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A 蛋白定向固定抗体用于椭偏光学生物传感器免疫检测
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摘 　要 　椭偏光学生物传感器是在椭偏光学显微成像技术的基础上发展的一项生物传感技术。它能够直接观测

固体表面上的生物分子面密度 ,毋需任何标记辅助 ,适合发展成为一种无标记免疫检测技术。研究了在硅片表面

上通过 A 蛋白定向固定抗体分子用于椭偏光学生物传感器免疫检测的可能性。实验结果表明 ,通过 A 蛋白固定抗

体得到的抗体膜层的均一性和固定量的重复性能够保证椭偏光学生物传感器免疫检测结果的质量。通过 A 蛋白

定向固定的抗体的抗原结合位点趋向一致 ,显著提高了抗体与抗原结合的能力。此外 ,通过蛋白 A 固定的免疫球

蛋白 G分子能够结合更多的多克隆抗体分子说明通过 A 蛋白固定的蛋白质分子能够较好地保持其空间构象。
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　　椭偏光学生物传感器是近几年发展起来的基于

椭偏光学显微成像和生物分子特异亲和性的生物传

感技术。关于它的光学原理已有详细的叙述[1 ] 。椭

偏光学显微成像是一种灵敏的表面观测技术 ,适合

于观测超薄膜。它能够以亚纳米的灵敏度对固体基

底表面上的生物单分子膜层进行观测。研究表明 ,

绝大部分蛋白质在固体表面上形成的单分子饱和吸

附膜层厚度在 2～10nm 的范围内[2 ] 。由于生物分子

间的特异性结合 ,如抗原抗体间的结合 ,而形成的复

合膜层能导致表面上的生物分子膜层厚度的增加。

通过椭偏光学生物传感器可以很容易地直接定量观

测生物分子膜层厚度分布的变化 ,从而确定待测溶

液中目标生物分子的存在与否 ,或更进一步进行定

量分析。该传感器不同于酶联免疫和放射免疫法的

优点是毋需对生物分子做任何标记 ,从而从方法上

消除了标记操作带来的检测问题。此外 ,椭偏光学

生物传感器是一种光学显微成像技术 ,它能够同时

对样品表面进行大面积的成像[3 ] ,因此通过该传感

器能够实现生物分子的多元检测 ———蛋白质芯片。

本文研究的就是适合于椭偏光学生物传感器检测的

抗体芯片的表面改性技术。

抗体分子对目标抗原有着极高的特异选择性 ,

它已被固定在各种各样的固体表面上用于蛋白质纯

化、免疫检测等[4 ] 。本文研究了抗体分子在硅片表

面上的定向固定方法和传感器应用。抛光的硅片具

有良好的光学表面和高光学折射率 ,十分适合于用

作椭偏光学生物传感器检测的基底。研究发现直接

固定在固体表面上的抗体分子的生物活性通常低于

溶液中的抗体分子。生物活性降低的原因可能是固

定在固体表面上的抗体分子的空间构象改变 ,空间

位阻大 ,不利于抗体2抗原的自由结合[5 ] 。另外一个

可能的原因是抗体分子的功能域在固相表面上趋向

的随意性。我们通常采用疏水表面的硅片作为基

底 ,来直接固定抗体 ,由于这种物理吸附的随意性 ,

一些被固定的抗体分子的功能域被掩盖 ,失去同抗

原分子结合的能力。而定向固定抗体分子的方法能

够使抗体的功能域完全暴露在表面外 ,有效地改善

抗体与抗原间的结合。A 蛋白是从金黄色葡萄球菌

中提取的蛋白质 ,它能够同多种哺乳动物抗体分子

的 Fc 片段特异性结合 ,经常被用来定向固定抗体分

子[6 ] 。本文研究了通过 A 蛋白定向固定抗体分子

用于椭偏光学生物传感器免疫检测的可能性。

1 　材料和方法

111 　试剂

人免疫球蛋白 G( IgG) ,人免疫球蛋白 G的抗体



(Anti2IgG) ,A 蛋白 ( Protein A) ,牛血清白蛋白 (BSA)

购自美国 Sigma 公司。

112 　硅片表面疏水化处理[ 7]

把切成 20mm ×5mm 大小的抛光硅片浸泡在体

积比为 1∶3 的过氧化氢 ( H2O2 ) 和浓硫酸 ( H2 SO4 ) 混

合液中 30min。纯水清洗 3 次 ,再用无水乙醇清洗 3

次后 ,把硅片浸泡于体积比为 1∶10 的二氯二甲基硅

烷 [ ( CH3 ) 2 SiCl2 ] 和三氯乙烯 ( C2 HCl3 ) 混合液中

5min。轮换用无水乙醇和三氯乙烯清洗硅片 3 次。

处理好的硅片浸泡在无水乙醇中待用。

113 　在疏水表面上固定抗体结合抗原

把经过疏水化处理的硅片浸泡到磷酸缓冲液

(PBS ,pH 712) 稀释的人免疫球蛋白 G抗体溶液中

(011mgΠmL) ,大约用 30min ,达到饱和吸附。纯水清

洗去除未吸附的抗体分子后 ,用 1mgΠmL 的牛血清

白蛋白溶液封闭表面 30min。再用纯水清洗后 ,放

入 1mgΠmL 的人免疫球蛋白 G的溶液中浸泡 30min。

纯水清洗 ,氮气吹干。

114 　用 A蛋白改性硅片表面固定抗体结合抗原

把经过疏水化处理的硅片浸泡到磷酸缓冲液

(PBS ,pH 712)稀释的 A 蛋白溶液 (1mgΠmL) 中 ,达到

饱和吸附 ,大约为 20min。纯水清洗后 ,用 1mgΠmL

的牛血清白蛋白溶液封闭表面 30min。纯水清洗

后 ,浸泡到 011mgΠmL 的人免疫球蛋白 G抗体溶液

中 ,结合反应达到饱和 ,大约为 30min。纯水清洗

后 ,放入 1mgΠmL 的人免疫球蛋白 G的溶液中浸泡

30min。纯水清洗 ,氮气吹干。

115 　椭偏光学生物传感器

椭偏光学生物传感器是近几年发展起来的基于

椭偏光学显微成像技术和生物芯片技术的生物传感

器技术。椭偏光学显微成像是在传统的椭偏仪的基

础上发展起来的一项光学成像技术[8 ] 。椭偏光学测

量是用偏振光波为探测光照射样品 ,样品会对入射

光波进行调制 ,使得反射光中载有样品的信息。在

椭偏光学成像技术中 ,用一个扩展光束代替了传统

的窄光束 ,CCD 摄象机代替了传统的光电倍增管或

光电管等光探测器 ,扩大了样品表面的即时检测面

积 ,可以对多元样品进行观测 ,而不再像传统的椭偏

仪那样 ,只能做单点测量。椭偏光学显微成像技术

在检测样品膜层的厚度分布时 ,同时应用消光椭偏

和非消光椭偏原理 ,使得膜层的厚度正比于反射光

强的平方根[8 ] 。膜层厚度的绝对值可以通过引入参

考膜层或用消光椭偏法测量来得到。以抛光的硅片

表面作为基底 ,椭偏光学显微成像技术能够以亚纳

米的厚度分辨率和微米级的横向分辨率来观测生物

分子膜层[1 ] 。

2 　实验结果和讨论

为了比较不同的抗体分子固定方式对生物活性

的影响 ,疏水硅片表面和经过 A 蛋白改性的硅片表

面被选定来固定抗体分子。在疏水硅片表面上 ,抗

体分子主要是通过疏水相互作用驱动的物理吸附固

定在表面上。在经过 A 蛋白改性的硅片表面上 ,抗

体分子是通过其 Fc 片段与 A 蛋白的特异结合 , 使

Fab 片段都指向表面外侧 ,而定向固定在表面上。

通过椭偏光学生物传感器观测 ,直接得到抗体膜层

的灰度图。为直观地显示表面的膜层分布 ,根据椭

偏光学成像原理可以把灰度图转换成膜层分布的三

维图[8 ] 。图 1 所显示的就是抗体分子 (Anti2IgG) 在

疏水硅片表面上 (图 1A) 和经过 A 蛋白改性的硅片

表面上形成的饱和结合膜层的三维图 (图 1B) 。

图 1 　(A)疏水硅片表面上抗体分子的饱和吸附膜层和

(B)蛋白 A 改性后的硅片表面上抗体分子饱和结合膜层

Fig. 1 　(A) The saturated layer of anti2IgGformed

by physical adsorption on the hydrophobic silicon

surface ; (B) The saturated layer of anti2IgGformed

by its affinity with the protein A

on the silicon surface

从图中可以看出 ,抗体分子在经过 A 蛋白改性

的硅片表面上的固定量 ,略少于直接在疏水硅片表

面上的固定量。在经过 A 蛋白改性的硅片表面上

的抗体膜层平均厚度是 316nm ,疏水硅片表面上的

膜层平均厚度是 411nm。为了评价经过 A 蛋白改性

的硅片表面上形成的抗体膜层的均匀性 ,在膜层上

随机选定 5 个区域测定膜层的厚度 ,得到的偏差小

于 011nm。椭偏光学生物传感器是通过直接检测硅

片表面上生物分子膜层的厚度来确定生物分子在表

面上的结合量 (即分子面密度) ,所以表面上生物分

子膜层的均一性有利于得到高质量的检测结果 ,特

别是定量检测。此外 ,抗体在硅片表面上结合量的

重复性 ,对于获得稳定的高质量的检测结果同样是

一个重要的影响因素。取 5 片经过 A 蛋白改性的
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硅片 ,重复进行 5 次抗体分子的固定实验。通过椭

偏光学生物传感器来检测抗体的结合量 ,得到的偏

差小于 012nm。上述结果表明通过 A 蛋白来定向固

定抗体分子能够保证椭偏光学生物传感器检测结果

的重复性和稳定性。

把通过 A 蛋白固定人免疫球蛋白 G 抗体的硅

片和人免疫球蛋白 G 抗体直接吸附于疏水表面的

硅片同时浸泡在相同的人免疫球蛋白 G溶液中 ,持

续相同的时间。通过椭偏光学生物传感器检测得到

的结果如图 2 所示。图 2A 展示的是疏水硅片表面

上固定的抗体与抗原的结合结果 ,可以看出 ,仅有少

量的人免疫球蛋白 G与其抗体结合 ,抗体膜层厚度

大约为 018nm。而图 2B 中通过 A 蛋白固定的抗体

与抗原结合的结果显示有大量的人免疫球蛋白 G

与其抗体结合。定量分析结果表明人免疫球蛋白 G

与通过 A 蛋白定向固定的抗体结合量大约是与直

接在疏水硅片表面上固定的抗体结合量的 5 倍。实

验结果说明通过 A 蛋白定向固定在硅片表面上的

抗体分子比直接固定在疏水硅片表面上的抗体分子

持有更高的生物活性。

图 2 　(A)人免疫球蛋白 G与疏水硅片表面上

固定的抗体结合 , (B) 人免疫球蛋白 G与通过

蛋白 A 定向固定的抗体结合

Fig. 2 　(A) Human IgG bound with anti2IgG immobilized

by physical adsorption on silicon surface ;

(B) Human IgG bound with anti2IgGoriented protein

A immobilization on silicon surface

More human IgG was bound on surface modified with

protein A than that on hydrophobic surface

通过物理吸附在硅片表面上固定抗体分子是最

简便的抗体固定方法 ,但会导致抗体的生物活性受

到影响。原因可能是抗体分子与表面之间的相互作

用改变了抗体分子的空间构象 ,导致抗原结合域受

到破坏 ,失去与抗原的结合能力。抗体分子的定向

固定能在一定程度上解决这些问题。通过 A 蛋白

定向固定的抗体分子能够保持更高的生物活性 ,可

能的原因一是 A 蛋白分子介于表面与抗体分子之

间 ,有效地降低了抗体分子与表面间的相互作用 ,使

抗体分子能够在一定程度上维持其空间构象 ;二是

A 蛋白分子与抗体分子的 Fc 片段结合使 Fab 片段

都有序地伸向表面外 ,降低了抗体与抗原结合的空

间阻力。研究发现 A 蛋白分子具有 5 个能够特异

性结合抗体分子 Fc 片段的功能域 ( E ,D ,A ,B 和 C) ,

每个功能域含有 58 个氨基酸残基 ,并且都能独立同

Fc 片段结合[9 ] 。物理吸附使固定在硅片表面上的A

蛋白分子部分功能域受到破坏 ,但具有多个功能域

的优势使其总能够保持活性功能域的存在 ,供定向

固定抗体分子使用。因此 ,通过 A 蛋白固定抗体分

子是一项既简单又有效的定向固定技术。

为了进一步证明通过 A 蛋白固定抗体分子能

够有效降低表面与抗体之间的相互作用 ,保持抗体

分子的空间构象 ,我们又设计了通过 A 蛋白来固定

人免疫球蛋白 G与其多克隆抗体进行结合。图 3

中所显示的就是通过 A 蛋白来固定的以及直接固

定在硅片表面上的人免疫球蛋白 G与其多克隆抗

体的结合结果。直接在硅片表面上固定的人免疫球

蛋白 G所结合的抗体膜层厚度为 315nm(图 3B) ,而

通过 A 蛋白来固定的人免疫球蛋白 G结合的抗体

膜层厚度大约是直接在硅片表面上固定的人免疫球

蛋白 G结合的抗体膜层厚度的 3 倍。这表明通过 A

蛋白固定的人免疫球蛋白 G能够较好地维持其空

间构象 ,从而在分子上保持了更多的抗体结合位点。

图 3 　(A)抗体与通过 A 蛋白固定的人免疫球蛋白 G结合 ,

(B) 抗体与疏水表面上固定的人免疫球蛋白 G结合

Fig. 3 　(A) Anti2IgG bound with human IgG immobilized by

protein A on silicon surface ; (B) Anti2IgG bound

with human IgG immobilized by physical adsorption

on silicon surface

The protein A immobilized silicon surface bound

more anti2IgG than that on hydrophobic surface
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Oriented Immobilization of Human IgG by Protein A on Imaging

Ellipsometry Biosensor

MENG Yan2Li 　WANG Zhan2Hui 　J IN Gang3

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

Abstract 　The biosensor based on optical imaging ellipsometry , can be used to detect directly , without labeling , the surface

concentration of biomolecules on solid surface. The feasibility of using protein A to immobilize antibody on the silicon surface of

the imaging ellipsometry biosensor was investigated in this study. The results showed that the anti2IgGimmobilized by the protein

A on silicon surface could bind effectively human IgG, and the human IgG immobilized on silicon surface by protein A bound

more polyclonal antibody molecules than that immobilized on silicon surface directly , suggesting that protein A might block the

surface to prevent the absorption of human IgGon surface directly , which might compromise its native configuration. The silicon

surface modified with protein A is expected to be used to immobilize a variety of antibodies , as protein A can bind selectively the

Fc regions of many mammalian IgG. The combination of imaging ellipsometry and the protein A surface modification has the po2
tential to be developed into immunoassays of high sensitivity.

Key words 　protein A , imaging ellipsometry biosensor , label2free immunoassay
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