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(57)摘要

本发明涉及一种基于DNA微阵列的蛋白质化

学发光成像分析方法。基于不同的目标蛋白质设

计其对应的捕获发卡DNA和抗体-DNA。通过自动

点样仪将不同的捕获发卡DNA分别点样到玻璃基

片上，构建DNA微阵列。以针对不同目标蛋白质的

抗体-DNA的混合溶液为检测液，在目标蛋白质存

在时，目标蛋白质可以被其相对应的一对抗体-

DNA同时夹心识别，使得这对抗体-DNA上的DNA相

互靠近进行邻位杂交形成复合物，进而与相对应

的捕获发卡DNA杂交，打开其发卡结构。打开的捕

获发卡DNA可引发生物素化发卡DNA(H1和H2)发

生杂交链反应，在DNA微阵列点上生成长链DNA串

联物。最后通过生物素-亲和素特异性反应，将辣

根过氧化物酶固定到DNA微阵列上，催化H2O2-鲁

米诺反应，产生化学发光信号，通过CCD扫描，实

现目标蛋白质的图像分析。该蛋白质分析方法具

有多组分、通量高、高灵敏、普适性好等优势，有

很好的临床应用价值。
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1.一种基于DNA微阵列的蛋白质化学发光成像分析方法，其特征在于根据不同的目标

蛋白质设计其对应的捕获发卡DNA和抗体-DNA；通过自动点样仪将不同的捕获发卡DNA分别

点样到玻璃基片上，构建DNA微阵列；以抗体-DNA的混合溶液为检测液，在目标蛋白质存在

时，目标蛋白质可以被其相对应的一对抗体-DNA同时夹心识别形成复合物，进而与相对应

的捕获发卡DNA杂交，打开其发卡结构，引发生物素化发卡H1和生物素化发卡H2发生杂交链

反应，在DNA微阵列界面上生成长链DNA串联物；通过生物素-亲和素特异性反应，进一步将

辣根过氧化物酶固定到DNA微阵列上，催化H2O2-鲁米诺反应，产生化学发光信号，通过CCD采

集图像信号进行图像分析。

2.根据权利要求1所述的分析方法，其特征在于所述的DNA微阵列先通过疏水贴膜在醛

基化玻片上构建4×12个传感孔，再通过自动点样仪在每个传感孔中按3×3模式点制捕获

发卡DNA而制得。

3.根据权利要求1所述的分析方法，其特征在于所述的抗体-DNA在与其相对应的目标

蛋白质夹心识别后，这对抗体-DNA上的DNA能进行邻位杂交形成复合物，并进一步与相对应

的捕获发卡DNA杂交，打开其发卡结构。

4.根据权利要求1所述的分析方法，其特征在于所述的捕获发卡DNA被打开后释放出发

卡茎部的一段序列，该序列可以引发生物素化发卡H1和生物素化发卡H2发生杂交链反应，

在被打开的捕获发卡DNA上生成长链DNA串联物。

5.根据权利要求1所述的分析方法，其特征在于所述的抗体-DNA混合溶液与含有待测

目标蛋白质的样品溶液混合后滴加到传感孔中，温育1.5小时后冲洗，随后在传感孔中依次

滴加生物素化发卡H1和H2温育1.5小时、亲和素化辣根过氧化物酶温育45分钟，冲洗后，在

传感孔中加入H2O2-鲁米诺溶液，通过CCD采集每个DNA微阵列点上的化学发光图像信号，最

后通过标准曲线法求出样品中各种目标蛋白质的浓度。
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基于DNA微阵列的蛋白质化学发光成像分析方法

一、技术领域

[0001] 本发明为一种基于DNA微阵列的蛋白质化学发光成像分析方法，用于对多种目标

蛋白质的同时、高通量、灵敏检测。通过构建DNA微阵列，利用抗体-DNA与目标蛋白质的夹心

免疫反应，产生邻位效应促使DNA杂交，进一步打开DNA微阵列上的捕获发卡DNA并引发杂交

链反应，通过生物素-亲和素反应，使得大量辣根过氧化物酶在DNA微阵列上结合，产生化学

发光信号放大，实现多种蛋白质的同时、高灵敏图像检测。

二、背景技术

[0002] 免疫分析是依赖于抗原-抗体间的特异性免疫结合反应而实现对目标抗原检测的

分析方法，具有优越的特异性，结合比色、荧光、电化学、化学发光等高效快速的检测手段，

已发展出酶联免疫分析、荧光免疫分析、电化学免疫分析和化学发光免疫分析等多种免疫

分析方法。根据操作步骤的不同，免疫分析又可分为均相免疫分析和异相免疫分析，前者因

操作相对简单，无需多步温育与清洗，因而应用广泛。相对于均相免疫分析的直接混合反

应，异相免疫分析虽因多步清洗分离而操作趋繁琐，但通常能获得更高的灵敏度，因而在免

疫分析中同样占有重要地位。此外，同时高效测定复杂样品中多个组分的含量已成为现代

分析检测的迫切需要，而均相免疫分析通常需要消耗大量的检测样本及分析试剂才能实现

这一目标，异相免疫分析在该方面则具有天然的优势。

[0003] 化学发光免疫分析，即采用化学发光作为免疫反应的信号读出，具有设备简单、背

景干扰小、检测灵敏度高等优点。结合空间分辨模式，化学发光免疫分析在多组分免疫分析

领域获得广泛关注，此模式是通过在免疫反应载体的不同空间区域分别独立平行发生多个

免疫反应，再由检测器同时或类同时采集各区域信号，实现对多个目标蛋白质的同时检测。

由此发展来的蛋白质阵列技术，在蛋白质组学中具有重大意义，然而，蛋白质阵列由于直接

使用蛋白质作为固定基质，在制作成本、技术要求方面均存较大挑战。相对于蛋白质而言，

DNA则因合成技术成熟、环境耐受度高、序列多样性而具有突出优势，在基因组学研究及商

业应用上都成果显著。以DNA微阵列为技术平台进行蛋白质相关研究将极大地弥补蛋白质

阵列发展中所受到的限制。

[0004] 邻位诱导效应，即通过夹心免疫反应，促使偶联在抗体上的一对DNA因距离拉近、

局域浓度升高而发生部分杂交，随后触发级联DNA组装。该方法是将免疫反应转化为DNA反

应后进行信号检测，可方便嫁接各种DNA信号放大技术，实现对目标蛋白质的灵敏检测。

三、发明内容

[0005] 本发明的内容是：基于免疫邻位效应和DNA组装设计，在DNA微阵列上发生目标蛋

白质诱发式杂交链反应，发展了一种基于DNA微阵列的蛋白质化学发光成像分析方法。

[0006] 本发明提出的基于DNA微阵列的蛋白质化学发光成像分析方法是通过以下技术方

案来实现：

[0007] 首先根据不同的目标蛋白质设计其对应的捕获发卡DNA和抗体-DNA；其次依据空
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间分辨模式，在醛基化玻璃片上贴膜构建4×12的传感孔阵列，再在每个传感孔中点制氨基

修饰的捕获发卡DNA构建3×3式的DNA微阵列，基于氨基与醛基反应，捕获发卡DNA共价结合

在玻璃基片上，进一步在传感孔中滴加BSA溶液进行封闭，冲洗吹干后制得可检测3种目标

蛋白质的DNA微阵列；以抗体-DNA的混合溶液为检测液，与含有目标蛋白质的样品溶液混合

后加入传感孔，目标蛋白质同时被其对应的一对抗体-DNA识别，基于邻位效应，这对抗体-

DNA上的DNA进行杂交形成复合物，进而与相对应的捕获发卡DNA杂交，打开其发卡结构，从

而引发生物素化发卡H1和生物素化发卡H2发生杂交链反应，在DNA微阵列界面上生成长链

DNA串联物；通过生物素-亲和素特异性反应，进一步将辣根过氧化物酶固定到DNA微阵列

上，催化H2O2-鲁米诺反应，产生化学发光信号，通过CCD采集图像信号进行图像分析。

[0008] 本检测系统测定目标蛋白质的原理：

[0009] 本发明设计的基于DNA微阵列的蛋白质化学发光成像分析方法，原理如图1所示：

在DNA微阵列基片上的每个传感孔中加入抗体-DNA检测液与含有目标蛋白质的样品溶液的

混合溶液，37℃下温育1.5小时。温育过程中，目标蛋白质同时被其对应的一对抗体-DNA识

别并发生夹心免疫反应，进而产生邻位效应，促使这对抗体-DNA上的DNA距离靠近、局域浓

度升高，发生杂交形成复合物，该复合物可以与DNA微阵列点上的捕获发卡DNA发生反应，使

发卡打开而释放出发卡茎部的一段序列。在传感孔中加入生物素化发卡H1和H2的混合液

后，DNA微阵列上固定的捕获发卡DNA释放的这段序列可以引发H1和H2发生杂交链反应，从

而在DNA微阵列界面上生成长链DNA串联物。冲洗后在传感孔中滴加亲和素化辣根过氧化物

酶，通过生物素-亲和素特异性反应，将辣根过氧化物酶结合到微阵列传感位点处，冲洗除

去游离的酶后，在传感孔中加入化学发光底物，通过CCD进行化学发光图像采集。传感孔中

每个微传感位点的化学发光信号强度与其对应的目标蛋白质的浓度成正相关，使用标准溶

液获得工作曲线，通过标准曲线法，可以同时测得待测样品中不同蛋白质的浓度，实现多种

目标蛋白质的同时高灵敏化学发光图像分析。

[0010] 本发明与现有技术相比，具有以下特点：

[0011] 本发明结合DNA微阵列、邻位诱导效应、杂交链信号放大反应，设计了一种基于DNA

微阵列的蛋白质化学发光成像分析新方法。相比于现有的蛋白质免疫分析方法，具有以下

特点：

[0012] (1)本方法以DNA微阵列为平台，操作简单、成本低廉，且由于该阵列具有4×12个

传感孔，每个传感孔中包含3×3个微传感位点，可同时分析48个样品中的3种目标蛋白质，

具有极高的通量。

[0013] (2)该方法通过夹心免疫反应产生邻位效应，进而引发DNA杂交与组装，将免疫反

应转化为DNA反应进行检测，可方便与各种DNA组装放大技术结合，实现对低丰度蛋白质的

灵敏检测。

[0014] (3)该方法通过对抗体-DNA上的DNA及微阵列点上的捕获发卡DNA的序列设计实现

不同目标蛋白质的区分，更改DNA序列，即可方便实现更多其他蛋白质的分析检测，普适性

好。

[0015] (4)该方法以化学发光作为读出信号，无需外加光源，设备简单，背景干扰小。

四、附图说明
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[0016] 图1.基于DNA微阵列的蛋白质化学发光成像分析方法过程示意图

五、具体实施方式

[0017] 实施例1：结合附图1，说明基于DNA微阵列的蛋白质化学发光成像分析方法对3种

目标蛋白质的检测

[0018] (1)微阵列制备：在醛基基片上贴上预制疏水膜，分隔出4×12的传感孔，通过自动

点样仪在每个传感孔中点印针对3种不同目标蛋白质的不同捕获发卡DNA(C1、C2和C3)，形

成3×3的微阵列点，于湿盒中室温过夜反应。捕获发卡DNA上的氨基与基片上的醛基共价结

合，反应结束后冲洗吹干，随后在每个传感孔中滴加BSA封闭液，37℃温育30分钟，冲洗吹

干，如此重复3次，制的可以同时检测3种目标蛋白质的DNA微阵列。

[0019] (2)免疫识别：不同浓度的标准抗原或待测血清与50nM的针对3种不同目标蛋白质

的抗体-DNA的混合液按1∶4混合，取6μL此混合液滴加在DNA微阵列的传感孔中，37℃温育90

分钟，抗体与抗原发生夹心免疫反应，促使抗体上的DNA邻位诱导结合形成复合物，并进一

步与微阵列点处的捕获发卡DNA杂交，反应结束后冲洗吹干。

[0020] (3)杂交链反应：在DNA微阵列的不同传感孔中滴加6μL  0.5μM生物素化发卡H1和

H2的混合液，37℃温育90分钟，微阵列点处被免疫复合物打开的捕获发卡DNA可以引发H1、

H2间的杂交链反应，在微传感位点上组装形成长串DNA双链，反应结束后冲洗吹干。

[0021] (4)化学发光成像分析：在每个传感孔中滴加6μL  10倍稀释的亲和素化辣根过氧

化物酶，37℃温育45分钟，通过亲和素-生物素特异性识别，辣根过氧化物酶结合到微传感

位点处，反应结束后冲洗吹干，再在每个传感孔中加入6μL化学发光底物H2O2-鲁米诺，辣根

过氧化物酶催化该体系产生化学发光，通过CCD采集化学发光信号，单次曝光3分钟，根据统

计的各微传感位点的化学发光强度，制作相应标准曲线并获得待测样品中3种目标蛋白质

的浓度。
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图1
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