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基于表面等离激元共振技术的辐射生物剂量计初探  

王帅南  张晓红  胡晓丹  张海黔 
（南京航空航天大学  南京 210016） 

摘要  研究小鼠经过不同剂量 Co-60 γ-射线全身辐照后血清内缝隙连接蛋白 Connexin43(CX43)的含量变化，

探究其作为生物剂量计的可行性。利用表面等离激元共振(SPR)生物传感器探测小鼠血清内 CX43 的含量，并

采用 Western Blot 方法对该蛋白进行定性和检验。SPR 结果显示，CX43 对辐射敏感，0.6 Gy 的辐照即可引起

小鼠血清内CX43蛋白含量的明显增加。1.2 Gy 剂量照射后小鼠血清内的CX43蛋白含量随时间呈先升高后降

低的趋势，在 3 h 左右达到最高峰。此时 0−2.4 Gy 区间内 CX43 含量与剂量成线性相关。继续增加剂量后

CX43 含量反而开始下降。Western Blot 结果显示，1.2 Gy 照射组净光密度强于 0.6 Gy 照射组，并且二者的净

光密度均明显强于对照组，与 SPR 结果一致。实验结果表明，基于 SPR 技术的 Connexin43 蛋白检测方法有

望成为一种新的生物剂量计。 
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进入 21 世纪以来，核安全依然面临着巨大的挑

战。各种大大小小的辐射事故仍频频出现。在这些

突发核辐射事件中，早期快速地对受照射人员进行

剂量评估，以便更高效地进行临床诊断治疗是必不

可少的一个步骤。生物剂量计在这方面具有物理剂

量计不可替代的作用[1]。经过多年的努力，人们发

展出了形形色色的生物剂量计，比如染色体畸变分

析，DNA 损伤和突变分析等，但是这些方法有的操

作比较繁琐、复杂，有的分析耗时，均有一定的局

限性[2-3]。蛋白质层面上的生物剂量计近来被人们关

注[4]。Britten 等[5]研究了高 LET 照射条件下生物体

血清里表达异常的蛋白标志物。焦旸等[6]探究了高

迁移率族蛋白 B1 作为生物剂量计的可行性。间隙

连接蛋白 43(CX43)对辐射敏感，其与辐射的关系近

年来被广泛关注。CX43 是细胞间隙连接蛋白成员

之一，分子量 43 KD，在调节细胞增值与分化、细

胞新陈代谢和控制内环境稳态等方面中具有很重要

的作用，是新发现的辐射敏感基因[7]。Azzams 等[8]

发现，CX43 对辐射高度敏感，0.16 cGy 的α射线或

者 0.5 Gy 的γ-射线即可引起其在人正常二倍体成纤

维细胞里的高表达。Glover 等[9]也发现，0.5 Gy γ-

射线照射后，正常人纤维上皮细胞的 CX43 基因表

达水平显著上调。故 CX43 有可能作为新的分子靶

标用于辐照人员的剂量评估[7]。 

目前，CX43 蛋白的检测方法主要是免疫法，

如 Elisa[10]和 Western Blot 等。表面等离激元共振

(SPR)技术自上世纪 80 年代初引入到传感器领域，

发展十分迅猛。SPR 生物传感器技术是利用抗体抗

原相结合的原理，在预先固定好特定抗体的金膜表

面捕捉抗原，导致金膜表面的折射率发生变化，进

而记录这种特异性结合反应。它具有实时、快速、

灵敏、无需标记、所需样品量少等优点[11-12]。SPR

技术在检测抗体抗原等生物分子相互作用研究方面

应用广泛，国内外都可见有很多报道 [13-14]。以往

CX43 与辐射诱导的关系多在离体细胞进行，且量

效关系也只是初步的认识。CX43 在血清中微量存

在[10]，血清提取方便，满足生物剂量计易于提取的

要求。并且 CX43 基因的诱导表达剂量低，响应迅

速，利用 SPR 技术检测实时快速，可尽快对受照射

人员进行剂量评估。本研究将小鼠暴露于一定剂量
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范围γ-射线下，建立动物辐射损伤模型。提取血清

后利用 SPR 生物传感器进行目的蛋白的实时检测。

探究基于 SPR 技术的 Connexin43 蛋白检测方法作

为生物剂量计的可行性。 

1 材料与方法 

1.1 实验材料 

1.1.1  实验动物 

小鼠由南京江宁青龙山实验动物中心提供，清

洁级，22−25 g，小鼠品系 ICR，在实验室喂养 2 周

后用于实验； 

1.1.2  实验仪器与试剂 

表面等离激元共振仪，型号 BI2000(Biosensing 

Instrument Inc, USA)；BK5 金膜片，上海基因公司；

甘氨酸、吗啉乙磺酸(MES)，分析纯，国药集团化

学试剂有限公司；羧甲基葡聚糖、半胱胺、乙醇胺

(EA)、EDC、NHS，分析纯， 美国 SIGMA 公司；

小鼠 Connexin43 抗体，美国 SANTA CRUZE 公司；

Connexin43 标准品，美国 BD 公司；吐温 20（分析

纯）、Western Blot 相关仪器耗材等，南京生兴生物。 

1.2 小鼠辐照与样品提取 

1.2.1  小鼠辐照 

小鼠随机分为正常对照组和照射组 1−6 组。1−5

组，每组 3 只，照射剂量依次为 0.6、1.2、1.8、2.4

和 3 Gy；第 6 组 24 只，照射剂量 1.2 Gy；正常对

照组小鼠 6 只。照射源为加拿大 Nordion 公司生产
60Co 放射源，活度约为 7.4×1011 Bq，源靶距 50 cm，

剂量率为 0.2 Gy / min。 

1.2.2  样品提取 

对照组以及 1−5 组小鼠在辐照后 3 h 进行眼眶

取血来采集外周血，用经高温高压消毒后的一次性

5 mL 离心管收集，3000 r/min 离心 10 min 取上清。

第 6 组小鼠分别在照后 2、3、4、8、12、24 和 48 h，

以及一周(1 w)每次 3只，重复以上步骤取血并标记。 

1.3 SPR 自组装膜的制备以及抗体的修饰 

1.3.1  CM-Dextran 膜的制备   

将裸金膜片浸入 10 mmol/L 的 Cys 水溶液中，

室温避光过夜，然后高纯水冲洗，氮气吹干。金膜

表面滴加 CM-Dextran (10 mg/mL)和 NHS/EDC (0.1 

mol/L/0.4 mol/L)的混合液，组装 4 h 后高纯水冲洗，

氮气吹干。置于 4 ℃冰箱保存。 

1.3.2  抗体的修饰   

将组装好的 CM-Dextran 膜固定在 SPR 传感仪

上，系统缓冲液采用加入了质量分数为 0.05% 

Tween20 的 PBS 缓冲液(PBST, pH=7.4)。设定流速

为 40 μL/min，通入 NHS/EDC (0.1 mol/L /0.4 mol/L)

的 MES 溶液(pH=5.6)100 μL，活化 CD 膜表面的羧

基。接着取 30 μL 抗体(200 μg/mL)，加入一定量的

PBS 缓冲液，稀释后缓缓注入样品环。通过氨基羧

基共价结合作用将抗体组装在 CD 膜的表面。最后

注入 1 mol/L 的 EA(pH=8.5)封闭未反应的羧基。

Connexin43 传感芯片组装完成，配套软件可实时显

示反应过程（图 1)。 

 

图 1  CX43 抗体在 CM-Dextran 膜上的固定过程 
Fig.1  Sensogram showing immobilization of CX43 antibody 

on modified gold chip 

1.4 标准品以及样品的检测 

1.4.1  标准品的检测   

将 CX43 标准品用稀释液分别稀释为 80、40、

20、10 和 5 ng/L。依次用移液器移取 100 μL 标准

品注入 BI2000 样品环内，在注射器的推动下流经

CX43 传感芯片并与其上的抗体发生特异性反应，

通过软件可实时观察反应结果。每个浓度梯度组测

量三次。一定强度的酸或碱可以使与抗体特异性结

合在一起的目的蛋白解离，使得芯片再生。本实验

使用甘氨酸-盐酸缓冲液(pH=2.0)进行芯片的再生。

最终得到标准品浓度与 SPR 信号之间的关系。 

1.4.2  样品的检测   

将提取到的小鼠血清用 PBST 稀释后进行检

测。步骤同标准品。芯片再生使用 pH=2.0 的甘氨

酸-盐酸缓冲液。样品中 CX43 的浓度(C 样品)根据标

准品与 SPR 信号(y)之间的关系反推并乘以稀释倍

数 n(30)而得。 

nyC ×−=
217.0

987.0
样品

                   (1) 
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1.5 Western Blot 检测 

对照组、0.6 Gy 和 1.2 Gy 血清样品经过相同倍

数稀释后用高精度移液器各取 20 μL，与上样缓冲

液混合后于沸水中煮 5 min 使蛋白变性，加足够的

电泳液后上样。浓缩胶以 80 V 电泳，进入分离胶后

以 120 V 电泳，电泳至溴酚蓝刚跑出为止，终止 10% 

SDS-PAGE 电泳。蛋白电转移 100 V 250 mA 1.5 h

至 PVDF 膜。3% BSA 的 TBST 缓冲液封闭 1 h，

加 CX43 抗体 4℃孵育过夜，TBST 室温下摇床脱色

洗涤 4 次，每次 10 min，与辣根过氧化物酶标记的

IgG 孵育 1 h 后，用 TBST 洗涤。经化学发光检测试

剂盒试剂（美国 Pierce)作用后放射自显影于 X 光胶

片上。 

2 结果 

2.1 SPR 芯片检测 CX43 的灵敏度以及重复性 

对经稀释液稀释的 CX43 标准品(0−80 ng/L)进

行 SPR 检测。检测结果如图 2 所示。进样后样品在

注射泵的推动下缓缓流至芯片表面，与表面固定的

CX43 抗体进行特异性抗原抗体结合。改变了芯片

表面的折射率，引起 SPR 信号的改变。并且信号改

变的大小与样品的浓度呈正相关。实验结果表明，

SPR 的响应大小与 CX43 标准品的浓度有线性关

系，拟合得到的信号-浓度关系式为 y=0.217x−0.987，

线性相关系数约为 0.995 。最低检测限(LOD)为 5 

ng/L。 每个浓度均在同一条件下重复测量三次，计

算平均值以及标准差。 

 

 

图 2  CX43 标准品在 SPR 芯片上与抗体反应的实时监测(A)与 SPR 响应值与 CX43 浓度的关系 0−80 ng/L(B) 
Fig.2  Real-time detection of CX43 standard with SPR sensor(A) and CX43 concentration dependency of SPR sensor in  

the range of 0–80 ng/L(B) 

 

2.2 样品的 SPR 检测 

2.2.1  1.2 Gy 剂量辐照后小鼠血清中 CX43 含量与

时间的关系      

如表 1 所示，辐照后小鼠血清中 CX43 的含量

在前 3 h 内开始增加，在 3 h 左右达到顶峰。接下来

CX43 含量开始迅速下降，并在 24 h 后至一周时间

趋于稳定。我们选择 CX43 浓度最高的时刻，即 3 h

来探究小鼠血清内 CX43 含量与辐射剂量之间的依

赖关系。 

2.2.2  0−3 Gy 样品 CX43 含量与剂量的关系 

在辐照后 3 h 探究样品中 CX43 含量与剂量的

关系。结果见表 2 和图 3 所示。小鼠血清中的 CX43

含量随照射剂量增加存在着先升高后降低的趋势。

在 0−2.4 Gy 范围内，CX43 的含量随剂量的增加而

升高，不同剂量之间差异有统计学意义。拟合得到

的线性方程为，y=111.64x+292.3，其相关系数为

0.992。但是当剂量继续升高至 3 Gy 时样品中 CX43

含量出现下降趋势。同样在辐照后 3 h 时刻样品中，

Western blot 检测到分子量约 43 KD 的 CX43 蛋白。

结果显示，辐照后，小鼠血清中 CX43 含量明显增

多。1.2 Gy 照射组净光密度强于 0.6 Gy 照射组，并

且二者的净光密度均明显强于对照组（图 3 A），与

SPR 结果一致。 
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表 1  小鼠辐照后血清内 CX43 含量与时间的关系 
Table 1  The relationship between the concentration of CX43 in mice serum and the time after irradiation  

时间 / h  
Time 

对照 
Control 

2  3  4  8  12 24 48  168 

SPR 响应值/ mdeg 
SPR signal 

1±0.09 1.52±0.03 1.97±0.20 1.22±0.03 1.14±0.23 0.67±0.16 0.50±0.09 0.47±0.09 0.36±0.07

CX43 浓度/ ng ·L−1 
CX43 concentration 

283±13 359±4 424±29 315±4 302±33 234±24 209±14 204±13 189±11 

 

表 2  小鼠辐照后 3 h 血清内 CX43 含量与剂量的关系 
Table 2  The relationship between the concentration of CX43 in mice serum and the dose 3 h after irradiation  

剂量 Dose / Gy 0 0.6 1.2 1.8 2.4 3 

SPR 响应值 / mdeg 
SPR signal 

1.06±0.12 1.69±0.04 2.04±0.14 2.58±0.13 3.02±0.12 2.54±0.12 

CX43 浓度 / ng ·L−1 
CX43 concentration 

282±16 370±6 432±19 492±18 554±17 488±17 

 

 

图 3 辐照后 3h 样品在 SPR 芯片上与抗体反应的实时监测图及对应时刻对照组和 0.6、1.2Gy 照射组 Western Blot 图(A)与样
品中 CX43 浓度与剂量的线性关系 0−2.4 Gy (B) 

Fig.3  Real-time detection of samples with SPR sensor and the corresponding moment Western Blot (A) and the linear correlation of 
the concentration of CX43 in mice serum and the irradiation dose in the range of 0−2.4 Gy (B) 

3 讨论 

本实验以全身照射小鼠为模型，利用表面等离

激元共振技术研究了 Co-60 γ-射线辐射对小鼠血清

内 CX43 蛋白含量的变化影响，探究其作为生物剂

量计的可行性。实验结果表明，小鼠辐照 3h 后，在

0−2.4 Gy 剂量范围内，CX43 含量与剂量成线性关

系，线性相关系数 0.992，剂量-效应关系良好。而

当剂量继续升高至 3 Gy时样品中CX43含量出现下

降趋势，这可能与小鼠的组织损伤以及细胞间隙通

讯功能的负反馈有关[7]。 

时间-效应结果表明，照射后，小鼠血清内 CX43

蛋白的含量随时间呈先升高后下降的趋势，在 3 h

左右达到顶峰，在 12 h 后降至正常对照水平以下。

有研究表明，CX43 含量减少，可能是导致心脏疾

病发生的原因之一[15]。这也为辐射可导致心脑血管

疾病提供了一个间接的证据，Borghin 等[16]发现，

0.5 Gy 剂量照射下，10 年后有约 1%的受照射人员

发生心脑血管疾病。因此应做好辐射暴露人员在心

脑血管疾病方面的防护工作[17]。CX43 作为细胞间

隙连接通讯功能(GJIC)结构中的重要蛋白，在辐射

反应中具有很重要的作用。通过控制这种细胞间通

讯引起的旁效应等作用，也许可以为将来癌症放射

治疗提供帮助并且降低低剂量辐射致癌的风险[18]。

然而目前，辐射诱导 CX43 表达变化的更详细的调

控机制及生物学意义等还未被揭开[7]。 

实验结果显示，SPR 检测 CX43 标准品批内变

异系数 CV 值均小于 10%，说明 SPR 检测 CX43 蛋

白的重复性良好。Western Blot 结果与 SPR 检测结
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果符合良好，表明 SPR 在检测蛋白方面的可靠性

高。CX43 对辐射响应迅速，诱导表达剂量低。利

用 SPR 技术检测灵敏、实时、快速，平均一个样品

检测仅需 5−10 min。随着光纤 SPR 技术的发展以及

SPR 仪器的高通量和便携化发展，甚至可以在事故

现场进行检测。因此本方法有望作为生物剂量计在

辐射事故发生早期对可疑照射人员、伤员等进行快

速的筛选和诊断评估。然而，遗传和疾病等因素也

会影响 CX43 等蛋白在机体中的表达，使得不同个

体间的含量值波动较大，尤其是在低剂量照射情形

下[19]。并且不同的蛋白标志物被辐射活化的剂量阈

值不同，选择单一的蛋白指标来衡量剂量也是有所

欠缺的。选择一组对辐射敏感的蛋白对所受到的辐

射剂量进行指示才会更加可靠[4]。SPR 的高通量化

等发展[20]将会为蛋白质组学在这一方面的研究提

供更好的平台。事实上，目前还没有一个能够完全

符合生物剂量计要求的剂量计[21]。大多生物剂量计

在实际应用中还需进一步优化。寻找更理想的生物

剂量指标和方法也是辐射安全领域人员一直在努力

研究的重要方向。 
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Study on mice serum CX43 as biodosimetry using surface plasmon resonance technique 

WANG Shuainan  ZHANG Xiaohong  HU Xiaodan  ZHANG Haiqian    

(Nanjing University of Aeronautics and Astronautics, Nanjing 210016, China) 

ABSTRACT  The aim is to investigate the changes of Connexin43(CX43) in mice serum after Co-60 γ irradiation 

and its practicability as a biodosimetry. The content of CX43 protein in mice serum was detected using surface 

plasmon resonance(SPR) technique. Western Blot method was also used as reference. Expression of Connexin43 is 

sensitive to γ radiation. Obvious up-regulation of CX43 expression was observed by γ-rays doses as low as 0.6 Gy. 

CX43 protein in mice serum first increased and then decreased with the increasing time after mice were irradiated at 

dose of 1.2 Gy. The highest level of CX43 appeared 3 h after irradiation. At this moment, the content of CX43 

showed a linear correlation with the γ-rays doses in the range of 0−2.4 Gy, however, it began to reduce when the dose 

continued to increase. Western blot results showed that, the fluorescence intensity of the 1.2 Gy group is higher than 

that of the 0.6 Gy group, and both of them were significantly higher than that of the control group. Detection of 

Connexin43 protein in mice serum using SPR technique is expected to be a new biodosimetry. 

KEYWORDS  Ionizing radiation, Biodosimetry, Surface plasmon resonance(SPR), Connexin43(CX43) 
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