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基于光反射干涉成像的免疫球蛋白结合的
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摘要　光反射干涉检测技术因其具有非标记、可实时检测等优点，近年来被广泛应用于生物分子相互作用检测、食

品安全以及药物筛选等领域。蛋白质芯片能够在一次实验中对微量样本中的多种目的蛋白质同时进行检测，具有

潜在的临床应用价值。设计并搭建完成了基于光反射干涉成像的高通量、非标记检测平台，可检测由基质上生物

分子结合引起的光相位的改变，实现纳米水平的厚度变化测量。利用该系统，对人ＩｇＧ和山羊抗人ＩｇＧ的结合进

行了高通量、非标记检测，检测结果具有良好的特异性，二氧化硅膜厚度优化后的蛋白芯片具有较高的信号对比

度。在此基础上，又引入了免疫微珠对芯片表面结合抗体的信号进行放大。实验结果表明该方法有效地增强了信

号强度，所得到结果具有更好特异性和更高的灵敏度。
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１　引　　言

微阵列芯片技术的发展始于２０世纪９０年

代［１］。微阵列芯片技术的含义是：将多种不同的生

物分子或组织固定在面积不大的固相基质上，形成

有序的、可寻址的密集阵列，可实现对少量生物样品

的快速、高通量分析。经过多年的研究与发展，微阵

列芯片技术已进入实用化阶段，多种针对不同检测

对象的芯片被开发出来，并广泛应用到生命科学研

究、农业研究、药物研发、临床诊断和食品安全等诸

多领域，形成了一个发展迅速、前景广阔的新兴产

业［２］。

检测生物分子间的相互作用对于认识和理解细

胞内生命活动和分子水平的疾病发病机理具有重要

意义。目前，利用微阵列芯片检测分子间相互作用

一般采用荧光检测技术。首先在基质上固定探针分

子，然后引入荧光标记的靶标生物分子进行生化反

应。最终使用荧光扫描仪读取标记在靶标生物分子

上的荧光染料发出的信号，从而实现对生物分子间

的相互作用进行检测［３，４］。但它需要对目标蛋白质

分子进行荧光标记，不仅会增加实验难度与成本，而

且对蛋白质的活性也有一定的影响。２０世纪９０年

代以来，与微阵列技术相结合的非标记生物传感器

被越来越多的应用到生物分子相互作用的分析

中［５，６］。表面等离子共振（ＳＰＲ）生物传感器以及光

反射干涉成像生物传感器因具有灵敏度高、无需标

记、可实现实时监测等优点而倍受医学、生物和化学

研究者的关注。有关生物传感器的研究论文数量逐

年增加，相关的商品化的产品也陆续推出［７］。非标

记生物传感器在检测抗原—抗体、受体—配体和病

毒—细胞以及蛋白质分子与ＤＮＡ的特异性结合方

面具有独特优势，不会破坏生物分子的天然状况。

通过对测试表面进行修饰，还可为生物大分子提供

模拟的体内环境，因而有可能发展成为一种灵敏的

高通量蛋白质组学研究检测工具。

１９９７年，Ｈ．Ｓ．Ｂｅｒｎａｒｄ等
［８］报道了在波导管表

面检测到了人绒毛膜促性腺素（ＨＣＧ）与其对应抗

体间的免疫反应，验证了基于相位的干涉检测技术

对蛋白检测的有效性。２０００年，Ｐｉｅｈｌｅｒ与 Ｂ．Ｈ．

Ｓｃｈｒｅｉｂｅｒ
［９］将抗体固定在玻璃片上，利用分光干涉

法检测到了抗原与探针间的特异性结合实现了高灵

敏度的检测；２００５年，Ｐ．Ｉ．Ｎｉｋｉｔｉｎ等
［１０］开发了一种

能够实时检测微阵列芯片反应的干涉成像技术，利

用该技术动态检测生物芯片表面发生的生化反应；

２００８年，Ｅ．Ｏｚｋｕｍｕｒ等
［１１］搭建了一种基于干涉成

像的，可对生化反应进行实时检测的平台。

本文设计并搭建完成了基于光反射干涉成像的

高通量、非标记检测平台，与其他研究小组的工作相

比，该平台不仅成功地检测了二氧化硅膜上免疫球

蛋白的特异性结合，还成功地引入了干涉信号放大

环节，即利用免疫微珠特异性地增强信号，最终得到

了良好的结果。

２　光反射干涉成像系统原理与结构

２．１　光反射干涉成像系统基本原理

采用抛光的单晶硅片作为反射基底，然后在此

基面上热氧化生成一层特定厚度的二氧化硅薄膜作

为干涉层。该层薄膜平整度高（表面粗糙度小于

１０ｎｍ），且化学组成稳定，易于修饰固定蛋白分子。

如图１（ａ）所示，当光源发出的光入射到二氧化

硅薄膜上，光束在薄膜两内表面会多次反射，因而产

生一组反射光束和一组投射光束，当表面反射系数

不高时或者入射角度小于全反射的临界角时，可以

只考虑两束光的作用，忽略反射两次以上的光束，把

多光束干涉简化成双光束干涉来处理。具体地，一

部分入射光在界面１上反射，另一部分透过界面１，

在界面２上反射，然后再透射从１面射出，由于和界

面１的反射光存在光程差而形成干涉。

由菲涅耳定理可知，两束相干光的光程差为

δ＝２狀２犱ｃｏｓθ２， （１）

由此引起的相位差为

φ＝
２πδ
λ
＝
４π狀２犱ｃｏｓθ２

λ
， （２）

这样就可以得到单层二氧化硅的反射比为

犚＝ 狉 ２
＝
狉２１＋狉

２
２＋２狉１狉２ｃｏｓ２（ ）φ

１＋狉
２
１狉
２
２＋２狉１狉２ｃｏｓ２（ ）φ

， （３）

式中狉１ 与狉２ 分别为界面１与界面２的菲涅耳反射

因子，狀２ 为二氧化硅折射率。为了简化模型，可将

表面蛋白分子层的折射率与二氧化硅层的折射率视

作相等［１１］。

如图１（ｂ）所示，对二氧化硅表面进行硅烷化修

饰后（方法详见３．２节），可将抗原探针固定在其表

面上。那么在探针处，必然会引起Δ犱的厚度变化，

进而引起Δφ的相位差。由（３）式可知，该相位差会

导致该处反射比发生变化进而使反射光强发生变

化。同理，当发生抗原抗体特异性结合反应后，探

针表面厚度将再次发生变化从而导致特定位置反射

光强的变化。这样，对二氧化硅基质上微阵列点阵

进行实时干涉成像，再利用（１）～（３）式就可以反推

ｓ１００４１３２
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得到其表面各个区域处厚度的变化，实现对抗原抗体特异性结合的检测。

图１ 反射式干涉成像平台的基本原理

Ｆｉｇ．１ Ａｓｃｈｅｍａｔｉｃｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｂａｓｉｃｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｒｅｆｌｅｃｔｏｍｅｔｒｙｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｉｍａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍ

２．２　成像系统结构

如图２所示，成像系统主要由光学系统、传感系

统和光电转换以及信号采集处理系统组成。光源采

用中心波长为６８０ｎｍ的发光二极管（ＬＥＤ）。利用

分束镜分离入射光与反射光。以电荷耦合器件

ＣＣＤ作为光电转换器件，所得到的图像信号通过电

脑采集并进行表面厚度分析。

图２ 反射式干涉成像系统光路

Ｆｉｇ．２ Ｏｐｔｉｃａｌｓｅｔｕｐｏｆｔｈｅｒｅｆｌｅｃｔｏｍｅｔｒｙｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

ｉｍａｇｉｎｇｓｙｓｔｅｍ

在光学系统中，ＬＥＤ发出的发散光束经过一短

焦透镜会聚，再通过１ｍｍ直径的孔径光阑，即可得

到近似点光源。该点光源经过准直透镜扩束、偏振

片调节强度后，得到准直入射的光束。再利用分光

镜分离入射光束与反射光束，将芯片表面反射光通

过成像透镜投影至ＣＣＤ传感器表面。即可获得二

氧化硅层表面各个位置的反射光强度，检测其光强

变化，进而反推获得表面厚度变化。

传感单元由带有二氧化硅膜的硅片构成，经过

硅烷化处理后表面修饰有探针分子。通过干涉成像

的方法可检测由基质上生物分子堆积引起的光相位

改变。

信号采集通过自行编写的上位机软件实现，通

过ＵＳＢ接口对ＣＣＤ相机进行读写操作，并且可自

行设置采样频率以及曝光时间等。能够自动完成对

图像的灰度分析并实现对特定区域的实时检测。

３　材料与方法

３．１　试　　剂

牛血清蛋白（ＢＳＡ，ＭＷ６６２００）以及生物素化

免疫球蛋白（ＩｇＧ）均是从Ｚｓｂｉｏ公司（北京）购买。

链霉亲和素包被的微珠 （粒径 ４０ｎｍ）购买自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司（北京）。磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）由博

奥生物有限公司（北京）提供。所用的水溶液均使用

去离子水配制，并且所有实验均是在室温条件下

进行。

３．２　表面化学修饰与探针固定

所使用微阵列芯片均采用环氧基团修饰，其表

面活性很强，不仅可以与氨基反应，还可以与蛋白质

表面其他基团如羟基、巯基和羧基等反应［１２］。

硅片首先被切成７５ｍｍ×２５ｍｍ的矩形，在丙

酮中用超声波降解法清洗，而后在甲醇中冲洗，最后

用去离子水冲洗芯片。然后，将芯片放入浓度为

１０％的ＮａＯＨ溶液中１０ｍｉｎ，再用去离子水清洗，

并用氮气吹干。

然后将芯片置于体积分数为３％的３缩水甘油

氧基丙基甲基二乙氧基硅烷的甲苯溶液３ｍｉｎ，再

用甲苯冲洗５ｍｉｎ。芯片用氮气吹干，密封并置于

真空干燥箱中，使用前在－４℃下贮存２４ｈ。使用

博奥生物有限公司（北京）生产的点样仪对表面活化

过的芯片点样（室温，湿度４０％～５５％）。

点阵设计以及点样浓度如图３所示，每一列为

同种蛋白。其中ＢＳＡ点样质量浓度为５ｍｇ／ｍｌ，人

ＩｇＧ与鼠ＩｇＧ点样质量浓度为３ｍｇ／ｍｌ。
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图３ 蛋白芯片点阵

Ｆｉｇ．３ Ｐｒｏｔｅｉｎｍｉｃｒｏａｒｒａｙｐａｔｔｅｒｎ

３．３　二氧化硅膜的热氧化生成及其厚度优化

首先，在高温条件下（高于９００℃），使氧气与硅

片表面发生反应，生成二氧化硅。通过控制温度和

时间可以控制氧化膜的厚度。

对于成像检测系统而言，成像对比度（即样点与

背景信号比，犛／犅）是衡量成像质量的关键指标。由

（１）～（３）式可得到双光束干涉强度为

犐＝犐１＋犐２＋２ 犐１犐槡 ２ｃｏｓ
４π狀２犱ｃｏｓθ２

λ
， （４）

式中犐１ 为界面１反射光，犐２ 为界面２反射光，犱为

二氧化硅膜厚度，θ２ 为折射角，λ为入射光波长。反

射干涉光强与入射光波长倒数存在余弦关系，与入

射光波长存在类余弦关系，并且其峰位与光学厚度

密切相关。随着二氧化硅膜厚度变化，双光束干涉

强度会周期性变化。

为了得到较高的对比度，利用（４）式可计算得到

最佳膜厚，使得背景反射光干涉相消或者增强，以期

得到最佳的样点与背景对比度。

由干涉理论和（２）式可得到反射光强取得极大

值的相位条件为

φ＝
４π狀２犱ｃｏｓθ２

λ
＝２犽π　（犽＝０，１，２，…），（５）

取得极小值的相位条件为

φ＝
４π狀２犱ｃｏｓθ２

λ
＝ ２犽＋（ ）１π　（犽＝０，１，２，…）．

（６）

　　利用 Ｍａｔｌａｂ７．１对双光束干涉强度进行理论仿

真，结果如图４所示。其中图４（ａ）表示膜厚在

１００～３００ｎｍ之间的反射光谱；图４（ｂ）表示膜厚在

２２０～４２０ｎｍ之间的反射光谱。可见反射光强随着

膜厚变化周期性变化。

图４（ａ）表明在１００～３００ｎｍ的区间内，２２０ｎｍ

厚度可取得干涉背景极大值，图４（ｂ）表明在２２０～

４２０ｎｍ区间内，３２０ｎｍ厚度可取得干涉背景极小

值。所以本文选取了两种优化的膜厚进行加工，即

３２０ｎｍ（背景干涉相消）以及２２０ｎｍ（背景干涉增

强）。微加工完成后，使用椭圆偏振仪对其厚度进行

测量。经过多点测量，两种芯片的实际厚度分别为

３０８．６３ｎｍ和１９０．０３ｎｍ，相对误差分别为３．５５％和

１３．６％ 。

图４ 反射光强随膜厚变化的仿真结果

Ｆｉｇ．４ ＩｎｔｅｎｓｉｔｙｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆｌｉｇｈｔｒｅｆｌｅｃｔｅｄｏｆｆａｓｉｎｇｌｅＳｉＯ２ｆｉｌｍｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｈｉｃｋｎｅｓｓ

３．４　实验步骤

１）点样后芯片在室温下用０．１％ＢＳＡ溶液封

闭１５ｍｉｎ；

２）封闭后，将芯片置于ＰＢＳＴ溶液（含０．０２％

Ｔｗｅｅｎ的ＰＢＳ溶液）中，摇床清洗１０ｍｉｎ。氮气吹

干后，使用光反射干涉成像平台对芯片表面成像；

３）室温下与一定浓度的山羊抗人ＩｇＧ溶液反

应１５ｍｉｎ；

４）反应后，将芯片置于ＰＢＳＴ溶液中，摇床清

洗１０ｍｉｎ。氮气吹干后，使用光反射干涉成像平台

对芯片表面成像；如需微珠增强反应信号，则再加入

体积分数为０．１％微珠悬浊液反应１０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ

溶液摇床清洗１０ｍｉｎ后吹干并成像；

５）分析反应前后所得到的芯片表面干涉图像，

获得表面各样点厚度变化值。
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４　实验结果与讨论

４．１　二氧化硅膜厚度优化后信号背景比的比较

在３．３节中，完成了二氧化硅膜厚度的理论计

算仿真，并得到了对应明场和暗场成像的两个最佳

二氧化硅膜厚度。为了验证其具有相对高的信号背

景比，分别了比较两个最佳厚度与其他两个不同厚

度的信号背景比。分别加工了二氧化硅膜厚度为

２６６．１５ｎｍ和３７８．３３ｎｍ厚度芯片。按照３．３中理

论预测曲线，２６６．１５ｎｍ厚度芯片背景干涉增强但

小于光强极大值；而３７８．３３ｎｍ厚度芯片背景干涉

减弱但大于光强极小值。将１９０．０３ｎｍ厚度芯片

与２６６．１５ｎｍ厚度芯片作为Ａ组，３０８．６３ｎｍ厚度

芯片与３７８．３３ｎｍ厚度芯片作为Ｂ组，对Ａ、Ｂ两组

４张芯片点样后（点阵设计如图３所示），分别进行

干涉成像，比较各组内部两芯片信号背景比。结果

见如图５所示。其中（ａ）图表示Ａ组犛／犅值对比结

果；图５（ｂ）表示Ｂ组犛／犅值对比结果。

图５ 不同厚度二氧化硅膜信号背景比的比较

Ｆｉｇ．５ 犛／犅ｖａｌｕｅｓｏｆｔｗｏｃｈｉｐｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＳｉＯ２ｔｈｉｃｋｎｅｓｓ

　　对于明场成像芯片而言，犛／犅越小表示信号与

背景区分越好。由图５（ａ）可见，１９０．９３ｎｍ厚度芯

片犛／犅值均明显小于２６６．１５ｎｍ厚度芯片。而对

于暗场成像，犛／犅 越大则表示信号与背景区分越

好。由图５（ｂ）可见，３０８．６３ｎｍ厚度芯片犛／犅均明

显大于３７８．３３ｎｍ厚度芯片。且每组中两种厚度

芯片间的犛／犅 值存在显著性差异，即犘 值均小于

０．０５，具有统计学意义。

４．２　基于不同膜厚芯片检测免疫球蛋白的特异性

结合

如图６（ａ），（ｂ）为使用１９０．０３ｎｍ膜厚芯片得

到的图像。图６（ａ）图为原始点阵封闭后所得到干

涉图像；图６（ｂ）图表示加入２０μｇ／ｍｌ的山羊抗人

ＩｇＧ溶液，室温反应１５ｍｉｎ后获得的干涉图像；

图６（ｃ）图为各样点反应前后表面平均厚度变化。

图６（ｄ）～（ｅ）两图为使用３０８．６３ｎｍ膜厚芯片得到

的图像。图６（ｄ）图为利用０．１％ ＢＳＡ对原始点阵

进行封闭后所得到干涉图像；图６（ｅ）图表示加入

２０μｇ／ｍｌ的山羊抗人ＩｇＧ，室温反应１５ｍｉｎ后的干

涉图像；图６（ｆ）图为各个样点反应前后表面平均厚

度变化。

观察发现，使用１９０．０３ｎｍ膜厚芯片，背景干

涉增强，与理论预测结果吻合。由于样点本身存在

附加光程差，其灰度低于背景。人ＩｇＧ样点灰度变

化明显，而其他样点变化微弱。对点阵中各个样点

灰度变化进行统计计算，由于人ＩｇＧ与山羊抗人

ＩｇＧ发生特异性结合，导致人ＩｇＧ样点表面厚度有

明显增加，约１２ｎｍ，而其他样点表面厚度基本保持

不变。而对于３０８．６３ｎｍ厚度芯片，可以发现所得

到的图像背景干涉相消，而样点灰度高于背景，亦得

到了较高的样点与背景信号对比。同样，人ＩｇＧ样

点信号变化明显，而其他样点变化微弱。人ＩｇＧ样

点表面结合了抗体使得厚度有明显增加，大约

１４ｎｍ左右，而其他样点表面厚度基本保持不变。

实验结果表明，山羊抗人ＩｇＧ与固定在二氧化

硅表面的人ＩｇＧ发生了特异性的结合，导致人ＩｇＧ

样点表面厚度明显增加。而其他样点未发生结合，

表面厚度基本不变或变化微弱。而且在相同浓度的

山羊抗人ＩｇＧ溶液的作用下，两种芯片表面厚度变

化基本相同，符合干涉理论，故均可用于光反射干涉

成像检测。

搭建的光反射式干涉检测平台成功地对蛋白芯

片进行了高通量、非标记检测，检测结果具有良好的

特异性，经过厚度优化后的芯片具有较高信号背

景比。
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图６ 抗原抗体相互作用与相应的表面厚度变化图

Ｆｉｇ．６ Ａｎｔｉｂｏｄｙａｎｔｉｇｅｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｈａｎｇｅｏｆｓｕｒｆａｃｅｔｈｉｃｋｎｅｓｓ

４．３　基于微珠增强的免疫球蛋白特异性结合

通过检测芯片表面厚度变化，检测了微阵列芯

片上免疫球蛋白的特异性结合。如果能够对反应前

后样点表面的厚度差异进行放大，那么将大大降低

光反射干涉成像系统的检测限，提高灵敏度。基于

此思路，使用３０８．６３ｎｍ膜厚芯片，在免疫球蛋白

特异性结合后加入链霉亲和素包被的微珠，它可以

与生物素化的山羊抗人ＩｇＧ特异性的结合。这样

就可以放大人ＩｇＧ样点表面厚度差异，实验具体步

骤见３．４节。

实验结果如图７所示，图７（ａ）为利用０．１％

ＢＳＡ封闭点阵后的图像；图７（ｂ）为加入５μｇ／ｍｌ的

山羊抗人ＩｇＧ，室温反应１５ｍｉｎ后的图像；图７（ｃ）

为抗原抗体结合反应后，再加入０．１％微珠悬浊

液，室温反应１５ｍｉｎ后的图像；图７（ｄ）对应两次反

应前后各蛋白样点表面厚度变化平均值。深色条带

表示加入山羊抗人ＩｇＧ后各样点厚度变化平均值，浅

色条带表示加入免疫微珠后各样点厚度变化平均值。

图７ 抗原抗体、抗体微珠相互作用与相应的表面厚度变化图

Ｆｉｇ．７ Ａｎｔｉｂｏｄｙａｎｔｉｇｅｎａｎｄａｎｔｉｂｏｄｙｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｃｈａｎｇｅｏｆｓｕｒｆａｃｅｔｈｉｃｋｎｅｓｓ
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　　可以发现，免疫微珠可以对抗原抗体结合进行

特异性信号放大，表面厚度变化约为原来的２倍，从

１４ｎｍ增大到２９ｎｍ左右。可以观察到，在人ＩｇＧ

表面厚度变化被放大的同时，其他样点表面厚度基

本不变，证明该方法具有很好的特异性。优化反应

条件后，检测系统对山羊抗人ＩｇＧ检测限完全可降

至ｎｇ／ｍｌ甚至更低的检测灵敏度水平。

５　结　　论

本文搭建了光反射干涉成像平台，优化了微阵

列芯片表面二氧化硅干涉层的厚度，提高了样点与

背景的信号比，可以实现纳米水平的厚度变化测量。

利用免疫特异性结合的生物学方法，实现对免疫球

蛋白结合的高通量非标记检测。通过引入免疫微

珠，优化反应条件，系统检测限可降低至ｎｇ／ｍｌ水

平。该平台可应用于临床、食品卫生以及环境检测

等诸多领域。
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