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光学蛋白质芯片法测定甲胎
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黄承洪 1,2， 陈艳艳 1， 靳 刚 1, 3

(1．中国科学院苏州纳米技术与纳米仿生研究所， 中国 苏州 215125)
(2．中国科学院研究生院， 中国 北京 100049)

(3．中国科学院力学研究所， 中国 北京 100190)

摘 要：采用微流道反应器系统，优化甲胎蛋白单克隆抗体浓度，并装配在醛基改性后的硅片表面

上，经牛血清白蛋白封闭后形成检测 AFP芯片阵列。通过制作 AFP浓度梯度标准曲线标定光学蛋
白质芯片，实现肿瘤标志物 AFP的检测，结果表明，该方法的最低测定浓度可以达到 1.0ng/mL，变
异系数为 3.1%，回收率在 94.4～105.0%之间，与人纤维蛋白原的交叉反应率≤0.25%、与 1%葡萄
糖≤0.08%、与人源 IgG≤0.16%和与人血清白蛋白≤0.20%，说明光学蛋白质芯片技术检测AFP，
灵敏度高、重复性好、操作简便，有望应用于临床检测。
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Abstract: With micro-fluidic array system, the concentration of monoclonal antibody (anti-AFP) was optimized, and an－
ti-AFP as ligand was immobilized on the silicon surface modified by glutaraldehyde group and blocked by BSA. Then the
microarray for determination of AFP was formed. With the completion of standard curve, the scheme of AFP test was
achieved. The result shows the minimum concentration is 1.0ng/ml. The coefficient of variation is 3.1% and the recover－
ies ranged from 94.4% to 105.0%. The cross- reacting rate for Fib、glucose、IgG and HSA is lower than 0.25%、0.08%、
0.16% and 0.2%, respectively. The test shows a high sensitivity, good repeatability, and simple manipulation.
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0 引言

肝癌在我国是高发性癌之一。甲胎蛋白(AFP)

是诊断原发性肝癌最有效的辅助性肿瘤标志物[1][2]。
对甲胎蛋白的测定，已经有放射性免疫测定法[3]、化
学发光测定法[4]等方法，但这些方法都要进行标

记，不但实验过程烦琐，而且对操作人员也有毒

性，还对环境造成污染。依据椭圆偏振光学原理开
发的光学蛋白质芯片是一种光学生物分子分析技
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术，具有无标记、无扰动、高灵敏和高通量等优点，
其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成像系统高
分辨地观测到。测量结果以灰度图的形式保存下
来，这样根据灰度的变化即可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[5][6]。
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，由此形成多元蛋白质分析技术。利
用这种芯片可以完成多个微阵列单元，可以同时

进行单样本多种蛋白质检测，也可以实现多样本

多种蛋白质同时检测。本文采用微流道反应系统实
现 AFP的多元检测。该系统包含一个 8×6阵列排
列的凹槽，每个凹槽两端开通孔，分别作为液体进

口和出口。将该阵列凹槽与硅片表面接触，就会形
成一个个空腔，即形成了有一进一出的微流道[7][8]。
该方法可实现多种不同样品的同时检测，且所需

样品量较少，每个阵列单元仅需数微升样品。此外
溶液的输运、蛋白分子的反应以及清洗等操作均
在此系统中完成。
目前，利用此光学蛋白质芯片系统已经成功

地实现了对乳腺癌胸苷磷酸化酶[9]、乳腺癌标志物
CA15-3[10]和噬菌体 M13KO7[11]等的检测。本文应
用光学蛋白质芯片技术对肝肿瘤标志物甲胎蛋白

的检测进行了初步研究。

1 材料与方法

1．1 材料及生物试剂

光学蛋白质芯片系统 (中国科学院力学研究
所研制)；甲胎蛋白单克隆抗体(anti-AFP)(购自原
子能研究所)；甲胎蛋白抗原(AFP)(购自 Biochem－
istry & Biological 公司)；抛光硅片(购自北京有色
金属研究院)；健康人血清 (由苏州市肿瘤医院提
供)；牛血清白蛋白（BSA），3-氨基丙基三乙氧基硅
烷（APTES）和戊二醛(购自 sigma公司)；其余化学

试剂均为分析纯(购自国药集团化学试剂公司)。

1．2 硅片表面处理

把切割成15mm×10mm大小的抛光硅片浸泡
在体积比为 1:3过氧化氢(H2O2)和浓硫酸(H2SO4)的
混合溶液中, 在摇床上轻微振荡反应 30min，去离
子水清洗 3次, 再用无水乙醇清洗 3次后, 把羟基
化的硅片浸泡在体积比为 1:15的 APTES和无水
乙醇的混合溶液中, 轻摇振荡反应 2h，无水乙醇
清洗 3次, 再用磷酸盐缓冲液(PBS,pH=7.4)清洗 3
次, 把氨基化的硅片浸泡在体积比为 1:10的戊二
醛和 PBS混合溶液中，摇床轻微振荡反应 1h，得
到醛基化的硅片，PBS洗 3次，最后用 PBS保存备
用。

1．3 抗体浓度的优化

将一系列梯度浓度 0.20、0.10、0.05、0.025 和
0.0125mg/mL 的 anti-AFP，采用微流道技术在醛
基化硅片表面上以 1μl/min的速度反应 20min，然
后 10.0mg/mL牛血清白蛋白(BSA)进行封闭，流速
1μl/min，反应 40min；最后分别和 25.0ng/mL 的
AFP反应，流速 1μl/min，反应 40min，反应结束后
用去离子水以 8μl/min 的流速清洗 5min, 氮气吹
干后在椭偏光学成像系统下检测。同时，设抗体作
为对照，根据与抗原结合后灰度值的最大变化确

定最优抗体浓度。

1．4 标准曲线及最低检测浓度的确定

采用优化浓度的 anti-AFP以 1μl/min流速在
醛基表面反应 20min，再用 10.0mg/mL的 BSA以
1μl/min的流速封闭 40min，制作成 AFP检测芯片
阵列。选取 50.0、25.0、12.5、6.25和 3.125 ng/mL浓
度的 AFP，分别与检测 AFP芯片阵列中的 5个单
元进行反应, 另选 1个单元作为空白对照，结果在
椭偏光学成像系统下观测，从而获得 AFP检测用
的标准曲线。用去离子水作样本与检测 AFP芯片
阵列反应，重复测定 20次，计算平均灰度增加值
(y)及标准差(S)，以 y±2S代入标准曲线函数式中求
得最低检测浓度。

1．5 重复性测定

以 10.0ng/mL 的 AFP 作为待测样本与检测
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AFP芯片阵列中的 20个单元进行反应，椭偏光学
成像系统下测定各单元的灰度值, 依据标准曲线
得到待测样品浓度并计算其平均值、相对偏差以
及变异系数。

1．6 准确性检测

取 3 份健康人血清 , 分别加入浓度 12.0ng/
mL、8.0ng/mL 和 4.0ng/mL 的 AFP 溶液 , 与检测
AFP芯片阵列反应，椭偏成像系统下测定结果的
灰度值。根据灰度值计算加入回收率，并对上述样
品分别进行 90%、60%和 30%稀释，测定稀释回收
率。

1．7 特异性测定

检测AFP芯片阵列分别与人纤维蛋白原(Fib)、
1%葡萄糖、人源免疫球蛋白（IgG）和人血清白蛋白
(HSA)等反应。以 25.0ng/mL的 AFP为阳性对照，健
康人的血清为阴性对照，计算交叉反应率。

2 结果与讨论

2．1 抗体浓度的优化

随着 anti-AFP浓度的增加，抗体在硅片表面
结合的灰度值逐渐增加，浓度 0.1mg/mL时逐渐达
到饱和；与 25.0ng/mL的 AFP反应，抗原与抗体结
合灰度值也逐渐增加，anti-AFP浓度在 0.1mg/mL
时逐渐达到饱和，且此时灰度增加值在系统检测

的有效范围内。抗体的浓度超过 0.1mg/mL后，其
灰度值的增加不明显, 因此, 本文中抗体优化浓度
确定为 0.1mg/mL。

2．2 标准曲线与最低检测浓度的确定

不同浓度的 AFP与检测 AFP芯片阵列反应
后的灰度图见图 1(a)，灰度的增加值见表 1。根据
该灰度增加值与对应的 AFP 浓度得到检测 AFP
用标准曲线见图 1(b)。由表 1与图 1可以看出，随
着 AFP浓度的增加，与检测 AFP芯片阵列反应后
的灰度值也相应增加，但达到一定程度后，由于固

定抗体的活性位点有限，因此，结合 AFP 的量也
有限，最后趋近于饱和状态。标准曲线的函数关系
可用 Y=20.41(1-e-0.142x)来表示。用去离子水作样本

与检测 AFP芯片阵列反应，重复测定 20次，计算
得到 y=1.5标准差 S=0.64，以 y+2S代入标准曲线
函数式求得最低检测浓度为 1.0ng/mL。

2．3 重复性测定

测得 20 个单元对应的 AFP 浓度值分别为
9.8、9.8、11.0、10.2、10.1、10.4、10.2、10.0、10.3、9.9、
10.0、10.1、10.4、9.6、10.1、9.9、10.2、10.4、10.5 和
9.9 ng/mL，经过计算，平均值为 10.08ng/mL，绝对
偏差为 3.14，变异系数为 3.1%。

2．4 准确性检测

测得 12ng/mL、8ng/mL和 4ng/mL三个浓度的
加入回收率分别为 95.0%、105.0%和 105.0%，加

表 1 不同浓度 AFP与检测 AFP芯片阵列
反应后的灰度增加值

编号 ① ② ③ ④ ⑤ ⑥

浓度（ng/mL） 0 3.13 6.25 12.5 25.0 50.0

灰度增加值 0 4.9 13.8 16.9 19.8 20.1

(a)

(b)
图 1 AFP和 anti-AFP反应的标准曲线 a为椭偏光学系
统测定的灰度图，b为确定的标准曲线，横坐标为灰度增加
值, 纵坐标为 AFP浓度 ①空白对照；②3.13ng/mL；
③6.25ng/mL；④12.5ng/mL；⑤25.0ng/mL；⑥50.0ng/mL.
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入平均回收率 102%；再分别对上述浓度稀释后测
定稀释回收率的范围从 94.4 -105.0%，平均
99.1%，详细结果见表 2。

2．5 特异性测定

检测结果见图 2。经计算, 制作的检测 AFP芯
片阵列与人纤维蛋白原的交叉反应率≤0.25%、与
1%葡萄糖≤0.08%、与人源 IgG≤0.16%和人血清
白蛋白≤0.20%。

3 结论

甲胎蛋白（AFP）是最常用的肿瘤标志物之
一，也是肝癌早期诊断最有效的肿瘤标志物。本研
究采用光学蛋白质芯片检测 AFP, 检测灵敏度高，
最低可达到 1.0ng/mL。该方法把抗体直接固定在
经过改性的醛基表面，无需进行标记，克服了标记

检测方法会损伤生物分子活性的缺点，不但操作

简单，而且高通量检测可同时进行多样本分析。此
外，其敏感性、特异性、准确性均可满足常规临床
检测的需要，因此可望用于疾病检测。
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表 2 加入回收率和稀释回收率测定结果

加入回收率 稀释回收率

加入浓度(ng/mL) 回收浓度(ng/mL) 回收率 稀释倍数 预期浓度(ng/mL) 实测浓度(ng/mL) 回收率

4.0 3.8 95.0%

90% 3.6 3.4 94.4%

60% 2.4 2.3 95.0%

30% 1.2 1.2 100.0%

8.0 8.4 105.0%

90% 7.2 7.3 101.0%

60% 4.8 4.7 97.9%

30% 2.4 2.3 95.8%

12.0 12.6 105.0%

90% 10.8 11.0 102.0%

60% 7.2 7.3 101.0%

30% 3.6 3.8 105.0%

平均 102% 平均 99.1%

图 2 检测 AFP芯片阵列特异性检测结果
① 阳性对照；②1.0%BSA；③1.0%IgG；④阴性对照;
⑤空白对照; ⑥1.0%葡萄糖; ⑦1.0%HSA; ⑧ 1.0%fib

（下转第 65页）
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美科学家用纳米技术增强飞机外壳强度

美国科学家最新研究出一种用碳纳米管“装订”航空材料的技术，可以在略微增加成本的情况下使飞机外壳强度提高
到原来的 10倍。麻省理工学院航空航天学系的科学家介绍说，除了强度高，用碳纳米管强化过的航空复合材料还具有更好
的导电性，用这种材料制造的飞机可以更好地抵抗雷电袭击。
麻省理工学院科学家在研究过程中使碳纳米管与碳纤维层垂直排列，然后对碳纤维层之间的聚合物进行加热，液化后

的聚合物会将碳纳米管吸收进去，起到“装订”碳纤维层的作用。碳纳米管直径只有几纳米，是碳纤维直径的千分之一，所以
不会破坏碳纤维，而是填充纤维之间的空隙，使材料变得更坚固。科学家说，用于“装订”的碳纳米管重量只占复合材料总重
的 1％，复合材料的成本也只增加百分之几，强度和抗雷电能力却会大大增强。 来源：新华网
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3 结论

1）Ag掺杂后，ZnO纳米线对四种气体的最高
灵敏度分别提高了 230%、92%、158%、49%；

2）Ag掺杂后，ZnO纳米线对四种气体的响应时
间分别缩短了 3s、2s、4s、4s，恢复时间缩短了约 3s；

3）Ag掺杂后，纳米线的直径减小，表面积增
大，从而提高了 ZnO纳米线的气敏性能。
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