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摘 　 要 　 蛋白质的快速高效检测和鉴定在医学诊断、不同疾病的治疗和蛋白质组学中具有巨大的前景。
目前的检测手段大多存在一些问题,如操作繁琐、效率低等,因此开发一个理想的蛋白质检测方法尤为重要。
以纳米银( AgNPs)为传感元件的阵列传感器在蛋白质检测方面具有操作便捷、准确率高、可视化等优点。 本

文合成两种不同颜色和形状的 AgNPs:黄色球形和蓝色三角形,以此构建一个简单的比色阵列传感器,用于蛋

白质的区分检测。 该传感器可以准确地识别和区分不同种类的蛋白质,准确率为 100% 。 在成功识别出不同

类型的蛋白质的基础上,进一步评估了该阵列传感器应用于区分正常和变性蛋白质的能力,准确率为

96. 0% 。 此外,该阵列传感器对于未知样本的识别也具有高的准确率。
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Abstract　 Efficient
 

and
 

rapid
 

detection
 

and
 

characterization
 

of
 

proteins
 

can
 

aid
 

in
 

medical
 

diagnosis,
 

treatment
 

of
 

different
 

diseases,
 

and
 

proteomics.
 

However,
 

the
 

current
 

assays
 

often
 

have
 

issues
 

such
 

as
 

low
 

efficiency
 

and
 

complicated
 

operation.
 

Therefore,
 

the
 

need
 

for
 

an
 

ideal
 

protein
 

detection
 

method
 

is
 

vital.
  

Sensor
 

array
 

that
 

use
 

silver
 

nanoparticles
 

( AgNPs)
 

as
 

the
 

sensing
 

element
 

have
 

become
 

popular
 

due
 

to
 

their
 

easy
 

operation,
 

high
 

accuracy,
 

and
 

visualization
 

in
 

protein
 

detection.
 

In
 

this
 

paper,
 

two
 

AgNPs
 

with
 

different
 

colors
 

and
 

shapes:
 

yellow
 

spheres
 

and
 

blue
 

triangles,
 

were
 

synthesized
 

to
 

construct
 

a
 

simple
 

colorimetric
 

sensor
 

array
 

for
 

protein
 

discrimination
 

detection.
 

This
 

sensor
 

was
 

successfully
 

used
 

to
 

accurately
 

identify
 

and
 

distinguish
 

various
 

types
 

of
 

proteins
 

with
 

an
 

accuracy
 

rate
 

of
 

100% .
 

Additionally,
 

the
 

sensor
 

array
 

was
 

evaluated
 

for
 

its
 

ability
 

to
 

differentiate
 

between
 

normal
 

and
 

denatured
 

proteins,
 

achieving
 

an
 

accuracy
 

rate
 

of
 

96. 0% .
 

Furthermore,
 

the
 

sensor
 

array
 

can
 

also
 

accurately
 

recognize
 

and
 

detect
 

unknown
 

samples.
Keywords　 Silver
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　 　 蛋白质是生物体内具有重要生理功能的大分

子,是构成细胞的基本有机物,生物体内各种化学

反应都离不开蛋白质的参与 [ 1] 。 蛋白质的状态

稳定是维持细胞正常生理功能和保护生物体健康

的关键 [ 2] 。 蛋白质稳态是指细胞利用一系列质

量控制机制来维持自身蛋白质组的稳定性和功能

性,通过协调蛋白质翻译、折叠、运输和降解深度

整合的细胞网络来达到平衡状态。 当蛋白质由于

某种病因而发生分子水平的异常变化时,可引起

蛋白质错误折叠以及多肽链降解或者聚集,导致

组织细胞损伤进而发生疾病 [ 3] 。
在疾病发生的过程中,与疾病相关的遗传信

息的变化往往会导致蛋白质的构象的变化。 生物

系统中的蛋白质变化可以为疾病的诊断提供新的

思路 [ 4] 。 检测与疾病有关的生物大分子的传统

方法,如酶联免疫吸附试验 ( ELISA) 、免疫印迹
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( Western
 

Blot)等,通常依赖于特定的相互作用,
如酶或抗体-抗原,从而限制了分析物的范围。 质

谱法是蛋白质鉴定的有力工具,但是该技术依赖

于复杂、昂贵的仪器,操作难度大。 因此,开发一

种高通量、操作便捷的蛋白质鉴定方法在医学诊

断和蛋白质组学领域中具有重要意义。 临床上往

往通过一些特定的蛋白质或者蛋白质结构的变化

用于疾病的诊断。 比如阿尔茨海默症患者体内的

淀粉样蛋白常常发生不同程度的聚集 [ 5,6] 。 但

是,由于蛋白质结构的多样性和复杂性,传统的检

测方法存在着一定的缺陷。
阵列传感技术提供了一个可以参考的方法,

其已经应用于各种重要蛋白质的检测和疾病的诊

断。 阵列传感器不是对单一生物大分子的专一性

识别,而是对多种生物大分子的广泛识别,这对疾

病的诊断和发病机制的研究提供了重要的参

考 [ 7] 。 蛋白质阵列比基因表达更可靠,因为它可

以用于许多疾病的早期临床检测、发生和发展预

测。 然而,蛋白质阵列的开发仍然存在一些重大

的技术挑战 [ 8,9] 。 随着技术的发展,基于阵列技

术的光学传感器脱颖而出。 光学阵列传感器为各

种分析物的高通量检测和识别提供了强大的工

具,其主要包括比色阵列传感器和荧光阵列传感

器。 近年来,比色阵列传感器由于其简单、低成

本、快速和可视化等优点,在蛋白质传感方面备受

关注 [ 10] 。 有文献报道了一种近红外 ( NIR) 比率

型纳米粒子阵列传感器用于蛋白质分析,实现 11
种常见蛋白质的定性和定量区分 [ 11] 。 Rotello 课

题组长期致力于利用金纳米粒子( AuNPs)创建多

个差分阵列传感器用于检测各种生物样品 [ 12] 。
纳米颗粒由于其特殊的物理化学性质,在光

学、化学、 生物以及医学领域发挥着重要的作

用 [ 13 ~ 15] 。 等离子体纳米颗粒(一般包括 AuNPs 和

银纳米粒子(AgNPs))由于具有强的局域表面等离

子体共振
 

(LSPR)
 

效应,是用于视觉分析的最有前

途的比色探针。 基于纳米颗粒的比色传感器阵列

已被广泛用于检测和区分各种分析物,包括蛋白

质、金属离子和细菌。 AgNPs 作为一种流行的比色

探针,由于其较高的消光系数和较低的成本以及独

特的小尺寸效应和表面效应,比 AuNPs 更受欢迎,
这使其成为比色传感器阵列中有前途的视觉读出

探针。 蛋白质和 AgNPs 之间的非特异性相互作用

导致颜色和紫外吸光度发生变化,表明可以对蛋白

质实现高灵敏度的比色检测。

Ihsan 等 [ 16] 利用合成的 AgNPs 实现了对 Zn2+

的选择性检测;Noghabi 等 [ 17] 通过一种简单而绿

色的 方 法 用 壳 聚 糖 处 理 银 离 子 成 功 制 备 了

AgNPs,其可对 H2 O2 进行检测;Nguyen 等 [ 18] 利用

AgNPs 和石墨烯量 子 点 组 成 的 纳 米 复 合 材 料

( AgNPs / GQDs)检测人体尿液中的葡萄糖浓度;
Hajizadeh 等 [ 19] 利用 AgNPs 测定水样中的氰化物

浓度;Han 等 [ 20] 利用无标记的 AgNPs 作为颜色指

示剂、Ca2+ 作为交联剂,实现了对半胱氨酸的定量

测定;Jabeen 等 [ 21] 利用 2,4-二硝基苯肼二硫代氨

基甲酸酯改性 AgNPs,将其用于奥美拉唑的比色

检测;Ivrigh 等 [ 22] 利用未修饰的 AgNPs 测定小麦

粉和水 稻 水 样 中 的 杀 菌 剂 丙 硫 菌 唑。 可 见,
AgNPs 因其独特的光学性能和较低的成本,在生

物大分子、生物小分子、重金属离子、药物分子等

物质的检测方面发挥巨大作用。 AgNPs 除了可以

与生物大分子进行广泛的非特异性识别外,还可

以通过改变所使用的稳定剂和对其表面进行化学

修饰来实现对特定物质的高灵敏度特异性识别。
但是,AgNPs 识别分析物的作用原理通常为其较

强的 LSPR
 

效应,与分析物的作用方式较为单一,
产生交叉响应的能力较弱;且 AgNPs 虽然在成本

上相对 AuNPs 较低,但其进行化学修饰后稳定性

会有所下降,易被氧化。
本实验用化学还原方法合成不同颜色、不同

性质的 AgNPs,并对其进行形貌表征和粒径分析,
最后将 AgNPs 作为比色探针,开发了一种简单的

传感器阵列,与 AgNPs 相互作用的蛋白质导致与

表面电荷或氢键有关的构象变化或表面特征变

化,从而可用于识别不同种类的蛋白质,准确率为

100%。 在成功识别出不同类型的蛋白质的基础

上,进一步评估该阵列传感器应用于区分正常和

变性蛋白质的能力。 该阵列传感器与 90℃ 处理

下的蛋白质进行吸光度测试,利用线性判别分析

处理数据,该阵列识别正常和变性蛋白质的准确

率为 96. 0%。

1　 实验部分

1. 1　 仪器与试剂
　 　 UV-2501

 

PC 紫外分光光度计 ( 日本岛津公

司) ;德国 Zeiss 扫描电子显微镜 ( SEM ) ; BioTek
 

Cytation5 多功能酶标仪 ( 美国伯腾仪器有限公

司) ;E-201-9
 

pH 复合电极(美国奥豪斯公司) ;超
纯水机(西安优普仪器设备有限公司) ;H1850 高
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速台式离心机(广州沪瑞明仪器有限公司) 。
二水合柠檬酸三钠( Na3 C6 H5 O7 ·2H2 O,GR,

国药集团化学试剂有限公司);硝酸银 ( AgNO3 ,
AR)、三(羟甲基)氨基甲烷(Tris,AR)、乙二胺四乙

酸二钠(EDTA-2Na,AR)、硼氢化钠( NaBH4 ,AR),
阿法埃莎化学有限公司;聚乙烯吡咯烷酮( PVP,
AR,天津 科 密 欧 化 学 试 剂 有 限 公 司); 氯 化 钠

(AR)、过氧化氢( H2 O2 ,30%)、盐酸( HCl,36. 5%)
及血红蛋白、β-乳球蛋白、细胞色素 C,溶菌酶、胰
蛋白酶、胃蛋白酶、木瓜蛋白酶均购自阿拉丁试剂

有限公司。 实验用水为超纯水(18. 25MΩ·cm)。
1. 2　 实验步骤 /方法
1. 2. 1　 两种纳米材料的合成和表征

　 　 ( 1) 利用化学还原法合成黄色球形纳米银

( sAgNPs ) , 具 体 操 作 为 [ 15,23] : 将 12. 5mL
 

2. 0mmol / L 的 AgNO3 溶液与 1. 0mL
 

4. 0mmol / L
的 Na3 C6 H5 O7·2H2 O 溶液在烧杯中混合,快速磁

力搅拌 5min,加入 25mL
 

0. 02g / mL 的 PVP 溶液,
搅拌 10min,然后加入 1. 0mL

 

10mmol / L 的 NaBH4

溶液,避光搅拌 5min 后置于 40℃ 水浴中继续反

应 5min, 冷却离心, 得到较纯净的黄色 sAgNPs
溶液。

(2)蓝色三角形纳米银( tAgNPs)的合成。 将

25mL
 

0. 1mmol / L
 

AgNO3 溶液、 1. 5mL
 

30mmol / L
 

Na3 C6 H5 O7 ·2H2 O 溶液、1. 5mL
 

0. 7mmol / L
 

PVP
溶液,60μL

 

30%
 

H2 O2 依次加入到 50mL 烧杯中,
再加入 210μL

 

100mmol / L 的 NaBH4 溶液,避光,
27℃ 水浴加热搅拌反应 30min,冷却离心,得到较

纯净的蓝色 tAgNPs 溶液。
(3)

 

AgNPs 的表征。 使用紫外-可见分光光

度计 对 AgNPs
 

进 行 光 谱 分 析; 测 量 速 度 为

1200nm / min,测定波长范围为 200 ~ 900
 

nm;使用

扫描电子显微镜观察 AgNPs 的形貌结构以及测

量其粒径分布。
1. 2. 2　 比色阵列传感器的构建

　 　 将合成的 sAgNPs 溶液稀释三倍 ( 浓度为

200μmol / L)备用,tAgNPs 使用合成的原液( 浓度

为 89μmol / L) ,将这两种不同颜色、不同形状的

AgNPs 作 为 比 色 探 针 制 备 传 感 器 阵 列。 以

sAgNPs 材料作为比色探针的传感器的构建方法:
向 96 孔板中加入 100μL

 

200μmol / L 的黄色球形

纳米银溶液,用于后期蛋白质的检测。 向 96 孔板

中加入 100μL 浓度为 200μmol / L 的 sAgNPs 溶液

和 100μL 待测蛋白质溶液的溶剂 ( 分别为水和

Tris-HCl 缓冲溶液) ,重复 6 次,作为空白。 向 96
孔板中加入 200μL 水、200μL

 

Tris-HCl 缓冲溶液,
作为背景。 以 tAgNPs 作为比色探针的传感器的

构建方法同上。
1. 2. 3　 蛋白质溶液的配制

　 　 称取一定质量的 β-Lac、 Cyt、 Pep、 Pap、 Lys、
Hb、Try 蛋 白 质, 加 入 10. 0mL 水, 配 制 浓 度 为

10. 0μmol / L 蛋白质-水溶液。 取 1. 0mL 稀释至

5. 0mL,浓度为 2. 0μmol / L。 称取一定质量的蛋

白 质, 加 入 10. 0mL
 

Tris-HCl 缓 冲 溶 液 ( pH
 

7. 40) ,配制浓度为 10. 0μmol / L 蛋白质-Tris-HCl 溶

液。 取 1. 0mL 稀释至 5. 0mL,浓度为 2. 0μmol / L。
表 1 为 7 种蛋白质的基本信息。

表 1　 7 种蛋白质基本信息

Tab. 1　 Basic
 

information
 

of
 

7
 

proteins
名称 缩写 等电点 Mw [ ×103 ] / ( g / mol)

β-乳球蛋白 β-Lac 5. 1 ~ 5. 3 18. 0
细胞色素 C Cyt 9. 8 ~ 10. 1 12. 3
胃蛋白酶 Pep 1. 0 35. 0

木瓜蛋白酶 Pap 8. 8 23. 0
溶菌酶 Lys 11. 0 ~ 11. 2 14. 3

血红蛋白 Hb 7. 0 64. 5
胰蛋白酶 Try 10. 5 23. 8

1. 2. 4　 正常蛋白质的检测

　 　 取 100μL
 

sAgNPs 和 tAgNPs 溶液加入到 96
孔板中,再加入 100μL

 

7 种不同种类的正常蛋白

质,每个样本重复 6 次,孵育 5min 后用酶标仪检

测添加蛋白质前后传感元件的紫外吸光度变化。
1. 2. 5　 变性蛋白的制备

　 　 将蛋白质-水溶液和蛋白质-Tris-HCl 溶液各

5. 0mL 在 90℃ 下加热 10min,然后立即置于冰水

中 10min,这样的加热和冷却循环重复进行 3 次,
以产生部分变性的蛋白质样品,用于传感器实验。
1. 2. 6　 正常蛋白质和变性蛋白质的检测

　 　 取 100μL
 

sAgNPs 和 tAgNPs 溶液加入到 96
孔板中,再加入不同种类的正常蛋白质和变性蛋

白质 100μL,每个样本重复 6 次,孵育 5min 后用

酶标仪检测添加蛋白质前后传感元件的紫外吸光

度变化。

2　 结果与讨论

2. 1　 不同颜色、形状纳米银的合成和表征
　 　 图 1( A) 是 sAgNPs 溶液的紫外可见吸收光

谱图,图中 400nm 处为 sAgNPs 的特征吸收峰,与
文献报道的结果相一致 [ 16] 。 另外,还利用 SEM
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对 AgNPs 进行了形貌表征,由图 1( B) 可见所合

成的 AgNPs 的形状为球形。 图 2 ( A) 是 tAgNPs
溶液的紫外可见吸收光谱图, 其在 330、 470 和

699
 

nm 处有三个吸收峰,属于 tAgNPs 的特征吸

收峰。 利用 SEM 对其进行形貌表征,可知其形状

为三角形(图 2( B) ) 。

图 1　 (A)
 

sAgNPs 的紫外吸收光谱图,插入图为 sAgNPs 溶液照片,(B)
 

sAgNPs 的 SEM 图像

Fig. 1　 (A)UV
 

absorption
 

spectra
 

of
 

spherical
 

AgNPs,
 

inset
 

is
 

spherical
 

AgNPs
 

solution;
 

(B)
 

SEM
 

image
 

of
 

spherical
 

AgNPs

图 2　 (A)
 

tAgNPs 的紫外吸收光谱图,插入图为 tAgNPs 溶液的照片;(B)
 

tAgNPs 的 SEM
 

图像

Fig. 2　 (A)UV
 

absorption
 

spectra
 

of
 

triangular
 

AgNPs,
 

inset
 

is
 

triangular
 

AgNPs
 

solution;
 

(B)SEM
 

image
 

of
 

triangular
 

AgNPs

2. 2　 阵列传感器用于蛋白质的检测
　 　 为了研究构建的比色阵列传感器是否能够用

于生物大分子的检测以实现对疾病的诊断。 选择

了 7 种具有不同等电点(从 1. 0 到 11. 2) 、分子量

(从 12. 3kDa 到 64. 5kDa)的常见蛋白质用于区分

检测。 加入蛋白质后,每个传感元件产生了不同

的颜色变化 ( 图 3) 和吸光度响应 ( 图 4) 。 Tris-
HCl 缓冲溶液会使 sAgNPs 材料的特征吸收峰发

生红移,原因可能是其使 sAgNPs 发生团聚,导致

其粒径增大。 Tris-HCl 缓冲溶液使 tAgNPs 材料

699nm 处的面内偶极共振吸收峰消失,原因可能

是 Tris-HCl 缓冲溶液使 tAgNPs 发生团聚,不再具

有明显的三角形特征。 由于 Tris-HCl 缓冲溶液条

件下的 AgNPs 的性质发生改变,因此对蛋白质的

响应模式也会发生一定程度的改变。 由此本实验

共设 计 7 个 传 感 元 件, 分 别 是 sAgNPs-H2 O-
400nm、 sAgNPs-Tris-440nm、 tAgNPs-H2 O-330nm、
tAgNPs-H2 O-470nm、 tAgNPs-H2 O-680nm、 tAgNPs-

Tris-350nm、tAgNPs-Tris-450nm。 每个传感元件对

7 种蛋白质都表现出不同的紫外吸光度变化。 这

可能是由于蛋白质的分子量、结构和等电点不同

造成的,说明不同的蛋白质与阵列传感器的相互

作用能力不同,其吸光度的改变可能由于电荷 / 溶
剂环境的改变造成。

图 3　 阵列传感器用于蛋白质检测的颜色变化图

Fig. 3　 Color
 

change
 

graph
 

of
 

sensor
 

array
 

for
 

protein
 

detection

为了实现模型的可视化并将其用于未知样本

的检测,线性判别分析( LDA) 被用于评估区分所

有蛋白质类型。 LDA 是一种有监督的模式识别

技术,能够最大限度地提高类间方差与类内方差
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的比值。 利用 LDA 算法将训练矩阵( 7 个传感器

元件× 7 个蛋白质 × 6 个重复) 转换为典型分数。
在 LDA 图( 图 5) 中,每个因子( Score) 代表对整

体分类的贡献程度。 第一个判别因子( Score
 

1)
在类别 中 提 供 了 比 较 好 的 区 分, 占 总 方 差 的

33. 7%,而 Score
 

2 具有第二高的方差贡献率。 7
种蛋白质被归类成为 7 个不同的组。 所有蛋白质

都被清晰地分类,没有任何错误分类,区分准确率

为 100%。 42 个已知样本通过具有交叉验证的折

刀分类矩阵显示 100% 的准确度,并且传感器系

统成功地区分了 7 种蛋白质。 为了验证阵列传感

器的区分未知样本能力,随机选择的 28 种未知蛋

白质进行了测试,准确率为 96. 4%,此结果验证

了阵列传感器具有区分不同的蛋白质的能力。 该

阵列传感器在蛋白质检测方面具有巨大的潜力和

优异的性能。

图 4　 阵列传感器用于蛋白质检测的吸光度响应模式图

Fig. 4　 Absorbance
 

response
 

pattern
 

diagram
 

of
 

sensor
 

array
 

for
 

protein
 

detection

图 5　 阵列传感器用于蛋白质检测的 LDA 图

Fig. 5　 LDA
 

diagram
 

of
 

sensor
 

array
 

for
 

protein
 

detection

2. 3　 阵列传感器用于正常 /变性蛋白质的

检测
　 　 在成功识别出 7 种蛋白质后,进一步评估该

阵列传感器应用于区分正常和变性蛋白质的能

力。 热量可以诱发蛋白质的构象转变,在 50℃ 和

100℃ 之间蛋白质的构象被急剧破坏。 在本实验

中,阵列传感器用于识别未处理的(室温) 和热处

理(90℃ )的蛋白质。 选择正常和热处理 β-Lac、
Cyt、Pep、Pap、Lys、Hb、Try 等 7 种蛋白作为待测

样本。 每个传感元件对不同的蛋白质和不同处理

后的蛋白质均有不同程度的响应(见图 6) 。 相同

的蛋白质的构象在不同的温度下会发生不同程度

的变化,从而导致其独特的响应模式。 通过具有

交叉验证的折刀分类矩阵显示 96. 0%的准确度。
未知样本的识别准确率为 98. 2%。 因此,该传感

器阵列可以识别正常蛋白质和变性蛋白质,构建

的阵列传感器具有出色的辨别能力。

图 6　 阵列传感器对正常 /变性蛋白的检测 LDA 图

Fig. 6　 LDA
 

diagram
 

for
 

detection
 

of
 

normal / denatured
 

proteins
 

by
 

sensor
 

array
 

3　 结语

　 　 本文将合成的不同形状、不同性质的 AgNPs
作为传感元件,构建了一个用于蛋白质识别的简

单传感器阵列。 通过检测两种溶剂条件下两种不

同形状的 AgNPs 与蛋白质发生相互作用后在特

征吸收峰处的吸光度变化,每种蛋白质都有自己

的比色反应模式,可以与其他蛋白质区分开来,从
而实现对不同种类蛋白质的区分检测。 进一步研

究表明,该阵列传感器能够较准确地识别出正常

蛋白质和变性蛋白质。 该阵列传感器为蛋白质的

快速检测提供了一个新的工具,可为阵列传感器

应用于疾病的检测提供参考。
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