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摘要　基于羧基量子点的荧光猝灭效应,提出了一种检测神经生长因子(NGF)的新方法.研究结果表明,在pH７．５
的缓冲溶液中,NGF抗原与羧基量子点标记的 NGF抗体发生特异性结合,能使羧基量子点的荧光发生猝灭.在

１~２０ngmL－１范围内,荧光猝灭程度与 NGF抗原质量浓度呈良好的线性关系,线性系数为０．９６９６,检测下限为

１ngmL－１.所提检测方法具有良好的抗干扰特性,在诊断检测方面具有巨大的应用潜力.
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１　引　　言

科学研究发现,在人体出现疾病的不同阶段,甚
至在人身体还没有感知到任何症状的疾病早期,人
体液中神经生长因子(NGF)的水平早已发生了改

变,从而进一步影响组织、器官和有机体的功能,因

此快速有效地检测人体液内的 NGF,对疾病的预

防、诊断及后期治疗意义重大[１Ｇ６].在这样的背景

下,随 着 纳 米 技 术[７Ｇ１０]、生 物 技 术[１１Ｇ１３]、制 造 技

术[１４Ｇ１７]等先进技术的发展,蛋白质芯片检测技术应

运而生.
蛋白质芯片具有检测速度快、成本低等许多其
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他方法难以比拟的优点,是国际科技前沿热点问题

之一[１８].研发蛋白质芯片以及由此衍生的生物分

子识别专家系统和疾病诊断系统等已经成为生物科

学和生物医学等领域的迫切需要.截止目前,蛋白

质生物芯片技术已经取得一定进展.１９９０年瑞典

PHARMACIA公司开发了基于SPR技术的生物分

子芯片技术,在此研究工作的基础上,随后成功地发

展了商业化的SPR生物传感器产品[１９].２０世纪

９０年代中期美国Luminex公司开发的悬浮阵列生

物芯片,这种技术已被成功应用于核酸和蛋白质等

快速检测领域[２０Ｇ２１].美国CIPHERGEN公司发展

了表面增强激光解吸电离(SELDI)质谱技术[２２],将
序列式芯片技术与质谱技术相结合,提出一种可对

复杂的多种生物分子混合样品进行质谱分析的方

法.目前,市场上的商用产品主要有瑞典Biacore
AB公司的 Biacoret３０００系列产品,美国 Affinity
Sensors公 司 的 Iasyssystem 系 列 产 品,日 本

NipponLaserElectronics公司的SpRＧ６７０以及德

国BiotulAG系列产品.在国内,中国科学院电子

学研究所开发了SPRＧ２０００[２３],中国科学院力学研

究所历经十年研发了准商用的椭偏成像技术蛋白质

芯片生物传感器[２４].这些商业设备的主要缺点是

体积大、价格高、构造复杂,不利于商业化普及.
本文选用廉价易得的玻璃作为基底,通过硅烷偶

联剂(APTES)改性玻璃表面将量子点(QD)与NGF
抗体连接制成阵列式蛋白质芯片.同时,利用NGF
抗原对蛋白质芯片的猝灭特性[２５],建立了检测NGF
抗原的方法,用于NGF抗原质量浓度的检测.

２　实　　验

２．１　仪器与材料

实验仪器包括:原子力显微镜(AFM)(型号:

CSPM５５００,北京本原纳米公司,中国),傅里叶红外

光谱仪(FTIR)(型号:V７０,Bruker,德国);荧光光

谱仪(型号:QE６５００,Oceanoptics,美国);真空干燥

箱(型号:DZFＧ６０２０,上海博讯实业有限公司,中

国);水浴恒温振荡器(SHAＧCA,常州润华电器有限

公司,中国).
实验材料包括:表面包覆聚丙烯酸的硒化镉/硫

化锌(CdSe/ZnS)包壳水溶性羧基量子点;NGF抗

原;NGF 抗 体;浓 硫 酸;过 氧 化 氢;硅 烷 偶 联 剂

(APTES)硅烷试剂;磷酸盐缓冲液(PBS);水溶性

缩合剂１Ｇ乙基Ｇ(３Ｇ二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐

酸盐(EDC);NＧ羟基硫代琥珀酰亚胺(SulfoＧNHS)

活化剂.所用试剂均为分析纯,实验用水为去离

子水.

２．２　玻璃片的改性

１) 清 洗 玻 璃 基 片. 把 ６ mL 的 浓 硫 酸

(H２SO４)与１．５L的(过氧化氢)H２O２ 以体积比４∶
１混合(俗称食人鱼洗液);将玻璃片完全浸泡在前期

配置的溶液中,并整体放于水浴恒温箱中,温度设为

８０℃,浸泡２０~３０min;取出玻璃片,用去离子水

反复冲洗,目的是把玻璃片上过剩的混合液冲洗掉;
将玻璃片放在干燥箱中以１２０℃烘干.

２)偶联氨基.制备０．７２mL的硅烷偶联剂

(APTES)与５mL无水乙醇的混合溶液,再滴入冰

乙酸,目的是为了调节混合溶液的pH值,使其接近

于量子点的pH值.接着,将清洗好的玻璃片完全

浸泡在此溶液中,放在温度为５０℃的水浴恒温震荡

箱中,反应时间为５h.取出玻璃片,用无水乙醇反

复冲洗３次后,再用去离子水冲洗.冲洗完成后放

入真空干燥箱,１２０℃真空干燥２h,即完成生物芯

片表面氨基的修饰.最后,将该过程制备好的生物

芯片放入４℃冰箱中保存备用.

２．３　活化羧基量子点

离心管中依次加入１００μL量子点、３０μLNＧ羟
基硫代琥珀酰亚胺(SulfoＧNHS)(２０mgmL－１)和

３０μL水溶性缩合剂１Ｇ乙基Ｇ(３Ｇ二甲基氨基丙基)
碳二亚胺盐酸盐(EDC)(４mgmL－１),用 PBS
(pH７．４)定 容 至 １ mL;避 光 反 应 ２０ min;

８０００r/min离心取沉淀,用 PBS(pH７．４)洗涤２
次,最后分散在１mLPBS中,得到活化羧基的量子

点.活化后的量子点可与玻璃片的氨基反应形成酰

胺键,使量子点偶联到玻璃片表面.

２．４　在玻璃片上偶联羧基量子点及抗原抗体

把前期修饰了氨基的玻璃片从冰箱中取出,把
活化后的量子点利用自制的机械手在玻璃片上进行

点样,阵列中每个点的距离为０．０５μm,阵列行数列

数均为１２.用气泵控制每点的量.阵列点样完成

后加入５mgL－１的抗体,抗体的氨基和水溶性量子

点上的羧基会缩合成键,将抗体固定到量子点上.
用搭建的检测系统检测每点荧光,记录.再加入已

知的不同质量浓度的抗原逐点加样,通过抗原抗体

特异性反应将抗原检测出来.检测每点荧光,记录.

２．５　蛋白质芯片检测

蛋白质抗原的检测利用了抗原抗体的特异性结

合,影响了量子点表面的性质,从而使量子点荧光发

生变化.图１为蛋白质芯片检测原理,如图１(a)所
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示.先把纳米量子点团簇固定于基底,在量子点上

固定抗体(Antibody),制成检测芯片.在检测芯片

上滴入被测样品,当被检测样品中含有与抗体对应

的抗原(Antigen)时,纳米量子点受激发光.由于纳

米量子点的各向异性对激发光产生调制效应,以及

量子点的随机分布使激发光在小角度范围内发生混

沌,激发光发生偏转,如图１(b)所示,而这个偏转程

度直接反映了抗原(抗体)结合的程度,是判断抗原Ｇ
抗体结合、消除假阳性的判断指标.而光学混沌的

发生,导致荧光被充分激发,产生最大的荧光强度.
纳米量子点蛋白质芯片配套检测系统示意图和

样机实物图如图２所示.在图中,微机电(MEMS)
微镜进行阵列化扫描,其扫描的激光投射到阵列化

的纳米量子点蛋白质芯片的背面;阵列化的量子点

受激辐射荧光和散射激发激光;荧光和散射光均被

一透镜接收;通过一双向分色镜后,荧光通过双向分

色镜向前传播,经过一可旋转的偏振片,再由自由光

路耦合进光纤后达到光纤光谱仪;散射光被双向分

色镜所反射,进入光学共焦系统后进入电子目镜

(CCD)而成像.

图１ 蛋白质芯片检测原理.(a)芯片结构;(b)检测原理

Fig敭１ PrincipleofproteinＧchipdetection敭

 a Chipstructure  b detectionprinciple

图２ 实验装置.(a)示意图;(b)样机图片

Fig敭２ Experimentalsetup敭 a Blockdiagram  b prototypephoto

３　结果与讨论

３．１　玻璃片的表面性质分析

图３为玻璃片改性前(a)和改性后(b)的AFM
图.图３(a)为干净的玻璃基底的表面,由图可知玻

璃本身表面粗糙,凸起最高为５．８７nm.图３(b)为
经过 硅 烷 偶 联 剂 处 理 之 后 的 玻 璃 基 底 表 面,在

图３(b)中可观察到直径为２０~３０nm的圆饼形凸

起密集分布于玻璃基底之上,凸起最高约３０nm,无
裂纹,但有一定的表面粗糙度,这对增大比表面积和

提高探针固定率意义重大.表面处理主要是对玻璃

表面形态(以粗糙度为参数,形貌)产生影响,而其表

面形态的改变将直接影响后续芯片制作过程中量子

点的连接.分析认为:玻璃片改性后相对改性前高

度增加和形貌变化的原因是玻璃片生长了氨基薄

膜.玻璃片表面衍生出的具有化学活性的功能团氨

基为后续羧基量子点的固定奠定了基础.

图４为经硅烷偶联剂(APTES)修饰的玻璃片

的傅里叶红外光谱.图中３４００cm－１附近中等强度

的吸 收 峰 主 要 来 源 于 N—H 键 的 伸 缩 振 动,

１６５０cm－１处为伯氨—NH２ 变角振动频率,吸收强

度中等[２６].１１００cm－１处的宽强谱带则是由伯氨基

C—N键 (１２２０~１０２０cm－１)和 C—O 键 (１１００~
１０５０cm－１)的 伸 缩 振 动 吸 收 相 重 叠 形 成 的.

９８０cm－１处的吸收峰是亚甲基中C—H键的伸缩振

动峰,８００cm－１和４７５cm－１附近的吸收峰是Si—O—

C的对称与不对称伸缩振动吸收峰,这表明氨丙基三

甲氧基硅烷通过Si—O—C键与玻璃基底表面形成

了共价交联,且在三碳链的末端余有游离的伯氨

基[２６].综合形貌及傅里叶红外光谱分析表明氨基薄

膜已经在玻璃片上生长.在基底上固定纳米量子点

时需保证在芯片上以阵列法生长、能够与量子点表面

羧基结合的化学键是吸附空位.以上结果也表明改

性后的玻璃片已为后续量子点的固定搭建好了平台.
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图３ 玻璃片的AFM图.(a)改性前;(b)改性后

Fig敭３ AFMofglasssubstrate敭 a Unmodified  b modified

图４ 经硅烷偶联剂(APTES)修饰的玻璃片的

傅里叶红外光谱

Fig敭４ InfraredFouriertransformspectrumof

glasssubstratemodifiedbyAPTES

３．２　量子点Ｇ抗原Ｇ抗体的固定效果分析

图５为纳米量子点生物芯片阵列.同时且实时

地采集荧光和散射光的偏振变化,一个用于判断抗

原与抗体的结合程度,另一个用于检测抗体(抗原)
的含量.图５(a)为项目小组制作的阵列化的纳米

量子点芯片表面,图５(b)为纳米量子点阵列受

４０５nm激光激发下的激辐射荧光的照片.图５(a)
和(b)的插图分别为阵列单元照片和对应的荧光图

片,单元直径为３１５μm.

图５ 纳米量子点生物芯片阵列.(a)表面,

插图为阵列单元照片;(b)荧光,插图为荧光图片

Fig敭５Nanometerquantumdotbiochiparray敭 a Surface 
theinsetisanarrayunitphoto  b fluorescence the
　　　　insetisafluorescentimage

图６为纳米量子点生物芯片阵列单元照片,放
大倍数为２００倍.由图可以看到,量子点在单元中

是分散的.将照明汞灯换成４０５nm激光,激发整

个单元,利用基于MEMS微镜集成的纳米量子点检

测样机测量芯片上的不同检测单元,发现不同检测

单元散射消光偏振角θ(相对抗体而言,图６最右一

列)发 生 了 变 化,此 时 的 荧 光 光 谱 的 荧 光 如

图６(g)~(i)所示.从图中可以看出,随着偏转角

的增加,所测量荧光强度有明显的变化,即偏转角变

大检测抗体的荧光强度变弱,抗原结合密度增加,这
也说明偏振度大识别抗原结合程度强,结合的抗原

相对较多.由于芯片阵列中不同单元之间的结合程

度是有差异的,因此需区别对待有利于提高检测结

果的精确度.

３．３　生物芯片对不同质量浓度NGF抗原的检测

针对不同单元采用分类处理的方法,测量了不

同质量浓度的NGF抗原与光谱仪检测峰值强度的

关系.抗体的偶联是利用量子点上的羧基和抗体上

的氨基缩合成键连接到玻璃片上的.抗原检测是基

于抗原抗体的特异性结合影响量子点表面的性质,
从而使量子点荧光发生变化来实现的.

实验测量的抗原的质量浓度(AgＧV)与加入一

定质量浓度抗原后的荧光猝灭程度(FQD)如表１
所示.

图７为NGF质量浓度与荧光峰值强度间的关

系.随着NGF质量浓度的增大,生物芯片的荧光

强度也逐渐减弱,生物芯片的荧光猝灭程度I 与

NGF经过校对,此处抗体应更改为抗原质量浓度C
在１~２０ngmL－１范围内呈良好的线性关系,回

归方程为I＝１６．０８１C(NGF)＋９．９５３７,相关系数

R２＝０．９６９６,检出限为１ngmL－１.
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图６ 纳米量子点生物芯片阵列单元.
(a)~(c)照片;(d)~(f)结合抗体后的荧光图片;(g)~(i)在抗体基底上再结合抗原的荧光图片

Fig敭６ Nanometerquantumdotbiochiparrayunit敭 a Ｇ c Photos  d Ｇ f fluorescentimagesafter
bindingantibodies  g Ｇ i fluorescentimagesafterbindingantigensonantibodysubstrate

表１　不同抗原质量浓度下的荧光猝灭程度

Table１　Fluorescencequenchingdegreesunderdifferentantigenconcentrations

No． １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３
Concentrationof

AgＧV/(ngmL－１)
０．１ ０．２ ０．５ １．０ ２．５ ５．０ ７．５ １０．０ １２．５ １７．５ ２０．０ ５０．０ １００．０

FQD/arb．units ６．５ ２．６５ １７．７７ ３．８５ ４５．６８ １２６．６８ １４３．７６ １５８．１６ ２０５．６８ ２７３．７２ ３４４．２８ ４４７．８４ ４５４．７２

图７ NGF质量浓度与荧光峰值强度间的关系.(a)０~１００ngmL－１;(b)局部放大图

Fig敭７ RelationshipbetweenNGFconcentrationandfluorescencepeakintensity敭 a ０Ｇ１００ngmL－１  b partialenlargement

４　结　　论

建立了一种基于荧光猝灭法检测NGF抗原的

生物芯片,这种芯片可通过荧光偏振判断 NGF抗

原和抗体连接的效果,同时可定量检测 NGF抗原

的质量浓度.在加入抗原时,芯片阵列中每个单元

的荧光均发生肉眼可见的强度变化,与此同时荧光

光谱仪记录荧光.该方法操作简单,需要样品量少,
特异性强,灵敏度较高,检出限度低至１ngmL－１.
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