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摘 要 将亲和素共价固定在表面改性后的硅片上，通过亲和素与生物素相互作用将生物素标记的噬菌体抗体 RY< 固定在

亲和素膜层表面，当含有 98<Z[J 噬菌体的样品经过抗体表面时，通过噬菌体与抗体之间的相互作用噬菌体就会被抗体捕获，

生物学信号可以通过芯片上的膜层厚度变化表现出来，这种膜层厚度变化可以被椭偏生物传感器技术识别。结果表明，RY<
抗体在芯片表面形成了饱和的抗体膜层，厚度为 $\%D/；98<Z[J 噬菌体与芯片上固定的抗体会发生特异性相互作用，噬菌体

被抗体捕获后形成的复合物膜层厚度为 8J\"D/，并且随着噬菌体浓度升高膜层厚度增加，检测含有 98<Z[J 噬菌体的样品灵

敏度为 8#% -EB]/^。与其它研究病毒与抗体相互作用方法相比光学蛋白芯片技术具有简便快捷、无需标记待检样品和结果直

观等优点，为研究病毒与其抗体相互作用以及疾病早期临床诊断提供了一个新的方法。
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病毒是介于生命与非生命形式之间的一类非细

胞形态生物，给动物、植物和人类带来了极大危害。

据统计，每年由于植物病毒病危害，全世界粮食损失

!"" 亿美元。艾滋病和 #$%# 流行更使人类健康遭

到了严重威胁。深入理解抗体与病毒之间的多样性

和特异性相互作用对于早期诊断、药物疗效评价及

药物靶点识别、治愈指标确定和阐明疾病生物学机

制等都有极为重要的意义。目前病毒检测方法大致

有三类：细胞培养法、&’% 方法和免疫学法。最早发

展的细胞培养法是传统实验室一些病毒诊断的“金

标准”，可是这种方法操作技术要求高，所需时间长，

对设备要求也高，不适合直接检测病毒。&’% 方法

十分灵敏，但容易污染。免疫学方法中酶联免疫和

免疫荧光对蛋白进行标记易破坏蛋白样品活性和造

成假阳性结果。表面等离子共振（#&%）技术成本较

高，石英晶体感受器方法操作技术要求高，试验条件

要求严格。!""( 年 #)*+ % 等提出应用原子力显微

镜（$,-）方法检测病毒，这种方法可以直接提供相

互作用图像，但价格昂贵和扫描速度慢很难应用［.］。

蛋白质芯片技术是免疫学方法中一种新型蛋白质分

析技术，具有快速自动化检测、识别或纯化蛋白质的

功能，现在应用越来越广泛，如研究抗原/抗体相互

作用、抗体鉴定、受体/配体特异结合以及内分泌激

素测定等［! 0 1］。光学蛋白芯片技术是将高分辨的椭

偏生物传感器技术和集成化多元蛋白质芯片技术相

结合发展形成的生物分子识别和检测技术［2，3］。原

理是对基片进行表面改性使基片表面固定合适浓度

的化学集团，然后将蛋白质有序地共价固定在基片

上。装配蛋白质的基片表面成为感应表面，利用固

定在基片上的蛋白质与目标分子之间特异性相互作

用达到测定蛋白质功能的目的。通过计算机以图像

形式显示和用分析软件处理得到的检测结果，可以

对蛋白质、病毒、细菌甚至真核细胞作直接分析。该

技术优点是无需标记待检样品，无需预处理直接检

测非纯化分析物，样品用量少，检测时间短并且可以

进行多元检测［."］。!""4 年 5)6 7- 等用椭偏生物传

感器 技 术 检 测 了 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌（ !"#$%&’##"
()*+,$-.,-$）［..］，灵敏度达 (8! 9 .":’,;<=>，显示出

了该技术在检测细菌方面的优越性，用光学蛋白质

芯片技术直接检测病毒还未见报道。

-.(?@1 噬菌体是一种以大肠肝菌为宿主的病

毒，对人和动物不致病，它的尺寸、结构及免疫机理

与人类致病病毒相似，因此以检测这种噬菌体为模

式既可以保障试验人员的安全又可以探索蛋白质芯

片技术在直接检测病毒方面的可行性，这对于病毒

性疾病早期临床诊断和阐明病毒性疾病生物学机制

新工具开发方面也有重要意义。亲和素/生物素系

统在 A>B#$、%C/&’% 和生物传感器等许多技术中是

常规的抗体固定方法［.! 0 .4］，本试验首次将该方法应

用于光学蛋白质芯片固定抗体，将亲和素共价固定

在醛基表面改性后的硅片表面，利用亲和素与生物

素相互作用固定生物素标记的噬菌体抗体，当样品

中含有与硅片上固定的抗体特异结合的目标物质

（噬菌体）时就会在硅片表面形成复合物使膜层厚度

发生改变，应用椭偏生物传感器技术检测膜层的厚

度变化达到检测 -.(?@1 噬菌体的目的。

! 材料与方法

!"! 材料

硅片购自洛阳单晶硅厂，(/氨基丙基三乙氧基

硅烷购自 $’%@# 公司，D!@!（("E）、D!#@F（浓）和无

水乙醇购自北京北化精细化学品有限责任公司，吐

温 !"、亲和素和戊二醛购自 #BG-$ 公司，&5# 缓冲

液（."==HI<> 磷酸盐，"8.==HI<> J)’I KD18!），去离

子水（自 制，电 阻 率 .28(- !L=，-MIIMKHN6，56OPHNO，

-$），生物素标记的 G&( 抗体购自 AQ)IKR) 5MHIHSML)IT
公司（-H+T6 -HUHLIHU)I )UVM/-.(），大肠杆菌菌液上

清（噬菌体样品）由中国科学院生物物理研究所提

供。

!"# 方法

!"#"! 基片处理：把切成 !"== 9 4== 大小的抛光

硅片浸泡在体积比为 . W( 的过氧化氢（D!@!）和浓硫

酸（D!#@F）混合液中，摇床轻微振荡 ("=MU。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 . W .4 的 (/氨基丙基三乙氧基硅烷和无水

乙醇混和液中，摇床轻微振荡 !R。无水乙醇清洗 (
次，再用 &5# 清洗 ( 次，把硅片浸泡于体积比为 . W
." 的戊二醛和 &5# 混和液中，摇床轻微振荡 .R。

&5# 清洗 ( 次，最后用大量 &5# 保存。

!"#"# 抗体固定：利用亲和素上的氨基与硅片上醛

基发生席夫碱反应在表面改性后的硅片上固定亲和

素，在表面上选取四个单元，在每个单元上固定亲和

素，使其装配在基片表面形成饱和亲和素膜层，同时

封闭 基 片。亲 和 素 浓 度 为 "84=S<=>，反 应 ." X
.4=MU。通过亲和素和生物素相互作用将生物素标

记 G&( 抗 体 固 定 在 亲 和 素 膜 层 上，抗 体 浓 度 为

"8.=S<=>，反应 ."=MU，使抗体充分固定在亲和素膜

层上成为检测用芯片。
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!"#"$ 检测 !"#$%& 噬菌体：检测样品中噬菌体时

选取检测用芯片上两个单元加待检测菌液，另外两

个作为对照，加样品 ’(!)，反应 *(+,-，使 ./# 抗体

有充分的机会捕捉到 !"#$%& 噬菌体。用去离子水

清洗硅片单元表面，清除掉没有被抗体固定的噬菌

体和其它没有被固定物质，氮气吹干后用椭偏生物

传感器分析结果。

!"#"% 椭偏生物传感器技术：椭偏生物传感器技术

是近几年发展起来的一种新型超薄膜及表面显示技

术，特点是具有极高的分辨率，能够观测超薄而且透

明的 相 位 体，横 向 分 辨 率 为 #!+，纵 向 分 辨 率 达

"(0 "(+。原理是用偏振光波为探测光照射样品，样

品对入射光波进行调制，使得反射或透射光波中载

有样品的信息，例如：蛋白膜层厚度等。膜层厚度正

比于反射光强的平方根，椭偏生物传感器检测样品

膜层厚度时反射光强数值用灰度值来表示。蛋白膜

层厚度变化引起灰度值变化（反射光强变化），在 (
1 #(-+ 膜层厚度范围内，假设膜层的折射率不变，

灰度值与蛋白吸附膜层的厚度值的平方成正比，! 2
$"3，! 代表光强，" 为膜层厚度［"4］。因此试验结果

得到的灰度值直接反映蛋白芯片固定蛋白或病毒膜

层厚度，蛋白或病毒膜层越厚，灰度值越高。试验结

果也可以将灰度值变化转化成膜层厚度的立体分布

示意图，直观显示蛋白吸附膜层。

# 结果

#"! 抗体在芯片表面的固定

生物素和亲和素之间可发生特异性的结合，亲

和常数为 "("’ )5+67，且每个亲和素分子有 * 个生物

素结合位点，当生物素结合了大分子量的分子后，仍

可被亲和素识别并结合，在许多研究中应用亲和素

与生物素相互作用实现蛋白质的固定。图 "（8）是

固定 ./# 抗体示意图，亲和素与硅片表面改性后形

成的醛基发生反应在芯片表面形成亲和素膜层，亲

和素与生物素相互作用可将生物素标记的 ./# 抗

体固定在亲和素膜层表面形成抗体膜层，如图 "（9）

所示，从椭偏生物传感器光学显微成像图可以看出

抗体在芯片表面已经形成饱和的蛋白质膜层，封闭

了整个单元表面，膜层厚度为 4:;-+。

图 " 芯片表面固定 ./# 抗体示意图及固定后的抗体膜层

<,=>" ?@AB+CD,@ ,77EFDGCD,6- C-H 7CIBG 6J C-D,K6HI ,++6K,7,LBH 6- DAB FEGJC@B 6J F,7,@6- MCJBG
8：F@AB+CD,@ ,77EFDGCD,6- 6J C-D,K6HI ./# ,++6K,7,LBH 6- DAB FEGJC@B 6J F,7,@6- MCJBG > C ,F C-D,N!"# 7CIBG；K ,F CO,H,- 7CIBG >

9：7CIBG 6J C-D,N!"# MCF J6G+BH 6- FEGJC@B 6J F,7,@6- MCJBG >

#"# 检测 &!$’() 噬菌体

当含有 !"#$%& 噬菌体的样品经过抗体膜层表

面，./# 抗体能够与 !"#$%& 噬菌体头部次要外壳

蛋白 P"发生特异结合［"&］，利用这种特异性将噬菌

体捕捉到抗体膜层表面形成复合物，它们之间的特

异性相互作用可以通过膜层厚度变化表现出来，利

用椭偏生物传感器可以检测膜层厚度的微小变化。

图 3 是椭偏生物传感器直接观察的结果，图 3（8）是

灰度图，图 3（9）是转化成膜层厚度的立体分布图，

!"#$%& 噬菌体与 ./# 抗体发生特异性相互作用形

成复合物后膜层厚度为 "&:’-+，比抗体膜层厚度增

加 "(:4-+，右侧立体图更加形象地显示了蛋白膜层

厚度的显著增加。

为了验证 ./# 抗体与噬菌体相互作用的特异

性，同时在一块芯片上检测了含有 !"#$%& 噬菌体

的样品和其它几种样品：人免疫球蛋白 Q=.、乙肝表

面抗原、含 !"#$%& 噬菌体样品（低浓度、高浓度）和

正常 人 血 清，如 图 # 所 示。 结 果 表 明 只 有 含

!"#$%& 噬菌体样品（低浓度、高浓度）厚度会发生

变化，其它几种样品经过抗体表面膜层厚度不发生

变化或变化很小，这证明了即使含有较低浓度噬菌

体的样品其中的噬菌体也会与 ./# 抗体发生特异
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性相互 作 用，在 抗 体 表 面 形 成 复 合 物，导 致 膜 层

增厚。

图 ! "#$%&’ 噬菌体的检测

()*+! ,-.-/.)01 02 345*- "#$%&’
6：.4- )75*- )1 *859:/5;- 02 .4- 7)/8058859 <)0:-1:08 =).4 <)0.)1>51.)>"#$

51? 345*- "#$%&’ /073;-@ A1). 01 :);)/01 :A<:.85.- 0<.5)1-? <9 )75*)1*

-;;)3:07-.89；B：.4)/C1-:: ?):.8)<A.)01 02 .4- )75*- 6 )1 .48-- ?)7-1:)>

01+ 5#51? 5! 58- <)0.)1>51.)>"#$ ;59-8 5: 5 /01.80; + D4- .4)/C1-:: 02 .4-

<)0.)1>51.)>"#$ ;59-8 ): EFG$17+ <# 51? <! :30.: /01.5)1 345*- "#$%&’

/073;-@ ;59-8 + D4- .4)/C1-:: 02 .4- 345*- "#$%&’ ;59-8 ): #’FH’17+

图 $ 验证 IJ$ 抗体与噬菌体相互作用的特异性

()*+$ ,-701:.85.)01 02 :3-/)2)/ )1.-85/.)01 02 51.)<0?9
IJ$ =).4 345*- "#$%&’

6：.4- )75*- )1 *859:/5;- 02 )1.-85/.)01 02 51.)<0?9 IJ$ =).4 0.4-8 380.-)1

51? :-8A7 0<.5)1-? <9 )75*)1* -;;)3:07-.89；B：.4)/C1-:: ?):.8)<A.)01 02

.4- )75*- 6 )1 .48-- ?)7-1:)01+ 5# ): 6K)?)1L<)0.)1>IJ$ 51.)<0?9L ! + "#$%

/A;.A8- 7-?)A7 =).4 ;0=-8 /01/-1.85.)01 345*- "#$%&’+ 5! ): 6K)?)1L

<)0.)1>IJ$ 51.)<0?9L ! + "#$% /A;.A8- 7-?)A7 =).4 4)*4 /01/-1.85.)01 345*-

"#$%&’+ <# ): 6K)?)1L<)0.)1>IJ$ 51.)<0?9LMA751 :-8A7+ <! ): 6K)?)1L

<)0.)1>IJ$ 51.)<0?9LMA751 N*I+ /# ): 6K)?)1L<)0.)1>IJ$ 51.)<0?9L

MB:6*+ /! ): 6K)?)1L<)0.)1>IJ$ 51.)<0?9+

!"# 检测不同浓度噬菌体样品

从 !F! 结果看出即使含有较低浓度噬菌体的样

品其中的噬菌体也会被芯片上的 IJ$ 抗体捕获，因

此将 "#$%&’ 噬菌体培养液稀成不同的浓度梯度，

目的是研究用光学蛋白芯片技术检测噬菌体的灵敏

度和分辨度。结果如图 H 所示，检测 "#$%&’ 噬菌

体的灵敏度为 #OG32AL7P，分辨度是 OF’ Q #OG32AL7P
（在最低检测浓度以上变化 OF’ Q #OG32AL7P 可以被

检测到），在一定浓度范围内样品中的噬菌体浓度与

膜层厚度成近似线性的变化。

图 H 检测不同浓度 "#$%&’ 噬菌体

()*+H ,-.-/.)01 02 ?)22-8-1. /01/-1.85.)01 02
345*- "#$%&’ :0;A.)01

# 讨 论

无标记方法能减少对样品的破坏，应用于检测

噬菌体展示了无标记光学蛋白芯片技术的优越性。

与其它无标记方法如：6("、RJS、石英晶体感受器方

法等相比样品用量少、时间短，成本低、易操作、并且

可以 做 到 多 元 检 测 更 直 观 的 对 比 分 析。 检 测

"#$%&’ 噬菌体的灵敏度为 #OG32AL7P，与其它方法

相比具有较高的灵敏度。无标记光学蛋白芯片方法

分辨度依赖于椭偏生物传感器对蛋白膜层厚度分辨

率，椭偏生物传感器对蛋白膜层厚度分辨率能达到

#OT #O7，因此检测 "#$%&’ 噬菌体的分辨度能达到

OF’ Q #OG32AL7P。在一定检测范围内随着样品中噬

菌体浓度的增加反应后的膜层厚度增加，将噬菌体

稀释成不同浓度梯度制作标准曲线标定椭偏光学显

微成像仪还可以实现定量检测。通过改变反应流速

研究抗体与噬菌体相互作用的快慢还可以做进一步

的实时分析试验，获取更多的抗体与噬菌体相互作

用方面的信息。因此，无标记光学蛋白芯片技术能

够方便快速的检测噬菌体，在病毒性疾病早期临床

诊断和阐明疾病生物学机制等方面有应用前景。

致 谢 此研究得到国家自然科学基金委和中国科

学院等部门的资助，谨致谢意。
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治理放射性污染物的微生物技术

核燃料铀的生物治理与回收在本刊〔6779，68（6）：!;=〕曾作过报道，这里再做些补充。放射性核聚变燃

料如铀、氘等若发生泄漏而不能及时得到治理，则必然造成环境污染，使人的生命安全受到威胁，生态遭到

严重破坏。因战争和核事故而造成核污染的事件在国际上已有先例，其危害几年甚至几十年都消除不了，

应引起高度重视。生物学研究人员，也一直在关注此问题。

科学家们发现，某些微生物对铀这类放射性污染物有一定的吸附作用。有一种地质细菌（如 A!+B#0"!-
),$.,--!4,0#()）便有这种功能，非常可能将其研制成“生物吸附剂”用于清除地下水中放射性铀污染物。该菌

有很强的代谢活力，不仅于静止期有厌氧活动，而且在非静止期行好氧活动，这两种代谢活动的结合使这种

兼性“生物吸附剂”在清除放射性铀方面发挥重要作用。还有采用细胞固定化技术途径，如绿脓假单胞菌

（;)!,4+3+(#) #!-,1’(+)#）固定化可去除放射性钚，处理 864，去除率达 R9b c :7b；用固定化柠檬杆菌（% +
"-+B#0"!- E-+）可使放射性铀清除率达 ==b（ d 7+ 6b）；此外，将其用于有害金属物铅的治理也获得类似结果。

值得一提的是，还有一种强抗辐射性，且有自我 ?‘O 修复能力的地衣（8-!9!$’# ’6+$,"#），亦很有实用价值。可

惜它生长缓慢，如何能使其真正应用于治理铀污染，还有待进一步研究。

目前，在应用微生物技术治理放射性核聚变燃料氚方面有了一些新进展。日本原子能开发研究机构与

茨城大学研究人员在世界上首次报道了这方面的研究成果，他们从森林土壤中找到两种对氢氧化能力很强

的微生物，即 C’"#)#"+)9+-# E-+和 ="-!9"+320!) E-+在常温下对环境中的氢氧化，并转换为水，而氧化氢的性质正

好与氚的性质相近，这样，使清除环境中氚的放射性污染成为可能。经试验研究证明，此微生物方法与以往

催化剂方法清除氘的方式效果和速度大致相同。这样，前者用于治理氚的污染将成为现实。这两株菌在低

温条件下保存一年之后，经活化的菌株对氚的放射性清除效果仍能保持 R7b的水平；其使用成本低，运送方

便，不产生废弃物等特点，都显示了微生物技术治理氚污染的优越性。

总之，使用微生物技术对不同有害放射性污染物进行清除，是一项非常值得深入研究的课题，相信会有

更多的发现值得期待。

（柯为）

7;: %&’(!)! *+,-(#$ +. /’+"!0&(+$+12 生物工程学报 677;，Q20e66，‘2e9


