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(57)摘要

本发明涉及一种基于基底表面的醛基修饰

方法，先将基底进行等离子体处理后，转移至氨

基硅烷及乙醇的气化的真空腔室，修饰得第一修

饰基底，抽掉真空腔室的气体并且接入戊二醛的

乙醇稀释气体，修饰得第二修饰基底；随后通过

固相表面醛基基团与蛋白抗体分子终端氨基结

合形成化学结合，再将经过孵育的蛋白抗体封闭

后，与蛋白抗原的PBS溶液进行免疫反应，从荧光

强度得知，采用上述方法既可以稳定的固定蛋白

质且可实现低荧光信噪比且量产化的功能。
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1.一种基于基底表面的醛基修饰方法，其特征在于，它包括以下步骤：

(a)将干净的基底进行等离子体处理后，转移至氨基硅烷及乙醇的气化的真空腔室，保

压维持，修饰得第一修饰基底，所述的氨基硅烷与乙醇的体积比为1:50-1:400；

(b)抽掉所述的真空腔室的气体并且接入戊二醛的乙醇稀释气体，保压维持，修饰得第

二修饰基底，所述的戊二醛与所述的乙醇的体积比为1:50-1:200：。

2.根据权利要求1所述的基于基底表面的醛基修饰方法，其特征在于：步骤(a)中，将干

净的基底进行等离子体处理5min-10min，并在氧气的氛围下保持压强在30-50Pa以下。

3.根据权利要求1所述的基于基底表面的醛基修饰方法，其特征在于：步骤(a)中，所述

的保压维持为保持压强在30Pa-50Pa下维持5-15min。

4.根据权利要求1所述的基于基底表面的醛基修饰方法，其特征在于：步骤(b)中，所述

的保压维持为保持压强在30Pa-100Pa下维持10-20min。

5.一种验证如权利要求1-4所述的经醛基修饰基底的蛋白固定效果的方法，其特征在

于，它包括以下步骤：

S1、在所述的经醛基修饰基底的点样区孵育单抗蛋白，移取点样至孵育区，再进行恒温

孵育完成基底的醛基与单抗蛋白的固定结合；

S2、将孵育好的经单抗蛋白包被的基底浸入BSA的PBS溶液中，置于恒温振荡器温育以

达到对基底表面的封闭，再取出反复冲洗，备用；

S3、将经S2封闭的基底贴亲水薄膜，再在基底的加样区加入单抗蛋白抗原的PBS溶液进

行免疫反应；

S4、将经免疫反应的基底通过荧光测试仪，测定其荧光强度。

6.根据权利要求5所述的经醛基修饰基底的蛋白固定效果的方法，其特征在于：S1中，

所述的单抗蛋白为甲胎蛋白抗体，所述的甲胎蛋白抗体的浓度为100-200ng/ml。

7.根据权利要求5所述的经醛基修饰基底的蛋白固定效果的方法，其特征在于：S1中，

恒温孵育的温度为37℃，时间为4-12h。

8.根据权利要求5所述的经醛基修饰基底的蛋白固定效果的方法，其特征在于：S2中，

BSA的PBS溶液的浓度为1mg/ml，置于恒温振荡器37℃温育1小时以达到对基底表面的封闭。

9.根据权利要求5所述的经醛基修饰基底的蛋白固定效果的方法，其特征在于：S3中，

单抗蛋白抗原的PBS溶液的浓度为2ug/ml。

10.根据权利要求5所述的经醛基修饰基底的蛋白固定效果的方法，其特征在于：S4中，

将经免疫反应的基底在10-15min内通过荧光测试仪进行荧光强度的测试。
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一种基于基底表面的醛基修饰方法及验证其蛋白固定效果的

方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种基于基底表面的醛基修饰方法及验证其蛋白固定效果的方法。

背景技术

[0002] 随着临床检测的日益发展，人们对于即时快速检测且准确预测疾病的需求日益重

要。以塑料芯片作为基材检测疾病以及农药残留等快检产品不断受到广泛关注，但是在IVD

(体外诊断)微流控领域能否做到准确的定量还存在着挑战。

[0003] 快检以及临床检测芯片以及测试卡最重要的程序就是在固相表面固定嫁接蛋白

质。目前固相表面有硅片、载玻片、聚苯乙烯、聚甲基丙烯酸甲酯、硝酸纤维膜等材料。常见

的蛋白组装固定方式有疏水吸附，基质表面单体改性以及固相表面修饰聚合物等方法。如

何在不同的固相表面固定足够多的保持生物活性的蛋白质分子是具有挑战性的工作，也是

众多蛋白质组学研究者孜孜追求的目标。

[0004] 常规芯片修饰大部分采用溶液法，在浓硫酸和双氧水中浸泡达到表面活化，在转

移至氨基溶液和含醛基分子的溶液达到表面带有醛基官能团，但是这样耗时且产量低并且

对塑料芯片会产生直接的破坏结构。

[0005] 此外对于传统的通过蛋白质疏水吸附固相表面的方式，蛋白质在疏水材料表面吸

附引起构象改变大小比蛋白质在亲水材料吸附后的构象改变大并且蛋白质很容易失活，这

对于临床检测的定量以及灵敏度产生很大的挑战。由于蛋白质是具有空间构象的生物大分

子，所以蛋白质分子的吸附大部分采用表面修饰以及嫁接配基分子的方法，通过共价连接

实现蛋白质的定量固定。首先需要在固相基底表面(硅片、塑料等)衍生出化学的基团，然后

通过化学反应将蛋白质分子偶联固定到化学活化的固相表面。这种固定蛋白质过程中，如

何提高偶联的效率已经保证背景信号干扰是主要挑战之一。目前的表面处理方法以及共价

偶联的方法有氨基、醛基、生物亲和聚合物(多巴胺、聚赖氨酸等)，其中普遍使用氨基修饰

的基片，这类的芯片多数应用在基因检测由于其通过物理吸附作用把蛋白固定在固相表

面，这种方法便于制备且成本低，但经常出现蛋白固定率低，表面修饰不好产生均一性差，

会有背景较高的杂质点出现影响芯片的定量测试等问题。而对于聚合物修饰的芯片可以很

好的解决蛋白质芯片在固相表面固定的结合量且蛋白质结合更稳定生物亲和性好，但是由

于聚合物分子本身链长、空间分布复杂且分子量大，很容易在探针分子结合到蛋白质芯片

表面时产生很高的非特异性吸附导致较高的信噪比。

发明内容

[0006] 本发明目的是为了克服现有技术的不足而提供一种基于基底表面的醛基修饰方

法及验证其蛋白固定效果的方法。

[0007] 本发明的第一个目的在于提供一种基于基底表面的醛基修饰方法，它包括以下步

骤：
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[0008] (a)将干净的基底进行等离子体处理后，转移至氨基硅烷及乙醇的气化的真空腔

室，保压维持，修饰得第一修饰基底，所述的氨基硅烷与乙醇的体积比为1:50-1:400；

[0009] (b)抽掉所述的真空腔室的气体并且接入戊二醛的乙醇稀释气体，保压维持，修饰

得第二修饰基底，所述的戊二醛与所述的乙醇的体积比为1:50-1:200。

[0010] 具体地，步骤(a)中，将干净的基底进行等离子体处理5min-10min，并在氧气的氛

围下保持压强在30-50Pa以下。

[0011] 具体地，步骤(a)中，所述的保压维持为保持压强在30Pa下维持5min。

[0012] 具体地，步骤(b)中，所述的保压维持为保持压强在100Pa下维持10min。

[0013] 具体地，所述的基底为选自塑料芯片、玻璃或硅模板中的一种。

[0014] 优选地，所述的塑料芯片为选自聚甲基丙烯酸甲酯、聚苯乙烯中的一种。

[0015] 优选地，所述的玻璃选取较低荧光干扰且干净的含硼化物的玻璃。

[0016] 优选地，所述的基底在使用前会用超声机清洗，再用去离子水冲洗后烘干备用。

[0017] 优选地，所述的氨基硅烷与乙醇的体积比为1:200-1:400。

[0018] 优选地，所述的戊二醛与所述的乙醇的体积比为1:50-1:100。

[0019] 本发明中，步骤(a)干净的基底进行等离子体处理以后，处理完的基底表面会产生

大量的自由基以及羟基，再转移到氨基硅烷气化的真空腔室得到第一修饰基底，基底表面

嫁接了氨基基团。氨基硅烷由于挥发温度在135℃，在真空条件下氨基硅烷气化温度会降

低、同时氨基硅烷和乙醇稀释剂的配比也起着重要作用。

[0020] 步骤(b)抽掉所述的真空腔室的气体并且接入戊二醛的乙醇稀释气体，保压维持，

修饰得第二修饰基底，此时基底表面嫁接了醛基基团。

[0021] 本发明的第二个目的在于提供一种验证如上所述的经醛基修饰基底的蛋白固定

效果的方法，它包括以下步骤：

[0022] S1、在所述的经醛基修饰基底的点样区孵育单抗蛋白，移取点样至孵育区，再进行

恒温孵育完成基底的醛基与单抗蛋白的固定结合；

[0023] S2、将孵育好的经单抗蛋白包被的基底浸入BSA的PBS溶液中，置于恒温振荡器温

育以达到对基底表面的封闭，再取出反复冲洗，备用；

[0024] S3、将经S2封闭的基底贴亲水薄膜，再在基底的加样区加入单抗蛋白抗原的PBS溶

液进行免疫反应；

[0025] S4、将经免疫反应的基底通过荧光测试仪，测定其荧光强度。

[0026] 本发明S1中，醛基与单抗蛋白的固定结合是通过单抗蛋白终端携带的氨基与基底

上嫁接的醛基终端经过脱水形成schiff碱的化学稳定的结合：DNA-(CH2)-NH6+R-CHO→ 

DNA-(CH2)-N＝OHC-R；这种牢固的化学结合方式相比于普通的基底单纯的物理吸附作用，

大大提高了抗体的固定率。

[0027] 本发明S3中，在基底的加样区加入单抗蛋白抗原的PBS溶液进行免疫反应，即抗原

通过微孔道进入一抗反应区实现抗原抗体的特异性结合。

[0028] 具体地，S1中，所述的单抗蛋白为甲胎蛋白抗体，所述的甲胎蛋白抗体的浓度为 

100-200ng/ml。

[0029] 优选地，所述的甲胎蛋白抗体的浓度为100ng/ml。

[0030] 具体地，S1中，恒温孵育的温度为37℃，时间为4-12h。
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[0031] 优选地，所述的恒温孵育的温度为37℃，时间为4h。

[0032] 具体地，S2中，BSA的PBS溶液的浓度为5-10mg/ml，置于恒温振荡器37℃温育1-2 

小时以达到对基底表面的封闭。

[0033] 优选地，所述的BSA的PBS溶液的浓度为8-10mg/ml。

[0034] 具体地，S3中，单抗蛋白抗原的PBS溶液的浓度为1-3ug/ml。

[0035] 优选地，所述的单抗蛋白抗原的PBS溶液的浓度为2-3ug/ml。

[0036] 具体地，S4中，将经免疫反应的基底在15min内通过荧光测试仪进行荧光强度的测

试。

[0037] 由于上述技术方案运用，本发明与现有技术相比具有下列优点：先将基底表面修

饰醛基，再利用固相基底修饰的醛基分子来固定蛋白，通过固相表面醛基基团与蛋白分子

终端氨基结合形成化学结合，既可以稳定的固定蛋白质且可实现低信噪比且量产化的功

能。

附图说明

[0038] 图1为本发明基底表面醛基化的流程图；

[0039] 图2为基底的结构示意图；

[0040] 图3为蛋白在已经醛基化的基底上结合的示意图。

具体实施方式

[0041] 下面结合具体实施例对本发明做进一步详细的说明，但本发明并不限于以下实施

例。实施例中采用的实施条件可以根据具体使用的不同要求做进一步调整，未注明的实施

条件为本行业中的常规条件。

[0042] 本发明的基底选择塑料芯片，下面直接称为“芯片”。

[0043] 实施例1

[0044] 本实施例提供一种基于芯片表面的醛基修饰方法及验证其蛋白固定效果的方法，

它包括以下步骤：

[0045] (a)取芯片置于烧杯中，超声15分钟，再用去离子水冲洗后放入烘箱备用；然后将

干净的芯片进行等离子体处理5min，并且在氧气的氛围下压强保持在50Pa以下；将处理过

的芯片转移至氨基硅烷及乙醇的气化的真空腔室(氨基硅烷与乙醇的体积比为1:200)，芯

片在气化氨基硅烷的真空腔室内压强保持50Pa下维持5min，从而芯片的表面直接嫁接了氨

基基团得到第一修饰芯片；

[0046] (b)抽掉气化氨基硅烷的真空腔室的气体，同时往腔室中接入戊二醛的乙醇稀释

气体  (戊二醛与乙醇的体积比为1：100)，芯片在腔室内压强50Pa下维持15min；从而芯片的

表面直接嫁接了醛基基团得到第二修饰芯片。

[0047] 测试：芯片修饰完成后，我们采用如下方法验证其蛋白固定的效果：

[0048] S1：在经修饰的芯片的点样区孵育甲胎蛋白100ng/ml，随后用移液枪移取1uL点样

至孵育区，放入恒温38℃的烘箱中孵育4h；

[0049] S2：将孵育好的甲胎蛋白包被的芯片浸入含有10mg/ml  BSA的PBS溶液中，置于恒

温振荡器37℃温育1h以达到对芯片表面的封闭；封闭好的芯片取出PBS缓冲液反复冲洗3遍
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放入37℃烘箱备用；

[0050] S3：将封闭完成的芯片贴亲水薄膜，然后在芯片的点样区加入2ug/ml的甲胎蛋白

抗原  (抗原表面带有荧光微球)的PBS溶液，实现抗原抗体的特异性结合；

[0051] S4：将免疫反应后的芯片在15min内通过荧光测试仪，测定其荧光强度。

[0052] 测试同批相同处理工艺芯片10组得出的荧光信号的变异系数CV值为8.45％。

[0053] 实施例2

[0054] 本实施例提供一种基于芯片表面的醛基修饰方法，它与实施例1中的基本一致，不

同的是：步骤(a)中，氨基硅烷与乙醇的体积比为1：50。测试同批相同处理工艺芯片10组得

出的荧光信号的变异系数CV值为14.3％。

[0055] 实施例3

[0056] 本实施例提供一种基于芯片表面的醛基修饰方法，它与实施例1中的基本一致，不

同的是：步骤(a)中，氨基硅烷与乙醇的体积比为1：400。测试同批相同处理工艺芯片10组得

出的荧光信号的变异系数CV值为13.6％。

[0057] 实施例4

[0058] 本实施例提供一种基于芯片表面的醛基修饰方法，它与实施例1中的基本一致，不

同的是：步骤(b)中，戊二醛与乙醇的体积比为1：200。测试同批相同处理工艺芯片10组得出

的荧光信号的变异系数CV值为14.1％。

[0059] 实施例5

[0060] 本实施例提供一种基于芯片表面的醛基修饰方法，它与实施例1中的基本一致，不

同的是：步骤(b)中，戊二醛与乙醇的体积比为1：50。测试同批相同处理工艺芯片10组得出

的荧光信号的变异系数CV值为13.2％。

[0061] 对比例1

[0062] 本实施例采用溶液法，将芯片在浓硫酸与双氧水中浸泡达到表面活化，再转移到

氨基溶液和含醛基分子的溶液中，使得芯片表面嫁接醛基基团。

[0063] 验证蛋白固定效果的步骤与实施例1一致。

[0064] 对比例1中的浓硫酸对芯片产生直接的破坏作用，无法进行后续的嫁接与效果验

证。

[0065] 对比例2

[0066] 芯片未做醛基修饰，验证蛋白固定效果的步骤与实施例1一致。

[0067] 测试同批相同处理工艺芯片10组得出的荧光信号的变异系数CV值为20％。

[0068] 将实施例1的十组平行实验与对比例2的十组平行实验测算的荧光强度的稳定性

数据，列于表1。

[0069]

芯片编号 荧光强度--醛基修饰 荧光强度--未做修饰 

1 347571 52359 

2 361810 64976 

3 372677 197709 

4 374680 203521 

5 378886 207049 
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6 395992 235372 

7 405594 262913 

8 423945 286883 

9 432541 303807 

10 450977 333005 

Mean 394467.3 253782.4 

STD 33354.84 50921.63 

CV 8.45％ 20％ 

[0070] 表1

[0071] 如表1所示，醛基修饰芯片与未做修饰芯片的CV值分别为8.45％和20％，可见醛基

修饰后芯片在蛋白固定的效果明显优于未作修饰的芯片。变异系数CV值作为评判芯片荧光

信号强度的标准，市面上普遍认为其同批相同处理工艺的芯片CV低于15％才得到市场认

可。

[0072] 对比例中的芯片未做修饰或者做了常规的修饰，耗费时间长且产量低，对芯片会

产生直接的破坏结构。因此芯片的合格率低，在基材检测疾病以及农药残留等快检产品中

使用不佳。而采用本发明的方法进行醛基修饰，验证蛋白固定效果佳。通过表1我们可以发

现做完醛基处理的芯片批内差异明显小于未作处理的芯片。

[0073] 上述实施例只为说明本发明的技术构思及特点，其目的在于让熟悉此项技术的人

士能够了解本发明的内容并据以实施，并不能以此限制本发明的保护范围。凡根据本发明

精神实质所作的等效变化或修饰，都应涵盖在本发明的保护范围之内。
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