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凝胶基片的制备与应用研究

周升平 王欣荣 9 秦胜营 林志新 刘建华"

（上海交通大学生命科学技术学院，上海 $%%$4%）

摘 要 在 H@BE3,@)=B-I 处理的玻片上交联聚丙烯酰胺凝胶层（!#00 J !#00 J $%!0），戊二醛活化。与末端氨基修

饰的寡核苷酸片段共价结合制成芯片。这种芯片能够区分液相中序列不同的 7K3& 标记的目标核酸。与平面基片

相比，凝胶基片具有背景低、固定探针量高、杂交时间短的优点。将细胞因子 LM34、LM3#、LM35、LM3;、N+O、L3&%" 和

’?O< 的单克隆抗体加样于凝胶基片上制成蛋白质芯片，对乳腺癌患者和正常人的血清进行检测，发现乳腺癌患者

细胞因子 LM34、LM3#、L3&%" 和 ’?O< 的表达量高于正常人的表达量，对临床诊断具有重要的参考意义。
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基片的制备在生物芯片的研制中具有举足轻重

的作用。基片的研制主要是围绕制作成本、探针固

定的密度、荧光背景以及应用前景开展工作。早期

的芯片是将核酸或蛋白固定在尼龙膜上，尼龙膜荧

光背景较高表面多孔、具有渗透性，所需的试剂体积

较大。目前较常用的玻璃基片或硅基片［! Q 4］虽然表

面无渗透性，样品消耗少，但是单位截面积的基片表

面所固定的探针量有限。

三维凝胶芯片［# Q !4］是利用活化的聚丙烯酰胺凝

胶层作基质来固定寡核苷酸、R+N、蛋白质以及其它

的复合物［;］。也有用丙烯酰胺单体与 #S丙烯酰胺修

饰的寡核苷酸在硅化玻璃板上共聚合而将寡核苷酸

固定在凝胶层上［!4］。与平面芯片相比，三维凝胶芯

片具有稳定、荧光背景低、检测灵敏度高、杂交时间

短、单位截面积固定探针量多的优点［5，;］。可以应用

于基因诊断［5］、多态性分析［!$］、免疫测定、受体3配体

研究和蛋白组分析［8］。

本文介绍了一种简单易行、成本低廉、利用自制

模具制作聚丙烯酰胺凝胶基片的方法，评价了该凝

胶基片的特点，并将这种基片应用于寡核苷酸芯片

和蛋白质芯片。

! 材料与方法

! "! 材料

玻璃片基（;500 J $#00 J !00）购于 O()E ,-=)
公司。寡核苷酸片段由宝生物公司合成。7K&3ET:U
和 H@BE3V@)=B- 来源于 UC=20=G@= H@(/-GC 公司。细胞

因子单克隆抗体由 U-2W@B3-)0-2 公司王长城博士提

供。 生 物 素 标 记 的 细 胞 因 子 抗 体 购 自

I-V-=2GCXR-Y-)(.0-B/ 公司，荧光标记 7K3& 链亲和素

蛋白购自安法玛西亚公司。乳腺癌病人的血清来自

上海市长宁区妇幼保健院。正常人的血清来自上海

市血液中心。R+N 抽提试剂盒购自赛百盛公司。&3
氨基丙基三乙氧基硅烷购于 ,@Z0= 公司。其它化学

试剂购自中国医药集团上海化学试剂公司。芯片点

样仪为 O[, 4!; N22=K-2，扫描 仪 为 O[, 4!8 N22=K
,G=BB-2。
! "# 方法

! "# "! 氨基化玻片的制作：将玻璃片事先用碱液洗

净，再用浓盐酸泡洗 #0@B 后取出，用蒸馏水彻底淋

洗。将玻片浸泡于 $#\的氨水溶液中过夜。再用

去离子水冲洗玻片 !%0@B，用丙酮清洗玻片。干燥

后将玻 片 置 于 $\ 的 &3氨 基 丙 基 三 乙 氧 基 硅 烷，



!"#的丙酮溶液中反应 $"%&’。取出后用丙酮清洗

玻片 " 次，每次 "%&’。最后在 $$()烘烤 *"%&’。

! "# "# 三维凝胶基片的制作：将酸碱洗净后的玻片

在 (+*# ,&’-./&01’2 乙酸溶液（34 5+"）中浸泡 $6，然

后用蒸馏水淋洗，离心干燥。

根据需要在 7(!% 厚的塑料片上刻制 $"%% 8
$"%% 的小孔作为模具（图 $）。将模具置于经 ,&’-.
/&01’2 处理的玻片上。在模具框中加入新鲜的凝胶

溶液（$%90:; 丙烯酰胺，( < (7%90:; =，=>.亚甲基双丙

烯酰胺，" 8 $(? 5%90:; 过硫酸铵，@ < A 8 $(? *%90:; =，

=，=>，=>.四甲基乙二胺（BCDCE））。然后盖上一片

普通玻片，在室温下聚合 56。撤除模具后，用双蒸

水淋洗凝胶基片数次，直到没有成胶的单体洗净为

止。离心干燥，放入 *)冰箱中保存。

图 $ 凝胶基片的制备
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! "# "$ 活化：氨基化玻片或聚丙烯酰胺凝胶基片在

$7 <"#戊二醛，"(%%90:; 磷酸盐缓冲液，34 M< "，室

温下浸泡 $76。然后用蒸馏水浸泡数次，并用蒸馏

水淋洗直至无戊二醛的味道。于 *)保存。

! "# "% 探针的固定：氨基修饰的寡核苷酸片段（$：

">.=47.BBB BBB BBB BBB BBB BBB NNN OPP BPO

BON BBP OOO N.5>；7：">.=47.BBB BBB BBB BBB BBB

BBP BOO OON PON PPN OPB POO.5>；5：">.末端是

氨基的荧光标记 E=O 片段）水溶液点样于醛基活化

的基片上，然后置于 5M)，!(# 的湿度箱中过夜。

在 $(#的氨基己醇中，室温反应 $(%&’ 封闭尚未反

应的醛基。再用双蒸水洗 5 次，每次 $%&’。

! "# " & 荧光标记 E=O 片段的制备：待测样品荧光

标记的制备：用 E=O 抽提试剂盒从人白血细胞分离

人基因组 E=O。"(!; 样品荧光标记反应液含有 7’G
人类 基 因 组 E=O，前 向 引 物（">.NNNNBNBONOOP.
POOOBOPON.5>）和 反 向 引 物（">.OPOOOOPPPBNO.
NOOPBBPNN.5>）各 7(3%90，*(’%90:; NQ5.-RBS，-=BS

（每种 $%%90:;），$ 8 SNT UHII2L，7 <"H B1V E=O 聚合

酶。!*) 变性 5%&’，接着在 !*) $%&’，"") $%&’，

M7) $%&’，循环 *( 次。最后在 M7)延伸 $(%&’。纯

化荧光 SNT 产物，溶于 "(!; BC 缓冲液中。

">.末端是氨基末端荧光标记 E=O 片段的制备：

方法与上同，唯一差别是前向引物被替换成 ">.=47.
NNNNBNBONOOPPOOOBOPON.5>。
! "# "’ 杂交：@!; 荧光 SNT 产物与 "M!; 杂交缓冲

液（$%90:; =1N0，$# BW22’7(，( < ($%%90:; /9-&H%
369X361K2）混合后，在 !")变性 5%&’，迅速置于冰上

冷却。在 *7)与固定的寡核苷酸芯片杂交。然后

用杂交缓冲液在室温下洗涤 5 次，每次 $%&’。平板

离心干燥，荧光扫描。

! "# "( 蛋白质芯片的制备与应用：将 $!G:!; 抗体

蛋白（含 *(#甘油的 S,/，34 M< 7）点在醛基化凝胶

基片上，每个抗体蛋白重复 * 点，同时在抗体阵列中

加相同浓度 * 个重复点的 ,/O 做阴性对照和 ,&9K&’.
YGP 做阳性对照。置于 5M)，!(#的湿度箱中过夜。

然后在 $(#的氨基己醇中，室温反应 $(%&’。S,/B
(<"#（含 ( <"#吐温 7( 的 S,/，34 M<7）洗涤 5 次，每

次 5%&’。加 "(!; 血清室温反应 $6，振摇 7((L:%&’。

S,/B (<"#洗 5 次，每次 "%&’，振摇 M( Z @(L:%&’，离

心干燥。取 7!; 混合的生物素标记的 M 个细胞因子

二抗用 "(!; S,/ 稀释进行第二次免疫反应，室温

$6，振 摇 7((L:%&’。 再 洗 片，离 心 干 燥。 加 "(!;
(<$#NQ.5 链亲和素进行标记，室温暗处反应 $6，振

摇 7((L:%&’。洗片，离心干燥。荧光扫描。

# 结果与讨论

# "! 凝胶基片

[2LX69\ P 等［A］先在 ,&’-./&01’2 处理的玻片上蚀

刻出 *(!% 8 *(!% 8 7(!% 凝胶元件微阵列，然后用

毛细管把寡核苷酸加载到凝胶元件上形成分子微阵

列，每一凝胶块只能固定一种寡核苷酸，这种基片及

其微阵列的制造比较麻烦。我们制造的凝胶基片是

交联于玻片上的 $"%% 8 $"%% 8 7(!% 的凝胶层，然

后将探针点样于基片上构建寡核苷酸微阵列和蛋白

微阵列，制作简单。由于聚丙烯酰胺凝胶层经 ,&’-.
/&01’2 与玻片共价结合的面积大，玻片上凝胶层更

稳定，能够耐受更为剧烈的杂交.洗涤条件而不脱

落，具有加工和使用方便的优势。

聚丙烯酰胺凝胶层质地均一，不含荧光杂质。

戊二醛活化前后的凝胶基片的荧光背景低且均一。

# "# 特异性杂交的检测

两种浓度相同但序列不同的探针（$：">.=47.
BBB BBB BBB BBB BBB BBB NNN OPP BPO BON BBP
OOO N.5> 7：">.=47.BBB BBB BBB BBB BBB BBP BOO
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!!" #!" ##" !#$ #!!%&’），重复 ( 次点样于凝胶

基片上。然后与荧光标记的 )"* 产物杂交（彩版!
+ !）。与目标序列完全配对的 , 号探针杂交信号

强度是与目标序列不配对的 - 号探针杂交信号强度

的 ,,- 倍。

通过对 . / ((0不同温度梯度特异杂交进行比

较，发现杂交温度越高信号差异越明显，但是当杂交

温度升高，芯片的荧光背景也会升高。在较低温度

下杂交可以获得较好的荧光背景，但不能很好的区

分目标序列。综合考虑选择 .-0杂交，既可以较好

区分目标序列又具有较低的荧光背景。

! "# 单位截面积基片固定寡核苷酸片段量的比较

氨基修饰的荧光标记片段溶于 ,11123456"7 的

8%氨基%,%己醇溶液。然后用相同的溶液稀释。这些

溶液的氨基浓度相同，但是荧光强度是等比例稀释

的。用微阵列仪点样于基片上。每一浓度重复点样

( 次，交联过夜后水洗 ( 次，每次 -39:。用微阵列扫

描仪检测，平面基片上的信号强度很弱，从 & ; 样品

就几乎检测不到荧光。而凝胶基片上的信号强度随

样品浓度变化较大，8、< ; 样品荧光信号才检查不

到。而且三维基片上 - ; 、& ; 样品与对应平面 - ; 、

& ; 样品的荧光强度之比超过 ,11 倍。可见三维凝

胶基片固定的氨基密度是平面醛基化玻片的 ,11 倍

以上（彩版!%=、"、>）。

在聚丙烯酰胺凝胶中，丙烯酰胺与 ?，?’—亚甲

基双丙烯酰胺在过硫酸胺的作用下聚合形成网孔结

构，大量的氨基暴露于凝胶表面和网孔中，形成了三

维共价交联效果。客观上导致单位截面积凝胶上的

外露表面积相当于同样截面积的平面玻璃的数百

倍，使凝胶固定的探针量大大提高。

! "$ 杂交动力学的比较

将 ,123456"7 氨基修饰的寡核苷酸片段重复点

样 ( 次于不同基片上，然后与荧光标记的 )"* 产物

进行杂交，检测不同杂交时间的荧光信号强度。凝

胶基片信号强度在杂交 -@ 达到饱和；而平面基片在

杂交 A@ 后才达到饱和状态（彩版!%B）。

杂交反应是一种二级反应。由于凝胶基片所固

定探针量比平面基片高 ,11 倍，客观上增加了该反

应的一种反应物的浓度，因此反应的速度远远高于

平面基片。另一方面，反应物的增加也大大增加了

产物的产量（即杂交信号的强度）。

! "% 蛋白芯片应用于乳腺癌检测

我们对 ,1 例正常人和 -1 例乳腺癌患者血清进

行检测，分别将正常人和患者各因子的荧光强度平

均值和标准偏差列于表 , 中（已减去背景值）。

表 & 抗体微阵列检测结果

’()*+ & ,+-+.-/01 2+34*- 05 620-+/1 7/.20(22(83
C7%. C7%( C7%8 C7%< !?# C%&1D EB#F =94G9:%CH# =I!

?4J3K5 )LJM4:
D8-NA<O -A,N-1 D.N(8O .1NAD .1NA(O .-NA. (D-N.,O ,8.N.< .8N,(O &(N1D &DNA1O 8<N(D .DNA<O .(N1( ,8DDN1<O DDN&8 &(N,&O &<N<-

!! O "，# P,1

)KG9L:GM
,&-8N1(O -D8N<D &A1N&-O ,&,N.1 .,N8DD.O .8N-D (88N,AO ,A-N(D .(N81O .&N&& <&8N&A&(O,<DN8(A< -1AN<1O D,N,( ,<-.N.-O ,,(N.D &(ND(O &(N-,

!! O "，# P-1

检测到乳腺癌患者细胞因子 C7%.、C7%(、C%&1D 和

EB#F 的荧光信号强度高于正常人的。乳腺癌患者

和正常人的 C7%8 和 !?# 的荧光信号强度都很弱，而

C7%.、C7%< 荧光信号相对较强。其中 A 例恶性乳腺癌

患者 C%&1D 检测到的荧光信号较良性患者强。

利用这种凝胶基片制备的蛋白芯片具有潜在的

应用前景，对临床诊断有重要的参考意义，但要进行

准确诊断还有待进一步扩大凝胶层上固定单克隆抗

体的种类。

# 结 论

利用自制模具制作的聚丙烯酰胺凝胶基片，增

大了聚丙烯酰胺凝胶层与 =9:Q%I95K:L 化玻片共价结

合的面积，使凝胶层更稳定。能根据需要灵活调整

模具制备不同厚度与大小的凝胶层。制作简单易

行、成本低廉。这种凝胶基片可制备寡核苷酸微阵

列，具有荧光背景低、固定探针密度高、杂交时间短、

检测灵敏的特点。还可制备蛋白微阵列。应用于乳

腺癌检测，所需样品量少，检测灵敏，并发现乳腺癌

患者的细胞因子 C7%.、C7%(、CC%&1D 和 EB#F 的表达量

高于正常人，而 C7%8、C7%<、!?# 的表达量与正常人

相当。对临床诊断具有重要的参考意义。
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