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表面固定化配基与目标分子的特异性相互作用

是各类固相蛋白质分析技术中的一个重要问题 [1].

特定分析中这一相互作用的强弱直接关系到检测的

灵敏度甚至成败. 虽然人们很早就认识到蛋白质分

子的特异性结合是高度的几何和化学匹配下的静电

力、范德华力、疏水作用等多种物理力学作用的结

果，但长期以来对于生物分子相互作用程度的评价

却多是基于一种 “化学式”的描述. 例如，最常用

到的一个量 “亲和力”(affinity)，实际上是由正逆

反应的速率常数来定义的，这实质上只是对结合强

度的一种间接和唯象的描述，而并未涉及到分子相

互作用时的物理和力学信息. 这里所谓的 “亲和力”

(其单位为 L/mol) 也并不具有真正力的量纲.

直至近 10 年来，随着学科交叉的广泛深入以

及原子力显微镜(atomic force microscope，AFM)[2]、

光镊(optical tweezer，OT)[3]、表面力测试仪(surface

force apparatus， SFA) [4]、 微 吸 管 (micropipette) [5]、

流动腔(flow chamber)[6]等一批实验技术的发展，直

接基于物理 (或力学) 方式对生物分子相互作用力

的测量和研究才逐渐成为可能，人们得以从更本质

的层面上理解和认识这一问题.

剪切流动腔技术最早被用于细胞粘附的研究，

后来其研究对象逐渐被扩展到亚细胞和分子水

平[7,8]. 同其他实验技术相比，剪切流动腔技术具有

加载范围大(相比于 OT)、单次测量可获得具有统

计意义的结果(相比于 AFM、micropipette)、实验

操作相对简便等优点. 本文基于流动腔技术，引入

载体微球作为载荷放大器，以人免疫球蛋白 G

(human IgG， IgG) 和 羊 抗 人 免 疫 球 蛋 白 G (goat

anti-human IgG，anti-IgG)分别作为固定于基片表面

的模型配基和承载于微球表面的模型目标分子，对

二者的作用力进行了实验研究，并由模型分析计算

得到了单对配基与目标分子的平均结合力.

1 加载系统的设计

本文的平行板剪切流动腔基于平面 Poiseuille

流动模型[9]设计，这一模型要求流动处于层流状态

(即雷诺数 Re 小于 2 000). 在此要求下，通常流动腔

所能产生的最大壁面剪切率约为 106 s- 1 量级，对尺

寸仅有纳米量级的蛋白质分子而言，相应的剪切力

约在 10- 13 N 量级. 而已有研究显示生物分子间的特
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摘要 基于剪切流动腔技术，以微球作为受力载体，设计了一套可用于研究表面固定化配基与目标分子特异性相

互作用力的实验和分析方法，并以人免疫球蛋白 G (human IgG) 和羊抗人免疫球蛋白 G (goat anti-human IgG) 分别

作为模型配基和模型目标分子进行了研究. 基于平面 Poiseuille 层流模型设计了流场参数，以数值计算结果验证了

设计的合理性. 使用牛血清白蛋白 (BSA) 作为非特异性对照，判断微球与基片表面的结合力来自配基和目标分子

的生物特异性相互作用，并由进一步的目标分子灭活对比实验确认了这一结论. 实验观察到微球与基片表面的结

合力受到配基面密度的影响，说明发生结合的是多对而非单对蛋白质分子. 将 95% 的微球被剥离时对应的壁面剪

切率设定为临界剪切率，由大量实验结果拟合得到了临界剪切率与配基面密度间的定量关系. 在受力分析模型中，

考虑到多分子的结合，以及分子键位置不同造成的力臂长度的差异，最终计算得到单对配基与目标分子的平均结

合力约为 342pN.
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异性相互作用力至少在 pN (10- 12 N) 量级以上[10, 11].

所以，直接通过剪切流对蛋白质分子施载并不可

行，而需要设法将载荷放大.

据低雷诺数流动理论[12]，微观物体在靠近壁面

的剪切流场中受到的作用力与其特征尺度的平方成

正比. 故为放大加载，可采用引入载体微球的办法：

将目标蛋白质分子通过一定方式包被在尺度更大的

载体微球上，使微球与基片表面通过目标分子和配

基的作用而发生结合. 然后利用剪切流对载体微球

施载，使微球从基片表面脱离 (配基与目标分子的

结合断开)，以此来研究配基和目标分子的结合

强度.

除了放大载荷的功能，引入微球作为载体也使

直接通过光学显微镜观察结合情况成为可能. 另外，

由于微球可视为刚性球体 (层流加载下，聚苯乙烯

材料的形变可以忽略)，可以获得高准确度的量化

计算结果. 引入载体微球带来的另一个影响是可能

产生多对分子的结合. 这又有两点需要考虑：a. 得

到的计算结果将是多对结合的统计平均值；b. 多分

子结合会使得微球与基片表面的结合力增大，于是

需要更大的实验加载. 第一点其实是一个有利因素.

近年来研究认识到，由于热运动，单对分子间的相

互作用行为，在微观上具有随机偶然性[13]. 对单对

分子结合的强度、寿命等参数的单次测量结果表现

出随机性，从而需要进行大量重复实验才能获得具

有统计规律的结果 (如 micropipette 方法通常需要

重复测量几十到上百次). 剪切流动法的一个优点就

在于单次实验即可获得具有统计意义的结果，这也

是本文选择此方法的原因之一. 对于第二点，由后

文的分析可以看到，发生结合的分子数量同微球半

径的一次方成正比，而微球受到的剪切流作用力同

其半径的平方成正比. 因此，引入微球放大载荷是

可行的.

这样，在加载系统的设计中应考虑流场的几何

尺寸、层流条件对于流量的限制、微球大小的选择

等主要问题及其相互协调.

1.1 流动腔结构

图 1 为本文流动腔装置的结构示意图. 实验段

流场由内盖板的长方形凹槽形成. 基片可置于流场

中央底部. 精密柱塞泵用作流体驱动源，并在腔体

入口处设有排气泡旁路. 流场高度 H 可通过使用不

同槽深的内盖板改变. 腔体由聚酯玻璃加工制成，

可由体式显微镜实时观察并记录基片上微球的结合

及解离情况.

1.2 流场尺寸设计

为使实际流动接近平面 Poiseuille 理论模型 (无

限大平板模型)，需使流场长度 L 和宽度 W 远大于

高度 H. 在这样的关系下，流动腔底面的壁面剪切

率 G 与体积流量 Q 间存在如下关系：

G= 6Q

WH
2 (1)

由(1)可见，为获得尽可能大的壁面剪切率 G，流

场高度 H 应尽量小. 但 H 又须在量级上大于微球尺

寸及机械加工误差. 因此选择 H 在 mm 量级，并制

作了槽深为 0.45 ~ 1.30 mm 不等的若干块内盖板.

此外，为降低进出口不规则流动对于中部流场

(基片所在位置) 的干扰，需使流场长度 L 远大于宽

度 W. 这样，在 L >> W>>H 的要求下，设计 W=

15 mm，L= 230 mm.

基于上述尺寸，对流动腔内的流场进行了数值

模拟计算. 图 2 为流动腔底面的壁面剪切率分布情

况. 计算结果显示，在流动腔底面的大部分区域内，

壁面剪切率 G 保持恒定. 除靠近四周边界处外，流

场与(1)的理想公式符合很好(误差小于 2% ). 图 2

算例中 H= 1 mm，Q= 450 ml/min.

Fig.1 Schematic diagram of the flow chamber apparatus
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1.3 流量的限制

(1)成立的前提是实验段流动处于层流状态，

这要求雷诺数 Re<2000. 经推导可得体积流量 Q 与

雷诺数 Re 的关系：

Q= 1
3

ReWv (2)

若取流体运动学粘性系数 != 10- 6 m2/s，则有：Q

<600 ml/min. 再由 (1)即得到壁面剪切率的范围 :

G<16 000 /s (H= 0.5 mm).

1.4 载体微球尺寸的选择

据 Goldman 等[14]对于剪切流中静止在无限大平

板上的孤立刚性球体的理论分析，球体受到一个力

FX 和一个力矩 TY 的共同作用：

Fx=1.7005×6"!a2G,

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!TY=0.9444×4#!a3G (3)

式中 a 和 ! 分别为球体半径和液体的动力学粘性系

数 (对于水，约为 10- 3 Pa·s). 虽然由于杠杆效应，

实际作用于微球与基片间蛋白质分子键的力要大于

FX (详见 4.2 节分析)，但不妨以 FX 作为保守估计.

生物分子的特异性结合力一般在 pN 至 nN 之 间[11]，

由(3)计算可知，为产生这样量级的作用力，载体

微球的半径至少应在 $m 量级. 本文选择 a= 5 %m

的微球作为目标分子载体 . 这样当 G= 16 000 s- 1

时，微球受载已可达 10 nN 以上.

2 材料和方法

2.1 生物分子

本文选用人免疫球蛋白 G 作为固定于基片表

面的配基，羊抗人免疫球蛋白 G 作为目标分子，

牛血清白蛋白用作封闭剂. 以上产品均购自美国

Sigma 公司. anti-IgG 为多克隆抗体，在使用前经过

亲和层析纯化处理，所用纯化仪为瑞典 Amersham

Pharmacia Biotech 公司的 AKTA explorer 产品.

2.2 流动介质

磷 酸 盐 缓 冲 液 (phosphate buffered saline，

PBS； 8 mmol/L Na2PO4·2H2O，2.68 mmol/L KCl，

1.14 mmol/L KH2PO4， 137 mmol/L NaCl； pH 7.2)

用作实验流动介质.

2.3 基片表面改性及配基固定

原子级单晶硅片(洛阳单晶硅厂)切成 10 mm×

18 mm 长方形. 在清洗液 (30% H2O2!∶98% H2SO4 =

1!∶3)中浸泡 30 min，继以去离子水和无水乙醇清

洗. 再浸于 3- 氨基丙基三乙氧基硅烷 (APTES) 溶

液 (5%APTES，95%无水乙醇) 中 2 h，无水乙醇清

洗. 然后浸于饱和丁二酸酐的乙醇溶液中过夜，无

水乙醇清洗并保存. 经过上述处理的基片表面已修

饰有羧基官能团，经活化后可与配基分子的氨基共

价连接.

固 定 配 基 时 ， 将 表 面 带 有 羧 基 的 基 片

浸 于 0.05 mol/L N- 羟 基 丁 二 酰 亚 胺 (NHS) 和

0.2 mol/L 1- 乙基 -3-(3- 二甲氨基丙基)- 碳二亚胺

(EDC) 溶液中 15 min, 继以去离子水清洗，然后浸

泡 于 以 不 同 比 例 混 合 的 IgG (0.5 g/L) 和 BSA

(20 g/L)的蛋白质溶液中，在 4℃下过夜，从而制成

具有不同 IgG 面密度的活性基片表面.

2.4 微球包被

直径 10 &m 的羧基修饰乳胶微球 (carboxylate

modified latex microspheres) 购 自 美 国 Interfacial

Dynamics Corporation 公司. 微球本身为聚苯乙烯材

料，在本实验的层流加载下，微球的形变完全可以

忽略，即可按刚性球体进行受力分析.

依产品操作说明，微球先以 EDC 溶液活化

15 min，离心清洗后与 anti-IgG 溶液(约 260 mg/L)

在 4℃下孵育过夜. 清洗后在 4℃下保存于含 0.1%

NaN3 和 2% BSA 的 PBS 中，一个月内使用.

其他蛋白质 (BSA、灭活 anti-IgG) 的包被与上

述方法类似.

2.5 配基及目标分子有效面密度的测定

实验中配基和目标分子分别通过其氨基与基片

和微球上的羧基共价结合. 由于共价键的强度远大

于分子特异性结合的强度[15]，这就保证了断裂发生

在配基与目标分子的结合节点，而不是配基与基片

或目标分子与微球的结合节点. 此外，同物理吸附

的蛋白质固定方式相比，共价结合也有利于更好地

保持蛋白质的活性[16].

但是，与固相表面的结合仍会导致蛋白质活性

一定程度的丧失. 因此，被固定蛋白质的有效面密

度 Ne 可由总面密度 Nt 乘以一个小于 1 的有效系数

ke 来表示.

实验中，微球上目标分子 anti-IgG 的总面密度

Nt,o 可根据物质守恒原理测定：测量包被微球前后

anti-IgG 溶液浓度的变化，并结合被包被微球的总

表面积进行计算. 蛋白质溶液的浓度由荧光分光光

度 计 (fluorescence spectrophotometer， TOSHIBA

F-4500) 测量；被包被微球的总表面积根据微球尺

寸和用量计算.
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Fig.3 Qualitative compar ison of different microspheres-

chip interactions

Microspheres coated with BSA and anti-IgG interacted with chips coated

with BSA and IgG. The percentages of remained microspheres in the

four spheres-chip interactions after a low shear rate flow (G= 4.2 s- 1) are

shown.
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基片表面配基 IgG 的面密度不宜用上法测量，

原因在于基片的表面积较小，能够结合的 IgG 总量

也 较 少 ， 蛋 白 质 溶 液 在 包 被 基 片 前 后 浓 度 差

异 太 小 . 为 此 ， 我 们 使 用 椭 偏 仪 (ellipsometer，

SENTECH) 测量基片表面蛋白质膜层的光学厚度，

进而得到基片上蛋白质的面密度[17].

为得到 anti-IgG 共价固定于羧基表面后的有效

系数 ke,o, 我们分别测量了羧基基片上饱和 anti-IgG

膜层的面密度，以及这一活性表面与 IgG 溶液反应

后的面密度增加量，后者与前者的比值即为 ke,o. 由

于羧基基片与羧基微球具有较为相似的表面性质，

即以上述结果作为微球表面 anti-IgG 的有效系数

ke,o. 尽管这一类比不十分精确，但由后文的分析方

法可以看到，实验设计中仅要求目标分子相对配基

过量即可，所以这一类比的误差不会对分析结果产

生实际影响. 基片表面 IgG 的有效面密度 Ne,l 可以

更为方便地直接测量：将待测基片活性表面与

anti-IgG 溶液反应，测得蛋白质面密度的增加量，

即为配基的有效面密度 Ne,l.

这里需要说明一个问题. 由于抗体的多克隆性

质，一个 IgG 分子能够通过自身的不同部位与多个

anti-IgG 分子发生结合，这些结合部位称作 “结合

位点”. 因此，在计算结合的总数量时，真正有意

义的并不是分子本身的个数(或面密度)，而应是

“结合位点”的个数(或面密度). 在以上对基片表面

配基数量(或面密度)的测量中，得到的是其能够结

合目标分子的总数量 (或面密度)，实际上也正是有

效 “结合位点”的总数量 (或面密度). 对于微球也

有类似情况. 因此，这样的测量方法是和计算分析

方法对应并且有效的. 后文中所有对于配基或目标

分子的有关数量的提法，也都是指配基或目标分子

的 “结合位点”.

由上述方法测量得到，微球表面 anti-IgG 的总

面 密 度 Nt,o 约 为 9.0 ×104 /!m2， 有 效 系 数 ke,o 约

24%，于是有效面密度 Ne,o=Nt,o×ke,o≈2.7×104/"m2；

实 验 范 围 内 基 片 表 面 IgG 的 有 效 面 密 度 Ne,l 从

6.7×102 /#m2 至 9.0×103 /$m2 不等.

2.6 实验操作

在以一定比例混合的 BSA 和 IgG 溶液中浸泡

过的基片表面用去离子水清洗，并以氮气吹干. 然

后，将 2 %l 包被有 anti-IgG 微球的悬浊液用加样枪

小心加至基片表 面 中 心 位 置 . 密 封 条 件 下 静 置

30 min 以使配基与目标分子充分接触、结合并稳定

构象，然后将基片放入流动腔底部凹槽内. 加盖并

合闭流动腔，启动剪切流进行实验.

为降低流动启动时对基片上微球的非定常冲

击，各实验中均以很低的流量启动剪切流(对应壁

面剪切率约为 4.2 s- 1). 对下述实验 3.1、3.2、3.3，

流动启动后保持该剪切率直至实验结束，对于实验

3.4，待液体缓慢浸没基片及微球后，逐渐提升流

量及剪切率以考察微球的脱离情况. 各剪切率下剩

余微球情况在基本趋于稳定时拍照记录. 后续分析

时，对各照片上的微球进行计数统计，以作量化.

各参数条件下的实验均进行复片或 3 片重复. 所有

剪切流动实验均在室温下进行.

3 结果与分析

3.1 定性对照实验

分别以 BSA (20 g/L) 和 IgG(0.5 g/L)溶液包被

基片，以 BSA(20 g/L)和 anti-IgG(260 mg/L)包被微

球，然后分别考察两组基片和两组微球间的相互作

用. 图 3 所示为 G= 4.2 s- 1 的低剪切率流动作用下，

上述 4 种基片 - 微球相互作用时最终剩余的微球占

实 验 前 的 百 分 比 . 可 以 看 到 ， 只 有 IgG 基 片

- anti-IgG 微球之间存在明显的强结合，而 IgG 基

片- BSA 微球、BSA 基片- anti-IgG 微球、BSA 基

片- BSA 微球之间都只有很弱的作用，在剪切流作

用下微球几乎被冲净.
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Fig.5 Effect of ligand sur face concentration on interaction

force between microspheres and chip sur face

Microspheres coated with anti-IgG interacted with chips coated with a

mixed solution of BSA (20 g/L) and IgG (0.5 g/L) in different

proportions. The percentages of remained microspheres after a low shear

rate flow (G= 4.2 s- 1) are shown.
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Fig.4 Deactivation compar ison

Microspheres coated with anti-IgG (normal) and anti-IgG (deactivated)

interacted with chips coated with IgG. The percentages of remained

microspheres in the two conditions after a low shear rate flow (G =

4.2 s- 1) are shown.
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3.2 目标分子灭活对比

通 过 3.1 的 实 验 结 果 ， 可 推 测 IgG 基 片 与

anti-IgG 微球之间的强结合来自 IgG 与 anti-IgG 间

的生物特异性相互作用. 为进一步证实这一作为后

续分析基础的重要推测，我们进行了如下 “目标分

子灭活对比”实验：将同一批经亲和层析纯化的

anti-IgG 分作两份，一份直接包被微球，另一份预

先在 70℃水浴中加热 3 h 以使蛋白质部分失活，再

以同样的方法包被微球. 两组微球分别与 IgG 基片

作用，并以 G= 4.2 s- 1 的低剪切率流动考察微球与

基片的结合强度. 图 4 为两组微球剩余百分比的对

比，可以看到，经过灭活的 anti-IgG 包被的微球与

IgG 基片的结合力明显减弱. 这样，便确认了基片

与微球的结合的确缘于配基与目标分子间的生物特

异性相互作用. 于是便可以通过分析微球的受力情

况获知更为微观的生物分子间的作用力信息.

3.3 配基面密度改变对微球与基片结合力的影响

将 IgG (0.5 g/L) 和 BSA (20 g/L) 溶液以不同比

例 (1∶0, 1∶20, 1∶100, 1∶500, 0∶1) 混合用作基片的包被

液，从而制成不同配基面密度的活性基片表面. 然

后以 G= 4.2 s- 1 的低剪切率流动考察 anti-IgG 微球

与这些基片的结合强度. 图 5 为各基片上剩余微球

的百分比. 可以看出，随着基片表面配基面密度的

下降，微球与基片的结合强度也逐渐减弱.

图 5 同时说明了另一个重要问题：微球与基片

的结合并不是单对配基与目标分子的作用结果. 因

为微球与基片的结合力明显受到配基面密度的影

响，且二者正相关，所以可以确定，微球与基片的

结合并不只是单对配基与目标分子 “单点式”的作

用结果，而是在一定大小的接触面积内，同时存在

着多对配基与目标分子的相互作用. 只有这样，微

球与基片的总体结合力才可能受到基片表面配基面

密度的显著影响.

3.4 以临界壁面剪切率量化微球与基片表面的结

合强度

对于微球与一定配基面密度的基片结合，随着

流动剪切率的逐渐升高，基片上的微球会逐渐脱

落. 图 6 为一次实验中(Ne,l≈1.3×103 /!m2)不同剪切

率下，基片表面微球剩余情况的照片；统计该实验

中各照片上的微球数量，并计算出每一剪切率下剩

余微球数量占起始时的百分比，得到剩余微球百分

比随剪切率的变化过程(图 7). 由图 7 可以看出，剩

余微球数量与剪切率之间宏观上呈现出连续变化的

趋势.

由于微球从基片表面的脱离过程在宏观上表现

出连续性，为对结合强度进行量化，需要人为设定

临界参数. 本文将 5% 设定为微球的临界剩余百分

比，即当基片上剩余微球数量下降到 5% 时，认为

微球总体上已在剪切流作用下从基片表面脱离. 此

时对应的壁面剪切率，即设定为剥离微球所需的临

界壁面剪切率.

与一些细胞粘附研究中使用的 50% 、20% 等

临界剩余百分比相比，本文的临界值选取较小，主
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按照以上临界参数的设定，由大量实验得到了

将 anti-IgG 微球从不同 IgG 面密度的基片表面剥离

所需要的临界剪切率，结果绘于图 8. 从图 8 中可

看到，剥离微球所需的临界剪切率随基片表面配基

面密度的增加而提高. 将图 8 中数据点线性拟合. 拟

合直线近似通过坐标原点，这与图 3 中非特异性作

用明显弱于特异性作用的表现相吻合. 拟合直线斜

率约为 0.38 !m2/s.

Fig.7 Relationship between percentage of remained

microspheres and wall shear rate in the exper iment of Fig.6

Obtained by counting the number of remained microspheres in every

picture.
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要有两点原因：a. 微球的脱落之所以表现出先后次

序，其原因在于每个微球与基片表面实际发生结合

的蛋白质分子数量并不相同. 于是，蛋白质结合数

量少的微球将在较低的剪切率下被剥离，蛋白质结

合数量多的微球则需在较高的剪切率下才会被剥

离，而最后被剥离的微球则可认为与基片表面发生

了最大数量的蛋白质结合. 在下文的量化分析中，

模型计算的情况是微球与基片间发生了最大可能数

量的蛋白质结合(对应于 4.1 的第 2 条假设). 因此，

为与计算情况对应，实验中应当选取尽量小的临界

剩余百分比. 但又不宜设为 0，因为这样临界剪切

率将仅取决于最后一个微球的行为而失去统计机

制，得到的实验结果会产生很大误差. b. 为使实验

情况尽量接近 Goldman 单球受力模型，应使临界

参数下微球的分布尽量稀疏. 当基片上仅剩余占加

载前数量 5% 的微球时，微球与微球间的平均距离

已大于微球直径的 10 倍，这时微球之间对于流动

屏蔽的影响已可忽略，因此便可按照单球受力模型

进行分析.
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4 配基与目标分子相互作用力的量化模型计算

4.1 分析和假设

由 3 分析可知，临界参数下的微球受力可按

Goldman 单球模型近似处理，剪切流作用于微球的

力和力矩由公式(3)给出. 但对于如何将微球受力同

蛋白质分子间的作用力联系起来，以往文献中的处

理较为粗糙. Pierres 等[8]的分析模型中假设只有位

于微球与表面接触区域末端的一对分子发生结合并

对平衡微球受力起作用. 这一模型中配基的面密度

变化不会对结果产生影响，这显然与图 5 和图 8 的

现象不符. Cozens-Roberts 等[18]及 Kuo 等[19]考虑到了

蛋白质面密度变化对于微球受力的影响，认为对平

衡微球受力有贡献的是微球与平面接触区域内的全

部分子，其数目等于分子面密度乘以接触面积 .

Kuo 还提到了只有接触区域的外圆周上的分子结合

键对平衡微球受力有作用的想法. 然而，两位作者

都未能进行更为深入和细致的处理，一个重要方面

即是未考虑接触面积内分子位置的不同及由此造成

的力臂长度的差异.

本文认为更为合理的计算模型应包含以下几点

要素：a. 应体现出配基面密度变化对于微球与基片

结合力的正相关影响. b. 仅有位于微球与基片接触

区域的外圆周(这里称之为 “接触圆周”，参见图 9)

上的分子结合键对平衡微球受力起作用. 这是因为

微球在剪切流的作用下具有滚动趋势，而位于 “接

触圆周”上的分子键处于最大拉伸状态，所以在阻

止微球滚动时最先起作用的将是这些分子(更准确

地讲只有后半圆周上的分子). 由于分子键的可伸长

性有限[20]，所以可认为只有当 “接触圆周”上的分

子键被拉断而微球产生滚动位移后，圆周内部的分

子才会被拉伸受力. c. 接触圆周上的分子，由于位

置不同，在产生力矩时各自的力臂长度也不同.

另外，在计算模型中引入以下几点简化假设：

a. 非特异性作用可忽略. 图 3 中特异性与非特异性

作用的显著差异，以及图 8 中拟合直线近似通过坐

标原点的事实，是这一简化合理的基础. b. 在考虑

配基与目标分子的作用时，忽略空间位阻的影响.

这样，当目标分子的数量 (面密度) 远大于配基的

数量 (面密度) 时，可近似认为每一个配基分子在

其空间活动范围内都有机会遇到目标分子，并结合

成键. 在实验中为匹配这一条件，对微球表面的目

标分子采用饱和包被，而对基片表面的配基采用稀

疏包被的方式. 这样目标分子的有效面密度 Ne,o(约

为 2.17×104 /!m2)可远大于配基的有效面密度 Ne,l

(102~103 /"m2 量级). c. 所有结合键强度一致. 应当

指出，由于抗体的多克隆特点以及蛋白质分子相互

作用行为在微观上固有的随机性表现，这一假设具

有统计意义. 而本文的实验设计正是一种基于统计

效果的反映，因此这一假设是适用的.

4.2 模型计算

根据上述分析和假设，可由微球的力矩平衡

(图 9)得到下式：

TY+Fxa = 2

90°

0
!Nbrw·fb·rcos!·d!= 2Nb!fbwr

2
(4)

式中 r 是微球与基片接触区域的半径，fb 是单对配

基与目标分子的结合力，Nb 是配基 - 目标分子结合

键的面密度(在第 2 条假设下可近似认为与 Ne,l 相

Fig.8 Relationship between cr itical wall shear rate and

ligand sur face concentration

Critical wall shear rate is set the shear rate value at which 95%

microspheres are removed from the chip surface. The experimental

points are fitted linearly.
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等)，w 是 “接触圆周”的宽度(与分子直径同量

级)，图 9 中 l 是分子键的长度.

公式(4)体现了模型分析中提到的全部三点要

素：对于平衡微球受力起作用的是 “接触圆周”上

的分子；受力与分子键面密度 Nb 正相关；不同位

置的分子键的力臂长度不同(rcos!). 当 FX 和 TY 的合

力矩逐渐增大至超过后半 “接触圆周”上所有分子

键的合力矩时，这些分子键被拉断，微球发生滚

动，并继续拉断新形成的 “接触圆周”上的分子

键，直至最终与基片表面完全脱离.

将(3)代入(4)得到：

fb≈
(0.9444×4+1.7005×6)!"a3G

2r2wNe,l

(5)

图 9 中 2a- l
r

= r
l

，因 l << a，有 r≈ 2al" . IgG 分

子的几何尺寸约为 4.4 nm×4.4 nm×24 nm[21]，IgG 与

anti-IgG (分子形态与 IgG 类似) 形成的结合键的长

度 l 可 做 以 下 估 算 ： 抗 体 anti-IgG 的 长 度 ( 约

24 nm) 与 抗 原 IgG 的 平 均 直 径 ( 4.4×4.4×24
3
" ≈

8 nm)相加，再减去结合位点的深度(约为 1~2 nm).

所以这里取 l≈30 nm. w 参考 IgG 分子的平均直径

取为 10 nm. G/Ne,l 的值即为图 8 中拟合直线的斜率

0.38 "m2/s.

于是，带入各参数后由公式(5)计算得到单对

配基与目标分子之间的结合力：

fb≈342 pN

4.3 结果与讨论

a. 由于实验和分析方法的不同以及研究对象本

身的复杂性，目前关于生物分子相互作用力的不同

研究结果间往往存在较大差异，但多数报道集中在

pN 至 nN 的量级范围内. 本文得到的配基与目标分

子间的结合力约为 342pN，这一数值与其他实验方

法 (如 AFM) 测量抗原 - 抗体相互作用力的结果十

分接近[22,23]，这从一方面证明了本文实验和分析方

法的有效性.

b. 实验中发生结合的蛋白质分子数目的估计.

按照 4.2 的分析，微球与基片表面的接触面积 #r2

= 2$al≈0.9 %m2. 对于不同配基面密度的基片，估

算出接触面积内发生相互作用的分子数目约为 600

~ 8 000， “接触圆周”的周长为 2&r≈3.4 ’m，结

合 w 计算出圆周区域的面积约为 0.034 (m2，这一

面积内结合形成的分子键数目约为 25~300，平衡

微球所受剪切力的正是 “接触圆周”上的这几十到

几百对分子.

c. 计算过程中的非实验测量值. l 和 w 是整个

计算过程中仅有的两个非实验测量值. 虽然二者均

为基于分子几何尺寸的估计值，但不会有量级上的

差错. 而在分析模型中，fb 仅与 w 或 l 的一次方成

反比，所以 fb 也不会有量级上的错误.

d. 可能影响计算结果的其他因素. 在模型分析

的第 2 条简化中，忽略了空间位阻的影响并假设所

有配基均有机会与目标分子结合成键. 但实际的成

键数可能仍会低于理论值，这一影响的结果是计算

值可能比真实值偏小. 另一方面，在分析中忽略了

分子键的伸长，这样得到的计算值应该比真实值略

大. 对于这两点复杂问题的更深入研究，将会使计

算的结果更为准确.

5 结 语

本文基于剪切流动腔技术，引入微球作为承载

目标分子的载荷放大器，设计了一套相对简便的可

用于研究表面固定化配基与目标分子相互作用力的

实验和分析方法. 通过定性和定量实验，以及改进

后的分析模型得到单对 IgG 与 anti-IgG 的结合力约

为 342pN. 本文的实验和分析方法已显示出有效性，

并可应用于更多生物技术领域中表面固定化蛋白质

相互作用力的研究.
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Abstract Based on flow chamber technique and using carrier microspheres as force magnifiers, an investigation

of the interaction force between surface immobilized ligand and objective molecule was carried out. Human

immunoglobulin G (IgG) and goat anti-human IgG (anti-IgG) were employed as model ligand and model objective

molecule respectively. The parameters of the flow field were designed based on Plane Poiseuille Flow and the

design was validated by a numerical simulation. Using bovine serum albumin (BSA) as negative control, it was

concluded that the adhesion force between the microspheres and the chip surface came from the specific

interaction between the ligand and the objective molecule. And this conclusion was confirmed by an anti-IgG

deactivation comparison. It was found that the adhesion force between the spheres and the chip surface was

affected by the ligand surface concentration. The wall shear rate at which 95% microspheres were removed from

the chip surface was set as the critical value, and the relationship between the critical shear rate and the ligand

surface concentration was obtained. A mechanical analysis model considering both the ligand surface

concentration and the difference of molecular bonds! position was proposed, which finally gave the result that the

average interaction force between a single pair of ligand and objective molecule was about 342pN.

Key words immobilized protein, biomolecular interaction force, flow chamber, molecular bond, bond strength
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