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综 述

无标记椭偏成像蛋白质芯片生物传感器
及其生物医学应用

陈涉,靳刚

(中国科学院力学研究所 国家微重力实验室,北京 100190)

[摘要 ] 无标记椭偏成像蛋白质芯片生物传感器系统是椭偏成像光学检测技术结合微流道反应阵列技术建

立起来的一种新型的生物传感器系统。该系统广泛用于生物医学领域,包括抗体筛查、乙肝标志物检测、肿

瘤标志物谱和病毒检测等。为了进一步改进传感器的性能和提升检测指标, 使其能够满足生物医学应用的

进一步需求,作者在原有技术系统的基础上引入了全内反射模式、光谱光源、低噪声科学 CCD,对偏振器件

的相位角进行了优化设置。与原系统对比,传感器的检测灵敏度提高了一个量级,检测极限提高了 50倍, 同

时系统具有 48个独立通道, 时间分辨率为 0. 04 s。
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蛋白质芯片技术是一种新型蛋白质分析技术, 基

于椭偏成像技术提出的光学生物传感器的概念
[ 1-2]
已

经有 15年的历史, 这项技术可以在很小的固体表面

上,通过表面格式化和表面改性,以阵列方式集成多种

蛋白质活性,利用生物分子的特异结合性和高分辨的

光学椭偏成像相结合, 仅需微量生理或生物采样,即可

以同时检测、识别或纯化不同的生物分子,研究分子之

间的相互作用;不需要样品预处理和特殊标记,就可以

直接测量血浆 (或血清 )、尿液、唾液、淋巴液和细胞裂

解液等生理样品。其高空间分辨能力及高通量的特

点,可以同时完成多元目标物或多样本的同时分析。

蛋白质芯片技术可用于快速蛋白质检测、药物筛选和

蛋白质功能分析等。

文献
[ 3]
报道了基于椭偏成像技术的亲和力生物

芯片 (A ffinity B ioch ip), 完成了针对 900个目标的探测

工作,说明椭偏生物传感器具有高通量检测能力。自

动化椭偏生物传感器以及微流道系统的研发, 已经完

成了蛋白质膜层厚度分布和溶液中蛋白质浓度的定量

检测
[ 4-6]
。微流道反应器阵列结合全内反射椭偏成像

( T IRIE )技术使系统进一步具有实时检测生物分子相

互作用的能力
[ 7-8]
。零椭偏以及非零椭偏优化方法的

引入,使得样品膜层厚度的分辨能力得到了进一步

99



提高
[ 9-10]
。

在椭偏成像传感器的基础上已经发展成一个集蛋

白质分析,无标记、定量、高通量和实时分析蛋白质相

互作用过程的技术平台。它的原理、方法和相关技术

单元已经在另外的文章中进行了报道
[ 5-6]
。

最近几年的工作中, 针对原有技术系统进行了全

面的升级改造
[ 11]

, 包括作为采样单元的椭偏成像系

统,作为生物分子反应单元的微流道反应阵列,以及包

含了生物医学应用的生物传感器检测信息的数据库

系统。

1 无标记蛋白质芯片的目的和意义

生物芯片技术具有并行、快速和自动化分析的特

点,应用前景引人注目,已成为现今生物医学工程的重

要组成部分。生物芯片技术包括:基因芯片即 DNA芯

片、蛋白质芯片或叫生物分子芯片、细胞芯片和组织芯

片以及药物芯片、生物电子芯片等技术。

蛋白质是一切生命的物质基础, 到目前为止,已知

的人体中存在的蛋白质种类达数十万种之多, 其功能

各异,在机体中各行其职。蛋白质的组成具有多样性

和可变性,蛋白质的表达受多种因素的调控。在生命

发育的不同阶段,蛋白质的种类和构成都是不一样的,

不同组织中细胞表达的蛋白质有很大的差异; 在病理

或治疗过程中,细胞蛋白质的组成及其变化与正常过

程中的也有不同。因此, 蛋白质的研究是在一个更加

深入、更贴近生命本质层面上去探讨和发现生命活动的

规律,揭示生理和病理现象的本质。随着人类对于蛋白

质的认识,为了解人体的健康状况,进一步诊断和治疗

疾病,识别和检测蛋白质是一种非常重要的技术手段。

国际上绝大多数蛋白质芯片技术采用了标记方法

(包括荧光标记法、酶标记法等 )。标记方法的优势非

常明确,但是也存在一定的不足, 比如: ( 1) 蛋白质分

子不具有均一的化学性质, 使得标记方法很难成为定

量分析方法; ( 2) 被标记蛋白质分子生物活性受到一

定的影响; ( 3) 对已知的数十万种蛋白质分子进行化

学标记所耗费的财力、物力难以想象。因此无标记蛋

白质芯片检测技术 (如表面等离子体共振技术及其衍

生技术、反射干涉光谱技术、椭偏光学成像技术等 )应

运而生,这些技术的优势在于采用单一无标记试剂即可

检测溶液中的靶分子,很好地避免了标记所带来的问题。

光学蛋白质芯片系统是探测和研究蛋白质的新技

术。此方法将高分辨率的光学显微成像技术和集成化

多元蛋白质芯片技术相结合,形成了新型并行、快速生

物分子识别和检测技术。它无需预处理和标记样品,

对生物活性影响小, 还可以检测生物分子反应的动力

学参数,从而获得很多传统技术所难以提供的信息, 有

望用于生物医学研究、健康预测、临床诊断、新药筛选

和鉴定以及生物工业流程中的活性监测等。

2 蛋白质芯片研究的主要内容及研制过程

概括地讲,蛋白质芯片技术 (图 1)主要包括以下

5部分内容: ( 1) 芯片设计。根据待测分析物及靶分

子设计芯片的结构和操作流程。 ( 2) 配基装配。将具

有生物特异性识别的配基分子有效组装在芯片的既定

位置,并保持其生物活性。 ( 3) 芯片反应器。是配基

分子与待测物反应的空间环境, 可以对反应条件进行

调控。 ( 4) 芯片信号采样和处理。将分子相互作用的

结果读出,并转化成可视物理信号,由此反推出待测物

的信息。 ( 5) 芯片数据库。提供芯片的历史数据和基

本参数,供对比和参考。

蛋白质芯片是一种蕴含多学科知识的系统工程,

为蛋白质的分析和检测提供了一种新型技术平台。它

的应用不仅仅局限于蛋白质检测, 还可以用于蛋白质

识别、特异位点研究、药物筛选以及蛋白纯化等等。根

据应用目标的不同, 蛋白质芯片需要进行特殊设计。

以疾病相关的蛋白质检测为例, 在诊断乙型肝炎时, 国

际公认的检测指标为 5项 [乙肝表面抗原 ( HB sAg)、乙

肝表面抗原抗体 ( antiHB sAg)、乙肝 e抗原 (HBeAg)、

乙肝 e抗原抗体 ( antiHB eAg)和乙肝核心抗原抗体

( ant iHBcAg) ]。这 5项指标通常需要在医院化验室

里经过 1 d或者更长的时间, 用常规免疫检测方法逐

项进行。如果采用蛋白质芯片来检测,可以在一片乙

肝诊断芯片上分别装配针对 5项检测的配体, 在 1 h

内即可同时完成 5项检测, 且只需要几十微升血液即

可完成所有的检测,显著地降低了样品消耗
[ 12]
。

在检测对象确定以后, 芯片设计的一个重要环节

就是确立特异性生物学系统, 即具有生物特异结合性

的分子对或分子组合, 如配体 受体、蛋白 蛋白、抗原

抗体、病毒 受体等等,并优选配基,以此为基础实现配

基和待测生物分子在芯片表面上的特异性结合。

随着分子生物学和生物化学的发展,人们已经认

识到生物分子是一些空间结构非常复杂的有机大分

子,而生物活性则仅表现在某些特定的位点上,配基的

使用实际上是配基分子上活性位点的利用。蛋白质芯

片是由装配在芯片表面上的多个表面生物探针组合而

成。通常情况下,由于生物分子和芯片基底的相互作

用,会造成生物分子在表面的变形和变性,使生物活性

减弱甚至消失。为了充分保持配基在芯片表面上的生

物活性,需要研究和设计芯片表面的蛋白质活性装配,
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这涉及基底的选择及生物相容性、表面化学性质、光学

特性。为此进行表面改性,包括物理、化学、生物化学

及其组合表面的改性, 以适合配基的装配。为了获得

高灵敏的检测,配基的来源、装配点、活性位点、表面位

阻、非特意性阻隔、特异活性维持等诸多问题, 都需要

进行统筹考虑并逐一解决
[ 5 ]
。

一个典型的蛋白质检测芯片是一个组合了多种生

物活性探针的表面阵列, 表面积可以从平方毫米到平

方厘米量级,这视需要而定。检测时,活性表面需要与

待测的生物分子溶液相接触,这需要芯片反应器。分

子表面相互作用、分子间相互作用、多面元独立处理和

样品检测的串并行、反应条件、结合速率、试剂用量、清洗、

均一性等问题将在微小的芯片反应器中得到体现
[ 13]
。

在芯片的不同区域,所装配的各种配体与待测溶

液中所对应的生物分子发生特异性结合,生成生物分

子复合物,就会改变芯片表面的分子面密度。这种变

化可以通过芯片检测系统读出, 获得芯片的阵列数据,

以作进一步处理。此芯片检测系统是一种具有高空间

分辨率的光机电组合的非接触型光学显微成像系统,

它的控制、设置、调试、稳定性、噪声、时空分辨率、均一

性、校对、信号采集、多元信息处理以及人机对话等均

由计算机自动化操控
[ 4 ]
。

由于蛋白质的种类繁多,仅人体内就超过十万种,

蛋白质芯片数据库将为用户提供: 蛋白质种类、配基,

试验条件,静态、动态检测结果等, 包括了蛋白质芯片

的历史数据,供对比和参考。

针对蛋白质芯片技术实际的物理系统包括以下 4

个部分 (图 1): ( 1) 全自动微流道蛋白质微阵列芯片

图 1 蛋白质芯片生物传感器系统结构示意图

F ig 1 Schem atic of prote in ch ip biosen sor system

反应器。反应器集溶液输运、配基组装、表面封闭、分

子反应、清洗等自动流程, 可重复使用,使得芯片的制

作成本极大地降低; 主动式反应模式使生物分子间的

相互作用时间缩短到分钟量级; 微反应单元使得试剂

和样本的消耗仅微升量级; 同时得以实现优于 ng

m l
- 1
量级的检测灵敏度。 ( 2) 全自动蛋白质芯片检测

系统 (图 2、3)。检测系统以数字图像的方式实现芯片

读数采样、存储和分析及结果输出等功能。 ( 3) 蛋白

质芯片系统软件 (图 4)。系统软件涵盖全部技术系统

的自动控制、操作、管理及分析等。 ( 4) 蛋白质芯片数

据库 (图 5)为用户和研究人员提供历史数据和技术

支撑。

图 2 全内反射椭偏成像生物传感器实验系统

Fig 2 Practical system of the total internal reflection ellipsom etry

imaging system
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图 3 全内反射椭偏成像系统结构示意图

F ig 3 Schem atic of the total in terna l reflection e llip som etry

im ag ing b iosen sor

图 4 蛋白质芯片系统软件

Fig 4 Software of prote in ch ip biosen sor system

图 5 蛋白质芯片数据库

F ig 5 Database of the b iosensor

为了进一步提升技术系统的检测极限并使其具有

实时动态检测的能力,最近的研究在原有的系统中引

入了全内反射模式,同时应用光谱技术,实现了传感器

系统的光谱检测,检测范围为 400~ 700 nm,获得了更

高的检测灵敏度。在传感器系统中应用低噪声成像技

术,有效地提升了传感器的动态范围和信噪比
[ 11 ]
。

相关研究的技术内容主要包括以下几个方面:

( 1) 提升传感器光学采样系统的构成和设置, 在传感

器系统中实现光谱检测、偏振态优化以及低噪声成像

技术; ( 2) 完成了微流道实时反应器系统的工程化设

计、加工以及与光学采样系统的耦合, 在此基础上, 优

化了流速和表面改性等实验条件; ( 3) 实现了系统的

自动化操作和控制。利用改进后的传感器系统对乙肝

表面抗原进行检测 (图 6) ,检测灵敏度提高了 1个量

级,检测极限提升 50倍,达 8 ng m l
- 1
。由于引入全内

反射模式和自动加样系统, 实现了反应过程的动态监

测,时间分辨率达 0. 04 s。
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图中放大部分为优化系统获得的数据点

图 6 乙肝表面抗原的浓度与传感信号的关系

The zoom is the data obtained by the biosensorw ith optim ization

F ig 6 The norm alized transduc tion signal versus the concen

tration ofHbsAg

3 蛋白质芯片的特点
[ 6]

蛋白质芯片具有以下特点。

( 1) 直接测量非纯化分析物。在进行生物分子的

特异性结合研究时, 可以直接测量非纯化分析物。

( 2) 多元样品同时检测。由于用于观测样品的面积

大,所以能够用于多元样品观察,在同一表面上可以同

时观察几个、几十个、上百个以至更多样品单元。此技

术可以同时检测体液中的多种蛋白质,同时测量多对

生物分子,包括蛋白质、核酸、多糖、磷脂、甚至生物小

分子,以及侯选药物的分子间相互作用的情况。它提

供了同时分析多元分子溶液综合信息和多样品检测的

技术手段。 ( 3) 样品用量少。采用了可以达到次单分

子膜层分辨能力的光学成像技术和集成蛋白质芯片技

术,样品用量仅在 10 l量级。 ( 4) 样品无需任何标

记物。直接测量生物分子的特异性结合所形成的生物

分子复合物,并不需要象酶联免疫或放射免疫法那样

对生物分子作标记, 不会对待测生物分子活性造成任

何扰动和损伤。 ( 5) 实时检测生物分子相互作用的动

态过程。可以实时测量多对生物分子的分子间相互作

用过程,如分子间是否存在特异性结合、结合的强度和

速度、解离的快慢以及结合部位的分析,可以获得生物

分子反应的动力学信息。 ( 6) 具有分辨和排除干扰信

号能力。面阵式芯片测量具有分辨和排除干扰信号能

力。 ( 7) 检测速度快。电子图像采样具有快速摄取图

像的能力, 为生物分子动力学研究提供了可能。

( 8) 结果直观。检测结果均以数字图像形式输出, 可

以进行定性和定量测量。

4 生物医学应用

最近几年利用无标记蛋白质芯片开展了一系列生

物医学应用。如肿瘤标志物 CD146的定量检测、蓖麻

毒素的抗体筛查、乙型肝炎 5项指标同时检测
[ 12]

, 各

种病毒检测
[ 14-15 ]

,以及最近开展的针对肿瘤标志物的

检测工作。其中针对 CD146(该标志物最初被鉴定为

恶性黑色素瘤的标志物,后来发现在乳腺癌、卵巢上皮

细胞癌患者中其含量也异常升高 )的血清样本进行定

量检测 (图 7 a ), 结果发现与酶联免疫吸附测定法

( ELISA)检测 (图 7 b)具有很好的相关性, 检测灵敏

度达到了 ng m l
- 1
。

图 7 a CD146定量检测标准曲线

Fig 7 a The calibration curve for quan titative de tection of

CD146

图 7 b 椭偏生物传感器和 ELISA检测结果比较

Fig7 b Com parison between BIE and ELISA for CD146

de tection of 18 patien t sera.

无标记蛋白质芯片所获得的检测结果为医学诊

断、药物筛选和分子生物学的研究与发展提供了全新

的技术平台。由此获得其他方法无法提供的信息, 为
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一些尚无答案的生物医学理论问题提供解答, 为病毒

检测和识别提供了便捷的手段。

到目前为止,这项技术已经在以下领域进行了应

用尝试: ( 1) 蛋白质组学研究; ( 2) 优化免疫测定;

( 3) 筛选、鉴定受体或配体; ( 4) 免疫特异识别机制的

研究; ( 5 ) 内分泌激素检测; ( 6 ) 血检指标控制;

( 7) 蛋白活性筛选; ( 8) 流行病病原体监控; ( 9) 蛋白

类药物鉴定; ( 10) 常规门诊指标检查等。

此技术已经引起生物医学界一些研究者的关注,

并尝试在医药界进行推广应用, 希望进一步建立起开

放检测中心。技术的产业化已着手开展,主要开发的

产品包括: ( 1) 光机电一体化芯片检测系统 (全内反

射单元和实时加样系统可选 ) ; ( 2 ) 根据需求供应针

对各种分析和检测对象所设计制造的光学蛋白质芯

片; ( 3) 低样品消耗和快速的芯片反应器系统,以及特

定用途的专家系统。
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