


  微电极阻抗主要由点及周边的离子环境决定 o当电场加

在上面的时候可以测量到一个基线阻抗 ∀细胞的有无以及贴

壁程度的改变都会影响电极传感器表面电子和离子的通过 ∀

没有细胞时 o检测孔底部排列的微电极阵列的阻抗分布近似

均匀 ~加入细胞后 o细胞会和电极表面接触黏附 o影响电极和

溶液间的离子环境 o导致阻抗的升高 o细胞越多阻抗增加越

多 ∀此外 o细胞与电极的相互作用也会影响电阻 ∀细胞在上

述表面上的贴壁或生长可引起各个电极阵列的电极结构的阻

抗变化 ∀细胞的贴壁程度紧密与否也会使电阻抗发生变化 ∀

因此 o黏附在电极表面的细胞越多 o细胞指数越大 ∀同样的 o

细胞与电极表面黏附越紧密伸展 o电阻抗增加越大 ∀测量电

极间阻抗可提供关于电极上细胞生物状态的重要信息 ∀当细

胞生物状态发生变化时 o系统可以实时并自动获取其模拟电

信号 o并可以转换成数字信号以进行进一步的分析 ∀电阻抗

即反映为细胞指数的值 o在多种实验中用于指示细胞生长 !伸

展 !形态变化 !死亡和贴壁程度等一系列生理状态 ∀

本系统的主要优点在于 }

#高信息量 }可连续检测生物反应的全过程 o提供大量

重要的动态反应信息 ∀

#无标记 }分析无需昂贵的标记或报告 ∀

#无创伤 }电子检测不会干扰细胞生长和分析 ∀

#高准确度和精确度 }定量衡量细胞生长 o提供高于 u

个数量级的动态范围 o孔对孔 ≤∂通常低于 xh ∀

#自动实时检测 }整个实验过程自动收集数据 o实时分

析 o大大改善仅仅在最终点分析的结果 ∀以下我们通过几个

典型案例来了解它在具体实践中的应用 }

案例一 }通过电阻的检测 k分析 l来定量探测本装置中的

纤连蛋白 ∀

图 2  案例一演示图  

  当样本加入到塑料孔中后 o电极结构单位被暴露于实验

液体样本中 ∀不同数量的纤连蛋白 kx ±ªo xss ³ª和 xs ³ªl

被加入到塑料孔中 o并在室温下孵育 u «∀这个孵育的步骤

导致装置的表面被覆盖上了一层纤连蛋白分子 ∀装置的表

面再用 vh奶粉在室温下封闭 t «∀再用 °�≥简单洗涤后 o鼠

抗纤连蛋白 ktΒuss稀释 l被加入到装置中 w
²
≤下孵育过夜 ∀

过夜的孵育导致装置表面的纤连蛋白与鼠抗纤连蛋白分子

相连 ∀清洗过后 o�°标记的羊抗鼠 �ª�被加入 o在室温下孵

育 t «o然后充分洗涤 ∀这个 t «的孵育的导致 �°标记的羊

抗鼠 �ª�与鼠抗纤连蛋白在装置表面相结合 ∀碱性磷酸脂

酶 �≤�°r��× k来自 ≥¬ª°¤o �≤�°} x2¥µ²°²2w2¦«̄²µ²2v2¬±§²¼̄

³«²¶³«¤·̈~ ��×}四锉氮蓝 l被加入到溶液中 o塑料孔中电极

结构间的电阻被电阻检测仪所检测 ∀ �°介导的反应 k�°的

底物 �≤�°r��×已被加入到沉淀中 l在电极结构单位表面产

生沉淀 ∀这种沉淀导致电极结构单位间电阻的增加 ∀随着

时间的推移更加多的沉淀在电极表面产生 o更加高的电阻被

检测到 ∀在图形中可看到加入底物 �≤�°r��× vs °¬±后有

明显的电阻的改变 ∀在图示中可以看到这个装置可以检测

到装置表面覆盖的少于 k少至 lxs ³ª的纤连蛋白 ∀

案例二 }检测和辨别 ⁄��核苷代入法 ∀

图 3  用 �≤∞�仪检测单个 ⁄��核苷突变

  在使用前 o装置的表面用 t� � ≤ 处̄理 tx °¬±o再用去离

子纯净水处理 ∀三个衣原体 ty≥核糖体的特异寡聚核苷酸

序列 k添加号为 ⁄{xzuul在实验中被合成 ∀它们是 ktl一个

ws碱基对长度 ox.末端巯基化改良的俘获寡聚核苷酸序列

kx. 2������×××���≤�×�≤≤���×�������≤�≤≤��≤×� 2

�≤×≤≤�lo kul一个 us个碱基对长度 ox.末端生物素标记的

野 生 型 目 的 寡 聚 核 苷 酸 序 列 k x . ¥¬²2

≤��×�≤××≤×××�≤≤×��×�l和 kvl一个 us碱基对长度 ox.

末端生物素标记 o单核苷酸替代的目的寡聚核苷酸序列和 k≤

到 �在 |号位上 l∀在这个实验中 o俘获寡聚核苷酸序列溶

解在去离子水中 o浓缩为 u� ∀ ×²±¼¤ � � µ̈±¨和 � ¬¦«¤̈ ¯ �

×¤µ̄²√
≈t 报道了一种更好的 ⁄��被覆效率 k在 t °²̄ # �

pt

��u °�w
比 �u �更好 l为了将寡聚核苷酸序列覆到传感器表

面 otss Λ�ou的俘获寡聚核苷酸被加入到每个传感器中 o室

温下孵育 u «o再用 °�≥进行清洗 ∀清洗后 o传感器表面用 sq

vh �≥�封闭 vs °¬±o再用 °�≥清洗 ∀为了与 ⁄��杂交 o在

杂交液 ktqs °²̄# �
pt

�¤≤¯和 ts °°²̄# �
pt

×µ¬¶¥∏©©̈µo ³�

zqw和 t °°²̄# �
pt

∞⁄×�l中加入 tss ōt±� 野生型或 t±�

突变型寡聚核苷酸序列 o而后加入俘获寡聚核苷酸覆盖的传

感器 ∀作为非特异性对照 o目的 ⁄��不被加入 ∀杂交在 wu
²

≤进行 vs °¬±o再用含 xs °°²̄ # �
pt

�¤≤ 的̄磷酸盐溶液清

洗 ∀为了检测 ⁄��杂交和辨别单核苷酸替代 otss 链̄霉亲

和素标记的碱性磷酸酶 k×µ¬¶缓冲液 tΒusss稀释 l被加入到

每个传感器中 o并在室温下孵育 vs °¬±o再用 ×µ¬¶缓冲液清

洗 ∀清洗后 otss 碱̄性磷酸酶底物混合物 o�≤�°r��×被加入

并且反应可以通过即时 k时实 l的电阻检测检测而被监测到 q

从外形上来看 o在俘获序列和野生型目的序列之间的 特殊

杂交 k杂合 l物可以在电极装置上被稳定的检测到 o在 ys °¬±

时 o感受器上杂合物的信号高于非特异性对照产生的信号

|uqy倍 ∀这里的信号是在 x ®� ½下每个孔中的电极结构之
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间电阻 ∀特别的 o由单核苷酸序列替代产生的突变序列与野

生型的序列相比仅产生了非常微弱的信号 ∀ ys °¬±时 o野生

型序列产生的信号是突变型产生的信号的 vs倍 ∀

案例三 }实时监测细胞的增殖 ∀

图 4  细胞生长曲线

  °�∞细胞以不同的密度 k{osss细胞 #孔 p t或 tosss个

细胞 #孔 p t
l接种到有涂层的电极上 ∀为了监测细胞的增

殖 o电阻与电抗在不同的时间间隔上被检测 ∀ / ·s0指示了接

种细胞后的即时检测 ∀电阻值的增加指示了随着培养时间

两个接种密度的细胞的增殖情况 ∀高接种密度的细胞要比

低接种密度的细胞快的多 ∀ ≥§}接种密度 ∀

  将癌细胞 �wys以不同密度 ku sss个细胞 # 孔 p t及

ts sss个细胞 #孔 p t
l接种 o系统可以实时自动监测细胞的

生长曲线 o见图 x∀从数据中可以计算出细胞指数倍增时间 o

表明了细胞倍增时间 o见图 y∀从系统获得的数据与 �×°含

量检测实验一致 ∀

案例四 }利用测试装置和 � ××检测定量检测细胞 ∀

图 7  检测板 ���v×v细胞定量

图 8  � ××检测 ���v×v细胞定量  

  连续稀释 ���v×v细胞 kts sss个细胞 o x sss个细胞 o

u xss个细胞 o t uxs个细胞和 yux个细胞 lo接种入纤维生

物素覆盖的测试装置或 |y2孔培养板中 ∀利用装置的检测 o

电阻在接种 ty «后被检测 ∀对于 � ××检测 o接种 ty «后细

胞被 � ××染色 o而后在 ∞��≥�板上 xws ±°处读数 ∀如图 z

和 {所示 o装置可以定量的检测细胞数目的改变 ∀两种方法

的结果是非常一致的 ∀

案例五 }系统可用于实时定量检测细胞的贴壁和增殖状

况 ∀

由于细胞固有的黏附性质 !细胞形态及细胞分裂速率不

同 o原代细胞和培养细胞株显示完全不同的黏附和生长动态

曲线 ∀不同来源 !代数的 ��∂ ∞≤细胞呈现完全不同的特征 ∀

案例六 }系统可动态监测化合物介导的细胞毒作用及起

作用时间 ∀

图 9  实时 �≤xs值

  将蛋白酶体抑制剂 � �tvu加至已接种于微电子检测板

中生长的 �wys肺癌细胞中 ∀经实时监测可得知化合物的细

胞毒作用可计算出实时的 �≤xs值 o见图 |∀

使用该方法系统亦可获得化合物的特征曲线 o见图 ts∀

由系统所得到的实时阻抗数据可用于产生依赖于化合物生

物学机制的特征曲线 ∀在此例中 o具有不同生物学机制的化

合物使 �xw|肺癌细胞产生不同的特征性曲线 ∀这些特征可

能用于预测未知活性的化合物的可能活性 ∀

图 10  化合物特征曲线
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  案例七 }实时监测细胞介导的细胞毒作用 ∀

将 �xw|肿瘤细胞接种于微电子检测板中生长约 wx «o

加入不同浓度的自然杀伤细胞 ��p |u∀系统可监测 ��p

|u细胞对 �xw|细胞的细胞毒性作用 o见图 tt∀

实时监测抗体依赖性细胞介导的细胞毒作用 k�⁄≤≤ l的

检测 ∀将表达特定受体的细胞接种于电子检测板的孔中 ∀在

图示时间点 o分别加入 °�� ≤和不同浓度的特异性抗体 ∀数

据可见在目的细胞中抗体所介导的 °�� ≤毒性作用 o见图 tu∀

  案例八 }实时监测细胞黏附及伸展过程 ∀

可用基质蛋白以及抗体包被电极传感器 ∀将 ���v×v细

胞接种于多聚 �赖氨酸或者纤连蛋白包被的电子检测板的

孔中 o可实时监测与细胞形态变化相应的细胞贴壁与伸展状

况 ∀

图 13  细胞贴壁与伸展状况

  基于以上这些优点 o使它的应用领域很广泛 ∀包括 }抗

肿瘤药物筛选和研制 o抗肿瘤转移药物筛选和研究 o抗肿瘤

药物疗效观察 o�2蛋白偶联受体相关疾病药物的筛选和研

究 o药物毒理学分析 o现代中药的开发和药理机制分析 o基因

诊断及药物疗效的基因学分析 o细胞生长 !分裂和死亡的机

制研究 o细胞生长 !分化微环境研究 o细胞表面受体配体结合

研究 o细胞生长因子的生物学功能研究 o基因功能研究等 ∀

必将在未来的生物领域发挥重要作用 ∀

参考文献

≈1   �∞� �∞ × � o ×�� ��∂ � �q≤«¤µ¤¦·̈µ¬½¤·¬²± ²© ⁄�� °µ²¥̈ ¶

�°°²¥¬̄¬½̈ §²± �²̄§≥∏µ©¤¦̈¶≈� q ��° ≤«̈ ° ≥²¦ot||zott|}{

|ty2{ |usq

收稿日期 }ussy2sw2tw

k上接第 zx|页 l

  爱宝疗浓缩液是一种高酸性物质 o对坏死或病变组织具

有选择性作用 o对正常鳞状上皮不影响 o而特异性对病变和

异位柱状上皮起治疗作用 o对病毒亦有作用 ∀

在本研究的结果中 o治疗一组病人局部应用辛复宁 o有

效率达 {xh ∀而治疗二组应用爱宝疗浓缩液 o有效率为

xtqzh ∀两组相比较 o疗效差异显著 o具有统计学意义 ∀这

二种药对 � °∂感染都有一定疗效 o辛复宁的抗病毒治疗效

果明显优于爱宝疗 ∀本文还对 � °∂ 高危型 !� °∂ 低危型的

治疗效果进行了对照研究 ∀结果显示 }治疗一组和治疗二组

的上述两型 � °∂转阴率无差异 ∀

辛复宁 k重组人干扰素含 Α2u¥阴道泡腾胶囊 l治疗 � °∂

感染是实用可行的 o具有一定的临床治疗效果 ∀具用药方

便 !安全 !针对性强 o无明显副反应 o易被患者接受 ∀
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