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光学椭偏成像技术在生物分子研究中的应用
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摘 要 光学椭偏显微成像是一种新型超薄膜及表面显示技术，是研究生物分子与固体表面吸附以及生物分子之

间相互作用的一种简单、快速和可靠的手段。它不仅能够大面积精确显示超薄膜的厚度分布，而且能够用于表面

实时吸附的动力学研究。在抗原0抗体检测分析方面，它不需要像酶联免疫法、荧光免疫法和放射免疫法那样对待

测物作标记，也不会对待测生物分子活性造成任何扰动和损伤，操作简单，费用低廉。另外，它还弥补了传统的椭

偏法的不足之处，能够有效地区分非特异性吸附、脱吸附或表面污染带来的干扰。
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对生物分子在固体表面吸附的研究有助于理解

许多生化过程和生物医学现象。蛋白质分离纯化，

生物材料的生物相容性，细胞粘附，血液在固体或膜

表面上的凝结，固相免疫检测［!］，血栓症［$］、补体激

活［6］、炎症反应［#］、细胞粘附和感染［2］都与生物分

子在固体表面的吸附有紧密联系。

生物分子识别的检测是研究生物分子相互作用

的关键。传统的检测方法（如荧光标记、同位素标记

和酶标记等）都需要对待检测物做标记处理。这些

处理不可避免地要对分子间的相互作用产生影响。

近来，又有一些新的技术被用来研究生物分子间的

相互作用，如原子力显微镜，它能对单个生物分子进

行研究。但该方法的应用范围较窄，本身有许多不

足之处。例如在探测样品的过程中，很容易破坏被

测物的结构，并且对样品的要求很高，待测物不但与

表面的吸附要很牢，而且要有一定的硬度［!］。另

外，上述方法都很难对生物分子与表面的吸附以及

分子间的相互作用进行实时观察。

大多数生物单分子薄膜的几何厚度仅有零点几

纳米至几十纳米厚，例如，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$!
!%78的范围内［"］，膜层是薄而透明的，在物理上，

属于超薄相位体。由于相位体不引起探测光波的幅

值变化，即使用显微镜也难以观测［&］。近几年发展

起来的光学椭偏显微成像十分适合于观测如此薄的

膜层［3!!%］。该技术不但能够直观地显示各种生物

分子在固体表面上的单分子吸附膜层，而且与生物

芯片技术组合后，还能够观察生物分子间的特异性

结合现象。光学椭偏显微成像系统的快速检测能

力，使它能够被有效地用于生物分子与表面的吸附

以及分子间的相互作用过程的实时观察。在检测过

程中，不需要对待测物做任何标记，也不会对待测物

造成任何扰动和损伤。

! 实验材料和方法

!"! 生物试剂

人血清白蛋白（9:5），人血清白蛋白抗体（;70
<=9:5），牛血清白蛋白（>:5），牛血清白蛋白抗体

（;7<=>:5），人血免疫球蛋白?抗体（;7<=@A?），人血

纤维蛋白原抗体（;7<=B=C）都购自美国:@?D5公

司。

!"# 基片处理

在该实验中，用的是切成大小为（!2E$2）88$

的抛 光 硅 片。把 硅 片 先 后 放 入FG!溶 液［9$HI
9$H$（6%J）I+9#H9（$2J）K2I!I!（3／3）］和

FG$溶液［9$HI9$H$（6%J）I9L)（6&J）］K"I!I!
（3／3）］中，在3%M下分别清洗28=7，然后用去离

子水清洗6次，再用无水乙醇清洗6次。把清洗好

的硅片放入二甲基二氯硅烷的三氯乙烯溶液［二甲

基二氯硅烷I三氯乙烯K!I#（3／3）］中浸泡28=7



后，轮换用无水乙醇和三氯乙烯清洗硅片!次，最

后，把硅片放入无水乙醇中保存。

!"# 光学椭偏显微成像系统

光学椭偏显微成像系统是在传统的椭偏仪基础

上发展起来的［"］。光学椭偏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

反射或透射光中载有样品的信息。在光学椭偏显微

成像系统中，用一个扩展光束代替了传统的窄光束；

#$灯加上一个!%%&’滤光片，与一个光学准直系

统结合，形成光强均匀分布的探测光束；(()摄像

机代替了传统的光电倍增管和光电管等光探测器，

使该系统的检测面积大大增大，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。

!"$ 生物分子芯片

所谓生物分子芯片就是将具有生物活性的生物

分子，制备于固相表面上，形成单分子膜层，即感应

表面，如图*+所示。把感应表面的一部分插入到

含有生物分子的溶液中，如果溶液中的生物分子与

芯片上的生物分子之间存在特异结合性的话，就会

在芯片上形成复合分子。与溶液接触的部分膜层厚

度就会显著增加，如抗原,抗体特异性结合的复合物

膜层，如图*-所示。通过光学椭偏成像系统可以

高分辨地观察到基片上膜层厚度的变化，从而可以

判定溶液中是否含有能够与感应表面上的生物分子

发生特异性结合的生物分子。

图* 反应前（+）反应后（-）的生物分子芯片模型

./01* 23$’45$6478/493/:，8$74;$;$<9=/4&（+），

<7=$;;$<9=/4&（-）

% 实验结果与讨论

光学椭偏显微成像系统是研究分子与固体表面

吸附以及分子识别研究的一种简单、快速和可靠的

工具。它是在传统的椭偏仪基础上发展起来的。椭

偏仪是一种被普遍应用的观察超薄膜的仪器［**］。

光学椭偏显微成像系统不但具有椭偏仪的优点［!］，

而且有了很大的提高。它的检测面积很大，可以对

多元样品进行观测，能够同时显示几个至几十个样

品点。多元样品观察不但能够节约实验时间，而且

能减少试剂用量，降低实验费用。

图> 抗./8、抗?@+和抗A0B的单分子吸附膜层

./01> +5C4;:=/4&’4&4,6<D$;C47+&=/./8，

+&=/?@+<&5+&=/A0B

图>是一幅含有%种蛋白分子吸附膜层的椭偏

图像立体图。膜层的厚度与所拍摄的椭偏图像中的

光强分布平方根成比例［"］。在处理过的硅片疏水

表面的不同区域分别吸附人血纤维蛋白原抗体（<&,
=/./8），人血免疫球蛋白B抗体（<&=/A0B）和人血清

白蛋白抗体（<&=/?@+）。在饱和吸附的条件下，吸

附膜层的厚度取决于蛋白分子的几何尺寸［"］。从

图中可明显看出，人血纤维蛋白原抗体膜层比人血

免疫球蛋白B抗体膜层厚，人血免疫球蛋白B抗体

膜层又比人血清白蛋白抗体膜层厚。根据以往的厚

度校对，人血纤维蛋白原抗体膜层厚度是!&’，人

血免疫球蛋白B抗体膜层厚度是EF"&’，人血清白

蛋白抗体膜层厚度是%FG&’左右。这么薄的膜层

用其它显微技术是难以观测到的。

在吸附过程中不破坏抗原（或抗体）特异性结合

位点的情况下，光学椭偏显微成像系统能够通过检

测抗 原,抗 体 复 合 膜 层 检 测 到 任 何 抗 体（ 或 抗

原）［*>］。并且在检测过程中，不需要对生物分子做

任何标记，这就意味着待测生物分子可以保持最高

的生物活性。如果用目前普遍应用的酶联免疫法

（HIA@+）或放射免疫法（JA+）检测抗原（或抗体），

都需要对待测物进行标记。这势必影响生物分子的
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生物活性［!］，也直接降低了检测结果的可靠性。图

"就是利用生物分子芯片技术得到的检测结果。

图" #$%和#$%及其抗体的复合分子吸附膜层

&’()" #$%*+,+-./012，/,3#$%-%,4’#$%
5’,3’,(./012

这里的人血清白蛋白的吸附膜层就是具有生物

活性的感应表面。将该膜层的一部分插入含有人血

清白蛋白抗体的溶液中（浓度约678*(／*9），浸泡

"6*’,以上，使溶液中的抗体分子与感应表面上的

人血清白蛋白结合。图中显示出浸入人血清白蛋白

抗体溶液中的原人血清白蛋白的吸附膜层厚度明显

地上升了。反映出在此形成了人血清白蛋白和其抗

体的复合物，在图中呈现出一个新的厚度阶梯。如

果感应表面浸入一种不含有人血清白蛋白抗体的溶

液，而仅含有其它蛋白成分，由于不发生特异性结

合，新的厚度阶梯就不会出现。这就是蛋白芯片的

特异识别性。

实际上光学椭偏显微成像系统能够用于研究各

种各样的立体特异性结合的反应。例如，抗原-抗体

特异性结合、小分子药物与受体结合、肿瘤标记物与

其抗体特异性结合、人体激素与其抗体特异性结

合［8"］和细胞因子白介素!与受体特异性结合等。

同传统的椭偏仪相比，光学椭偏显微成像系统

能够十分简单地排除非特异性结合、脱吸附以及表

面污染带来的干扰。上述现象在抗原（或抗体）检测

过程中经常被观察到［!，8:］。在这些情况下，用椭偏

仪进行检测，就会得出相反的结果。例如，把在局部

的非特异性物理吸附的物质判定为特异性结合物；

把因感应表面出现脱吸附而导致抗原-抗体复合物

减少判定为溶液中不含或含有稀少的抗原（或抗体）

分子。由于光学椭偏显微成像系统的测量结果可以

大面积的以图像形式直观地显示，所以能够清楚地

观察到膜层厚度的分布，剔除吸附表面的不均匀区

域，减小或排除这方面的实验误差。

光学椭偏显微成像系统的检测灵敏度很高，几

乎能同放射免疫法相媲美。图;是牛血清白蛋白与

它的抗体特异性结合的复合膜层。首先在硅基地上

吸附一层牛血清白蛋白，形成感应表面。再把部分

感应表面插入到牛血清白蛋白抗体溶液（浓度为

:66,(／*9）中浸泡，使牛血清白蛋白与抗体发生特

异性结合。

图; <$%和<$%及其抗体的复合分子吸附膜层

&’(); <$%*+,+-./012，/,3<$%%,4’<$%
5’,3’,(./012

从图中可看出，抗原-抗体复合膜层清晰可见。

通过优化条件，减少生物分子与感应表面之外的表

面吸附，加快生物分子的运动速度，检测灵敏度可以

进一步提高。

光学椭偏显微成像系统快速摄取图像能力使它

能够用于实时观察抗原-抗体特异性结合过程。在

=**>:6**的疏水硅片表面上制备一层人血清白

蛋白的单分子吸附膜层作为感应膜层，制备方法同

图"中的感应膜层。把该感应膜层插入到已盛有

:*9#/,?@缓冲液的样品池中。调整光路至合适

状态后，加入人血清白蛋白抗体溶液，启动计算机开

始拍摄图像。当复合膜层的灰度值趋于稳定时，就

可以终止拍摄图像。以反应时间为横坐标，复合膜

层的灰度值为纵坐标描绘整个结合过程就得到图A
所示的人血清白蛋白与对应的抗体特异性结合实时

曲线。

图A #$%与其抗体特异性实时结合曲线

&’()A #$%-%,4’#$%21/.-4’*15’,3’,(BC2D1
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从图中的曲线可看出，膜层灰度值同反应时间

呈指数关系。实时观察抗原!抗体特异性结合过程

对于分子间相互作用的动力学研究是十分有意义

的，有助于揭示分子间相互作用的基本规律。

! 结论

光学椭偏显微成像技术是一种用于生物分子与

固相表面吸附以及分子之间相互作用研究的有效方

法。它的最大的优点是不需要像荧光免疫法、酶联

免疫法和放射免疫法那样对所研究的生物分子做标

记，这样也就消除了因标记所带来的实验误差。另

外，它弥补了传统的椭偏仪的不足之处，能够十分方

便地剔除非特异性吸附和脱吸附带来的干扰。

椭偏光学显微成像技术与其它新兴技术一样正

处于发展之中。随着该技术的逐步推广使用，可以

预见它极有可能与荧光免疫技术、酶联免疫技术和

放射免疫技术形成互补，有效地用于细胞生物学、生

物化学、医学和药物学等学科的研究以及临床诊断。
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=*T.-&I=0*X=$1$5G$1-$J.*E5>=->1J%>=0>1JU*-0$EE>1-I$151*1!=/.N>E>NU>15>1J>15>EE.&.1-$&.$*1-0.=%&E$N.=6

A69B58C4 ST$J>1J.++>/=*T.-&I，$5=*&U.5U>*T*+.N%+$&+$I.&=，>TT%1*$==$I

<:? 生 物 工 程 学 报 "9卷


