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用于丙型肝炎病毒抗原测定的 SiO2 载体的制备及其性

质分析 
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摘  要: 为了优化将抗体偶联在二氧化硅试管表面上以便进行丙型肝炎抗原检测的分析系统，本研究通过氨基硅烷的

活化作用，在玻璃表面形成活化的氨基，以戊二醛作为化学交联试剂，在已硅化的玻璃表面固定丙肝单克隆抗体，并

进行丙肝抗原 (HCAg) 的测定。结果显示，通过条件优化实验，发现以 10％ (V/V) 的氨基硅烷水溶液处理玻璃试

管 3 h 后，再用 3％ (V/V) 的戊二醛水溶液交联丙肝单克隆抗体 2 h，可以得到固定效果较好，非特异性较低的玻璃载

体，对 HCAg 可测至 1 μg/L。可见，用该方法制备的玻璃载体可为进一步建立新的 HCAg 磁性免疫检测系统提供理论

和实验依据。 
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Preparation and properties of SiO2 tubes immobilized  
antibody for HCAg detection 
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Abstract:  In order to optimize the fabrication of SiO2 tubes immobilized with antibody for hepatitis C virus antigen (HCAg) 
detection, we formed the activated amino on the surface of SiO2 tubes by using the activation of aminosilane. Then we immobilized 
the hepatitis C virus (HCV) monoclonal antibody on the surface of SiO2 tubes by using glutaraldehyde as a chemical cross-linker, 
followed by detecting HCAg. Sequence tests showed that when the SiO2 tubes were treated in 10% (V/V) aminosilane solution and 
3% (V/V) glutaraldehyde solution for 3 hours and 2 hours, respectively, the HCV monoclonal antibody had high immobilization 
efficiency and low nonspecificity, and the HCAg was detected to 1 ng/mL. This experiment can provide principle and experimental 
data for establishment of HCAg magnetic immunoassay system. 
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丙型肝炎病毒抗原  (HCAg) 是丙型肝炎病毒 

(HCV) 早期感染的特异性抗原，是诊断 HCV 早期

感染的有效指标[1]。目前国内还没有 HCAg 的临床

检测试剂 [2]。在前期的研究工作中已用酶联免疫吸

附分析法 (ELISA) 对 HCAg 进行了初步检测[3]，在

该方法中丙肝抗体 (抗-HCV) 通过简单的物理吸附

固定在聚苯乙烯酶标板上。有人认为聚苯乙烯酶标

板吸附抗原的效果优于吸附抗体的效果；经过

ELISA 实验过程中多次洗涤，聚苯乙烯酶标板吸附

的蛋白质不断解吸附而使其浓度愈来愈低；而且适

用于某种抗原-抗体系统的聚苯乙烯酶标板，对另一

抗原-抗体系统未必是最合适的[4]。 

为此，本研究室正在进一步研究建立新的 HCAg

磁性免疫检测系统，而固相载体的选择和修饰方法

是建立这种新的检测系统的基础。本研究旨在探讨

玻璃载体表面修饰方法对抗-HCV 偶联效率和免疫

活性的影响。 

1  材料和方法 

1.1  试剂和仪器 
纯化 HCV 基因工程表达 NS3 抗原  (HCAg- 

NS3) (原中国预防医学科学院病毒学研究所)，戊二

醛、硼氢化钠 NaBH4、辣根过氧化物酶 (HRP) 标

记山羊抗小鼠 IgG (Sigma 公司)，牛血清白蛋白 BSA 

(Roche 公司 )，HRP 标记丙肝 NS3 单克隆抗体 

(McAb) (本研究室)，其余试剂 (国产，分析纯)，酶

标仪 Model 680 (BIO-RAD 公司)，紫外分光光度计

UV-2550 (日本岛津)。 

1.2  抗-HCV McAb 的制备 
按常规方法制备抗-HCV McAb[5]，用饱和硫酸

铵法进行纯化。 

1.2.1  SiO2 载体的硅烷化 

市售普通玻璃试管用铬酸洗液浸泡过夜，

Milli-Q 水清洗，加入氨丙基三乙氧基硅烷 (APTES) 

水溶液 (pH 5~6)，80℃振荡反应，水清洗后再用无

水乙醇清洗。 

1.2.2  SiO2 载体的醛基化 

在已硅烷化的玻璃试管中加入 3％ (V/V) 的戊

二醛水溶液，室温振荡反应，用水清洗。 

1.2.3  SiO2 载体与抗-HCV McAb 的偶联 

在已醛基化的玻璃试管中加入不同浓度的抗

-HCV McAb 溶液，37℃振荡反应 2 h，水洗 4~5 次

后，加入浓度为 2 g/L 的 BSA 封闭液，4℃反应过夜，

用水清洗。 

1.2.4  抗-HCV McAb 偶联效率的吸光度测定 

以稀释抗-HCV McAb 的缓冲液 1×PBS 为空白，

在 280 nm 波长处分别测定抗-HCV McAb 与玻璃偶

联前、后的吸光度值 OD 值。 

1.2.5  抗-HCV McAb 偶联效率的免疫测定 

在已偶联抗 -HCV McAb 的玻璃试管中加入

工作浓度的 HRP 标记山羊抗小鼠 IgG，37℃反应

30 min，0.02 mol/L PBST 洗 4~5 次，TMB 底物显色，

以 2 mol/L H2SO4 终止反应，在 450 nm 波长处测定

吸光度值。以未偶联抗-HCV McAb 的玻璃试管为阴

性对照。 

1.2.6  HCAg 的测定 

在已偶联抗-HCV McAb 的玻璃试管中加入不

同浓度的 HCAg，以 10％ BSA 溶液为阴性对照，

37℃反应 1 h，0.02 mol/L PBST 充分洗涤后，加入

工作浓度为 1∶2000 的 HRP 标记抗-HCV McAb，

37℃反应 30 min，0.02 mol/L PBST 洗 4~5 次，TMB

底物显色，以 2 mol/L H2SO4 终止反应，在 450 nm

波长处测定吸光度值。加入 HCAg 试管的 OD 值与

阴性对照管 OD 值之比大于等于 2.1 时判定为阳性

反应。 

1.2.7  统计学方法 

全部数据均经 SPSS13.0 统计软件分析，差异的

显著性用多元回归分析的 F 检验和相关系数的显著

性检验。P＜0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果 

用于偶联玻璃试管的抗-HCV McAb 纯化后蛋白

浓度为 9.66 g/L，间接 ELISA 法测定效价为 1∶30 万。 

2.1  SiO2 载体制备方法对抗-HCV McAb 偶联效

率的影响 
玻璃醛基化及蛋白质固定过程包括表面氨基

化、醛基化、蛋白质的偶联及还原等步骤 (图 1)，

本研究主要讨论醛基化的优化过程。
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图 1  抗-HCV McAb 固定到玻璃上的化学过程 
Fig. 1  Chemical process of anti-HCV McAb immobilized onto glass. 
 

2.2  氨基硅烷浓度和反应时间的影响 
抗-HCV McAb 的偶联效率受氨基硅烷的浓度

和 反 应 时 间 双 因 素 影 响 ， 多 元 回 归 分 析 得 到

F=34.92，P＜0.05，故总体上认为氨基硅烷的浓度

和反应时间对抗-HCV McAb 的偶联效率有统计学

意义。从表中可以看出，10％ (V/V) 氨基硅烷水溶

液处理 3 h 有最佳的效果 (表 1)。 

2.3  醛基化时间的选择 
用不同醛基化时间处理的玻璃试管进行抗

-HCV McAb 偶联效率的免疫测定，结果显示差异有

统计学意义 (r=0.912，P＜0.01)，醛基化时间为 2~ 

3 h，抗-HCV McAb 有较高的偶联效率 (图 2)。 

2.4  不同浓度抗-HCV McAb 的偶联效率测定 
表 2 数据显示，差异有统计学意义 (r=0.945，

P＜0.01)，抗-HCV McAb 浓度增加，偶联效率提高，

在后续研究实验中，选择抗 -HCV McAb 浓度为

8 mg/L 作为与玻璃偶联的浓度。 

2.5  抗-HCV McAb 不同偶联时间的偶联效率测定 
从 表 3 可知，差异的统计学意义不明显 

(r=0.676，P＞0.05)，在抗-HCV McAb 浓度为 8 mg/L

时，随着抗-HCV McAb 偶联时间增加，偶联效率提

高不明显，所以选择 3 h 为抗-HCV McAb 的最佳偶

联时间。 
 

表 1  氨基硅烷浓度和反应时间对抗-HCV McAb 偶联量

的影响 
Table 1  Effect of aminosilane concentration and treatment 
time on anti-HCV McAb assay 

OD values in different treatment time 

1 h 2 h 3 h 4 h 
Amino 
silane 
(%) HCV 

McAb - HCV 
McAb - HCV 

McAb - HCV 
McAb - 

5 0.330 0.101 0.540 0.101 0.750 0.123 0.805 0.103

10 0.370 0.051 0.580 0.093 1.021 0.107 1.035 0.133

15 0.457 0.135 0.589 0.180 1.100 0.221 1.136 0.310

Note: the concentration of HCV McAb in the table was 10 mg/L, as 
described previously[3]. 

 

图 2  醛基化时间对抗-HCV McAb 偶联效率的影响 
Fig. 2  Anti-HCV McAb immobilization efficiency with 
different glutaraldehyde treatment time. The concentration of 
HCV McAb in the fig was 10 mg/L, as described previously[3]. 
The immobilization time in the fig was overnight, as described 
previously[3]. 
 
表 2  抗-HCV McAb 浓度对偶联效率的影响 
Table 2  Effect of anti-HCV McAb concentration on 
immobilization efficiency 

Anti-HCV McAb (mg/L) Rate of immobilization (%) 

2 16.8 

4 17.1 

6 20.3 

8 27.9 

10 28.5 

Rate of immobilization(%)= (Before immobilization(Concentration) 
–After immobilization (Concentration))/Before immobilization 
(Concentration) × 100% 

 
表 3  抗-HCV McAb 偶联时间对偶联效率的影响 
Table 3  Effect of immobilization time on immobilization 
efficiency 

Immobilization time (h) Rate of immobilization (%) 

1 18.35 

2 27.30 

3 32.00 

16 34.10 
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2.6  HCAg 的测定 
在 HCAg 测定实验中，HRP 标记的抗 -HCV 

McAb 与玻璃试管上偶联的抗-HCV McAb 分别识别

不同的 HCAg 抗原表位，形成有效的夹心模式检测

HCAg，测定结果显示可检测 HCAg 至 1 μg/L。 

3  讨论 

固相载体的质量直接关系到检测结果，有多种

不同的方法用于抗体在固相载体表面的固定 [6]。目

前，大多数用于临床诊断的生物标志物的检测方法

主要为酶免疫测定、放射免疫测定、荧光免疫分析

等，在这些传统方法中，蛋白质通过疏水性物理作

用微弱地吸附于固相表面，固定得不牢固，且容易

影响蛋白质的结构和活性。 

在蛋白质固定过程中，固相支持物的选择和处

理是很重要的一步，它不但要对蛋白质有较高的固

定能力，而且还要保证固定在其表面的蛋白质保持

活性 [7]。玻璃具有廉价、表面光滑不渗透、背景低

等优点，目前大多数蛋白芯片均以此作为固相载

体[8]，通过化学交联法制得的固相蛋白质吸附容量

大，蛋白质分子之间相互制约，吸附牢固，能够耐

受多次洗涤，具有较高的反应活性 [9]。本研究实验

中使用的化学交联剂是戊二醛，它是目前最常用的

同型双官能团化合物，其两端的醛基可与硅烷化的

玻璃和蛋白质的游离氨基形成 shiff 碱，从而完成蛋

白质在玻璃表面的固定。但是戊二醛本身能使蛋白

质中毒，所以根据费嘉等[10]的报道选择 3％ (V/V) 

的戊二醛水溶液进行反应。 

Kusnezow 等 [11]通过对丙基三甲氧基硅烷和多

聚赖氨酸等修饰的玻片进行比较，结果显示前者最

好，但是在玻璃硅烷化过程中发现，氨基硅烷的浓

度和反应时间对非特异反应有较大影响，可能是高

浓度的氨基硅烷较长时间反应后吸附或固定到玻璃

表面上所致。 

为了减少测定过程中的非特异性结合，蛋白质

固定后还应进行封闭，一般选用末端具有一个或多

个羧基的封闭剂，在本研究实验中选用浓度为 2％

的 BSA 有较好的封闭效果。 

总之，本研究中用于在玻璃上固定抗体的反应

条件温和，可在 4℃~40℃及 pH 6.0~8.0 内进行，操

作简单，价格便宜；由于本研究应用化学交联剂固

定抗体，即抗体以共价键方式固定在载体表面，而

前期研究工作中用 ELISA 方法测定 HCAg 时，抗体

以物理吸附方式固定在载体表面，所以前者有较大

量的固相蛋白参与后续反应，因而对 HCAg 检测有

更高的灵敏度 (ELISA 法的灵敏度大于 2 μg/L)，为

进一步用超顺磁性纳米微球进行高灵敏度、高特异

性的 HCV患者血清中痕量 HCAg检测提供了理论和

实验依据。 
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9 2010 年全国微生物毒素与 
创伤感染学术会议 

中国微生物学会微生物 
毒素专业委员会 

9 月 
17~20 日

250 重庆 梁华平 
023-68757404 

10 第 11 届中日韩国际酶工程 
学术研讨会 

中国微生物学会酶工程 
专业委员会 10 月 150 四川 

成都 
金城 

010-64807425 

11 病原进化与致病机制国际 
研讨会 

中国微生物学会分析 
微生物学专业委员会 

10 月
22~25 日

150 江苏 
镇江 倪斌 

12 第十三次全国环境微生物 
学术研讨会 

中国微生物学会环境 
微生物学专业委员会 10 月 500 江苏 

南京 
蒋建东 

025-84395326 

13 2010 年中国微生物学会 
学术年会 中国微生物学会 10 月 500 安徽 王旭 

010-64807200 

14 首届全国芽胞杆菌研究 
及产业化研讨会 

中国微生物学会基础、 
农业微生物学专业委员会

10 月 140 湖北 
武汉 

翁锦周 
bacillus@mail.hzau.edu.cn

15 第三届全国微生物基因组 
学学术研讨会 

中国微生物学会基础、 
农业微生物学专业委员会

11 月 150 福建 
厦门 

邵宗泽 
micgeno@mail.hzau.edu.cn

16 第一届中国临床微生物学 
大会 

中国微生物学会临床 
微生物学专业委员会 11 月 500 贵州 

遵义 
李宣霖 

13976609892 
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