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生物技术与方法                                                              

基于硫醇自组装的肌红蛋白单克隆抗体金膜固相载体的

构建 

雷博 1，曲炳郡 1，杨华 1，张向颖 2，刘芳 2 
1 清华大学微电子学研究所，北京 100084 
2 北京市肝病研究所，北京 100069 

摘  要: 为了在金膜固相载体上固定肌红蛋白单克隆抗体 (MbAb)，通过在金膜上生长一层巯基酸和巯基醇的混合自组

装分子膜 (SAMs)，用原子力显微镜 (AFM) 和 X 射线光电子能谱仪 (XPS) 分析样品的性质，再以 1-(3-二甲基氨基丙

基) 3-乙基碳化二亚胺盐酸 (EDC·HCl) 作为催化剂，自组装膜和抗体的氨基发生偶联反应，将抗体固定在金膜表面，

并进行肌红蛋白抗原 (MbAg) 的测定。结果显示，通过条件优化实验，发现 50 mmol/L 的巯基 16 酸和巯基 11 醇混合

乙醇溶液，60 ℃处理金膜 3 h 后，再偶联 40 mg/L 的 MbAb 3 h，固定效果较好，对 MbAg 可测至 30 μg/L。该方法为利

用磁电阻生物传感器诊断心肌梗塞提供了理论和实验依据。 

关键词 : 肌红蛋白，心肌梗塞，硫醇自组装膜，金膜固相载体，单克隆抗体，磁电阻生物传感器  

Construction of gold film solid-phase carrier of myoglobin  
monoclonal antibody based on thiol self-assembly 
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Abstract:  In order to immobilize myoglobin (Mb) monoclonal antibody on gold film solid-phase carrier, we grew a mixed 
self-assembled monolayers (SAMs) of acid thiol and mercapto ethanol on gold film. Then we analyzed the property of the 
sample by atomic force microscopy and X-ray photoelectron spectroscopy. Then, we used 1-(3-dimethyl aminopropyl)-3-ethyl 
carbodiimide hydrochloride as catalyst to couple SAMs with amino of antibody so that we immobilized antibody on surface of 
gold film, followed by detecting myoglobin antigen. Results showed that, by optimizing experimental conditions, when we treated 
gold film by a mixture of mercapto hexadecanoic acid and mercapto undecanol ethanol solution of concentration of 50 mmol/L at 
temperature of 60 °C for 3 hours, and Mb monoclonal antibody of concentration of 40 mg/L for 3 hours, respectively, antibody 
had high immobilization efficiency and the MbAg was detected to 30 μg/L. The method provided a theoretical and practical 
basis for using magnetoresistence biosensors to diagnosis myocardial infarction. 
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心肌梗塞发病死亡率高，严重危害身体健康。

肌红蛋白 (Mb) 是人体横纹肌组织所特有的一种蛋

白质，在正常人血清的含量甚微，约为 60 μg/L。当

心肌和骨骼肌受损时，从受损的肌细胞释放出来，

浓度升高。研究表明，心肌梗塞患者的血清 Mb 浓

度在发病早期 (6~24 h) 达到 100~300 μg/L，在发病

后期 (48 h 后) Mb 浓度下降到 60 μg/L[1]。大量的临

床实验表明，Mb 作为心肌梗塞的早期诊断指标，具

有较高的灵敏度，但由于骨骼肌受损后 Mb 浓度同

样会升高，故特异性不强，Mb 与其他指标 (cTnI、

CK-MB) 联合，可提高心肌梗塞诊断的特异性[2-3]。 

检测 Mb 的方法主要有酶联免疫法 (ELISA)、

荧光标记法、化学发光法等。这些方法依靠体积庞

大、价格昂贵的光学检测系统；检测时间长，需要

数小时以上；由于存在人工操作，批内和批间差异

显著。这些因素限制了心肌梗塞早期诊断的快速、

高效和准确进行。近年来，一种新型的磁电阻生物

传感器成为研究热点，这种传感器通过在生物分子

上标记磁球，用磁传感器来间接检测生物分子。由

于应用了微流体技术、磁电子技术、微加工技术和

生物技术，该传感器的灵敏度可达到 pg/L 水平、

样本体积仅为几个 μL，检测时间缩短到半小时以

内、全程操作自动化，比传统的检测方法有重大提

高。美国的海军实验室、斯坦福大学，以及中国的

清华大学、电子科技大学等国内外机构开展了此项

研究[4-8]。这种生物传感器有望应用于心肌梗塞早期

诊断，显著提高诊断水平。 

将抗体固定在载体表面是实现传感器对抗原检

测的关键一步，现有固定方法分为物理吸附法和化

学偶联法 [9]。物理吸附法利用载体和抗体之间的电

荷作用、疏水作用、范德华力等作用将抗体固定在

载体上。目前广泛采用的 ELISA、荧光标记等方法

都是使用物理吸附法，但存在抗体吸附不牢固、非

特异性等问题。化学偶联法通过化学键将抗体固定

在载体上，在固定前需要通过化学方法修饰载体，

常见的修饰试剂有戊二醛、琼脂糖、硫醇和聚赖氨

酸等[10-12]。化学偶联法比物理吸附法能固定的抗体

多并且牢固，有可能大大提高检测灵敏度，且大大

减少了因物理吸附而导致的非特异反应，因而有更

好的特异性。本研究采用了化学偶联的方法。 

自组装膜具有分子生长致密度高、生长条件简

单的特点，已应用于抗体在生物传感器表面的固定。

硫原子和贵金属 (如 Au、Ag 和 Pt) 具有很强的相互

作用力，各种含硫分子，如二硫化物 (R-SS-R)、硫

化物和硫醇类，可在贵金属表面形成高度有序且密

切排列的自组装膜[13-17]。 

本研究室前期已经制备了磁电阻生物传感器的

芯片[8]，传感器的表面是一层金膜，厚度为 60 nm，

需要进一步研究如何将肌红蛋白抗体  (MbAb) 偶

联在传感器表面。文献[18]报道了在磁电阻生物传感

器上利用硫醇自组装固定抗体的方法，但没有对固

定过程进行优化。本研究着重于固定过程的优化，

用硫醇自组装的方法构建 Mb 单克隆抗体的金膜固

相载体，借助辣根过氧化物酶 (HRP) 标记的 IgG 和

BCA 试剂盒测定偶联在固相载体上的 MbAb 量和偶

联效率，并测定已偶联抗体的载体对不同浓度抗原

的免疫活性。 

1  材料与方法 

1.1  试剂和仪器 
Mb 抗原 (MbAg)、MbAb (Hytest 公司)，HRP

标记山羊抗小鼠 IgG、HRP 标记山羊抗人 IgG (鼎国

昌盛生物技术公司)，牛血清白蛋白 (BSA) (Roche

公司)，巯基 11 酸 (化学式 C11H22O2S)、巯基 16 酸 

(化学式 C16H32O2S)、巯基 11 醇 (化学式 C11H24OS) 

(Sigma 公司)，显色液 (万泰生物药业公司)，BCA

试剂盒 (博奥森生物技术公司)，其余试剂 (国产，

分析纯)，酶标板 (Costar 公司)，酶标仪 Model 680 
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(BIO-RAD 公司)，清华大学物理系 NanoScope Ⅲ

型原子力显微镜  (AFM)，清华大学分析中心 PHI 

Quantera SXM 型 X 射线光电子能谱仪  (XPS)，清

华-富士康纳米中心蒸发仪。 

1.2  MbAb 金膜载体的制备 
1.2.1  金膜载体制备 

4 英寸硅片蒸发薄膜 Cr (10 nm)/Au (60 nm)，

切割成 4 mm×4 mm 的正方形。依次用无水乙醇和

去离子水超声清洗 5 min。  

1.2.2  金膜载体生长硫醇自组装膜 

用无水乙醇配置羧基硫醇 (巯基 11酸或巯基 16

酸) 和羟基硫醇  (巯基 11 醇) 一定浓度的混合溶

液。将金膜硅片放入酶标孔中，每孔加入 100 μL 溶

液，置于烘箱  (温度可设)、室温  (25 ℃) 或冰箱 

(−20 ℃或 4 ℃) 中，一定时间后取出，再依次用无

水乙醇、乙酸/无水乙醇 (10％，V/V)、无水乙醇漂

洗。硫醇的硫原子和金膜的金原子形成金 /硫共价

键，硫醇分子的羧基和羟基裸露在另一端，形成一

层混合自组装膜。 

1.2.3  硫醇自组装膜的 AFM 和 XPS 分析 

已生长硫醇自组装膜的金膜硅片在 AFM 和

XPS 下观测。AFM 的观察范围为 1 μm×1 μm，使用

敲击模式。XPS 分析全谱和硫元素的 S2p 谱。 

1.2.4  金膜载体羧基活化 

加入 EDC·HCl 的乙磺酸  (MES) (0.1 mol/L，

pH 6.0) 溶液，EDC·HCl 的浓度为 4 g/L，避光，

室温水浴反应 30 min，用磷酸盐缓冲溶液  (PBS，

0.01 mol/L， pH 7.4) 洗 5 次。硫醇的羧基和

EDC·HCl 发生反应。 

1.2.5  抗体偶联和偶联效率的测定 

加入一定浓度的 MbAb 的 PBS 溶液，室温水浴

反应一定时间。反应结束后吸取剩余液体，用已知

浓度的 MbAb 作为标准液，加入 BCA 工作液，用酶

标仪测量 OD562 值，计算偶联效率。计算公式如下： 

=
待偶联抗体浓度-剩余抗体浓度

偶联效率
待偶联抗体浓度

。 

1.2.6  金膜载体封闭 

加入 BSA 浓度为 5 g/L 的 PBS 溶液，37 ℃水

浴 1 h，用磷酸盐吐温 (PBST) 溶液 (PBS 溶液加

入 0.5％ Tween-20，V/V) 洗 5 次。 

1.2.7  抗体偶联量的测定 

加入工作浓度的 HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG，

37 ℃水浴反应 1 h，PBST 洗 5 次，加入 TMB 底物

显色 8 min，以 2 mol/L H2SO4 终止反应，在 450 nm

波长处测量 OD 值。以未固定 MbAb 的金膜硅片作

为阴性对照。 

1.2.8  偶联抗体免疫活性测定 

将一定浓度的 MbAb 偶联在金膜硅片上，放入

已封闭的酶标孔中，配置 7 组浓度的肌红蛋白抗原

溶液 (30、75、120、165、210、255、300 μg/L)，

作为阳性对照，PBS 溶液作为阴性对照，37 ℃水浴

反应 1 h，PBST 洗 5 次，加入工作浓度的 HRP 标记

的山羊抗人 IgG，37 ℃水浴反应 1 h，加入 TMB 底

物显色 8 min，以 2 mol/L H2SO4 终止反应，在 450 nm

波长处测量 OD 值。 

1.2.9  统计学方法 

全部数据经过 SPSS 11.5 统计软件分析，差异

的显著性用线性回归分析检验，P＜0.05 为差异有

统计学意义。  

2  结果 

MbAb 在金膜载体上固定的反应过程如图 1 所

示，包括硫醇自组装、EDC 活化和抗体偶联 3 个步

骤。硫醇的生长温度、浓度、生长时间、硫醇种类；

MbAb 浓度和 MbAb 的偶联时间等因素影响 MbAb

的固定效果。 

2.1  硫醇生长温度的影响 
不同硫醇生长温度的抗体偶联量见图 2。

R=0.910，P=0.004＜0.05，差异有统计学意义。固定

在金膜载体上的 MbAb 数量随温度升高先增大后减

小，在 80 ℃达到峰值。 
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图 1  金膜上固定 MbAb 的化学反应过程 
Fig. 1  Chemical reaction process of immobilizing MbAb on gold.  
 

 

图 2  不同硫醇生长温度的抗体偶联量 
Fig. 2  Antibody immobilized quantity at different growing 
temperature of thiol. 
 

2.2  硫醇种类的影响 
4 组溶液：①巯基 11 酸；②巯基 16 酸；③巯

基 11 酸和巯基 11 醇；④巯基 16 酸和巯基 11 醇。

①②的硫醇浓度为 0.5 mmol/L，③④的两种混合硫

醇的浓度均为 0.5 mmol/L。表 1 表明，巯基 16 酸

和巯基 11 醇作为硫醇溶液时，固定的 MbAb 抗体

量最大。  

2.3  硫醇浓度的影响 
以 50 mmol/L 的巯基 16 酸和巯基 11 醇为起始

浓度，5 倍连续稀释，分为 7 组。图 3 表明，硫醇

浓度增大，固定的 MbAb 数量增大，后续实验选择

50 mmol/L 的硫醇浓度。R=0.919，P=0.003＜0.05，

差异有统计学意义。 

表 1  硫醇种类对 MbAb 固定的影响 
Table 1  Effect of thiol type on MbAb immobilization 

OD450 
Thiol type 

MbAb − 

C11H22O2S 1.483 0.002 

C16H32O2S 1.694 0.002 

C11H22O2S+C11H24OS 1.777 0.003 

C16H32O2S+C11H24OS 2.064 0.004   

 

图 3  不同硫醇浓度的抗体偶联量 
Fig. 3  Antibody immobilized quantity at different thiol 
concentration. 
 

2.4  硫醇生长时间影响 
图 4 表明，偶联效率在 1~3 h 增加较快，在

3~12 h 增加较慢，故选择 3 h 作为硫醇的生长时

间。R=0.849，P=0.151＞0.05，差异没有统计学

意义。  

2.5  待偶联的抗体浓度的影响 
图 5 表明，偶联效率随着待偶联的抗体浓度  
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图 4  不同硫醇生长时间的偶联效率 
Fig. 4  Coupling efficiency at different thiol growing time. 

 

图 5  不同待偶联抗体浓度对偶联的影响 
Fig. 5  Effect of coupling at different antibody concentration. 
 

增大而减少；已偶联的抗体浓度随着待偶联的抗

体浓度增大先增大再减小，在 60~80 mg/L 达到峰

值。图 5 的偶联效率的统计分析表明，R=0.930，

P=0.007＜0.05，差异有统计学意义。 

2.6  抗体偶联时间的影响 
图 6 表明，偶联效率在 1~3 h 增加很快，在

3~15 h 增加缓慢。选择优化后的偶联时间为 3 h。

R=0.675，P=0.325＞0.05，差异没有统计学意义。 

2.7  硫醇自组装膜的 AFM 分析结果 
2.2 节中的②和④两组硫醇自组装膜  (未固定

MbAb) 在 AFM 下观察，结果如图 7 所示。从截面

图看，两种硫醇混合物 (巯基 16 酸和巯基 11 醇) 的

自组装膜的平整度优于一种硫醇 (巯基 16 酸) 的自

组装膜的平整度。 

2.8  硫醇自组装膜的 XPS 分析结果 
图 8 是巯基 11 酸自组装膜的金膜载体的 XPS

分析结果。溶液浓度为 0.5 mmol/L，反应温度为

60 ℃，反应时间为 3 h，尚未固定 MbAb。硫元素在

碳、氧、硫三种元素的原子数的百分含量为 6.14％，

根据巯基 11 酸的化学式计算，硫原子数的百分含量

为 7.14％，二者接近，说明金膜表面结合有巯基 11

酸。S2p 谱表现为单峰曲线。 

2.9  金膜载体上 MbAb 的免疫活性测定 
图 9 是优化实验条件后的金膜载体上的 MbAb

的免疫活性测定结果。在血清 Mb 浓度为正常值 

(30~75 μg/L) 和异常值 (100~300 μg/L) 时，载体都

有较好的免疫反应。线性回归分析表明，R=0.985，

P＜0.01，差异有统计学意义。测定表明，偶联效率

平均值为 31.4％，标准差为 7.3％。 

 

图 6  不同偶联时间的偶联效率 
Fig. 6  Coupling efficiency at different coupling time. 
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图 7  硫醇自组装膜的原子力显微镜观察结果 
Fig. 7  Atomic force microscopy observation of thiol SAMs. The upper figures are the top view. The lower figures are the section 
view. (A) Observation result of homogeneous thiol (mercapto hexadecanoic acid, C16H32O2S). (B) Observation result of mixed thiol 
(mercapto hexadecanoic acid C16H32O2S and mercapto undecanol C11H24OS). 

 

      

图 8  硫醇 (巯基 11 酸) 自组装膜的 X 射线光电子能谱观察结果 
Fig. 8  X-ray photoelectron spectroscopy observation of thiol SAMs of mecapto undercanoic acid (C11H22O2S). (A) The whole 
energy spectrum of the sample. (B) The subtle energy spectrum S2p of sulfur element of the sample. 
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图 9  偶联 MbAb 的金膜载体对不同浓度抗原的免疫

活性  
Fig. 9  Immunocompetence of MbAb immobilized on gold 
film for antigen of different concentration. 
 

3  讨论 

硫醇生长温度实验表明，80 ℃是硫醇自组装膜

生长的最佳温度，但 80 ℃时溶剂乙醇蒸发速度加

快，导致在自组装膜生长完成前溶剂乙醇已经蒸发

完毕，并且高温可能损坏传感器，故在后续实验中

选择 60 ℃作为硫醇自组装膜的生长温度。 

温度影响硫醇自组装膜生长，其机理解释如下：

硫醇分子在金膜表面有金 /硫共价键形成、断裂；

物理吸附和物理解吸附 4 个子过程，这 4 个子过

程共同决定了自组装膜的密度，不同温度范围起决

定作用的子过程不同。Chandekar 等[19]研究了巯基

16 酸/金自组装膜的热稳定性，将生长好的自组装

膜样品放置在 25 ~240 ℃ ℃的真空加热箱中。结果

表明，110 ℃时，部分金硫键发生断裂，但物理解

吸附作用微弱，金/硫键可能再次成键；超过 150 ℃

后，大部分金 /硫键断裂，同时物理解吸附作用增

强，金硫键断裂后无法再次成键，150 ℃是巯基

16 酸 /金自组装膜稳定的极限温度。本文的研究结

果  (图 2) 表明，100 ℃时比 80 ℃时偶联在金膜载

体上的抗体量减小，高温导致自组装膜金 /硫共价

键断裂，这与文献 [19]结果一致。Li 等 [14]研究结

果表明，70 ℃时，硫醇 /金自组装膜的致密度比

−18 ℃和 22 ℃更高，更多的蛋白质被固定。综上

所述，在较低温度范围  (−20 ~80 ℃ ℃)，硫原子和

金原子随着温度升高，内能增大而成键几率增大，

成键过程起主要作用，自组装膜密度增大；而在

高温范围 (80 ~240 ℃ ℃)，金/硫共价键断裂起主要

作用，自组装膜密度减小。 

硫醇种类实验表明，巯基酸和巯基醇的混合溶

液固定抗体的效果好于单一巯基酸溶液的固定效

果；巯基 16 酸的固定效果好于巯基 11 酸的固定效

果。故选择巯基 16 酸和巯基 11 醇作为组合。 

硫醇种类影响抗体固定效果从本质上是因为硫

醇分子的官能团和碳链长度的影响。含羟基和羧基

官能团的混合硫醇，羧基电离后，裸露的氧原子会

争夺羟基的氢原子，形成氢键，因此，含羟基硫醇

的自组装膜的结构排布更有序，更容易在 EDC 的催

化下和抗体反应。Nikin 等[15]认为，混合硫醇比单一

硫醇有更好的固定效果，是由于混合硫醇的输水性

作用更强。文献[17]表明，混合硫醇的两种分子数比

为 1∶1 时，自组装膜的致密度最高，固定的蛋白质

最多。另一方面，当硫醇分子的碳链增长时，更多

的硫醇分子的碳链保持直立状态[14]，末端羧基暴露

在外部，和 EDC 的反应几率增大。 

待偶联的抗体浓度实验表明，偶联效率随待偶

联的抗体浓度的增大而降低 (图 5)，这是因为金膜

表面的硫醇密度有限，所能固定的抗体量有限；另

一个原因是抗体溶液浓度增大，溶液中的抗体分子

撞击已偶联的抗体分子，破坏酰胺键，导致偶联失

效。在 10~80 mg/L 的范围内，抗体浓度增大，接近

所能固定的抗体量的极限。抗体浓度为 100 mg/L 时

比 80 mg/L 时固定的抗体量减小，可能因为抗体分

子的撞击作用进一步增强，导致所能固定的抗体量

进一步下降。虽然 80 mg/L 时固定的 MbAb 数量最

大，但考虑到试剂成本因素，选择优化后的浓度为

40 mg/L。 

对硫醇自组装膜的 XPS 分析表明，硫元素的 S2p
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能谱只有一个峰，这和参考文献[14]中硫元素的 S2p

能谱一致。如果有 2 个峰出现，则有部分硫醇分子

物理吸附在金膜表面，不是共价键结合。 

含羧基的硫醇分子在 EDC 的催化下，和抗体的

赖氨酸残基 (含氨基) 发生反应，将抗体固定在金膜

表面，反应位点决定于抗体的赖氨酸残基的位置。

文献报道[11-12]，聚赖氨酸和戊二醛对蛋白质的偶联

效率高于硫醇，这是由于聚赖氨酸有双官能团 (氨

基和羧基)，而戊二醛有 2 个醛基，都可以和抗体发

生偶联。Xie 等[20]报道了戊二醛作为偶联剂在氨基

化玻璃上偶联丙肝单克隆抗体，偶联效率达到 85％。

然而，硫醇偶联的抗体的反应活性高于聚赖氨酸和

戊二醛[12]，即抗体的反应活性较高，这可能与偶联

试剂的分子结构不同有关，更长的碳链有利于抗体

和抗原结合。 

抗体固定在金膜固相载体上后，需要加入封闭

剂，以封闭已经活化而未偶联抗体的羧基，减少非

特异性反应，降低假阳性率。封闭液通常用含赖氨

酸较多的封闭剂，选用 5 g/L 的 BSA 溶液。 

总之，本研究通过硫醇自组装的方法构建了肌

红蛋白单克隆抗体的金膜固相载体，优化了实验条

件，测定了偶联抗体的免疫活性，对于面向心肌梗

塞诊断的磁电阻生物传感器的后续研究有重要参考

价值。 
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