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应用于酶联免疫吸附测定的玻璃表面改性研究
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摘　要　酶联免疫吸附测定(ELISA)已被广泛用于临床检测、生物、食品检测和环境监测等许多领域,以玻璃为

材料微流控 ELISA芯片和二氧化硅包覆的磁珠均需要进行表面处理,以提高对待测分子的吸附能力.利用３Ｇ氨丙基

三甲氧基硅烷和戊二醛作为交联剂对玻璃表面进行了改性处理.ELISA 产物的颜色和紫外Ｇ可见分光光度计的结果

均表明,改性后的玻璃对生物分子的吸附能力得到很大提升,并且解决了改性Ｇ恢复Ｇ再改性的问题.最后通过 X射线

光电子能谱分析了玻璃改性前后的表面化学元素的变化.
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Abstract　 EnzymeＧlinkedimmunosorbentassay (ELISA)has been used widelyin clinicaldiagnosis,

biotechnology,foodinspectionandenvironmentalmonitoring．Surfacemodificationofglassiscrucialtoimprovethe
adsorptionabilityofthetargetanalytesinELISA microＧfluidicchipbasedonglassandmagneticbeadscoveredsilicon
dioxide．Theglasssurfacewasmodifiedbyusing３Ｇaminopropyltrimethoxysilaneandglutaraldehydeascrosslinking
agents．ThecolorofELISAproductsandtheresultsofUVspectrophotometershowedthattheadsorptionabilityofthe
modifiedglasstotheanalyteswasimprovedgreatly,andtheproblem ofmodificationＧrecoveryＧremodification was
solved．Finally,thesurfacefunctionalgroupsbeforeandafterglassmodificationwereanalyzedbyXＧrayphotoelectron
spectroscopy．
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　　酶联免疫吸附测定(ELISA)是继免疫荧光和放

射免疫技术之后发展起来的一种免疫酶技术,抗原Ｇ
抗体结合的特异性和酶的高催化作用为其提供了高

度的特异性和敏感性[１Ｇ２].此项技术因具有快速、敏
感、简便、易于标准化等优点,已被广泛用于临床检

测[３]、生 物[４]、食 品 检 测[５]和 生 物 监 测[６]等 许 多

领域.
微流控技术能够以更快的速度、更高的灵敏度、

更低的成本和更有效的方式应用于肿瘤等疾病的检

测,为疾病的早期诊断提供更加有力的依据,已经展

现出巨大的价值和应用潜力[７].微流控芯片充分体

现了当今分析设备微型化、集成化和便携化的发展

趋势.微流控芯片的制备材料主要包括硅[８]、玻

璃[９]和聚合物材料[１０Ｇ１２]等.玻璃具有表面平滑、强
度高、光学特性优良等特点,因而广泛应用于需要光

学检测的ELISA芯片中.
利用玻璃ELISA芯片检测待测分子的过程中,

玻璃内表面捕获待测分子的能力对检测的灵敏性和

准确度有着非常重要的作用.通常情况下,玻璃对

生物分子的吸附不强,导致捕获效率太低,因此需要

对玻璃表面进行生物改性.具有强磁响应、良好的

生物相容性、可稳定分散于水的免疫磁珠也逐渐应

用到ELISA实验中[１３Ｇ１４].而二氧化硅是免疫磁珠

包面包覆的一种常见材料.玻璃表面改性的方法通
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常有氧等离子体表面处理、紫外光表面处理和共价

交联等方法.氧等离子体表面处理是利用等离子表

面处理机使惰性气体或含氧气体产生等离子体,对
载体表面进行一定的物理化学改性.氧等离子体表

面处理后的表面会随着放置时间的延长逐渐恢复到

处理前的性质[１５],紫外光表面处理也同样存在着同

样的问题[１６].共价交联方法是利用交联剂分子中

的一部分基团与载体表面的各种官能团反应,另一

部分基团可与有机高聚物发生反应,从而将两种性

质差异很大的物质结合起来[１７Ｇ１９].因此,ELISA 检

测生物分子的实验中载体表面通常需要改性,而且

还面临着多次恢复和多次再改性的问题.
本研究主要利用共价交联方法对玻璃表面进行

改性处理,并解决了改性Ｇ恢复Ｇ再改性的问题,以达

到芯片多次使用的目的,进而利用ELISA实验检测

了改性的效果,最后利用 X射线光电子能谱对玻璃

的表面进行测试,分析了其表面价态的变化.

１　实验部分

１􀆰１　试剂与仪器

无水乙醇、丙酮、甲醇和戊二醛均来自上海国药

公司;３Ｇ氨丙基三甲氧基硅烷,上海阿拉丁公司;浓
盐酸,日本 TCI公司;氢氟酸(HF),日本 TCI公司;
人白细胞介素６(ILＧ６)酶联免疫分析试剂盒,江苏

酶标生物科技公司.
数控超声波清洗器(KQＧ１００DA 型),昆山舒

美;紫外分光光度计(UVＧ２６００),日本岛津株式会

社;X射线光电子能谱仪(XPS,AXISUltraDLD),
日本岛津 Kratos公司.

１􀆰２　玻璃表面改性

玻璃表面改性采用３Ｇ氨丙基三甲氧基硅烷和

戊二醛作为交联剂,其基本步骤如下:依次用适量丙

酮、酒精、去离子水分别洗涤玻璃１０min;再将玻璃

放入３Ｇ氨丙基三甲氧基硅烷甲醇溶液(５％)中浸泡

３０min,之后用酒精冲洗３次;然后放入戊二醛水溶

液(１％)中浸泡２０min,之后用去离子水冲洗３次,
即得到表面改性玻璃.

１􀆰３　ELISA对改性效果的检测

利用离心管完成ELISA实验:取５支相同的离

心管用去离子水清洗后,取其中一支作空白对照(记
为 G１),第二支放入未改性的玻璃(记为 G２),第三

支放入改性玻璃(记为 G３),按照 ELISA 试剂盒说

明书的步骤进行ELISA 实验;ELISA 实验完成后,
将第三支离心管中的玻璃取出后放入第四支离心管

中,加入稀释的 HF(１％)刻蚀５min,再利用去离子

水洗涤３次(记为 G４),然后按照 ELISA 的步骤进

行 ELISA 实 验;第 四 支 离 心 管 中 的 玻 璃 完 成

ELISA实验后,将玻璃取出利用离子水洗涤３次,
再利用上述玻璃表面改性的方法对玻璃再次进行表

面改性处理(记为 G５),然后放入第五支离心管再次

进行ELISA实验.
为了进行定量分析,将５支离心管中的 ELISA

后的产物溶液利用紫外分光光度计进行吸收值

测试.

１􀆰４　XPS检测

为了研究玻璃改性前后表面的变化,玻璃表面

进行了XPS测试[２０Ｇ２１].

２　结果与讨论

ELISA实验完成后的溶液呈黄色,可以根据溶

液黄色深浅来判断ELISA产物的浓度,进而判断固

相载体吸附ILＧ６分子的数量.实验中发现,G１和

G２经ELISA实验得到的溶液均略显黄色,且两者

的差别不大.这表明空管对生物分子ILＧ６有一定

的吸附作用;未改性处理的玻璃对ILＧ６的吸附作用

不明显.G３经ELISA实验得到的溶液的黄色深度

明显高于未改性玻璃(G２),这表明改性玻璃捕获了

更多的ILＧ６,具有很好的捕获ILＧ６的能力.G４经

ELISA实验得到的溶液基本上没有黄颜色的出现,
这表明经过 HF酸处理后,改性玻璃基本恢复到未

表面处理的初始状态,这就排除了对下一步实验的

干扰;通过对比未改性玻璃和 HF酸处理后的改性

玻璃实验结果发现,HF酸处理不仅消除了玻璃表

面对ILＧ６的吸附作用,而且也基本消除了离心管表

面对 ILＧ６ 的 吸 附 作 用.将 HF 酸 处 理 并 进 行

ELISA实验后的玻璃片重新改性后(G５),再次进行

ELISA实验又一次得到了明显的黄颜色溶液,这表

明经过表面处理的玻璃再次具备了捕获了ILＧ６的

能力.
综上所述,ELISA实验后的溶液黄颜色深浅的

结果表明,玻璃经改性后能够增强对ILＧ６的捕获能

力;经 HF酸处理后就失去了吸附ILＧ６分子的能

力,恢复到原来的初始状态;但经再次改性后又获得

了吸附ILＧ６的能力.因此,玻璃芯片具备多次使用

的能力.
通过紫外分光光度计测试各组溶液的吸收度,

对其吸收的ILＧ６分子数量进行了分析,５支离心管

中溶液的吸收度如图１所示.由图可见,空管中放
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入未交联处理的玻璃的吸收度为０􀆰１５５,其中空管

(G１)的吸收度为０􀆰１３３,这就表明未表面处理的玻

璃的吸收度为０􀆰０２２,对ILＧ６分子有一定的吸附能

力.空管中放入表面处理的玻璃(G３)的吸收度达

到０􀆰４２５,其中表面处理的玻璃的吸收度为０􀆰２９２,
约是未表面处理的玻璃的吸收度的１３倍,这表明玻

璃经表面处理后吸附ILＧ６分子的能力得到很大提

升.空管和玻璃经过 HF处理后(G４)得到 ELISA
产物的吸收度为０􀆰０９６,这说明空管和玻璃经 HF
处理后(G４)对ILＧ６分子的吸附能力大为降低,这
使得玻璃又基本回复到原来的初始状态.再次进行

表面改性的玻璃放入空管后(G５)的 ELISA 产物的

吸收度为０􀆰４１８,和空管中放入第一次表面处理的

玻璃的吸收度基本一致,这就说明 HF处理后的玻

璃经又一次表面处理再次获得了对ILＧ６分子的吸

附能力,同时也表明 HF处理对玻璃再次表面处理

的影响很小.

图１　不同固相载体的ELISA产物吸收度

硅烷偶联剂能够增加璃的表面基团[２２],玻璃表

面改性前后 XPS测试的结果如图２所示.由图可

见,与未改性的玻璃相比,改性后的玻璃 N 元素和

C元素明显增加,其中 N元素来至于３Ｇ氨丙基三甲

氧基硅烷,位于３９９􀆰１eV 的 N１s,说明玻璃表面上

交联 了—NH２;位 于 ２８６􀆰８eV 的 C １s 和 位 于

５３１􀆰６􀆰１eV 的 O １s 说 明 玻 璃 表 面 上 交 联 了

—CHO,其变化过程如图３所示.正是由于改性后

玻璃表面化学基团的变化,导致了其吸附分子的能

力明显提高.

图２　玻璃改性前后的 XPS测试

图３　玻璃改性过程中化学成分的变化示意图

[(a)未表面处理;(b)３Ｇ氨丙基三甲氧基硅烷甲醇溶液处理;

(c)戊二醛水溶液处理]

３　结论

为了提高ELISA 实验中玻璃载体对待测分子

的吸附能力,利用３Ｇ氨丙基三甲氧基硅烷和戊二醛

作为交联剂对玻璃表面进行了改性处理,ELISA 产

物的颜色和紫外分光光度计的吸收度均显示:改性

后的玻璃对ILＧ６分子的吸附能力明显提高.这主

要是因为表面处理使得玻璃表 面 交 联 了—NH２

和—CHO.本方法还使玻璃芯片具备了重复使用

的能力.
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