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等离子体共振生物传感器用于半乳甘露聚糖的
快速检测
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摘 要：为实现曲霉菌中半乳甘露聚糖（GM）的快速、高灵敏检测，该研究构建了一种基于金纳米粒子芯片

（AuNIs）和GM特异性抗体的生物传感器（AuNIs-GM）。该传感器通过将纳米金芯片表面功能化，并与半乳甘

露聚糖（GM）特异性抗体结合，基于表面等离子体共振（LSPR）原理计算GM与生物传感器结合前后共振吸收

峰的变化，从而对待测样本中的GM进行检测。结果显示，该GM生物传感器的检出限（LOD）为 49. 29 pg/mL，
定量下限（LOQ）为 303. 25 pg/mL，加标回收率为 91. 6%~105%，相对标准偏差为 0. 55%~5. 8%，具有较高的准

确率及精密度，并成功用于肺泡灌洗液样本的检测。该研究创新性地将LSPR技术应用于曲霉菌病病原菌检

测领域，为曲霉菌病的病原菌快速检测提供了必要的技术支撑。
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A Functionalized Plasmonic Biosensor for Rapid On-site 
Detection of Galactomannan

XU Bin，HOU Hui-nan，SUN Lu，YUE Hao-ran，BAI Xiao-hang，GUI Ting，
QI Dong-mei，GAI Zhi-bo*

（Innovative Institute of Chinese Medicine and Pharmacy，Shandong University of Traditional 
Chinese Medicine，Jinan　250355，China）

Abstract：For the rapid and highly sensitive detection of galactomannan（GM） in aspergillus， this 
study developed a biosensor（AuNIs-GM） based on a gold nanoparticle chip（AuNIs） and GM-specific 
antibodies.  The changes of the resonance absorption peaks before and after the binding of GM to the 
biosensor were calculated using the principle of localized surface plasmon resonance（LSPR） in order 
to obtain the concentration of GM in the samples.  The detection of different concentrations of GM indi⁃
cates that the limit of detection（LOD） of the AuNIs-GM was 49. 29 pg/mL，while the limit of quanti⁃
fication（LOQ） was 303. 25 pg/mL.  The recovery for labelled samples ranged from 91. 6% to 105%， 
with a relative standard deviation of 0. 55% to 5. 8%， demonstrating high accuracy and precision.  
This methodology has been successfully applied to the analysis of bronchoalveolar lavage fluid sam⁃
ples.  This study creatively applied LSPR technology to the detection of pathogenic bacteria of asper⁃
gillosis，and provided necessary technical support for the rapid detection of pathogenic bacteria of as⁃
pergillosis.
Key words： localized surface plasmon resonance； rapid detection； invasive aspergillosis；patho⁃
genic microorganisms
侵袭性肺曲霉菌病（IPA）是曲霉菌在一定条件下侵袭肺组织引起的深部真菌感染性疾病［1］ 。近年

来，由于免疫抑制剂的使用、器官移植的增加以及艾滋病患者的增多，IPA的发病率有所上升，已成

为临床常见的深部真菌感染之一［2］。流行病学研究表明，在所有实体器官移植受者中，肺移植受者发

生 IPA的风险最高［3］ 。IPA严重影响患者的生活质量和预后，具有较高的发病率和死亡率，已成为临床

关注的重点疾病。

虽然通过临床影像学检查和病原学筛查可以显著提高 IPA的检出率，但其起病隐匿，从样本采集
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到培养完成的时间较长，因此早期准确诊断仍是临床面临的关键挑战［4-5］ 。病理检查是诊断 IPA的金标

准，但阳性率低且耗时长［6］ ；血清学检查具有一定的敏感性和特异性，但对其他真菌感染和免疫状态

敏感［7］ ；分子生物学检查具有较高的敏感性和特异性，但操作过程复杂且费用较高，限制了其在临床

上的广泛应用［8］ 。影像学检查对 IPA的诊断非常重要，但 IPA的影像学表现多种多样，容易与其他肺部

疾病混淆，导致误诊和诊断失败。

半乳甘露聚糖（GM）是曲霉菌细胞壁的一种多糖成分，可有效反映曲霉菌的感染程度［9］ ，体液中

GM的检出是 IPA感染的重要标志［10］。等离子体共振生物传感器方法具有操作简单、灵敏度高、反应速

度快、仪器价格低廉、性能稳定和流动性好等优点。近年来，由于金、钯等金属纳米材料具有优异的

光学传感性能，研究人员将其改性为光学材料制备等离子体共振光学传感器，以提高传感器的分析性

能［11-13］。目前，生物传感器分析方法主要用于空气中病原微生物的快速分析，但将其应用于GM的快速

检测尚未见报道。基于上述研究成果，本文应用自组装金纳米粒子芯片（AuNIs）开发了玻璃表面修饰

的转基因传感器，并研究了AuNIs-GMs的检测性能，以用于 IPA快速分析。

1 实验部分 
1. 1　材料与试剂　

11-巯基十一烷酸（MUA）、1-（3-二甲基氨基丙基）-3-乙基碳二亚胺（EDC）、N-羟基丁二酰亚胺

（NHS）、乙醇胺（EA）购自美国 Sigma-Aldrich 公司。LB固体培养基购于北京索莱宝科技有限公司，乙

二胺四乙酸（EDTA）脂磷壁酸（LTA）、牛血清白蛋白（BSA）、磷酸缓冲盐溶液（PBS）（10x）购于山东思科

捷生物技术有限公司。2-吗啉乙磺酸缓冲液（MES）购于福州飞净生物科技公司。免疫球蛋白G（IgG）购

于 abcam，苯胺购于上海阿拉丁生化科技股份有限公司。GM、GM抗体购于丹娜（天津）生物科技股份

有限公司。胎牛血清购于赛默飞世尔科技公司。

1. 2　仪器与设备　
光谱仪（Avaspec-ULS2048TEC）购于爱万提斯科技有限公司，马弗炉（SX2-4-10）购于上海善志仪

器设备有限公司，LED光源（LZ1-00W00）购于Thorlabs。
1. 3　实验方法　
1. 3. 1　传感器搭建及检测原理　白光 LED 光源可发射波长 480 nm 至 730 nm 的光，通过宽带偏振片

（Edmund Optics，#89-602）进行线性偏振后，光线经过双折射晶体并产生 p偏振光与 s偏振光之间的光

程差［14］ 。接着，使用直角 BK7 棱镜对入射光进行

全反射，光线随后射入反应仓中，在局部区域激

发表面等离子体共振效应（LSPR）。经过全反射并

通过偏振片，光线再次进行线性偏振。最后，使

用分辨率为 0. 06 nm的光谱仪捕捉光谱信号，进行

实时相位信息的获取，光谱范围为 500 nm 至 750 
nm。采用加窗傅里叶变换方法从干涉频谱中提取

与抗原浓度相关的相位变化信息。传感器的结构

示意图如图 1所示。

当光线入射到由贵金属（如金、银、铂等）构成的纳米颗粒时，如果入射光子的频率与金属纳米颗

粒或金属的传导电子整体振动频率相匹配，将产生强烈的吸收效应，导致局部表面等离子体共振现

象［15］ 。由于在共振时，局部增强的电磁场局限于纳米结构附近，规则的金属纳米结构阵列对局部折射

率（RI）变化表现出高度敏感性。局部RI的变化会引起LSPR共振频率和相位的变化［16］ ，从而提供分子

生物物理特性（如RI、分子量等）的局部变化信号。通过这种无标记的方式，LSPR传感系统能够高灵敏

度地检测局部变化［17］。

1. 3. 2　AuNIs 的表面功能化　在干净的BK7玻璃片上溅射 5 nm的金，得到AuNIs芯片，然后在马弗

炉中对芯片进行退火处理，用1 h将芯片加热到570 ℃。然后，在570 ℃下保持 3 h，随后冷却至室温。

将 AuNIs芯片放入无水乙醇中超声 1 min，然后用无水乙醇冲洗 5 min（流速 20 μL/min）。在 AuNIs

图1　传感器结构示意
Fig. 1　Principle of detection
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芯片上注入不同浓度（5~25 mmol/L）的MUA溶液 30 min，然后用无水乙醇冲洗 10 min。接着，注入不同

比例的EDC/NHS混合物（EDC为 0~0. 4 mol/L，NHS为 0~0. 15 mol/L）30 min，然后用PBS缓冲液冲洗 10 
min。注入GM抗体（4 μg/mL）50 min，用 PBS缓冲液冲洗 10 min，最后注入 0. 1 mol/L 的EA溶液 3 min，
用PBS缓冲液冲洗10 min，即完成制备。修饰流程如图2所示。

1. 3. 3　传感性能表征　每隔 700 s，向反应室连续注入不同浓度的乙醇溶液，以改变AuNIs芯片上的

环境介质。具体来说，向反应池连续注入 2%、4%、6%、8%、10%、12%、14%、16%、18%和 20%的乙

醇溶液。收集这一连续过程的光谱数据，并使用 MATLAB 软件中的加窗傅里叶变换方法从光谱中提取

相位变化。然后利用提取的数据绘制时间相位变化图。

1. 3. 4　特异性分析　将表面功能化的AuNIs芯片与GM抗体连接，然后用EA阻断并以PBS冲洗20 min
建立基线。接着，分别注入 IgG、BSA、苯胺、LTA、酵母菌和枯草芽孢杆菌 25 min。最后，清洗反应

室35 min。计算并绘制这些溶液的相位响应。

1. 3. 5　灵敏度分析　将表面功能化的AuNIs芯片与GM抗体连接，然后用EA阻断并以生理盐与EDTA
的混合溶液（3∶1，体积比，下同）冲洗 20 min 建立基线。接着，分别注入不同质量浓度的 GM 溶液

（50、500、1 000、5 000、10 000 pg/mL）25 min。最后，用生理盐与 EDTA 的混合溶液冲洗反应室 35 
min。计算并绘制这一过程的相位响应。

1. 3. 6　标准曲线的建立　根据GM质量浓度（x，ng/mL）及其相位响应（y，rad），利用GraphPad Prism 8
软件对曲线进行拟合并建立标准曲线。该传感器检测GM的检出限（LOD）和定量下限（LOQ）根据国际纯

粹与应用化学联合会的规定计算，即 LOD=Sb+3σ，LOQ=Sb+10σ，其中 Sb为空白信号测量值的平均值，

σ为空白信号测量值的标准偏差。

1. 3. 7　重复性分析　用PBS缓冲液将GM分别稀释至 100、1 000、1 500 pg/mL，采用本方法重复测定

8次，将测定的相位响应值带入标准曲线计算GM含量和相对标准偏差（RSD），RSD=标准偏差/平均值×
100%。

1. 3. 8　加标回收率测定　在胎牛血清中加入不同浓度的GM标准品溶液，配制成100、500、1 000 pg/mL
的待测液。将表面功能化的AuNIs芯片与GM抗体连接，然后用EA阻断并注入胎牛血清 20 min建立基

线。接着分别注入上述 3种待测液 25 min。最后用胎牛血清冲洗 35 min，计算 3种待测液的相位响应。

将相位响应值带入标准曲线计算回收率和RSD值，回收率=检测值/理论值×100%。

1. 3. 9　实际样本检测　按照肺部感染性疾病支气管肺泡灌洗病原体检测中国专家共识［18］2017版中的

灌洗操作对 10 位肺部感染的患者进行灌洗操作。收集肺泡灌洗液，取 300 μL 灌洗液加入 100 μL 的

EDTA，离心（10 000 g，10 min），取上清液，采用“1. 3. 4”方法（EA阻断表面功能化后的芯片，PBS
建立基线）对样本进行检测。

图2　表面功能化流程图
Fig. 2　Surface functionalization flowchart
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2 结果与讨论 
2. 1　生物传感器性能表征　

为了研究连续时间下，该传感器对梯度浓度乙醇溶液的相位响应，每隔 700 s向传感器连续注入不

同体积分数（2%、4%、6%、8%、10%、12%、14%、16%、18%和 20%）的乙醇溶液。这一连续传感过程

的光谱变化如图 3所示。与波长调制相比，差分相位响应被限制在一个狭窄的区域内（图 3A），因此有

望获得较高的灵敏度。初始基线由持续 700 s注入 2%的乙醇溶液获得，随后注入不同RI的其他乙醇溶

液，以改变AuNIs芯片上的环境介电介质。结果显示，相位响应随折射率升高而增强，当乙醇溶液从

2%（RI=1. 334 2 RIU）增至 20%（RI=1. 346 9 RIU），即 RI 范围为 1. 27×10-2 RIU 时，相位响应逐步增强。

可以注意到，从 18%到 20%乙醇溶液的相位响应低于低浓度条件下的相位响应（图 3B），表明等离子传

感位置已逐渐向长波长转移。动态RI实验结束后，再次注入初始的2%乙醇溶液，以检查AuNIs芯片的

可重复使用性。发现最终的相位响应值回到原来的基线，表明本研究中使用的AuNIs芯片具有良好的

可逆性。

2. 2　传感器表面功能化的优化　
实验选择 5、10、20、25 mmol/L 4种浓度的MUA溶液，分别与AuNIs进行反应，计算其相位变化。

结果显示，MUA溶液为 20、25 mmol/L 时与AuNIs 的结合能力相近，表明MUA在 20 mmol/L时与AuNIs
的反应达到饱和，因此选择20 mmol/L MUA 溶液进行后续实验。

为了评估 EDC 和 NHS 的最佳浓度，考察了 MUA 改性后不同浓度的 EDC（0~0. 4 mol/L）与 NHS（0~
0. 15 mol/L）的组合对传感器相位响应的影响。结果表明，0. 4 mol/L EDC 和 0. 15 mol/L NHS混合物的反

应效果最佳。

为了选择最适合改性的酸/碱环境，考察了 3 种不同 pH 值缓冲液（pH 值分别为 3. 5、4. 7、5. 7 和 
7. 4）中EDC/NHS（0. 4 mol/L/0. 15 mol/L）的共价偶联反应。发现共价偶联反应在 pH值为 4. 7和 3. 5时最

为剧烈，pH 7. 4时反应最弱。由于 pH值为 4. 7和 3. 5时的共价偶联反应强度几乎相当，因此，本文选

择在pH 4. 7的MES缓冲液中进行改性反应。

2. 3　生物传感器的特异性测试　
以苯胺、免疫球蛋白 G（IgG）、牛血清白蛋白（BSA）、脂磷壁酸（LTA）、酵母菌和枯草芽孢杆菌

为干扰物，考察了传感器对 GM 的感应特异性。苯胺中的氨基成分可能会与 NHS 的官能化琥珀酰亚

胺酯发生反应，而 IgG 和白蛋白是血清中的主要成分，LTA 则是革兰氏阳性细菌细胞壁的一种特殊

成分。通过将 6 种不同性质的物质（苯胺 1 μg/mL、IgG 1 μg/mL、BSA 10 μg/mL、LTA 1 μmol/L、酵母

菌 1 μg/mL、枯草芽孢杆菌 50 cfu/mL）以 1 mL 的体积注入反应仓，发现 LSPR 的相位响应值分别为

（0. 013±0. 001） rad、（0. 028±0. 001） rad、（0. 036±0. 005） rad、（0. 037±0. 007） rad、（0. 035±0. 006） rad
和（0. 018±0. 002） rad（图 4）。表明AuNIs-GM生物传感器对GM具有极好的特异性，可用于GM的检测

研究。

图3　4%乙醇溶液和6%乙醇溶液的光谱对比图（A）及梯度乙醇溶液的相位响应（B）
Fig. 3　Spectral comparison in 4% EtOH solutions and 6% EtOH solutions（A） and the phase response of gradient 

concentration EtOH solutions（B）
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2. 4　GM的检测　
以不含 GM 的生理盐水与 EDTA 的混合溶液作为评

估系统稳定性和 LOD 的参照物。AuNIs-GM 传感器对

50~10 000 pg/mL 不同质量浓度的半乳甘露聚糖溶液的

检测结果显示，当 AuNIs-GM 传感器捕获不同浓度的

GM 样品时，会产生连续的响应。该传感器对对照品的

LSPR 相位响应为 0. 01 876 rad，标准偏差为 0. 003 42 
rad，其对 50~10 000 pg/mL GM 的 LSPR 相位响应分别为

（0. 041±0. 003 42） rad、（0. 124 2±0. 007） rad、（0. 316±
0. 006） rad、（0. 459±0. 011） rad 和（0. 549±0. 015） rad。
对相位响应（y）和 GM 的质量浓度（x，ng/mL）进行非

线性曲线拟合，得到回归方程为 y=0. 083 1lnx-0. 239 1
（r2=0. 959 2），检测范围为 0. 05~10 000 ng/mL。计算得到，GM 的 LOD 为 49. 29 pg/mL，LOQ 为 303. 25 
pg/mL。
2. 5　方法重复性　

本方法的重复性分析结果如表 1 所示。对于不同质量浓度的 GM 标准溶液，其重复性（RSD）为

3. 1%~4. 3%，说明本方法重复性良好。

2. 6　加标回收实验　
为了验证该生物传感器的准确性和可靠性，采用胎牛血清进行加标回收实验。结果如表 2所示，

GM 在血清中的加标回收率为 91. 6%~105%，RSD 为 0. 55%~5. 8%，说明本方法具有较高的准确性，可

用于临床样品检测。

2. 7　临床样本检测　
为了验证所构建的方法用于实际样品GM检测的可行性和准确性。检测10份（7份为曲霉菌病）患者

的肺泡灌洗液，结果显示阳性患者的肺泡灌洗液样本均具有较强的相位响应（图5），基于阴性患者的相

位响应值，计算得到实际样本的检测截断值为 74. 14 pg/mL（截断值=阴性样本平均值+3倍标准偏差）。

因此可将 10例病例分为两个区域，阳性病例区域为>74. 14 pg/mL，阴性病例区域为<74. 14 pg/mL。医

务人员可根据传感器测得的相位响应来判断病人是否感染曲霉菌。

将本方法与已报道的检测GM的方法进行对比（表 3）发现，均相光激化学发光免疫分析技术的检出

限（0. 032 ng/mL）与本研究在同一数量级，但均相光激化学发光免疫分析受体珠的功能化过程需要较长

时间（在 37 ℃下孵育 24 h），不满足即时检测的需求；其次，该技术通过光敏剂和化学发光试剂放大信

号，可能会引入干扰或误差。相比之下，本研究所使用的LSPR技术可以直接对样品进行检测，避免了

外源试剂可能带来的干扰。此外，均相光激化学发光免疫分析技术的检测范围较窄，仅为 0. 05~100 

表1　重复性实验结果（n=8）
Table 1　Repeatability experiment results（n=8）

GM concentration/（pg·mL-1）
100

1 000
1 500

Measured value/（pg·mL-1）
118. 2
118. 2

1 237. 5
1 115. 4
1 586. 8
1 428. 0

112. 3
123. 1

1 202. 8
1 205. 2
1 446. 1
1 402. 0

124. 0
110. 9

1 227. 7
1 209. 0
1 502. 1
1 453. 9

113. 5
116. 0

1 271. 1
1 116. 1
1 406. 7
1 468. 5

Average value/（pg·mL-1）
117. 0±7. 0

1 198. 1±82. 7
1 456. 8±90. 1

RSD/%
3. 9
4. 3
3. 1

表2　血清中GM的加标回收率（n=3）
Table 2　Spiked recoveries of GM in serum（n=3）

GM concentration/（pg·mL-1）
100
500

1 000

Measured value/（pg·mL-1）
84. 8

519. 9
1 001. 9

92. 4
524. 8

1 001. 3
97. 7

526. 7
1 091. 7

Recovery/%
91. 6
105
103

RSD/%
5. 8

0. 55
4. 1

图4　不同物质的相位响应（n=3）
Fig. 4　Phase response of different compounds（n=3）
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ng/mL，而本研究搭建的 LSPR传感器的检测范围更广，能够覆盖 0. 05~10 000 ng/mL范围。Raval等［22］ 

使用点印迹免疫分析法对GM进行检测，其 LOD达 0. 001 ng/mL，灵敏度高于本方法，但样本为血液，

而非肺泡灌洗液。诸多研究表明，支气管肺泡灌洗液（BALF）中的GM检测对 IPA诊断具有较高的敏感

性和特异性，血液样本限制了免疫印迹分析法的使用范围。且该文献未进行加标回收实验，缺乏准确

性和可靠性验证。因此，LSPR技术在即时检测、简化操作以及扩展检测范围方面具有明显优势。

3 结 论 
本文开发了一种基于LSPR的生物传感器，用于快速、特异、高灵敏度地检测GM。该传感器能够

在现场进行检测，操作简单，检出限为 49. 29 pg/mL，且在 50~10 000 pg/mL范围内具有显著的非线性

相关性（相关系数为 0. 959 2）。相比传统培养方法（3~7天），该传感器仅需 30 min即可得出结果，显著

缩短了检测时间，适用于临床中曲霉菌病的快速筛查。总体而言，该生物传感器具备较高的灵敏度和

特异性，为曲霉菌病监测提供了有效解决方案。
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