
综述 

Review  

 
 * E-mail: hxju@nju.edu.cn; Tel.: 025-89683593 

Received June 22, 2020; published August 24, 2020. 
Project supported by the National Natural Science Foundation of China (Nos. 21635005, 21827812, 21890741). 

  项目受国家自然科学基金(Nos. 21635005, 21827812, 21890741)资助. 
  

Acta Chim. Sinica 2020, 78, 1213—1222 © 2020 Shanghai Institute of Organic Chemistry, Chinese Academy of Sciences http://sioc-journal.cn   1213 

化 学 学 报 
 ACTA CHIMICA SINICA 

 

前列腺癌相关肿瘤标志物分析方法的研究进展 
马秋琳    冯楠    鞠熀先* 

(南京大学化学化工学院  生命分析化学国家重点实验室  南京 210023) 

摘要  肿瘤标志物是在恶性肿瘤细胞中过表达的一类蛋白质, 能反映肿瘤的发生、发展, 并能监测肿瘤治疗的效果. 因

此, 癌症患者血清中的肿瘤标志物的分析对于癌症状态的监测具有重要意义. 常见的前列腺肿瘤标志物包括前列腺特

异性抗原(PSA)、前列腺特异性膜抗原(PSMA)、α-甲酰基辅酶 A 消旋酶(AMACR, P504S)、前列腺酸性磷酸酶(PAP)和

钙磷脂结合蛋白 3 (ANXA3)等. 基于对前列腺肿瘤标志物的相关研究, 本综述简要介绍了前列腺癌肿瘤标志物的组

成、生物功能和生理意义, 重点归纳了前列腺癌特异性抗原和前列腺酸性磷酸酶的检测技术, 总结了当前前列腺癌肿

瘤标志物检测技术的不足, 并展望了前列腺癌肿瘤标志物检测在临床应用中的前景. 
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Advances in Analytical Methodology of Prostate Cancer Markers 
Ma, Qiulin    Feng, Nan    Ju, Huangxian* 

(State Key Laboratory of Analytical Chemistry for Life Science, School of Chemistry and Chemical Engineering,  
Nanjing University, Nanjing 210023, China) 

Abstract  The detection of tumor markers plays an important role in the screening, early diagnosis and treatment of 
high-risk cancer patients. Prostatic cancer is one of the most common malignancies of the male genitourinary system, and has 
an increasing trend in recent years. Its morbidity is generally influenced by region and ethnicity. The common clinical mark-
ers of prostate cancer include prostate-specific antigen (PSA), prostate-specific membrane antigen (PSMA), alpha-formyl 
kievase A mesozyme (AMACR, P504S), prostate-acid phosphatase (PAP), and calcium phosphatidyl binding protein 3 
(ANXA3). Most of these markers are composed of proteins or enzymes, which are produced by normal or cancerous prostate 
cells. Of these, prostate-specific antigen (PSA) and prostate-acid phosphatase (PAP) are considered to be the most meaningful 
markers of the prostatic cancer. Detection of PSA is widely used in the early detection and monitoring of prostate cancer pa-
tients, while analysis of PAP is often used to detect advanced prostate cancer metastases and evaluate the therapeutic effect. 
Therefore, the analysis of PSA and PAP in the human serum is of great significance for the monitoring of disease status in 
clinical diagnosis and treatment. In this review the recent advances in the methodological study for detection of prostate can-
cer markers are reviewed along with the description of their structures and biological functions. The detection technologies of 
prostate-specific antigen and prostate acid phosphatase are emphatically introduced, which mainly contain colorimetric tech-
niques, electrochemical methods, fluorescence methods and surface resonance plasmon techniques. On the basis of summa-
rizing the research progress in this field in recent decades, the future development of prostate cancer marker analysis is pro-
spected. This review is expected to provide a useful guidance for the study of prostate cancer markers. 

Keywords  cancer markers; prostate cancer; prostate-specific antigen; prostatic acid phosphatase; detection methododology 

  
1  引言 

肿瘤是一类具有高风险和高死亡率特点的疾病, 对

人类健康构成了严重威胁. 在我国, 恶性肿瘤已经成为

严重威胁居民健康的最主要公共卫生问题之一, 根据最

新的统计数据显示, 恶性肿瘤造成的死亡率占居民死因

的 23.91%. 近十年来恶性肿瘤的发病死亡整体呈持续

上升态势, 每年由于恶性肿瘤所致医疗花费超过 2200

亿元. 大量研究和预防数据证实, 早期诊断和早期治疗

是预防肿瘤和降低肿瘤死亡率的最有效方法. 寻找可以

进行早期诊断的肿瘤标志物(Tumor marker, TM)并发展

其高效检测方法成为人们近期关注的焦点. 血清、组织

或体液中肿瘤标志物的检测, 对于在临床上发现原发肿

瘤、筛选肿瘤高危人群和鉴别诊断肿瘤的发展程度以及

判断对肿瘤的治疗效果等都具有重大意义. 此外, 肿瘤

标志物还可用于肿瘤治疗后的评估预后以及对是否复

发进行预判.  

肿瘤标志物是一类可以反映肿瘤存在的物质, 常指

特征性存在于恶性肿瘤细胞或由其分泌产生的物质, 也

有部分肿瘤标志物是由宿主对肿瘤的刺激反应而产生

的. 它们一般存在于肿瘤患者的组织、体液和排泄物中. 
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目前, 已有超过 100 种肿瘤标志物应用于癌症的早期检

测, 按其性质可分为酶、激素、胚胎抗原、糖蛋白等一

类特殊蛋白质. 常用的检测方法有酶标记免疫分析技

术、放射免疫分析法、免疫放射分析法、胶体金免疫层

析法、化学发光免疫分析技术等. 

前列腺癌(Prostatic carcinoma, PCa)是男性泌尿生殖

系统中最为常见的恶性肿瘤之一[1], 它的发病率受地区

及种族的影响. 在美国, 男性癌症发病率排在第一的便

是前列腺癌, 其病死率仅次于肺癌. 在 20 世纪 80 年代

12个欧洲国家被确诊为 PCa的男性患者超过 8万人. 而

在我国, PCa 的发病率虽远低于欧美国家, 但近年来也

呈现出显著的增长趋势[2], 前列腺癌在男性癌症致死率

中排在第八位, 占 2.1%. 因此, 前列腺癌已引起社会及

每个男性的高度重视. 

临床上, 常见的 PCa 诊断方法包括直肠指检、前列

腺特异性抗原数值的判定、经直肠前列腺超声检查、前

列腺穿刺活检[3]及人前列腺癌细胞(PC-3)[4-6]. 随着分子

生物学技术的不断发展, 肿瘤标志物检测在前列腺癌高

危人群筛查、早期诊断及肿瘤发生发展等方面发挥着重

要作用[7]. 目前较为热门的 PCa 的肿瘤标志物包括前列

腺特异性抗原(PSA)、前列腺特异性膜抗原(PSMA)、α-

甲酰基辅酶 A 消旋酶(AMACR, P504S)、前列腺酸性磷

酸酶(PAP)、钙磷脂结合蛋白 3 (ANXA3)等. 由于 PCa

检测的重要性, 前列腺肿瘤标志物的研究已成为热门课

题[8-10]. 相较于对临床常见诊断方式的综述, 本文侧重

于对前列腺特异性抗原及前列腺酸性磷酸酶这两个热

门标志物的常见分析检测技术、优势及其研究意义进行

综述, 并展望对前列腺特异性抗原与前列腺酸性磷酸酶

研究的前景. 

2  前列腺特异性抗原(Prostate specific anti-
gen, PSA) 

前列腺特异性抗原是一种主要由正常或有癌变倾

向的前列腺细胞产生的 33～34 kDa 糖蛋白. 它是一种

丝氨酸蛋白酶, 主要可在血清中检测到, 其半衰期为

2～3 d, 为前列腺液和精液的组成成分之一, 可液化精

液, 促使精子蠕动[11]. PSA 具有较好的检测阳性率, 且

检测较为便捷, 已成为诊断前列腺癌最常见的血清标志

物[12,13]. 前列腺癌通常会导致高浓度的PSA释放到循环

系统, 甚至导致血清 PSA 水平增加 105 倍[14]. 因此, 血

清 PSA 测定被广泛应用于前列腺癌患者的早期检测和

监测. 

血清 PSA 值超过 4.0 ng/mL 通常被认为是阳性[15].

当 PSA＞10 ng/mL 时, 需要前列腺活组织穿刺检查[16]; 

当 PSA 为 4～10 ng/mL 时, 则需要根据 PSA 的其它衍

生指标判断, 如 fPSA(fPSA/tPSA)等[17](fPSA 为未结合

蛋白的游离 PSA, 占总 PSA 的 20%～30%). 但临床上

PSA的结果判定较为复杂, 由于PSA的测定结果与患者

的精神状态(如紧张、焦虑)、疾病(如前列腺炎、前列腺

增生)、临床操作等相关[18]. 同时, PSA 存在判定灰区, 

当 PSA 含量为 4～10 ng/mL 时, 前列腺活组织穿刺诊断

PCa 的阳性率仅为 25%[19]. 因此有些研究工作者通过

PSA 衍生出其它相关的检测指标, 其中较为常见的有

fPSA、fPSA/tPSA[20]. 

短结合肽由于其具有可靠、低成本、耐恶劣环境等

优势, 成为一种在生物分析中有前途的传统抗体的替代

物. Denmeade 等[21]发现具有 HSSKLQ 氨基酸序列的特

异性肽段可作为检测胞外液中 PSA 酶活性的底物. 目

前常见的 PSA 检测方法有荧光法[22]、表面等离子体共

振法[23]、电化学法[24,25]及电化学发光法(又称电化学发

光法和 ECL 法)[26]等. 

2.1  荧光法 

临床生物标志物检测的金标准是酶联免疫吸附试

验(ELISA). 然而, 由于其敏感性适中, ELISA 通常只在

生物标志物水平已经达到临界阈值浓度时才进行检测, 

此时疾病已经有了显著的进展. 因此, 超灵敏检测是临

床生物标志物检测的迫切需要. 纳米技术已经在超灵敏

生物传感器的设计中发挥着越来越重要的作用, 利用荧

光法作为信号转导具有极高的灵敏度并使即时检测成

为可能. 

荧光检测的原理是基于光激发某些化合物产生光

发射, 通过测定荧光强度的变化达到定量检测的目的. 

荧光法具有灵敏度高、快速、连续和实时的优点. 但由

于检测方法的限制, 定量分析需要标样, 并易受其它元

素干扰和叠加信号的影响. 对于常规荧光免疫测定, 在

大多数生物标志物含量极低的状态下会出现由于灵敏

度不足而难以监测生物标志物的情况. 为了改善低丰度

生物标志物检测灵敏度的问题, 大多数荧光分析方法集

中在创造新的三维表面以提高捕获抗体的密度, 从而实

现信号放大的目的. 2013年, Liu等[22]提出了一种新的可

激活探针, 以提高荧光 ELISA 检测血清样本中 PSA 的

灵敏度(图 1). 该工作以罗丹明 B 异硫氰酸酯(RBITC)为

模型荧光染料 , 在每个金纳米粒子 (AuNPs)上组装

RBITC-AuNP 偶联物. 装载纳米偶联物的 RBITC 通过

静电相互作用被检测抗体(Ab2)覆盖, 从而保持其对目

标 抗 原 的 生 物 活 性 . 当 PSA 存 在 时 , 偶 联 物

Ab2-RBITC-AuNPs 作用于 PSA, RBITC 的荧光被

AuNPs 高度猝灭; 当检测系统中加入半胱胺后, 由于竞

争作用 RBITC 从 AuNPs 表面除去, 使 RBITC 荧光显著

恢复. 恢复的荧光强度与血清样品中生物标志物的浓度

成正比, 由此可在 pg/mL 水平检测患者血清中的 PSA. 

这种可激活探针的检测限比传统的荧光免疫测定法低

好几个数量级, 从而实现超灵敏检测. 该探针的高灵敏

度是基于 RBITC-AuNPs 的高“关-开”效率和 AuNPs

表面 RBITC 的负载率. 该体系可在早期或根治性前列

腺切除术后筛查 PSA, 从而提供更好的检测结果. 同时
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在 96 孔板上进行检测是目前临床实验室最流行的检测

形式, 特别是在发展中国家易于适应当前的诊断平台, 

更适用于实际的临床情况. 

 

图 1  96 孔板上 PSA 的荧光激活免疫分析原理图[22] 
Figure 1  Representation of the fluorescence-activatable immunoassay 
for PSA performed in 96-well PS plates[22] 

此外, 超敏、高特异性适体荧光传感器的开发对前

列腺癌的早期诊断也具有重要意义. 2020 年, Wang 等[27]

基于石墨化氮化碳(g-C3N4)量子点(g-CNQDs)与钯三角

板(PdTPs)间的荧光共价能量转移开关模型, 实现了对

前列腺特异抗原(PSA)传感器的超敏检测. 该方案通过

在水热条件下制备了 PdTPs, 并将其与 PSA 适配体(PA)

进行了顺序修饰, 同时通过PdTPs与g-CNQDs的吡啶N

之间的配位键来猝灭 g-CNQDs 的荧光. 在 PSA 存在的

情况下通过削弱 PA 和 g-CNQDs 之间的连接, 使 PdTPs

从 g-CNQDs 中释放, 导致荧光恢复, 形成了“on-off-on”

适体荧光传感器. 该方法可用于血清中对 PSA 进行检

测, 具有较宽的线性范围(10 pg/mL～50 ng/mL), 检测

限低至 4.2 pg/mL). 

2.2  电化学发光法 

ECL 法是一种在电极表面由电化学引发的特异性

化学发光反应, 主要包括了电化学反应和化学发光这两

个过程. 常见的电化学发光技术有三联吡啶钌标记、链

霉亲和素-生物素、磁性微粒子、电启动的化学发光反

应. ECL 因其灵敏度高、速度快、易于控制、动态范围

广等优点, 在蛋白质检测中受到了广泛的关注. 2013 年, 

Qi 等[28]提出了一种电致化学发光肽(ECL-PB)生物传感

器, 用于测定 PSA. 特定肽段(CHSSKLQK)用作 PSA 识

别分子, Ru(bpy)3
2＋因其良好的电化学、光化学稳定性和

较高的发光率而被用作 ECL 的发射源. 二茂铁羧酸(Fc)

作为 ECL 淬火剂, 降低了 Ru(bpy)3
2＋-TPA(三丙胺)体系

的 ECL 强度. AuNPs 由于其良好的电催化活性、较大比

表面积、良好的导电性和稳定性被用作放大平台. 如图

2所示, 将Nafion和AuNPs的混合物浇铸在玻碳电极表

面形成 AuNPs/Nafion 膜后, 将 Ru(bpy)3
2＋静电吸附到

AuNPs/Nafion 膜上, 由此形成 ECL-PB 传感器, 之后以

二茂铁羧酸为载体的肽段(Fc-peptide)自组装到 AuNPs

表面. 当PSA存在时, 它会特异性地裂解Fc-peptide, 导

致猝灭剂离开电极, 使含 TPA 磷酸盐缓冲液中的 ECL

强度增加, 从而在动态浓度范围 5 pg/mL～5 ng/mL 测

量PSA, 检测限为0.8 pg/mL, 该方法具有良好的临床应

用前景. 

 

图 2  ECL-PB 生物传感器用于 PSA 测定的原理[28]  
Figure 2  Schematic diagram of ECL-PB biosensor for the determina-
tion of PSA[28] 

2.3  光电化学法 

光电化学(PEC)生物分析是一种很有前景的分析技

术, 它是通过记录光电极与被分析物相互作用所引起的

光电流响应来检测的方法[29]. 由于激发信号与检测信

号完全分离, PEC 法具有较高的灵敏度和较低的背景. 

从本质上说, PEC 反应描述了一个光电转换过程, 该过

程涉及光诱导电子空穴对的分离和转移. 在辐照作用

下, 价带上的光活性基团的电子可以被激发到导带, 然

后转移到电极上, 从而产生一个强大的光电流信号. 然

而, 电子和空穴自发的快速重组, 会减少光电流. 此外

光反应过程中电子和空穴的快速积累, 电场有被中和的

趋势, 因此如何更新内部电场, 保持电子空穴对的持续

分离也是一个巨大挑战.  

2019 年, Yu 等[30]以 CdTe/TiO2敏化结构为电极, 以

CuS 纳米晶为信号放大器, 构建了一种肽基 PEC 传感

器, 用于蛋白质的超灵敏检测. 多肽修饰至 CdTe/TiO2

电极表面后, 将双链DNA(dsDNA)固定在多肽末端作为

载体固定阿霉素-巯基铜纳米晶体(Dox-CuS)缀合物. 为

验证该 PEC 传感器的可行性, 作者选择 PSA 作为检测

模型, 在无 PSA 存在时, CuS 纳米晶体可以消耗电子供

体并激发光能, 且生物大分子的空间位阻效应阻碍了给

电子体到光电极的运动, 减小了光电响应信号, 使 PEC

传感器处于“signal-off”状态. 当 PSA 存在时, PSA 特

异性剪切多肽使 DNA/Dox-CuS 探针从电极表面释放, 

产生“signal-on”状态. PEC 传感器具有良好的特异性、

稳定性和重复性, 在 PSA 分析中具有很好的应用价值, 

其线性范围为 0.005～20 ng/mL, 检出限为 0.0015 

ng/mL. 该 PEC 传感器利用 TiO2-NTs 与 CdTe 量子点之

间的能级匹配大大提高了光电转换效率. 通过表观空间

位阻、激发光的竞争性吸收和电子供体的有效消耗, 显
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著降低光电流响应 . dsDNA 作为载体材料增加了

Dox-CuS 网络控制系统的负载, 达到信号放大的目的, 

因此在生物分析、疾病诊断和临床生物医学等方面具有

广阔的应用前景.  

2020 年, Gao 等[31]首次采用水热法制备了基于纸张

的二维WO3纳米薄片, 实现了电子的快速转移. Cu2O是

一种窄禁带(2.2 eV) p 型纳米材料, 具有优异的光电性

能, 可以拓宽光吸收范围, 因此被用作较为理想的光电

极材料. 在可见光的照射下, WO3和Cu2O可以产生光致

电子空穴对. 当没有外力作用时, 由于电子和空穴的随

机运动, 它们很容易以极高的速率自发重组. 相反, 在

BaTiO3 (BTO)纳米层两侧极性电荷载体(PCC)电场诱导

下的持续驱动力, 可以分别诱导 WO3和 Cu2O 中电子和

空穴的定向迁移, 实现相对较大的光电流响应. 如图 3a

所示, 在 BTO 的右侧, 极化的正电荷会吸引 Cu2O 的电

子, 而空穴则会被排斥. 另一方面, WO3 的空穴可以被

BTO 相应的负电荷所抽离 , 而电子则被排斥并沿着

WO3 纳米薄片的“高速路”流向外部电路. 因此, 如图

3b所示, 除了通过WO3和Cu2O的能级匹配来促进载流

子的分离外, 引入 PCC 电场可以提供额外的有效驱动

力来实现光电子空穴对的定向迁移. 采用标准加入法对

基于纸张的真实样品检测传感平台的可行性进行了评

估. 在加入癌胚抗原(CEA)、甲胎蛋白(AFP)、人类免疫

球蛋白(HIgG)和人血清白蛋白(HSA)作为干扰因素的情

况下, 只有 PSA 对该传感器能产生影响, 可引起明显的

光电流信号下降, 具有极强特异性. 

 

图 3  (a) PCC 电场对 WO3纳米薄片/BTO/Cu2O 光电极空穴对分离的

促进作用示意图和(b) WO3 纳米薄片/BTO/Cu2O 光电极的 DSCC 策  
略[31] 
Figure 3  (a) Schematic diagram of the promoting effect of the PCC 
electric field on the separation of electron-hole pairs and (b) DSCC strat-
egy of the WO3 nanoflakes/BTO/Cu2O photoelectrode[31] 

2.4  表面等离子体共振法 

表面等离子体共振(SPR)是生物分子相互作用检测

中最常用的无标签光学技术之一, 一般是光在金属薄膜

液体界面上全内反射时发生. 传感器表面的局部折射率

决定了共振角的大小, 由此可实现对生物分子的定量检

测. 因此 SPR 技术被认为是一种可替代传统 ELISA 的

快速检测技术. 然而, 为了获得临床相关结果, 用血清

作为检测介质受限于传感器表面与血清蛋白之间的非

特异性相互作用. 2012 年, Uludag 等[32]利用一种可消除

98%血清蛋白非特异性结合基质的消除缓冲液, 开发了

一种新的免疫测定方法并将其应用于 SPR 传感器平台

(图4). 在其检测方案中, 为了能够检测血清中与临床相

关浓度的 tPSA, AuNPs 被用作增强和放大传感器信号. 

AuNPs 是一种比其他纳米粒子更出色的 SPR 信号增强

剂, 由于 AuNPs 具有良好的生物相容性, 高粒子密度等

特点, 因此会引起更高的折射率变化. 此外, 由于它们

参与了表面等离子体共振, 引起高共振角偏移, 进一步

增强了SPR生物传感器的信号. 该工作首次建立了通过

矩阵缓冲区和 AuNPs 在高血清浓度中高灵敏检测 tPSA

的 SPR 生物传感器, 在血清中对 PSA 的检测限为 0.29 

ng/mL. 因其具有检测时间短、重复可用性高、实时检

测等优点, 该法可用于临床上诊断前列腺癌并应用于前

列腺癌治疗和预后的护理. 

 

图 4  利用 PSA 检测抗体修饰的金纳米颗粒进行夹心免疫分析[32] 
Figure 4  Schematic representation of the PSA sandwich assay using 
PSA detection antibody-modified Au nanoparticles[32] 

2.5  比色法 

比色法是以生成有色化合物的显色反应为基础的

定量检测手段. 选择适当的显色试剂与待测组分反应, 

形成有色化合物, 通过比较或测量有色化合物的颜色深

度实现对待测物的定量. 比色检测具有成本低、操作方

便、仪器要求简单等优点, 相对于其它方法更受青睐. 

2018 年 Zhou 等[33]利用功能化的介孔硅纳米颗粒

(MSNs)包裹 pH 指示分子(TP), 开发了一种基于比色法

的无酶滴定板(图 5). 由于二氧化硅纳米颗粒的孔被苯

基三甲氧基硅烷功能化, 通过 π-π 共轭能紧密地包裹

TP. 为了检测 PSA, 用聚乙烯亚胺(PEI)包覆含 TP 的单

分散介孔硅, 有利于带负电荷的 PSA 二抗附着. 当 pH

呈碱性时, PT 即可从孔中出来. 合成的双功能单分散介

孔硅用于扩增检测板孔中预固定一抗捕获的 PSA. 该方

法具有较宽的动态范围(0.5～8000 pg/mL), LOD 可达

0.36 pg/mL, 并具有较好的抗干扰能力, 能用于实际样

品中检测 PSA, 在滴度板中检测保证了高通量并避免了
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昂贵仪器的使用. 此外, 本方法不使用酶, 降低了检测

成本, 避免了传统 ELISA 方法中酶变性、酶活性随温度

变化等带来的一系列问题. 

 
图 5  (A) TP@PEI/Ab2-MSNs 的合成; (B) 96 孔板上基于 TP@PEI/ 
Ab2-MSNs 扩增比色法检测 PSA 的无酶免疫吸附检测步骤[33] 
Figure 5  (A) Synthesis of TP@PEI/Ab2-MSNs and (B) steps of the 
enzyme-free immunosorbent assay of PSA using TP@PEI/Ab2-MSNs for 
amplified colorimetric detection in a 96-well plate[33] 

2.6  基于适配体的液晶传感器法 

液晶传感器可将化学和生物反应转化为具有极高

灵敏度的可见光信号, 并将其放大. 该传感器的优点是

不需要烦琐的操作、分子标签或复杂的仪器, 这使得它

们在开发便携式和便宜的现场诊断设备时极具吸引力. 

目前已有很多报道实现了基于适配体识别的肿瘤标志

物检测[34,35]. 2019 年, Qi 等[36]开发了一种基于功能液晶

(LC)传感器辅助适配体的目标诱导解离策略(TID)用于

同时检测血液中多种肿瘤标志物. 该工作将单链 DNA 

(ssDNA)在适配体和 ssDNA 组成的双链 DNA 孵育后释

放, 由于适配体识别不同目标, 能同时对 CEA、AFP、

PSA 这三种肿瘤标志物进行检测. 其原理如图 6a 所示, 

血液中的靶蛋白首先被磁珠(MBs)捕获, 并通过核酸适

配体(apt1)进行功能化. 随后, 涂有靶蛋白的 MBs 被另

一个适配体(apt2)和信号 DNA 组成的双链 DNA 孵育. 

由于靶蛋白与 MBs 上的 apt2 特异性结合, 信号 DNA 被

释放到水溶液中. 因此, 该传感器对信号 DNA 的检测

间接检测了靶蛋白. 因为自组装的阳离子表面活性剂单

分子层的排列被样品网格上的探针 DNA 打乱, 晶体在

水/LC 界面上采用倾斜取向(图 6b). 然而, 随着信号

DNA 混合物的加入, 信号 DNA 与对应的探针 DNA 的

特异性杂交, 液晶在该界面上的取向趋于稳态(图 6c), 

由于修复了阳离子表面活性剂单分子层的破坏, 光学图

像也随之由亮(图 6d)变暗(图 6e). 这种高效、低成本的

多路复用方法结合了 MBs 易于分离、适配体的高特异

性识别、灵敏度高等优点.  

 

图 6  辅助目标诱导的适配体解离功能化 LC 传感器同时检测血液中

多种肿瘤标志物的原理[36] 
Figure 6  Principle of simultaneous detection of multiple tumor markers 
in blood with functional LC sensors assisted with target-induced dissocia-
tion of an aptamer[36] 

在生物传感器中应用适配体时, 适配体对目标的结

合能力是其最重要的特征. 在体外实验中, 通常从随机

序列库中选择适配体, 这个过程称为 SELEX(配体通过

指数富集的系统进化), 其基础是适配体的靶标结合能

力. SELEX 是一种有效的筛选方法, 因其可使用聚合酶

链式反应(PCR)进行重复的周期选择. 2010 年, Savory 

等[37]使用遗传算法(GAs)来提高 SELEX 预先选择适配

体的亲和力. 利用遗传算法基于靶标结合能力选择适配

体时, SELEX 首先对候选寡核苷酸进行预选择, 寡核苷

酸序列在硅存在时被放大、交叉并突变. 因此, 遗传算

法可以重新选择对目标分子亲和力高但未被 SELEX 筛

选到的寡核苷酸. Savory 将此方法命名为在硅熟化中利

用气体优化适体序列的方法, 通过该方法获得了 PSA

高结合的 DNA 适配体, 其 PSA 的结合能力是预先选择

的适配体的 48 倍, 已用于生物样品中 PSA 的检测. 

3  前列腺酸性磷酸酶(Prostate acid phospha-
tase, PAP) 

酸性磷酸酶(ACP)是一种广泛存在于自然界的一种

天然酶, 在许多生理过程中发挥着重要作用. 它是水解

酶中的一种, 可通过水解多磷酸盐与有机磷酸盐的 C—

O—P 键生成无机磷酸盐, 帮助机体进行磷酸盐代谢. 

血清中 ACP 的异常表达与某些生理病理过程有关[38], 

可作为甲状旁腺功能亢进、多发性骨髓瘤、肾癌、前列

腺癌等相关疾病的诊断指标[38-40]. 

前列腺酸性磷酸酶(PAP)是一种前列腺外分泌物, 

是一种分子量为 18 kDa 的糖蛋白, 是酸性磷酸酶(ACP)

的同工酶, 由前列腺上皮细胞溶酶体产生, 当前列腺病

变破坏了血清-前列腺屏障以后 PAP 浓度会产生不同程

度地升高[41]. 前列腺癌发生时, 血清中 PAP 水平明显升
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高, 且其升高程度与前列腺癌的病情基本呈平行关系. 

与 PSA 相比, PAP 能够更准确地提示肿瘤的微转移[41]. 

但与 PSA 广泛应用于临床不同, 因 PAP 还可以表达于

非前列腺肿瘤(如小肠癌、膀胱腺癌等)中, 因此 PAP 临

床应用较少. 目前 PAP 在临床上多用于检测晚期 PCa

的转移和评估 PCa的治疗效果, 而甚少用于 PCa的早期

诊断. 

由于大多数生物分析物具有较低的丰度, 研究者们

往往采用高分辨率的检测方法或者信号放大技术实现

目标物的高灵敏检测. 迄今为止, 已经提出了各种检测

ACP 的方法, 包括化学发光[42]、电化学[43]、比色[44,45]、

和荧光法[46-48]. ACP 被认为是在前列腺癌中有重要意义

的血清学和组织学疾病标志物. 因此, 精确监测ACP水

平具有重要的现实意义. 

3.1  光电化学法 

PEC 由于其激发信号与检测信号的完全分离, 具有

较高的灵敏度和较低的检测背景, 是一种极受欢迎的生

物传感方法. TiO2 纳米管阵列(TNAs)具有较大的表面

积、良好的光化学稳定性和生物相容性, 已应用于 PEC

生物传感器的制备[49-52]. g-C3N4 是一种优良的可见光活

性半导体, 能带隙约为 2.7 eV[53], 具有较高的化学稳定

性和电子性质[54]. 此外, g-C3N4 表面的官能团容易沉积

在 TiO2 表面, 有利于 TNA/g-C3N4 传感器的构建[55-57], 

使 TNAs 在可见光照射下具有良好的光电流响应. 3,5-

二氨基-1,2,4-三唑(DAT)是一种良好的有机配体, 可与

Cu(II)、Zn(II)、Co(II)、Fe(II)离子配位[58-60], 在酸性条

件下可被 NaNO2 氧化形成 DAT 重氮盐[61]. 2020 年, 

Huang 等[62]将 DAT 重氮盐电化学接枝到 TNA/g-C3N4

表面, 由于 DAT 有机膜的电子位阻效应, 所构建的

TNA/g-C3N4/DAT 的 PEC 响应明显降低. ACP 催化抗坏

血酸-2-磷酸(AAP)水解后, 生成的抗坏血酸(AA)作为还

原剂将 Fe(III) 还原为与 DAT 配合的 Fe(II), 使

TNA/g-C3N4/DAT 的电子导电性显著增强 , TNA/ 

g-C3N4/DAT 的光电流相应增大. 同时, 所制备的 AA 也

可以作为 TNA/g-C3N4/DAT 光阳极的电子给体, 进一步

放大 TNA/g-C3N4/DAT 的信号. 因此, 该法成功地构建

了一种简单、灵敏的 ACP 活性测定的 PEC 传感器. 

3.2  比色法 

对于 ACP 的检测, 比色法以其高效、快速、直观等

特点引起了广泛的关注. 但检测结果容易受待测物本身

颜色和环境 pH 的影响. 常规的 ACP 比色法直接通过紫

外可见吸收光谱甚至肉眼来检测底物的有色水解产物, 

而基于酶的比色法得益于信号以指数形式的固有放大

和易于检测的信号输出, 使检测具有超常的敏感性和可

操作性 . 2019 年 , Chen 等 [63]发现还原氧化石墨烯

(PdSP@rGO)上的钯方型纳米板表现出一种表面依赖的

类氧化活性. 由{100}PdSP@rGO 包裹的 Pd 纳米板比

{111}刻面更活跃. 此外, 二维 PdSP@rGO 显示出比 Pd

纳米晶相更强的活性. 引入 AAP 后, {100}PdSP@rGO

催化的3,3,5,5-四甲基联苯胺(TMB)显色反应受阻, 颜色

褪色, 吸光度下降. 以 AAP 为底物, TMB 的显色反应为

信号, 实现了 ACP 活性的比色检测(图 7). 该法可以通

过简单的混合和读出方式对 ACP 进行一步检测, 线性

范围为 0.01～6.0 mU/mL, 检测极限为 8.3 μU/mL. 

 

图 7  基于 AAP 调控的{100}PdSP@rGO 催化活性检测 ACP 活性[63] 
Figure 7  ACP activity detection based on AAP controlled catalytic 
activity of {100}PdSP@rGO[63] 

纳米酶是一种模拟酶行为的纳米材料, 由于其在恶

劣条件下具有良好的化学稳定性、制备方法简单、与天

然酶相比成本较低等优点, 因此在生物医学领域具有广

阔的应用前景. 2020 年, Lin 等[64]发现 MoO3 NPs 具有优

异的氧化酶模拟活性, 可以催化无色 2,2-偶氮二(3-乙基

苯并噻唑啉-6-磺酸)(ABTS)的氧化反应, 从而得到一个

绿色产物(green product). 因此, 他们将 MoO3 NPs 的氧

化酶模拟性质与活性炭催化 AAP 的水解相结合, 建立

了一种检测 ACP 的新颖、简便的比色法. 该方法的原理

是将 AA 作为 AAP 系统中的产物, 干扰 ABTs 的氧化, 

从而抑制MoO3 NPs 氧化酶模拟性质. 该方法测定ACP

的线性范围为 0.09～7.3 U/L, 检出限为 0.011 U/L. 这种

新的比色法已成功地应用于稀释的人血清样品中 ACP

的检测和 ACP 抑制剂的筛选. 

3.3  荧光法 

荧光法具有快速、连续、实时等优点, 但用于 ACP

检测的荧光检测方法较少, 使用的荧光指标主要集中于

有机染料和荧光聚合物[65]. 近年来, 基于石墨烯量子

点、金纳米团簇、CuInS2量子点等新型发光纳米材料已

发展了一系列定量ACP的方法. 然而, 基于这些纳米发

光材料的检测大多需要过渡金属离子如 Ni(II)、Cu(II)

作为媒介, 它们受 pH、缓冲溶液的限制, 使传感系统不

稳定.  

为了改善这一情况, 2016 年Huang 等[46]设计了一种

基于铜纳米团簇(CuNCs)疏水相互作用控制的纳米开

关, 采用一步法合成的亮红色发光CuNCs作为指标. 在

酸性条件下, 由于质子形式包覆青霉胺的疏水环境使

CuNCs 大量聚集, CuNCs 发光性能得以增强, 并在其表

面形成特定的疏水微环境. 具有相似疏水性的对硝基苯

酚(p-nitrophenol)在水溶液中由于具有较强的疏水作用

而被吸附在 CuNCs 表面 , 这种近距离的接触导致
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CuNCs 的荧光猝灭 . 而 α-环糊精 (α-cyclodextrin)和

p-nitrophenol 之间存在更强的疏水作用, 通过竞争作用

可将 p-nitrophenol 从 CuNCs 表面移除. 因此, 引入 α-

环糊精可作为 CuNCs 的荧光开关(图 8). 该方法对实际

样本(包括血清和精浆)具有足够的敏感性, 能够连续实

时监测 ACP 水平.  

 
图 8  基于疏水作用控制的发光 CuNCs 纳米开关对 ACP 活性检测策

略示意图[46] 
Figure 8  Schematic illustration of detection strategy for ACP activity 
based on the luminescent CuNCs nanoswitch controlled by hydrophobic 
interaction [46] 

2018 年 , Qu 等 [66] 基于氮掺杂石墨烯量子点

(N-GQDs)开发了一种用于酪氨酸酶(TYR)和酸性磷酸

酶(ACP)活性检测的荧光生物传感器. TYR 可以催化酪

氨酸生成多巴醌(dopaquinone), 该物质可以有效地猝灭

N-GQDs的荧光, 且N-GQDs的荧光猝灭程度与TYR的

浓度成正比. 在 ACP 存在下, AAP 被水解生成 AA, 将

多巴醌还原成 L-dopa, 导致被多巴醌猝灭的 N-GQDs 荧

光恢复. 荧光强度与 TYR 和 ACP 浓度在 0.43～3.85 

U/mL 和 0.04～0.7 mU/mL 范围内呈线性相关, 检出限

分别为 0.15 U/mL 和 0.014 mU/mL, 该法能用于实际样

品的检测. 

2019 年 Huang 等 [67]用双官能的 NH2-MIL-101 

MOFs 作为荧光指示剂和仿生催化剂, 检测 ACP 的活

性 . 该材料克服了 MOFs 传感系统单一的缺陷 , 

NH2-MIL-101 在 456 nm (F456)处具有固有的荧光发射. 

作为一种过氧化物类纳米酶, 它能催化 o-苯二胺(OPD)

被 H2O2氧化生成荧光 2,3-二氨基萘嗪, 最大发射为 556 

nm (F556). OPD、H2O2 的混合物中加入 NH2-MIL-101

后, F456 被淬灭, 而 F556 增加. ACP 传感基于焦磷酸离

子(PPi)介导的 NH2-MIL-101/OPD/H2O2 系统的荧光变

化. PPi 通过与 NH2-MIL-101 的 Fe 中心特异性结合抑制

其催化能力, 而 ACP 的加入通过水解恢复 PPi 活性. 在

NH2-MIL-101/OPD/H2O2系统中加入 PPi 和 ACP 后, 得

到比率发光信号(F556/F456), 用于 PPi和ACP活性的灵

敏检测, 检测限为 0.005 U/L. 该传感器已成功用于血清

中ACP的检测, 为基于MOFs的生物传感应用开辟了新

途径.  

此外, 2019 年 Weng 等[68]发现 ACP 在酸性或中性条

件下催化聚多巴胺的水解, 而碱性磷酸酶(ALP)没有这

样的功能. 由此 Weng 利用碳点作为信号指示剂, 开发

了一种简单的 ACP 检测方法. 中性条件下, ACP 存在时

通过内部过滤效应淬灭碳点, 并对碱性磷酸酶的干扰表

现出较高的选择性, 具有良好的分析性能、线性范围宽, 

检测限为 0.45 U/L. 在人类血清样本中优良的试验回收

率表明该方法在临床和生物医学领域的应用潜力.  

3.4  荧光共振能量转移法 

荧光共振能量转移(FRET)是指在两个不同的荧光

基团中, 作为供体(Donor)的荧光基团的发射光谱与另

一个作为受体(Acceptor)基团的吸收光谱有一定的重叠, 

当这两个荧光基团间的距离合适时(≤100 Å), 就可观

察到荧光能量由供体向受体转移的现象, 即前一种基团

的激发波长激发, 可观察到后一个基团发射的荧光. 如

果受体荧光量子产率为零, 则发生能量转移导致荧光猝

灭; 如果受体也是一种荧光发射体, 则呈现出受体的荧

光并造成次级荧光光谱的红移. 该技术具有较高的光谱

分辨率、较好的灵敏度以及优异的选择性. 基于纳米等

离子体提出的等离子体共振能量转移(PRET)与其原理

相同. 然而, 在构建 PRET 时, 很难选择与纳米等离子

体探针的光谱刚好重叠的能量受体分子. 此外, 供体与

受体之间的连接需要特定的化学键才能进行.  

FRET 已广泛应用于生物分子识别[69]、细胞生理状

态监测[70,71]、离子检测[72]、AuNPs 易位[73]的研究. 基于

金属配体复合物的选择性形成和 PRET过程的可控构建

和阻断, 该技术具有较高的分辨率、灵敏度以及优异的

选择性. 2020 年, Yan 等[74]提出了一种基于 oxTMB 和海

胆状金纳米等离子体(UGPs)之间的 PRET 检测 ACP 的

新方法. 如图 9 所示, 由于 oxTMB 的电子共振峰与

UGPs 的等离子体共振峰重叠, 可以减弱 UGPs 的散射 

 

图 9  基于 FRET 点亮检测 ACP 的方案[74] 
Figure 9  Working protocol of the light up detection of ACP based 
FRET[74]  
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强度. 在加入 ACP 后, ACP 催化 AAP 分解产生的水解

产物 AA, 由于 AA 具有还原性, 可以有效地将 oxTMB

还原为 TMB, 从而阻断 FRET 效应. 由此, 通过简单的

静电吸附, 构建了一个“off-on”FRET 传感器用于 ACP

的灵敏检测. 

3.5  核磁共振成像 

化学交换饱和转移磁共振成像(CEST MRI)是一种

依赖于质子与大量水直接化学交换的成像方法, 目前已

发展了许多具有与周围水质子快速交换质子的小分子

CEST 磁共振造影剂. CEST 的对比机制涉及使用射频

(RF)饱和脉冲在其共振频率上选择性照射那些可交换

质子, 这时饱和质子与水质子在磁共振时间尺度反复交

换, 导致水的 MRI 信号减少. 这种大量水信号的损失形

成了 CEST 谱(z 谱). 水质子对应的频率为 4.75 ppm, 在

z 谱表现为 0 ppm. 为了量化 CEST 效果, 使用不对称磁

化传递率 MTRasym＝Ssat
－Δω/S0－Ssat

＋Δω/S0. CEST 最显著

的特征之一是它可用于检测亚毫米浓度的抗磁性分子, 

而不需要金属标记. 在 1H 核磁共振谱(1H NMR), 苯酚

包含一个可交换的羟基质子共振为 4.8 ppm 的水, 分别

在酸性和碱性条件下可通过 CEST-MRI 或基于交换的

T2 弛豫增强(T2ex)从而达到亚毫摩尔级检测. 2019 年

Zhang 等[75]基于苯酚固有的 CEST MR 特性, 开发了第

一个检测酸性磷酸酶(ACP)酶活性的 MRI 方法. 在 pH 

5.0 条件下 , 酶底物磷酸苯酯被 ACP 作用转化为

CEST-MRI可检测的苯酚, 为直接定量ACP活性提供了

一种简单的方法, 并将该传感器用于检测前列腺细胞酶

解液和细胞裂解液中 ACP 活性的应用. 

3.6  质谱法 

质谱分析是测量离子质荷比(m/z)的分析方法, 基本

原理为样品各组分在离子源中发生电离, 生成不同质荷

比的带电粒子, 经加速电场形成离子束, 进入质量分析

器, 利用电场和磁场作用, 不同质荷比的离子聚焦在不

同的点上得到质谱图, 从而确定其质量. 基质辅助激光

解吸/电离质谱(MALDI-MS)由于其无标记和高通量特

性是评价生物大分子活性的一种极好工具. 但对于实际

样品的检测, 其应用范围往往受到分离、纯化和脱盐的

限制.  

为进一步拓展“质谱生物传感”[76]的概念, 并满足

临床诊断中标志物的质谱检测需求, Ju 等[77]以氧化铟锡

(ITO)玻片为载体, 提出 MALDI-MS 传感芯片构建的新

技术. 基于酶的剪切效率, 利用 MALDI-MS 实现了

ACP 浓度的定量检测. 该工作将末端带有生物素基团

的长链聚乙二醇(PEG)以共价形式修饰在 ITO 玻片上, 

再分别将 SA 和生物素化磷酸肽依次组装到 ITO 玻片表

面获得 ACP 传感芯片. ACP 存在时, 磷酸肽脱去磷酸基

团, 产生新的质量信号. 利用该信号强度与产物和磷酸

肽底物的质量信号强度之和的比值, 进行 ACP 活性的

MALDI-MS定量分析, 线性范围为 0.05～1 g/L, 检测限

为 0.04 g/L. 该 ACP 传感芯片结合 MALDI-MS 的优势, 

可以消除样品中共存物质的干扰, 不需要样品预处理, 

为复杂生物样本中 ACP 的定量检测提供了一个简单、

快捷、高选择性、高通量的生物传感方法. 通过改变相

应的肽底物, 该质谱传感平台可扩展到其它作为生物标

志物的蛋白酶的定量分析, 为生物标志物的定量分析提

供了新思路.  

4  总结与展望 

前列腺癌肿瘤标志物对于前列腺癌的早期诊断、晚

期 PCa转移和对 PCa治疗效果的评估具有重要意义. 当

前, 前列腺癌肿瘤标志物检测的方法学研究主要集中于

单个标志物的超灵敏分析. 尽管血清肿瘤标志物已经成

为诊断恶性肿瘤的手段之一, 但当前列腺癌发生时, 血

清中的多项物质的浓度也都会发生极大变化, 单项肿瘤

标志物指标检测的敏感性与特异性均存在很大的限制, 

对于前列腺癌的早期诊断和治疗效果判断也具有很大

的局限性. 而且目前常用于前列腺特异性抗原和前列腺

酸性磷酸酶的检测技术仍存在一些不足, 临床上普遍使

用的酶联免疫吸附测定, 对于生物标志物的检测只能在

样品浓度达到临阈值时才会出现信号, 此时疾病已经显

著发展, 不符合对肿瘤标志物的检测需求. 而常见的荧

光法存在假阳性信号, 使检测的准确率降低. 同时, 样

品的负载率低也极大地影响检测效果, 一些检测方法存

在过程繁琐、对样品的纯度要求高、检测成本昂贵、重

现性差等缺陷. 这些都是目前前列腺癌肿瘤标志物检测

方法研究迫切需要解决的问题. 

针对上述问题和即时检测(point-of-care)与联合检

测的需求, 高通量、多通道的灵敏检测方法和检测方法

的器件化是前列腺癌肿瘤标志物检测方法学研究的发

展方向. 标志物的多模态检测有利于弥补单项检测的不

足, 而即时设备的研制有助于后期对于前列腺癌治疗效

果进行监测. 这些方法的发展对于提高诊断的敏感性及

特异性和肿瘤的检出率, 实现对前列腺癌的早期发现、

早期治疗及疗效监测具有重要意义. 
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