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摘要：椭偏光学生物传感器是识别和检测蛋白质的一种新型的高通量、快速生物分子分析技术。它可以实现无标记 

多元生物分子自动化检测、静态或动态测量及定性和定量测量等，已应用于生物医学与临床检测等方面，如肿瘤标志蛋白 

检测、乙肝五项同时检测、蛋白质竞争吸附以及多元蛋白质相互作用动态测量等，显示出了广阔的应用前景。 
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Protein M icroarray Biosensor Based on Imaging Ellipsometry 

and Its Biomedical Applications△ 

CHEN Yan—yan’，JIN Gang 

(National Microgravity Laboratory，Institute of Mechanics，Chinese Academy ofSciences，Beijing 100080，China) 

ABSTRACT：A protein microarray biosensor based on imaging ellipsometry has been developed as a 

hish-throughput and fast technique for protein analysis．As an automatic technique．it has advanced prope~ies 

such as label-free，muhi-protein simultaneous detection，static or kinetic analysis for protein interaction，and 

qualitative or qu antitative analysis．It has been used for the biomedical applications inchding tumor markers de- 

tection，hepatitis B test，protein competitive adsorption and kinetic visualization for protein interactions．It have 

demonstrated promising potential for further applications in biomedicine． 
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微阵列生物传感器技术是融微电子学、生物学、 

物理学、化学与计算机科学及微制造技术为一体的 

实用化技术，涉及许多重要的基础科学问题。它的 

主要特点是高通量、微型化和自动化。通过成千上 

万密集排列的分子微阵列的集成，能够在很短时间 

内并行分析多种生物分子，快速准确地获取大量的 

生物分子信息，相对传统检测手段，其检测效率可 

以成百上千倍地提高，因此，受到广泛重视。生物 

传感器的出现对于生物学、临床检验医学、遗传学、 

肿瘤学、药理学和毒理学等学科的进步具有极大的 

推动作用。 

椭偏光学生物传感器是检测和分析蛋白质的新 

技术  ̈J。它是将集成化多元蛋白质芯片技术、微 

流道技术和高分辨率的椭偏光学显微成像技术相结 

合发展而成的新型无标记、高通量 自动检测技术。 

该技术解决了许多其他类型蛋白质芯片中如低丰度 

信号的检测、不同的点样质量带来的定量困难和基 

于标记方法的限制等问题。因此，有希望广泛地用 

于生物医学、健康预测、临床诊断、新药筛选和鉴 

定以及生物工业流程中的活性监测等。 

△基金项目：国家自然科学基金 (90206029)、中国科学院知识创新工程重大项目 (KJCXI-SW-07-03)Supported by the National Natural Sciences 
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椭偏光学生物传感器及生物医学应用 

椭偏光学生物传感器的工作 

原理、方法及其特点 

工作原理 椭偏光学生物传感器的基本原理是 

将具有生物活性的生物分子作为感应分子 (即配基) 

装配在固体表面上，形成生物活性感应膜层，即生 

物活性探针。当感应表面与含有生物分子的溶液接 

触时，如果溶液中的生物分子与探针上的配基发生 

特异性结合，就会生成生物分子复合物，膜层的厚 

度增加 (或表面分子面密度提高)，此膜层的变化可 

以通过椭偏光学显微成像系统高分辨地观测到。根 

据膜层厚度的变化判定溶液中是否含有能够与感应 

分子发生特异性结合的生物分子⋯。 

蛋白质芯片实质上是根据芯片设计和配基装配， 

将多个不同的生物活性探针以阵列式集成在同一基 

底上。每一个蛋白质微单元阵列对应一种生物活性 

探针，由此形成新型多元蛋白质分析技术，即利用 

这种芯片，可以完成多个微阵列单元同时进行单指 

标多种蛋白质检测，也可以实现多指标多种蛋白质 

同时检测。表面分子面密度不同的各个微单元，经 

椭偏光学显微成像系统检测，结果显示为各个单元 

灰度的亮暗不同。 

技术方法 

芯片设计：针对特定的检测对象，优选与之特 

异性结合的配基，并设计合适的芯片模式。如临床 

疾病检测应用，对于较少检测指标，可以设计低通 

量的蛋白质芯片；生物工业上的应用，特别是单一 

生物活性的检测，仅需设计单点的蛋白质芯片；对 

于生物学研究，尤其是蛋白质组研究，需要设计高 

通量芯片，这也是 目前蛋白质芯片传感器的发展方 

向。 

配基装配：是蛋白质芯片技术中的关键内容之 

一

。 由于蛋白质分子的生物活性是通过蛋白质分子 

的空间构向来体现的，所以配基装配不仅要稳定， 

同时要保持其原有的生物活性。为此需要选择合适 

的芯片基底，进行有针对性的表面改性，并且要统 

筹考虑配基来源、装配位点、活性位点趋向、表面 

位阻、非特异性吸附等诸多问题。目前，已经实现 

的配基装配方法有：(1)硅表面亲疏水化处理 ， 

如甲基硅表面、氨基硅表面、醛基硅表面和羧基硅 

表面等；(2)选择带有甲基、羟基和羧基的不同链 

长的烷硫醇分子进行金表面改性 ；(3)混合 自组 

装单分子膜层芯片表面改性 ；(4)共价固定生物 

分子的硅表面改性方法 等。 

芯片反应器：蛋 白质芯片的突 出优点是并行微 

型化分析，为了体现这一特点，需要特殊设计微型 

芯片反应器，使其能够有效地降低待测样品的消耗、 

缩短检测时间、提高灵敏度，使蛋白质芯片应用更 

具有灵活性，如并行检测或串行检测等。如果蛋白 

质芯片技术仿照 DNA芯片技术，采用蛋白标记测 

量，会导致一系列问题 。。。而将芯片整个浸泡在 

待测样品溶液中这一被动反应方式，则需要消耗较 

多的样品和较长时间，灵敏度也低 。̈。。为此，有报 

道发展了微流道蛋白质输运和芯片微反应系统 J， 

实现在同一微型分析系统中进行蛋白质芯片的制备 

和样品检测，使得样品消耗从毫升降低至微升量级， 

反应时间从几小时缩短到十几分钟，检测灵敏度从 

每毫升微克提高至次纳克量级。 

芯片信号采样和处理：所采用的芯片检测系统 

是具有高空间分辨率的光机电组合的非接触型椭偏 

光学显微成像系统 ．3·“ ，它的运行、条件调试和 

设置、校对、芯片图像信号采集、多元信息处理以 

及人机对话均由计算机完成。其稳定性、信噪比、 

时空分辨率和均一性已经经过近 1O年的验证。 

芯片数据库：由于蛋白质的种类繁多，仅人体 

内就超过 1O万种。建立相应的蛋白质数据库将为蛋 

白质芯片技术的用户提供蛋白质分子种类、特点、 

检测条件、标准的检测结果等信息，有利于蛋白质 

芯片传感器技术的大规模推广使用。 

特点 无标记，可分析非纯化分析物；高通量， 

可同时测量多个样品或多种类型蛋白质；灵敏度高； 

快速检测，可进行实时定量测定，提供分子相互作 

用的动态数据；样品用量少；自动化操作，使用简 

便；检测结果均以数字图像形式输出，结果直观， 

具有分辨和排除干扰信号能力，同时便于处理、储 

存和传输。 

椭偏光学生物传感器的 

生物医学应用 

椭偏光学生物传感器已经用于多项生物医学相 

关的蛋白质检测以及生物分子相互作用的研究，如 

抗原一抗体相互作用 、蛋 白类激素检测 ̈ 、配 

体一 受体相互作用 、肿瘤标记蛋白检测 川 、 

单克隆药物鉴定 、乙肝五项检测 ]、蛋白质动 
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态相互作用 、蛋白质竞争吸附 '圳、病毒检 

测以及蛋白质复性等 J。 

肿瘤标志物检测 肿瘤标志物的检测为肿瘤研 

究和临床诊断、治疗、愈后的观测提供了科学的依 

据。乳腺癌标志物 CA15-3检测对乳腺癌以及其他恶 

性肿瘤的临床诊断有参考价值[25,26]。有研究应用椭 

偏光学生物传感器对 60例患者血清中的CA15—3进 

行定量检测，同时与电化学发光免疫试剂盒的检测 

结果对比，二者符合很好 J。电化学发光免疫检测 

法是目前的临床金标准，对比结果表明了椭偏光学 

生物传感器对肿瘤标志物 CA15-3定量检测的可行 

性。 

乙肝五项检测 乙肝病毒感染，不仅引起急性、 

慢性病毒性肝炎，而且与肝纤维化、肝细胞癌的发 

生密切相关。临床上，乙肝检测时需要对五项指标 

包括乙型肝炎表面抗原 (HBsAg)及其抗体 (HB— 

sAb)、乙型肝炎 e抗原 (HBeAg)及其抗体 (HBe— 

Ab)、乙型肝炎核心抗体 (HBcAb)等同时检测。目 

前国内检测血清指标的方法大多延用酶联免疫方法 

(ELISA)，该法检测乙肝五项是逐项做，操作烦琐， 

检测时间长。 

利用椭偏光学生物传感器并行检测的优势可对 

这五项指标进行同时检测【19]。通过微流道系统把 

HBsAg、HBsAb、HBeAg、HBeAb与HBcAb固定在芯 

片上，每种试剂固定在每行的三个单元上，共五行。 

三个单元中，一个单元与患者血清反应 30 min，一 

个单元与乙型肝炎阴性血清反应30 min，第三个单 

元作为参考点，用于与前两个单元的比对。得到该 

患者血清中乙型肝炎表面抗原、乙型肝炎 e抗原和 

乙型肝炎核心抗原抗体阳性，临床医学对该结果的 

解释是处于乙型肝炎急性期，有较强的感染性。 

上述检测结果同ELISA方法检测结果完全一致。 

同ELISA方法比较，显著降低了试剂及样品的消耗、 

缩短了检测时间、提高了检测效率。 

蛋白质竞争吸附 蛋白质的吸附和竞争吸附直 

接影响细胞的粘附和生长、生物材料的血液相容性。 

胶原是胞外基质中含量最多的一种蛋白，常用于涂 

覆培养基底上以促进细胞在体外的生长。白蛋白作 

为血清和血浆中最丰富的蛋白之一，由其覆盖的生 

物材料表面能够明显地减小血浆蛋白质的吸附以及 

血小板黏附与聚集的程度[27 ]，从而提高材料的血 

液相容性。因此这两种蛋白的竞争吸附是生物材料 

设计所关注的有代表性的问题。但是如何观察二者 
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的竞争吸附一直是一个很难解决的问题。 

椭偏光学生物传感器的应用之一就是研究了胶 

原和 牛血 清 白蛋 白 (bovine serum albumine，BSA) 

在亲疏水表面的竞争吸附 J。结果表明在一定的浓 

度范围内，胶原优先吸附于亲水表面，而 BSA则优 

先吸附于疏水表面。二者的具体竞争吸附过程是： 

胶原在亲水和疏水表面吸附后，将该吸附膜层继续 

放入胶原和 BSA的混合溶液中，在亲水表面，膜层 

的面密度几乎不再增加或减少。而在疏水表面，膜 

层的面密度逐渐降低，直到相当于纯 BSA吸附形成 

膜层的面密度。可以推出，即使预先吸附有胶原， 

BSA仍可以将胶原取代下来，形成 BSA膜层。 

多对生物分子相互作用实时检测 生物分子相 

互作用不仅控制着基因转录、细胞分裂和细胞增殖， 

同时还介导细胞坏死过程中的信号转导，致癌转化 

和凋亡等。定量分析生物分子的相互作用和相关的 

动态过程，对于揭示生物反应过程的分子机制和研 

究生命现象发生发展的基本规律具有十分重要的意 

义。 

近来发展的全反射式椭偏光学生物传感器 ， 

可以实时观测生物分子动态相互作用的全过程，并 

且不受溶液流动和混浊的影响，是一种高灵敏度和 

高通量检测技术。样品用量少 (仅需几微升至几十 

微升)。其测量速度可以准确地追踪生物分子的动态 

相互作用过程，获得分子间反应的动态信息。自行 

设置测量时间周期，保证获得全部反应过程的信息。 

在椭偏光学生物传感器技术发展和应用过程中， 

该技术在蛋白质相互作用和蛋白质组研究、医学检 

测和诊断、药物筛选和生物活性检测等领域表现出 

广泛的应用潜力。还可以提供一些其他方法尚无法 

获得的信息，因此有可能为一些尚无答案的生物医 

学问题提供解答。随着椭偏光学生物传感器相关技 

术的不断发展和完善，结合实际应用，有可能发展 

成为一项新的蛋白质检测和分析的实用化技术。 
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