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摘要  免疫分析方法主要依赖于固定在固相基底上的抗体对相应抗原的特异性识别, 抗体在固相

基底上固定后最大程度保持生物学活性是设计免疫分析方法的关键技术. 本研究利用在疏水性硅

基底表面制备蛋白 A 单分子膜层可以特异结合抗体的 Fc 端, 进而实现对抗体的定向化装配, 进一

步构建格式化阵列用于肿瘤标志物检测. 研究结果表明, 制备的蛋白 A 单分子膜层的厚度为

1.8±0.6 nm, 抗体可以经蛋白 A 单分子膜层实现定向化装配, 由此设计的传感阵列检测肿瘤标志物

甲胎蛋白(alpha-fetoprotein, AFP)可以实现 1.0 ng/mL 的灵敏度, 血清检测结果与电化学法(ECLIA)

测定进行统计学检验没有显著性差异(P>0.05).  
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免疫分析已成为生物科学和生物医学最重要的

分析方法之一 , 免疫分析主要依赖于固定在固相基

底上的抗体对相应抗原的特异性识别而实现 , 要求

抗体在基底上固定应该最大程度地保持其固有的分

子结构和生物学活性 , 这是设计新型免疫分析方法

的关键技术 . 常规的抗体固定方法是经物理吸附或

者化学固定来实现 , 由于物理吸附结合不牢固抗体

容易脱落, 化学固定易致抗体活性损伤, 因此设计一

种柔性有机膜层对抗体进行装配 , 既可以保持抗体

的生物学活性又可以降低无关蛋白在基底表面的非

特异性吸附, 具有重要的理论和应用价值. 在固相基

底上制备单分子膜层对抗体定向化固定可以实现对

抗原的敏感性检测, 有很多方法可以实现. 例如, 蛋

白 A 可以结合抗体的 Fc 端使抗体的 Fab 端朝外有利

于抗原结合[1]; 氧化抗体 Fc 端的糖链结构形成开环 

的醛基可以与改性基底的功能基团共价连接实现抗

体的定向化固定[2]; 用还原剂使抗体的巯基开链实现

在金基底上对抗体定向化固定[3]; 还可以加工有机物

膜垫[4]或者磷脂膜层[5], 通过膜垫上的功能分子实现

对抗体的共价连接 . 后面两种方法操作条件复杂苛

刻, 应用受到限制. 本文采用制备蛋白 A 单分子膜层

实现对抗体的定向化装配 , 并构建蛋白质阵列实现

肿瘤标志物的无标记高灵敏检测.  

1  材料与方法 
(ⅰ) 试剂.  抛光硅片购自北京有色金属研究院; 

鼠抗甲胎蛋白单克隆抗体(anti-AFP)购自中国原子能

科学研究院; AFP 标准品购买自中国药品生物制品检



 
 
 

    2013 年 3 月  第 58 卷  第 7 期 

576   

定所; 牛血清白蛋白(BSA)和蛋白 A 以及二氯二甲基

硅烷购自 Sigma公司; 肝癌病人血清来自山东省医学

科学研究院 ; 电化学分析试剂盒为商业试剂盒

(Roche); 去离子水(18 M cm)由 Millipore-Milli Q 纯

化系统纯化; 其余化学试剂均为分析纯, 购自国药集

团化学试剂公司.  

(ⅱ) 椭偏光学成像系统.  椭偏光学成像技术是

一种超薄膜及表面显示技术 , 它将传统的光学椭偏

术和 CCD 成像技术、计算机采样技术及数字图像处

理技术相结合 , 对薄膜的厚度分辨率可达原子层量

级 , 横向分辨可达微米量级 , 并具有大面积成像测

量、采样速度快和结果直观等优点, 可以定量显示生

物分子膜层的分布及其变化 , 实现对蛋白质检测的

直接观察[6]. 其原理见图 1, 由光源(light source)、起

偏 器 (polarizer) 、 补 偿 器 (compensator) 、 检 偏 器

(analyzer)和探测器(detector)等部分构成 . 它以偏振

光波为探测光照射样品(sample), 样品会对入射光波

进行调制 , 使得反射光波中载有样品的信息 , 经

CCD 摄像机探测, 结果以数字图像形式采集和存储, 

便于分析和传输 . 利用这种高灵敏度光学技术可以

实现对样品的无接触、无扰动、无标记检测[7]. 结合

基底化学改性处理, 对基底进行表面格式化, 在 1.0 

cm×1.5 cm 基底上可以实现 24~48 单元点, 即 24~48

个样品的通量检测[8].  

(ⅲ) 硅片改性.  硅片在 H2SO4/H2O2(v/v=3:1)溶

液中氧化 30 min, 去离子水清洗 3 次得到氧化硅片. 

被氧化的硅片在三氯乙烯/二氯二甲基硅烷(v/v=20:3)

混合溶液中反应 5 min, 先用三氯乙烯清洗 3 次, 然

后用乙醇清洗 3 次后再用去离子水冲洗, 氮气吹干后

得到疏水基底, 置冰箱 4℃保存备用.  

(ⅳ) 蛋白 A 单分子膜层装配.  浓度为 1.0 g/mL 

 

 

图 1  椭偏光学成像示意图 

蛋白 A 溶解在 PBS(pH 7.2)中, 不同稀释比例的蛋白

A溶液经微流道加样系统以 1.0 µL/min 的流速流经疏

水基底, 在基底表面格式化, 以阵列形式形成规则排

列的蛋白 A 分子膜层, 先用 PBS 清洗再用去离子水

清洗, 然后氮气吹干得到具有不同厚度的蛋白 A 分

子膜层.  

(ⅴ) 抗体固定与抗原检测.  浓度为 100.0 µg/mL

的 anti-AFP 经微流道加样系统以 1.0 µL/min 的流速

在格式化的蛋白 A 膜层组装 30 min, PBST(0.02% 

Tween-20)以 10.0 µL/min 的流速清洗 5 min, 再用相

同流速的 PBST 清洗 10 min, 得到蛋白 A/抗体传感膜

层; 最后用 BSA(1.0 mg/mL)封闭 20 min, PBST 以

10.0 µL/min 的流速清洗 5 min, 形成检测 AFP 的传感

膜层, 操作均在常温进行. 不同浓度 AFP 溶液分别

流过不同的传感膜层(1.0 µL/min)进行抗原抗体反应, 

PBS 清洗 5 min(流速 10 µL/min)后, 再用清水冲洗 3

次后氮气吹干, 椭偏成像测定.  

2  结果与讨论 

2.1  蛋白 A 单分子膜层 

经浓硫酸/双氧水清洗的硅片接触角为 5°±1.0°, 

再经二氯二甲基硅烷处理后的接触角为 86°±2.1°, 具

有较高的疏水性. 蛋白质在水溶液中呈外部亲水性、

内部疏水性的球体或者椭球体[9], 肽链中疏水性氨基

酸对蛋白质在化学表面的吸附有直接影响, 如 Marsh

等人 [10]用光学椭偏和傅里叶红外研究了近似单分子

膜层的 β-乳球蛋白在亲/疏水性表面的吸附, 结果表

明在疏水性表面的吸附数量远比在亲水性表面的多, 

且在疏水性表吸附更加牢固 . 由于这种疏水作用力

直接影响蛋白质的结构稳定性和生物学活性 [11], 因

此对于抗体直接在疏水性表面固定并不合适. 但是, 

可以通过制备对抗体具有特异性结合能力的蛋白 A

单分子层实现对抗体进行定向化装配 . 我们配制浓

度分别为 5.0, 10.0, 50.0, 100.0, 200.0, 400.0 和 600.0 

µg/mL 的蛋白 A 溶液在疏水性表面吸附 10 min, 随着

蛋白 A 浓度的增加其分子膜层的厚度 (灰度值)也  

逐渐增加, 由于膜层厚度(d)正比于反射光强(I)的平

方根[12]:  

I=kd2, 

其中 k 为常数, 其数值可以通过已知厚度的蛋白质膜

层来确定. 也可以用蛋白质吸附的面密度来表征, 蛋
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白质膜层的面密度(surface concentration, Г)和厚度之

间存在如下关系[13]:  

Г (µg/cm2) ≈ K×d (nm), 

其中 K 为常数, 当基底为硅时, K≈0.12. 因此, 可以

得到蛋白 A 分子膜层的吸附厚度与浓度之间的函数

关系(图 2), 随蛋白 A 浓度的增加, 蛋白 A 膜层的面

密度也相应增加, 当蛋白 A 浓度达到 200.0 µg/mL 时

的分子面密度处于临界值 , 根据换算其膜层厚度为

1.8±0.6 nm. 由于蛋白分子的分子量为 45000 Da 左右, 

其干膜理论厚度(椭偏测量)接近 2.0 nm[5], 因此我们

认为 200.0 µg/mL 浓度时得到单分子膜层. 装配单分

子膜层对于抗体进行固定具有重要的意义 , 如果蛋

白 A 的浓度过小, 在疏水表面形成的分子膜层有较

大的空隙, 会导致无关蛋白吸附本底增高, 浓度过大, 

形成的分子膜层是多层结构 , 抗体结合后在清洗步

骤容易脱落 , 导致假阴性 . 我们把疏水性表面和

200.0 µg/mL 蛋白 A 吸附膜层进行原子力观察, 如图

3 所示, 疏水表面具有很好的平整度, 当吸附蛋白 A

后, 表面粗糙度增加, 截面分析与椭偏厚度测定一致, 

进一步证实了得到的分子膜层是单分子膜层.  

2.2  抗体在蛋白 A 膜层上装配  

经过优化确定 200.0 µg/mL 蛋白 A 为工作浓度, 

anti-AFP 分别以 20.0, 40.0, 60.0, 80.0, 100.0, 120.0 和

140.0 µg/mL 与制备的蛋白 A 分子膜层进行特异性结

合. 同样, 随 anti-AFP 浓度的增加其蛋白质单元点的

灰度也随之增加(图 4), 当浓度超过 100.0 µg/mL 时灰

度增加不明显, 说明在基底表面吸附的蛋白 A 的活

性位点随抗体的浓度增大被逐渐占用, 100.0 µg/mL 

 

 

图 2  蛋白 A 浓度与吸附分子膜层的函数关系 

 

图 3  疏水基底表面(a)和蛋白 A 在疏水表面的单分子膜层 

原子力 AFM 图像(b) 

浓度时达到饱和, 形成的分子膜层(传感膜层)可用于

抗原检测.  

2.3  抗原结合活性及血清应用 

为了验证制备的蛋白 A 单分子膜层装配抗体的

实用价值, 我们对传感膜层的应用潜能进行了研究. 

如图 5 所示, 构建的阵列采取 4×4 排列, 第一行中的

4 个单元点作为对照点, 即单元点 a1, b1, c1 为传感膜

层结合 25.0 ng/mL 抗原(3 个重复), 平均灰度值为

96±4.6, 单元点 d1 作为空白对照 , 灰度值为 85.8.   

其余单元点(a2~d4)用于血清检测 , 血清样品以 1.0 

µL/min 流速与传感膜层反应 20 min, 然后 PBS 以

10.0 µL/min 流速清洗 5 min, 氮气吹干, 经椭偏成像

后显示出不同的灰度值 . 根据其净灰度值高出对照 

 
 

 

图 4  Anti-AFP 在蛋白 A分子膜层上装配, 随 anti-AFP 浓度

的增加其结合数量越多, 椭偏图像上各单元点的灰度值增加, 

1~8 单元点的灰度值分别为 56.4, 62.2, 69.8, 86.5, 94.6, 101.4, 
110.6, 118.2 
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图 5  临床样本测定结果 
(A) 灰度图; (B) 三维图. 单元点 a1~a3 为阳性对照(25.0 ng/mL,  

3 个重复), 单元点 b1 作为空白对照; 单元点 a2~d4 用于血清检测 

 
3 倍标准差判定 a4, b2, b4, c2 和 d3 为阳性. 此外, 我们

还制定了不同抗原浓度反应后的标准曲线 , 可以用

回归方程式 y=29.3+93.6logx(R2=0.989)进行描述 . 

根据计算, 检测灵敏度达到 1.0 ng/mL(S/N=3), 测定

25.0 ng/mL 甲胎蛋白的重现性(CV%)为 10.4%. 本方

法与电化学法(ECLIA)测定结果进行统计学检验, 没

有显著性差异(P>0.05). 由于该方法简单快速, 可望

用于肝癌血清标志物(AFP)大批量筛查.  

3  结论 

以蛋白 A 在疏水性硅基底表面吸附为研究对象, 

不同浓度蛋白A在疏水性表面吸附后经成像椭偏表征, 

证实 200.0 µg/mL 浓度得到单分子膜层, 厚度为 1.8± 

0.6 nm, 该膜层可以对甲胎蛋白抗体实现定向化固定. 

优化抗体的最适装配浓度为 100.0 µg/mL, 用于制备

传感膜层构建传感阵列. 构建的传感阵列对甲胎蛋白

的检测灵敏度达到 1.0 ng/mL, 血清检测结果与电化

学法进行统计学检验没有显著性差异(P> 0.05).  
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Preparation of single molecular film of protein A to assemble antibody 
for construction of biomarker chip 
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Immunoassay is mainly performed by the immobilized antibody on solid substrate to specifically recognize the corresponding antigen. 
The key technique is the immobilization of antibody on solid substrate to preserve its biological activities. Here we utilize the protein 
A to prepare single molecular film on hydrophobic silicon substrate, which can realize site-directed immobilization of antibody by the 
combination of its Fc fragment for biomarker detection through constructing array format. The results showed that the thickness of 
single molecular film of protein A measured by imaging ellipsometry is approximately 1.8±0.6 nm and it could be used for site- 
directed immobilization of antibody. The designed sensing array for AFP detection possesses high sensitivity of 1.0 ng/mL. No 
statistical difference is found (P>0.05) compared with that of ECLIA. 

protein A, single molecular film, imaging ellipsometry, α-fetoprotein 
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