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前　　言

近年来，纳米材料与纳米技术在生物医学领域的重大应用前景

已经吸引了人们的广泛关注，纳米材料与生物技术的结合一方面推

动了纳米材料的发展，同时也为生物技术的发展提供了新的机遇。

纳米材料在生物标记、生物分子和组织的分离、重大疾病的临床检

测与治疗以及缓解困扰农作物等的环境胁迫压力等诸多领域都显示

出巨大的应用前景。例如蛋白组计划中的痕量蛋白提取及纯化很大

程度上要依赖于纳米材料和纳米技术的发展。

本书内容共分７章。第１章介绍了纳米材料作为生物标记物在
生物检测技术中的应用。纳米材料制备技术的发展为生物标记技术

提供了新型的标记物，这一方面推动了生物检测技术的发展，另一

方面为我们更深入地了解生命过程提供了新的手段。第２章对磁性
纳米材料的制备方法、表面修饰及其在生物分子和细胞分离与检测

以及在临床医学诊断和治疗中的应用进行了介绍。磁性纳米材料是

目前纳米材料研究的热点之一，在生物分子与细胞的分离以及临床

疾病的诊断和治疗中有广阔的应用前景。第３章对金属、磁性和荧
光纳米晶在免疫层析检测技术中的应用进行了探讨。免疫层析技术

是２０世纪９０年代发展起来的一种新型临床疾病检测技术，与目前
临床使用的放射免疫及酶联免疫法相比，具有快速、准确、廉价、

安全等特点，纳米材料的发展将使这一技术日趋成熟，从而改变临

床疾病检测市场的格局。第４章对纳米材料在靶向药物和基因治疗
中的应用进行了简要介绍。靶向药物是药物剂型未来发展的一个重

要方向，而基因治疗是通过基因导入实现疾病治疗的一种新的生物

医学技术。纳米材料的应用对于其发展是至关重要的。第５章介绍
了纳米加工技术如犇犻狆狆犲狀技术、软印刷技术、交替膜沉积技术等
在生物芯片技术中的应用前景。第６章介绍了对于提高陆地高等植此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com



物的抗逆性如抗高温、抗干旱、抗病虫害、抗重金属毒害等具有重

要意义的硅生物矿化过程。在自然界普遍存在的生物矿化过程在生

命活动中扮演着重要的角色，而对于陆地高等植物来说，除了氮、

磷、钾三种必需的营养要素外，硅也是一种重要的营养元素，植物

体内存在大量的硅矿化结构———硅质体，它们在缓解植物所面临的

环境胁迫方面发挥着重要作用。在第７章中我们对纳米材料在生物
技术中的应用前景进行了展望，尽管目前在这一领域还有大量的基

础性问题亟待解决，但毫无疑问纳米材料和生物技术的结合将极大

地推动生物医学的发展，为人类的健康和生存环境的改善提供新的

机遇。

由于本书所涉及的知识面较广，作者在这一领域的知识有限，

书中难免有不当和错误之处，欢迎读者批评指正。

本书第１章由白玉白教授编写，第２章由高明远研究员编写，
第３章和第６章由杨文胜教授编写，第４章由纪小会博士与王刚博
士编写，第５章由庄家骐博士和白玉白教授编写，第７章由杨文胜
教授和庄家骐博士编写。另外，美国犃狉犽犪狀狊犪狊大学的犡犘犲狀犵教
授、云南大学单克隆抗体研究中心的马岚博士、华中农业大学植物

营养学系的王荔军博士、吉林大学化学学院的魏莉博士、王连英博

士、王美佳博士以及江林、马玉丹、陆子阳等同学在本书的编写过

程中提供了大量有关资料并给予了大力支持，使本书能够顺利完

成，在此对他们表示衷心的感谢。

作者

２００５年６月于长春
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书书书

第１章　纳米材料在生物检测中的应用

纳米技术是指在纳米水平上对原子或分子进行操作并控制其构

造，从而发现物质的新性质，进而开发其新功能的技术。从这个角
度看，纳米材料的开发及应用无疑在纳米科技中处于核心地位。人
们希望借助纳米材料的优异性质来解决信息、环境、生命科学等领
域内目前其他方法还无法解决的问题。在纳米技术发展过程中，纳
米材料在信息技术领域的应用始终是研究的热点，科学家希望利用
纳米技术构建体积更小、运算速度更快的芯片。近几年来，纳米材
料在生物医学领域的应用潜力吸引了人们的广泛关注。
一般来说，纳米材料的尺寸在１～１００ｎｍ范围内，而大多数

重要的生物分子 （如蛋白质、核酸等）的尺寸都处在这一尺度内
（图１１），因此可以利用纳米材料进入生物组织内部探测生物分子
的生理功能，进而在分子水平上揭示生命过程。同时，自然界中的
生物体系为人们提供了具有各种功能结构的纳米机器的范例，借鉴
生物学原理将纳米材料和生物分子结合进行人工分子器件、纳米传
感器、纳米计算机的设计与制造，从而实现人工纳米机器的制造，
无疑是实现纳米技术最终目标最可行的途径之一。
目前纳米材料在生物医药领域的应用研究已经被许多国家列为

纳米科技发展的重点，除了加大基础研究的投入外，还强调利用纳
米技术改造传统产业工艺和形成新兴产业，并通过具有独享性的专
利技术占领国内外市场，从而在新世纪的高科技产业中占据制高
点。很多传统的生物医药企业也积极参与纳米生物材料的开发，并
且一些技术上比较成熟的纳米生物材料已经有商品化的产品面市。
从目前的研究进展看，纳米材料在生物技术领域中的应用主要集中
在以下几个方面：

１



图１１　纳米粒子和生物分子的尺寸范围
　

（１）在临床医学诊断和疾病检测中的应用　通过设计具有更高
灵敏度的生物探针，例如半导体纳米晶，利用其优异的性质提高检
测的灵敏度，或将其直接插入活细胞内进行探测，获取活细胞内功
能状态的动态信息，为临床疾病的诊断和治疗提供更可靠的依据。
与传统的有机分子探针相比，纳米粒子具有独特的优势。如金纳米
粒子有很强的等离子吸收峰，具有很强的显色能力；银纳米粒子有
很好的拉曼增强作用，可以大幅度提高生物分子的拉曼响应；半导
体纳米晶具有强的荧光且具有良好的抗光漂白能力；纳米尺寸的氧
化铁在室温下显现超顺磁性等。更重要的是，通过化学合成技术，
可以制备复合型的纳米粒子，将两种或多种功能集成在一个纳米粒
子上，得到多功能的标记物，如同时具有荧光和磁性的磁光复合粒
子。根据不同的诊断和检测目的，这种探针也可以植入人体内不同
部位或随血液在体内流动，用以实时检测人体内细胞的健康状态和
病变的信息。

（２）在分子水平上研究和理解病变的机理　由于人类基因序列
图谱的绘制工作已经完成，对人体本身的认识将可望达到分子的水
平，并在细胞的分子结构和分子的基因水平上真正认识和理解病变
的机理，从而为疾病的防治提供理论基础。通过纳米加工可以大幅
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度提高生物芯片的密度，降低制造成本，并且可以进一步实现多功
能复合，将整个的分析过程集成在微小的芯片上，从而便于人们更
全面地从分子水平上认识生命过程。

（３）实现可定向输送和释放的靶向性药物　分子生物学的研究
使得人们对疾病的发生机理有了更清晰的认识，并在此基础上研制
出各种特效药物。但如何将这些特效药物定向地输送到病变部位，
控制其释放方式达到药物作用的最大化，减少药物的副作用，仍是
一个难题。纳米材料的出现为药物输送提供了一个理想的载体，利
用高分子材料制造的纳米囊泡可以携带药物在人体组织内外自由出

入，通过与磁性纳米粒子偶联可以更好地控制其在人体内的运输，
进一步与生物免疫识别技术结合就可以实现药物的定向输送。

１１　生物标记技术

生物标记技术，或称为生物示踪，是分子生物学中最常用也
是最重要的技术之一。利用生物标记技术，可以为人们提供待测
生物分子在生物体内或生物体外的存在、表达、分布等各种信
息，这对于生物个体中的物质代谢过程的研究具有重要意义。利
用生物标记技术还可以揭示生物体内和细胞内生理过程的奥秘，
理解生命活动的物质基础，如蛋白质的生物合成，核酸的结构、
表达、分布和代谢，基因的活性表达等一些生物学中的根本问
题。生物标记技术和显微成像技术的结合使人们对生物器官、组
织、细胞的精细结构有了更深刻的认识，极大地促进了医学研究
从宏观向微观的转化。

１１１　生物标记和标记物
生物标记技术的原理是将具有标志性信号的材料，如不同颜色

的染料分子、能发射强荧光的分子、具有磁性或放射性的分子等，
通过化学键或非共价键和待识别的生物组织连接起来，从而直观地
观察和分析被标记物的存在和变化。针对不同的标记物需要采用不
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同的检测方法去读取标记物的检测信号。
按照检测信号的不同，目前通用的标记物可以分成放射性标记

物、显色标记物、酶标记物、荧光标记物等。表１１给出了一些常
见的标记物及其检测方法。放射性标记物的应用最早，并且发展较
成熟，它的原理是将分子中的元素用具有放射性的同位素来替换，
通过放射性信号的检测达到检测目的。这种方法检测灵敏度很高，
可以达到１０－９～１０－１２ ｍｏｌ／Ｌ，是目前具有权威性的一种分析方
法，但存在放射性污染的问题。酶标法是通过酶催化底物的显色反
应来达到检测目的，操作安全简便，在一些疾病的临床检测中得到
广泛应用。显色标记物如金纳米粒子和彩色乳胶粒子等具有肉眼可
以分辨的颜色，标记后目测或利用光学显微镜即可观察，测试方法
简便，在细胞或组织染色和一些临床定性检测中应用较广。荧光标
记物是目前最受人们关注的一类标记材料，这是由于荧光标记的
应用范围广，它既可以用于分子的定量检测，又能用于细胞和组
织的成像研究，同时还具有操作简便、结果直观、无生物毒害等
优点。荧光标记物研究的核心是寻找灵敏度高、稳定性好的荧光
物质，目前常用的有机染料分子虽然荧光强度高，但其光稳定性
较差，同时和生物分子的背景荧光难以区分，导致灵敏度下降。
绿色荧光蛋白是近年来出现的一种新型荧光标记物，它具有优于
普通有机染料的发光特性，它的应用是目前生物成像技术研究的
热点之一。

表１１　常见标记物及其检测方法［１］

标记物 检测方法 标记物 检测方法

５７Ｃｏ 固体闪烁计数器

１２５Ｉ 固体闪烁计数器

辣根过氧化物酶 显色

碱性磷酸酯酶 显色

β乳糖苷酶蜂毒素 显色

ＦＡＤ辅基 显色

荧光素 荧光分析

罗丹明衍生物 荧光分析

香豆素衍生物 荧光分析

藻胆蛋白 荧光分析

Ｅｕ３＋螯合剂 时间分辨荧光

Ｓｍ３＋ 时间分辨荧光

Ｔｂ３＋ 时间分辨荧光

Ａｕ粒子 显色目测

乳胶粒子 显色目测
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１１２　免疫生物标记
除选择合适的标记物外，标记的实现还需通过在标记物和目标

分子间建立适当的偶联方式，使标记物能够牢固与被标记生物成分
结合成一体，同时避免与体系内其他组分的非特异性结合。早期的
标记技术一般通过形成化学键的方法，使得标记物和具有特定官能
团的生物组分偶联在一起，但具有特定官能团的生物组分数量有
限，大大限制了生物标记技术的应用范围。因此需要发展一种通用
的能实现标记物与生物分子特异性结合的方法。
在人和脊椎动物体内，都存在着具有免疫识别功能的组织结

构，即免疫系统，包括淋巴组织、免疫活细胞和免疫活性介质，当
称为 “抗原”（ａｎｔｉｇｅｎ）的外源性物质入侵高等动物机体后，激活
了机体免疫系统，机体就会针对性地产生称为 “抗体”（ａｎｔｉｂｏｄｙ）
的一类蛋白质。抗体能特异性的识别抗原并与之结合，这称为免疫
反应。这种特异性识别的专一性可以超过酶对底物的识别水平，抗
体抗原复合物的稳定性也很好，稳定常数一般为１０９，有时可以高
达１０１５。因此，免疫系统可以看作是一部天然的生产特异性试剂的
合成机器，ＲＡＬｅｒｎｅｒ认为，免疫系统能制造大约１０亿种不同
的抗体，这为人们提供了一个应有尽有、取之不竭的特异性试
剂库。
免疫生物标记技术就是将生物标记技术的高度灵敏性和免疫反

应的高度特异性结合在一起而发展出的一种生物检测技术。这一分
析方法不仅灵敏度高、特异性强、重复性好、准确性高，而且操作
简单，易于商品化和自动化。它的应用范围极其广泛，可以测定内
分泌激素、蛋白质、多肽、核酸、神经递质、受体、细胞因子、细
胞表面抗原、肿瘤标志物等各种生物活性物质；已经深入到生化
学、生理学、病理学、药理学、酶学、病原微生物、病毒、寄生
虫、免疫学、分子生物学、法医学等各个基础医学的分支；同时与
临床各专科密切相关，如内分泌、血液、肿瘤、妇产科、儿科、心
血管、消化、泌尿生殖、自身免疫病等，对基础医学研究和临床医
学发展起到了积极的促进作用［２～５］。
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免疫生物标记技术是一类技术系列的统称，按照不同标记物可
以分为放射性免疫标记、酶免疫标记、荧光免疫标记、化学发光免

疫标记等，表１２给出了各种免疫标记技术的概要发展史［２］。酶免

疫标记操作简便，使用成本低廉，目前在临床医学诊断中应用较
多，而在生物学研究中荧光免疫标记则应用较广。如果按照反应体
系的物理状态分类，又可以分为均相免疫标记分析和非均相免疫分
析两类，均相免疫标记的特点是结合和未结合的抗原不需要用物理
分离过程，使标记免疫分析更易于实现自动化测量，但多数均相标

表１２　免疫标记技术的发展史

时　间 创始人 标　　志

１９５９年 Ｙａｌｏｗ，Ｂｅｒｓｏｎ 　胰岛素放免分析，建立放射免疫分析（ＲＩＡ）方法

１９６０年 Ｅｋｉｎｓ 　竞争蛋白结合分析

１９６１年 Ｄａｎｄｌｉｋｅｒ 　荧光偏振均相分析法检测青霉素

１９６３年 Ｈｕｎｔｅｒ，ＧｒｅｅｎＷｏｏｄ 　氯胺Ｔ法碘放射性标记

１９６４年 Ｍｕｒｐｈｙ 　皮质醇竞争性蛋白结合分析

１９６６年 Ｋａｔｔ，Ｗｉｄｅ 　提出固相抗体分离概念，并用于ＲＩＡ
１９６８年 Ｍｉｌｅｓ，Ｈａｌｅｓ 　建立非竞争性免疫放射分析法（ＩＲＭＡ）

１９６８年 Ｋｏｒｅｎｍａｎ 　建立测定雌激素放射受体分析法（ＲＲＡ）

１９６８～１９７１年 Ａｄｄｉｓｓｏｎ，Ｈａｌｅｓ 　建立双位点夹心法（ＴＲＭＡ）

１９７１年 Ｅｎｇｖａｌｌ，Ｖａｎｗｅｅｍｅｎ 　建立测定ＩｇＧ的酶联免疫分析法（ＥＬＩＳＡ）

１９７２年 Ｌｃｕｔ 　提出电子自旋共振均相免疫分析标记

１９７２年 Ｒｕｂｅｒｓｔｅｉｎ 　均相酶倍增免疫分析（ＥＭＩＴ）检测药物

１９７５年 Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｋｏｈｌｅｒ 　创建Ｂ淋巴细胞杂交瘤技术制备单克隆抗体

１９７６年 Ｓｃｈｒｏｅｄｅｒ 　利用辅助因子标记实现生物发光免疫分析

１９７６年 Ｃａｒｒｉｃｏ 　ＡＴＰ标记抗体

１９８１年 Ｎｇｏｔ 　荧光免疫分析（ＦＩＡ）

１９８１～１９８３年 Ｐａｎｎａｇｌｉ 　化学发光免疫分析（ＣＬＩＡ）

１９８３年 Ｐｅｔｔｅｒｓｏｎ，Ｅｓｋｏｌａ 　垂体激素时间分辨荧光免疫分析

１９８３年 Ｓｏｉｎｉ 　固相免疫分析技术扩展到小分子固相抗原

１９８４年 Ｓｏｉｎｉ，Ｋｏｊｉｔａ 　固相抗体用于时间分辨荧光免疫分析

１９８４年 Ｗｈｉｔｅｈｅａｄ，Ｔｈｏｒｐｅ 　在发光免疫分析系统中引入发光增强剂荧光素

１９８６年 Ｏｃｔｅｌｌ 　引入亲和素生物素体系

１９８９～１９９１年 ＰａｕｌＳｃｈａａｐ 　增强化学发光酶免疫分析法

１９９０年

　

Ｃａｕｓｓｅ

　
　利用活化塑料新技术提高抗体的均一性与检测
的灵敏度
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记免疫分析中只能测定小分子的物质，结合的与未结合的抗原之间
的差异较小，导致了检测信号变化的局限性，从而限制了该方法的
应用范围。非均相标记免疫分析需要一个将结合与未结合游离的标
记物分离的步骤，有时可能是一个较复杂的步骤，但这却可以有效
地降低非特异结合的本底信号，从而提高检测的灵敏度。非均相标
记免疫分析既适用于小分子也可用于大分子物质的测定。目前在临
床诊断中广泛采用的酶联免疫分析技术 （ＥＬＩＳＡ）就属于非均相分
析方法。

１１３　纳米粒子和生物标记
免疫学的建立和计算机信号处理技术的发展，使生物标记技术

成为了生物学和医学研究中不可或缺的研究手段。同时分子生物学
和临床医学检测对生物标记技术也提出了更高的要求。提高检测信
号的灵敏度，延长标记时间，增强多指标同时标记检测的能力，发
展活体内检测的方法是生物标记技术未来发展的重要方向。例如，
对癌症细胞的检测灵敏度如果能达到单细胞检出的水平，就可以大
大提高癌症的早期治疗水平，从而挽救更多病人的生命；如果在细
胞的生长发育过程中能实现对细胞内物质的持续标记追踪，就可以
更清楚地了解生物体生长的机制，从而解释一些生命科学中的基本
问题；如果可以实现对生物体系中不同组分的同时标记和检测，就
可以对生物分子间的协同作用有更全面的理解。要满足这些要求，
除了提高检测仪器的灵敏度和信号分析的能力外，发展新型的高性
能、多功能生物标记物是至关重要的一环。
纳米粒子用于生物标记，首先要求纳米粒子通过适合的功能团

实现与生物分子的偶联，表１３给出了一些有关纳米粒子与生物分
子偶联的方法［２４］。目前各种纳米粒子标记物的制备方法和在生物
标记中的应用研究报道层出不穷。由于目前免疫标记已经成为生物
标记的主流方法，纳米粒子和生物分子的偶联也大多采用这一技
术。磁性纳米粒子在生物检测中的应用在第２章中有专题介绍，纳
米粒子在免疫层析检测中的应用将在第３章中作详细介绍，本章中
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主要介绍金属纳米粒子和半导体荧光纳米晶作为生物标记物的一些

研究进展。

表１３　纳米粒子和生物分子的偶联

纳米晶 偶联分子 偶联官能团 生物分子

Ａｕ ＨＳ Ｃｙ ｓ 免疫球蛋白，血清白蛋白［６，７］

Ａｕ 柠檬酸 Ｈ２Ｎ Ｌｙ ｓ 蛋白质［８，９］

Ａｕ 链霉亲和素 生物素 （ＣＨ２） ６ 免疫球蛋白，血清白蛋白［１０］

Ａｕ 链霉亲和素 生物素 （ＣＨ２） ６ ＤＮＡ［１１］

Ａｕ ＨＳ （ＣＨ２） ６ ＤＮＡ［１２，１３］

Ａｕ （ＨＳ ＰＯ３Ｒ２） ５ ＤＮＡ［１４，１５］

Ａｇ 柠檬酸 Ｈ２Ｎ Ｌｙ ｓ 血红蛋白，免疫球蛋白［１６，１７］

ＺｎＳ ＨＳ Ｃｙ ｓ Ｇｌｕｔｈａｔｈｉｏｎｅ［１８］

ＣｄＳ ＨＳ Ｃｙ ｓ 对肽［１９］

ＣｄＳ Ｃｄ２＋，ＨＳ （ＣＨ２） ２ＯＨ ＤＮＡ［２０，２１］

ＣｄＳｅ／ＺｎＳ ＨＳ （ＣＨ２） ６ ＤＮＡ［２２］

ＣｄＳｅ／ＺｎＳ ＨＳ （ＣＨ２ ）ＣＯＯＨ Ｈ２Ｎ Ｌｙ ｓ 免疫球蛋白，转铁蛋白［２３］

１２　免疫金纳米粒子细胞染色

金纳米粒子是研究较早的一种纳米材料，在生物学研究中一般
将其称为胶体金。它的粒子尺寸一般在１～１００ｎｍ之间，随粒径
的变化呈现不同的颜色，有关胶体金的合成和免疫胶体金的制备将
在第３章中作进一步的介绍。另外，由于金纳米粒子具有很高的电
子密度，在电子显微镜下具有很好的衬度，因此十分适合作为电镜
测试的标记物。１９７１年，Ｆａｕｌｋ和Ｔａｙｌｏｒ［２５］首先将胶体金作为标
记物引入到免疫学研究中，通常称之为免疫金标记。之后，大量研
究表明胶体金能够稳定而迅速地吸附蛋白质，而且蛋白质的生物活
性不发生明显改变。它可以作为探针进行细胞表面和细胞内多糖、
蛋白质、多肽、抗原、激素、核酸等生物大分子的精确定位，也可
以用于常规的免疫诊断，进行免疫组织化学定位，因而在临床诊断
及药物检测等方面得到了广泛的应用。近１０多年来胶体金标记已
经成为一种重要的免疫标记技术，电镜水平的免疫金染色 （ＩＧＳ）、
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光镜水平的免疫金银染色 （ＩＧＳＳ）以及肉眼水平的斑点免疫金染
色技术已经成为科学研究和临床诊断的有力工具［２６］。
胶体金颗粒呈橘红色到紫红色，有利于肉眼观察，将其应用于

光学显微镜下检查细胞表面抗原，具有操作步骤少、染色深浅易控
制、制片稳定、呈色鲜明、结果保存时间长、试剂无毒害以及能够
用于暗视野显微镜等优点。但是由于免疫金标记法要求金标抗体的
浓度较高，因此光镜下染色需要较大用量。银离子增强的方法可以
提高标记的灵敏度，称为免疫金银染色法 （ＩＧＳＳ）［２７］。ＩＧＳＳ方法
的核心就是在免疫金标记基础上增加了一个染色标记物放大的过

程，使得免疫金标记的结合位点可以被观察到。它的理论基础是胶
体金对于溶液中银离子的还原有催化作用，使得金属银在金表面沉
积，这个过程类似于照相的显影过程。该技术的关键是控制金催化
银离子还原反应的速度。ＩＧＳＳ在使用时常采用间接法，即先用特
异性第一抗体与相应的抗原进行反应，再用胶体金标记的第二抗体
与一抗结合。用这一方法增强的金标抗体可以稀释１０倍后使用，
经一步反应后，光镜下观察不到阳性部位胶体金所呈现的红色，而
经过银显影液增强，使金粒子周围沉积大量的银，光镜下就能观察
到阳性部位呈现金属银的黑褐色，检测的灵敏度得到大大提高。如
图１２所示，在测定细胞表面标志物时，是以单抗为一抗，以金纳
米粒子标记的单抗为二抗，与细胞孵育，固定后，经银显影液染色
和吉姆萨 （Ｇｉｅｍｓａ）复染，即可在光镜下观察。
胶体金也是免疫电镜技术中较为理想的免疫标记物，这是由

于：①胶体金颗粒在电镜下具有很高的电子密度，大小颗粒清晰可
辨，且不影响对原有超微结构的观察 （图１３）；②通过计量被检
部分金颗粒，可以对被检抗原或抗体进行免疫定量研究；③采用不
同直径的金标抗体进行免疫双重或多重标记染色，能在一张电镜图
片上同时显示两种或多种被检测物质的组织或细胞的超微结构。
早期胶体金标记多直接采用全血清或亲和层析抗体，Ｒｏｍａｎｏ

最早发展了使用蛋白Ａ的间接标记法［２８］。随着胶体金标记免疫球
蛋白制备方法的改进，标记第二抗体、γ球蛋白组分和亲和层析纯
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