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摘 要:基于全内反射椭偏光学成像系统,提出了一种实时光学蛋白质芯片生物传感器,用于同时

检测多种蛋白质分子的动态相互作用过程。叙述了该传感器的有关原理、技术及其应用实例。
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Abstract: In order to monitor multiple protein reaction processes simultaneously, a biosensor based on imaging

ellipsometry operated in the total internal reflection mode was proposed. Its principle and detailed techniques as well as

a demonstration for its applications were presented here.
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0 引言

生物分子相互作用是一种基本的生命现象 ,

也是现代生命科学研究的重要科学问题之一。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。目

前,研究生物分子动态相互作用的方法有很多,总

体可分为标记与无标记方法两类。标记方法会降

低生物分子活性干扰结果的分析,并且操作烦琐 ,

因而目前的研究大多倾向于无标记方法。无标记

方法大多是光学方法 , 如椭偏方法、光谱方法、干

涉方法和表面等离子体共振( SPR)方法等。SPR是

获得实用的技术,在静态研究方面可实现高通量、

高灵敏度检测[1]~[3],但在研究动态相互作用方面只

能实现低通量测量[4]。

椭偏术也是很早就用于分析生物分子之间相

互作用的光学技术。以偏振光波为探测光照射待

测样品, 反射光波的偏振态受样品表面调制会发

生变化, 椭偏技术正是通过测量这一变化来得到

样品的信息(如,折射率和厚度)。当反射界面上存

在生物分子薄膜时, 光波的偏振态会发生显著的

变化,这是由于椭偏对光波相位变化极其灵敏,因

而同 SPR 这类反射技术相比 , 椭偏技术更适合于

单分子薄膜的检测, 而生物分子膜层大都在纳米

尺度。基于椭偏光学成像技术[5]~[7], 48 单元蛋白质

芯片生物传感器已经实现。该生物传感器技术是

一种高灵敏度光学无接触、无扰动、无标记的多元

生物分子检测技术,能使蛋白质溶液输运、蛋白质

芯片的制备与蛋白质相互作用均在同一蛋白质反

应器系统内实现。在静态检测方面,能够实现多达
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48 单元的蛋白质芯片制作及蛋白质相互作用 , 具

有分子反应快 , 样品消耗少(约 10 微升量级) , 检

测灵敏度高等优点。然而,在动态检测方面 ,由于

将芯片全部浸入样品溶液, 使得样品消耗在毫升

量级 , 并且只能对单一溶液样本内的分子进行检

测、检测结果受溶液透明度和流体扰动影响。因

此, 本文提出全内反射椭偏成像系统, 基于此系

统,开发一种实时光学蛋白质芯片生物传感器。

1 实时光学蛋白质芯片生物传感器

基于全内反射椭偏光学成像( TIRIE)系统 ,本

文提出一种新型微阵列蛋白质芯片生物传感器 ,

用于实时检测生物分子动态相互作用。图 1 显示

的 TIRIE 系统是椭偏光学成像系统、玻璃棱镜和

微流道系统的有机组合。该系统继承了椭偏光学

成像系统的优点 , 如具有高空间分辨率、无扰动、

快速检测、直观显示,可实现无标记生物分子静态

或动态相互作用的自动化检测及定性和定量测量

等等,有关技术细节在文献[5]~[7]中有详细描述。

为使系统工作在全内反射条件下, 选用光学

性质相同的玻璃棱镜与玻璃片共同作为光密介

质 ,玻璃片一侧通过涂有光学性质相近的液体,与

棱镜紧密接触,另一侧镀有金膜层作为反射介质 ,

同时也是传感器的基底,用于固定探针生物分子 ,

并与含有目标分子的待测溶液接触。在全内反射

条件下[8],入射光经起偏器和补偿器垂直入射到玻

璃棱镜中 , 到达金属薄膜表面发生全反射 , 此时 ,

金膜表面存在倏逝波。生物分子在基底表面吸附

的同时对倏逝波进行调制, 使得反射光的偏振态

发生变化。椭偏对光波相位变化极其灵敏,可据此

变化检测到生物分子膜层的信息。此外,倏逝波检

测不受溶液流动扰动和溶液混浊的影响。反射光

经检偏器、成像透镜入射到 CCD摄像机上 , 结果

以数字图像( 8 比特, 0- 255 灰度级)形式记录在计

算机中。对于 105以上像元的图像,采样时间可达

0.08S/帧,可以进行生物分子动态相互作用检测。

1.1 工作原理

基于 TIRIE系统的光学蛋白质芯片生物传感

器,其基本测量原理是:将具有生物活性的生物分

子作为感应分子(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

与含有目标分子的溶液接触时, 如果溶液中的目

标分子与探针上的配基之间发生特异性结合 , 就

会生成生物分子复合物 , 固体表面生物分子面密

度发生变化。此变化可以通过全内反射椭偏光学

成像系统观测到。根据该变化就可判定溶液中是

否含有能够与配基分子发生特异性结合的目标分

子,反应的整个动态过程也同时被记录下来,用于

进一步分析生物分子相互作用的动态参数。生物

活性探针的结构、检测以及动态测量曲线结果如

图 2 所示。多元蛋白质芯片实质上就是根据芯片

设计和配基的定向装配, 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

阵列微单元对应一种生物活性探针。

1.2 微流道反应器系统

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。为此,设计实现

了微流道 ( 8×6 阵列单元,单元体积在 50 nL~1 mL

范围内)微阵列反应器 [9], 兼有分子传输和分子反

应器功能。采用微流道系统,可以将多种不同探针

分子溶液分别输送到各自微阵列单元中, 同时在

图 1 TIRIE 生物传感系统结构示意图

图 2 实时光学蛋白质芯片生物传感器的基本测量原理
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基底表面固定。一种待测溶液可以以串行方式输

运到每一单元或多种待测溶液以并行方式同时输

运到各个微阵列单元中。它可实现在同一微型分

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。

1.3 量化测量

椭偏光学成像系统采用的是起偏器 - 补偿

器-样品-检偏器的结构设置(图 1)。根据椭偏原

理[10],探测器探测光强与系统设置、样品属性的关

系如式( 1)所示:

I=K( |Rs|2/2) {[1+cos2Ccos2( P- C) ]cos2Atan2ψ

+[1- cos2Ccos2( P- C) ]sin2A

+[sin2Ccos2( P- C) cosΔ- sin2( P- C) sinΔ]sin2Atanψ}

( 1)

式中: I表示探测光强;

K是常数,与系统各器件的性质有关;

P, C, A分别代表起偏器、补偿器与检偏器的

方位角;

Rs,ψ,Δ与系统设置、样品的光学属性(如折

射率、厚度等)相关。

这样,通过式( 1) ,在系统设置固定的情况下 ,

探测光强的变化就只与样品的变化有关。

椭偏光学成像系统以一个光强均匀分布的扩

展光束作为探测光束, CCD摄像机作为光探测器,

就可以实现一个大面积样品的检测。对于蛋白质

芯片这种样品, 不同的单元上固定着不同的蛋白

质分子,以及反应后形成不同的复合分子层, 导致

各单元上的膜层厚度的差异。不同的膜层厚度引

起不同的偏振状态的变化, 因此芯片表面上的各

单元的探测光强不同。在系统设置固定的前提下,

样品膜层厚度 d 与探测光强 I 之间存在函数关

系:

d=f( I) ( 2)

式中: f( )表示函数关系。

进一步地 ,蛋白质膜层的表面面密度 ( surface

concentration,Г)和厚度之间存在如下关系:

Г(μg/cm2)≈k×d(nm) ( 3)

式中: k为常数[11]。

这样通过探测样品的光强, 即可得到蛋白质

膜层的表面面密度情况.

测量过程中分辨率的高低是一个关键因素。

全内反射椭偏成像系统中 , 影响测量分辨率的因

素主要有 :起偏器、补偿器、检偏器、波长、入射角

度以及金属膜层厚度等的设置。测量时,必须综合

考虑这些因素进行系统设置, 以实现对生物分子

相互作用的有效测量。此外,通过基底表面改性技

术,实现探针分子在检测单元表面的有效固定、活

性保持、稳定性和表面探针分子面密度控制,有利

于优化生物分子动态相互作用分析条件。

2 应用

利用全内反射椭偏光学成像系统 , 对乙型肝

炎表面抗原( HBsAg)与其抗体( HBsAb)的动态相

互作用进行了实时检测。实验中采用 SF10 玻璃,

入射角度 59°,波长 632.8 nm。整个检测过程包括

HBsAb在金膜表面的吸附、磷酸盐缓冲液( PBS:

100mmol/L磷酸盐, 100mmol/L氯化钠 , pH=7.4)清

洗 ,牛血清白蛋白( BSA)的封闭 , 以及 5 种不同浓

度的 HBsAg与 HBsAb的相互作用过程。利用微流

道系统,首先将溶液浓度 0.1mg/mL的 HBsAb分别

输送到 5个独立的单元中,流速 10μL/min。10min

后,注入 PBS缓冲液,清洗 10min,然后将 10mg/mL

的 BSA注入各单元中封闭 10 min, 再用 PBS缓冲

液清洗 10 min, 最后将五种不同浓度(分别为 80、

60、36、24和 12μg/mL)的 HBsAg溶液以相同流速

流经 5个单元,使得抗原抗体发生相互作用。5个

单元反应的全部过程经全内反射椭偏成像系统探

测并记录下来 ,结果见图 3。可见利用该系统 , 多

样本、多过程反应可同时被检测。

3 结语

全内反射椭偏光学成像技术不需对生物分子

进行标记,不破坏生物分子,同时具有视场大的优

点,为发展高通量生物传感器提供了可能。利用微

流道技术,使得蛋白质芯片微阵列的制作、生物分

子溶液的输运和生物分子的相互作用在同一微系

统中实现,在实现高通量检测的同时,大大降低了

样品消耗。倏逝波检测避免了溶液扰动和溶液透

明度的影响,位相响应提供了高探测灵敏度等。这

些都为该光学蛋白质芯片生物传感器的潜在应用
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图 3 曲线 a~e 分别表示五种不同浓度的乙肝表面抗

原( HBsAg)与其抗体( (HBsAb)相互作用的全过程。区域

1 是 HBsAb 在基底表面的固定 (浓度 0.1 mg/mL)过程 ;

区域 2 对应 PBS溶液的清洗过程 ; 区域 3 是牛血清白

蛋白 (浓度 10 mg/mL)进行封闭的过程 ; 区域 4 仍然是

PBS溶液的清洗过程 ; 区域 5 是 HBsAb 与HBsAg相互

作用过程 , 其中曲线 a~e 对应的 HBsAg浓度依次为 :

80, 60, 36, 24和 12μg/mL。

提供了可能。
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硅粒子可激发蛋白质活力

瑞典林雪平大学的科学家说, 他们设计了一

种带正电荷的缩氨酸, 并将这种缩氨酸与直径约

9 纳米的球状硅粒子溶液混合。当缩氨酸从溶液

中释放出来处于游离状态时,它不具备任何结构 ,

但当缩氨酸与带负电荷的硅粒子相碰撞并发生化

合反应时,缩氨酸呈现出螺旋状结构,最终形成一

种硅粒子与功能性蛋白质的化合物。当科学家给

缩氨酸添加氨基酸时, 这种化合物会呈现出催化

剂的特性,其功能类似细胞中酶的功能。科学家认

为,这一研究成果可望应用于多个领域,如识别有

机分子和精确控制化学反应的催化等。此外,这一

成果还有助于人们认识生命的起源。

摘自《科技日报》
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