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生物条形码检测技术及其研究进展
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摘要: 生物条形码检测技术作为一种新的诊断工具ꎬ已逐渐应用于蛋白质、核酸和小分子物质的检测ꎮ
生物条形码技术通过构建“纳米金颗粒－目标物－磁纳米颗粒”三明治结构ꎬ利用磁场作用ꎬ将结合在纳米

金颗粒表面的大量相同序列的寡聚核苷酸洗脱下来ꎬ并进一步放大信号ꎬ实现对目标物的间接或直接检

测ꎮ 本文介绍了生物条形码检测技术的原理及其应用ꎬ综述了生物条形码与生物芯片银染技术、酶标纳

米金技术、生物传感器技术、微孔板银染技术以及聚合酶链式反应技术等高灵敏放大信号技术的联合应

用ꎻ并对其前景进行了展望ꎬ探索其最佳反应条件、优化操作步骤和多种物质的残留检测ꎬ开发标准化、商
业化的生物条形码检测技术免疫试剂盒是未来重要的研究方向ꎮ
关键词: 生物条形码检测技术ꎻ 蛋白质ꎻ 核酸ꎻ 小分子物质ꎻ 三明治结构ꎻ 纳米金颗粒
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　 　 近年来ꎬ生物条形码检测(ｂｉｏ￣ｂａｒ ｃｏｄｅｓ ａｓｓａｙꎬ
ＢＣＡ)技术在医学、临床检测、分子生物学、免疫学、纳
米技术等领域都有不断的发展和探索ꎮ 这种超灵敏

纳米颗粒扩增检测系统最早于 ２００３ 年提出ꎬ用于检

测前列腺特异性抗原(Ｎａｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３)ꎮ 随着对蛋

白质、核酸等大分子和小分子物质的检测分析要求
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越来越高ꎬ传统的免疫分析方法在蛋白质超灵敏检

测方面存在不足ꎬ其主要原因是缺乏直接扩增技术ꎬ
如聚 合 酶 链 式 反 应 ( ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ
ＰＣＲ)ꎮ 因此ꎬ在一些检测方法中ꎬ条形码 ＤＮＡ 需要

通过 ＰＣＲ 进行扩增ꎬ或者对扩增后的条形码进行电

泳或联合技术芯片检测ꎮ 目前ꎬＢＣＡ 技术已成为临

床诊断、微量分析等各个领域的新技术ꎬ具有灵敏度

高、操作简单、成本低等优点ꎮ 该技术可实现探针的

间接扩增ꎬ广泛用于大分子或小分子物质的高灵敏、
高特异性检测(Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８)ꎮ

１　 生物条形码检测技术的原理
ＢＣＡ 是指将相同序列的寡核苷酸作为探针ꎬ经

化学、静电耦合、自组装等方式将探针固定在金纳

米颗粒表面ꎬ然后把探针当作检测对象ꎬ 形成

“ＡＵＮＰ－目标物－ＭＭＰ”的三明治结构ꎬ从而实现超

高灵敏度检测的方法ꎮ 用于检测 ＢＣＡ 的生物探针

分为纳米金颗粒(ｇｏｌｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅꎬ ＡＵＮＰ)探针和

磁性微球(ｍａｇｎｅｔｉｃ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬ ＭＭＰ)探针ꎮ 将

该检测技术的操作过程总结为以下几个步骤:制作

和识别 ＡＵＮＰ 探针ꎬＭＭＰ 探针的制作与识别ꎬ夹层

结构的形成ꎬ获得条形码 ＤＮＡꎬ检测条形码 ＤＮＡ
(高璇等ꎬ２０１６)ꎮ ＢＣＡ 是基于纳米金和核苷酸链的

信号放大技术通过抗体识别检测高灵敏度目标化

合物(Ｔａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ Ｎａｍ ｅｔ ａｌ.(２００３)发现蛋

白质和核酸等大分子物质在检测过程中ꎬ检测探针

和识别探针分别与不同的单抗、多抗及 ＤＮＡ 结合ꎬ
其主要是通过与目的蛋白对应的单克隆和多克隆

抗体来实现特异性检测ꎮ ＢＣＡ 能够实现多重信号

扩增ꎬ不需要酶扩增技术ꎬ是目前能够实现和 ＰＣＲ
具有相同灵敏度且都不需要酶扩增技术的检测方

法(杜鹏飞等ꎬ２０１６ꎻ 刘军等ꎬ２０１５ꎻ Ａｍｉｎｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１７ꎻ Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０)ꎮ

２　 生物条形码检测技术的应用
ＢＣＡ 技术被应用于肿瘤标志物、核酸、病毒、食

源性病原体、生物毒素和环境污染物的检测ꎮ 检测

蛋白质、核酸等大分子物质时ꎬ则是将 ＡＵＮＰ 表面

的条形码 ＤＮＡ 修饰并且与目标分子(ＤＮＡ)相匹

配ꎬ然后与附在磁性纳米颗粒上的互补 ＤＮＡ 混合ꎬ
形成一个包含 ＤＮＡ￣ＡＵＮＰ /目标分子 /互补 ＤＮＡ￣
ＭＭＰ 的三明治结构ꎬ从而测定目标分子的数量ꎮ
Ｎａｒｍａｎｉ ｅｔ ａｌ. ( ２０１８) 建立了一种基于 ＭＭＰ 和

ＡＵＮＰ 的荧光 ＤＮＡ 生物传感器方法ꎬ用于检测霍乱

弧菌 Ｖｉｂｒｉｏ ｃｈｏｌｅｒａｅ Ｏ１ ＯｍｐＷ 基因ꎬ其结果表明ꎬ在
５~２５０ ｎｇ􀅰ｍＬ－１范围内呈良好的线性关系ꎬ检出限

为 ２.３４ ｎｇ􀅰ｍＬ－１ꎮ Ｌｉ ｅｔ ａｌ. (２０１８)开发了一种基

于酪酰胺信号扩增和 ＡＵＮＰ 标记的免疫测定方法ꎬ
用电感耦合等离子质谱对 α 胎儿蛋白进行高灵敏

度检测ꎬ检出限为 １.８５ ｐｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ线性范围为 ０.００５
~２ ｎｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ该方法重复性好ꎬ可用于血清中其他

大分子的检测ꎮ 虽然 ＢＣＡ 技术提高了检测的灵敏

度和速度ꎬ但其相关实验参数还需进一步优化ꎮ
农药、生物毒素等小分子物质的检测则是将运

输蛋白的载体物质和农药小分子半抗原结合ꎬ并在

磁性纳米粒子表面形成ＭＭＰ 探针ꎮ 把抗体与 ＤＮＡ
链在纳米金表面连接ꎬ相互反应后ꎬ ＤＮＡ 链在

ＡＵＮＰ 表面又形成纳米复合探针ꎬ农药小分子与在

磁性纳米粒子表面的抗原产生竞争ꎬ并再次结合成

纳米金复合探针ꎬ那么表面的抗体就会形成竞争型

免疫化学反应体系(Ｄｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６ꎬ２０１８)ꎮ Ｈｏｎｇ ｅｔ
ａｌ. (２０１８)开发了一种直接竞争仿生酶联免疫吸附

试验ꎬ用于测定样品中的三唑磷ꎮ 该方法的线性范

围为 ０.００１~ １００００ μｇ􀅰Ｌ－１ꎬ回归系数为 ０.９７７ꎬ其
灵敏度和检出限分别为 ４２８ 和 ０.００１ μｇ􀅰Ｌ－１ꎬ结果

表明该方法更灵敏ꎮ Ｙｕ ｅｔ ａｌ. (２０１８)建立了一种

检测黄曲霉毒素 Ｂ１ 的 ＢＣＡ 技术ꎬ其灵敏度约为

１０－８ ｎｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ远高于 ＥＬＩＳＡ 的灵敏度ꎮ 这也是首

次将 ＢＣＡ 技术应用于中草药中黄曲霉毒素 Ｂ１ 的

分析ꎮ 该方法可用于花生 Ａｒａｃｈｉｓ ｈｙｐｏｇａｅａ Ｌｉｎｎ.、
腰果 Ａｎａｃａｒｄｉｕｍ ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｉｅ Ｌｉｎｎ.等坚果类食品中

黄曲霉毒素 Ｂ１ 的微量检测ꎮ

３　 生物条形码检测技术与其他技术的应用
３.１　 基于生物芯片银染的生物条形码免疫分析

近些年ꎬ由 ＡＵＮＰ 和巯基改良组装的寡核苷酸

的研究引起了广泛的关注ꎮ ＡＵＮＰ 表面积比较大ꎬ
故可以单独结合许多寡核苷酸ꎬ且巯基也可通过修

改的寡核苷酸使 Ａｕ￣Ｓ 键与纳米金紧密相连ꎬ形成

一个探测器ꎬ在某些情况下可以与互补的核苷酸序

列结合ꎬ从而达到核酸检测目的ꎮ 此方法与银染法

结合在检测斑点杂交和芯片等区域ꎬ选择性高且灵

敏度高ꎮ 生物条形码免疫分析已通过生物芯片的

银染法确立ꎬ如大分子物质的检测只能在三明治的

结构模型中找到ꎬ而小分子物质由于只有一个组件

绑定抗原结构模型ꎮ 因此ꎬ目前适用于生物条形码
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免疫系统分析不适用于小分子物质ꎬ如农兽药、生
物毒素等(邹艳辉等ꎬ２０１４)ꎮ 杜鹏飞(２０１７)利用

研究小分子竞争型免疫化学反应体系ꎬ建立了基于

生物芯片银染技术的高灵敏度可视化 ＢＣＡ 技术ꎬ
使该技术在小分子检测中得到广泛应用ꎮ
３.２　 基于酶标纳米金探针的生物条形码免疫分析

酶标纳米金技术最早应用于蛋白的检测(Ｌｉｕ
ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０ｂ)ꎮ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.(２０１０ａ)利用生物素－亲和

素系统构筑了新的多功能金纳米复合探针ꎬ并开发

出了基于纳米金复合探针的免疫法ꎮ 三明治免疫

反应不仅增长了与每一个免疫复合体相关联的

ＨＲＰ 分子的数量ꎬ同时也增强了信号强度ꎬ检测限

１２ ｐｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ具有良好的特异性ꎮ 利用生物素亲和

素系统ꎬ可以增强农药残留与生物条形码的敏感性

和方便性ꎬ再把纳米金复合探针上的复合纳米金探

针标记上 ＨＲＰ 分子ꎬ同时在磁探针结合之前ꎬ形成

一个竞争系统的检测ꎮ
３.３　 基于生物传感器的生物条形码检测

生物传感器技术是生物活性物质或生物本身

(如酶、组织、微生物、细胞、免疫等)作为识别元件与

被检物质发生物理化学反应(如电、光、热、质量)再
通过换能器转换为可测的电化学、压电、热学、光学

等信号ꎬ进行信号检测ꎬ从而获得被检物的数量(刘
慧等ꎬ２０２１)ꎮ Ｚｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ.(２０１８)开发了一种新的生

物传感器方法ꎬ用 ＡＵＮＰ 来指示不同浓度的大肠杆

菌 Ｏ１５７ ∶ Ｈ７ꎬ并使用智能手机成像 ＡＰＰ 监测 ＡＵＮＰ
的颜色变化ꎬ来确定细菌的数量ꎮ 该生物传感器对

大肠杆菌的特异性和灵敏度很好ꎬ且检出限低于 ５０
ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎮ 王晓飞等(２０２１)用基于适配体识别和

ＢＣＡ 放大策略的电化学发光生物传感器方法研究粘

蛋白和特定细胞ꎮ 通过测量电化学发光强度和细胞

浓度的对数相比ꎬ当在 ４~８００ ｐｇ􀅰ｍＬ－１和 ３０~５.０×
１０－４ ｃｅｌｌｓ􀅰ｍＬ－１范围时呈良好的线性关系ꎬ检出限为

０.５ ｐｇ􀅰ｍＬ－１和 ９ ｃｅｌｌｓ􀅰ｍＬ－１ꎮ 该方法为高灵敏的检

测蛋白提供了新的方法ꎮ
３.４　 基于 ＰＣＲ 的生物条形码免疫分析

ＰＣＲ 是生物分子扩增的最常用手段ꎬ也是核酸

检测最敏感的方法ꎮ ＰＣＲ 是指在生物体外放大的一

种特定的 ＤＮＡ 序列的技术ꎮ 自 １９８５ 年首次提出

ＰＣＲ 概念以来ꎬＰＣＲ 技术经历了三代技术革新ꎮ 第

一代 ＰＣＲ 技术是琼脂凝胶电泳ꎬ常用该方法对目的

ＤＮＡ 进行定性分析ꎮ 第二代 ＰＣＲ 技术是实时荧光

定量 ＰＣＲ(ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ＰＣＲꎬ ｑＰＣＲ)ꎮ 第

三代 ＰＣＲ 技术是数字 ＰＣＲ (ｄｉｇｉｔａｌ ＰＣＲꎬ ｄＰＣＲ)ꎬ该
概念最初于 １９９９ 年提出ꎮ 其中ꎬｑＰＣＲ 已广泛应用

于农业、医疗诊断和环境监测等领域ꎮ
３.４.１　 常规 ＰＣＲ 生物条形码免疫分析　 ＰＣＲ 技术

是当前检测核酸最常用的方法之一ꎮ 为增强 ＢＣＡ
的敏感性ꎬ可采用 ＰＣＲ 的检验方法ꎮ 在 ＤＮＡ 检测

过程中ꎬ可将条形码 ＤＮＡ 作为模板 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ
扩增ꎬ然后经琼脂糖凝胶电泳来测量条形码 ＤＮＡ
的数量ꎮ
３.４.２　 基于 ｑＰＣＲ 的生物条形码免疫分析　 ｑＰＣＲ
是荧光标记或荧光染料结合 ＰＣＲ 扩增产物ꎬ在此

阶段中ꎬ直接放大产物的荧光信号值和数量呈正相

关的关系ꎬ此值可以实时监控样品中核酸的数量ꎬ
并且依照样品的吸光值ꎬ可以得到标准曲线ꎬ这是

可以准确定量核酸含量的一个示例(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)ꎮ 此方法先将抗体修饰的 ＡＵＮＰ、目标物质

与 ＭＭＰ 混合ꎬ形成三明治结构ꎬ然后通过竞争反

应ꎬ将 ＡＵＮＰ 上的抗体与 ＭＭＰ 结合ꎬ经加热释放

ＡＵＮＰ 表面的信号 ＤＮＡ 后ꎬ再通过 ＰＣＲ 和 ｑＰＣＲ
来检测ꎬ该方法的检出限 １ ｆｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ变异系数

３.３９％~６.８４％ (Ｙｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１２)ꎮ 为了降低产物

的增加与空气环境的干扰ꎬ在 ＰＣＲ 扩增的过程中ꎬ
基本上不能打开玻璃管ꎬ这样在很大程度上降低了

污染的可能性ꎮ Ｊｉ ｅｔ ａｌ.(２０１８)为了让人血病毒抗

原的检测更灵敏ꎬ应用了基于 ｑＰＣＲ 的方法检测ꎮ
先利用基因库中的特定植物序列与条形码 ＤＮＡ 对

比无同源性后ꎬ然后获得特异性条形码 ＤＮＡ 构建

重组质粒ꎬ此方法的灵敏度高、重现性好ꎮ
３.４.３ 　 免疫 ＰＣＲ 生物条形码检测技术 　 传统的

ＰＣＲ、ｑＰＣＲ 与 ＢＣＡ 的结合改进了 ＢＣＡ 的特异性、敏
感性及自动化水平ꎬ但这些方法仍然离不开磁珠的

磁分离过程ꎬ使检测过程复杂化ꎬ无法达到“下一代”
测序样本的测定和计算ꎮ 在超微量分析检测中ꎬ过
度的磁分离过程也会导致敏感性的降低和人为操作

误差的增加ꎬ但是免疫 ＰＣＲ 和 ＢＣＡ 的结合可以较好

地处理这些问题(Ｃａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１０ꎻ Ｈｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１３)ꎮ
目前ꎬ该方法已被应用于病毒、病原体和环境污染物

的检测ꎮ 其原理是将包被在酶标板或 ＰＣＲ 管上的抗

原抗体反应后ꎬ生成夹层复合物ꎮ 再把捕获的抗体

以及被条形码 ＤＮＡ 修饰的纳米金复合探针固定在

酶标板或 ＰＣＲ 管上ꎬ之后加热使探针表面的 ＤＮＡ 变
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性释放出 ＤＮＡ 条形码ꎬ最后用 ＰＣＲ 扩增的方法来分

析和检测ꎬ实现测量目标分子的目的ꎮ Ｇｕａｎ ｅｔ ａｌ.
(２０２１)用来检测食品中的草甘膦ꎬ草甘膦是世界上

应用最广泛的广谱除草剂ꎮ 用基于 ＡＵＮＰ 的生物条

形码免疫 ＰＣＲ 方法检测ꎬ草甘膦检测的线性范围为

６１.１ ｐｇ􀅰ｇ－１ ~３１.３ ｎｇ􀅰ｇ－１ꎬ检出限为 ４.５ ｐｇ􀅰ｇ－１ꎬ比

使用同一抗体开发的常规 ＥＬＩＳＡ (７０.０ μｇ􀅰ｇ－１)低 ７
个数量级且检测时间短ꎬ该方法具有良好的敏感性、
特异性、回收率和稳定性ꎮ
３.４.４　 基于数字 ＰＣＲ 技术的生物条形码检测技术

　 ｄＰＣＲ 的基本原理是一个样本被无限的稀释ꎬ从
而将样本分成数百个甚至是数百万个独立的反应

单元ꎬ在每一个单元里ꎬ有一个、多个或者没有目标

ＤＮＡ 链ꎬ再在每个单元格里进行扩增ꎬ扩增结束后

再对每个单元格内的阳性和阴性信号进行记录并

用泊松分布的统计学原理和方法来对目标分子的

含量进行确定(崔雪妍ꎬ２０１９)ꎮ 微流控芯片数字

ＰＣＲ、微滴数字 ＰＣＲ 和水晶数字 ＰＣＲꎬ其中微滴数

字 ＰＣＲ 是应用最广泛的ꎮ 肖芳等(２０２１)用微滴数

字 ＰＣＲ 研究转基因玉米 ＭＯＮ８７４２７ꎬ结果准确度、
稳定性均较好ꎮ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.(２０１９)用微滴数字 ＰＣＲ
检测柑橘黄静脉清除病毒(Ｃｉｔｒｕｓ ｙｅｌｌｏｗ ｖｅｉｎ ｃｌｅａｒ￣
ｉｎｇ ｖｉｒｕｓꎬ ＣＹＶＣＶ)ꎬ该病毒是影响柠檬 Ｃｉｔｒｕｓ ｌｉｍｏｎ
Ｂｕｒｍ. 生产最厉害的病原菌ꎬ在感染潜伏期和高温

条件下情况下更易被检测出来ꎬ且在实验过程中未

扩增出其他相关的柑橘病毒ꎬ说明该方法的特异

性、准确度、灵敏度更高ꎮ
３.５　 基于微孔板银染的生物条形码免疫分析

近年来ꎬ关于把生物素 －亲和素系统使用于

ＢＣＡ 技术中的方法越来越普遍ꎬ首先将生物素亲和

素中具有强亲和力的功能牢固地定在微孔板中ꎬ然
后加入银染增强液ꎬ再利用普通酶标仪来测定放大

了信号的条形码ꎬ最后可以实现在同一时间内通过

肉眼就可以观察其检测的结果(Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００８)ꎮ
为进一步简化 ＢＣＡ 检测过程中 ＡＵＮＰ 探针的制备

过程ꎬ在 ＡＵＮＰ 探针表面上只修饰一种巯基单链

ＤＮＡꎬ如用二硫苏糖醇技术ꎬ而不是热变性释放表

面的纳米金 ＤＮＡ 链(Ｈｉｌｌ ＆ Ｍｉｒｋｉｎꎬ ２００６)ꎮ 因此ꎬ
ＢＣＡ 通过与生物素－亲和素联接ꎬ就可以构建一个

用普通酶标仪就能达到检验农药残留的高敏捷的

新方法ꎬ并且能够正确地评价此方法ꎮ

４　 问题与展望
ＢＣＡ 技术与现代标记免疫分析的首选标准

ＥＬＩＳＡ 相比ꎬ灵敏度高 ５ ~ ６ 个数量级ꎬ检测时间至

少节省 ３ ｈ(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.２０１９)ꎬ这表明 ＢＣＡ 测定技

术取得了很大的进步ꎮ 但这种方法本身有缺点ꎬ主
要出现在条形码 ＤＮＡ 分析中ꎮ 在芯片测试中ꎬ因
为银染料本身的缺陷ꎬ假阳性反应的可能性更高ꎬ
且会随着时间、环境等因素变化ꎬ与其余的核酸检

测法相对比ꎬ灵敏度没有优势ꎮ 综合优化反应条

件ꎬ不仅减少了反应的时间增强检测的灵敏度ꎬ而
且降低试验成本ꎬ更有利于实用和推广ꎮ 因此ꎬ提
高此方法的利用率是近年来重要的研究方向ꎮ 李

德雪等(２００８)用 ｑＰＣＲ 替代了传统的 ＰＣＲ 和芯片

检测方法ꎬ建立了荧光定量 ＢＣＡ 系统ꎬ改进了 ＢＣＡ
技术的不足ꎮ

经过十几年的发展和探索ꎬＢＣＡ 技术已经建立

了简单可靠的高效体系ꎬ可用于蛋白质等大分子物

质和小分子物质的检测ꎮ 与其他检测技术相比ꎬ其
优势:一是用于 ＢＣＡ 技术的纳米材料安全且不易

与目标分子结合变性ꎻ二是高特异性和高灵敏度使

其具有广阔的应用前景ꎻ三是该方法在小分子物质

检测中性价比高、速度快、操作简单ꎮ 但是 ＢＣＡ 技

术尚未完全成熟ꎬ方法的每一个组成部分都可能影

响其灵敏度和特异性ꎮ 因此ꎬ探索最佳反应条件、
降低检测成本、进一步简化操作步骤、提高检测灵

敏度、缩短制备和检测时间、实现同一反应体系中

多种物质的检测、制备免疫生物条形码试剂盒是未

来 ＢＣＡ 标准化和商业化的重要研究方向ꎮ
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