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高通量
、

多组分表面等离子体谐

振生化分析系统研究
’

崔大付
’ `

梁金庆 蔡浩原 王军波 李亚亭 王于杰 刘长春 郑 自攀
中国科学院电子学研究所

,

传感技术 国家重点实验室
,

北京 1 0 00 8 。

摘要 基于表面等离子体谐振 ( s u r f a e e p la s m o n r e s o n a n e e ,

S P R ) 原理
,

利用 图像分析技术和 自

动进样技术
,

研制成一种新型高通量
、

多组分 图像 S P R 生化分析系统
; 对微阵列 S P R 敏感芯片进

行动态检测
,

实现高通量
、

多参数
、

多组分快全乞检测和定量分析
.

以 15 单元 的阵列芯片为例
,

对

兔 I g G 和 人 I g G 分别与羊抗兔 I g G 和羊抗人 l g G 的免疫结合反应进行 了实验检测
.

结果表明
,

该

分析系统可进行实时高通量
、

多参数检测
,

具有灵敏度高
、

免标记 等优 点
,

而且 阵列芯 片中所设

置的参比单元可 以消除溶液本体折射率和温度变化的影响
,

提高 了测量精度和准确性
; 另外芯片可

以再生重复使用
,

降低 了测试成本
.

关键词 sP R 高通 t 多通道 微阵列

生物分子之间的相互作用是各种复杂生命现象

的基础
,

研究生物分子之间相互作用和如何有机协

调地工作是 当前生物学研究 的重要 内容 和发展方

向
.

S P R 生化传感技术是近十年迅速发展起来的全

新的检测分析技术
,

具有免标记
、

实时动态检测 和

快速
、

灵敏
、

无损伤等特点
,

特别是能测定生物大

分子相互反应过程 中反应动力学常数和特性
,

是常

规生化分析技术所无法 比拟的 l[]
.

S P R 生化分析仪已经被广泛应用于研究生物分

子之间如蛋 白质
一

蛋 白质
、

蛋 白质
一

核酸
、

药物
一

蛋 白

质
、

核酸
一

核酸的相互作用
,

应用于研究分子生物学

中复制
、

转 录
、

核酸杂交及基 因药物等诸多方面
,

已成为生命科学
、

分子电子学
、

疾病诊断
、

药物筛

选
、

环境检测和食品安全等不 同学科和领域 中的新

兴的
、

有力的分析工具
.

在国外
,

单通道
、

双通道最多是四通道 S P R 生

化分析仪已经商品化并广泛使用
; 在 国内

,

我们研

制成 S P R
一

2 0 0 0 型单通道或单通道双参数 S P R 生化

分析仪 2[ 一月
,

已在几家科研单位使用
,

都给予很高

评价
.

近年来
,

S P R 生化分析技术正 向着高通量
、

多通道检测的方 向发展仁5一 ` ’ 〕
,

现有的几通道系统已

经不能满足高通量
、

多组分检测需求
,

但 目前国内

外 尚没有产品
.

最近我们研制成一种新型的高通量
、

多组分图

像 S P R 生化分析系统
,

采用机器手 自动进样和高精

度面阵 C C D 图像检测 以及阵列化多单元 S P R 敏感

芯片
,

可高通量
、

实时检测多种生物分子之间的相

互作用
,

而且芯片上的一部分阵列单元制作为参 比

单元
,

以消除不同缓冲液本体折射率及温度变化带

来的影响
,

使测量结果更准确可信
.

该系统还可选

用固定角度测量
,

避免角度扫描时机械系统引入的

误差
,

使系统具有很高的精确度和更快的检测速度
.

1 S P R 原理

基于棱镜祸合方式实现 S P R 现象 的原理如图 1

所示
.

敏感芯片为表面溅射 了一层厚度 50 n m 的金

2 0 0 6
一0 5一 2 5 收稿

,

2 0 0 6
一0 7一 1 3 收修改稿

,
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膜的薄玻璃片
,

一束人射光通过棱镜照射到芯片上
,

光束被金膜反射进人检测器
,

记录反射光光 强
.

金

膜表面存在 自由电子
.

表面等离子体波 ( S PW )是指

金属中体积电子密度的一种纵 向波动
.

当入射光 的

波矢与表面等离子体波的波矢相等时
,

表面等离子

体与光子发生共振
,

导致一部分光的能量被等离子

所吸收
,

这就是表面等离子体共振 ( S P R )现象
.

如果人射光波矢 k 在 x 方向上的投影 k
二

等于

S PW 波波矢 k
s。 ,

即满足

、
, 。

一 二 (

~
)
“ 2
一
而二 s i n o ( 3 )

C \ C M 州卜 E a / 〔

根据 M a x w ell 方程可以推导出表面等离子体波

的波 k
, p

、
, ,
一 二 (

~
}
“ 2

( 1 )

〔 \ C M 一 r
~

石 a /

式中 。 为人射光波的角频率
, ` 为人射光波在真空

中的波速
, 。 。

是被测物的介电常数
, 。 M

为金属材料

的介 电常数
.

当水平偏振 ( 电场方 向平行于入射面
、

磁场方

向垂直于入射表面 ) 的人射光照射到金属表面时
,

人

射光波矢 k 在 x 方向上的投影 k 二

这时就发生表面等离子体谐振 ( S P R )现象
.

通常采用 A T R 方式 的 K r et sc hm
a n n 结构并采

用谐振角调制来实现 S P R 要求
.

如果改变人射光的

角度
,

同时记 录反射光 强 的变 化
,

可 以 得 到一 条

S P R 曲线
.

在曲线上 的某个特定角度处
,

光吸收达

到最大值
,

反射光的光强达到最小值
,

这称为 S P R

谐振峰
,

谐振峰对应的角度称为谐振角
.

金膜上固定 了某种生物大分子
,

该生物大分子

可以与流通通道中的 目标分子反应并结合
,

从而捕

获 目标分子
,

使传感芯片金膜上的介质层折射率发

生改变
,

进而促使 S P R 曲线谐振峰移动
.

通过检测

谐振峰的移动就可以检测生物大分子之间的反应
.

值得注意的是
,

生物大分子 的反应会引起谐振峰的

移动
,

同时由于不同溶液 的本体折射率不一样
,

在

切换不同溶液的时候也会 引起谐振峰的移动
,

环境

温度的变化也会对其造成一定影响
.

因此我们 在实

验中必须把生物大分子反应引起的变化与其他干扰

因素引起的变化区分开
,

才能获得可信的结果
.
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是相对于被测物金属膜另一面

如图 2所示
.
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图 3 HsB 和乙醉溶液的 sP R 曲线

走一誉V县哥

卜切
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金属膜如
分析物凡

图 2 入射光激发 S P R现象

图 3所示为利用 S P R分析仪
,

在裸金膜芯片上

改变人射角获得 的 H B S 缓 冲液
、

乙醇溶液的 S P R

扫描曲线
.

由于乙醇溶液的折射率比 H B S 缓冲液的

折射率大
,

所以 乙醇的 S P R 曲线谐振峰向右移动
.

如果我们把人射角固定在 5 30 附近
,

先通人 H B S 缓

冲液
,

再通入乙醇溶液
,

那么光强必然增大
,

变化量

为 △ R
,

可以通过测定角光强检测推知谐振峰位置的
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变化
,

此种测量方法称为固定角度光强检测
.

固定

角度光强检测可以避免由于角度机械扫描机构引人

的误差
,

比角度扫描测量方式具有更高 的精度
.

因

此
,

这里使用 固定角度光强检测的方法进行实验
.

2 实验系统

2
.

1 S P R 生化分析仪结构

S P R 生化分析仪的结构如图 4 ( a) 所示
,

半导体

激光器 1发出的波长为 6 5 0 n m 的光束
,

经过准直和

扩束系统 2
,

进人三棱镜 3
,

照射在敏感芯 片 7 上
,

光束被反射进人高分辨率 C C D 4 进行光强检测
,

并

通过计算机记录其结果
.

激光器 1
,

准直和扩束系统

2 都安装在一个以芯 片 8 为中心 的旋转臂上
,

高分

辨率 C C D 安装在另外一个旋转臂上
,

棱镜
、

敏感芯

片和流通池安置在旋转 中心的固定平 台上
,

两个旋

转臂都由计算 机通过步进 电机 和编码器 系统来控

制
.

当改变激光器的人射角
,

进行角度扫描时就可

以获得 S P R 谐振曲线
; 同时也可以将旋转臂 固定在

特定角度上
,

进行固定角度的光强变化检测
.

6 为全

自动进样系统
,

它可以接收计算机指令
,

控制机械

手和注射泵
,

把不同的样品自动注人到流通系统内
.

图 4 ( b )为所研制的高通量
、

多组分 图像 S P R 生化

分析仪及 自动进样系统外形图 4 ( b) 所示
.

2
.

2 实验试剂

实验试剂
:

兔 I g G
、

人 I g G 以及纯化的羊抗兔

Ig G
、

羊抗人 Ig G 均由北京欣经科生物技术有限公

司生产 ; E D C
,

N H S
,

H E P E S 均 为 S I G M A 公司

产品 ;
其他化学试剂均为北京化学试剂公司产品

.

2
.

3 芯片制作

利用尺寸为 20 m m x 20 m m 的玻璃片作为衬底
,

清洗干净后在上面溅射厚度为 50 n m 的 3 x 5 金膜阵

列
,

每个金膜阵列单元大小为 1
.

2 m m X O
.

s m m
,

利

用特定的化学修饰方法
,

在每个阵列单元表面上固

定一层竣基化的葡聚糖膜
.

然后使用含有 n l : (0
.

2 mo l/ )L 及 N H (S 0
.

05 mo l/ -)I

的水溶液将葡聚糖膜的梭基活化为 N
一

轻基唬拍酞亚

胺醋
,

接着在第一和第二列的阵列单元上分别点体

积为 0
.

5 拌L 浓度为 1 m g / m L 的兔 I g G 溶液
,

在第

四和第五列 的阵列单元上分别点体积为 0
.

5 衅
J

浓度

为 l m g /m I
J

的人 I g G 溶液
,

中间第三列阵列单元上

没有点任何溶液
,

作为参比阵列单元
,

如图 5 所示
.

图 5 蛋 白质阵列芯片和流通池

图 4 高通 t
、

多组分图像 S P R 生化分析 系统

( a) 结构示意图 ; ( b) 外形照片图

点样完毕之后
,

让兔 I g G
、

人 Ig G 与活化 的葡

聚糖反应 10 m in
,

使其充分 固定到芯 片上
.

然后使

用 l m ol / L 的乙醇胺盐酸盐溶液浸泡芯片进行灭活
,

同时去除结合不牢的蛋白
.

处理完毕后 的芯片使用

去离子水浸泡
,

洗去残 留的盐溶 液
,

然后与聚二 甲

基硅氧烷 ( P D M )S 流通池贴 合形成流通管路
,

以进

行下一步的检测实验
.
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3 实验

实验使用的 3 X 5阵列芯片如上所述
:

第一列和

第二列固定兔 I g G
,

第四列和第五列固定人 Ig G
,

第

三列为纯葡聚糖阵列单元
,

作为参 比通道
.

实验之

前利用计算机控制旋转臂的人射角度处于谐振角附

近
,

记录该固定角度下各阵列点在通人不同溶液时

的光强值变化
.

为防止在溶液切换时发生液体混合
,

通过 自动进样 系统在不同溶液之间间隔一段空气
,

整个检测操作步骤按设定程序连续
、

自动完成
.

值得注意 的是
,

芯片上的兔 馆G
、

人 Ig G 与抗

体的结合均会引起光强的变化
,

由于不同溶液的本

体折射率不一样
,

也会引起光强 的变化
.

因此实验

中必须要排除不 同溶液本体折射率的影响才能获得

正确的结果
.

消除溶液本体折射率影响的方法有两

种
,

一种是反应前后通入的缓冲液均为同一种溶液
,

其折射率一样
,

在同一种缓冲液中进行 比较
,

可 以

消除溶液本体折射率 的影响
; 另外一种则可以利用

参比通道进行消除
,

参 比通道不参加反应
,

仅仅反

映了溶液本体折射率 的变化
,

其他参与反应的通道

信号减去参比通道的信号就可以消除不同溶液折射

率带来的影响
.

3
.

1 兔 I四 与羊抗兔 I药 亲和反应检测

首先通人 H BS 缓冲液冲洗 2 00 5 ,

待稳定之后通

入浓度为 1
.

Z
mg /m L 的羊抗兔 I西 溶液

,

停止流动

让其反应约 3 00 5 ,

待稳定后再通人 HBS 缓冲液冲洗
.

在通入羊抗兔 I药 前后分别拍摄了一幅图像
,

前后两

幅图像相减结果如图 6 ( a) 所示
,

记录的光强变化曲线

如图 7 所示
.

可 以看出兔 lg G 阵列单元的光强明显地

增大
,

中间的参比阵列单元有微量升高
,

这可能是兔

I西 点样污染所致
,

人 l g G 阵列点没有变化
,

并且相

邻两行固定相同的 I药 的单元变化趋势相同
.

3
.

2 人 I gG 与羊抗人 I gG 亲和反应检测

在羊抗兔 Ig G 反应完毕并且利用 H B S 缓冲液

冲洗稳定之后
,

通人浓度 为 0
.

5 m g /m L 的羊抗人

馆G 溶液
,

停止流动让其反应约 3 00
5 ,

待稳定之后

通人 H B S 溶液冲洗稳定
.

在通入羊抗人 I g G 前后分

别拍摄了一幅 图像
,

前后 两幅图像 相减结果 如图

6( b) 所示
,

记录 的光强变化曲线如图 7 所示
,

可 以

图 6 商通 t
、

多组分图像 S P R 实验图像

a( ) 通人羊抗兔 坛 G 前后 图像相减
; ( b) 通人

羊抗人 馆G 前后图像相减

A
,

B 列
:

固定兔 gl G 敏感生物膜的单元
;

C 列
:

未固定生物膜的参考单元
,

D
,

E 列
:

固定人 坛G 敏感生物膜的单元

看出人 Ig G 阵列单元有 明显的变化
,

兔 Ig G 阵列单

元有微量上升
,

可能为交叉反应所致
,

参考单元役

有明显变化
,

并且相邻两行 固定相 同的 I g G 的单元

变化趋势相同
.

4 讨论

上述实验结果表明
,

利用这种方法可以 在同一

芯片上制作多个阵列单元
,

实现对两种甚至多种不

同生物分子反应 的多组分检测
; 进一步可 以实现对

含有多种互不干扰的不 同分子的混合溶液进行多参

数同时检测
.

参 比通道可以消除溶液本体折射率变化及温度

变化的影响
,

使检测结果更精确
、

更可靠
.

实验中
,

第三列阵列点为纯葡聚糖 阵列单元
,

没有 固定任何

蛋 白质
,

因此它 的信号变化均为溶液的本体折射率

变化及温度变化所引起
,

第一行 的其他阵列单元光

强信号分别减去该行第三列阵列单元的信号
,

结果

如图 8 所示
.

可 以看出
,

经过修正后 的曲线 图上
,

通人羊抗兔 Ig G 溶液时
,

人 Ig G 阵列点 D 和 E 的信

号保持为一直线
,

说 明参比通道可以消除溶液本体

折射率变化
.
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图 8 减去参考信号的圈像 S P R

曲线图 (第一行阵列点 )

列点光强变大
,

反应稳定时的光强值 比反应前分别

增加了 4 25 和 3 71 个单位
,

而 A
,

B 列 的兔 I g G 阵

列点光强分别增大 25 和 42 个单位
,

说明兔 I g G 与

羊抗人 Ig G 溶液有微量的交叉反应
.

芯片可以再生实现多次重 复利用
.

羊抗兔 Ig G

和羊抗人 Ig G 被结合到芯片上之后
,

通人 0
.

1 m ol / L

的 H C I溶液
,

可以把羊抗兔 I g G 和羊抗人 I g G 完全

从芯片上洗脱
,

芯片的再生十分彻底
,

芯片可 以多

次重复利用
.

实验使用 的样品量仅 “ L 级
,

并且 可以长 时间

连续
、

自动运用
,

实现高通量检测
,

这是一种非常

有前途的检测方法
.

图 7 图像 S P R 曲线图

( a ) 对应图 6 中第一行阵列单元
;

( b) 对应图 6 中第二行阵列单元
;

( c ) 对应图 6 中第三行阵列单元
;

A
,

B
:

固定兔 Ig G 敏感生物膜的单 元的动态曲线
;

c
:

参考单元的动态曲线
;

D
,

E
:

固定人 馆G 敏感生物膜的单元动态曲线

在图 8 所示的曲线上
,

通入羊抗兔 I g G 溶液的

时候
,

A
,

B 列的兔 Ig G 阵列点光强变大
,

反应稳

定时的光强值 比反应前分别增加了 2 23 和 1 90 个单

位
,

而 D
,

E 列的人 Ig G 阵列点没有 明显变化
.

在

通人羊抗人 I g G 溶液 的时候
,

D
,

E 列的人 I g G 阵

5 结论

利用所研制的高通量
、

多组分 S P R 图像生化分

析系统和检测方法可 以在 同一芯片上实现高通量
、

多参数检测
; 并且可以利用参 比通道消除不同溶液

本体折射率和温度的干扰
,

使实验结果更为准确可

信
; 芯片可以再生重复利用

,

并且无需标记
,

灵敏

度高
,

所需样品量少
,

是一种有效 的
、

也是很有前

途的生化分析检测技术
.

本实验仅采用 了 15 单 元阵列 芯片进行 试验
,

进一步试验正在进行
,

不仅增加芯片的阵列单元
,

进行 48
,

96 和 14 4 阵列单元芯片的研究
,

还要进一

步提高其检测灵敏度
,

相关 的试验结果将在后续论

文中叙述
.
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