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要
!

随着医疗诊断需求的增加!生物分子检测技术越来越受到人们的重视!液相生物芯片技术作为一

种高通量!多通道的分子检测手段在近几年得到了飞速发展"通过层层自组装方法制备以微片为载体的拉

曼光谱编码液相生物芯片!并利用自行搭建的一套高灵敏度#高分辨率的光学系统!实现对液相生物芯片的

定性与定量分析"光学系统由拉曼光谱检测系统与荧光显微成像系统耦合而成"在拉曼光谱检测系统中激

光器发射出
G,F6=

波长的激光!通过二向色镜!带反反射镜与物镜汇聚到样品上!样品产生的拉曼散射光!

经物镜!带反反射镜!二向色镜与拉曼滤波片!最后通过凹透镜聚焦到光谱仪的狭缝上!光谱仪色散实现在

线阵
dd>

上拉曼光谱的获取"荧光显微成像系统应用光学成像原理!通过调节凹透镜与
D$F6=

的激发光之

间的距离!使激发光通过物镜均匀的照射到样品之上!样品激发出的荧光!通过物镜!带反反射镜!二向色

镜!滤波片与相应的凹透镜!最后成像到面阵
dd>

上"改进传统便携式拉曼光谱检测系统光路并选用相应

波段的带反反射镜与焦距
+$

倍的物镜完成拉曼光谱检测系统与荧光显微成像系统的耦合"为了减少两路系

统之间的相互影响选用合适的二向色镜以及滤波片!在提高耦合系统获取数据的准确性中有着重要的作用"

该系统通过对反应之后的液相生物芯片进行拉曼光谱检测!以完成对每个编码玻片的定性识别!即解码$同

时激发反应后液相生物芯片的荧光并采集荧光强度图!根据每个解码玻片上的荧光强度值完成对目标检测

物的定量分析"区别于传统荧光编码液相生物芯片!拉曼光谱编码具有稳定性更强!光谱分辨率更高等优

点"该光学系统集拉曼光谱检测系统与荧光显微成像系统于一体!解决了目前未有基于拉曼编码的液相生

物芯片的检测系统的问题!并且可同时对多种目标物进行识别和定量分析!提升了实验结果的准确性"
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液相生物芯片技术是目前新兴的生物分子检测方法"它

集荧光编码微球#流式细胞术#激光检测和高速数字信号处

理等多项技术为一体的高通量分子技术!它主要是以不同种

类的荧光编码微球作为载体进行杂交反应和信号检测!通常

多以多色流式细胞仪作为解码和检测平台!通过把芯片技术

和流式细胞检测技术结合到一起!在液相反应体系中可以实

现核酸#蛋白质等多种生物分子的检测(

#

)

"液相芯片相比于

固态微阵列芯片有反应速率快#重复性及灵活性好等多种优

势!和其他传统的免疫检测方法相比!液相生物芯片技术具

有高通量#多指标联合检测#高敏感性#高特异性#线性范

围宽#反应快速#重复性好以及操作简便等优点(

+

)

"

液相生物芯片主要应用光解码技术!光学编码利用合成

在液相生物芯片中的光学特性的物质或者结构来对液相生物

芯片进行编码!杂交反应后用光源激发微球!根据发出的特

异性光谱进行解码!从而获得目标分子的种类信息"荧光编

码是目前液相生物芯片技术中最为成熟的编码技术!已经成

目前走向产业化的主流编码方式(

!

)

"该编码方式主要是将微



球与荧光物质相结合!通过改变荧光物质的颜色与用量!来

获取不同种类的编码微球(

D

)

"在理论上!如果不同种类的荧

光物质有
;

种!用量有
-

种梯度!那么可获得的编码数量为

;

- 种"由此可以看出其庞大的编码数量"但是!一些荧光材

料会带来一些无法避免的问题(

D

)

"不同的荧光材料激发光的

波长不同!所以在解码系统中需要多个光源!增加了搭建系

统的成本"一些荧光物质荧光稳定性差!长时间激发!已发

生漂白与荧光猝灭"部分荧光染料具有较宽的谱峰!可能会

使部分谱峰发生重叠!从而降低了荧光编码的数量(

#

)

"

拉曼散射光谱!作为一种非常重要的探测手段!可以广

泛地应用于医学检测!考古研究!食品安全等多个领域"相

比于传统的荧光光谱编码方法!拉曼光谱因为具有极高的光

谱分辨率!稳定的谱峰!且信号的重现性好等优点!使得基

于拉曼光谱编码的液相生物芯片技术在近年来得到了很好的

应用(

F-"

)

"荧光显微成像技术是目前非常成熟的成像技术!

在检测分子的激发荧光成像等多方面有着显著的应用"

本文主要工作是通过制备不同拉曼分子载体的液相生物

芯片!并研制了一套基于高灵敏度#高分辨率拉曼光谱仪和

荧光显微成像耦合的系统"该系统有两条光路系统组成!一

路为拉曼光谱系统!采用波长为
G,F6=

的激光器作为光源!

通过激发拉曼编码液相生物芯片!可根据采集得到的拉曼光

谱中特征峰的有无对其进行解码识别!做定性分析$另一条

光路为荧光显微成像系统(

"

)

!由一个波长为
D$F6=

的光源

激发反应后液相生物芯片上的荧光标记物!根据荧光强度来

确定待测分子的数量!实现定量分析"截至目前!利用拉曼

编码液相生物芯片进行检测的方法的可行性已得到验证!但

将解码和定量分析分开做增加了实验结果的不准确性!而本

文搭建了一套可同时检测的系统!通过双色激光的可进行实

时检测!完成检测结合的生物分子的种类和数量!本文的方

法及装置!还可以选用不同形状!种类!尺寸的微片或微球

来做为不同种类探针分子的载体!在液相环境下参与杂交反

应"这样让液相杂交反应的载体的制备变得简单可靠!选择

范围更广"

#

!

实验部分

!!

本文搭建的拉曼光谱检测与荧光显微成像耦合系统!简

称
\.?e

系统!装置原理图如图
#

所示"分为四个模块!分

别为'荧光显微成像模块!拉曼光谱检测模块!耦合模块!

控制模块"

&)&

!

拉曼光谱检测

在图
#

中!拉曼光谱检测模块!耦合模块!控制模块构

成了拉曼光谱检测系统(

#$-##

)

"在拉曼光谱检测系统中!激光

光源
#

发出
G,F6=

的激光!经过截止波长为
G,F6=

的二向

色镜
+

!反射波段为
<$$

%

#$$$6=

的带反反射镜!最后!经

过物镜使激发光汇聚到样品上!样品激发出拉曼散射!拉曼

散射光先通过物镜!在经带反反射镜!二向色镜和拉曼滤波

片!最后经过双胶合消色差透镜!使拉曼散射光汇聚到光谱

仪当中!光谱仪进行光谱的色散!使不同波长的光汇聚到线

阵
dd>

(

#+

)的不同像素点上"

dd>

连接控制模块!在控制模

块中完成了对线阵
dd>

光谱的获取以及实验数据处理"

图
&

!

J?"L

系统示意图

"'

(

)&

!

?01,3*6'0.761,J?"L+

=

+6,3

!"#

!

荧光显微成像

在图
#

中!荧光显微成像模块!耦合模块!控制模块构

成了荧光显微成像的光路"在荧光显微成像的光路中!激发

光%

D$F6=

&从激发光源
+

发出!经消色差透镜
+

!截止波段

在
D$F6=

的二向色镜
#

!通过调节消色差透镜
+

!使激发光

在焦距在物镜的前焦点上!物镜平行射出激发光!使激发光

均匀照射在样品之上!样品激发荧光后!通过物镜!带反反

射镜!二向色镜
#

!消色差透镜!成像到面阵
dd>

中!最后!

在控制模块上获取面阵
dd>

上的荧光显微图像(

#!

)

"

&)A

!

元件选择

基于图
#

!要完成系统的搭建!需要考虑多种问题!每

一个光学器件的选择都要经过缜密分析!认真的挑选"

%

#

&光源

在光源选择方面!选用了及红外波段的光源!相较于其

他波段的光源如'

DG!

和
<F$6=

波段的光源!近红外波段光

源不会激发荧光背景噪声!这对拉曼光谱的获取显得尤为重

要"因为拉曼光谱强度非常低!很容易泯灭在背景噪声之

中!所以说荧光干扰对拉曼光谱的影响很大"选蓝紫光波段

的光源!虽然易激发拉曼散射!但荧光背景噪声大"最后!

在成本方面!红外光光源造价与蓝紫光相近"所以综合以上

几种优势!本文选用了
G,F6=

的半导体红光激光器!其出

射光的最大的功率可达
F$$=U

"

%

+

&二向色镜的选择

在图
#

中!可以知道二向色镜在光路有着重要的作用!

它们不仅起到了反射激发光的作用!而且在接受光的一路起

到滤光片的作用!这就要求在二向色镜选择上要求合适的波

段!并且二向色镜的截止曲线与通过曲线之间斜率绝对值非

常大!过渡曲线非常陡"在本系统中!针对激发光源!荧光

显微成像光路中的二向色镜选用的
DG!6=

的截止波长!在

拉曼光谱检测的光路中!选择二向色镜的截止波长为
G,F

6=

!

./=2&0[

公司的
NP>$+-G,F\c-+F

"

%

!

&消色差透镜的选择

在本系统中!消色差透镜选择是双胶合消色差透镜!它

++$!
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是一种把低分散的冕牌玻璃正透镜和高分散的火石玻璃负透

镜粘接而成的消色差透镜!对分散的不同值和透镜形状进行

了优化!实现了最小色差"因此!此类透镜可在整个可见光

区域使用"其球差在设计时也进行了优化!和单个透镜相

比!消色差双胶合透镜的球差要小得多"使用于无限共轭状

态时!其球差最小"对不同的光有不同的要求!如在图
#

中!

拉曼光路中的消色差透镜
!

!焦距大小为
F$==

!它的作用

是把拉曼散射光汇聚到光谱仪的狭缝上"在荧光显微成像光

路中!消色差透镜
#

!

+

分别选择了焦距为
#+$

和
F$==

!一

个作用是成像在面阵
dd>

上!另一个作用是使激发光源聚

焦在物镜的前焦点"

%

D

&滤波片的选择

在前文中提到二向色镜有一定的滤波作用!但滤波片的

性能对实验的影响非常大!它主要作用是对反射回来的激发

光进行滤波"在拉曼光路中!拉曼滤波片决定着本系统收集

拉曼散射光的效率!在荧光显微成像光路中!滤波片决定了

荧光显微成像系统的成像质量"基于以上的需求!要求两种

滤波片的截止频率的斜率非常大!其通过的波段与阻断的波

段之间的变化曲线非常的快"在本系统中!拉曼光路中选用

的是
./=2&0[

公司针对
G,F6=

的激发光设计的长通滤波片!

直径为
+F(+==

!型号为
NP$+-G,F\.-+F

"在荧光光路中!

选择了
CZ:\N8@.

公司!针对
F$$6=

左右激发荧光的长

通滤波片!直径为
+F(+==

!型号为
?TNZF$$

"

&)C

!

样品制备

基于微片的液相生物芯片的制备流程如图
+

所示!主要

分为五个流程!在流程
#

中的红色小球代表编码的拉曼
$

报

告分子!如
+-

萘硫酚!对甲苯硫酚等"黑色棒状物代表的是

金纳米棒!流程
+

中!长方体代表制备载体微片!在流程
!

!

b

代表量子点标记的抗原"在流程
#

中!主要是拉曼报告分

子与金纳米棒(

#D

)的孵化!结合完成后!在流程
+

中!拉曼报

告分子与金纳米棒的结合物与处理过的微片进行反应!在流

程
!

接生物探针!即不同种类的
V

K

`

!经封闭液封闭后得到

流程
D

中所需的液态生物芯片"

图
>

!

基于对微米尺度的反应载体进行拉曼光谱

编码的液相生物制备步骤示意图
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液相生物芯片的具体制备步骤如下'

%

#

&取拉曼报告子
D$

%

<$=

K

!加入
D=N

左右的无水乙

醇中!超声
#$=96

"

%

+

&将制备好的金纳米棒以
,$$$2

,

=96

R#的转速离心

处理
#$=96

!完成后取出上清液"

%

!

&把%

#

&和%

+

&中得到的物质混合!在摇床上均匀搅拌

+A

!然后静置孵化
#+A

"

%

D

&取出微片离心洗涤待用"

%

F

&分别配制
!$=N

左右的
PTV

溶液和
!$=N

左右的

P..

溶液"具体做法是
+

!

N

左右的
PTV

或
P..

加入
#$=N

浓度为
+"(+F=

K

,

=N

R#的生理盐水中"

%

<

&将%

D

&中的微片依次加入
P..

!

PTV

!

P..

溶液进行

电性修饰"每次反应完成之后均用去离子水洗涤!去除未反

应溶液"

%

G

&取%

!

&中孵化好的金纳米棒和拉曼报告分子!离心

洗掉过量的拉曼报告分子!然后一次用
PTV

!

P..

!

PTV

进行

电性修饰"反应之后离心洗涤"

%

,

&将%

<

&和%

G

&步骤得到的经电性修饰后的微片和结合

了金纳米棒的拉曼报告分子进行均匀混合!搅拌
#+A

"反应

完成后!洗掉多余的金纳米棒和拉曼报告分子"

%

"

&将多巴胺分散在
C293-Zd'

缓冲溶液中%

#$==&'

,

N

R#

!

*

Z,(F

&!浓度
+=

K

,

=N

R#

"把上述微片分散在多巴

胺溶液中!室温下搅拌
+DA

进行表面修饰"修饰好的微片用

去离子水洗几遍后加到
#$$

!

N

的
P@.

缓冲溶液中!室温下

搅拌
#F=96

"

%

#$

&将
#$

!

N

的
V

K

`

溶液和
F$

!

N

的
T>d

溶液加入到

上述分散液中!

!GW

下搅拌反应
+A

后!用
P@.

洗去多余未

结合的
V

K

`

!用
@.8

在
DW

下过夜封闭(

#

)

"

将上述制备好的液相生物芯片和相同量子点标记的抗

V

K

`

在
!GW

下结合反应
#A

!

P@.

洗涤去除过量未结合的抗

V

K

`

!得到待检测样品"

+

!

结果与讨论

!!

分别对单个拉曼报告分子编码的液相生物芯片和拉曼报

告分子混合编码的液相生物芯片进行检测"首先在荧光光路

中检测到荧光图像!如图
!

%

5

&和%

;

&所示!图
!

%

5

&为单个拉

曼报告分子编码的液相生物芯片的荧光图像!图
!

%

;

&为混合

编码的液相生物芯片的荧光图像"通过计算不同微片的平均

像素强度!可以知道每一片微片的荧光强度!根据荧光强

弱!确定微片上结合荧光标记蛋白的多少"即荧光强度越

强!微片上结合的抗抗
V

K

`

越多"利用这种原理!完成了对

每一个微片的定量分析!如图
D

所示"

图
A

!

荧光图像

"'

(

)A

!

"9<.2,+0,/0,'3*

(

,+

!+$!

第
#$

期
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

光谱学与光谱分析



!!

分别为图
!

%

5

&中微片进行编号!得到了图
D

%

5

&中编号

为
#

0

#"

的微片"对
#"

个微片分别进行定量分析!得到图
D

%

;

&中的像素强度直方图"通过图
D

%

;

&!可以确切得到每个

微片的荧光强度"

最后对图
!

%

5

&中微片进行拉曼光谱检测!得到图
F

"

!!

通过对图
D

%

5

&中每一个微片进行拉曼光谱检测!根据不

同物质的拉曼特征峰不同!分别得到六种物质的解码拉曼光

亲如图
F

所示"图
F

%

5

&!%

;

&!%

0

&!%

7

&!%

/

&!%

L

&分别为
D-

氨

图
C

!

单个拉曼报告分子编码的荧光强度图

"'

(

)C

!

"9<.2,+0,/0,'/6,/+'6

=

'3*

(

,.7+'/

(

9,T'/-.7J*3*/2,

5

.26,23.9,0<9,+,/0.-,-3'02.

;

<*26:

5

',0,+

图
F

!

图
C

#

*

$微片的拉曼光谱检测图

"'

(

)F

!

J*3*/+

5

,062*.7,/0.-,-3'02.

;

<*26:

5

',0,+'/"'

(

)C

%

*

&

D+$!
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基苯硫酚!

D-

氯苯硫酚!

D-

羟基苯硫酚!对甲苯硫酚!二萘硫

酚!

+-

硝基苯甲酸"其中图
D

%

5

&编号为
#

!

D

!

F

的微片经拉曼

光谱检测对应图
F

中的
D-

氨基苯硫酚"图
D

%

5

&编号为
+

!

<

的微片的拉曼光谱对应图
F

中的
D-

氯苯硫酚"图
D

%

5

&编号为

!

!

#+

!

#D

!

#<

的微片的拉曼光谱为图
F

中
D-

羟基苯硫酚"图

D

%

5

&编号为
G

!

#"

的微片对应拉曼散射光谱为图
F

中的对甲

苯硫酚!图
D

%

5

&编号为
,

!

##

!

#,

的微片经拉曼系统检测对

应图
F

中的二萘硫酚"微片编号为
"

!

#$

!

#!

!

#G

的拉曼光谱

为图
F

中
+-

硝基苯甲酸"

!!

为了增加编码数量!尝试对两种拉曼报告分子进行混合

编码!和处理单个拉曼报告分子编码的液相生物芯片方式一

样!先对图
!

%

;

&中的微片进行
#

0

#+

编号!并进行荧光强度

的检测!如图
<

所示!最后对图
<

%

5

&中的微片进行拉曼光谱

检测!得到图
G

"图
G

%

5

&和%

;

&分别为
+-

硝基苯甲酸与
D-

羟基

苯硫酚混合物的液相生物芯片的拉曼光谱和
D-

氯苯硫酚与

D-

羟基苯硫酚混合的液相生物芯片的拉曼光谱!可以清楚的

观察到混合液相生物芯片的拉曼峰可以完全展示出单个编码

的液相生物芯片的拉曼峰!这就证明了拉曼报告分子的混合

编码的可行性"在图
<

%

5

&中编号为
#

!

"

!

##

!

#+

的微片经拉

曼光谱检测!光谱对应的图
G

%

5

&"在图
<

%

5

&中编号为
+

!

!

!

D

!

F

!

<

!

G

!

,

!

#$

的微片拉曼光谱检测光谱对应图
G

%

;

&"

图
G

!

混合拉曼报告分子编码荧光强度图

"'

(

)G

!

"9<.2,+0,/0,'/6,/+'6

=

'3*

(

,.73<96'

5

9,T'/-.7J*3*/2,

5

.26,23.9,0<9,+,/0.-,-3'02.

;

<*26:

5

',0,+

图
I

!

拉曼报告分子混合编码的液相生物芯片拉曼光谱检测图

"'

(

)I

!

J*3*/+

5

,062*.7?<+

5

,/+'./K22*

=

4*+,-./3'@,-J*3*/,/0.-,-2,

5

.26,23.9,0<9,+

!!

根据公式'

;

#

+

-

*

#

其中
;

为拉曼编码总数!

-

为单个拉曼编码的个数!已知
-S<

!

编码总数
;S<!

"也就是说理论上可以有
<!

种编码方式(

#F

)

"拉

曼报告分子混合编码大大的提高了拉曼编码的液相生物芯片的

种类与数量!对高通量的检测有着十分重要的意义"

!

!

结
!

论

!!

基于液相生物芯片的光学编解码技术!首先!完成了拉

曼光谱检测与荧光耦合系统的搭建!并实现了以微片为载体

的拉曼编码的液相生物芯片的制备与免疫反应!通过实验检

验!实现对液相生物芯片的拉曼光谱检测定性分析与荧光强

度检测的定量分析!最后!完成了拉曼报告分子的混合编

码!大大提高了编码的种类与数量"本工作主要有以下几大

创新点'

%

#

&搭建拉曼光谱检测与荧光显微成像耦合系统!可同

时实现对拉曼编码的荧光液相生物芯片的定性与定量分析"

%

+

&通过改进传统的层层自组装的方式来修饰液相生物

芯片的载体!使液相生物芯片制备的重复性更好"

F+$!

第
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%

!

&基于微片载体的拉曼编码的荧光液相生物芯片!为

液相生物芯片种类的选择做出贡献"

本工作改进了液相生物芯片技术!并填补了未有基于拉

曼编码的液相生物芯片的检测系统这一空白!对液相生物芯

片检测技术的发展作出了一定的贡献"
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