴加在处理好的玻碳电极

表面，在室温下干燥后得到Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ／ＧＣＥ。然后，将修饰电极浸泡在３０μＬ、７μｍｏｌ／Ｌ的Ｒｕ

复合物溶液中，１．５ｈ后用Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ冲洗电极。接着将１２μＬ质量分数为０．５％的ＢＳＡ溶液滴加在电极表

面以防止非特异性吸附。最后，将１２μＬ含有１５μｍｏｌ·Ｌ
－１　ＶＣ－１０、１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＥＤＣ、０．１ｍｏｌ·Ｌ－１　ＮＨＳ

的混合溶液滴加在修饰电极表面，在室温下反应２ｈ，基于羧基与氨基之间稳定的酰胺化反应，使得捕获探

针ＶＣ－１０紧密结合在电极表面。用Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ冲洗后ＥＣＬ生物传感器制备成功，在４℃的黑暗条件下储存

备用。

２．４　ＥＣＬ电化学发光传感器测量方法

将制备好的ＥＣＬ生物传感器浸入不同浓度 ＭＭＰ－１４溶液中，在室温下反应５０ｍｉｎ，然后用缓冲液冲洗

以除去非特异性吸附的物质。以结合了 ＭＭＰ－１４的ＥＣＬ生物传感器为工作电极，Ａｇ／ＡｇＣｌ电极为参比电

极，铂丝为辅助电极，在 ＭＰＩ－ＥＩＩ型电化学发光检测仪上进行ＥＣＬ测试。电位范围为０．２～１．３５Ｖ，扫描速

率为１００ｍＶ·ｓ－１，光电倍增管高压为８００Ｖ。测试底液为５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＴＰＡ溶液。通过记录ＥＣＬ传感器

检测 ＭＭＰ－１４前后ＥＣＬ信号强度的变化量（ΔＩ）实现对 ＭＭＰ－１４的定量分析。

３　结果与讨论

３．１　Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ与Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ的表征

通过扫描电镜对Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ与Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ的形貌进行了表征。如图２（ａ）所示，Ｃｏ，

Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ的直径约为３５０ｎｍ，其表面存在许多纳米孔，这可能是由于ＣＮＦ和三氧化钼之间的氧化还原反

应产生的。纳米孔使得Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ有良好的孔隙率。图２（ｂ）为Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ的ＳＥＭ 图像，

ＰＤＡ的引入没有改变Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ的基本形态，只是在其表面覆盖了一层聚多巴胺薄膜。这层薄膜在很

大程度上减小了Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ的表面积和孔隙率，但提高了其亲水性，这有利于加快电解液进出玻碳电极

的速率，从而提高了Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ的电化学性能［１６］。在我们之前的工作中，通过 ＸＲＤ和 ＸＰＳ对Ｃｏ，

Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ进行了表征［１７］，结果表明成功制备了Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ。
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图２　（ａ）Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ；（ｂ）Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ的ＳＥＭ图

图３　ＥＣＬ生物传感器在ａ：３００μｍｏｌ·Ｌ
－１　ＴＰＡ；

ｂ：５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＴＰＡ；ｃ：２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＴＰＡ

浓度中的ＥＣＬ响应曲线

３．２　ＧＣＥ／Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ／Ｒｕ电化学发光行为的研究

３．２．１　ＧＣＥ／Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ／Ｒｕ电化学发光行为。

Ｒｕ（ｂｐｙ）３２＋－ＴＰＡ体系是最为常见的电化学发光共反应体

系。为了研究 ＧＣＥ／Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ／Ｒｕ的电化学

发光行为，我们首先在不同浓度 ＴＰＡ溶液中进行了ＥＣＬ
测量。如图３所示为 ＧＣＥ／Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ／Ｒｕ与

不同浓度ＴＰＡ共反应后的ＥＣＬ信号变化情况。ＧＣＥ／Ｃｏ，

Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ／Ｒｕ与５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＴＰＡ共反应得到

的ＥＣＬ信号与３００μｍｏｌ·Ｌ
－１　ＴＰＡ共反应得到的 ＥＣＬ

信号相比明显升高，说明 ＥＣＬ生物传感器的 ＥＣＬ信号

强度与ＴＰＡ浓度有关。

３．２．２　实验条件优化。信号探针Ｒｕ的表面覆盖密度会直

接影响传感器的ＥＣＬ信号强度，表面覆盖密度过低，产生ＥＣＬ信号的Ｒｕ数量较少，检测到的ＥＣＬ信号强

度较低；表面覆盖密度过高则会产生较大的空间位阻从而影响ＥＣＬ信号强度。而Ｒｕ的表面覆盖密度直接

取决于Ｒｕ的浓度，因此首先对Ｒｕ浓度进行了优化。如图４（ａ）所示，当Ｒｕ浓度为７μｍｏｌ·Ｌ
－１时，ＥＣＬ信

号最强。因此选用７μｍｏｌ·Ｌ
－１作为后续研究中Ｒｕ的结合浓度。图４（ｂ）显示了ＥＣＬ信号强度与Ｒｕ结合

时间的关系图。当结合时间为９０ｍｉｎ时，ＥＣＬ信号有最大值并逐步趋于稳定。因此我们选用９０ｍｉｎ为后

续研究中Ｒｕ的结合时间。

图４　ＥＣＬ生物传感器的ＥＣＬ强度与（ａ）Ｒｕ浓度，（ｂ）Ｒｕ结合时间之间的关系图。测试底液为５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＴＰＡ溶液。

误差棒表示以图中平均值为中心的测量标准差（ｎ＝３）的两倍的长度

３．２．３　ＧＣＥ／Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ＠ＰＤＡ／Ｒｕ检测ＴＰＡ的性能。在最佳实验条件下测试了ＧＣＥ／Ｃｏ，Ｍｏ２Ｃ－ＣＮＦ

＠ＰＤＡ／Ｒｕ与不同浓度的ＴＰＡ共反应后的ＥＣＬ信号，结果如图５所示，插图表示ＴＰＡ浓度与ＥＣＬ信号的

线性关系。根据插图可知，当ＴＰＡ浓度在０．０１～１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１之间时，ＥＣＬ信号随ＴＰＡ浓度的增大而增

大，线性回归方程为Ｉ＝２　９３１．１×Ｃ －２　９６７．３，Ｒ２＝０．９９５　１。
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图５　传感器在不同浓度ＴＰＡ溶液中的ＥＣＬ信号变化，

ＴＰＡ浓度分别为０．０１、０．０５、０．１、０．３、０．５、１、５、１０ｍｍｏｌ／Ｌ。

插图为ＥＣＬ信号与ＴＰＡ浓度的对应关系。

误差棒表示以图中平均值为中心的测量

标准差（ｎ＝３）的两倍的长度

　　　
图６　ＥＣＬ生物传感器结合ａ：０，ｂ：２，ｃ：１０ｐｇ·ｍＬ－１

ＭＭＰ－１４后在５ｍｍｏｌ·Ｌ－１　ＴＰＡ溶液中的

ＥＣＬ响应曲线。电位范围为０．２～１．３５Ｖ，

扫描速率为１００ｍＶ·ｓ－１

３．３　ＥＣＬ生物传感器检测 ＭＭＰ－１４

３．３．１　电化学发光传感器的可行性研究。为了证明所构建的 ＭＭＰ－１４ＥＣＬ生物传感器是可行的，我们对

ＥＣＬ生物传感器在结合 ＭＭＰ－１４前后的ＥＣＬ信号变化情况进行了考察，结果如图６所示。传感器在结合

ＭＭＰ－１４前ＥＣＬ信号最强（曲线ａ，１３　３００），当 ＭＭＰ－１４浓度由２ｐｇ·ｍＬ－１增加至１０ｐｇ·ｍＬ－１时，ＥＣＬ信

号由７　１５２（曲线ｂ）进一步降低至２　３１０（曲线ｃ）。实验结果表明，ＥＣＬ信号随着 ＭＭＰ－１４浓度的增大在不

断下降，这表明基于ＶＣ－１０和 ＭＭＰ－１４特异性结合检测 ＭＭＰ－１４的方法是可行的，同时也表明所构建的传

感器呈“ｓｉｇｎａｌ　ｏｆｆ”型响应。ＥＣＬ信号呈现下降趋势是由于将目标物 ＭＭＰ－１４捕获在电极表面进一步阻碍

了Ｒｕ的电子转移。

３．３．２　实验条件优化。为了提高 ＭＭＰ－１４ＥＣＬ生物传感器的检测性能，我们对 ＶＣ－１０的结合浓度及

ＭＭＰ－１４的反应时间进行了优化。图７（ａ）为ＥＣＬ信号与捕获探针ＶＣ－１０浓度之间的关系。ＶＣ－１０浓度在

５～１５μｍｏｌ·Ｌ
－１范围内，ＥＣＬ信号强度随着ＶＣ－１０浓度的增大逐渐增大；而当ＶＣ－１０浓度大于１５μｍｏｌ·

Ｌ－１时，ＥＣＬ信号强度逐渐减小（红色曲线）；当ＥＣＬ生物传感器与 ＭＭＰ－１４结合后（蓝色曲线），ＥＣＬ信号强

度随着ＶＣ－１０浓度的增大而增大，当ＶＣ－１０浓度为１５μｍｏｌ·Ｌ
－１时，信号强度达到了最大值。ＶＣ－１０浓度

大于１５μｍｏｌ·Ｌ
－１时，由于空间位阻效应，信号强度逐渐减小，因此ＶＣ－１０的最佳浓度为１５μｍｏｌ·Ｌ

－１。图

７（ｂ）为ＥＣＬ信号强度与 ＭＭＰ－１４的特异性结合时间之间的关系。从图中可以看出，当 ＭＭＰ－１４的特异性

结合时间低于５０ｍｉｎ时，ＥＣＬ信号强度随着结合时间的增大而增大，而当结合时间高于５０ｍｉｎ时，ＥＣＬ信

号强度随着结合时间的增大而不断减小并趋于平缓，因此选用５０ｍｉｎ作为 ＭＭＰ－１４的最佳结合时间。

图７　（ａ）ＥＣＬ传感器与肽链ＶＣ－１０结合浓度优化图：红色曲线为传感器未与 ＭＭＰ－１４结合时的ＥＣＬ信号变化，蓝色

曲线为传感器与 ＭＭＰ－１４相互作用后的ＥＣＬ信号变化；（ｂ）ＶＣ－１０与 ＭＭＰ－１４结合时间优化图。测试所用

ＭＭＰ－１４浓度为２ｐｇ·ｍＬ－１。误差棒表示以图中平均值为中心的测量标准差（ｎ＝３）的两倍的长度
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图８　传感器与不同浓度 ＭＭＰ－１４相互作用后的ＥＣＬ信号变化。

ＭＭＰ－１４的浓度分别为０、１、３、５、７、１０ｐｇ·ｍＬ－１。插图为

ＥＣＬ信号与 ＭＭＰ－１４浓度的对应关系。误差棒表示以

图中平均值为中心的测量标准差（ｎ＝３）两倍的长度

３．３．３　电化学发光传感器检测 ＭＭＰ－１４的性能。

为了考察所制备的ＥＣＬ生物传感器的检测性能，

在最佳实验条件下对不同浓度 ＭＭＰ－１４进行定

量检测。图８显示了传感器与不同浓度 ＭＭＰ－１４
相互作用后的ＥＣＬ响应，插图表示ＭＭＰ－１４浓度

与ＥＣＬ信号强度之间的线性关系。从图８中的插

图可以看出，当ＭＭＰ－１４浓度在１～１０ｐｇ·ｍＬ－１范

围内时，随着ＭＭＰ－１４浓度的增大ＥＣＬ信号强度

不断减小，线性回归方程为Ｉ＝－７３０．５８Ｃ＋

１１　９９３（Ｒ２＝０．９９４　１），检测限为０．５５ｐｇ·ｍＬ－１。

与其他检测 ＭＭＰｓ的方法相比，我们所制备的

ＥＣＬ生物传感器具有更宽的线性范围和更高的

灵敏度，对比情况如表１所示［１５，１８－２０］。例如，电化

学发光生物传感器检测 ＭＭＰ－２，其检测限为５ｎｇ·ｍＬ－１［１８］；电化学交流阻抗法检测 ＭＭＰ－１４的检测限为

０．１９ｎｇ·ｍＬ－１［１５］；利用一种基于 Ａβ１－４２固定化多层二硫化钼场效应晶体管检测 ＭＭＰ－９，其检测限为

０．９２ｎｇ·ｍＬ－１［１９］。

表１　电化学发光生物传感器与其他检测方法对比

参考文献 ＭＭＰ类型 方法 线性范围（ｎｇ·ｍＬ－１） 检测限（ｎｇ·ｍＬ－１）

［１５］ ＭＭＰ－１４ 电化学阻抗谱 １～１０　 ０．１９

［１８］ ＭＭＰ－２ 电化学发光 １０～３００　 ５

［１９］ ＭＭＰ－９ 场效应晶体管 ０．９２～９２　０００　 ０．９２

［２０］ ＭＭＰ－２ 电化学 ０．０５～２００　 ５×１０－４

［２０］ ＭＭＰ－７ 电化学 ５×１０－４～５０　 ５×１０－４

本工作 ＭＭＰ－１４ 电化学发光 １×１０－３～０．０１　 ５．５×１０－４

　　
图９　传感器分别与５ｐｇ·ｍＬ－１　ＭＭＰ－１４和１００ｐｇ·ｍＬ－１

ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－７、ＢＳＡ及Ｔｈｒｏｍｂｉｎ相互作用后

ＥＣＬ信号变化情况。误差棒表示以图中平均值为

中心的测量标准差（ｎ＝３）的两倍的长度

　　　
图１０　ＥＣＬ传感器的稳定性扫描图谱。

传感器结合 ＭＭＰ－１４的浓度为

５ｐｇ·ｍＬ－１，扫描圈数为１５圈

　　传感器的选择性和稳定性是评价传感器的重要指标。我们选用 ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－７、ＢＳＡ及Ｔｈｒｏｍｂｉｎ四

种典型的蛋白作为干扰，对传感器的特异性进行了考察。从图９中可以观察到，传感器与５ｐｇ·ｍＬ－１

ＭＭＰ－１４相互作用后的ＥＣＬ信号变化值远大于传感器与１００ｐｇ·ｍＬ－１干扰蛋白相互作用后的ＥＣＬ信号
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变化值。结果表明，所制备的ＥＣＬ生物传感器对 ＭＭＰ－１４的检测具有良好的特异性。接着对传感器的稳

定性进行了考察，图１０显示了传感器与５ｐｇ·ｍＬ－１　ＭＭＰ－１４结合后扫描１５圈的ＥＣＬ图谱，结果显示得到

的ＥＣＬ信号的相对标准偏差（ＲＳＤ）低于１．５％，表明该ＥＣＬ生物传感器具有较高的稳定性。

３．３．４　加标回收实验。为了评估ＥＣＬ生物传感器的实用性，将不同浓度的 ＭＭＰ－１４加入健康人体血清中

进行加标回收实验（血清来自西北大学校医院）。实验结果如表２所示，不同浓度的 ＭＭＰ－１４的加标回收率

为９５％ ～１０３．３％，ＲＳＤ为２．１％ ～３．０％。上述结果表明该ＥＣＬ生物传感器可用于人体血清中 ＭＭＰ－１４
的定量检测。

表２　ＥＣＬ生物传感器检测血清中 ＭＭＰ－１４的加标回收实验

样品 加标量／（ｐｇ·ｍＬ－１） 回收量／（ｐｇ·ｍＬ－１） ＲＳＤ（％，ｎ＝５） 加标回收率（％，ｎ＝５）

１　 ２．０　 １．９　 ２．５　 ９５．０

２　 ４．０　 ４．１　 ２．１　 １０２．５

３　 ６．０　 ６．２　 ３．０　 １０３．３

４　结论

基于 ＭＭＰ－１４的血红素结构域（ＰＥＸ－１４）和ＶＣ－１０之间的相互作用设计的非标记型ＥＣＬ生物传感器

实现了对 ＭＭＰ－１４的定量检测。在最佳实验条件下，该ＥＣＬ生物传感器具有较高的灵敏度（其线性范围为

１～１０ｐｇ·ｍＬ－１，检测限为０．５５ｐｇ·ｍＬ－１），较强的特异性及良好的稳定性。该工作为临床检测癌症标志

物 ＭＭＰ－１４提供了一个新平台。
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