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[摘　 要] 　 目的　 建立一种简便快速的一步式心血管疾病标志物蛋白质即时检测(POCT)芯片系统。 方法　 利用

光化学反应,在环烯烃共聚物薄片(COC)上合成具有抗非特异性吸附的聚乙二醇甲醚甲基丙烯酸酯(PEGMEMA)
层,在接枝后的表面进行非接触式的喷墨打印,形成抗体微阵列。 使用紫外光进行引发,探索了不同光照时间和不

同聚合物单体浓度下改性 COC 薄片表面的接触角角度以及聚合物接枝密度的变化。 利用原子力显微镜和红外光

谱仪表征了光化学反应改性后 COC 薄片表面的微观形貌和化学结构,并对比了光化学反应改性前后薄片表面的

非特异性蛋白吸附情况。 进一步探索了合适的抗体喷墨打印浓度及辅剂条件,并在接枝后的表面打印了心血管损

伤生物标志物生长刺激表达基因 2 蛋白(ST2)的固定型捕获抗体和荧光标记的可溶解型抗体。 结果　 当聚合物单

体的质量分数为 30% ,光照时长为 4 min 时,接触角降到最低为 38. 5°,接枝密度达到最大为 68. 47 μg / cm2。 原子

力显微镜和红外光谱仪表征均证明了 PEGMEMA 层的成功引入。 表面接枝 PEGMEMA 层降低了 COC 薄片的非特

异性蛋白吸附量。 当固定型捕获抗体为 80 mg / L 时,固定效率最高。 与不同相对分子质量的聚乙二醇(PEG)相

比,海藻糖作为辅剂时可溶解型检测抗体与固定型捕获抗体的识别效率更高。 当 ST2 为 10 mg / L 时,可以观察到

溶解后固定斑处有检测抗体结合。 结论 　 通过光化学反应,在 COC 薄片表面接枝了抗非特异性吸附的

PEGMEMA,在接枝后的薄片表面喷墨打印检测所需的抗体试剂,用简易快捷的方法制备形成了一种能够实现一步

式检测的蛋白质芯片,可灵活应用于多种场景下心血管疾病标志物蛋白的快速检测,助力心血管精准医学发展。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To establish a rapid and convenient cardiovascular biomarker protein one-step point-of-care tes-
ting (POCT) chip system. 　 　 Methods　 A polyethylene glycol methyl ether methacrylate layer (PEGMEMA) with anti-
nonspecific adsorption property was synthesized on the cyclic olefin copolymer(COC) sheet by photochemical reaction, and
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non-contact inkjet printing was performed on the modified surface to form antibody microarrays. 　 The contact angles and
grafting densities of the surface were explored with several monomer concentrations after irradiated under UV light for certain
time periods. 　 The modified surface structure was characterized by atomic force microscopy and infrared spectroscopy, and
the protein adsorption on the surface before and after photochemical reaction was compared. 　 The appropriate antibody
inkjet printing concentration and adjuvant conditions were further explored. 　 Finally immobilized antibodies and fluores-
cently labeled soluble antibodies of the growth-stimulated expression gene 2 protein (ST2), a biomarker of cardiovascular
damage, were printed on the modified surface. 　 　 Results　 When the PEGMEMA monomer concentration was 30% by
mass and the illumination time was 4 min, the contact angle reached the minimum as 38. 5°, and the grafting density was
up to 68. 47 μg / cm2 . 　 Atomic force microscopy and infrared spectroscopy showed that carbonyl and ether groups were suc-
cessfully introduced into the surface. 　 The amount of non-specific protein adsorption was reduced after surface grafting of
PEGMEMA. 　 The highest immobilization efficiency was obtained when the immobilized antibody concentration was 80 mg / L.
Compared with polyethylene glycol (PEG) with several molecular weights, the effective binding efficiency of soluble anti-
body onto immobilized antibody microarray was higher when trehalose was used as an excipient. 　 When the ST2 concentra-
tion was 10 mg / L, the binding of the soluble antibody on the immobilized antibody microarray after dissolution could be ob-
served. 　 　 Conclusion　 The anti-nonspecific adsorption of PEGMEMA was modified on the surface of the COC plastic
sheet by photochemical reaction, and physically immobilized antibodies and the fluorescently labeled soluble antibodies
were printed on the modified sheet surface, fabricated a protein chip system which is convenient to rapidly detect cardiovas-
cular biomarkers, to advance cardiovascular precision medicine.

　 　 心血管疾病(cardiovascular disease,CVD)已经

成为世界人口死亡的主要原因,也是患病率最高的

一类疾病[1],包括很多急危重症,需要得到及时的

鉴别和分型诊断[2]。 即时检测 ( point-of-caretest,
POCT)是可以在患者床旁进行的诊断检测[3],不受

环境场所约束,并且能够在资源有限的环境下加速

精准医学临床决策和医疗治疗,可以通过使用多种

分析技术实现[4-12],其中酶联免疫吸附法( enzyme
linked immunosorbent assay,ELISA)应用广泛,是免

疫分析方法的金标准,但是人工操作步骤繁琐,耗
费时间成本;而自动化的 ELISA 需要固定的大型实

验仪器设备,耗费物质成本。 目前研发的基于免疫

分析的新型 POCT 技术[8], 包括侧流免疫层析

法[6,13-14]、基于纸张的微流控器件[15-18] 和基于芯片

的微流控器件等[19-21]。 然而侧流免疫层析法多为

定性和半定量,信号强度低,量化判别性能较差[13]。
基于纸张的微流控器件信噪比较低,且机械强度欠

佳[17]。 基于芯片的微流控器件通常需要复杂的流

体控制装置,如微泵和微阀[4]。 最近有研究团队报

道了一个微阵列型 POCT 免疫分析平台[22],在玻璃

芯片表面的纳米级聚合物刷[23] 上喷墨打印抗体微

阵列。 当样品液体接触到芯片,荧光基团标记的检

测抗体从芯片表面溶解释放,特异性地结合待检测

物,待检测物又结合到固定端的捕获抗体上,完成

免疫分析。 该平台可检测全血分析物,灵敏度与

ELISA 相当。 然而其较为复杂的制备过程可能会限

制该免疫分析平台的应用[24-26]。

根据需求对芯片进行表面改性是制备生物芯

片过程中的一个关键步骤。 由光引发的表面改性

技术具有处理速度快、反应条件温和、时空可控等

优点,且形成聚合物的接枝机制简单,基于夺氢机

制,因此已被证明非常适合用于表面富含碳-氢(C-
H)键的聚合物材料的功能化[27]。 聚乙二醇(poly-
ethylene glycol,PEG)刷状聚合物或 PEG 水凝胶是

提高表面抗非特异性吸附性能的有效途径[28]。 本

研究以光引发的表面改性技术在高度透明的塑料

环烯烃共聚物(cyclic olefin copolymer,COC)薄片上

接枝形成了具有抗非特异性吸附性能的聚合物层,
即聚乙二醇甲醚甲基丙烯酸酯 ( poly ( ethylene
glycol) methyl ether methacrylate,PEGMEMA),并在

接枝后的表面进行非接触式的喷墨打印,形成的抗

体微阵列干燥后通过非共价作用吸附在 PEGMEMA
层上,以此简化了微阵列的制造工艺。 PEGMEMA
能抵抗蛋白的非特异性吸附,可以降低背景荧光噪

音,提升信噪比。 在这些基础上验证性地进行了心

血管损伤生物标志物生长刺激表达基因 2 蛋白

(growth stimulation expressed gene 2,ST2)的快速检

测。 图 1 为蛋白质芯片的检测过程示意图。

1　 材料和方法

1. 1　 试剂与仪器

二苯甲酮(benzophenone,BP)及吐温-20(Tween-
20)(Alfa Aesar Chemicals 公司,中国天津);PEGMEMA
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图 1. 蛋白质芯片检测过程示意图

Figure 1. Schematic illustration of the detection work flow of the protein chip

单体相对分子质量约为 2 080) 及环烯烃共聚物

(cyclic olefin copolymer,COC)薄片(Topas Advanced
Polymers,德国);双向拉伸聚丙烯(biaxially oriented
polypropylene,BOPP ) 薄膜 (厚度约为 30 μm) 和

Cy3-兔抗山羊 IgG(BOSTER 公司,中国武汉);Alexar
FluorTM 647 偶联山羊抗兔 IgG(H+L)(AF647-山羊抗

兔 IgG,Thermo Fisher Scientific 公司,中国上海);牛
血清 白 蛋 白 BSA ( Solarbio 公 司, 中 国 北 京 ),
0. 1 mol / L 磷 酸 缓 冲 盐 溶 液 ( phosphate buffered
saline,PBS)(Solarbio 公司,中国北京),并加入质量

分数 0. 1% 的 Tween-20 制备成洗涤液待用;原子力

显微镜(Dimension FastScan from Bruker,德国);Lux-
Scan-10K / A 扫描仪和 PersonalArrayer 16 系统(Cap-
italBio 公司,中国)。
1. 2　 光接枝对芯片表面改性引入 PEGMEMA

实验中用到的所有 COC 薄片和 BOPP 薄膜,实
验前都经过大量丙酮超声洗涤,室温晾干后使用。
首先,用丙酮配制质量分数为 30%的二苯甲酮溶液

作为光引发剂,将配好的液体滴在 COC 薄片表面,
上面覆盖 BOPP 薄膜。 通过在顶部放置石英板(质
量约为 200 g)施加一定压力,形成薄的平坦溶液

层。 然后,将该夹心装置在室温下接受一定时长的

紫外线照射(光强 9 mW / cm2,波长为 254 nm),取出

后用大量丙酮超声洗涤。 随后,用丙酮配制混合一

定浓度(质量分数为 20%和 30% )的 PEGMEMA 单

体溶液,滴加在上一步洗涤后干燥的 COC 表面,并
按上述条件重复紫外照射步骤完成接枝。 最后,将
完成接枝的 COC 薄片用大量丙酮超声洗涤,并置于

丙酮中继续浸泡 4 h,取出后自然晾干,得到表面接

枝 PEGMEMA 层的 COC 薄片(COC-g-PEGMEMA)。
使用原子力显微镜检测改性前后的表面粗糙度。
使用来自 DataPhysics 的 OCA 20 系统记录水接触角

数据。
COC-g-PEGMEMA 的抗非特异性吸附性能测

试:将空白 COC 薄片和 COC-g-PEGMEMA 薄片分别

在 200 mg / L 的 AF647-山羊抗兔 IgG 中孵育 4 h,然
后浸泡洗涤液,清洗 1 h,使用 LuxScan-10K / A 扫描

仪对蛋白质芯片进行成像,对比观察表面红色荧光

残留。
1. 3　 喷墨打印抗体微阵列

抗体、海藻糖和 PEG 皆使用 0. 1 mol / L 的 PBS
(pH=7. 4)稀释。 可溶解型荧光标记检测抗体使用

作为辅剂的 0. 25 g / L 的海藻糖或者 1 g / L 不同相对

分子质量的 PEG 稀释。 使用 PersonalArrayer 16 系

统以非接触式打印模式进行抗体微阵列的喷墨打

印。 首先打印 Cy3-兔抗山羊 IgG 作为固定型捕获抗

体微阵列,打印完成后置于 4 ℃下保存过夜,然后扫

描检测洗涤前、后的荧光强度。 随后在固定型捕获

抗体微阵列的外围再次打印可溶解型荧光标记检

测抗体微阵列,打印完成后扫描检测荧光强度。 通

过 LuxScan-10K / A 扫描仪扫描获得荧光信号,并测

算荧光强度。
在制备随后的心血管疾病标志物 ST2 检测芯片

时,首先打印无荧光标记的固定型捕获抗体微阵

列,洗涤后 4 ℃过夜保存固定,随后在此固定型捕获

抗体微阵列的外围再次打印可溶解型荧光标记检

测抗体微阵列,打印完成后扫描检测荧光强度,完
成荧光检测后备用。
1. 4　 统计学处理分析

所有数据使用 Prism 7. 0 进行统计,柱形图使用

平均值和标准差作图。 连续变量的组间差异分析

选择非配对 t 检验,P < 0. 05 表示差异有统计学

意义。
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2　 结　 果

2. 1　 COC 表面接枝及接枝后的抗非特异性吸附性能

抗非特异性吸附在蛋白质芯片的使用过程中

起着重要作用,因为非特异性蛋白质吸附会严重增

强荧光背景信号。 由于蛋白质本质上是疏水性的,
亲水性的增加提供了更好的蛋白质抗非特异性吸

附性能[29]。 本研究探索了不同光照时间(1 min、
2 min、3 min、4 min 和 5 min)及不同聚合物单体浓

度(质量分数为 20%和 30% )下表面光接枝后的接

触角以及接枝密度的变化。 结果表明,随着光照射

时间增加,接触角逐渐减小,但达到最小值后将反

弹,逐渐增加。 当单体质量分数从 20%增加为 30%
时,接触角减小。 当光照时间为 4 min,单体质量分

数为 30%时,接触角最小,为 38. 5°,亲水性最强,此
时的接枝密度最大,为 68. 47 μg / cm2 (图 2A 和

2B)。 原子力显微镜结果(图 2C)显示了表面接枝

前后表面粗糙度的变化,红外光谱仪(图 2D)表征

了表面接枝前后的化学结构,位于 1 722 cm-1 处的

吸收峰属于 PEGMEMA 中酯基的共拉伸振动,
1 150 cm-1 处的吸收峰归因于醚键的伸缩振动。 对

比了表面接枝前后的非特异性蛋白吸附量,与空白

COC 相比,COC-g-PEGMEMA 非特异性蛋白吸附量

降低 17. 0% (图 2E)。

图 2. COC 表面进行光接枝修饰后的基本性能表征

A 为接枝后表面的接触角;B 图中左图为单体质量分数和光照时间对接枝密度的影响,右图为单体质量分数和光照时间对接触角的影响;
C 为原子力显微镜展示接枝前后的表面形貌;D 为 ATR-红外光谱表明接枝后形成了新的基团;

E 为统计荧光强度对比抗荧光标记蛋白吸附情况。

Figure 2. Representation of basic characteristics after photo-grafting modification

2. 2　 喷墨打印抗体微阵列并验证免疫识别

在 COC-g-PEGMEMA 上进行非接触式喷墨打印

Cy3-兔抗山羊 IgG,对比清洗前后的荧光强度,计算不

同浓度的固定效率,即 (洗涤后荧光 /洗涤前荧

光)%,确定固定效率最高的抗体质量浓度。 抗体质

量浓度分别为 20 mg / L、40 mg / L、60 mg / L、80 mg / L、
100 mg / L、120 mg / L、160 mg / L 和 200 mg / L,完成打

印并过夜储存后检测洗涤前荧光信号,进行洗涤后

再次检测荧光信号(图 3A)。 分析发现抗体质量浓

度为 20 mg / L 和 80 mg / L 时,固定效率较高,最高分

别达到 36. 66%和 31. 64% (图 3B)。 由于抗体质量

浓度为 20 mg / L 时,洗涤后荧光信号较弱,因此选择

80 mg / L 作为打印抗体的质量浓度。 随后在 COC-g-
PEGMEMA 表面打印 80 mg / L 的 Cy3-兔抗山羊

IgG,4 ℃ 避光过夜保存固定,洗涤后孵育体积约

17 μL 的 AF647-山羊抗兔 IgG(质量浓度为 80 mg / L),
完成孵育后洗涤,并检测两个通道的荧光信号。 在

绿色荧光的位置,可以观察到红色荧光信号,二者

完全重叠。 将红色和绿色两个通道同时打开,可以

观察到与红色和绿色通道独立激发时完全重合的

黄色荧光(图 3C)。 以上结果证实,在 COC-g-PEG-
MEMA 表面喷墨打印形成的 Cy3-兔抗山羊 IgG 微
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阵列与 AF647-山羊抗兔 IgG 可以特异性识别。

图 3. 在接枝后的芯片表面喷墨打印固定型捕获抗体

A 为喷墨打印后的荧光抗体微阵列及其洗涤后的局部展示;B 为抗体固定效率;C 为固定后的 Cy3-兔抗

山羊 IgG(绿色通道)与 AF647-山羊抗兔 IgG(红色通道)识别的荧光图。

Figure 3. Inkjet printed immobilized capture antibodies on grafted surface

2. 3　 探索可溶解型抗体微阵列的辅剂配方

为构建一步式即时检测蛋白质芯片,将检测所

需的荧光检测抗体以可溶解的微阵列形式喷墨打

印并存储在芯片表面。 在打印好 Cy3-兔抗山羊 IgG
后,将 AF647-山羊抗兔 IgG 与易于溶解的辅剂打印

在 Cy3-兔抗山羊 IgG 微阵列的周围。 尝试使用相对

分子质量分别为 10 000、20 000、100 000 的 PEG 和

海藻糖作为辅剂,与蛋白 AF647-山羊抗兔 IgG 混合

溶解后,打印在 COC-g-PEGMEMA 表面,蛋白质量

浓度为 80 mg / L。 分析对比溶解前后荧光信号以评

估溶解效率,PEG-10 000 溶解效率最高,溶解效率

为 98. 27% 。
为探索不同辅剂是否影响 AF647-山羊抗兔 IgG

与 Cy3-兔抗山羊 IgG 的识别,测试对比了混合不同

辅剂情况下各自的识别效率。 海藻糖作为非晶体

的玻璃样稳定剂,能够协助维持干燥状态下蛋白质

的活性结构[30],因此选择海藻糖和 PEG-10 000 分

别作为打印 AF647-山羊抗兔 IgG 的辅剂,分别评估

溶解效率与识别效率。 通过计算分析得到:当 PEG-
10 000 作为辅剂时荧光抗体的溶解效率稍高一些,
但是海藻糖的识别效率显著更佳(图 4)。 因此选择

海藻糖作为打印可溶解型抗体微阵列的辅剂。

图 4. 在接枝后的芯片表面喷墨打印可溶解型荧光标记的检测抗体

A 为荧光抗体混合不同辅剂的溶解效果;B 为荧光抗体混合不同辅剂的溶解并与固定型捕获抗体识别的效果,
以可溶解形式喷墨打印的山羊抗兔 IgG(红色通道)与固定的兔抗山羊 IgG(绿色通道)能够成功识别;

C 为 A 中固定与溶解效率统计;D 为 B 中溶解与识别效率统计。

Figure 4. Inkjet printed soluble fluorescence-labled detection antibodies on grafted surface

993CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2022 年第 30 卷第 5 期



2. 4　 验证性检测心血管疾病生物标志物 ST2
按照前述方法制备心血管疾病生物标志物蛋

白 ST2 的检测芯片,尝试以 100 mg / L 和 200 mg / L
分别打印无荧光固定型捕获抗体和可溶解型荧光

抗体。 当加入了待检测标志物 ST2 的质量浓度为

10 mg / L 溶液时,可以观察到:原本无荧光的固定捕

获抗体点阵,现在产生了明显的荧光,意味着荧光

检测抗体识别了抗原 ST2,并被固定抗体在此处捕

获(图 5),柱形图为对比识别前后 LuxScan-10K / A
扫描仪所检测到的荧光强度相对值(其单位 a. u. ,
意为任意单位),识别前检测到的少量荧光信号为

基础背景信号。 由此验证了本平台有能力实现心

血管疾病生物标志物蛋白质的一步式快速检测。

图 5. 一步式即时检测心血管疾病生物标志物 ST2
A 为可溶解型荧光抗体微阵列的打印质量浓度为 200 mg / L,无荧光固定型捕获抗体的打印质量浓度为 100 mg / L,
待检测 ST2 的质量浓度为 10 mg / L 时,识别前后对比荧光图及荧光强度统计;B 为可溶解型荧光抗体微阵列的

打印质量浓度为 100 mg / L,无荧光固定型捕获抗体的打印质量浓度为 200 mg / L,待检测 ST2 质量浓度为 10 mg / L 时,
识别前后对比荧光图及荧光强度统计。 荧光图中的识别结果由白色虚线圈出。

Figure 5. One-step POCT of cardiovascular biomarker ST2

3　 讨　 论

本研究利用光接枝技术,快速、可控地实现在

环烯烃共聚物薄片上接枝形成抗非特异性吸附的

聚合物 PEGMEMA,在接枝后的表面喷墨打印固定

型捕获抗体和辅剂混合的荧光标记可溶解型抗体,
形成蛋白质芯片。 表面改性阶段使用紫外光进行

引发,探索了不同光照时间及单体质量浓度下表面

的接触角以及接枝密度,利用原子力显微镜和红外

光谱仪表征了接枝后的表面形貌及化学结构,并对

比了光化学反应前后表面的蛋白吸附情况;微阵列

喷墨打印阶段探索得到了固定效率相对最高的抗

体喷墨打印浓度及其他条件,以及利于溶解的辅剂

条件,以配合得到完整的标志物快速检测平台。
ST2 涉及心力衰竭的纤维化与重塑过程,是急

慢性心力衰竭患者管理的新兴标志物[31]。 2013 年

ACCF / AHA 心力衰竭指南已将 ST2 引入推荐的生

物标志物[32],2014 年中国心力衰竭诊断和治疗指

南指出,反映心肌纤维化的可溶性 ST2 等指标在急

慢性心力衰竭的危险分层可能提供额外信息[33],
2017 年 ACCF / AHA 更新推荐 ST2 作为急慢性心力

衰竭危险分层和评估预后的生物标志物之一,在心

房钠尿肽之外提供额外的预后信息[34]。 2018 年中

国心力衰竭诊断和治疗指南指出,可溶性 ST2 有助

于心力衰竭患者的危险分层和预后评估,并且联合

使用多项生物标志物是未来的发展方向[35-36]。
2020 年心力衰竭生物标志物中国专家共识中认为,
ST2 对急性失代偿性心力衰竭的诊断有重要的辅助

作用,具有较高的阴性预测值,同时可作为心力衰

竭患者预后评估的参考,重复测量出现动态升高者
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提示预后差[37]。 对于急性心肌梗死患者,入院时升

高的血浆 sST2 水平有助于评估患者出院后 90 天发

生主要不良心血管事件(major adverse cardiovascular
event,MACE)的风险[38]。 我们实验室前期研究结

果表明,在急性胸痛患者中,ST2 对急性主动脉夹层

有强有力的预测价值[39],2021 年急性主动脉夹层

合并冠心病的诊断与治疗策略中国专家共识指出

ST2 作为辅助诊断及鉴别诊断的生物标志物[40]。
本研究综合探索了聚合物表面光接枝及抗体微阵

列喷墨打印条件后,在高度透明的塑料薄片表面打

印了心血管疾病生物标志物 ST2 的固定型捕获抗体

和荧光标记的可溶解型抗体。 当 ST2 质量浓度为

10 mg / L 时,可以观察到溶解后捕获抗体处有检测

抗体结合,为临床提供了一种非常有应用潜力的

ST2 快速检测方法。
本研究利用光接枝表面改性技术,制备了蛋白

质生物标志物的一步式 POCT 芯片,芯片表面通过

喷墨打印“驻留”了免疫检测生物标志物所需的全

部试剂,包含捕获抗体和报告荧光信号的检测抗

体,相较于需要经过多次孵育和洗涤的传统免疫学

检测方法,可以直接添加待检测样本进行检测,支
持“样本进-结果出”的操作,最大程度减少操作步

骤,从而降低因人工操作产生的干扰,在资源有限

的环境中获得蛋白质生物标志物的高灵敏度检测;
当配合 LuxScan-10K / A 扫描仪来检测识别结果时,
相比常规的荧光显微镜或共聚焦显微镜,可大幅降

低读取荧光强度所需的时间成本;芯片的制作流程

简便,光接枝和喷墨打印的过程经济成本低,且高

度可定制,根据需求更换相应抗体即可检测不同生

物标志物;且有潜力进行多通道的检测,同时检测

多个生物标志物,达到联合检测的效果,灵活适用

于多种检测场景。 建立相比之下更加经济、实用性

强的生物大分子检测方法,不依赖于特殊或者昂贵

的实验试剂或者实验仪器,对于精准医学的发展有

重要意义。
本研究建立的蛋白质快速检测平台仍有改进

和提升空间。 首先,目前的检测结果仅为定性验

证,进一步探索其定量检测的能力会大幅提高其应

用价值;其次,尚未验证确定其最佳存储条件以及

保质期;最后,为使其更加适应多种检测场景,可加

入与芯片匹配的便携式荧光检测设备,使得读取检

测结果更加方便,不受场地基础设施约束。
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