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光子晶体编码液相芯片技术与肿瘤筛查*
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摘要 肿瘤筛查中通常采用多种肿瘤标志物的联合检测以提高诊断率。因此，为了提高筛查效率，亟需一种多元分析技术

应用于肿瘤筛查。液相芯片技术是由基因微阵列生物芯片技术演变而来的多元分析技术。它由编码微球、探针分子、目标分子

和报告分子四部分组成，可用于目标物的定量分析。微球编码技术是液相芯片技术的研究热点，本文中涉及的光子晶体编码是

光学编码策略的一种，具有良好的稳定性和解码性能。长期研究表明，光子晶体编码液相芯片在肿瘤筛查、诊断中应用前景广

阔。本文综述了光子晶体编码液相芯片技术的基本原理、技术特点及在肿瘤筛查中的应用现状。
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Abstract Multiple tumor makers are needed to improve the diagnostic rate of the simultaneously detection of malignant tumors

through screening. Therefore, multiplex detection technology is urgently required to improve the screening efficiency. Suspension arrays

are multiplex detection method based on gene microarrays. It consists of encoded microbeads, probes, targets, and report molecules are applied

to analyze targets quantitatively. The microbead encoding strategy is a hotspot in suspension array research. The photonic crystal encoding

mentioned in this review is a type of optical encoding that is very stable and easily decoded. Photonic suspension arrays have broad prospects

in the screening and diagnosis of malignant tumors through long-term studies. This review summarizes the basic principle, classification,

and characteristics of photonic suspension arrays and their application in the screening of malignant tumors.
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恶性肿瘤已成为发展中国家的首位死因及发达

国家的第二死因，早期筛查、早期诊断和早期治疗是

提高治愈率的关键。肿瘤标志物检测是恶性肿瘤早

期筛查的重要组成部分，尤其是多个肿瘤标志物的

联合检测可提高诊断率。然而，目前临床上此类检

测大多采用单指标方法，若应用于肿瘤筛查，不仅成
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本高，且费时费力，不易推广［1］。

液相芯片技术是20世纪末发展起来的一种多元

分析技术，具有高通量、高灵敏度、高特异性等优点，

有望成为新一代的肿瘤筛查方法［2］。液相芯片由编

码微球、探针分子、目标分子和报告分子四部分组

成。商用的编码微球主要通过荧光进行编码，但该

编码方式存在荧光易淬灭而导致的编码丢失或误编

码等问题。2002年Cunin等［3］开发了多孔硅光子晶

体薄膜编码载体；2006年Zhao等［4-5］制备出了自组装

光子晶体微球。这些研究工作使光子晶体成为一种

新的编码方式。该编码方式不仅解决了液相芯片中

载体编码的稳定性问题，而且由于其荧光背景低，提

升了检测灵敏度。光子晶体编码液相芯片已逐渐在

肿瘤标志物分析中崭露头角。

1 基于光子晶体编码微球的液相芯片技术

液相芯片的四个组成部分中，编码微球是核心技

术。目前常见的编码方式有光学编码、图形编码、物

理编码、化学编码等［6］。其中光学编码最受关注，包含

荧光编码、量子点编码、光子晶体编码等。本文介绍

的光子晶体是一种由单分散纳米粒子自组装所形成

的具有周期结构的材料。这类材料的光学反射特性

可以通过纳米结构进行调制［7］。光子晶体编码可以通

过两种方式进行解码，分别是依靠裸眼的颜色识别以

及利用光谱仪的反射峰检测。前者不需仪器即可进

行多元分析，简单方便，而后者则可实现高通量检测。

探针分子在微球表面的连接数量及稳定性直接

关系到检测方法的灵敏度与重复性。光子晶体微球

表面连接探针分子的方法包括硅烷偶联法（GPTMS
法、APTES-戊二醛法）和碳二亚胺缩合法，这些方法

具有稳定性好，对探针分子活性影响小等优点［8-12］。

1.1 蛋白肿瘤标志物分析

血清肿瘤标志物的检测是目前最常用的肿瘤筛

查方法，临床多采用数种标志物联合检测的策略以

提高检出率。甲胎蛋白（AFP）、癌胚抗原（CEA）以及

多种糖类抗原都是我国高发恶性肿瘤的血清标志

物，其检测方法的确立也是光子晶体编码液相芯片

的研究重点。

1.1.1 基于二氧化硅胶体晶体微球的标记检测 二

氧化硅胶体晶体微球（Silica Colloidal Crystal Beads，
SCCBs）是一种由单分散二氧化硅纳米粒子自组装而

成的光子晶体微球（图 1）。目前，SCCBs主要采用玻

璃微流体芯片进行制作，该方法快速便捷，产量大，得

到的微球尺寸均一，有益于提高检测的重复性［13］。扫

描电镜（SEM）图片显示，微球的表面粗糙，故其比

表面积比同尺寸的普通微球大，有利于提高检测灵

敏度［14］。目前，十数种特征峰位置均匀分布于可见

光区的光子晶体微球已经可以被制备，而且在保证

良好球形度的前提下，微球的直径可以控制在约

40～300 μm（图 2）。实验中采用的微球直径通常在

180～250 μm。

图1 A. SCCBs的SEM图片；B. SCCBs表面细节的放大SEM图片

Table 1 A. The SEM image of SCCBs；B. The enlarged image of surface
details of SCCBs

图2 SCCBs的光镜照片和特征性反射峰［15］

Table 2 Light micrograph of the SCCBs and distinct reflection peak

标记检测是一种常规检测方法，它利用不同的

报告分子产生差异性检测信号，实现定量分析目标

分子的目的。基于 SCCBs的标记检测主要采用荧光

染料和酶辣根过氧化物酶（HRP）作为标记物［8，11-12］；

前者操作简便，使用的仪器也比较简单，但荧光易猝

灭，需要避光操作；后者是化学发光方法的催化剂，

可获得比荧光方法更高的灵敏度，但对检测仪器的

要求较高。

采用基于SCCBs的荧光分析方法，AFP和CEA的

检测灵敏度可分别达到 0.68 ng/mL和 0.95 ng/mL［8］。

然而，随着荧光染料的更新换代，其强度及稳定性都

不断提高，荧光分析法的检测灵敏度也将会进一步

提升。

Pei等［11］建立了基于 SCCBs的化学发光分析方

法，相比于荧光分析方法，该方法具有更高的灵敏

度，AFP和 CEA的检测限可分别达到 0.16 ng/mL和

0.12 ng/mL，同时完成了 25例临床血清样本的检测，

将所得结果与电化学发光参考方法的结果进行了比

较。数据显示两种方法的结果没有明显差异，验证
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了基于SCCBs化学发光分析方法的准确性。

1.1.2 基于硅水凝胶复合材料光子晶体微球的标记

检测 SCCBs可以通过微流控技术量产，是产业化光

子晶体编码液相芯片的首选载体。但在高灵敏度蛋

白检测中，随着反应时间的延长，SCCBs的孔隙结构

使得非特异性吸附明显增多，需要增加洗涤强度和

时间以去除，使实验过程繁琐。Yang等［9］采用聚乙二

醇双丙烯酸酯（PEG-DA）水凝胶填充 SCCBs孔隙结

构的方法降低非特异性吸附，同时引入羧基功能基

团连接蛋白抗体，缩短了微球前处理时间，并避免了

接触芳香族试剂，明显提高了实验的可操作性，同时

检测灵敏度也能够满足AFP和CEA的检测要求。

1.1.3 基于反蛋白石结构光子晶体微球的非标记检

测 反蛋白石结构光子晶体微球是以SCCBs为模版，

在二氧化硅纳米粒子间隙填充高折射率的水凝胶材

料后，除去模版所得到的光子晶体微球，结构如图 3
所示［7］。光子晶体微球的特征性反射峰位置与其微

球体系内部物质的平均折射率相关，当其内部成分

发生改变时，特征性反射峰位置也随之变化。利用

这一特性可实现基于反蛋白石结构光子晶体微球的

非标记检测。Zhao等［16］将生物分子分散在水凝胶

中，填充 SCCBs后将模版去除，留下特殊结构的空隙

（图 4）。这些空隙只接受相同或具有类似空间结构

的生物分子进入，使微球的反射峰发生红移，根据波

峰的移动量即可确定目标分子的含量（图 5）。这种

分子印迹方法在肿瘤标志物多元检测中具有稳定性

好、载体易于保存的优点。

图 3 A. 反蛋白石结构水凝胶光子晶体微球的 SEM照片；B. 反蛋白

石结构水凝胶光子晶体微球表面细节的放大SEM照片［17］

Table 3 A. SEM micrograph of the inverse opal structure photonic crys⁃
tal microspheres in hydrogel；B. Magnified image of the surface details of
the inverse opal structure photonic crystal microspheres in hydrogel

图4 可用于非标记分析的反蛋白石结构水凝胶微球的制作方法［16］

Table 4 Preparation of inverse opal structure photonic crystal micro⁃
spheres in hydrogel used in the unlabeled analysis

图5 随着目标物浓度的增大，水凝胶微球的反射峰逐渐红移［16］

Table 5 Gradual red shifting of the reflection peak of hydrogel micro⁃
spheres with increasing target object concentrations

除分子印迹法外，在水凝胶微球内部连接抗体

以捕捉目标分子，也可改变平均折射率和反射峰位

置，从而实现非标记检测。Zhao等［17］利用这一方法

实现了 CA-199和 CA-125两种糖类抗原的多元分

析，CA-199的最低检出限为50 U/mL。
1.2 基因肿瘤标志物的检测

随着基因组学的发展，越来越多的肿瘤相关基

因标志物被发现和应用。基于光子晶体编码微球的

液相芯片技术不仅可用于蛋白质标志物多元分析，

也可用于基因标志物的多元分析。

1.2.1 基于 SCCBs的标记检测 肿瘤耐药性的产生

是导致化疗失败的主要原因之一，多药耐药基因 1
（MDR1）和多药耐药相关蛋白 1（MRP1）是与肿瘤多

药耐药性的产生密切相关的两个基因。Yang等［10］筛

选确定了这两个基因的特征性扩增片段。这两个片

段具有相同的扩增条件，可以在同一个反应体系中

完成 PCR扩增，有利于同时分析两个基因的表达情

况。经过扩增的反应液通过基于 SCCBs的双探针杂

交实验可明确扩增前的片段浓度。同时，K562和

K562/A02细胞株的分析以及与荧光定量PCR方法的

比对被用于验证该检测方法的可行性及准确性。结

果显示，耐药株细胞的MDR1的表达高于非耐药株大

约1 000倍，且两种方法的结果较为一致。

1.2.2 基于反蛋白石结构光子晶体微球的标记检

测 相比于 SCCBs，反蛋白石结构水凝胶光子晶体

微球具有更大的比表面积和更加疏松的内部结构，

有利于提高检测灵敏度，去除非特异性吸附（图 3）。

Zhao等［20］以反蛋白石结构水凝胶光子晶体微球为载

体，进行DNA片段的标记检测。片段不经扩增，检测

限可以达到 IE-12 M。然而，该方法在实际操作中不

能独立存在，须依赖于PCR扩增技术。

2 光子晶体编码技术的改进
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为了方便检测，光子晶体的特征性反射峰一般

落在可见光区域（350～770 nm）。所以在保证分辨率

的情况下，编码数量会受到限制，只能实现中低通量

的生物分子检测。如果要开展高通量的生物分子筛

查，必须与其他的编码方式结合，构建联合编码，其

中一种策略是将光子晶体编码和量子点编码进行结

合［21］。联合编码可极大地增加编码数量，实现更高

通量筛查。

3 展望

光子晶体编码微球为液相芯片技术提供了稳定

的编码，简易的解码方式，为肿瘤筛查提供了灵活多

变的多元分析技术，在肿瘤预防诊断工作中具有广

阔的应用前景。作为一种新兴检测技术，提高检测

的重复性，简化及规范化实验流程，是光子晶体编码

液相芯片亟待解决的问题。同时，针对一个具体问

题，系统开展光子晶体编码液相芯片的研制、应用和

验证工作，将有助于进一步加快研究进程，推动这一

新技术的临床转化。
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