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摘要 本文探索使用一种小型光学椭偏成像仪器进行无标记蛋白质芯片数据的采样和分析
,

同时阐述该设备的原理和结构
,

及成像显示条件和采样结果
,

进一步递推出蛋白质芯片表面膜层吸附和蛋白质分子之间相互作用的结果
。

说明简易的小型化

设备能够有效地用于蛋白质芯片的检测
,

为蛋白质芯片向实用化普及
、

现场检测方向发展
,

提供了条件
。
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子复合物
,

使膜层的厚度增加 或表面分子面密度提

前 言 高
。

以光学椭偏成像系统作为探测仪器
,

可以高分

辨地观测到膜层的变化
,

达到对蛋白质探测和识别

对生物分子表面吸附
、

分子间相互作用的研究 的目的
。

有助于理解许多生理过程和生物医学现象
。

而光学 光学蛋白质芯片系统具有无需标记试剂
,

样品

蛋白质芯片系统是近年来发展起来的一种分析和研 用量少
,

检测时间短
,

并且可以进行多元检测等优

究蛋白质分子相互作用的新技术【
。

此方法将高分 点〔
,

己能够进行一些细菌
、

病毒
、

疾病标志物的

辨率的光学椭偏成像技术和无标记蛋白质芯片相结 检测 【
, 。

在向实用化发展的过程中
,

大型的探测

合
,

发展形成了一种新型的并行
、

快速生物分子识 仪器己经不能满足现场检测等需求
。

为了进一步拓

别和检测技术【
, ,

其原理是将生物分子作为感应 展应用
,

对椭偏成像仪器提出了小型
、

经济型
、

简

分子 即配基
,

以阵列式集成在固体芯片表面或表 便
、

高精度
、

专用化的要求
。

目前
,

随着椭偏仪器

面微单元上
。

利用生物分子间的特异结合的自然属 的不断发展
,

己研制出了一种小型光学椭偏成像仪
,

性
,

待测分子与配基分子在芯片表面会形成生物分 本文即应用该仪器进行了蛋白质芯片检测方面的探
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索
,

验证它是否能应用于光学蛋白质芯片系统
。

实验设计

为了评价小型光学椭偏成像系统对蛋白质芯片

检测的效果
,

首先需要进行实验设计
,

若实验能在

以下几个方面得到良好的结果
,

则说明仪器能够达

到测量目的

单分子膜层检测 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几何厚度在

以下
,

膜层薄而透明
,

用显微镜等方法也难

以观测【
。

对于这种纳米超薄膜
,

要求仪器能够以

图像的形式呈现
,

并用灰度值反映膜层厚度的差别
。

反映生物分子相互作用 当芯片表面固定

的蛋白质分子与待检溶液中的生物分子存在特异结

合性时
,

膜层厚度就会显著增加
。

仪器要能够在一

定的厚度测量动态范围内
,

高灵敏度
、

定量地显示

出蛋白质分子反应前后的膜层变化
。

大面积检测 蛋白质芯片是一种高通量的

检测手段
,

芯片表面可以固定多种分子
,

面积为平

方厘米量级
,

所以仪器需要具有大面积成像的功能
,

能够实现同时检测多种靶标分子
。

小型光学椭偏成像仪

不同导致反射光的偏振态变化
,

被探测器探测
,

结
果以灰度图像的形式保存下来

,

通过图像处理程序
进一步分析

,

可以得到膜层厚度等样品信息
。

结合蛋白质芯片上的蛋白单元的物理模型
,

当

外界条件固定时
,

可以推出
,

反射光强是膜层 光

学 厚度的函数【
。

通过优化起偏器
、

补偿器和检

偏器的方位角设置
,

可以提高系统厚度分辨率
,

而

且在优化设置下
,

光强与膜层厚度可简化为线性关

系
。

图 为该小型光学椭偏成像仪结构示意图
。

光

源中心波长
,

半带宽
。

光束入射角为
。 ,

接近蛋白质芯片硅基底的准布鲁斯特角
,

可 以优化芯片吸附膜层和基底之间的成像反

差
,

获得高分辨率
。

厚度分辨率达到 量级
,

横向分辨率为微米量级
,

测量面积可达 , ,

仅取决于光学成像系统的设置
。

图像传感器

将接收的图像数字化
,

以 一 灰度级 记

录在计算机中
,

膜层越厚
,

灰度值越大
。

数字图像

也可以通过图像处理系统
,

将灰度值转换成更直观

的膜层厚度的立体分布
。

对于 护 以上像素的图

像
,

取样速度可达每秒 帧以上
。

实际中
,

还

可 以采用多幅图像平均的方法
,

进一步提高信

噪 匕
。

仪器体积仅为
,

检测时

仅需将芯片水平放在样品台上
,

微调台面使样品准

确定位
,

操作简捷方便
。

该仪器的基本测量原理是 以椭圆偏振光波照
射样品

,

样品会对入射光波进行调制
,

样品性质的

自准直望远镜

无标记蛋白质芯片制备

图 小型光学椭偏成像仪结构示意图

选用通过微流道蛋白质芯片系统制作的 单元

蛋白质芯片作为样品
,

制备方法如下

基片处理 把抛光硅片浸泡在体积比为
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的过氧化氢 线 和浓硫酸 玩 仇 混合液

中
,

置于摇床轻微振荡 分钟后
,

用去离子水清洗

次
,

再用无水乙醇清洗 次
,

把硅片浸泡于体积

比为 巧 的
一

氨基丙基三乙氧基硅烷和无水乙醇混

和液中反应 小时
。

再用无水乙醇清洗 次
,

加入

玻拍酸醉乙醇饱和溶液
,

置于摇床轻微振荡过夜
。

最后再用无水乙醇洗净
,

并保存于无水乙醇中待用
。

蛋白质单元制备 利用蛋白质与硅片上的

梭基发生吸附反应
,

在表面改性后的硅片表面上选

取 个单元
,

固定蛋白质样品
。

每个蛋白质单元的

尺寸约为
,

每两个单元之间的间距为
。

如表 所示
,

在
、

单元固定生

物素
,

浓度为 留
,

在 列的 个单元

和 列的 个单元上分别固定人免疫 蛋白

和人纤维蛋白原
,

浓度为
,

反应
一 ,

以形成饱和蛋白膜层
。

再选取
、

单元和
、

单元加对应的待检溶液
,

即人免疫

蛋白抗体
一

和人纤维蛋 白原抗体
一 ,

检测反应时间为
,

使抗体有充分

的机会捕捉到相应的抗原
,

复合物以
一 、

一

表示
。

结果及分析

图 分别以灰度图和立体图的形式
,

给出了小

型光学椭偏成像仪检测蛋白质芯片的结果
。

表 为各

单元的平均灰度值
,

由于蛋白质分子的吸附不完全

均匀
,

每个单元上的灰度值会存在微小起伏
,

这里

取平均灰度以减小误差
。

表 蛋白质芯片各单元灰度值 误差 士
,

基底灰度

表 蛋白质芯片样品上各单元的名称

空白对照

小型光学椭偏成像系统的样品与成像系统的光

轴有一夹角
,

在水平和垂直的两个方向上
,

样品成

像时的垂轴放大率不同
,

所以长方形的蛋白质单元

在图像中呈近似的正方形
,

由于各单元在制备时并

不完全一致
,

所以形状会有一定差别
。

由以上图表

可以看出
,

图像成像清晰
,

亮暗对比明显
,

各单元

灰度值与基底明显不同
,

说明各单元上都吸附了不

同程度的蛋白质分子
。 、

和
、

单元上

仅有一层饱和吸附的蛋白
,

在饱和吸附的条件下
,

分子量小的蛋白质质量面密度低
,

灰度与基底差别

小
。

其中 的分子量仅有
,

经传统椭偏测

量
,

膜层厚度在 左右
,

而图中 单元与基

底的灰度差为
,

说明仪器的厚度分辨率可以达到

以下
,

对于小分子量的蛋白膜层也能够分辨
。
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图 蛋白质芯片的检测结果

与
、

单元相比
, 、

和
、

单元

上又结合了一层抗体分子
,

发生了抗原一抗体相互

作用
,

形成复合分子层
,

其质量面密度增大
,

膜层

光学厚度增加
,

对应灰度值升高
,

说明仪器在测量

范围内有效地探测到了这种生物分子的相互作用
。

为了保证测量的可靠性
,

每一列的
、

两行均作为

对照单元
,

它们的反应结果基本相同
,

说明仪器能

够高重复性地检测
。

图像上存在着一些局部像素灰

度与其它明显不同
,

这是在样品制备过程中产生的

局部污染
,

对于这些异常情况
,

通过图像可以清楚

地辨别
,

这也体现了椭偏成像系统的优势
。

以上图像和数据说明
,

仪器成像清楚
,

各膜层

均能分辨和测量
,

不仅能对单分子膜层进行检测
,

还能够反映蛋白质相互作用后的膜层变化
,

具有对

蛋白质芯片进行大面积显示和检测的能力
,

能有效

应用于蛋白质芯片检测
。
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它将有利于光学蛋白

质芯片系统走向普及和实用化
,

在现场检测方面具

有潜在的应用前景
。

【
·

刀时

””, ,

时
】靳刚 光学蛋白质芯片技术及其应用 田 现代科学仪

器
, 一

】靳刚
,

孟永宏 生物分子吸附膜层的图像显示一光学

椭偏显微成像技术应用之一 测试技术学报
, ,

一

】靳刚
,

应佩青 纳米生物技术 明 自然杂志
,

一

】王战会
,

靳刚 光学椭偏成像技术在生物分子研究中的

应用 田 生物工程学报
, ,

一 一

【 李爱玲
,

李宏伟
,

张静
,

等 光学蛋白质芯片检测乳腺

癌组织中胸昔磷酸化酶的临床初探 【月 中国微循环

,

一

齐财
,

冯静
,

王战会
,

等 光学蛋白芯片技术在噬菌体

检测中的应用 田 生物工程学报
, ,

一

【 饥 ,

伟

·


