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利用一种光反射差法同时监测两种蛋白的结合反应
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摘要 在检测未知样品中是否含有某种病毒或细菌时，通常可以利用该病毒或细菌的已知特异性探针来检测未知病

毒或细菌的抗原成分。但通常单一样品中也会有多种病毒或细菌，利用各种已知探针逐个检测样品效率较低，有必

要发展新的检测方式提高检测通量。这里进行了利用两种探针混合液同时检测同一样品中两种蛋白的实验。实验

中利用一种光反射差方法实时监测样品点与混合探针的反应曲线，通过对曲线的分析拟合，可以确认样品中有两类

蛋白存在。实验结果证实，利用该反射差法结合混合探针能更高效地检测含有病毒或细菌的样品，可能是提高检测

通量的一种方式。
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Real-Time Binding Reactions Detected by Optical Reflectivity
Difference from Blended Protein Samples
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Abstract Most methods used in virus and bacterium detection are based on confirmation of reactions between
unknown samples and known probes. Since several bacterium species can survive in one sample, these methods
have to be used to perform detections one by one with different probes, Which are with low efficiency. An
experiment using mixed probes to detect two blended proteins at the same time is designed. By monitoring the
binding curves of these two probe- target reactions with an optical reflectivity difference method, it is explicit
whether there are two different proteins in the sample. The demonstration experiments show potentials of this
method for higher throughput detection of viruses or bacteria.
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1 引 言
病毒和细菌的检测吸引了大量科研工作者的兴趣。目前已经发展了多种手段用于病毒或细菌的检测，

包括聚合酶链反应法 [1-2]，酶联免疫吸附法 [3-4]以及表面等离子体共振(SPR)法 [5-7]等。这些方法通常利用只与

对应靶分子发生特异性结合的蛋白抗体或脱氧核糖核酸作为探针。观察者通过确认探针和靶分子的反应

来判断样品中是否含有危险病毒或细菌。当同一样品中可能有多种细菌或病毒时，需逐一利用不同探针来

检测。这样的检测方式效率较低，可使用多通道样品平台作为改进方式 [8]，即将样品等分为几份，同时与不

同探针进行反应，提高检测通量。目前多通道 SPR技术 [9]已较为成熟，但通道数目十分有限，而且上述几种

检测方法的多通道样品平台均费用不菲。

在过去的数十年中，分子尺度研究蛋白与蛋白、核酸与核酸等相互作用的检测需求巨大。斜入射光反

射差法正是在这样的环境下发展起来的 [10]。该方法通过探测表面物质光学性质的改变引起的相对反射率差
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变化来监测表面。发展初期，该方法通过一维平移台和扫描振镜实现生物芯片的无标记二维扫描，检测结

果与荧光标记检测法基本相符。之后通过设计一个流体腔，将功能芯片作为该腔的一个组成部分，进一步

将反射差法的应用拓展至无标记实时监测生物分子反应。该方法在实时检测生物分子反应方面的灵敏度

可媲美 SPR[11]。与 SPR相比，该反射差法可以利用各类光学平整基片(SPR只能从金属薄膜表面 [12-13])获得生

物分子间如探针分子与靶分子反应的实时监测曲线。生物实验中经常使用的基于功能化玻璃基片的生物

微阵列可以与该反射差法很好地结合。因此，利用生物微阵列技术，结合该反射差法，即有可能实现多样品

多探针的同时检测。本文利用斜入射光反射差法同时检测混合样品中的两种蛋白。结果表明，利用这样的

检测方式可以有效地同时检测同一样品中的多个靶分子。

2 实验内容
带有流体腔的斜入射光反射差实验装置如图 1所示 [10]，利用一束线偏振氦氖激光(633 nm)作为探测光，

经过光弹调制器调制后聚焦入射至功能芯片表面分子层，利用检偏器和光电二极管收集反射光在不同偏振

和调制频率的强度。使用功能化基片作为平台，将样品通过点样仪点样在基片表面形成微阵列靶。微阵列

表面的反射差( Δ p - Δ s )信号被实时采集 [14]。定义 Im{ Δ p - Δ s }作为反射差信号强度值。在反应过程中，当

生物微阵列中样点处的生物分子平均厚度 d远小于探测光波长 λ时，Zhu等 [15]证实 Im{ Δ p - Δ s }的表达式为

Im{Δ p - Δ s} ≅ α(εd - ε s)(εd - ε0)
εd

æ
è

ö
ø

d
λ

, α = -4π tan2θ inc cos θ inc

ε0 (ε s - ε0)(ε s /ε0 - tan2θ inc)
, (1)

式中 θ inc 为入射角的大小，通常取为 60°。 ε0 、εd 和 ε s 分别为功能基片、微阵列中生物分子以及流体腔中溶

液的光学介电常数。

图 1 结合流体腔的斜入射光反射差实验装置图。图中示意某探针分子与靶分子在流体腔中的功能玻片表面结合

Fig.1 Experimental setup of the optical reflectivity difference method assembled with a flow cell. It shows a reaction on

the functionalized glass surface between a pair of probe and target molecules

样品为两种蛋白的混合物溶液。一种蛋白是内化蛋白 A(InlA)，这是单增李斯特菌的一种重要的表面蛋

白。经常通过辨别 InlA的存在才可确认单增李斯特菌的存在。这种蛋白在单增李斯特菌吸附并侵入人类宿主

肠细胞时起了关键的作用 [16]，其分子质量约为 80×104 u，可看作一个拉长的镰刀状分子，长度约为 10.8 nm，直

径约为 2.7 nm[17]。实验中所用抗体为利用小鼠培养的针对 InlA的一种单克隆抗体(subclass IgG2a)[18]，命名

为 anti-InlA。另一种蛋白是常见的生物素修饰牛血清蛋白(BBSA)。牛血清蛋白(BSA)分子质量约为 6.6×
103 u，可以看成一个 4.0 nm×4.0 nm×14.0 nm的椭球体。生物素分子量很小，因此修饰后的牛血清蛋白仍然

可以看作同样大小的椭球体。BBSA的抗体采用纯化的 IgG小鼠单克隆抗体，简称为 anti-biotin。
在环氧乙基功能基片上通过点样仪点出如图 2中 print标识下所示 4×4点阵。此图为反射差扫描图。

阵列中共有 4排样品，分别是 InlA，InlA与 BBSA的混合样品(InlA+BBSA)，BSA以及 BBSA。每个点之间的

距离为 400 μm 。作为技术性重复，每一行有 4 个点。 InlA，BSA 以及 BBSA 点样浓度分别为 8.75，3.8，

3.8 μmol/L 。而对于 InlA与 BBSA混合样点，二者浓度分别为 8.75 μmol/L 和 3.8 μmol/L 。点样之后的芯片

在 4 ℃环境下静置 24 h，以确保这些蛋白靶分子与环氧基团的有效结合。
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图 2 微阵列整个反应过程对应的反射差扫描图

Fig.2 Scan image of the microarray during the whole process of the slide

图 3从上至下显示了微阵列中的 InlA与 BBSA混合样品点从点样形成至反应结束的步骤。刚刚点样时

基片表面聚集了多层蛋白分子。清洗后表面只会保留与环氧基团结合的单层蛋白分子，未能与环氧基团结

合或结合不紧密的靶分子均被清洗掉。在流体腔中以 5 mL/min的流速注入 1×PBS缓冲液可实现清洗。随

后在流体腔中注入 BSA(浓度为 7.6 μmol/L ，溶剂为 1×PBS)且保持近 10 min以实现封闭，可以将非样品点

区域的环氧基团以及样品点区少数未反应的环氧基团消耗掉，以避免下一步反应过程中不必要的蛋白探针

消耗以及背景噪声增加。室温下流体腔中注入 anti-InlA和 anti-biotin的混合溶液来实现反应。两探针浓

度分别为 400 nM 和 100 nM，溶剂仍然是 1×PBS。由于探针的特异性，最终结果如图 3所示，探针会结合特

定靶分子。为获得实时反应曲线，反应过程开始时应以 5 mL/min的速度向流体腔中冲入探针溶液，随后保

持 0.01 mL/min的流速直至反应结束。图 2中的反射差扫描图是利用反应后反射差扫描图减去反应前(即封

闭后)的扫描图获得的，可以看到 BBSA，InlA以及 InlA+BBSA样点处均发生反应，BSA则未发生反应。

图 3 在混合蛋白样点位置整个反应过程的示意图

Fig.3 Sketch of the whole reaction from printing to reaction at mixed sample position

3 结果与分析
除去未发生反应的 BSA 样点，从其余三种不同样点获得了实时反应曲线。图 4所示为 InlA 与 BBSA+

InlA样点处的反应曲线。图 5所示为 BBSA与 BBSA+InlA 样点处的反应曲线。两图中 BBSA+InlA 样点处

反应曲线为同一条曲线。

从这些反应曲线可以获取反应常数。(1)式可改写为

图 5 BBSA与 BBSA+InlA样点处的反应曲线以及拟合结

果。BBSA利用一对一模型拟合，BBSA+InlA利用二对二模

型拟合

Fig.5 Binding reaction curves at BBSA spots and BBSA+

InlA spots and corresponding fitting results using 1-to-1

model for BBSA and 2-to-2 model for BBSA+InlA

图 4 InlA与 BBSA+InlA样点处的反应曲线以及对应的利用

一对一模型的拟合结果

Fig.4 Binding reaction curves at InlA spots and BBSA+

InlA spots and corresponding fitting results using 1-to-1

model
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Im{Δ p - Δ s} ≅ α(ε probe - ε s)(ε probe - ε0)
ε probe

· Γ probe
ρprobeλ

, (2)

式中单层探针表面质量密度定义为 Γ probe = dprobe ρprobe
[14]，ρprobe 为探针的体质量密度，dprobe为吸附在表面的探

针的平均厚度(随着吸附的开始，从零开始增加)，ε probe 为探针分子的光学介电常数。(2)式表明，Γ probe 与 Im

{ Δ p - Δ s }成正比，即反射差所监测信号正比于与表面固定靶分子反应的探针分子的表面质量密度。

分子间反应曲线通常利用朗缪尔吸附反应动力学 [19]来拟合。在这个动力学过程中，假定结合速率与探

针浓度 c成正比，用 kon[c]表示，解离速率即 koff与探针浓度无关。该动力学最常见的即为一对一(1-to-1)模
型，即单克隆抗体仅与表面靶分子的某一特定部位发生反应。假设 N(0)为表面初始可提供给探针结合的分

子数，N为已经结合到靶分子的探针数，两者随时间 t的关系可以表达为

N (t) = N
(0)
kon [c]

kon [c] + koff
{1 - exp[-(kon [c] + koff )t]} . (3)

显然(2)式中的 Γ probe 与已经结合的探针数目 N(t)有正比关系。通过(2)式和(3) 式可知，Im{ Δ p - Δ s }最终也

正比于N(t)。
利用 1-to-1模型对图 4与图 5中的实验曲线进行拟合。图 4中的点划线即为对 InlA与 anti-InlA反应

曲线的拟合结果，吻合较好。图 5中的点划线为对 BBSA与 anti-biotin反应曲线的拟合结果，吻合也较好。

但可以看到，图 4中的虚线并不能较好地吻合 BBSA+InlA混合样点处的反应曲线。这其实不难理解，因为

此时的反应是两种探针与两种蛋白的反应，应使用二对二(2-to-2)模型来模拟。

在 2-to-2模型中，设定 Ni
(0)(i=1，2)是表面初始可提供给探针结合的分子数，Ni(i=1，2)为已经反应结合

的各类探针分子数，则总的反应的探针数可表示为

N (t) = N1(t) + N2 (t),
Ni(t) = Ni

(0)
kon i[ci]

kon i[ci] + koff i
{1 - exp[-(kon i[ci] + koff i)t]}. (4)

此时各类探针的表面质量密度 Γ1(anti - InlA) 以及 Γ 2(anti - biotin) 分别正比于 N1(t)和 N2(t)。因此，反射差信号 Im

{ Δ p - Δ s }~ β1 N1(t) + β2 N2(t)，βi 为固定值的比例系数，可由(1)~(4)式推导得出。图 5中 BBSA+InlA混合样

点处的反应曲线再次被画出，并利用上述 2-to-2的模型来拟合。可以看到，这次的拟合曲线与实验曲线吻

合很好。

图 4和图 5中实验和拟合结果的对比表明，当两种探针的混合液与两种对应蛋白的混合样品反应时，实

时反应曲线确实可以判断是否为 2-to-2的反应。

4 结 论
多数无标记检测方法不能同时检测多种靶分子的主要原因是因为检测方式属于末态检测。在本文的

实验中，如果仅利用图 2的扫描结果并不能确认混合样点处究竟有一种还是两种蛋白靶分子。而反射差法

则实时跟踪反应过程，获得反应曲线从而获得更多信息。对反应曲线的拟合结果表明，该方法可以利用混

合探针同时检测同一个样品中的多个靶分子。需要说明的是，探针种类也不能随意增加。若由于探针分子

之间相互影响造成空间位阻、构象异构等现象，会影响生物分子间反应。目前的实验主要还停留在吸附结

合阶段，进一步开展脱附曲线的测量可以获得完整的反应曲线，并最终有效地获得不同探针和靶分子反应

之间的反应常数，探索混合探针组合模式。
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