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摘　要: 为满足光学免疫传感器在环境监测和食品卫生检

测领域中应用的要求,研究一种免疫芯片制备方法,并用平

面波导型荧光免疫传感器对免疫芯片的性能进行了评价。该

方法可以将小分子物质固定到玻璃基底上。试验结果表明:

该芯片能够有效抑制蛋白质的非特异性吸附,并对目标物质

抗体的响应符合L ogist ic 方程; 修饰基片的氨基葡聚糖的

相对分子质量和氨基摩尔比都影响免疫芯片对抗体响应灵

敏度; 平行测定 20次的信号标准偏差小于 5% , 测定后芯

片性能没有明显下降。
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Abstract: A n op t ical imm uno2senso r ch ip w as developed fo r

environm ental monito ring and detection of food security. T he p lanar

w aveguide fluo rescence imm uno2senso r w as used to evaluate the ch ip

perfo rm ance. T h is ch ip immobilizes sm all amount of mo lecular

substances on to a glass substrate. T he test results show that ch ip s

p repared have lit t le non2specif ic adso rp tion to p ro teins and the

response to various antibody concentrat ions fit ted the L ogistic

fo rm ula. The mo lecu lar m ass and am ino acid conten t of the

am ino2dextran used in the ch ip influences the ch ip sensit ivity to

an tibodies. T he signal standard deviation w as less than 5% in 20

parallel tests. T he ch ip perfo rm ance did no t deterio rate w ith tim e.

Key words: environm ental monito ring; imm uno2ch ip; op tical

imm uno2senso rs; am ino2dex tran; non2specific

adso rp tion

基于亲和反应的免疫传感器技术在很多方面都

有应用,如研究蛋白质间的相互作用[1 ]
, 测定人体

血液中各种指标[2 ]
, 并用来测定水环境中特定有机

物浓度以及食品中的农药残留等[3- 4 ]。这些领域中

目标物质相对分子质量较小 (通常小于 1 000) , 免

疫检测中多采用间接竞争模式,需要将待测目标物

质固定到传感基片上。传感芯片的修饰和目标物质

的固定技术是免疫传感器开发过程中的关键问题。

光学免疫传感器中芯片的基底材料是透明玻

璃,对玻璃基底的修饰通常采用硅烷化的方法[5- 6 ];

但修饰后的基片对蛋白质的非特异性吸附较强,且

硅烷化试剂提供的活性基团有限,不适合直接用于

固定小分子物质。为了实现小分子物质的固定,需要

对基片进行进一步修饰,将亲水性高分子聚合物引

入到基片上[7 ] , 最常用的是葡聚糖, 葡聚糖能够很

好地抑制蛋白质的非特异性吸附,通过一定手段将

活性基团引入到葡聚糖分子中[8- 9 ]。

本研究采用自备的氨基葡聚糖 ( am ino2dex2
t ran, AM D )对玻璃基底进行修饰,利用本课题组开

发的平面波导型荧光免疫传感器评价免疫芯片的性

能,包括对蛋白质非特异性吸附抑制的效果,以及对

目标物质抗体特异性响应的能力,考察葡聚糖相对

分子质量和氨基摩尔比对芯片性能的影响,最后评

价芯片的稳定性。

1　平面波导型荧光免疫传感器

传感器系统如图 1所示,以H e2N e 激光器作为

激发光源,功率为 5mW , 免疫芯片的尺寸为 60mm

×15mm×2mm , 其中一个端面为抛光的斜面。激

光经过斩波器后调制成一定的频率,耦合进免疫芯



片后在其表面产生倏逝波。倏逝波透射深度内的荧

光染料被激发产生荧光。荧光连同杂散光一起用多

模光纤进行收集。杂散光用带通滤光片过滤掉。剩

余的荧光进入硅光电二极管进行光电转换。电信号

用锁向放大器测定。系统采用流动进样器进样,它包

括 2个蠕动泵、1个切换阀以及管路。所有的操作和

数据采集都由计算机控制。

图 1　传感器结构示意图

图 2 表示传感器系统在一个测定周期内的响

应。主要包含 4个过程: 基线测定过程、免疫反应过

程、信号测定过程和芯片活化过程。信号有效值可取

信号最大值减去基线值, 也可以取信号最大值后

2m in 内的信号积分减去基线在 2m in 内的积分。当

芯片只需 1 次活化时, 整个测定过程可以控制在

20m in 以内。

图 2　传感器系统在一个测定周期的响应

2　试验部分

首先在传感表面镀上一层 SiO 2, 经过氧化处理

后含有一定量的羟基,可与硅烷化试剂发生反应,采

用 32缩水甘油羟丙基三甲氧基硅烷 (GO PT S) ; 之

后,含有氨基的亲水性高分子聚合物通过环氧基团

偶联,目标污染物与高聚物共价结合,固定到传感芯

片上。传感芯片的修饰与目标污染物固定的步骤见

示意图 3。

图 3　传感芯片的修饰与固定步骤示意图

2. 1　主要试剂与主要设备

32缩水甘油羟丙基三甲氧基硅烷 ( GO PT S,

Sigm a) , 二异丙基碳二亚胺 (D IC, A ldrich) , Cya2
n ine 5. 5 荧光染料 (Cy5. 5 Am ersham ) , 葡聚糖

(D ex tran, Pharm acia) , 牛血清白蛋白 (BSA , Sig2
m a) , 卵清蛋白 (OVA , Sigm a) , 胃蛋白酶 (Pep sin,

Sigm a ) , 2, 42二氯苯氧乙酸 (2, 42D , Sigm a) , 2, 42
D 抗体由本课题组自主制备。镀有 100 nm 左右厚度

SiO 2的传感芯片。其他无机试剂从北京化学试剂公

司购买。

氨基葡聚糖 (Am ino2D ex tran AM D )由本课题

组制备,以葡聚糖为原料,采用二步法——高碘酸钠

氧化加氨基还原——进行合成。具体的实验步骤请

参考文 [ 8- 9 ]。试验中制备了 4 种氨基葡聚糖,其

中 2 号葡聚糖的氨基摩尔比 r 约为 1 号的 1. 5 倍,

如表 1所示。

还有: 等离子体镀膜机、本课题组自主开发的

平面波导型荧光免疫分析仪等。

表 1　自备的氨基葡聚糖的特征

编号 M rö1 000 r (氨基ö单体) ö%

AM D 4021 40 1. 6

AM D 4022 40 2. 5

AM D 7021 70 1. 3

AM D 7022 70 2. 3

2. 2　免疫芯片制备

空白玻璃芯片用新配制的 P iranha 溶液

(V (H 2O 2) ÷V (H 2SO 4) = 2÷ 3)氧化 1 h, 超纯水冲洗

后N 2吹干; 然后芯片上滴加纯 GO PT S, 为防止

GO PT S 与空气接触发生反应, 将另一同样尺寸的

芯片盖在上面,形成三明治结构,室温下在N 2环境

中反应 1 h, 之后用丙酮冲洗, N 2吹干; 硅烷化后的
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芯片立即涂上提前配制的质量分数为 60%的AM D

水溶液,并于湿盒中放置 12 h, 超纯水冲洗后N 2吹

干。配 100m gömL 的 2, 42D ö二甲基甲酰胺 (DM F)

溶液,以每 10 ΛL 溶液加入 1 ΛL 的量向溶液中加入

D IC, 然后将混合液滴加到芯片表面,在DM F 湿盒

中放置 10 h 后,依次用DM F、超纯水冲洗表面, N 2

吹干。

2. 3　蛋白质的荧光标记

Cy5. 5 荧光染料标记抗体采用水相碳二亚胺

法, Cy5. 5染料分子带有高活性的N H S 基团,它能

够与抗体蛋白分子中的自由氨基发生高效反应。标

记后的抗体分子带有 2～ 4个荧光分子,其实际标记

比可以通过实验条件进行控制。具体的实验步骤请

参考文[ 10 ]。

2. 4　芯片测定

2. 4. 1　芯片性质测定

为了考察免疫芯片对蛋白的非特异性吸附和对

2, 42D 抗体的特异性反应,取Cy5. 5标记好的BSA

和 2, 42D 抗体, 用 PBS 分别配成 4 m gömL 和 0. 1

m gömL 的原液, 2, 42D 抗体溶液用 PBS 稀释成一

系列的浓度,然后与 2m gömL 的OVA 溶液按体积

比为 1÷ 9的比例混合,混合液通过流动进样器进样

并记录系统响应。一个测量周期结束后,用pH 1. 9、

2m gömL 的 Pep sin 溶液对芯片进行活化 4m in, 再

用有机溶液 (V (乙腈) ÷V (丙酸) ÷V (水) = 50÷ 1÷ 50)

冲洗。

2. 4. 2　芯片稳定性测定

PBS 配制 1. 5 ΛgömL 的 2, 42D 抗体溶液,与 2

m gömL 的OVA 按体积比为 1÷ 9的比例混合,混合

后样品的 2, 42D 质量浓度为 0. 15 ΛgömL , 通过流

动进样器进样,样品平行测定 20次。

3　试验结果与讨论

3. 1　免疫芯片对 BSA 的非特异性吸附

信号最大值减去基线值作为此次测量的有效值

时,可以得到 4种AM D 修饰的免疫芯片对 0. 4m gö

mL 惰性蛋白BSA 的非特异性吸附值。为了比较,

将芯片对浓度为 0. 2 ΛgömL 的 2, 42D 抗体的特异
性响应也列出。从图 4可见, 4种免疫芯片对高浓度

BSA 的非特异性吸附信号均低于 100 nA , 同时对

低浓度抗体的响应均高于 450 nA , 特异性响应与非

特异性吸附的信号比值均大于 9, 则环氧基硅烷化

试剂加氨基葡聚糖修饰的免疫芯片能够有效地抑制

蛋白质的非特异性吸附。当抗体和BSA 浓度一致

时,两者的信号比值将超过 3个数量级,非特异性吸

附不会对免疫检测造成影响。

氨基葡聚糖分子具有很强的亲水性,它基本不

对蛋白质产生吸附作用。由其修饰后的基片表面形

成了一层结构致密的葡聚糖分子层,能够有效地阻

断蛋白质与基片的直接接触。从而抑制蛋白质的非

特异性吸附。

图 4　4种免疫芯片对 BSA 和抗体的响应比较

3. 2　免疫芯片对 2, 4-D 抗体的特异性响应

2, 42D 抗体浓度变化范围较大时, AM D 7022

号葡聚糖修饰的免疫芯片对抗体的响应如图 5a 所

示,系统测量有效值与抗体浓度的关系符合L ogis2
t ic 方程,其他 3种免疫芯片试验结果类似。以 IC 50

表示系统测量有效值为最大值的一半时的抗体浓

度, A 0表示信号最大值,可得 IC 50值等于 2. 71 Λgö

mL , A 0值等于 14. 2 ΛA。可见此芯片对抗体有很强

的特异性响应,原因是AM D 分子内部含有丰富的

活性氨基, 能够固定大量的 2, 42D , 制备的免疫芯

片具有高载量的性质,同时, AM D 分子在水溶液中

能够形成立体网状结构,抗体分子能够在芯片表面

形成多层蛋白质结构。进一步考察 4种免疫芯片对

低浓度抗体的响应,如图 5b 所示,可见抗体在低浓

度范围变化时, 芯片响应与抗体浓度成正比, 其中

AM D 7022修饰的芯片线性斜率最大,它对抗体响应

最灵敏。AM D 的相对分子质量越大,氨基摩尔比越

大,其修饰的芯片对抗体响应灵敏度越大。原因是相

对分子质量较大和氨基摩尔比较大的AM D 分子内

部含有更多的活性氨基,其修饰的免疫芯片能够固

定更多的目标物质分子,与抗体的响应也更灵敏。因

此葡聚糖的氨基摩尔比是影响免疫芯片灵敏度的重

要因素。

3. 3　芯片稳定性

AM D 7022修饰的免疫芯片对 0. 2 ΛgömL 的 2,
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图 5　免疫芯片对抗体的响应曲线

42D 抗体的连续测定结果如图 6 所示,其他 3 种芯

片的试验结果类似。由图可见, 20次平行测量中信

号有效值的波动不大,其中最大响应信号约为 700

nA , 最小响应信号约为 640 nA。20次测量的信号平

均值为 668. 0 nA , 最大和最小响应信号与平均值的

差都约为 30 nA , 它是信号平均值的 4. 5% , 则平行

测定中有效信号的相对误差都小于 5%。这组数据

的标准偏差是 19. 75 nA , 相对标准偏差为 0. 03, 也

在 5%以内,则环氧基硅烷化试剂加氨基葡聚糖的

修饰方法制备出的免疫芯片具有很高的稳定性,用

2m gömL、pH 1. 9 的 Pep sin 溶液活化后能够重复

使用。根据前 20次试验的结果,保守预测免疫芯片

可重复使用 100次以上。

图 6　免疫芯片连续测定 20次的信号有效值

4　结　论

针对环境监测和食品安全检测领域中目标物质

分子量较小的特点,本文研究了光学免疫传感器中

带有小分子目标物质的免疫芯片的制备方法。结果

表明,环氧基硅烷化试剂加氨基葡聚糖的修饰方法

制备出的免疫芯片能够有效地抑制惰性蛋白质的非

特异性吸附,并对目标物质的抗体具有很强的特异

性响应。葡聚糖分子内氨基摩尔比的增加能够有效

地提高免疫芯片的响应灵敏度。芯片具有很高的稳

定性,能够重复使用 100次以上。因此,本研究中制

备的免疫芯片具有高载量、高稳定性、非特异性吸附

小等特点。
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