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便携式血糖仪联合血管内皮生长因子适配体传感系统的构建
及其在骨肉瘤诊断中的应用
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【摘　要】　目的　通过将血糖仪和血管内皮生长因子 (VEGF)适配体传感器相结合,构建一种便携式适配体传感系

统,并将其用于骨肉瘤标志物的检测.方法　将血糖仪作为检测器,与适配体传感器相结合,开发出一种便携式血糖仪联合

VEGF适配体传感系统,在对其反应条件 (孵育时间、反应时间、存储时间)进行优化的基础上测定了其检测限.同时,选

取１０份骨肿瘤患者血清进行检测,通过与传统的ELISA法进行比较,评估其准确度.结果　成功构建了一种便携式血糖仪

联合 VEGF适配体传感系统,其最佳孵育时间６０min、反应时间３０min、存储时间７h,最低检测限为６􀆰５×１０－９mol/L
(２􀆰５８μg/kg).该法用于骨肉瘤患者血清的检测,与ELISA 法检测结果差异无统计学意义 (t＝２􀆰３２２,P＞０􀆰０５).结论　
成功构建了一种便携式血糖仪联合 VEGF适配体传感系统,并将其运用到骨肉瘤患者血清检测,其检测限低,准确性好.
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Constructiononsensingsystemofportablebloodglucosemetercombinedwithosteosarcomaproteinmarker
aptameranditsapplicationindiagnosisofosteosarcoma　　YAN Wei,CHEN Dongdong,CHENRong．DepartＧ
mentofOrthopaedics,FuzhouMunicipalSecondHospital,Fuzhou,Fujian３５０００７,China

【Abstract】　Objective　ToconstructaportableaptamersensingsystembycombiningabloodglucosemeterwithavascuＧ
larendothelialgrowthfactor(VEGF)aptamersensor,anduseitforthedetectionofosteosarcomamarkers．Methods　AportaＧ
blebloodglucosemetercombinedwithaVEGFaptamersensingsystem wasdeveloped,whichwasdeterminedonthebasisof
optimizingitsreactionconditions(incubationtime,reactiontime,storagetime)．Atthesametime,tenserumsamplesfrom
bonetumorpatientswereselectedfortesting,andtheiraccuracywasevaluatedbycomparingwithtraditionalELISA methods．
Results　AportablebloodglucosemetercombinedwithaVEGFaptamersensingsystemwassuccessfullyconstructed．TheopＧ
timalincubationtimewas６０minutes,thereactiontimewas３０minutes,andthestoragetimewas７hours．TheminimumdeＧ
tectionlimitwas６􀆰５×１０－９mol/L (２􀆰５８μg/kg)．ThismethodwasusedforthedetectionofseruminpatientswithosteosarcoＧ
mawhichwasnotstatisticallysignificantdifferencewithELISA method (t＝２􀆰３２２,P＞０􀆰０５)．Conclusion　Aportableblood
glucosemetercombinedwithaVEGFaptamersensingsystemissuccessfullyconstructedandappliedtodetectserumofosteoＧ
sarcomapatients．Itslowdetectionlimitsandaccuracywasgood．
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　　骨肉瘤好发于股骨远端和胫骨近端等血运丰富

的长骨干骺端,是威胁儿童和青少年生命健康的最

常见的恶性骨肿瘤.有调查数据显示,骨肉瘤患者

的５年生存率约为５３􀆰９％[１],有２０％左右的骨肉

瘤患者在确诊时已出现肺内转移[２].因此,在骨肉

瘤早期,对其进行及早发现和诊断对挽救患者生命

具有重要意义.目前,最常用的骨肉瘤诊断方法有

影像学检查和活体组织检查.这些方法价格昂贵、
耗时,难以推广应用于大规模的骨肉瘤普查.因

此,研究一种经济、简便,且准确、灵敏的无创检

测新技术,对骨肉瘤的早期诊断具有重要的意义.
本项 目 拟 通 过 将 血 糖 仪 和 血 管 内 皮 生 长 因 子

(VEGF)适配体传感器相结合,构建一种便携式

适配体传感系统用于骨肉瘤的检测,并对其检测条

件进行优化,同时考察其检测效果.

１　材料与方法

１􀆰１　材料:VEGF适配体及其互补DNA由大连宝

生物 公 司 合 成,其 序 列 分 别 为 ５′ＧCCATACCGＧ
GACGCCTAAACCGACCGTAGAAAAAAAAＧ
AAAAＧ３′及 ５′ＧCGGATAAACGGATAAAAAAAＧ
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AAAAAＧ３′;纳米磁珠由东莞市磁丰电子有限公司

提供;蔗糖、蔗糖酶由山西宝瑞生物科技有限公司

提供;磁分离器购自BangsLaboratories公司提供;
血糖仪 (型号 ACCUＧCHEKActive)由罗氏公司

提供.

１􀆰２　方法:

１􀆰２􀆰１　DNA分子与蔗糖酶分子的活化:１)蔗糖

酶分子的活化:取３２０μL２５mg/mL蔗糖酶溶液,
将其与１μL缓冲液B (bufferB)溶液进行震荡混

匀.取１mg４Ｇ (NＧ马来酰亚胺甲基)环己烷Ｇ１Ｇ羧

酸磺酸基琥珀酰亚胺酯钠盐 (sulfoＧSMCC),将其

加入到蔗糖酶及bufferB混合溶液中,恒温震荡１５
min后将混合物放置于恒温混匀仪上,在室温条件

下反应３h以使蔗糖酶分子活化.活化完成后将混

合溶液置于高速冷冻离心机中,１２０００r/min、４
℃离心５min后取上清液备用.２)互补 DNA分子

的活化:取１􀆰５mL的Eppendorf管,依次加入５０

μL２００μmol/L互补 DNA 溶液、１μL０􀆰２mol/L
的bufferB溶液、２μL３０mmol/L用超纯水配置

的三 (２Ｇ羧乙基)膦 (TCEP)溶液,震荡混匀５
min后,同样放置于恒温混匀仪上,在室温条件下

反应２h以使互补 DNA 分子活化.活化完成后按

照１)中方法离心取上清液备用.

１􀆰２􀆰２　DNAＧ蔗糖酶聚合物的合成:将１􀆰２􀆰１中的

蔗糖酶活化上清液及互补 DNA 活化上清液,分别

加入到 AmiconＧ１００K 及 AmiconＧ３K 超滤管中,置

于高速离心机中,１２０００r/min、室温条件下分别

离心１０min.用１mLbufferA进行洗涤数次,然

后将洗涤后的两种活化液从超滤管转移到１􀆰５mL
的Eppendorf管中,涡旋混匀１min,取混合液置

于恒温混匀仪上,在室温条件下反应４８h以合成

DNAＧ蔗糖酶聚合物.最后,转入 AmiconＧ１００K 超

过滤器中进行进一步离心、洗涤.

１􀆰２􀆰３　DNAＧ蔗糖酶在磁球上的固定:１)磁球和

VEGF 适配体的连接:购买的纳米磁珠采用０􀆰５
mL２mg/mL的链霉亲和素进行修饰,修饰完成后

将磁球置于磁分离器中进行分离,待澄清完全后移

除上清液,然后用bufferB洗涤２次后备用.取６０

μL０􀆰１mmol/L的 VEGF适配体溶液,将其加入

到前述磁球溶液中进行轻微涡旋混匀,同样置于恒

温混匀仪上,室温条件下反应 １h 后,用 １ mL
bufferB进行反复洗涤.２)DNAＧ蔗糖酶在磁球上

的固定:取１􀆰２􀆰２中的 DNAＧ蔗糖酶聚合物,将其

转移到磁球ＧVEGF适配体溶液中,轻微涡旋混匀

后置于恒温混匀仪上进行固定,反应温度为２５℃,
时间为１h.反应结束后用bufferB溶液反复洗涤后

即可得到 DNAＧ磁球Ｇ蔗糖酶聚合物,即 VEGF适

配体传感器.

１􀆰２􀆰４　便携式血糖仪联合 VEGF适配体传感系统

反应条件的确定:１)便携式血糖仪联合 VEGF适

配体传感系统孵育时间的确定:取６０μL１􀆰２􀆰３中

的 VEGF适配体传感器与６０μmol/L (A 组)和

１２０μmol/L (B组)的VEGF溶液混合,室温条件

下分别孵育０、２０、４０、６０、８０min,然后将溶液

置于磁分离器中进行分离.分离完全后各组分别吸

取上清液１０μL,加入到含有５μL用bufferB溶液

配制的浓度为 ２mol/L 的蔗糖溶液的离心管中,
混合均匀,在室温条件下继续反应３０min.反应完

全后取５μL溶液用便携式血糖仪进行检测.２)便

携式血糖仪联合 VEGF适配体传感系统反应时间的

确定:取１)中最佳孵育时间进行孵育、磁分离,
然后与蔗糖溶液分别反应０、１０、２０、３０、４０min,
其余步骤与１)同.３)便携式血糖仪联合 VEGF
适配体传感系统存储时间的确定:在确定了孵育时

间及反应时间的情况下,取 VEGF适配体传感器在

４℃时分别保存２、４、６、８、１０d后再按照上述步

骤进行检测.

１􀆰２􀆰５　便携式血糖仪联合 VEGF适配体传感系统

检出 限 的 确 定:取 浓 度 分 别 为 ０、０􀆰０１、０􀆰０５、

０􀆰１、０􀆰５、１、２、４μmol/L的 VEGF (bufferB)
溶液与 VEGF适配体传感器进行混合,采用优化后

的反应条件进行测定,步骤同１􀆰２􀆰４.

１􀆰２􀆰６　便携式血糖仪联合 VEGF适配体传感系统

定量检测骨肿瘤患者血清中的 VEGF:随机选取

２０１８—２０１９年间我院收治的四肢骨肉瘤患者血清

１０份进行检测,其中男６例,女４例,平均年龄

(１５􀆰８８±３􀆰４２)岁,本研究经医院伦理委员会批

准,患者及其家属均签署知情同意书.所有受检者

早晨空腹用肝素抗凝管抽取静脉血５mL,经抗凝

处理,部分静脉血离心取血清,稀释成不同浓度

(０、１、２、４、６􀆰２５、１２􀆰５、２５、５０、１００、２００

μmol/L)的 VEGF (bufferB)溶液,采用１􀆰２􀆰４
优化后的便携式血糖仪联合 VEGF适配体传感系统

进行测定.传统方法检测则将部分静脉血离心后的

血清采用ELISA 试剂盒测定 VEGF水平,测定步

骤需严格遵循试剂盒说明书.

１􀆰３　统计学方法:采用SPSS１９􀆰０对实验结果进

行分析,VEGF水平以均数±标准差表示,两组测
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定方法检测 VEGF水平的比较采用两样本t检验,
以P＜０􀆰０５为差异有统计学意义.

２　结果

２􀆰１　便携式血糖仪联合VEGF适配体传感系统技

术路线图:适配体生物传感系统的技术路线图见图

１.携带有亲和素标记的磁珠会与携带有生物素标

记的VEGF适配体的一端进行结合,从而将VEGF
适配体固定到磁珠上,此时标记有蔗糖酶的 DNA
探针就会利用碱基互补配对产生的氢键作用力将互

补DNA与 VEGF适配体连接,从而也固定到磁珠

的表面,形成适配体生物传感系统.当待测液体中

存在待测目标分子 VEGF时,其就与适配体特异性

结合,从而使携带有蔗糖酶标记的 DNA 探针完整

释放,然后利用磁铁即可将探针从上述复杂体系中

分离出来.在探针溶液中加入蔗糖,在蔗糖酶的催

化下形成葡萄糖,利用血糖仪检测生产的葡萄糖含

量及蔗糖酶的量与样品中目标分子的量之间的比例

关系来实现体系中目标蛋白的检测,最终通过血糖

仪的读数表现出来[３].

图１　便携式血糖仪联合VEGF适配体传感系统技术路

线图

２􀆰２　便携式血糖仪联合 VEGF适配体传感系统反

应条件的确定:

２􀆰２􀆰１　孵育时间的确定:结果见图２,随着孵育时

间的增加,血糖仪信号值不断升高,当孵育时间在

６０min时,血糖仪信号值已基本维持稳定,表明此

时蔗糖酶已经基本释放完全,因此选择６０min作

为孵育时间.

２􀆰２􀆰２　反应时间的确定:结果见图３,随着反应时

间的增加,血糖仪信号值不断升高,在０~４０min
内血糖仪信号值与反应时间基本保持线性关系.为

了保证有显著的检测信号及准确性,反应时间确定

为３０min.

图２　传感器不同孵育时间的血糖仪信号值

图３　传感器不同反应时间的血糖仪信号值

２􀆰２􀆰３　存储时间的确定:结果见图４,当存储时间

达到８d时,血糖仪读数基本稳定,蔗糖酶已经基

本全部释放,为了保证蔗糖酶完全释放,选择７d
作为存储时间.

图４　传感器不同存储时间的血糖仪信号值

２􀆰３　VEGF与血糖仪读数回归方程及检测限的确

定:从结果可知,血糖仪信号值与 VEGF浓度有较
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好的线性比例,拟合其回归方程为:Y＝０􀆰４５２２X＋
０􀆰１５２１,R２＝０􀆰９８９４.其中X 是VEGF浓度,Y
是血糖仪示数,R 是回归系数,计算出其最低检出

限为６􀆰５×１０－９mol/L (２􀆰５８μg/kg).

２􀆰４　便携式血糖仪联合VEGF适配体传感系统定

量检测骨肿瘤患者血清中的VEGF:便携式传感器

检测 VEGF的平均浓度为 (１１３􀆰４４±１５􀆰３７)pg/

mL,ELISA 法为 (１２６􀆰５９±１４􀆰８５)pg/mL,两

组之间比较,差异无统计学意义 (t＝２􀆰３２２,P＞
０􀆰０５).

３　讨论

近年来,科学工作者们发现了一种可取代抗体

作为肿瘤标记物的识别分子的物质—适配体.适配

体是通过指数富集配体系统进化技术 (SELEX)筛

选得到的一类单链或双链寡核苷酸,其能特异性识

别和结合蛋白类及其他小分子物质,长度一般为１５~
４０个核苷酸.有研究数据[４]表明,适配体和靶分子

之间相互作用的表面积较大,即使目标分子发生了

微小的变化也可能破坏与适配体的结合.因此,适

配体与靶分子之间的结合具有高度专一性.
近年来,随着体外筛选技术的发展和 PCR 技

术的应用,适配体的研究有了长足的进步并广泛应

用于生物医学领域,特别是在肿瘤标记物的检测方

面,适配体的应用也为生物传感器用于早期肿瘤诊

断提供了一个新的思路.Kim 等[５]筛选出了 RNA
适配体SEl５Ｇ８,并成功用于ErbB２阳性的乳腺癌细

胞的检测.匡红等[６]构建了一种基于纳米金信号放

大技术的适配体等离子体共振 (SPR)传感器微阵

列用于 检 测 血 小 板 源 性 生 长 因 子 (PDGF).Li
等[７]建立了一种无标记的电化学适配体传感器用于

血管内皮生长因子 (VEGF１６５)的超微量检测.
最成功的传感器是血糖仪,它是一种医用仪器,可

以实时监控血液中葡萄糖浓度,具有价格便宜、精

密度高、操作简便、便于携带等特点,这种仪器已

经用于普通百姓家庭.
本项目利用便携式血糖仪作为检测器,通过将

适配体、互补 DNA、蔗糖酶及标记物等连接到纳

米磁珠上,成功开发出了一种便携式适配体传感器

用于骨肉瘤蛋白标志物的分析,使得人们可以直接

通过血糖仪的读数来定量检测骨肉瘤标志物的浓

度,从而像监测血糖一样监测骨肉瘤标志物.本研

究的便携式血糖仪联合 VEGF适配体传感系统,其

最佳孵育时间６０min,反应时间３０min,存储时间

７d,其最低检测限为６􀆰５×１０－９ mol/L (２􀆰５８μg/

kg),在用于骨肉瘤患者血清的检测中与ELISA 法

检测结果差异无统计学意义,说明这便携式血糖仪

联合 VEGF适配体传感系统检测限低,准确性好.
笔者认为,通过适体与目标蛋白间的相互作用,引

起与适体互补的 DNA 单链上标记的酶或转化物催

化产生葡萄糖,利用血糖仪对葡萄糖的定量分析,
从而对骨肉瘤蛋白标志物进行间接的检测.这为骨

肉瘤早期快速准确的检测奠定了前期基础,为将来

家用型的骨肉瘤早期诊断仪器的构建提供理论和技

术支持,具有重要的现实意义及广大的应用前景.
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