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1.一种确定蛋白质小组的方法，所述蛋白质小组包括选自研究受试者所属或与之相关

的物种的全蛋白质编码基因组的一组测试蛋白质，所述方法包括以下步骤：

(a)拼接来自全基因组的蛋白质编码基因以构建蛋白质编码基因组；

(b)确定所述蛋白质编码基因组中基本上均匀间隔的多个标记位置；以及

(c)鉴定与蛋白质编码基因组中每个标记位置相关的蛋白质，以产生所述测试蛋白质

的组，其中每种蛋白质由包含位于所述蛋白质编码基因组中每个标记位置附近的单核苷酸

多态性(SNP)的基因编码。

2.根据权利要求1所述的方法，其中所述蛋白质编码基因是外显子，并且所述蛋白质编

码基因组是外显子组。

3.根据权利要求1或2所述的方法，其中所述蛋白质编码基因是编码序列(CDS)区，并且

所述蛋白质编码基因组是外显子组‑CDS。

4.根据权利要求1‑3中任一项所述的方法，其中所述SNPS是同义SNPS、非同义SNPS或其

组合。

5.根据权利要求4所述的方法，其中所述标记位置在所述蛋白质编码基因组、外显子组

或外显子组‑CDS上彼此间隔约25kb、50kb、100kb、200kb、300kb、600kb、1,200kb、6,000kb或

12,000kb。

6.根据权利要求1‑5中任一项所述的方法，其中所述SNP是与编码蛋白质的基因组、外

显子组或外显子组‑CDS中的标记位置最接近的SNP。

7.根据权利要求6所述的方法，其中所述SNP是与所述标记位置最接近的非同义SNP，其

中结合部分能够特异性结合由包含所述非同义SNP的基因编码的蛋白质。

8.根据权利要求6所述的方法，其中所述SNP是与所述标记位置最接近的同义SNP，其中

结合部分能够特异性结合由含有所述同义SNP的基因编码的蛋白质。

9.一种确定蛋白质小组的方法，所述蛋白质小组包括选自研究受试者所属或与之相关

的物种的全蛋白质编码基因组的一组测试蛋白质，所述方法包括以下步骤：

(a)拼接来自全基因组的蛋白质编码基因以构建蛋白质编码基因组；

(b)确定所述蛋白质编码基因组中基本上均匀间隔的多个标记位置；以及

(c)鉴定与所述蛋白质编码基因组中每个标记位置相关的蛋白质，以产生测试蛋白质

的组，其中每种蛋白质是由所述相关标记所在的蛋白质编码基因组区域编码的蛋白质。

10.根据权利要求9所述的方法，其中所述蛋白质编码基因是外显子，并且所述蛋白质

编码基因组是外显子组。

11.根据权利要求9或10所述的方法，其中所述蛋白质编码基因是编码序列(CDS)区，并

且所述蛋白质编码基因组是外显子组‑CDS。

12.根据权利要求9‑11中任一项所述的方法，其中所述标记位置在所述蛋白质编码基

因组、外显子组或外显子组‑CDS中彼此间隔约例如25kb、50kb、100kb、200kb、300kb、600kb、

1,200kb、6,000kb或12,000kb。

13.一种传感器，其用于检测从研究受试者收获的样品中多种蛋白质的存在或定量其

量，从而对所述样品进行无偏倚蛋白质组、外显子组或外显子组‑CDS关联研究，所述传感器

包括：

限定多个可寻址小孔的平板，每个小孔包含设置在其中的载网，其中(i)所述载网包含
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多个纳米结构阵列，每个纳米结构阵列包含多个纳米结构，和(ii)每个纳米结构阵列用一

种或多种结合部分功能化，用于结合一组测试蛋白质中的一种或多种蛋白质，以进行无偏

倚蛋白质组、外显子组或外显子组‑CDS关联研究，

任选地，其中所述测试蛋白质的组已经预先通过以下步骤确定：

(a)确定在所述研究受试者所属或与之相关的物种的蛋白质编码基因组、外显子组或

外显子组‑CDS中基本上均匀间隔的多个标记位置；以及

(b)鉴定与所述蛋白质编码基因组、外显子组或外显子组‑CDS中每个标记位置相关的

蛋白质，以产生测试蛋白质的组，其中每种蛋白质由包含位于所述外显子组中每个标记位

置附近的单核苷酸多态性(SNP)的基因编码。

14.根据权利要求13所述的传感器，其中所述SNPS是同义SNPS、非同义SNPS或其组合。

15.根据权利要求13所述的传感器，其中所述标记位置在所述蛋白质编码基因组、外显

子组或外显子组‑CDS中彼此间隔约25kb、50kb、100kb、200kb、300kb、600kb、1,200kb、6,

000kb或12,000kb。

16.根据权利要求13‑15中任一项所述的传感器，其中所述传感器包含至少20种不同的

结合部分，用于结合所述测试蛋白质的组的每一个成员。

17.根据权利要求13‑16中任一项所述的传感器，其中所述SNP是与蛋白质编码基因组、

外显子组或外显子组‑CDS中的标记位置最接近的SNP。

18.根据权利要求17所述的传感器，其中所述SNP是与所述标记位置最接近的非同义

SNP，其中结合部分能够特异性结合由包含所述非同义SNP的基因编码的蛋白质。

19.根据权利要求17所述的传感器，其中所述SNP是与所述标记位置最接近的同义SNP，

其中结合部分可以特异性结合由包含所述同义SNP的基因编码的蛋白质。

20.根据权利要求13‑19中任一项所述的传感器，其中所述SNP位于距相应标记位置不

到1,000个碱基的位置。

21.根据权利要求13‑20中任一项所述的传感器，其中所有SNP位于距每个相应标记位

置不到1,000个碱基的位置。

22.根据权利要求13‑21中任一项所述的传感器，其中小孔内的所有纳米结构阵列用结

合部分功能化，以结合所述测试蛋白质的组内的特定蛋白质。

23.根据权利要求13‑22中任一项所述的传感器，其中小孔内的纳米结构阵列的一部分

用结合部分功能化，所述结合部分用于结合所述测试蛋白质的组内的特定蛋白质。

24.根据权利要求13‑23中任一项所述的传感器，其中所述结合部分是抗体、纳米抗体、

适体或亲和探针。

25.根据权利要求13‑24中任一项所述的传感器，其中每个纳米结构包括纳米针。

26.根据权利要求13‑25中任一项所述的传感器，其中所述纳米结构与平面支撑体或柔

性基底中的至少一者成为整体。

27.一种生产传感器的方法，所述传感器用于检测从研究受试者收获的样品中多种蛋

白质的存在或定量其量，从而对所述样品进行无偏倚蛋白质组、外显子组或外显子组‑CDS

关联研究，所述方法包括以下步骤：

(a)确定在所述研究受试者所属或与之相关的物种的蛋白质编码基因组、外显子组或

外显子组‑CDS中基本上均匀间隔的多个标记位置；
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(b)鉴定与所述编码蛋白质的基因组、外显子组或外显子组‑CDS中的每个标记位置相

关的蛋白质，以产生一组测试蛋白质，其中每个蛋白质由基因编码，所述基因包含位于所述

外显子组中每个标记位置附近的单核苷酸多态性(SNP)；以及

(c)用多个不同的结合部分功能化所述传感器的纳米结构，每个结合部分能够结合所

述测试蛋白质的组中的蛋白质，从而检测所述测试蛋白质的存在或定量其量，如果所述测

试蛋白质存在于样品中的话。

28.根据权利要求27所述的方法，所述方法包括重复步骤(a)‑(c)从而产生一系列传感

器，其中用于产生第二传感器的标记位置从用于产生第一传感器的标记位置偏移预定距

离。

29.根据权利要求27或28所述的方法，其中所述SNPS是同义SNPS、非同义SNPS或其组

合。

30.根据权利要求27‑29中任一项所述的方法，其中所述标记位置在所述蛋白质编码基

因组、外显子组或外显子组‑CDS中彼此间隔25kb、50kb、100kb、200kb、300kb、600kb、1 ,

200kb、6,000kb或12,000kb。

31.根据权利要求27‑29中任一项所述的方法，其中所述传感器包含用于结合所述测试

蛋白质的组的至少20种不同结合部分。

32.根据权利要求27‑31中任一项所述的方法，其中所述SNP是与所述蛋白质编码基因

组、外显子组或外显子组‑CDS中的标记位置最接近的SNP。

33.根据权利要求32所述的方法，其中所述SNP是与所述标记位置最接近的非同义SNP，

其中结合部分能够特异性结合由包含所述非同义SNP的基因编码的蛋白质。

34.根据权利要求33所述的方法，其中所述SNP是与所述标记位置最接近的同义SNP，其

中结合部分能够特异性结合由含有所述同义SNP的基因编码的蛋白质。

35.根据权利要求27‑34中任一项所述的方法，其中所述SNP位于距相应标记位置不到

1,000个碱基的位置。

36.根据权利要求27‑34中任一项所述的方法，其中所有SNP均位于距每个相应标记位

置不到1,000个碱基的位置。

37.根据权利要求27‑36中任一项所述的方法，其中所述结合部分是抗体、纳米抗体、适

体或亲和探针。

38.一种传感器，其通过权利要求27‑37中任一项的方法生产。

39.根据权利要求38所述的传感器，其中所述传感器包括用多个不同结合部分功能化

的多个纳米结构，每个结合部分能够结合所述测试蛋白质的组中的蛋白质，从而检测所述

测试蛋白质的存在或定量其量，如果所述测试蛋白质存在于所述样品中的话。

40.一种对目的样品进行无偏倚的蛋白质组、外显子组或外显子组‑CDS关联研究的方

法，所述方法包括：

(a)将一部分所述样品施加到权利要求13‑37中任一项的传感器上；

(b)检测来自所述传感器的纳米结构的可检测信号；以及

(c)从所述可检测的信号确定所述样品中所述测试蛋白质的存在和/或量。

41.根据权利要求40所述的方法，其还包括用至少一个额外的传感器重复步骤(a)‑(c)

以筛选所述目的样品的蛋白质小组。
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42.根据权利要求40所述的方法，其中检测可检测的信号包括检测至少一部分所述纳

米结构的性质变化。

43.根据权利要求42所述的方法，其中所述性质是光学性质。

44.根据权利要求40‑43中任一项所述的方法，其中在应用于所述传感器之前未稀释所

述样品。

45.根据权利要求40‑44中任一项所述的方法，其中所述样品是体液、组织提取物或细

胞上清液。
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用于无偏蛋白质组研究的传感器、其制造和使用方法

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求2020年8月26日提交的美国专利申请第63/070 ,796号的权益和优先

权，其全部公开内容通过引用以其整体并入本文。

技术领域

[0003] 本发明总体上涉及与用于发现、筛选和/或定量对表型有贡献的蛋白质的全蛋白

质组、外显子组或外显子组‑密码子序列(CDS)区域广泛探询(exome‑codon  sequence(CDS)

region  wide  interrogation)相关的制品和方法。

技术背景

[0004] 目前，几个主要挑战阻碍了医学诊断、生物标志物发现和药物发现的领域。挑战之

一是缺乏可用于探询从低丰度的蛋白质(例如，存在于患者样品中的)到更丰富的蛋白质的

宽动态范围的蛋白质的定量技术。

[0005] 蛋白质组研究领域通常涉及基于分子的路径和生物相互作用的先验知识选择用

于探询的蛋白质。所得的蛋白质小组通常受到可被探询的蛋白质数目以及蛋白质组中蛋白

质的宽度限制。确定与表型相关的蛋白质的另一个挑战是提供方法和蛋白质小组，其促进

野生型蛋白质相对于受影响的蛋白质组探询，以便获得在所研究的条件下可能起作用的宽

范围蛋白质之间无偏倚的方法。

[0006] 目前的蛋白质小组选择通常受到所采用的读出技术的限制，其中专用于每种蛋白

质的独特传感器的数量不足以覆盖足够宽的动态范围，以允许蛋白质组、外显子组或外显

子组‑CDS宽探询所需的生物标志物的宽度。

[0007] 一种商购可得的方法使用邻近延伸测定，其中允许一对寡核苷酸标记的抗体(“探

针”)在均相测定中与样品中存在的靶蛋白成对结合，而不需要洗涤。当两个探针非常接近

时，通过依赖于接近度的DNA聚合事件形成新颖的PCR靶序列。随后使用标准实时PCR(RT‑

PCR)检测和定量所得的靶序列。这种方法的局限是动态范围有限，因此可以探询的蛋白质

数量有限。

[0008] 此外，科学和医学研究者通常限于选择疾病聚焦的靶标，这通常导致有利于探询

有限数量(例如，少于500个)的蛋白质的小组。例如，商购可得的心血管检测板

(cardiovascular  panel)使得能够进行多重免疫测定(邻近延伸测定),用于分析大约90种

心血管疾病(CVD)相关的蛋白质生物标志物。在另一个实例中，多重免疫测定炎症小组可以

通过靠近连接测定(proximity  ligation  assay)进行探询，所述靠近连接测定有助于分析

大约90种炎症相关蛋白。

[0009] 在另一种方法中，缀合有抗体的珠粒组以多重夹心免疫测定形式检测分析物。该

组中的每个珠粒通过两种寻址染料的独特含量来识别，第三种染料用于通过缀合有生物素

的抗体和缀合有链霉抗生物素蛋白的第二步检测器读出分析物的结合。在基于流式细胞仪

的专用平台上采集数据。然而，这种方法具有有限的动态范围，限制了可被探询的标记，因
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此不便于真正的全蛋白质组探询。例如，示例性测定包含50重珠粒试剂盒，其允许分析50种

人细胞因子和趋化因子。

[0010] 尽管到目前为止已经做出了努力，但是仍然需要新的方法来以无偏倚方式在蛋白

质组、外显子组或外显子组‑CDS中探询大量的高丰度和低丰度蛋白质，所述方法可用于鉴

定给定表型的新生物标志物。

发明内容

[0011] 本发明部分基于用于以无偏倚方式探询跨基因组编码的大量蛋白质(例如，高丰

度和低丰度蛋白质)的方法的发展。该方法可以与传感器和读出技术结合使用，以促进无偏

倚蛋白质组分析。

[0012] 一个方面，本公开提供了确定蛋白质小组的方法，所述蛋白质小组包括选自研究

受试者所属或与之相关的物种的全蛋白编码基因组的一组测试蛋白质。该方法包括：(a)从

目的物种的全基因组中剪接蛋白质编码基因(例如，(i)内含子和外显子，(ii)外显子或

(iii)编码序列区)，以构建蛋白质编码基因组(例如，分别为(i)蛋白质组、(ii)外显子组或

(iii)外显子组‑CDS)；(b)确定在蛋白质编码基因组(例如，分别为(i)蛋白质组、(ii)外显

子组或(iii)外显子组‑CDS)中基本上均匀间隔的多个标记位置；以及(c)鉴定与蛋白质编

码基因组(例如，分别为(i)蛋白质组、(ii)外显子组或(iii)外显子组‑CDS)中每个标记位

置相关的蛋白质，以产生测试蛋白质的组，其中每种蛋白质由包含位于蛋白质编码基因组

中每个标记位置附近的单核苷酸多态性(SNP)的基因编码。

[0013] 在某些实施方案中，蛋白质编码基因包括外显子和内含子，并且蛋白质编码基因

组是蛋白质组。或者，蛋白质编码基因是外显子，蛋白质编码基因组是外显子组。或者，蛋白

质编码基因是编码序列(CDS)区，蛋白质编码基因组是外显子组‑CDS。

[0014] 可以设想，任何前述方法可包括一个或多个以下特征。例如，SNPS可以是同义的

SNPS、非同义的SNPS或其组合。在蛋白质编码基因组、外显子组或外显子组‑CDS中，标记位

置可以彼此间隔约25kb、50kb、100kb、200kb、300kb、600kb、1,200kb、6,000kb或12,000kb。

[0015] SNP可以是蛋白质编码基因组、外显子组或外显子组‑CDS中最接近标记位置的

SNP。SNP是与生物标志物位置最接近的非同义SNP，其中结合部分可以特异性结合由含有所

述非同义SNP的基因编码的蛋白质。所述SNP可以是与标记位置最靠近的同义SNP，其中结合

部分可以特异性结合由含有同义SNP的基因编码的蛋白质。

[0016] 另一方面，本发明提供了确定蛋白质小组的方法，所述蛋白质小组包含选自研究

受试者所属或与之相关的物种的全蛋白质编码基因组的一组测试蛋白质。该方法包括：(a)

从目的物种的全基因组中剪接蛋白质编码基因(例如，(i)内含子和外显子，(ii)外显子，或

(iii)CDS)以构建蛋白质编码基因组(例如，分别为(i)蛋白质组，(ii)外显子组或(iii)外

显子组‑CDS)，(b)确定蛋白质编码基因组(例如，分别为(i)蛋白质组，(ii)外显子组或

(iii)外显子组‑CDS)中基本上均匀间隔的多个标记位置；以及(c)鉴定与蛋白质编码基因

组(例如，分别为(i)蛋白质组，(ii)外显子组或(iii)外显子组‑CDS)中每个标记位置相关

的蛋白质以产生测试蛋白质的组，其中每种蛋白质是由相关标记所在的基因组区域编码的

蛋白质。

[0017] 在某些实施方案中，所述蛋白质编码基因包括外显子和内含子，并且所述蛋白质
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编码基因组是蛋白质组。或者，所述蛋白质编码基因是外显子，所述蛋白质编码基因组是外

显子组。或者，所述蛋白质编码基因是编码序列(CDS)区，所述蛋白质编码基因组是外显子

组‑CDS。

[0018] 预期在蛋白质编码基因组、外显子组或外显子组‑CDS中，标记位置可以彼此间隔

约25kb、50kb、100kb、200kb、300kb、600kb、1,200kb、6,000kb或12,000kb。

[0019] 另一方面，本公开提供了传感器，用于检测从研究受试者收获的样品中多种蛋白

质的存在或定量其量，从而对样品进行无偏倚蛋白质组、外显子组或外显子组‑CDS关联研

究。该传感器包括限定多个可寻址小孔的平板，每个小孔包括设置在其中的载网，其中(i)

载网包括多个纳米结构阵列，其中每个纳米结构阵列包括多个纳米结构，以及(ii)每个纳

米结构阵列用一种或多种结合部分功能化，用于结合一个测试蛋白质组中的一种或多种蛋

白质，以进行无偏倚蛋白质组、外显子组或外显子组‑CDS关联研究。任选地，所述测试蛋白

质的组通过以下方式预先确定：(a)确定研究受试者所属或与之相关的物种的蛋白质编码

基因组、外显子组或外显子组‑CDS中基本上均匀间隔的多个标记位置；以及(b)鉴定与蛋白

质编码基因组、外显子组或外显子组‑CDS中每个标记位置相关的蛋白质，以产生所述测试

蛋白质的组，其中每种蛋白质由包含位于外显子组中每个标记位置附近的单核苷酸多态性

(SNP)的基因编码。

[0020] 可以设想，可以以各种不同的方式配置传感器。例如，SNPS可以是同义的SNPS、非

同义的SNPS或其组合。在蛋白质编码基因组、外显子组或外显子组‑CDS中，标记位置可以彼

此间隔约25kb、50kb、100kb、200kb、300kb、600kb、1,200kb、6,000kb或12,000kb。

[0021] 传感器可包括至少20种不同的结合部分，用于结合测试蛋白质的组的每个成员。

[0022] SNP可以是蛋白质编码基因组、外显子组或外显子组‑CDS中最接近标记位置的

SNP。SNP可以是与标记位置最接近的非同义SNP，其中结合部分可以特异性结合由含有所述

非同义SNP的基因编码的蛋白质。SNP可以是与标记位置最接近的同义SNP，其中结合部分可

以特异性结合由含有所述同义SNP的基因编码的蛋白质。

[0023] SNP可位于距离相应标记位置不到1,000个碱基的位置。所有SNP可位于距离每个

相应标记位置不到1,000个碱基的位置。

[0024] 小孔内的所有纳米结构阵列可用结合部分(例如，抗体、纳米抗体、适体或亲和探

针)进行功能化，用于结合测试蛋白质的组内的特定蛋白质。小孔内纳米结构阵列的一部分

可用结合部分进行功能化，用于结合测试蛋白质的组内的特定蛋白质。

[0025] 每个纳米结构可包括纳米针或基本上由其组成。纳米结构(例如纳米针)可与平面

支撑物或柔性衬底中的至少一者整合。

[0026] 在另一方面，本公开提供了生产传感器的方法，所述传感器用于检测从研究受试

者收获的样品中多种蛋白质的存在或定量其量，从而对样品进行无偏倚蛋白质组、外显子

组或外显子组‑CDS关联研究。该方法包括：(a)确定研究受试者所属或与之相关的物种的蛋

白质编码基因组、外显子组或外显子组‑CDS中基本上均匀间隔的多个标记位置；(b)鉴定与

所述蛋白质编码基因组、外显子组或外显子组‑CDS中的每个标记位置相关的蛋白质，以产

生一个测试蛋白质的组，其中每种蛋白质由包含位于外显子组中每个标记位置附近的单核

苷酸多态性(SNP)的基因编码；以及(c)用多种不同的结合部分功能化传感器的纳米结构，

每种结合部分能够结合测试蛋白质的组中的蛋白质，从而检测测试蛋白质的存在，或定量
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其量，如果测试蛋白质存在于样品中的话。

[0027] 可以设想，该方法可包括一个或多个以下特征。可以重复步骤(a)‑(c)，从而产生

一系列传感器，其中用于产生第二传感器的标记位置从用于产生第一传感器的标记位置偏

移预定距离。在蛋白质编码基因组、外显子组或外显子组‑CDS中，标记位置可以彼此间隔

25kb、50kb、100kb、200kb、300kb、600kb、1,200kb、6,000kb或12,000kb。

[0028] 传感器可以包括至少20种不同的结合部分，用于结合测试蛋白质组。结合部分可

以是抗体、纳米抗体、适体或亲和探针。

[0029] SNP可以是同义SNP、非同义SNP或其组合。根据情况，SNP可以是蛋白质编码基因

组、外显子组或外显子组‑CDS中最接近标记位置的SNP。SNP可以是最接近标记位置的非同

义SNP，其中结合部分可以特异性结合由含有所述非同义SNP的基因编码的蛋白质。或者，

SNP可以是与标记位置最接近的同义SNP，其中结合部分可以特异性结合由含有所述同义

SNP的基因编码的蛋白质。SNP可位于距离相应标记位置不到1,000个碱基的位置。在某些实

施方案中，SNP可位于距离每个相应标记位置不到1,000个碱基的位置。

[0030] 本公开还提供了通过任何前述方法产生的传感器。传感器可包括用多个不同的结

合部分功能化的多个纳米结构，每个结合部分能够结合所述测试蛋白质组中的蛋白质，从

而检测测试蛋白质的存在，或者定量测试蛋白质的量，如果测试蛋白质存在于样品中的话。

[0031] 在另一方面，本公开提供了对目的样品进行无偏倚蛋白质组、外显子组或外显子

组‑CDS宽范围关联研究的方法。该方法包括(a)将所述样品的至少一部分施加到本文所述

的任何传感器上；(b)检测来自传感器和纳米结构的可检测信号；以及(c)从可检测信号确

定样品中测试蛋白质的存在和/或量。

[0032] 预期该方法可以包括一个或多个以下特征。可以用至少一个另外的传感器重复步

骤(a)‑(c)，以筛选目的样品的蛋白质小组。检测可检测信号的步骤可包括检测至少一部分

的所述纳米结构的性质(例如，光学性质)的变化。在施加至传感器之前，可以稀释样品或可

以不稀释样品。根据情况，样品可以是体液、组织提取物或细胞上清液。

[0033] 当结合附图考虑时，根据以下各种非限制性实施方案的详细描述，本公开的其它

有利方面和新颖特征将变得显而易见。

附图说明

[0034] 在附图中，在不同的视图中，相同的附图标记通常指代相同的部分。此外，附图不

一定按比例绘制，相反，重点通常放在说明本公开的原理上。在以下描述中，参考以下附图

描述了本发明的各种实施方式。

[0035] 图1A‑图1F涉及识别目的基因组中标记和标记位置的方法以及相关的蛋白质、传

感器和此类传感器的特征。图1A是根据本发明的一个实施方案的示意图，其示出了用于鉴

定在目的基因组中定位的标记位置处均匀间隔的标记的方法。图1B的示意图示出了通过在

标记位置的至少100个碱基对内从家族中选择至少一个成员来确定所代表的一个或多个蛋

白质家族。图1C是根据本发明的一个实施方案的示意图，其示出了外显子组中均匀间隔的

标记核苷酸和一对标记核苷酸之间的至少一个cSNP的选择，所述cSNP距离核苷酸标记至多

3kb。图1D是根据本发明的一个实施方案的示意图，其示出了外显子组中均匀间隔的核苷酸

和一对标记核苷酸之间的至少一个nscSNP的选择，所述nscSNP距离核苷酸标记至多10kb。
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图1E是根据本发明的一个实施方案的示意图，其示出了具有多个小孔的板，每个小孔包括

纳米结构阵列的载网。图1F的示意图显示根据本发明的一个实施方案的传感器与现有技术

测定法相比的动态范围。

[0036] 图2A是目标传感器中不同形式的纳米结构系列的示意图。图2B是描绘用于测量超

低浓度、低浓度、中等浓度和高浓度分析物的一系列示例性传感器的示意图。

[0037] 图3A‑图3C显示了本发明的示例性传感器在大动态范围内测量分析物的可操作

性。图3A是根据本发明的一个实施方案的示意图，其描绘了包括数字和模拟(色移(color 

shifting))纳米结构阵列的传感器。图3B的图示描绘了通过结合数字单分子定量(左手边

图)和模拟定量(右手边图)在6log动态范围内对Tau蛋白进行定量。图3C的图像描绘数字传

感器作为分析物浓度的函数的可操作性。

[0038] 图4是显示由图3B中例示的传感器产生的示例性数据的数字和模拟测量的曲线

图。

[0039] 图5图示根据本发明一个实施方案的示例性的基于硅晶片的传感器，所述传感器

包括一个系列数字纳米结构(25,600个)和三个系列的模拟纳米结构(每个系列1,000个)。

[0040] 图6图示根据本发明一个实施方案的另一个示例性基于硅晶片的传感器，所述传

感器包括多个系列的数字纳米结构和三个系列的模拟纳米结构。

[0041] 图7的示意图描绘了根据本发明一个实施方案的示例性纳米结构的横断面视图。

[0042] 图8的示意图描绘了根据本发明一个实施方案的由两种不同材料组成的示例性纳

米结构的横断面视图。

[0043] 图9A‑图9D是根据本发明一个实施方案的一系列横截面示意图，其示出了通过光

致抗蚀剂图案化(photoresistant  patterning)、显影和蚀刻工艺制造一系列示例性纳米

结构。

[0044] 图10A‑图10G是根据本发明一个实施方案的一系列横截面示意图，其示出了通过

在衬底上沉积层、在沉积层上旋涂光致抗蚀剂、对抗蚀剂进行图案化和显影、在抗蚀剂上蒸

发金属、去除溶液中的抗蚀剂、蚀刻衬底和去除光致抗蚀剂来制造一系列示例性纳米结构。

[0045] 图11A‑图11F是根据本发明一个实施方案的一系列横截面示意图，其示出了通过

在衬底上涂覆两层、对顶层抗蚀剂进行图案化、对抗蚀剂进行显影、在图案化的抗蚀剂上蒸

发材料、剥离和旋涂额外的低粘度材料以获得特定的表面条件来制造一系列示例性纳米结

构。

[0046] 图12A‑图12F是根据本发明一个实施方案的一系列横截面示意图，其示出了通过

在氧化物衬底上图案化光致抗蚀剂、对抗蚀剂进行显影、在抗蚀剂上沉积硅、剥离和生长硅

以在图案化衬底上生长附加结构来制造一系列示例性纳米结构。

[0047] 图13A‑图13D是根据本发明一个实施方案的一系列横截面示意图，其示出了用模

具对光致抗蚀剂进行图案化。

[0048] 图14A是根据本发明一个实施方案的示意图，其显示了具有多个纳米结构系列的

硅晶片的示意图，图14B是据本发明一个实施方案的示意图，其显示了单个纳米结构系列的

放大图像。图14C是本发明一个实施方案的示意图，其中使用了纳米结构针上的单一抗体无

标记测定。与纳米结构针偶联的抗体捕获测试样品中的特定分析物，以产生可定量的信号。

图14D是本发明一个实施方案的示意图，其中使用了纳米结构针上的单一抗体。与纳米结构
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针偶联的抗体捕获测试样品中的特定分析物，以产生可定量的信号，并且所产生的信号被

放大。图14E是本发明一个实施方案的示意图，其中使用了纳米结构针上的双抗体(夹心)测

定。将第一抗体与纳米结构针偶联以捕获测试样品中的分析物，以产生可定量的信号，将第

二抗体加入到反应中以形成夹心结构，并且扩大所产生的信号。

[0049] 图15A‑图15D是基于衬垫的接近传感器(gasket‑based  approach  sensor)设计的

示意图。图15A描绘了4重衬垫。图15B描述了覆盖一半传感器的混合16重衬垫和覆盖另一半

的标准96孔板。图15C描绘了双衬垫层方法，其中第一层包括4重衬垫，第二衬垫被分层以覆

盖所述4重小孔中的四个。图15D描绘了混合4重衬垫，其中第二衬垫层覆盖4重小孔中的四

个，覆盖传感器的一半，标准96孔板覆盖另一半。

[0050] 图16A和图16B是根据本发明一个实施方案的包含系列纳米结构的纳米传感器组

件(消耗品)的透视图。

[0051] 图17A和图17B是包括晶片衬底、衬垫和保持基座的盒组件的示意图(图17A)和显

示盒组件的部件的分解透视图(图17B)。

[0052] 图18是根据本发明一个实施方案的单重盒和1000重盒的示意图。

[0053] 图19是根据本发明一个实施方案的与传感器一起使用的检测系统的透视图。

[0054] 图20是根据本发明一个实施方案的示意图，其描绘用于对示例性传感器成像的示

例性光学检测系统。

[0055] 图21是根据本发明一个实施方案的示意图，其描绘了对传感器的探询。读出信号

可以是光学的(例如，成像)、电的或机械的。

[0056] 图22的示意图显示了包含数字纳米结构的示例性传感器的输出的数据分析。

[0057] 图23是示出根据本发明一个实施方案的算法的流程图。

[0058] 图24A和图24B是根据本发明一个实施方案的示意图，其描绘了被配置为同时检测

和/或定量多种分析物的系列纳米结构。

[0059] 图25是根据本发明一个实施方案的示意图，其描绘了分析物与纳米结构之间的相

互作用。

[0060] 图26是根据本发明一个实施方案，通过从左到右捕获1种、2种和5种分析物，描述

纳米结构的结合能力的示意图。

[0061] 图27是根据本发明一个实施方案的示意图，其描绘了其中分析物的数量少于能够

捕获分析物的纳米结构的数量的非饱和测定。

[0062] 图28是根据本发明一个实施方案的示意图，其描绘了在非饱和测定条件下阵列中

的系列纳米结构，其中分析物被阵列中一部分纳米结构结合。

[0063] 图29是描绘示例性的无标记免疫测定的示意图。

[0064] 图30是描绘示例性的基于标记的免疫测定的示意图。

[0065] 图31是根据本发明一个实施方案的示例性的基于颗粒的测定法的示意图，所述测

定使用一对结合抗原的抗体(Ab1和Ab2)来测定分析物(抗原)的存在和/或量，其中在通过

(Ab2)抗体捕获(通过活化的纳米结构)进行检测之前，结合在溶液中进行。

[0066] 图32是根据本发明一个实施方案的示例性的基于颗粒的测定的示意图，所述测定

使用一对结合抗原的抗体(Ab1和Ab2)来测定分析物(抗原)的存在和/或量，其中在通过

(Ab2)抗体捕获(通过活化的纳米结构)进行检测之前，结合在溶液中进行。
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[0067] 图33是根据本发明一个实施方案的示例性的基于颗粒的测定的示意图，所述测定

使用一对结合抗原的抗体(Ab1和Ab2)来测定分析物(抗原)的存在和/或量，其中在通过酶

(HRP)捕获(通过激活的纳米结构)进行检测之前，结合在溶液中进行。

[0068] 图34是根据本发明一个实施方案的示例性的基于颗粒的测定法的示意图，其中使

用一对结合抗原的抗体(Ab1和Ab2)来确定分析物(抗原)的存在和/或量，其中结合在溶液

中进行，然后通过用互补寡核苷酸功能化的纳米结构的寡核苷酸捕获进行检测。

[0069] 图35A‑图35C是描述用于一个示例性多重测定法的试剂的示意图。

[0070] 图36A‑图36H描述了在基于垫板的设计中测试的一系列细胞因子抗体在1pg/ml至

10,000pg/ml浓度范围内的标准滴定曲线，分别包括IL‑1b(图36A)、IL‑2(图36B)、IL‑10(图

36C)、IL‑15(图36D)、IL‑6(图36E)、IL‑8(图36F)、GM‑CSF(图36G)和IP‑10(图36H)。

具体实施方式

[0071] 本公开部分基于开发用于以无偏倚方式探询基因组中编码的大量蛋白质(例如，

高丰度和低丰度蛋白质)的方法。本公开提供了用于实施目的受试者的物种(或与物种相关

的)的无偏倚蛋白质组、外显子组或外显子组‑CDS关联研究的方法。具体而言，提供了用于

鉴定与相应核酸标记相关的蛋白质的方法，所述核酸标记在遍及目的物种的蛋白质组、外

显子组或外显子组‑CDS中设置的标记位置处间隔开，还提供了制造用于探询此类蛋白质的

传感器的方法，用于执行蛋白质组、外显子组或外显子组‑CDS中编码的蛋白质的探询的传

感器，以及使用此类传感器的方法。

[0072] 本发明的一些实施方案包括用于检测特定表型中涉及的蛋白质的存在和/或定量

其量的蛋白质小组、传感器、测定和生化方法。本发明的一些实施方案可用于例如诊断、生

物标记发现或药物开发应用。

[0073] 本文描述了从物种的整个蛋白质组、外显子组或外显子组‑CDS中选择的一小组蛋

白质的制备，其包括在遍及该物种的基因组(例如，蛋白质编码基因组、外显子组或外显子

组‑CDS(编码序列))上的某一区域均匀间隔的核苷酸标记附近选择蛋白质(例如，对应于

SNP的蛋白质)。人外显子组包含大约3000万个碱基，编码存在于人类蛋白质组中的蛋白质。

本文所述的方法可用于鉴定用于对目的物种的整个蛋白质组、外显子组或外显子组‑CDS进

行无偏探询的蛋白质。

[0074] 本文描述了传感器，其包括用对应于确定的蛋白质小组的结合部分功能化的纳米

结构，诸如纳米针。

[0075] 还提供了与纳米结构结合工作的生物测定法，以及利用比珠粒小大约一千倍的纳

米结构，从而允许研究者使用比靶分子多得多的着陆位点(landing  site)，允许至少六个

数量级的动态范围的方法。宽动态范围允许构建用于无偏倚分析的蛋白质组、外显子组或

外显子组‑CDS宽探询小组。提供了新颖的方法，用于选择蛋白质以构建覆盖蛋白质组以最

大化覆盖度并驱动无偏倚结果的小组。

[0076] 在一些实施方案中，所描述的方法可以应用于传感器(例如，包括纳米结构)与被

探询的蛋白质的数量比至少为2∶1的任何系统中。

[0077] 产生蛋白质小组的方法

[0078] 一方面，本公开提供了确定蛋白质组的方法，该蛋白质组包括选自研究受试者所
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属或与之相关的物种的全蛋白质编码基因组的一个测试蛋白质组。该方法包括：(a)从目的

物种的全基因组中剪接蛋白质编码基因(例如，(i)内含子和外显子，(ii)外显子或(iii)编

码序列区)，以构建蛋白质编码基因组(例如，分别为(i)蛋白质组、(ii)外显子组或(iii)外

显子组‑CDS)；(b)确定在蛋白质编码基因组(例如，分别为(i)蛋白质组、(ii)外显子组或

(iii)外显子组‑CDS)中基本上均匀间隔的多个标记位置；以及(c)鉴定与蛋白质编码基因

组(例如，分别为(i)蛋白质组、(ii)外显子组或(iii)外显子组‑CDS)中每个标记位置相关

的蛋白质，以产生测试蛋白质的组，其中每种蛋白质由包含位于蛋白质编码基因组中每个

标记位置附近的单核苷酸多态性(SNP)的基因编码。在某些实施方案中，所述蛋白质编码基

因包括外显子和内含子，并且所述蛋白质编码基因组是蛋白质组。或者，蛋白质编码基因是

外显子，所述蛋白质编码基因组是外显子组。或者，所述蛋白质编码基因是编码序列(CDS)

区，所述蛋白质编码基因组是外显子组‑CDS。

[0079] 如本文中所用，术语“剪接”是指从给定基因组中选择给定亚组的核苷酸序列(例

如，蛋白质编码基因、外显子和编码序列区)，然后将所得核苷酸序列重新连接(例如，以基

因组中相对于彼此的相同空间关系)的过程。在一些实施方案中，通过选择蛋白质编码基因

(例如，包含外显子和内含子的序列)将核苷酸序列剪接在一起，并将所得的蛋白质编码基

因重新连接以形成蛋白质组。在一些实施方案中，通过选择外显子(例如，包含编码序列区

和非翻译区的序列)将核苷酸序列剪接在一起，并且将所得外显子重新连接以形成外显子

组。在一些实施方案中，通过选择编码序列区(CDS)将核苷酸序列剪接在一起，并将所得的

CDS重新连接形成外显子组‑CDS。

[0080] 如本文中所用，术语“标记”或“标记核苷酸”等在蛋白质编码基因组的上下文中被

理解为意指在给定标记位置处的一个核苷酸或一组核苷酸。如本文中所用，术语“标记位

置”应理解为意指标记或标记核苷酸位于蛋白质编码基因组(例如，蛋白质组、外显子组或

外显子组‑CDS)内的位置。

[0081] 在一些实施方案中，蛋白质编码基因是指与蛋白质相关的核苷酸序列，包括这种

蛋白质的外显子和内含子。在一些实施方案中，“蛋白质编码基因组”是指由该基因组编码

的所有蛋白质的核苷酸序列(例如，外显子和内含子)，也可称为蛋白质组。

[0082] 在一些实施方案中，蛋白质编码基因是指与蛋白质相关的核苷酸序列，包括这种

蛋白质的外显子(例如，编码序列区(CDS)和非翻译区(例如，5’和3’UTR))。在这个实施方案

中，内含子序列被去除。在一些实施方案中，“蛋白质编码基因组”是指所有蛋白质的核苷酸

序列，包括由该基因组编码的所有蛋白质的外显子(例如，编码序列区(CDS)和非翻译区(例

如，5’和3’UTR))，也可称为外显子组。

[0083] 在一些实施方案中，蛋白质编码基因是指与蛋白质相关的核苷酸序列，包括这种

蛋白质的编码序列区(CDS)。在这个实施方案中，内含子和外显子的非翻译区被去除。在一

些实施方案中，“蛋白质编码基因组”是指所有蛋白质的核苷酸序列，包括由该基因组编码

的所有蛋白质的CDS，也可称为外显子组‑CDS。

[0084] 另一方面，本发明提供了确定蛋白质小组的方法，所述蛋白质小组包含选自研究

受试者所属或与之相关的物种的全蛋白质编码基因组的一组测试蛋白质。该方法包括：(a)

从目的物种的全基因组中剪接蛋白质编码基因(例如，(i)内含子和外显子，(ii)外显子，或

(iii)CDS)以构建蛋白质编码基因组(例如，分别为(i)蛋白质组，(ii)外显子组或(iii)外
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显子组‑CDS)，(b)确定蛋白质编码基因组(例如，分别为(i)蛋白质组，(ii)外显子组或

(iii)外显子组‑CDS)中基本上均匀间隔的多个标记位置；以及(c)鉴定与蛋白质编码基因

组(例如，分别为(i)蛋白质组，(ii)外显子组或(iii)外显子组‑CDS)中每个标记位置相关

的蛋白质以产生测试蛋白质的组，其中每种蛋白质是由相关标记所在的蛋白质组的区域编

码的蛋白质。在某些实施方案中，蛋白质编码基因包括外显子和内含子，并且蛋白质编码基

因组是蛋白质组。或者，蛋白质编码基因是外显子，蛋白质编码基因组是外显子组。或者，蛋

白质编码基因是编码序列(CDS)区，蛋白质编码基因组是外显子组‑CDS。

[0085] 如本文中所述，通过从物种的整个蛋白质组、外显子组或外显子组‑CDS中选择蛋

白质来产生蛋白质小组，其中所述蛋白质对应于在遍及该物种的基因组(例如，蛋白质编码

基因组、外显子组或外显子组编码序列(CDS))的某个区域均匀间隔的核苷酸标记附近的

SNP。在某些实施方案中，通过从物种的整个蛋白质组中选择蛋白质来产生蛋白质小组，其

中基于与遍及该物种的基因组(例如，蛋白质编码基因组、外显子组或外显子组编码序列

(CDS))上的某个区域均匀间隔的核苷酸标记的接近度(即，独立于SNP)来选择蛋白质。

[0086] 在构建蛋白质编码基因组、外显子组或外显子组‑CDS之后，记录在蛋白质编码基

因组、外显子组或外显子组‑CDS中基本上均匀间隔的多个标记位置，并选择与蛋白质编码

基因组、外显子组或外显子组‑CDS中的每个标记位置相关的蛋白质，以产生蛋白质小组。在

某些实施方案中，每种蛋白质由包括位于每个标记位置附近的单核苷酸多态性(SNP)的基

因编码。标记位置可在外显子组中以选定的距离(诸如25kb、50kb、100kb、200kb、300kb、

600kb、1,200kb、6,000kb或12,000kb)彼此隔开。根据情况，然后鉴定与每个核苷酸标记最

接近的单核苷酸多态性(SNP)。在一些实施方案中，一个或所有SNP可位于距离相应的核苷

酸标记位置不到1,000个碱基的位置。

[0087] 然后鉴定与SNP相关的蛋白质(即，由包含所述SNP的基因编码的蛋白质)，以产生

蛋白质小组。SNP可以是同义SNP、非同义SNP或其组合。SNP可以是最接近外显子组中标记位

置的SNP。在一些实施方案中，SNP可以是最接近标记位置的非同义SNP，其中结合部分可以

特异性结合由含有所述非同义SNP的基因编码的蛋白质。在其它实施方案中，SNP是与标记

位置最接近的同义SNP，其中结合部分可以特异性结合由含有所述同义SNP的基因编码的蛋

白质。在一些实施方案中，所述结合部分是抗体、纳米抗体、亲和探针或适体。

[0088] 在一些实施方案中，所选蛋白质具有商购可得的抗体。在一些实施方案中，所选蛋

白质不具有商购可得的抗体，并且使用本领域已知的技术产生新的抗体。在一些实施方案

中，所选蛋白质不具有商购可得的抗体，并且例如，选择与核苷酸标记第二接近的SNP，并且

将包括所述第二接近SNP的蛋白质包括在传感器中。

[0089] 如下根据图1A‑图1D描述这些方法的实例。参考图1A，根据本发明的一些实施方

案，组装并比对序列1(例如，蛋白质编码基因组、外显子组或外显子组‑CDS)。在一些实施方

案中，通过将整个基因组中的所有蛋白质编码基因(例如，包含外显子和内含子的核苷酸序

列)剪接成连续序列来构建蛋白质编码基因组。在一些实施方案中，通过剪接整个基因组中

的所有外显子(例如，包含非翻译序列(例如，5’和3’UTR)和编码序列的核酸序列)来构建外

显子组。在一些实施方案中，通过仅剪接整个基因组中的编码序列区(例如，去除了非翻译

区(例如，5’和3’UTR)的外显子)来构建外显子组‑CDS。蛋白质编码基因组、外显子组或外显

子组‑CDS的组装和比对发生在参考图1B‑图1D所概述的步骤之前。
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[0090] 参考图1B，在一个实施方案中，通过选择外显子组中均匀间隔的核苷酸(即，标记

2)以及该标记任一侧的100个碱基对来构建一个小组。因此，在该实例中，两个相邻标记5之

间的距离X是200个碱基对。这±100个碱基对的区域被认为是外显子组的选择蛋白质的“区

域”。选择外显子组的至少0.1％、1％或10％。从每个区域编码的蛋白质家族中选择一种蛋

白质包含在蛋白质小组中。

[0091] 参考图1C，在另一个聚焦于编码单核苷酸多态性(cSNP)的实施方案中，在外显子

组中选择均匀间隔的标记X，并且在相邻标记对之间，距离标记至多3千碱基(KB)的范围内，

鉴定至少一个cSNP。这些±3Kb的区域中的每一个被认为是一个区域。选择外显子组的至少

0.1％、1％或10％。从每个区域编码的蛋白质家族中选择一种蛋白质包含在蛋白质组中。

[0092] 参考图1D，在另一个聚焦于非编码单核苷酸多态性(nscSNP)的实施方案中，在外

显子组中选择均匀间隔的标记，并且在相邻标记对之间，在距离标记至多10千碱基的范围

内鉴定至少一个nscSNP。这些±10千碱基的区域中的每一个都被认为是一个区域。选择外

显子组的至少0.1％、1％或10％。从每个区域编码的蛋白质家族中选择一种蛋白质包含在

蛋白质组中。

[0093] 传感器的制造方法

[0094] 另一方面，本公开提供了传感器，用于检测从研究受试者收获的样品中多种蛋白

质的存在或定量其量，从而对样品进行无偏倚蛋白质组、外显子组或外显子组‑CDS关联研

究。所述传感器包括限定多个可寻址小孔的平板，每个小孔包括设置在其中的载网，其中

(i)所述载网包括多个纳米结构阵列，每个纳米结构阵列包括多个纳米结构，以及(ii)每个

纳米结构阵列用一个或多个结合部分功能化，用于结合测试蛋白质组中的一种或多种蛋白

质，以进行无偏倚全蛋白质组、全外显子组或全外显子组‑CDS关联研究。在蛋白质组、外显

子组或外显子组‑CDS宽范围关联研究的上下文中，术语“无偏倚的”或“无偏的”可互换使

用，并被理解为意指主要基于编码蛋白质或肽的基因在目的物种的基因组中的位置来选择

用于探询的靶蛋白(或生物标志物蛋白)，而不考虑该蛋白或肽是否与特定疾病、病症或生

物途径相关。任选地，测试蛋白质的组通过以下方式预先确定：(a)确定研究受试者所属或

与之相关的物种的蛋白质编码基因组、外显子组或外显子组‑CDS中基本均匀间隔的多个标

记位置；以及(b)鉴定与蛋白质编码基因组、外显子组或外显子组‑CDS中每个标记位置相关

的蛋白质，以产生测试蛋白质的组，其中每种蛋白质由包含位于外显子组中每个标记位置

附近的单核苷酸多态性(SNP)的基因编码。

[0095] 该传感器使得能够检测从研究受试者收获的样品中多种蛋白质(例如，来自如上

所述产生的蛋白质小组的多种蛋白质)的存在或定量其量，以对样品进行无偏倚蛋白质组、

外显子组或外显子组‑CDS关联研究。使用上述方法确定给定物种的蛋白质编码基因组、外

显子组或外显子组‑CDS中基本均匀间隔的多个核苷酸标记位置。标记位置可在外显子组中

以选定的距离(诸如25kb、50kb、100kb、200kb、300kb、600kb、1,200kb、6,000kb或12,000kb)

彼此隔开。在一个实施方案中，从外显子组中选择100个随机标记，其中标记间隔300kb。

[0096] 在某些实施方案中，然后鉴定与每个核苷酸标记最接近的单核苷酸多态性(SNP)。

在一些实施方案中，核苷酸标记与两个或更多个SNP等距，并且SNP是随机选择的。然后鉴定

与SNP相关的蛋白质(即，由包括SNP的基因编码的蛋白质)，以产生跨越整个蛋白质编码基

因组、外显子组或外显子组‑CDS的随机选择的测试蛋白质的组。SNP可以是同义SNP、非同义
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SNP或其组合。SNP可以是外显子组中最接近标记位置的SNP。在一些实施方案中，SNP可以是

最接近标记位置的非同义SNP，其中结合部分可以特异性结合由含有所述非同义SNP的基因

编码的蛋白质。在其它实施方案中，SNP是与标记位置最接近的同义SNP，其中结合部分可以

特异性结合由含有所述同义SNP的基因编码的蛋白质。

[0097] 在一些实施方案中，独立于相邻的SNP(即，基于它们与核苷酸标记的距离)选择蛋

白质。在一些实施方案中，选择紧接核苷酸标记的蛋白质。在一些实施方案中，选择与核苷

酸标记最接近的其抗体可商购获得的蛋白质。

[0098] 在一些实施方案中，所选蛋白质具有商购可得的抗体或适体。在一些实施方案中，

所选蛋白质不具有商购可得的抗体或适体，并且产生新的抗体。在一些实施方案中，所选蛋

白质不具有商购可得的抗体或适体，并且例如，选择与核苷酸标记第二接近的SNP，并且将

包含所述第二接近SNP的蛋白质包括在传感器中。在一些实施方案中，没有商业抗体或适体

可用于包含第三接近SNP的蛋白质，将为所选蛋白质开发重组抗体或适体。例如，可通过在

相展示或酵母展示上筛选文库来开发重组抗体或纳米抗体。

[0099] 一个或所有SNP可以位于距离相应核苷酸标记位置不到1,000个碱基的位置。

[0100] 传感器的纳米结构用多种不同的结合部分功能化，每种结合部分能够结合测试蛋

白质的组中的蛋白质，从而检测测试蛋白质的存在或定量其量，如果存在于样品中的话。传

感器可包括多种不同的结合部分，诸如至少20种、25种、50种、100种、150种、300种、600种或

1200种不同的结合部分，用于结合测试蛋白质的组。结合部分可以是抗体、纳米抗体、亲和

探针或适体。

[0101] 在一些实施方案中，结合部分，例如抗体，用于筛选蛋白质的存在或不存在。在一

些实施方案中，结合部分，例如抗体，用于筛选蛋白质的总量。在一些实施方案中，结合部

分，例如抗体，用于筛选蛋白质的特定变体，例如蛋白质的突变变体。在一些实施方案中，结

合部分(例如抗体)用于筛选蛋白质的特定翻译后修饰，例如蛋白质的磷酸化或糖基化形

式。

[0102] 可以重复这些步骤以产生一系列传感器，其中用于产生第二传感器的核苷酸标记

位置与用于产生第一传感器的标记位置偏移预定距离。可以重复这种方法以产生一系列传

感器，其中每个传感器能够检测由沿着基因组的核苷酸序列编码的蛋白质，所述蛋白质与

由该系列中的其他传感器检测的蛋白质有所偏移。这种迭代传感器生产可用于在人蛋白质

组、外显子组或外显子组‑CDS中产生一系列无偏选择的标记蛋白。

[0103] 在一些实施方案中，在无偏选择的蛋白质的初始筛选之后，传感器的蛋白质有显

著变化。第二种靶向蛋白质传感器(例如，能够检测相关蛋白质诸如家族成员的传感器)可

用于进一步探测蛋白质水平、蛋白质信号传导等的变化。

[0104] 参考图1E，用于检测样品中多种蛋白质的存在或定量其量的传感器包括平板。根

据本发明的一个实施方案的平板3(在本文也称为小组或蛋白质小组)可包括可寻址小孔的

阵列，例如8x  12(96板)、16x  24(384板)、32x  48(1536板)孔。例如，96孔板的每个小孔4包

括设置在其中的载网5，例如10x  10的载网，载网的每个区块6为例如约400微米x  400微米，

并且用不同的结合部分例如抗体功能化。更具体地，载网5的每个区块6包括一个纳米结构

阵列7，每个纳米结构阵列包括多个纳米结构，如下论述的。每个纳米结构阵列用一种或多

种结合部分例如抗体、纳米抗体、亲和探针或适体功能化，用于结合测试蛋白质组中的一种
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或多种蛋白质，以进行蛋白质组、外显子组或外显子组‑CDS关联研究。在一些实施方案中，

小孔中的所有纳米结构阵列用结合部分功能化，用于结合测试蛋白质组中的特定蛋白质。

在其它实施方案中，用结合部分功能化小孔内的纳米结构阵列的一部分，用于结合测试蛋

白质组内的特定蛋白质。

[0105] 传感器可以包括约25种、50种、100种、150种、300种、600种或1200种不同的结合部

分，用于结合测试蛋白质组的每一个成员。

[0106] 通过首先确定研究受试者所属或与之相关的物种的蛋白质编码基因组、外显子组

或外显子组‑CDS中基本上均匀间隔的多个标记位置来确定测试蛋白质的组。在蛋白质编码

基因组、外显子组或外显子组‑CDS中，标记位置可以彼此间隔约25kb、50kb、100kb、200kb、

300kb、600kb、1,200kb、6,000kb或12,000kb。

[0107] 然后，鉴定与蛋白质编码基因组、外显子组或外显子组‑CDS中每个标记位置相关

的蛋白质，以产生测试蛋白质的组。每种蛋白由包含位于外显子组中每个标记位置附近的

单核苷酸多态性(SNP)的基因编码。所述SNP可以是同义SNP、非同义SNP或其组合。所述SNP

可以是与蛋白质编码基因组、外显子组或外显子组‑CDS中标记位置最接近的SNP。在一些实

施方案中，所述SNP是与标记位置最接近的非同义SNP，其中结合部分可以特异性结合由含

有所述非同义SNP的基因编码的蛋白质。在其它实施方案中，所述SNP是与标记位置最接近

的同义SNP，其中结合部分可以特异性结合由含有所述同义SNP的基因编码的蛋白质。所述

SNP–或所有SNP‑可位于距离相应标记位置不到1,000个碱基的位置。

[0108] 使用方法

[0109] 可以如下对目的样品进行无偏倚蛋白质组、外显子组或外显子组‑CDS关联研究。

样品可以是例如体液(例如血液、血清、血浆、唾液等)、组织提取物或细胞上清液。所述样品

的一部分可应用于上述传感器的任何实施方案。根据具体情况，在应用于传感器之前，可以

稀释样品，或不必稀释样品。

[0110] 然后定量来自传感器的纳米结构的可检测信号。例如，可以检测至少一部分纳米

结构的性质例如光学性质(例如荧光)的变化。样品中测试蛋白质的存在和/或量由可检测

的信号确定。可以用至少一个额外的传感器重复这些步骤，以筛选目的样品的蛋白质组、外

显子组或外显子组‑CDS。

[0111] 如本文中所用，术语“受试者”是指待通过本发明的方法和组合物测试的生物体。

此类生物体优选包括哺乳动物(例如，人、小鼠、大鼠、豚鼠、狗、猫、马、牛、猪或非人灵长类

动物，诸如猴子、黑猩猩、狒狒和恒河猴)，更优选为人。

[0112] 本申请中描述的传感器的应用包括但不限于生物标志物鉴定、诊断(例如，用于鉴

定患有疾病或病症的受试者的诊断，或伴随诊断)、患者分层方案和药物开发。生物标志物

鉴定应用包括但不限于鉴定给定目的表型的生物标志物(例如，对药物或治疗剂的耐受性、

对药物或治疗剂的抗性、代谢敏感性等)或用于特定的疾病状态(例如，心血管疾病、炎性疾

病、自身免疫性疾病、心理疾患、神经变性疾病、癌症等)。此类生物标志物可以与受试者的

表型和/或疾病状态的存在相关联，或者指示受试者相对于一般人群而言发展表型和/或疾

病状态的风险升高。诊断应用包括但不限于在受影响的受试者中进行的受试者的特定疾病

状态(例如，心血管疾病、炎性疾病、自身免疫性疾病、心理疾病、神变性疾病、癌症等)的风

险评估和/或鉴定，用于确定受试者是否可对药物有反应的伴随诊断。患者分层应用包括但
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不限于鉴定用于临床研究的患者或鉴定可能对给定药物有反应的患者。药物开发应用包括

但不限于针对期望的反应在蛋白质小组中筛选特定疾病状态(例如，心血管疾病、炎性疾

病、自身免疫性疾病、心理疾病、神经变性疾病、癌症等)的已知或新型治疗剂和/或生物制

剂。

[0113] 在BMC  Res  Notes(2019)12:315中，Piovesan等人从NCBI基因网上提取人蛋白质

编码基因的信息。在一个实施方案中，根据Piovesan的基因表，所有蛋白质编码基因的基因

ID、基因符号、染色体登录号、起始和终止位置都按照它们在从1号染色体至X和Y染色体的

人基因组中的位置顺序显示。然后将所有蛋白质编码基因剪接在一起，用于蛋白质编码基

因组的连续编号，总长度为1,255,970,826bp。

[0114] 在一个实施方案中，为了以无偏倚方式构建100重蛋白质小组，沿着剪接的基因放

置100个核苷酸位置标记，每个标记位于12,559,708*i，其中i是标记的顺序。标记之间的间

距为12,559,708。对于第i个标记，使用单核苷酸多态性数据库(dbSNP)，定位与位置标记i

最接近的SNP。然后，定位包含已鉴定的SNP的基因并将其作为第i个蛋白包含在该小组中。

按照上述程序编制蛋白质列表，并在下面的实施例1中进一步描述。

[0115] 在一个实施方案中，为了以无偏倚方式构建100重蛋白质小组，从外显子组(例如，

从蛋白质编码基因中排除内含子的核苷酸序列)构建蛋白质小组。可以从Piovesan的基因

表(如上所述)中选择蛋白质的一种同种型，并记录3’UTR、CDS和5’UTR的起始和终止位置以

鉴定外显子。然后可将所有的外显子剪接在一起，产生62,184,186bp的总外显子长度。

[0116] 通过沿着剪接的基因放置100个位置标记(每个标记位于621,842*i，其中i是标记

的顺序)，可以从上述外显子组以无偏倚方式产生100重蛋白质小组。标记之间的间距为

621,842bp。对于第i个标记，使用单核苷酸多态性数据库(dbSNP)，可以定位最接近位置标

记i的SNP。然后，定位包含所鉴定的SNP的基因并将其作为第i种蛋白质包括在该小组中。由

上述方案产生的所得蛋白质列表如表5所示。

[0117] 在鉴定了蛋白质后，可将对蛋白质特异的可检测部分(例如，抗体、纳米抗体、亲和

探针或适体)结合到传感器的表面上。在一些实施方案中，可用各种展示技术(例如，相展示

或酵母展示)开发重组抗体或纳米抗体。在一些实施方案中，可用SELECT技术开发适体。在

一个实例中，可为每个靶标开发单抗体或双抗体对。在一个实例中，可为每一个靶标开发双

抗体对。接下来，对于100种蛋白质的小组，用印刷技术，诸如喷墨或压电印刷，将对每种蛋

白质特异的100种不同的亲和探针点在每个载网上。例如，可使用下述方法测量蛋白质的浓

度。

[0118] 下文提供了关于传感器结构、操作和制造以及纳米结构的功能化和测定的其它细

节。

[0119] I.传感器考虑因素

[0120] 本文公开的传感器有助于在大动态范围内以高灵敏度检测和/或定量目的样品中

的蛋白质或肽的量。本文还公开了包含这种传感器的盒、检测系统以及使用这种传感器、盒

和系统的方法，以检测和/或定量样品中蛋白质或肽的量，从而促进蛋白质组、外显子组或

外显子组‑CDS关联研究。

[0121] 图1F示出了用本文描述的传感器可实现的动态范围10，所述传感器可检测样品中

浓度范围在小于0.01pg/mL(10fg/mL)与1μg/mL或更大(至少8log)之间的分析物。一般而
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言，其它商购可得的测定系统(例如，典型的手动ELISA、特殊的手动ELISA、基于微流体的

ELISA测定、基于印迹的技术(例如，蛋白质印迹和点印迹技术)和基于自动珠粒的技术)可

以测量目的样品中的分析物，但是不能测量用本文公开的传感器可实现的整个动态范围内

的分析物。因此，使用本文所述的传感器可有助于测量在迄今为止只能使用现有技术测定

系统的组合来实现的浓度范围内的分析物浓度。

[0122] (A)传感器配置

[0123] 可以设想，传感器可包括各种配置的纳米结构。例如，如图2A所示，传感器可包括

第一系列纳米结构20d，例如，被配置用于数字定量的一系列纳米结构(图2A(i))；第二系列

纳米结构20a，例如，被配置用于模拟定量的一系列纳米结构(图2A(ii))；两个系列的纳米

结构20d(图2A(iii))；两个系列的纳米结构20a(图2A(iv))；两个系列的纳米结构：一个

20d，一个20a(图2A(v))；以及三个系列的纳米结构：一个20d，两个20a(图2A(vi))。根据待

检测的分析物(例如，蛋白质或肽)和期望的动态范围，可以设想，传感器可包括不同配置的

其它系列的纳米结构。

[0124] 如本文中所用，术语“纳米结构”被理解为意指任何结构，例如纳米传感器，其至少

一个维度的长度在至少1nm至小于1000nm的范围内。如本文中所用，术语“数字定量”被理解

为意指籍以检测(例如，光学检测)一系列纳米结构中在结合一种或多种分析物时从一种状

态翻转到另一种状态的单个纳米结构的定量方法。“数字系列”或“数字阵列”被理解为意指

被配置成允许数字定量的纳米结构的相应系列或阵列。

[0125] 如本文中所用，术语“模拟定量”被理解为意指籍以在纳米结构结合多种分析物

时，检测一系列纳米结构中纳米结构的可检测性质(例如，光学可检测性质，例如颜色)的基

本均匀的变化的定量方法。在某些实施方案中，可检测性质的变化(例如，颜色变化)作为待

检测分析物的预校准浓度范围内目的样品中分析物的浓度的函数而发生。术语“基本上均

匀”被理解为意指至少60％、70％、80％、90％或95％的纳米结构共享相同的可检测性质，例

如颜色。“模拟系列”或“模拟阵列”被理解为意指被配置成允许模拟检测的纳米结构的相应

系列或阵列。

[0126] 在一个用于检测目标样品中分析物的存在或定量其量的示例性传感器中，该传感

器包括第一区域和第二区域。第一区域包括第一系列纳米结构，其能够结合分析物并产生

指示样品中在第一浓度范围内的分析物浓度的可检测信号。第二区域包括第二系列的不同

纳米结构，其能够结合分析物并产生指示样品中在不同的第二浓度范围内的分析物浓度的

可检测信号，其中传感器能够在第一浓度范围和第二浓度范围内定量样品中分析物的量。

第一浓度范围可具有比第二浓度范围更低的可检测值，和/或第二浓度范围可以具有比第

一浓度范围更高的可检测值。可以设想，第一浓度范围可与第二浓度范围重叠。

[0127] 应当理解，本文所述的传感器能够检测样品中在跨越至少3个、4个、5个、6个、7个、

8个、9个、10个、11个或12个数量级(或3、4、5、6、7、8、9、10、11或12log)的范围(也称为动态

范围)内的分析物浓度。在某些实施方案中，传感器能够检测样品中在跨越至少5、6、7、8或9

个数量级(或5、6、7、8或9个对数)的浓度范围内的分析物浓度。传感器可被配置成测量给定

分析物的浓度，该浓度在从小于1pg/mL至大于100ng/mL、从小于0.1pg/mL至大于1μg/mL、或

从小于0.01pg/mL至大于100μg/mL、或从小于1fg/mL至大于1mg/mL的范围内，其中例如在施

加到传感器之前不需要稀释样品。

说　明　书 14/57 页

19

CN 116762002 A

19



[0128] 在一个示例性传感器中，第一区域包括第一系列纳米结构，其能够结合分析物并

产生指示样品中第一浓度范围内的分析物浓度的可检测信号，其中结合分析物的第一系列

的单个纳米结构在结合分析物时被检测(例如，光学检测)，因此根据第一系列中结合了分

析物分子的单个纳米结构的数量来测定样品中分析物的浓度(如果在第一浓度范围内)。第

二区域包括第二系列的不同纳米结构，其能够结合分析物并产生指示样品中在不同的第二

浓度范围内的分析物浓度的可检测信号，其中通过模拟检测第二区域中纳米结构的可检测

性质(例如，光学可检测的性质，诸如颜色)的基本上均匀的变化作为分析物浓度的函数来

测定样品中分析物的浓度(如果在第二浓度范围内)，其中传感器能够在第一浓度范围和第

二浓度范围内定量样品中分析物的量。

[0129] 第一浓度范围具有比第二浓度范围更低的可检测值，和/或第二浓度范围具有比

第一浓度范围更高的可检测值。可以设想，第一浓度范围可与第二浓度范围重叠。

[0130] 在每个前述传感器中，传感器的第一区域任选地包括以下的一项或多项：(I)相邻

纳米结构的中心间距为至少1μm；(ii)每个纳米结构的最小横截面尺寸或直径为至少10nm；

(iii)每个纳米结构的最大横截面尺寸或直径不超过200nm；或(iv)每个纳米结构的高度在

50nm至1000nm的范围内。该传感器任选地还包括(i)基准标记或(ii)纳米结构制造控制特

征中的一个或多个。

[0131] 可以设想，任何传感器可以包括一个或多个以下特征。例如，可以设想，传感器还

可包括第三区域，所述第三区域包括第三系列的另外的不同纳米结构，其能够结合分析物

并产生指示样品中第三浓度范围内的分析物浓度的可检测信号，其中传感器能够在第一、

第二和/或第三浓度范围内定量样品中分析物的量。

[0132] 类似地，任何第二系列中的纳米结构可包括以下一项或多项：(i)平均高度、(ii)

平均体积、(iii)平均表面积、(iv)平均质量和(v)分析物结合位点的平均数，大于第一系列

中纳米结构的相应平均数。

[0133] 此外，每当传感器包括第三系列时，第三系列的纳米结构可包括以下一项或多项：

(i)平均高度、(ii)平均体积、(iii)平均表面积、(iv)平均质量和(v)分析物结合位点的平

均数，大于任何第二系列中纳米结构的相应平均数。

[0134] 用结合分析物的结合剂，例如结合分析物的结合剂，例如生物结合剂，将第一系列

中的纳米结构，以及适用时，第二和第三系列中的纳米结构功能化。生物结合剂可以是例如

抗体、适体、配体‑受体对的成员、酶或核酸。在某些情况下，在第一系列中使用对分析物的

结合亲和力高于第二、第三或后续系列中的结合剂对分析物的结合亲和力的结合剂可以是

有利的。

[0135] 传感器可被设计成检测和/或定量样品中任何目的分析物。例如，分析物可以是生

物分子，例如蛋白质，包括例如蛋白质、糖蛋白、脂蛋白、核蛋白和肽，包括前述蛋白质的肽

片段。此外，给定传感器中的纳米结构或一系列纳米结构可被配置为同时或顺序结合、检测

和/或定量多种不同的分析物。例如，传感器可包括多种不同的结合剂，用于检测测试样品

中相应的多种不同的分析物。

[0136] 该传感器可被配置成通过光学性质、电性质或机械性质的变化来检测分析物的结

合。例如，传感器可被配置成通过至少一个系列的纳米结构的光学可检测特性(例如，颜色、

光散射、折射或共振(例如，表面等离子共振、电共振、电磁共振和磁共振))的变化来检测分
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析物的结合。

[0137] 可以设想，传感器可以以各种不同的方式配置。例如，第一、第二或第三系列的纳

米结构中的至少一个可包括纳米结构阵列。或者，第一、第二和第三系列的纳米结构中的每

一个都可包括纳米结构阵列。可以设想，传感器可包括单个系列的纳米结构或多个系列的

纳米结构，例如，对于检测不同浓度范围内的分析物有效的多个系列的纳米结构。当传感器

包括多个系列的纳米结构时，可以(i)以相同的方式(例如，通过数字检测，其中检测或定量

单个纳米结构，或者通过模拟检测，其中将给定系列内的纳米结构的光学性质的累积变化

作为浓度的函数来进行检测)或者(ii)以不同的方式(例如通过数字检测和模拟检测的组

合)操作不同系列的纳米结构。此外，可以设想，传感器可包括通过数字检测和/或模拟检测

操作的多个不同系列。例如，传感器可包括进行操作以在相同浓度范围内通过数字检测来

检测分析物的多个系列和/或进行操作以在不同浓度范围内通过模拟检测来检测分析物的

多个系列。

[0138] 例如，在数字检测过程中，在第一系列纳米结构中，在结合单个分析物分子或少于

预定数量的分析物分子时检测结合分析物的单个纳米结构，因此，根据第一系列中结合了

分析物分子的单个纳米结构的数量来测定样品中分析物的浓度(如果存在于第一浓度范围

内)。例如，相对于(i)未结合分析物的单个纳米结构的剩余数量或(ii)第一系列中纳米结

构的总数，通过数字计数第一系列中已结合分析物的单个纳米结构的数量来测定样品中分

析物的浓度。

[0139] 在这种方法中，通常在传感器区域中对大量纳米结构进行密集地图案化。当纳米

结构的数量大于待检测的分析物的数量时，例如，基于质量转移和泊松分布效应，每个纳米

结构通常最多捕获单个分析物。根据分析物是否被结合，每个纳米结构可具有两种状态之

一(例如，表示为1或0)。因此，在暴露于具有分析物的样品之后，具有状态1的纳米结构的数

量可以等于分析物的数量。在某些实施方案中，每个单独的纳米结构可以仅具有有限数量

的结合位点来捕获一个或几个(例如，少于10个)分析物，例如蛋白质或肽。每个纳米结构具

有从1至几个(<10)的相应信号标度，因此计数分子的数量可以等同于计数每个纳米结构的

离散信号。各系列纳米结构的不同信号水平形成了可被检测的纳米镶嵌图案。

[0140] 类似地，可通过对第二和/或第三系列中已结合了分析物的单个纳米结构的数量

相对于(i)适当系列中没有结合分析物的单个纳米结构的剩余数量或(ii)相应的第二和/

或第三系列中纳米结构的总数进行数字计数，来测定分析物的浓度(如果在如图2A(iii)描

绘的第二范围内，或者在第三范围内)。换句话说，在第一浓度范围、第二浓度范围和任选的

第三(或更多)浓度范围内的样品中分析物的浓度根据第一系列、第二系列和/或任选的第

三(或更多)系列的每一个中已结合了分析物分子的单个纳米结构的数量来测定。

[0141] 任选地或另外地，可通过模拟检测第二区域和/或第三区域中纳米结构的光学可

检测性质的基本均匀变化作为分析物浓度的函数来测定分析物的浓度(如果在第二浓度范

围或任选的第三浓度范围内)。例如，光学可检测性质的变化可以是第二系列和/或任选的

第三系列产生的基本均匀的颜色变化作为分析物浓度的函数。换句话说，通过模拟检测第

二区域和/或第三区域每一个中纳米结构的光学可检测性质的基本均匀的变化，来确定第

二浓度范围和任选的第三(或更多)浓度范围内的样品中分析物的浓度。

[0142] 每个单独的纳米结构系列(或区域)可包括多达10,000个目的分析物分子的结合
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位点。每个区域都有预先校准的连续信号标度(模拟标度)，其与该区域捕获的蛋白质数量

有关。每个区域的模拟标度对应于用于读出的物理信号的逐渐变化。不同的标度可对应于

例如来自检测器(例如，光学检测器)下的每个区域的不同颜色。该区域定义了纳米马赛克

(nanomosaic)，其具有连续性质变化(例如颜色变化)作为分析物浓度的函数。例如，在光学

检测的情况下，不同的标度可以涉及以下的一项或多项：(i)显微镜下区域的光强度，其具

有作为浓度函数的连续强度变化，或(ii)电子测量值，例如每个区域的电流或电压信号，其

具有作为浓度函数的连续电流或电压信号。

[0143] 可以设想，给定系列中的纳米结构可以是平面和/或曲面纳米结构。纳米结构可被

设置在平面支撑体和/或柔性衬底上，其中纳米结构可以与平面支撑体和/或柔性衬底成为

一体。纳米结构可由半导体材料(例如硅)或金属制成。

[0144] 可以设想，传感器还可包括基准标记，例如可通过亮视野显微镜检查和/或暗视野

显微镜检查进行光学检测的基准标记。基准标记可用于校准传感器在检测系统的检测视野

内的位置。传感器还可包含一种或多种纳米结构制造控制，其证明例如所制造的纳米结构

显示出作为纳米结构直径的函数的颜色变化。

[0145] 在另一个示例性传感器中，如图2A(i)所示，传感器包括第一区域，该第一区域包

括能够结合分析物并产生指示样品中分析物的浓度在第一浓度范围内的可检测信号的第

一系列纳米结构，其中在结合分析物时光学检测结合分析物的第一系列的单个纳米结构，

因此，根据第一系列中已结合分析物分子的单个纳米结构的数量来测定样品中分析物的浓

度(如果在第一浓度范围内)。传感器的第一区域任选地包括以下一个或多个特征：(i)相邻

纳米结构的中心间距至少为1μm；(ii)每个纳米结构的最小横截面尺寸或直径至少为10nm；

(iii)每个纳米结构的最大横截面尺寸或直径不超过200nm；或(iv)每个纳米结构的高度在

50nm至1000nm的范围内。该传感器任选地还包括第二区域，其包括(i)基准标记或(ii)纳米

结构制造控制特征中的一项或多项。

[0146] 在另一个示例性传感器中，如图2A(ii)所描绘的，传感器包括第一区域，其包括能

够结合分析物并产生指示样品中分析物的浓度在第一浓度范围内的可检测信号的第一系

列纳米结构，其中通过模拟检测第一区域中纳米结构的光学可检测特性的基本均匀变化来

确定样品中分析物的浓度(如果在第一浓度范围内)，所述光学可检测特性的变化为分析物

浓度的函数。第一区域还包括以下的一者或多者：(i)相邻纳米结构的中心到中心间距至少

为1μm；(ii)每个纳米结构的最小横截面尺寸或直径至少为100nm；(iii)每个纳米结构的最

大横截面尺寸或直径不超过300nm；或(iv)每个纳米结构的高度在50nm至1000nm的范围内。

该传感器任选地还包括第二区域，该第二区域包括(i)基准标记或(ii)纳米结构制造控制

特征中的一者或多者。

[0147] 所公开的传感器的感测区域是与生物分析物相互作用的物理点。在某些实施方案

中，感测区域被分成不同的部分，每个部分针对特定的浓度范围。在非常低的浓度下，可使

用单分子纳米结构的阵列。如果分析物被单分子传感器捕获，传感器产生数字“是”信号，因

此，分子的浓度可以与数字传感器的计数相关。在中至低浓度范围，具有一定动态范围以产

生模拟信号的较大纳米结构用于测量分析物的浓度。读出信号可以是与纳米结构相关的共

振光谱或散射强度等。为了提高检测精度，可使用这些传感器的阵列来获得统计平均值。

[0148] 作为非限制性示例，可将传感器的感测区域分成多个区域。举例来说，图2B是具有
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四个传感器区域32、34、36、38的传感器30的示意图。每个区域包括一系列纳米结构20。在一

个实施方案中，超低浓度传感器区域32的一系列纳米结构20d确定单分子灵敏度。结果，分

析物的浓度与翻转产生可检测的信号，例如“是”数字信号的单分子纳米结构20d的数量相

关。低、中和高浓度传感器区域34、36、38的纳米结构20a具有增加的尺寸，因此具有较低的

灵敏度，但是动态范围越来越大。区域32、34、36、38中的每一个都针对特定的动态范围进行

了优化。可将从每个区域获得的结果聚集在一起，以提供可由区域32、34、36、38实现的动态

范围的聚集产生的动态范围。

[0149] 图3A描绘了示例性传感器的示意图以及使用这种传感器实现的目的分析物的定

量。该传感器30包括具有配置用于数字定量的一系列纳米结构20d的第一区域50和具有配

置用于模拟定量的一系列纳米结构20a的第二区域60，其中颜色的变化指示不同的浓度。在

该实例中，对范围从pg/mL至ng/mL的分析物浓度执行数字定量70，对范围从ng/mL至g/mL的

分析物浓度执行模拟定量80。当分析物的浓度在pg/mL至ng/mL的范围内时，可以基于区域

50中改变状态(例如，从一种状态翻转至另一种状态)的系列中的纳米结构的数量来测量分

析物浓度。然而，当分析物的浓度达到可检测范围的上限时，区域50中的传感器变得饱和，

并且传感器不能定量更高浓度的分析物。当至少60％、70％、80％、90％、95％或更多的结合

位点已经结合了分析物时，第一系列可发生饱和。结果，该传感器30还包括多个系列的纳米

结构，当样品中的分析物浓度落入给定系列的纳米结构可检测的分析物浓度范围内时，所

述纳米结构改变它们的光学性质(例如，检测为颜色变化)。在该实施方案中，区域60中的系

列纳米结构被校准以在相邻或重叠浓度范围内改变它们的光学性质(例如，颜色)。

[0150] 在图3B中，传感器40包括一系列用于数字检测/定量的纳米结构70和一系列用于

模拟检测/定量的纳米结构80。特别地，用于数字检测的系列纳米结构70包括呈阵列形式的

纳米结构20d。随着分析物(例如，Tau蛋白)的浓度从1.2pg/mL增加至10ng/mL，从一种状态

翻转到另一种状态的纳米结构的数量增加，如每个板90下的比率所示。当分析物浓度等于

或高于10ng/mL时，该系列纳米结构饱和，因为所有或基本上所有的纳米结构(例如，至少

60％、70％、80％、90％、95％的结合位点具有结合的分析物)已经从一种状态翻转到另一种

状态。右手侧的方框示出了被配置用于模拟检测80的一系列纳米结构20a中光学性质的变

化(例如，色度变化)。例如，当分析物的浓度增加至10ng/mL时，系列纳米结构的光学性质

(例如，色调)的变化不会改变。然而，当分析物的浓度大于10ng/mL时，系列纳米结构的光学

性质的变化变得可检测，例如，作为分析物浓度的函数的颜色变化。更大的动态范围可通过

在传感器中包括额外系列的纳米结构(例如，数字阵列和/或模拟阵列)(其被校准来检测和

定量其它浓度范围内的分析物)来实现。

[0151] 图3C示出了由本文所述传感器100执行的数字定量。如所示出的，传感器能够检测

浓度为50fg/mL的分析物分子(Tau蛋白的分子),其中2046个数字纳米结构(20d)中有96个

从一种光学性质翻转到可由检测器检测的另一种光学性质。在该特定实例中，当所有或基

本上所有的纳米结构从一种光学状态翻转到另一种光学状态时，传感器100在约50pg/mL的

分子浓度下变得饱和。

[0152] 图4是描绘从由图3B的示例性传感器40获得的测量值汇编的数据的曲线图。在

1pg/mL至1ng/mL的分析物浓度范围内，数字定量模式70提供了高灵敏度和3log的动态范

围。在1ng/mL至1μg/mL的分析物浓度范围内，模拟比色测量80将可检测浓度范围扩展了额
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外的3log。形成跨越整个动态范围的连续曲线的数字定量测量与模拟定量测量之间的转换

可使用本文所述的类型的算法来自动化。在该实例中，使用配置用于数字定量的一系列纳

米结构与配置用于模拟定量的一系列纳米结构的组合，获得了6log的动态范围。已经发现，

本文所述的传感器可使用小体积的样品(例如，小于100μL、50μL、25μL、10μL或5μL)以高灵

敏度(例如，50fg/mL)实现大动态范围(例如，6log或更大)。

[0153] 纳米结构可具有任何合适的形状和/或尺寸。例如，在一些情况下，纳米结构可以

是纳米针、纳米线、纳米棒、纳米锥等。其它形状也是可能的，例如纳米带、纳米丝、纳米管

等。在某些实施方案中，纳米结构垂直排列，尽管其它角度或排列也是可能的。纳米结构，诸

如纳米针、纳米点、纳米盘、纳米柱等，由于它们能够通过耦合到表面极化激元(surface 

polariton)来限制电磁能量而具有单分子水平的灵敏度。

[0154] 传感器的物理形式可以是通过自下而上和/或自上而下的方法在表面上制造的纳

米结构(例如纳米针、纳米线、纳米柱、纳米点等)的阵列或矩阵。该表面可以是平坦表面，诸

如晶片的顶面。或者，该表面也可以是弯曲的或柔性的，或者是三维结构诸如纤维或线等的

一部分。

[0155] 传感器的功能形式可包括纳米光学结构、纳米机械结构或纳米电结构。因此，读出

信号包括但不限于光信号、电信号和机械信号。因此，分析物的浓度可通过纳米结构的光

学、电学或纳米机械性质的变化来测定。光学特征包括例如表面等离子共振、纳米光子共

振、电共振、磁共振、散射、吸收、荧光、颜色变化等。电特征包括例如电阻、电容、电流、电压

等。纳米机械特征包括例如振动共振、振动幅度、机械质量等。

[0156] 前述结构也可用于通过观察分析物的光学性质(例如表面等离子体共振、散射强

度或吸收)的变化来检测高浓度的分析物。这些结构的灵敏度和检测范围与结构的尺寸密

切相关。平面制造技术实现了不同尺寸和形状的纳米结构在一个器件中的可扩展和灵活集

成。不同的纳米结构可用于实现高灵敏度和高动态范围，用于确定生物样品中的分子和分

析物。

[0157] 在某些实施方案中，可以设计不同结构的表面性质，使得第一系列纳米结构中的

纳米结构结合分析物的结合亲和力可以高于第二和/或第三系列纳米结构中的纳米结构结

合分析物的结合亲和力。这可通过使用对给定分析物具有不同结合亲和力的结合剂来实

现。因此，在低浓度下，分析物优先被单分子纳米结构捕获和检测。随着浓度增加，第一系列

的纳米结构饱和，来自其它系列的纳米结构的信号可以用于扩展动态范围。

[0158] 图5是包括多个系列纳米结构的示例性传感器(例如，纳米马赛克芯片)150的图

示。在传感器150左手侧的列中，分开的区域表示制造控制结构155，其表明纳米结构随着纳

米结构直径增加而改变颜色。中间区域160代表多个单独的阵列(即，16个阵列)，每个阵列

定义了相应系列的纳米结构(共同包括25,600个纳米结构，每个纳米结构定义了单分子纳

米结构)，其被配置用于测量超低浓度水平的分析物的数字定量。右手侧的区域包括用于模

拟定量的三个系列的纳米结构(例如，第二、第三和第四系列的纳米结构)，其被描绘为区域

165、170、175。区域165、170、175中的每一个都被校准以测量在三个独立的相邻或重叠的浓

度范围内的分析物浓度。在某些实施方案中，这三个区域可各自包括1,000个纳米结构。

[0159] 在另一个实施方案中，如图6中所图示的，另一个示例性传感器(例如纳米马赛克

芯片)150包括许多系列(区域)的纳米结构。在中心，基准标记200被定位成帮助将传感器与
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光学检测系统对准。基准标记可以是任何期望的设计。例如，如图6所示，基准标记200包括

菱形图案和三个三角形图案，它们以不具有旋转对称性的方式排列，以提供位置和旋转方

向的信息。结果，基准标记可用于(i)定位传感器位置，以及(ii)对准纳米结构的水平面和

垂直面。制造控制结构155被设置在基准周围。数字单分子纳米结构20d的阵列设置在传感

器的左侧和右侧区域，模拟分子纳米结构20a的阵列设置在围绕基准和制造控制结构的中

间行。图6所示的制造控制包括8个纳米结构(例如，纳米针)区块，其直径范围为80nm至

150nm。暗视野成像下纳米结构(纳米针)的颜色随着直径的增加而改变。

[0160] 在某些实施方案中，纳米结构按照从与衬底附着的末端或点确定的长度为小于约

500nm、450nm、350nm、300nm、250nm、200nm、150nm、100nm、50nm、30nm、20nm、10nm、5nm、3nm或

2nm。在某些实施方案中，纳米结构的长度可为至少约2nm、3nm、4nm、5nm、6nm、6nm、7nm、8nm、

9nm、10nm、20nm、30nm、40nm、50nm、60nm、70nm、80nm、90nm、100nm、150nm、200nm、250nm、

300nm、350nm、400nm、450nm或500nm。

[0161] 纳米结构可具有任何合适的横截面形状，例如正方形、圆形、三角形、椭圆形、多边

形、星形、不规则形状等。纳米结构可在其整个长度上保持相同的横截面形状，或者可在纳

米结构的不同部分具有不同的横截面形状。另外，纳米结构可具有任何合适的横截面直径。

横截面直径可以是恒定的(例如，如在纳米针或纳米棒中)，或者是变化的(例如，在纳米锥

中)。平均截面直径可以例如小于约1,000nm、750nm、500nm、400nm、300nm、200nm、175nm、

150nm、125nm、100nm、75nm、50nm、40nm、30nm、20nm或10nm。在某些实施方案中，横截面直径

可为至少约10nm、20nm、30nm、40nm、50nm、75nm、100nm、125nm  150nm、175nm、200nm、300nm、

400nm、500nm、750nm或1,000nm。在各种实施方案中，组合也是可能的。例如，纳米结构的平

均直径可介于50nm与300nm之间、75nm与250nm之间或100nm与200nm之间。

[0162] (B)制造考虑因素

[0163] 纳米结构可由任何合适的材料形成，并且可与其上设置有纳米结构的衬底相同或

不同。在某些实施方案中，纳米结构(例如，纳米针)可由硅和/或其它合适的半导体材料(例

如，锗)形成。另外，材料的非限制性实例包括金属(例如，镍或铜)、二氧化硅、玻璃等。

[0164] 在某些实施方案中，纳米结构(例如，纳米针)可以设置在可由单一材料形成的衬

底上。换句话说，纳米结构(例如，纳米针)和下面的衬底(例如，平面衬底)可以是一体的，并

且可由相同的材料形成。在其它方法中，纳米结构(例如，纳米针)可以结合或粘附至下面的

基底(例如，平面基底)，所述基底可由相同的材料或不同的材料形成。

[0165] 可以设想，本文所述的传感器可通过多种不同的方法例如使用半导体制造方法制

造。如上所述以及下文更详细描述的，可使用任何合适的方法来形成可用于制造本文所述

的传感器的系列纳米结构。实例包括但不限于刻蚀技术，诸如电子束蚀刻、光刻、X射线蚀

刻、极紫外线蚀刻、离子投影蚀刻等。可选地或另外地，纳米结构可由一种或多种易于用合

适的蚀刻剂蚀刻的材料形成。

[0166] 例如，在某些实施方案中，纳米结构可由一种或多种易于用合适的蚀刻剂蚀刻的

材料形成。例如，纳米结构可包括诸如二氧化硅或玻璃的材料，其可使用HF(氢氟酸)或BOE

(缓冲氧化物蚀刻)来蚀刻。作为另一个实例，纳米结构可包括诸如铜、铁、镍和/或钢等金

属，所述金属可使用诸如HCl(盐酸)、HNO3(硝酸)、硫酸(H2SO4)等酸和/或诸如氯化铁

(FeCl3)或硫酸铜(CuSO4)等其它蚀刻化合物来蚀刻。作为另一个实例，纳米结构可包括硅或
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其它半导体材料，所述半导体材料可使用诸如EDP(乙二胺和邻苯二酚的溶液)、KOH(氢氧化

钾)和/或TMAH(氢氧化四甲铵)等蚀刻剂来蚀刻。在一些情况下，纳米结构还可包括塑料或

聚合物，例如聚甲基丙烯酸甲酯、聚苯乙烯、聚全氟丁烯乙烯基醚等。可使用KOH(氢氧化钾)

和/或其它酸(诸如本文所述的那些酸)来蚀刻。

[0167] (i)纳米结构制造

[0168] 可以设想，本文所述的传感器可通过常规半导体制造技术，例如CMOS技术来制造，

所述制造技术已经以成本有效的方式产生了高通量和高产量的高制造能力。通过使用此类

方法，可以制造包括一个或多个系列的纳米结构(例如纳米针、纳米点、纳米盘、纳米线和纳

米柱)的传感器，所述纳米结构设置在衬底上或与衬底成为一体。示例性纳米结构示意性地

描绘在图7和图8中。作为非限制性实例，图7示出了几种纳米结构20，其可用当前的纳米制

造技术直接在衬底上形成，所述纳米制造技术包括电子束蚀刻、光刻、纳米压印等。例如，纳

米结构20可以是纳米柱(均匀纳米针)、纳米盘、锥形纳米针或纳米点。另外，图8描绘了分别

由两种或更多种材料(例如第一和第二材料300和305)制造的纳米结构20(例如，纳米针)。

如下所述，每种材料的组成可用于控制纳米结构结合分析物的结合能力，或实现特定的光

学性质、电性质或磁性质。

[0169] 纳米结构的制造可以在晶片规模或芯片规模以同等的缩放能力进行。在该类型的

方法中，首先为设计的纳米结构制作掩模。在某些实施方案中，使用与设计结构相反的结构

作为掩模上的图案。例如，使用旋涂或浸涂工艺将光致抗蚀剂涂覆到晶片或芯片上。然后可

将光致抗蚀剂暴露于穿过掩模到达光致抗蚀剂的电磁辐射。此后，对曝光的光致抗蚀剂进

行显影。在某些实施方案中，也可通过激光束或电子束直接写入光致抗蚀剂上的图案。然

后，可通过物理气相沉积(包括热蒸发、电子束蒸发、溅射或化学沉积，或者所需材料的原子

层沉积)将光致抗蚀剂上的图案转移到衬底上。

[0170] 在某些实施方案中，可使用自上而下的蚀刻工艺(包括湿法蚀刻、干法蚀刻诸如反

应离子蚀刻、溅射蚀刻和/或气相蚀刻)将光致抗蚀剂上的图案转移到衬底。可将图案化、沉

积、蚀刻和功能化过程重复多次循环。在某些实施方案中，可使用半导体制造工艺来制造纳

米针、纳米柱、纳米点和/或纳米线的阵列。在其它实施方案中，纳米针、纳米柱、纳米点和/

或纳米线的阵列可使用模压工艺来制造。

[0171] 示例性制造方法描述于图9A‑图9D中所示的横截面视图中。更具体地，参照图9A，

将一层电子束抗蚀剂或光致抗蚀剂310涂覆到半导体衬底320(诸如硅衬底)上。参考图9B，

然后通过电子束暴露或电磁辐射暴露来对抗蚀剂层进行图案化，以例如通过使用Elionix

或Raith电子束蚀刻系统形成抗蚀剂层特征325。参考图9C，将抗蚀剂在抗蚀剂显影剂中显

影，以去除其部分并仅留下抗蚀剂特征325。参考图9D，然后用图案化的抗蚀剂作为掩模进

行蚀刻工艺。蚀刻工艺可以是例如湿法或干法蚀刻。合适的湿法蚀刻可以是例如乙二胺焦

儿茶酚(EDP)、氢氧化钾(KOH)或氢氧化四甲铵(TMAH)的溶液。结果，产生了硅纳米针330，其

中抗蚀剂325设置在纳米针的顶面上。纳米针的高度范围可为2nm至1000nm。纳米针的直径

范围可为10nm至1000nm。可使用常规湿法蚀刻缓冲剂(未示出)去除抗蚀剂特征325。

[0172] 可使用化学气相沉积或原子层沉积或两者的组合来化学活化蚀刻结构的表面。这

种活化工艺也可在湿溶液中进行。然后，化学活化的结构准备好通过例如化学吸附(例如共

价结合)或物理吸附来结合生物材料，本文所述的结合剂。
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[0173] 合适的硅衬底可以是例如圆形12”硅晶片。为了符合生物分子筛选协会(SBS)推荐

的微孔板规格，将圆形晶片切成矩形。切割步骤可以在如上所述的制造过程结束时执行。或

者，可以在制造过程开始时切割成晶片深度的一半；然后，在完成所有制造步骤(包括旋涂、

图案化、沉积和蚀刻)之后，可以容易地将晶片切割成SBS形式。

[0174] 另一种制造方法描述于图10A‑图10G所示的横截面图中。参考图10A，使用化学气

相沉积、原子层沉积或两者的组合，在硅衬底320的顶面上形成二氧化硅层335。该层的厚度

范围可为2nm至100nm。将包括例如聚甲基丙烯酸甲酯的抗蚀剂层310旋涂至二氧化硅层335

上。参考图10B和图10C，通过电子束或电磁辐射对抗蚀剂层310进行图案化，然后在抗蚀剂

显影剂中显影以形成抗蚀剂特征325。参考图10D，通过例如使用例如Sharon热蒸发器或

Denton电子束蒸发器的热蒸发(或电子蒸发)，将铝层340沉积在图案化的抗蚀剂层特征325

上。铝层340的厚度优选为20nm至100nm。参考图10E，执行剥离工艺以去除抗蚀剂层特征

325，在二氧化硅层335上留下铝掩模。参考图10F，执行蚀刻工艺，诸如利用STS  ICP  RIE系

统或Oxford等离子体RIE系统的反应离子蚀刻，以蚀刻氧化硅纳米针335。RIE蚀刻还可进行

到硅层320中，产生双层SiO2‑Si纳米结构。参考图10G，可以在铝蚀刻剂缓冲液(例如1‑5％ 

HNO3、H3PO4和CH3COOH的混合物)中从硅纳米针342的顶部蚀刻掉铝掩模340。

[0175] 在图11A‑图11F所示的横断面视图中描绘了另一种制造方法。参考图11A，二氧化

硅层335生长在硅衬底320的顶面上。抗蚀剂层310被旋涂到二氧化硅层335上。参考图11B和

图11C，通过电子束或电磁辐射对抗蚀剂层310进行图案化，然后在抗蚀剂显影剂中显影以

形成抗蚀剂特征325。参考图11D，通过例如热蒸发(或电子蒸发)工艺，在图案化的抗蚀剂层

310上沉积金属层，诸如铝层340。参考图11E，然后执行剥离工艺以去除抗蚀剂层310，留下

设置在衬底上的氧化物层上的铝纳米针。参考图11F，涂层345可被旋涂以改变衬底的表面

性质。涂层可以是疏水材料，诸如TEFLON，或聚乙二醇分子层。涂层的厚度小于铝纳米针的

高度。

[0176] 图12A‑图12F所示的横截面图中描绘了另一种制造方法。参考图12A，将抗蚀剂层

310旋涂在氧化物衬底350上。氧化物层可以是热生长的氧化硅，或者通过化学气相沉积形

成。在一些实施方案中，衬底350可以是载玻片。参考图12B和图12C，电磁辐射可用于在抗蚀

剂层310中对特征进行图案化，然后将抗蚀剂层310在抗蚀剂显影剂中显影以形成抗蚀剂特

征325。参考图12D，通过例如使用化学气相沉积，在图案化的抗蚀剂层310上沉积硅层355。

参考图12E，执行剥离工艺以去除图案化的抗蚀剂层310，这在氧化物衬底上导致硅纳米点

360结构。参考图12F，可使用硅纳米点360作为晶种，通过例如VLS(气‑液‑固)法，外延生长

硅纳米针结构365。

[0177] 在图13A‑图13D所示的横截面图中描述了另一种制造方法，其中可通过使用模具

对光致抗蚀剂层进行图案化。参考图13A，模具370由例如Si或石英制成。模具可通过高分辨

率图案化技术诸如电子束蚀刻来制造。模具具有与待复制的靶纳米结构相似的特征尺寸。

参考图13B，将抗蚀剂层310旋涂在硅衬底320上。参考图13C，然后通过纳米压印或纳米压模

(nanostamping)将模具370中的特征压印到抗蚀剂中，然后通过例如UV或热交联。参考图

13D，压印的光致抗蚀剂可用作后续蚀刻工艺的掩模，以获得硅纳米结构。

[0178] 参考图14A和图14B，通过重复本文上述的制造步骤，有可能产生在晶片320上制造

的多个传感器375，以产生例如设置在每个晶片320上的10x  10的传感器阵列。如图14B所
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示，每个传感器包括纳米结构(例如设置在硅衬底上的纳米针330)的阵列。

[0179] 应当注意，图10‑图14中描绘的纳米结构有至少一个维度在1‑999nm、1‑750nm、1‑

500nm、1‑400nm、1‑300nm、1‑200nm、1‑100nm、10‑999nm、10‑750nm、10‑500nm、10‑400nm、10‑

300nm、10‑200nm、10‑100nm、20‑999nm、20‑750nm、20‑500nm、20‑400nm、20‑300nm、20‑

200nm、20‑100nm、30‑999nm、30‑750nm、30‑500nm、30‑400nm、30‑300nm、30‑200nm、30‑

100nm、40‑999nm、40‑750nm、40‑500nm、40‑400nm、40‑300nm、40‑200nm、40‑100nm、50‑

999nm、50‑750nm、50‑500nm、50‑400nm、50‑300nm、50‑200nm或50‑100nm的范围内。例如在图

14B中，纳米结构之间的间距，即中心间距离，通常为1‑100μm，例如至少1.5μm、2μm、3μm、4μ

m、5μm、6μm、7μm、8μm、9μm、10μm、20μm、30μm、40μm、50μm、60μm、70μm、80μm或90μm。其它尺寸

可用于结构的间距。如图14A所示，图14B中的纳米结构阵列在其整体上也可以以阵列形式

排列。例如，如图14A所示，两个纳米结构阵列之间的间距的范围可为小于100μm至大于数厘

米。此外，可以设想，纳米结构的间距和尺寸在芯片的不同部分中或在每个纳米结构系列内

可以不同。在各种实施方案中，这些的任意组合也是可能的。

[0180] 此外，可以控制周期性结构中纳米结构之间的距离或间距，例如，使得纳米结构形

成元表面(meta‑surface)。例如，间距可被设置成小于入射光的波长。例如，间距可以小于

700nm、600nm、500nm、400nm、300nm、200nm、100nm、50nm、25nm、10nm、9nm、8nm、7nm、6nm、5nm、

4nm、3nm或2nm，和/或大于1nm、2nm、3nm、4nm、5nm、6nm、7nm、8nm、9nm  10nm、25nm、50nm、

100nm、200nm、300nm、400nm、500nm、600nm或700nm。例如，在某些情况下，间距可介于400nm

与500nm之间。纳米结构可具有本文提供的任何维度。在某些情况下，纳米结构的平均横截

面直径或者最小或最大横截面尺寸小于入射光的波长。在某些情况下，单个纳米结构被配

置为光学可分辨的，其中，例如，间距可以小于100μm、小于10μm、小于5μm和/或大于1μm或大

于5μm。

[0181] 表1描述了本文所述的用于光学读出的纳米结构的示例性参数。

[0182] 表1

[0183]

[0184] 表2描述了本文所述的用于机械读出的纳米结构的示例性参数。

[0185] 表2
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[0186]

[0187] 表3描述了本文所述的用于电读出的纳米结构的示例性参数。

[0188] 表3

[0189]

[0190] (ii)纳米结构功能化

[0191] 用结合分析物的结合剂(例如结合分析物的结合剂，例如生物结合剂)对第一系列

和在适用的情况下第二和第三系列中的纳米结构进行功能化。生物结合剂可以是例如抗

体、适体、配体‑受体对的成员、酶或核酸。在某些情况下，例如，当第一系列用于测量非常低

浓度的分析物时，在第一系列中使用对分析物的结合亲和力高于第二、第三或后续系列中

的结合剂的结合剂可能是有利的。

[0192] 施加到给定纳米结构上的结合剂的数量可根据所需的测定法，例如所需的动态范

围、待检测的分析物的数量等而变化。例如，在某些情况下，纳米结构可用1种、5种、10种、20

种、25种、50种、75种、100种或更多种结合剂官能化。这些值的范围可为1‑1,000个/纳米结

构、1‑500个/纳米结构、1‑250个/纳米结构、1‑100个/纳米结构、1‑50个/纳米结构、1‑25个/

纳米结构、1‑10个/纳米结构或1‑5个结合剂/纳米结构。

[0193] 传感器可被设计成检测和/或定量样品中的任何目的分析物。此外，给定传感器中

的纳米结构或纳米结构系列可被配置成同时或顺序结合、检测和/或定量多种不同的分析

物。例如，传感器可包括多种不同的结合剂，用于检测测试样品中相应的多种不同的分析

物。

[0194] 可以在各种样品中检测和/或定量分析物。样品可呈允许测量分析物的任何形式。

换句话说，样品必须允许分析物提取或处理，以允许检测分析物，诸如薄切片的制备。因此，

样品可以是新鲜的，通过合适的低温技术保存的，或者通过非低温技术保存的。在某些实施
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方案中，样品是体液样品，诸如血液、血清、血浆、尿液、脑脊液或间质液样品。在某些实施方

案中，样品是例如从通过使用常规活检器械和程序获得的活检样品获得的组织提取物。内

窥镜活组织检查、切除活组织检查、切口活组织检查、细针活组织检查、穿孔活组织检查、刮

削活组织检查和皮肤活组织检查是本领域技术人员可用来获得组织样品的公认医疗程序

的实例。用于随后分析的组织制备的合适技术是本领域技术人员所熟知的。在某些实施方

案中，样品是细胞样品或细胞上清液样品。

[0195] 分析物包括生物分子，例如蛋白质，包括蛋白质、糖蛋白、脂蛋白、核蛋白和肽，包

括前述蛋白质中任一种的肽。示例性的基于蛋白质的分析物包括例如但不限于细胞因子、

抗体、酶、生长因子、激素、结构蛋白、转运蛋白、受体、DNA结合蛋白、RNA结合蛋白、免疫系统

蛋白、伴侣蛋白等。

[0196] 在某些实施方案中，分析物是细胞因子，例如干扰素(例如，IFNα、IFNβ和IFNγ)、

白细胞介素(例如，IL‑1、IL‑2、IL‑3、IL‑4、IL‑5、IL‑6、IL‑7、IL‑8、IL‑9、IL‑10、IL‑12、IL‑

17和IL‑20)、肿瘤坏死因子(例如，TNFα和TNFβ)、红细胞生成素(EPO)、FLT‑3配体、gIp10、

TCA‑3、MCP‑1、MIF、MIP‑1α、MIP‑1β、Rantes、巨噬细胞集落刺激因子(M‑CSF)、粒细胞集落刺

激因子(G‑CSF)和粒细胞‑巨噬细胞集落刺激因子(GM‑CSF)，以及任何前述物质的功能片

段。

[0197] 在某些实施方案中，分析物是抗体。抗体的实例包括但不限于抗EGFR、抗HER2、抗

PD1、抗PIK3CA、抗抗Tau、抗RhoA、抗β肌动蛋白、抗α微管蛋白、抗β微管蛋白、抗YAP、抗TAZ、

抗NRF2、抗SIRT1、抗SIRT2、抗GIRK2、抗IL‑6、抗IL‑9、抗FLT3、抗BCMA、抗生长素释放肽

(anti‑ghrelin)、抗催产素、抗催乳素和抗松弛素。

[0198] 在某些实施方案中，分析物是酶。酶的实例包括但不限于亚硝酸盐还原酶、硝酸盐

还原酶、谷胱甘肽还原酶、硫氧还蛋白还原酶、亚硫酸盐氧化酶、细胞色素p450氧化酶、一氧

化氮双加氧酶、硫胺酶、丙氨酸转氨酶、天冬氨酸转氨酶、半胱氨酸脱硫酶、硫辛酰基合酶、

磷脂酶A、乙酰胆碱酯酶、胆碱酯酶、磷脂酶C、果糖二磷酸酶、磷脂酶D、淀粉酶、蔗糖酶、几丁

质酶(chinitase)、溶菌酶、麦芽糖酶、乳糖酶、β‑半乳糖苷酶、透明质酸酶、解旋酶、ATP酶和

DNA聚合酶。

[0199] 在某些实施方案中，分析物是生长因子。生长因子的实例包括但不限于集落刺激

因子(CSF)、表皮生长因子(EGF)、成纤维细胞生长因子(FGF)、血小板衍生生长因子(PDGF)、

转化生长因子(TGF)和血管内皮生长因子(VEGF)。

[0200] 在某些实施方案中，分析物是激素。激素的实例包括但不限于肾上腺素、褪黑激

素、去甲肾上腺素、三碘甲状腺原氨酸、甲状腺素、多巴胺、前列腺素类、白三烯类、前列环

素、血栓烷、胰淀素(或胰岛淀粉样多肽)、抗苗勒氏管激素(或苗勒氏管抑制因子或激素)、

脂连蛋白、促肾上腺皮质激素(或促肾皮素(corticotropin))、血管紧张素原和血管紧张

素、抗利尿激素(或加压素、精氨酸加压素)、心房钠尿肽(或心房肽)、脑钠尿肽、降钙素、胆

囊收缩素、促肾上腺皮质激素释放激素、皮质抑制素、脑啡肽、内皮素、红细胞生成素、促卵

泡激素、甘丙肽、胃抑制多肽、胃泌素、生长素、胰高血糖素、胰高血糖素样肽‑1、促性腺激素

释放激素、生长激素释放激素、hepcidin、人绒毛膜促性腺激素、人胎盘催乳素、生长激素、

抑制素、胰岛素、胰岛素样生长因子(或生长介素)、瘦素、促脂素、促黄体生成素、促黑素细

胞激素、胃动素、食欲素、骨钙素、催产素、胰多肽、甲状旁腺激素、垂体腺苷酸环化酶激活

说　明　书 25/57 页

30

CN 116762002 A

30



肽、催乳素、催乳素释放激素、松弛素、肾素、胰液素、生长抑素、血小板生成素、促甲状腺激

素(或促甲状腺素)、促甲状腺素释放激素、血管活性肠肽、鸟苷素、尿鸟苷素、睾酮、脱氢表

雄酮、雄烯二酮、双氢睾酮、醛固酮、雌二醇、雌酮、雌三醇、皮质醇、孕酮、骨化三醇(1,25‑二

羟基维生素D3)和骨化二醇(25‑羟基维生素D3)。

[0201] 在某些实施方案中，分析物是结构蛋白。结构蛋白的实例包括但不限于肌动蛋白、

肌球蛋白、连环蛋白、角蛋白、血小板溶素、胶原蛋白、原纤维蛋白、丝聚蛋白、明胶、紧密连

接蛋白、层粘连蛋白、弹性蛋白、肌联蛋白和骨质。

[0202] 在某些实施方案中，分析物是转运蛋白。转运蛋白的实例包括但不限于EAAT1、

EAAT2、EAAT3、EAAT4、EAAT5、葡萄糖转运蛋白、多巴胺转运蛋白、去甲肾上腺素转运蛋白、血

清素转运蛋白、囊泡单胺转运蛋白、ATP结合盒转运蛋白、V型ATP酶、P型ATP酶、F型ATP酶和

视紫质。

[0203] 在某些实施方案中，分析物是受体。受体的实例包括但不限于G蛋白偶联受体、肾

上腺素能受体、嗅觉受体、受体酪氨酸激酶、表皮生长因子受体(EGFR)、胰岛素受体、成纤维

细胞生长因子受体、高亲和力神经营养因子受体、肝配蛋白受体、整联蛋白、低亲和力神经

生长因子受体和NMDA受体。

[0204] 在某些实施方案中，分析物是DNA结合蛋白。DNA结合蛋白的实例包括但不限于H1/

H5、H2、H3、H4、鱼精蛋白类和转录因子(例如，c‑myc、FOXP2、FOXP3、MyoD、p53等)。

[0205] 在某些实施方案中，分析物是RNA结合蛋白。RNA结合蛋白的实例包括但不限于锯

齿状RNA效应分子同源物(Serrate  RNA  effector  molecule  homolog ,SRRT)、TAP/NXF1、

ZBP1、GLD‑1、GLD‑3、DAZ‑1、PGL‑1、OMA‑1、OMA‑2、Pumilio、Nanos、FMRP、CPEB和Staufen。

[0206] 在某些实施方案中，分析物是免疫系统蛋白质。免疫系统蛋白质的实例包括但不

限于CD34、CD31、CD117、CD45、CD11B、CD15、CD24、CD44、CD114、CD182、CD4、CD8、CD3、CD16、

CD91、CD25、CD56、CD30、CD31、CD38、CD47、CD135和FOXP3。

[0207] 在某些实施方案中，分析物是伴侣蛋白。伴侣蛋白的实例包括但不限于GRP78/

BIP、GRP94、GRP170、钙联蛋白、钙网蛋白、HSP47、ERp29、蛋白质二硫键异构酶(PDI)、脯氨酰

异构酶、ERp57、HSP70、HSP90和HSP100。

[0208] 纳米结构可使用本领域已知的标准化学物质来功能化。首先，可使用标准化学法

(包括标准接头化学法)活化纳米结构的表面以结合结合剂。

[0209] 结合剂可包含或被工程改造成包含能够直接或通过化学接头与纳米结构表面反

应(例如，通过纳米结构表面上或表面处存在的硅烷醇基团)的官能团。

[0210] 在一种方法中，纳米结构的表面硅烷醇基团可用一种或多种具有反应性基团(例

如伯胺)的活化剂(诸如烷氧基硅烷、氯硅烷或替代的硅烷形式)活化。具有反应性基团的示

例性烷氧基硅烷可包括例如氨基硅烷(例如，(3‑氨基丙基)‑三甲氧基硅烷(APTMS)、(3‑氨

基丙基)‑三乙氧基硅烷(APTES)、(3‑氨基丙基)‑二乙氧基‑甲基硅烷(APDEMS)、3‑(2‑氨基

乙基氨基丙基)三甲氧基硅烷(AEAPTM))、缩水甘油氧基硅烷(例如，(3‑缩水甘油氧基丙

基)‑二甲基‑乙氧基硅烷(GPMES))或巯基硅烷(例如，(3‑巯基丙基)‑三甲氧基硅烷(MPTMS)

或(3‑巯基丙基)‑甲基‑二甲氧基硅烷(MPDMS)。具有反应性基团的示例性氯硅烷包括甲基

丙烯酸3‑(三氯甲硅烷基)丙酯(TPM)和10‑异氰酰癸基三氯硅烷。

[0211] 此后，可以使用各种交联剂将结合剂上的官能团，例如赖氨酸残基侧链上的伯胺，
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连接于添加到纳米结构表面的反应性基团。示例性的交联剂可包括例如同双功能交联剂

(例如戊二醛、双马来酰亚胺基己烷、双(2‑[琥珀酰亚胺氧基羰基氧基]乙基)砜(BSOCOES)、

[双(磺基琥珀酰亚胺基)辛二酸酯](BS3)、(1,4‑二‑(3’‑[2吡啶基二硫代]‑丙酰胺基)丁

烷)(DPDPB)、辛二酸二琥珀酰亚胺酯(DSS)、酒石酸二琥珀酰亚胺酯(DST)、酒石酸磺基二琥

珀酰亚胺酯(磺基DST)、二硫代双(丙酸琥珀酰亚胺酯(DSP)，3,3’‑二硫代双(丙酸磺基琥珀

酰亚胺酯(DTSSP)，乙二醇双(琥珀酸琥珀酰亚胺酯)(EGS)、可碘化的双(β‑[4‑叠氮基水杨

酰胺基]‑乙基)二硫化物(BASED)、同双功能NHS交联试剂(例如，双N‑琥珀酰亚胺基‑[戊乙

二醇]酯(双(NHS)PEO‑5)，以及PEG或葡聚糖聚合物的同双官能异硫氰酸酯衍生物)和异双

官能交联剂(例如，4‑(N‑马来酰亚胺基甲基)环己烷‑1‑羧酸琥珀酰亚胺基(SMCC)、琥珀酰

亚胺基‑4‑(N‑马来酰亚胺基甲基)‑环己烷‑1‑羧基(6‑氨基己酸酯)(LC‑SMCC)、N‑马来酰亚

胺基苯甲酰基‑N‑羟基琥珀酰亚胺酯(MBS)、琥珀酰亚胺4‑(对‑马来酰亚胺基苯基)丁酸酯

(SMPB)、N‑羟基‑琥珀酰亚胺和N‑乙基‑'(二甲基氨基丙基)碳二亚胺(NHS/EDC)、N‑ε‑马来

酰亚胺基‑己酸)酰肼(sulfoEMCS)、N‑琥珀酰亚胺基‑S‑乙酰硫代乙酸酯(SATA)、单氟环辛

炔(MFCO)、双环[6.1.0]壬炔(BCN)、N‑琥珀酰亚胺基‑S‑乙酰硫代丙酸酯(SATP)、马来酰亚

胺基和二苯并环辛炔酯(DBCO酯)以及1‑乙基‑3‑[3‑二甲基氨基丙基]碳二亚胺盐酸盐

(EDC))。

[0212] 举例来说，本文所述的纳米结构可通过烷氧基硅烷(例如，APTMS)活化，以修饰表

面硅烷醇基的游离羟基，从而产生反应性基团(例如，伯胺)。然后，纳米结构上产生的反应

性基团(例如伯胺)可与交联剂(例如戊二醛)反应，所述交联剂与存在于例如蛋白质(例如

目的抗体)中的赖氨酸氨基酸的侧链中的游离胺基团形成共价键联。

[0213] 可以设想，本领域已知的其它活化和缀合化学物质可用于将一种或多种结合剂共

价偶联至本文所述纳米结构的表面。

[0214] 可以设想，给定的纳米结构或系列纳米结构可用结合目的分析物的结合剂来功能

化。本文使用的术语“结合剂”是指与目的分析物特异性结合的试剂。与结合剂结合使用的

术语“优先结合”或“特异性结合”是指这样的试剂，与所述试剂与除所述靶分析物外的分子

的结合和/或缔合相比，该试剂与特定靶分析物的结合和/或缔合(i)更稳定、(ii)更快速、

(iii)亲和力更强、(iv)持续时间更长、或(v)(i)‑(iv)中任意两项或更多项的组合。例如，

特异性或优先结合靶分析物的结合剂是这样的结合结构域，与所述结合结构域和不同分析

物的结合相比，该结合结构域与靶分析物的结合具有例如更强亲和力、亲合性、更加容易

和/或持续时间更长。结合剂对分析物的亲和力可为约100nM、50nM、20nM、15nM、10nM、9nM、

8nM、7nM、6nM、5nM、4nM、3nM、2nM、1nM、0.5nM、0.1nM或0.01nM，或更强，如通过表面等离子体

共振所测定的。例如，结合剂对分析物的亲和力可在约0.01nM至约100nM、约0.1nM至约

100nM、或约1nM至约100nM的范围内。应当理解，优先结合第一靶分析物的结合剂可以优先

结合或可以不优先结合第二靶分析物。因此，“优先结合”不一定要求(尽管其可包括)排它

性结合。

[0215] 示例性结合剂包括酶(例如，结合底物和抑制剂)、抗体(例如，结合抗原)、抗原(例

如，结合靶抗体)、受体(例如，结合配体)、配体(例如，结合受体)、核酸单链聚合物(例如，结

合核酸分子以形成例如DNA‑DNA、RNA‑RNA或DNA‑RNA双链)，以及与靶分析物结合的合成分

子。天然的、合成的、半合成的和遗传改变的大分子可以用作结合剂。结合剂包括生物结合
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剂，例如抗体、适体、受体、酶或核酸。

[0216] 如本文中所用，除非另有说明，否则术语“抗体”应被理解为指完整抗体(例如，完

整单克隆抗体)或抗体的抗原结合片段(例如，单克隆抗体的抗原结合片段)，包括已被修

饰、工程改造或化学缀合的完整抗体或抗原结合片段。已被修饰或工程改造的抗体的实例

包括嵌合抗体、人源化抗体和多特异性抗体(例如，双特异性抗体)。抗原结合片段的实例包

括Fab、Fab’、(Fab’)2、Fv、单链抗体(例如，scFv)、微型抗体和双链抗体。

[0217] 在某些实施方案中，抗体与其靶标结合的KD为约300pM、250pM、200pM、190pM、

180pM、170pM、160pM、150pM、140pM、130pM、120pM、110pM、100pM、90pM、80pM、70pM、60pM、

50pM、40pM、30pM、20pM或10pM或更低。抗体可具有人IgG1、IgG2、IgG3、IgG4或IgE同种型。

[0218] 生产抗体以及其它蛋白结合剂的方法是本领域已知的。例如，蛋白质结合剂可以

从天然来源纯化或使用重组DNA技术产生。例如，编码例如蛋白质结合剂的DNA分子可以通

过化学方法或重组DNA方法合成。可将所得的编码期望的基于蛋白质的结合剂的核酸掺入

(连接)到表达载体中，所述表达载体可通过常规转染或转化技术引入宿主细胞。转化的宿

主细胞可以在允许宿主细胞表达编码目的蛋白质的基因的条件下生长。具体的表达和纯化

条件将根据所采用的表达系统而变化。例如，如果要在大肠杆菌中表达基因，首先通过将工

程改造的基因定位在合适的细菌启动子(例如Trp或Tac)和原核信号序列的下游，将其克隆

到表达载体中。表达的分泌蛋白在折射体(refractile  body)或包涵体中积累，并且可以在

通过弗氏压碎器(French  press)或超声处理破碎细胞后收获。然后溶解折射体，通过本领

域已知的方法使蛋白质重折叠和切割。如果要在真核宿主细胞例如CHO细胞中表达工程改

造的基因，首先将其插入含有合适的真核启动子、分泌信号、poly  A序列和终止密码子的表

达载体中。可使用常规技术将基因构建体引入真核宿主细胞。此后，在允许基于蛋白质的结

合剂表达的条件下培养宿主细胞。表达后，可使用本领域已知的技术(包括例如亲和标签诸

如谷胱甘肽‑S‑转移酶(GST)或组氨酸标签)收获并纯化或分离多肽。

[0219] 示例性的基于核酸的结合剂包括适体和spiegelmers。适体是基于核酸的序列，对

特定的靶分子具有很强的结合活性。就结合亲和力和功能性而言，Spiegelmers类似于适

体，但具有防止酶促降解的结构，这是通过使用核酸酶抗性L‑寡核苷酸而不是天然存在的

核酸酶敏感性D‑寡核苷酸来实现的。

[0220] 适体是以高亲和力和特异性结合靶分子的特异性核酸序列，并通过通常称为配体

的进化选择性进化(Selective  Evolution  of  Ligands  by  Evolution)(SELEX)的方法进

行鉴定，如美国专利第5,475,096号和5,270,163号中所述。每个SELEX鉴定的核酸配体是给

定靶化合物或分子的特定配体。SELEX方法基于这样的观察，即核酸具有足够的能力形成各

种二维和三维结构，并且在其单体中具有足够的可用的化学多样性，以作为几乎任何化学

化合物的配体(形成特定的结合对)，无论是单体的还是聚合的。任何大小或组成的分子都

可作为靶标。

[0221] 应用于高亲和力结合的应用的SELEX方法包括从候选寡核苷酸的混合物中进行选

择，并使用相同的一般选择方案逐步重复结合、分配和扩增，以实现几乎任何期望的结合亲

和力和选择性标准。从核酸混合物(优选包含随机化序列的区段)开始，SELEX方法包括以下

步骤：在有利于结合的条件下使混合物与靶标接触，将未结合的核酸与那些已经特异性结

合到靶分子的核酸分离，解离核酸‑靶复合物，扩增从核酸‑靶复合物解离的核酸以产生富
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含配体的核酸混合物，然后重复结合、分离、解离和扩增步骤，重复所需的循环次数以产生

对靶分子高度特异的高亲和力核酸配体。因此，该方法允许针对特定功能性(诸如与给定靶

分子的结合)筛选大的随机核酸分子库。

[0222] SELEX方法还包括鉴定含有经修饰的核苷酸的高亲和力核酸配体，所述经修饰的

核苷酸赋予配体改进的特性，诸如改进的体内稳定性和蛋白酶抗性。此类修饰的实例包括

核糖和/或磷酸和/或碱基位置的化学取代。美国专利第5,660,985号和第5,580,737号中描

述了SELEX方法鉴定的含有经修饰的核苷酸的核酸配体，其包括含有一个或多个在2’位置

用例如2’‑氨基、2’‑氟和/或2’‑O‑甲基部分修饰的核苷酸的高度特异性的核酸配体。

[0223] 不使用可能需要额外修饰以变得对核酸酶活性更具抗性的适体，可以设想，在本

发明的实践中可使用由L‑核糖或L‑2’脱氧核糖单元组成的spiegelmer(镜像适体)(参见美

国专利第8,841,431号、8,691,784号、8367,629号、8,193,159号和8,314,223号)。与天然D‑

寡核苷酸适体相比，spiegelmer中的手性转化导致改善的血浆稳定性。L‑核酸是天然存在

的D‑核酸的对映异构体，由于核酸酶的广泛存在，其在水溶液和生物样品中不是十分稳定。

天然存在的核酸酶，特别是来自动物细胞的核酸酶不能降解L‑核酸。

[0224] 使用体外选择，可以选择与靶分子(例如D‑肽)的合成对映异构体结合的寡核苷

酸。然后将所得适体重新合成为L‑构型，以产生spiegelmer(来自镜子的德语“spiegel”)，

该Spiegelmer以与原始适体相同的对镜像靶标的亲和力和特异性结合生理靶标。该方法已

用于合成结合例如铁调素(参见美国专利第8,841,431号)、MCP‑1(参见美国专利第8,691,

784号、8367,629号和8,193,159号)和SDF‑1(参见美国专利第8,314,223号)的spiegelmer。

[0225] 在一个示例性测定中，用结合目的分析物的结合剂(例如，抗体)来功能化小孔的

一个区块中的一个纳米结构阵列。小孔的每个区块中的每个纳米结构阵列用不同的结合剂

(例如，抗体)进行功能化。功能化后，如果样品中存在分析物，在允许结合剂形成结合剂‑分

析物复合物的条件下，将样品(例如，血浆/血清样品)加入小孔中。分析物与抗体的结合导

致纳米结构阵列的光学可检测特性例如荧光的变化。

[0226] 可使用印刷技术将不同的结合部分(诸如抗体)置于设置在小孔中的纳米结构阵

列的载网中的不同纳米结构上。印刷可包括例如抗体的接触印刷(Gesim微接触印刷机，

Arrayit  NanoPrint)、喷墨印刷(ArrayJet，Fujifilm)或压电分配(Perkin  Elmer 

Piezorray，Biodot压电分配器，Gesim  NanoPlotter)。

[0227] 还可设想，对于某些测定，例如无标记测定，结合剂‑分析物复合物(例如，抗体

379‑分析物380复合物)的单独形成导致纳米结构(例如，纳米针381)或纳米结构阵列的光

学可检测性质的变化(图14C)。对于其它测定，例如基于标记的测定，样品中的分析物可以

普遍地附着有官能团(例如生物素)。第二结合剂(例如，链霉抗生物素蛋白、链霉抗生物素

蛋白‑HRP或链霉抗生物素蛋白‑AP)可用于进一步与官能团(例如，生物素)反应，所述官能

团与分析物形成复合物，这导致或增加纳米结构或纳米结构阵列的光学可检测性质的变化

(例如，颜色变化382)(图14D)。还设想了，第三化学试剂(例如，3,3′,5,5′‑四甲基联苯胺

(TMB))可以与第二结合剂发生化学反应，以在纳米结构上形成额外的物质，该物质进一步

增加纳米结构的光学可检测性质(例如，荧光)的变化。

[0228] 在一个示例性的夹心免疫测定中，用结合目的分析物的结合剂(例如，抗体)对小

孔的一个区块中的一个纳米结构阵列进行功能化。小孔的每个区块中的每个纳米结构阵列
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用不同的结合剂(例如，抗体)进行功能化。功能化后，在允许第一结合剂形成第一结合剂‑

分析物复合物(如果样品中存在分析物的话)的条件下，将待分析目标分析物的存在和/或

量的样品(例如血浆/血清样品)加入小孔中。然后，在允许第二结合剂形成第二结合剂‑分

析物复合物的条件下，将结合目的分析物的第二组结合剂(例如，第二抗体例如第二抗体

383的混合物)加入到纳米结构或系列纳米结构中。分析物与第一和第二结合剂的结合产生

呈“夹心”构型的复合物。夹心复合物的形成可导致纳米结构或纳米结构阵列的光学可检测

性质的变化(例如，颜色变化382)。还设想了，第二抗体可用官能团(例如生物素)标记，因此

第三结合剂(例如链霉抗生物素蛋白)可以进一步附着到第二结合剂上，以在纳米结构上形

成额外的物质，所述物质进一步增加纳米结构的光学可检测性质的变化(图14E)。

[0229] 结合剂可以是单克隆抗体、多克隆抗体、重组抗体、纳米抗体、抗体片段等。结合剂

也可以是适体。适体是以高亲和力和特异性结合靶分子的特异性核酸序列，并通过通常称

为配体的进化选择性进化(SELEX)的方法进行鉴定，如美国专利第5,475,096号和5,270,

163号中所述。每个SELEX鉴定的核酸配体是给定靶化合物或分子的特定配体。SELEX方法基

于这样的观察，即核酸具有足够的能力形成各种二维和三维结构，并且在其单体中具有足

够的可用的化学多样性，以作为几乎任何化学化合物的配体(形成特定的结合对)，无论是

单体的还是聚合的。任何大小或组成的分子都可作为靶标。

[0230] 纳米结构可使用本领域已知的标准化学物质来功能化。首先，可使用标准化学物

质(包括标准接头化学物质)活化纳米结构的表面以结合结合剂。

[0231] 结合剂可包含或被工程改造成包含能够直接或通过化学接头与纳米结构表面反

应(例如，通过纳米结构表面上或表面处存在的硅烷醇基团)的官能团。

[0232] 在一种方法中，纳米结构的表面硅烷醇基团可用一种或多种具有反应性基团(例

如伯胺)的活化剂(诸如烷氧基硅烷、氯硅烷或替代的硅烷形式)活化。具有反应性基团的示

例性烷氧基硅烷可包括例如氨基硅烷(例如，(3‑氨基丙基)‑三甲氧基硅烷(APTMS)、(3‑氨

基丙基)‑三乙氧基硅烷(APTES)、(3‑氨基丙基)‑二乙氧基‑甲基硅烷(APDEMS)、3‑(2‑氨基

乙基氨基丙基)三甲氧基硅烷(AEAPTM))、缩水甘油氧基硅烷(例如，(3‑缩水甘油氧基丙

基)‑二甲基‑乙氧基硅烷(GPMES))或巯基硅烷(例如，(3‑巯基丙基)‑三甲氧基硅烷(MPTMS)

或(3‑巯基丙基)‑甲基‑二甲氧基硅烷(MPDMS)。具有反应性基团的示例性氯硅烷包括甲基

丙烯酸3‑(三氯甲硅烷基)丙酯(TPM)和10‑异氰酰癸基三氯硅烷。

[0233] 此后，可以使用各种交联剂将结合剂上的官能团，例如赖氨酸残基侧链上的伯胺，

连接于添加到纳米结构表面的反应性基团。示例性交联剂可包括例如同双功能交联剂(例

如戊二醛、双马来酰亚胺基己烷、双(2‑[琥珀酰亚胺氧基羰基氧基]乙基)砜(BSOCOES)、[双

(磺基琥珀酰亚胺基)辛二酸酯](BS3)、(1,4‑二‑(3’‑[2‑吡啶基二硫基]‑丙酰胺基)丁烷)

(DPDPB)、辛二酸二琥珀酰亚胺酯(DSS)、酒石酸二琥珀酰亚胺酯(DST)、酒石酸磺基二琥珀

酰亚胺酯(磺基DST)、二硫代双(丙酸琥珀酰亚胺酯(DSP)，3,3’‑二硫代双(丙酸磺基琥珀酰

亚胺酯(DTSSP)，乙二醇双(琥珀酸琥珀酰亚胺酯)(EGS)、可碘化的双(β‑[4‑叠氮基水杨酰

胺基]‑乙基)二硫化物(BASED)、同双功能NHS交联试剂(例如，双N‑琥珀酰亚胺基‑[戊乙二

醇]酯(双(NHS)PEO‑5)，以及PEG或葡聚糖聚合物的同双官能异硫氰酸酯衍生物)和异双官

能交联剂(例如，4‑(N‑马来酰亚胺基甲基)环己烷‑1‑羧酸琥珀酰亚胺基(SMCC)、琥珀酰亚

胺基‑4‑(N‑马来酰亚胺基甲基)‑环己烷‑1‑羧基(6‑氨基己酸酯)(LC‑SMCC)、N‑马来酰亚胺

说　明　书 30/57 页

35

CN 116762002 A

35



基苯甲酰基‑N‑羟基琥珀酰亚胺酯(MBS)、琥珀酰亚胺4‑(对‑马来酰亚胺基苯基)丁酸酯

(SMPB)、N‑羟基‑琥珀酰亚胺和N‑乙基‑'(二甲基氨基丙基)碳二亚胺(NHS/EDC)、N‑ε‑马来

酰亚胺基‑己酸)酰肼(sulfoEMCS)、N‑琥珀酰亚胺基‑S‑乙酰硫代乙酸酯(SATA)、单氟环辛

炔(MFCO)、双环[6.1.0]壬炔(BCN)、N‑琥珀酰亚胺基‑S‑乙酰硫代丙酸酯(SATP)、马来酰亚

胺基和二苯并环辛炔酯(DBCO酯)以及1‑乙基‑3‑[3‑二甲基氨基丙基]碳二亚胺盐酸盐

(EDC))。

[0234] 在一些实施方案中，基于可定制衬垫的方法可用于掩蔽芯片的区域，例如，可在芯

片上的指定位置功能化抗体、适体或其它结合试剂。例如，图15A显示了与SBS  96板布局匹

配的4重衬垫385。衬垫在SBS  96单小孔387的尺寸内具有四个小的小孔386。溶液可以手动

吸取，也可以用液体处理器(handler)注入每个小孔中。在整个96孔板中，小的小孔数量可

以不同。参见图15B，在该实施方案的一个改进中，其中板的一半在SBS  96单孔内有16个小

的小孔(16重388)，而板的另一半在SBS  96单孔内只有一个孔。本文设想板的一部分(例如，

1/4或1/2的板)可包括一种尺寸的衬垫，而其它部分可包括另一种尺寸的衬垫，或没有衬

垫。

[0235] 在一些实施方案中，使用乙烯基切割来制造衬垫，以获得粗略的尺寸。在某些实施

方案中，所述粗略的尺寸等于或大于约1mm。在一些实施方案中，激光切割可用于实现等于

或大于约25μm的特征尺寸。在一些实施方案中，软光刻图案化可用于实现约0.5μm或高于约

0.5μm的特征尺寸。在一些实施方案中，软光刻图案化可用于实现约0.5μm或高于约0.5μm的

特征尺寸。

[0236] 在一些实施方案中，将样品装载到芯片上，并且将不同组的小孔覆盖于第二衬垫

层下。图15C显示了这样的实施方案，其中第一层衬垫在单个SBS  96孔内具有四个小的小

孔。分别在每个小的小孔的表面上功能化不同的结合试剂。接下来，制作覆盖四个SBS  96小

孔(因此，覆盖16个小的小孔孔)的第二衬垫层，以掩盖芯片表面。最后，将样品装载到大的

小孔389中(在图15C中用虚线表示)。类似于第一层，第二层中的小孔不需要具有相同的尺

寸。该实施方案的实例如图15D所示，其中第二衬垫层左侧一半上的小孔具有覆盖四个SBS 

96单小孔的尺寸，而右侧一半上的小孔仅覆盖了一个SBS  96单小孔。

[0237] II.盒

[0238] 本文所述的传感器一旦制成，就可被包括在或以其它方式组装到用于检测系统的

盒中。该盒可用于检测目的样品中分析物的存在或定量其量。该盒包括限定至少一个小孔

的外壳，所述小孔包括任一个或多个前述传感器。外壳可以限定多个小孔，每个小孔包括任

一个或多个前述传感器。这些小孔可由衬底限定(例如，与衬底成一体),或者可由设置在衬

底上的衬垫中形成的孔限定。

[0239] 参考图16A、图16B、图17A和图17B，本文所述的传感器可被结合到盒组件(耗材组

件)400中。盒组件可包括外壳或基座410、其上设置有系列纳米结构的晶片衬底420和衬垫

430。当放置在晶片衬底420上时，衬垫430可以限定小孔，其中每个小孔的基部可包括一个

或多个传感器。晶片衬底插入外壳或基座410中，所述外壳或基座410被配置成固持衬底且

可容易地插入到检测系统中。外壳或基座可由各种不同的材料(例如，诸如铝等金属，以及

塑料或橡胶)制成。外壳或基座可具有诸如成角度的拐角的特征，以便于将其放置到传感器

系统中和/或确认方向。
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[0240] 衬垫430可由例如硅酮或塑料制成，其尺寸和形状被设置成放置在晶片衬底上，开

口440的尺寸被设置成与晶片衬底一起产成小孔，该小孔包括设置在晶片衬底上或其内的

传感器。限定小孔的开口440的尺寸可被设置成包括至少一部分(例如2μL、3μL、4μL、5μL、6μ

L、7μL、8μL、9μL、10μL、20μL或50μL)待分析的样品。通常，小孔包括由衬垫430限定的壁和由

晶片衬底420限定的底部，传感器设置在小孔中的衬底上。小孔直径范围可为600μm至90mm

(例如，1mm至80mm)，并且可具有1mm的厚度。在一些实施方案中，小孔可在制造过程中与衬

底形成一体。

[0241] 图18显示了单重(single  plex)可消耗盒400和1000重可消耗盒400’的透视图。在

这些实施方案中，用于单重盒的传感器被配置成检测和/或定量单一分析物，而1,000重盒

被配置成同时检测和/或定量多达1,000种不同的分析物。此外，调整衬垫430中的小孔440

的尺寸和位置，以容纳单个小孔中包括的传感器的数量。应当理解，本文所述的技术是可扩

展的，并且该盒可被制造成各种形状和尺寸。在某些实施方案中，该盒被配置成符合生物分

子筛选协会(SBS)的微孔板尺寸标准，例如标准96孔微孔板。因此，晶片衬底和基座都的开

关都可以是矩形的，其中基座具有128mm的长度和86mm的宽度，这有利于与各种液体处理系

统连接并便于在各种液体处理平台上携带。

[0242] III.系统考虑因素

[0243] 本文还描述了用于检测目的样品中分析物的存在或定量其量的系统。该系统包括

(a)接收室，其用于接收任何一个或多个前述传感器、任何一个或多个前述盒；(b)光源，其

用于照亮至少第一系列和/或任何第二系列和/或任何第三系列纳米结构；和(c)检测器，其

用于检测至少第一系列和/或任何第二系列和/或任何第三系列的纳米结构的光学性质的

变化；以及任选的(d)实施计算机算法的计算机处理器，所述算法识别第一浓度范围与任选

的任何第二浓度范围之间的界面以及任选的任何第二浓度范围与任何第三浓度范围之间

的界面。

[0244] 参考图19和图20，示例性传感器系统500被配置成便于检测目的样品中的分析物

或定量其量。传感器系统500可包括具有触摸屏接口520和例如数据端口530的系统外壳

510。可定制外壳中的装载/卸载门540的尺寸并将其配置成使得能够将盒400引入到传感器

系统的接收室550中，所述接收室包含例如用于相对于光学检测系统570保持和定位盒的X‑

Y载物台560。光源580被配置成将光传输通过照相机/检测器590。照相机被配置成在使用期

间定位在盒上方，并检测设置在盒中的衬底420上的至少第一、第二和/或第三系列的纳米

结构的光学性质的变化。光源580被配置成照亮纳米结构，例如设置在盒的晶片衬底上的纳

米结构。该系统可包括计算机600，其包括用于执行算法的计算机处理器，该算法用于识别

第一浓度范围和/或第二浓度范围和/或第三浓度范围之间的界面，并用于定量样品中的分

析物。传感器系统还可包括用于控制系统的控制平台610。因此，该系统包括三个主要的子

组件：控制系统、成像系统和盒处理系统。这些子组件可使用商购可得的部件来最小化供应

链的复杂性并减少组装时间。

[0245] 成像系统包括光学检测系统570，其中光源580被配置成引导光通过照明器组件

620和物镜630，以照射到设置在传感器的衬底上的多个纳米结构上。在与传感器相互作用

之后，反射光穿过物镜630并被检测器590捕捉。光阑640设置在物镜630上方。光阑是暗视野

光阑，其控制照明，包括照明如何到达衬底以及图像如何传输到检测器。显微镜系统的机械
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管长度被表示为L1，并且范围可为10mm至300mm。物镜的工作距离被指定为L2，并且范围可

为约2mm至约5mm。在某些实施方案中，L1大于L2。

[0246] 如图21所示，测量可以是光学测量。例如，光源580可用于照射其上设置有纳米结

构20和分析物650的衬底320，并且一个或多个检测器590被定位成检测照射到衬底的光。从

衬底偏转的光可以与光源方向相同、方向相反、方向正交或与光源成一定角度。可处理通过

使用光学检测系统获得的图像中存在的数据以提供样品中存在的分析物的浓度。

[0247] 图22显示与传感器和相关系统的各种实施方案相关的信息学的一种方法。平均而

言，给定区域中的所有纳米结构具有基本上相同的构型，并且统计上具有基本相似的分析

物结合位点的数量或数目。因此，对于样品中给定浓度的分析物，可以设想，该区域中的每

个纳米结构结合相同数量的分子。为了使传感器具有宽的动态范围，可以提供具有各种配

置的纳米结构的多个数字和模拟区域。

[0248] 当样品中分析物的浓度在传感器的数字区域中从最低可检测浓度变化到最高可

检测浓度时，系统被配置成检测纳米结构的数量或数目，所述数量或数目证明高于阈值的

对应于分析物的结合的单独的颜色变化(例如，通过从一个状态翻转到另一个状态)。表现

出可检测的颜色变化或已经翻转的离散纳米结构的百分比越高，结合的分析物的数量就越

多，因此样品中分析物的浓度就越高。如图22所示，这种翻转行为可以以各种形式(包括显

示数据聚类的散点图、显示数据分布的直方图等)直观地呈现。还可提供每个区域的比较图

像，显示暴露于样品之前以及暴露之后的传感器的特定区域。可提供第三注释图像，更清楚

地描述翻转确定的结果。还有利地呈现了数字数据，指示翻转的和有效的纳米结构的绝对

数量，以及翻转的与有效的纳米结构的相关比值。具体来说，“翻转的针”表示已经超过阈值

并被计数为阳性的传感器的数量。“总有效针”表示作为总群体的一部分计数的传感器的数

量。行为超出预期参数的传感器将被丢弃，不包括在后续分析中。只有剩余的传感器被认为

是“有效的”。翻转率是翻转针的计算值除以总有效针。也可以描述剔除率(rejection 

rate)，即从前期图像(pre‑image)中丢弃的针的百分比。这用作衡量传感器质量/健康的量

度。剔除率约为10％或更高的传感器被视为质量低劣，通常无法提供可靠的数据。

[0249] 然而，在一些更高的阈值浓度下，所有数字区域纳米结构都具有结合的分析物。传

感器的数字区域实际上已变得饱和。所有的纳米结构都已翻转，没有明显的局部颜色变化。

在这一点上，注意力转移到模拟区域，其通常具有拥有更多结合位点的更大的纳米结构。

[0250] 给定纳米结构的颜色变化程度可以与结合分子的总质量与该纳米结构的总质量

的比率相关。可能仅能够结合少于100个分子的较小模拟区域纳米结构(例如，纳米针)最初

能够表现出冷色调(例如，在蓝/绿范围内)。可能能够结合数百个分子的较大模拟区域纳米

结构(例如，纳米针)最初能够表现出较暖的色调(例如，在黄色/橙色范围内)。在模拟区域

中较高的可检测浓度下，随着更多的分析物结合到给定的纳米结构上，可检测的色调向更

暖的方向偏移。因此，对于样品中特定的分析物浓度，未暴露的蓝色纳米结构在结合后显示

出更绿的色调。当样品中的分析物浓度较高时，色调会变得更黄。类似地，在被配置成检测

较高浓度的具有较大纳米结构和更多结合位点的模拟区域中，对于样品中的特定分析物浓

度，初始未暴露的黄色纳米结构在结合后显示出橙色更深的色调。当样品中的分析物浓度

较高时，色调会变得更红。

[0251] 虽然仅用单个模拟纳米结构可检测到色移，但是有利地使用一系列或阵列的相似
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尺寸的纳米结构的区域。通过提供相似尺寸的纳米结构的大分布，可提供平均读数以更可

靠地检测模拟区域的色移，并因此检测分析物浓度。

[0252] 更具体地，图23显示了一种方法的流程图，所述方法用于在系统水平上聚集传感

器的一个实施方案的各种数字和模拟区域的检测输出，以在传感器的整个动态范围内可靠

地检测分析物浓度。这种形式的混合信息引擎算法的使用允许使用离散的数字和模拟区域

来可靠地排除来自数字区域的不准确的较高浓度数据和来自模拟区域的不准确的较低浓

度数据。

[0253] 在图23的步骤1中，将清洁传感器的各种数字和模拟区域光学成像为传感器的整

体图像的一部分，以提供特定传感器的每个区域及其相关纳米结构的图像状态(例如，存在

或不存在、初始色调等)的可靠基线记录。在步骤2中，将传感器暴露于样品，样品中的任何

分析物结合到纳米结构上的相关位点，并且随后常规地准备传感器以用于随后的成像。在

步骤3中，系统捕捉传感器的曝光后图像，将所述图像用于与步骤1的图像进行比较，以检测

数字区域中的翻转和模拟区域中的任何色调变化。在步骤4中，算法鉴定传感器的不同检测

区域(即，一个或多个数字区域和一个或多个模拟区域)以及它们相对于传感器的基准标记

的布局。这允许系统关联和对准前后图像，以鉴定每个图像中对应的纳米结构。步骤5和6需

要在每个相应区域中逐个纳米结构的基础上对前后图像数据进行单独、离散的分析。对于

数字区域，步骤7A通过确认局部图像中高于阈值的足够大的偏移(以鉴定具有结合的分析

物的每个纳米结构)来定量和计数具有结合的分析物的纳米结构的数量。对于模拟区域，步

骤7B检测局部和整个模拟区域的色调变化，证明局部图像中高于前期图像颜色的足够大的

偏移，以认为纳米结构局部和整体具有结合的分析物。在步骤8中，假设模拟区域中的颜色

变化超过预定阈值，则认为模拟区域已经检测到在其可检测范围内的分析物浓度。通过将

检测到的颜色变化与存储在系统存储器中的标准曲线进行比较来确定对应于颜色变化的

分析物的实际浓度，所述标准曲线是用浓度已知的对照样品产生的。然而，如果模拟区域中

的颜色变化没有超过预定的阈值，则认为分析物的浓度低于该模拟区域可以可靠检测的浓

度。如果有较低浓度配置的模拟区域可用，则可进行类似的分析。否则，系统依赖于传感器

的数字区域中翻转的纳米结构的数字计数。通过将翻转的数字纳米结构的数量与存储在系

统存储器中的标准曲线进行比较来确定对应于翻转的纳米结构的数量或数目的分析物的

实际浓度，所述标准曲线是用浓度已知的对照样品产生的。

[0254] 在另一个实施方案中，用于确定数字定量测量与模拟测量之间的转变的示例性算

法包括以下步骤：(a)测量在施加待测溶液时相对于第一系列中的纳米结构已经从一种状

态改变(翻转)至另一种状态的纳米结构；(b)测量施加待测溶液时第二系列中的纳米结构

的颜色空间变化；以及(c)如果第二系列的颜色空间变化大于预选阈值，则使用步骤(b)中

鉴定的模拟测量，并且如果第二系列的颜色空间变化小于预选阈值，则使用步骤(a)中鉴定

的数字测量。

[0255] 可以设想，基于纳米结构(例如，纳米针)和结合剂以及其它试剂的选择，有可能同

时检测和/或定量多种分析物。例如，如图24A所示，传感器可包括衬底420，其上设置有可以

结合两种单独且不同的分析物的第一系列纳米结构700和第二系列纳米结构710。根据待检

测的分析物的数量，可以设想衬底可包含许多系列的纳米结构。类似地，如图24B所示，传感

器可包括其上设置有一系列两种不同的纳米结构700、710的衬底，这两种纳米结构结合两
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种单独且不同的分析物。可以设想，所述系列的纳米结构可包括与额外分析物结合的纳米

结构。

[0256] IV.测定法

[0257] 本文还描述了检测目标样品中分析物(例如蛋白质)的存在或定量其量的方法。该

方法包括：(A)将至少一部分样品施加到任何一个或多个前述传感器上；以及(b)检测第一

系列和/或任何第二系列和/或任何第三系列纳米结构的光学性质的变化，从而检测样品中

分析物的存在或定量其量。

[0258] 传感器可检测各种样品例如体液、组织提取物和/或细胞上清液中的分析物。示例

性体液包括例如血液、血清、血浆、尿液、脑脊液或间质液。

[0259] 该方法包括将至少一部分样品与本文所述的结构、传感器、盒或系统组合，并检测

分析物与所述结构、传感器、盒或系统的结合的存在和/或定量其量。例如，在分析物与本文

所述的纳米结构或一系列纳米结构结合之后，可通过纳米结构或系列纳米结构的光学可检

测性质的变化来检测分析物的结合。在某些实施方案中，光学可检测性质是颜色、光散射、

折射或共振(例如，表面等离子共振、电共振、电磁共振和磁共振)。在某些实施方案中，电磁

辐射可被施加到纳米结构或一系列纳米结构，并且当纳米结构或系列纳米结构与怀疑包含

分析物的样品相互作用时，所施加的电磁辐射可被改变。例如，分析物的存在可导致强度、

颜色或荧光的变化。

[0260] 在另一个实施方案中，该方法包括将一部分样品施加到包括第一区域和第二区域

的传感器上。第一区域包括第一系列纳米结构，其能够结合分析物并产生指示样品中分析

物的浓度在第一浓度范围内的可检测信号。第二区域包括第二系列不同的纳米结构，其能

够结合分析物并产生指示样品中分析物的浓度在不同的第二浓度范围内的可检测信号。例

如，使用电磁辐射探询所述区域以检测来自第一和第二系列的纳米结构的可检测信号，所

述信号指示样品中分析物的存在和/或量。然后可从可检测的信号中确定分析物的存在和/

或量，从而在第一浓度范围和第二浓度范围内检测样品中分析物的存在或定量其量。

[0261] 在另一个实施方案中，该方法包括将一部分样品施加到包括第一区域和第二区域

的传感器上。第一区域包括第一系列纳米结构，其能够结合分析物并产生指示样品中分析

物的浓度在第一浓度范围内的可检测信号，其中在结合分析物时光学检测结合分析物的第

一系列的单个纳米结构，因此根据第一系列中结合了分析物分子的单个纳米结构的数量来

测定样品中分析物的浓度(如果在第一浓度范围内)。第二区域包括第二系列的不同纳米结

构，其能够结合分析物并产生指示样品中分析物的浓度在第二不同的浓度范围内的可检测

信号，其中根据通过模拟检测第二区域中纳米结构的光学可检测性质的基本均匀变化来测

定样品中分析物的浓度(如果在第二浓度范围内)，所述光学可检测性质的变化是分析物浓

度的函数。例如，使用电磁辐射探询所述区域以检测来自第一和第二系列的纳米结构的可

检测信号，所述信号指示样品中分析物的存在和/或量。然后可从可检测的信号中确定分析

物的存在和/或量，从而在第一浓度范围和第二浓度范围内检测样品中分析物的存在或定

量其量。

[0262] 在一个示例性测定中，纳米结构或系列纳米结构用结合目的分析物的结合剂(例

如，抗体)功能化。功能化后，如果样品中存在分析物，则在允许结合剂形成结合剂‑分析物

复合物的条件下，将包含靶分析物的样品(例如流体样品)加入到纳米结构或系列纳米结构
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中。分析物与抗体的结合导致纳米结构或系列纳米结构的光学可检测性质的变化。可以设

想，对于某些测定，例如无标记测定，仅形成结合剂‑分析物复合物导致纳米结构或系列纳

米结构的光学可检测性质的变化。对于其它测定，例如基于标记的测定，与分析物形成复合

物的第二结合剂也可包括标记，所述标记在复合物中直接或间接导致或增加纳米结构或系

列纳米结构的光学可检测性质的改变。可以设想，纳米结构可检测分析物的存在和/或量，

而不需要颗粒或珠粒附着到纳米结构或以其它方式与纳米结构缔合。

[0263] 在一个示例性夹心免疫测定中，纳米结构或系列纳米结构用结合目的分析物的第

一结合剂(例如，第一抗体)功能化。功能化后，如果样品中存在分析物，则在允许第一结合

剂形成第一结合剂‑分析物复合物的条件下，将待测定靶分析物的存在和/或量的样品(例

如流体样品)加入纳米结构或系列纳米结构中。然后，在允许第二结合剂形成第二结合剂‑

分析物复合物的条件下，将结合目的分析物的第二结合剂(例如，第二抗体)加入纳米结构

或系列纳米结构中。分析物与第一和第二结合剂的结合产生呈“夹心”构型的复合物。夹心

复合物的形成可导致纳米结构或系列纳米结构的光学可检测性质的变化。然而，可以设想，

对于某些测定，例如无标记分析，仅形成夹心复合物导致纳米结构或系列纳米结构的光学

可检测性质的变化。对于其它测定，例如基于标记的测定，夹心复合物中的第二结合剂可包

括标记，所述标记直接或间接导致或增加纳米结构或列纳米结构的光学可检测性质的变

化。

[0264] 图25描述了其中分析物650与固定在纳米结构20上的结合剂750相互作用的示例

性测定。纳米结构的捕获能力由纳米结构与可用捕获剂之间的尺寸关系决定。图26描述了

示例性测定，其中纳米结构20与结合的分析物650之间的比例为1∶1(左图)，纳米结构与结

合的分析物之间的比例为1∶2(中间图)，纳米结构与结合的分析物之间的比例为1∶5(右

图)。图27描述了示例性测定，其中纳米结构20的数量多于分析物650，在这种情况下，每个

纳米结构可能最多捕获一个分析物。如上所述，纳米结构20可用纳米制造技术直接在衬底

上制造。图28描述了设置在硅衬底320上的纳米制造的纳米结构20，其中分析物650结合于

纳米结构的一部分。分析物与纳米结构之间的结合发生在固体界面上。可以测量纳米结构

以确定其表面上结合分析物的数量。图25‑图28描述了无标记免疫测定的实例，其中单一结

合剂(例如，抗体或适体)用于结合目标分析物。该方法可用于测量或以其它方式定量结合

亲和力、结合动力学(结合和解离速率)等。

[0265] 图29描述了示例性的无标记免疫测定，其中多个第一抗体(Ab1)被固定在纳米结

构20的暴露于流体的表面上。此后，将包含待检测和/或定量的分析物(0)的样品与纳米结

构单独接触，或者结合(优选通过第二不同的表位)第二抗体(Ab1)与纳米结构接触。第二抗

体(Ab2)可以在分析物之后添加。两种抗体(Ab1和Ab2)和分析物(0)(如果存在的话)形成固

定在纳米结构20表面上的复合物。复合物与纳米结构的结合可以引起纳米结构的性质变

化，该变化可用检测系统检测到。图30描述了示例性的基于标记的免疫测定，其基本上如上

文结合图29所述进行，不同之处在于在该实施方案中，第二抗体被标记。复合物与纳米结构

20的结合可通过标记760直接(例如，通过金标记)或间接(例如，通过产生进一步产物的酶)

检测，以引起可用检测系统检测的纳米结构性质变化。

[0266] 在一个可选测定中，将待分析靶分析物的存在和/或量的样品(例如，流体样品)在

允许第一结合剂形成第一结合剂‑分析物复合物的条件下与(i)第一结合剂(例如，抗体)一
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起孵育，以及在允许第二结合剂形成第二结合剂‑分析物复合物的条件下与(ii)结合目的

分析物的第二结合剂(例如，第二抗体)一起孵育。分析物与第一和第二结合剂的结合产生

呈“夹心”构型的复合物，其在溶液中是游离的。然后，根据测定，在使得复合物或其组分被

纳米结构或系列纳米结构结合以产生纳米结构或系列纳米结构的性质(例如，光学可检测

性质)变化的条件下，将复合或未复合的第一结合剂、第二结合剂和/或分析物加入纳米结

构或系列纳米结构中。在某些实施方案中，一种或两种抗体用生物素标记，并且如果任何纳

米结构或系列纳米结构已用例如抗生物素蛋白或生物素功能化，则可将夹心复合物固定在

表面上。

[0267] 典型地，当结合剂是抗体时，那么在每个测定步骤之间，可以用温和的去垢剂溶液

洗涤结合有分析物的纳米结构。典型的方案还包括一个或多个封闭步骤，其包括使用非特

异性结合蛋白诸如牛血清白蛋白或酪蛋白来封闭或减少蛋白质试剂与纳米结构的不期望

的非特异性结合。

[0268] 用于基于标记的测定的示例性标记包括放射性标记物、荧光标记物、可视标记物、

酶标记物或其它用于诊断或预后测定的常规可检测标记物，例如颗粒，诸如乳胶或金颗粒，

或诸如乳胶或金溶胶颗粒。示例性的酶标记物包括例如辣根过氧化物酶(HRP)、碱性磷酸酶

(AP)、β‑半乳糖苷酶(β‑Gal)和葡萄糖氧化酶(GO)。当标记物是酶时，该测定包括添加合适

的酶底物，所述酶底物产生导致纳米结构或系列纳米结构的光学可检测性质变化的信号。

底物可以是，例如，生色底物或发荧光底物。HRP的示例性底物包括OPD(邻苯二胺二盐酸盐；

其与HRP反应后变成琥珀色)、TMB(3,3 ',5,5 '‑四甲基联苯胺；其与HRP反应后变成蓝色)、

ABTS(2,2’‑连氮基‑双[3‑乙基苯并噻唑啉‑6‑磺酸]‑二铵盐；其与HRP反应后变成绿色)、2,

2’‑连氮基‑双(3‑乙基苯并噻唑啉‑6‑磺酸(ABTS)；3‑氨基‑9‑乙基咔唑(AEC)；3,3’二氨基

联苯胺；StayYellow(AbCam  TM产品)；和4‑氯‑1‑萘酚(4‑CN或CN)。碱性磷酸酶的示例性底

物包括PNPP(对‑硝基苯磷酸，二钠盐；其与碱性磷酸酶反应后变黄)、5‑溴‑4‑氯‑3‑吲哚基

磷酸酯(BCIP)和氯化对硝基蓝四唑鎓(NBT)；Stay  Green(AbCam  TM产品)；和4‑氯‑2‑甲基

苯重氮鎓(又名Fast  Red)。β‑Gal的示例性底物包括邻硝基苯基‑β‑D‑吡喃半乳糖苷(ONPG)

和5‑溴‑4‑氯‑3‑吲哚基‑B‑D‑吡喃半乳糖苷(X‑Gal)。GO的示例性底物包括2,2′,5‑5′‑四对

硝基苯基‑3,3′‑(3,3′‑二甲氧基‑4,4′‑联苯撑)‑二氯化四唑(t‑NBT)。一种优选酶具有快

速且稳定的周转率。

[0269] 当需要时，标记物和结合试剂可通过接头(例如可切割的接头，例如可光切割的接

头、可酶切割的接头)连接，例如共价结合。可光切割的接头是可通过暴露于电磁辐射(例如

可见光、紫外光或红外光)而被切割的接头。可光切割的接头所需的光波长取决于所用的可

光切割的接头的结构。示例性的可光切割的接头包括但不限于含有邻硝基苄基部分、对硝

基苄基部分、间硝基苄基部分、硝基吲哚啉部分、溴羟基香豆素部分、溴羟基喹啉部分、羟基

苯酰基部分、二甲氧基安息香部分或其任意组合的化学分子。示例性的酶可切割的接头包

括但不限于DNA、RNA、肽接头、β‑葡糖苷酸接头或其任意组合。

[0270] 图31示出了一种示例性的分析物定量测定法，其包括用生物素标记的第一抗体

(Ab1)和用HRP标记的第二抗体(Ab2)。在这个阶段，两种抗体都没有固定在纳米结构上。例

如，每种抗体通过分析物上单独的表位与靶分析物结合。第一抗体、第二抗体和分析物的孵

育导致夹心复合物的形成(参见步骤1)。然后夹心复合物被抗生物素蛋白或链霉抗生物素
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蛋白包覆的表面(例如，链霉抗生物素蛋白包覆的珠粒)捕获，所述表面与缀合于Ab1的生物

素结合(见步骤2)。可以设想，这种捕获策略捕获的分析物比用预先固定(例如，包覆)在固

体表面上的抗体直接捕获的分析物多。在洗涤步骤后，如果需要，通过改变溶液条件(例如，

通过改变pH、盐浓度或温度)从链霉抗生物素蛋白表面洗脱Ab2(参见，步骤3)，然后将其施

加于活化的(但未功能化的)纳米结构或系列活化的纳米结构(参见，步骤4)，于是洗脱的

Ab2分子被活化的纳米结构捕获。然后将HRP底物(例如，TMB)施加于纳米结构或系列纳米结

构，然后将其催化转化成在纳米结构或系列纳米结构上形成的产物(例如，沉淀物)，所述产

物产生可检测的信号(参见，步骤5)，然后该信号可被系统检测到(参见，步骤6)。

[0271] 图32示出了另一个示例性的分析物定量测定法，其包括用生物素标记的第一抗体

(Ab1)和用HRP标记的第二抗体(Ab2)。Ab1通过可光可切割的接头与生物素共价连接。每种

抗体都与靶分析物结合。第一抗体、第二抗体和分析物的孵育导致夹心复合物的形成(参见

步骤1)。然后夹心复合物被与Ab1上的生物素结合的抗生物素蛋白或链霉抗生物素蛋白包

覆的表面(例如链霉抗生物素蛋白包覆的珠粒)捕获(见步骤2)。在富集和洗涤后，如果需

要，然后切割光可切割的接头，从链霉抗生物素蛋白表面除去夹心复合物(参见，步骤3)，并

且将复合物施加于活化的纳米结构或系列活化的纳米结构(参见，步骤4)，于是Ab2或含Ab2

的复合物被一种或多种活化的纳米结构捕获。然后将HRP底物(例如，TMB)施加于纳米结构

或系列纳米结构，然后将其催化转化成在纳米结构或系列纳米结构上形成的产物(例如，沉

淀物)，所述产物产生可检测的信号(参见，步骤5)，然后该信号可被系统检测到(参见，步骤

6)。

[0272] 图33示出了另一个示例性的分析物定量测定法，其包括用生物素标记的第一抗体

(Ab1)和用生物素标记的第二抗体(Ab2)。每种抗体都与靶分析物结合。第一抗体、第二抗体

和分析物的孵育导致夹心复合物的形成(参见步骤1)。然后夹心复合物被抗生物素蛋白或

链霉抗生物素蛋白包覆盖的表面(例如，链霉抗生物素蛋白包覆的珠粒)捕获，所述表面与

Ab1或Ab2上的生物素结合(见步骤2)。然后，加入通过光可切割的接头与链霉抗生物素蛋白

共价连接的HRP(步骤3)，所述HRP与Ab1或Ab2上的游离生物素结合。在富集和洗涤之后，如

果合适的话，光可切割的接头被切割以释放HRP，然后HRP被应用于活化的纳米结构或系列

活化的纳米结构并被其捕获(参见，步骤4)。HRP底物的添加在纳米结构或系列纳米结构的

表面上产生产物(例如，沉淀物)，所述产物产生可检测的信号(参见，步骤5)，然后所述信号

可被系统检测到(参见，步骤6)。

[0273] 图34示出了另一个示例性的分析物定量测定法，其包括用生物素标记(例如，共价

偶联)的第一抗体和用寡核苷酸标记(例如，共价偶联)的第二抗体。寡核苷酸通过位于例如

荧光团或酶的一端的可切割的接头与抗体连接。可切割的接头可以是插入在寡核苷酸一端

的尿嘧啶或多个尿嘧啶。寡核苷酸可以作为步骤1中靶分析物的条形码。这可以用与不同分

析物结合的抗体来进行，以促进多重反应。如果样品中存在目标分析物，则每种抗体都会与

之结合。第一抗体、第二抗体和分析物的孵育导致夹心复合物的形成(参见步骤1)。并行地，

纳米结构或系列纳米结构可用与作为待检测的每种分析物的条形码的寡核苷酸互补的寡

核苷酸功能化(参见步骤1’)。然后夹心复合物被链霉抗生物素蛋白包覆的表面(例如，链霉

抗生物素蛋白包覆的珠粒)捕获，所述表面与第一抗体上的生物素结合(参见步骤2)。在富

集和洗涤后，视情况而定，每个复合物中的寡核苷酸可通过可切割的接头的切割而释放(见
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步骤3)，将所述寡核苷酸施加于附着于纳米结构或系列纳米结构的互补寡核苷酸并被其捕

获(见步骤4)，然后通过系统检测其(步骤5)。分析物的身份和/或浓度可由设置在纳米结构

表面上的互补寡核苷酸捕获的条形码寡核苷酸来确定。

[0274] 图35示出了用于一种示例性多重检测测定法的试剂。例如，多个单独的珠粒被相

应的多个捕获抗体Ab1、Ab2、Ab3等包覆，所述抗体与相应的多种靶分析物结合(图35A)。相

应的多种检测抗体用寡核苷酸(分析物的条形码)通过可切割的(例如，光可切割的)接头标

记(见图35B)，然后将其与颗粒组合。图35C表示具有2x5纳米结构阵列的传感器765，其中不

同区域包含与相应条形码寡核苷酸互补的捕获寡核苷酸。将珠粒组合并与样品混合。在允

许夹心复合物形成后，洗涤珠粒，通过切割可切割的接头释放寡核苷酸。然后将释放的条形

码寡核苷酸(有或无标记)施加于具有捕获寡核苷酸的区域的传感器(见图35D)，所述释放

的条形码寡核苷酸在适当的情况下被捕获和检测到。抗体包覆被的珠粒的数量、寡核苷酸

标记的抗体的数量和寡核苷酸印刷的区域的数量可以根据待进行的所需测定法按比例缩

放。

[0275] 在整篇说明书中，当组合物(例如，传感器、盒或系统)被描述为具有、包括或包含

特定的组件时，或者当工艺和方法被描述为具有、包括或包含特定的步骤时，可以设想，另

外，本发明的组合物基本上由所述组件组成，或者由所述组件组成，并且根据本发明的工艺

和方法基本上由所述处理步骤组成或由所述处理步骤组成。

[0276] 在本申请中，当元件或组件被认为包括在所列举的元件或组件的列表中和/或选

自所列举的元件或组件的列表时，应该理解，所述元件或组件可以是所列举的元件或组件

中的任一个，或者所述元件或组件可选自由两个或更多个所列举的元件或组件组成的组。

[0277] 另外，应该理解，在不脱离本发明的精神和范围的情况下，无论在本文中是明确的

还是隐含的，本文所述的组合物(例如，传感器、盒或系统)或方法的元件和/或特征可以以

多种方式组合。例如，当提及特定特征时，除非从上下文中另有理解，否则该特征可用于本

发明组合物的各种实施方案和/或本发明的方法中。换句话说，在本申请中，已经以使得能

够书写和绘制清楚和简明的申请的方式描述和描绘了实施方案，但是希望并且将理解，实

施方案可以在不脱离本教导和(一个或多个)发明的情况下进行各种组合或分离。例如，应

当理解，本文描述和描绘的所有特征可以适用于本文描述和描绘的一个(或多个)发明的所

有方面。

[0278] 应该理解，除非从上下文和使用中另外理解，否则表述“......中的至少一个”单

独地包括该表述之后的每个所述对象以及两个或多个所述对象的各种组合。与三个或更多

个所述对象结合的表述“和/或”应该被理解为具有相同的含义，除非从上下文中另外理解。

[0279] 术语“包括”、“含有”、“具有”、“有”、“包含”(包括其语法上的等同物)的使用，应该

被理解为通常是开放式的和非限制性的，例如，不排除额外的未引用的元件或步骤，除非另

有具体说明或从上下文中理解。

[0280] 当术语“约”在数量值之前使用时，除非另有具体说明，否则本发明还包括具体数

量值本身。如本文中所用，除非另有说明或推断，否则术语“约”是指相对于标称值的±10％

的变化。

[0281] 应当理解，只要本发明保持可操作，步骤的顺序或执行某些动作的顺序并不重要。

此外，可以同时进行两个或更多个步骤或动作。
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[0282] 本文使用的任何和所有实例或示例性语言，例如“诸如”或“包括”，仅仅旨在更好

地说明本发明，除非声明，否则不对本发明的范围构成限制。说明书中的任何语言都不应被

解释为表示任何未要求保护的要素对于本发明的实践是必不可少的。

[0283] 实施例

[0284] 以下实施例仅仅是说明性的，并不旨在以任何方式限制本发明的范围或内容。

[0285] 实施例1–连续人蛋白质编码基因组的构建及用于传感器的100重蛋白质小组的无

偏选择

[0286] 本实施例描述了跨越人蛋白质编码基因组的无偏100种蛋白质小组的产生。

[0287] 为了建立人蛋白质编码基因组，基于Piovesan的基因表(BMC  Res  Notes(2019)

12:315 ,Piovesan等人，通过引用并入本文)，记录所有蛋白质编码基因的基因ID、基因符

号、染色体登录号、起始和终止位置，并按照它们在从1号染色体至X和Y染色体的人基因组

中的位置顺序显示。然后将所有蛋白质编码基因剪接在一起，用于外显子组的连续编号，这

产生1,255,970,826bp的总长度。所得蛋白质编码基因组的样品如表4所示。

[0288] 表4

[0289]
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[0290]
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[0291]
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[0292]

[0293] 为了以无偏倚方式构建100重蛋白质组，从12,559,708bp开始沿着剪接的基因放

置100个位置标记，每个标记位于12,559,708*i，其中i是标记的顺序。标记之间的间距为

12,559,708bp。对于第i个标记，使用单核苷酸多态性数据库(dbSNP)，定位了与位置标记I

最接近的SNP。然后，定位包含已鉴定的SNP的基因并将其作为第i种蛋白包含在该小组中。

表5列出了100种蛋白质的小组。
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[0294] 表5

[0295]
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[0296]
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[0297]
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[0298]

[0299] 实施例2–使用传感器的100重蛋白质小组对患者样品进行蛋白质分析

[0300] 本实施例描述了对人蛋白质编码基因组的无偏100种蛋白质小组的患者样品的测

试。

[0301] 设计了示例性的100重蛋白质小组(例如，表5)，并选择了对每种蛋白质特异的抗
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体。传感器平板布局如图1E所示。小孔以SBS‑96格式放置，每个小孔包括10x  10的载网。每

个载网都有纳米结构阵列。所有小孔都用戊二醛和(3‑氨基丙基)‑三甲氧基硅烷(APTMS)活

化。接下来，使用印刷技术在每个载网中的相应传感器阵列上将对100重小组中的每种蛋白

质特异的抗体功能化。每个96孔板包含96个小孔，其可一式两份地运行48个样品。将来自测

试组(例如一组将被探询蛋白质与表型的关系的受试者(例如，疾病组))和对照组的血浆或

血清样品加入小孔中。分析来自每个传感器阵列的数字和模拟信号，以覆盖大动态范围的

蛋白质浓度。比较对照组与测试组的蛋白质浓度。因此，鉴定了一组生物标志物，以最好地

将测试组与对照组区分开。

[0302] 实施例3–排除内含子的连续人外显子组的构建及用于传感器的100重蛋白质小组

的无偏选择

[0303] 本实施例描述了跨越人外显子组(其不包括内含子序列)的无偏100种蛋白质小组

的产生。

[0304] 从外显子组构建蛋白质小组(即，从蛋白质编码基因中排除内含子)。从Piovesan

的基因表(如上所述)中选择蛋白质的一种同种型，并记录3′UTR3、CDS和5′UTR的起始和终

止位置以标记外显子。然后将所有外显子剪接在一起，这产生了62,184,186bp的总外显子

长度。所得外显子组的样品如表6所示。
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[0305]
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[0306]
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[0307]

[0308] 通过从621,842bp开始沿着剪接的基因放置100个位置标记，以无偏倚方式从上述

外显子组产生100重蛋白质小组，每个标记位于621,842*I，其中I是标记的顺序。标记之间

说　明　书 51/57 页

56

CN 116762002 A

56



的间距为621,842bp。对于第i个标记，使用单核苷酸多态性数据库(dbSNP)，定位了与位置

标记i最接近的SNP。然后，定位含有鉴定的SNP的基因，并将其作为第i种蛋白质包括在小组

中。由上述方案产生的所得蛋白质列表如表7所示。

[0309] 表7

[0310]
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[0311]
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[0312]
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[0313]

[0314] 实施例4–使用传感器的100重蛋白质小板对患者样品进行蛋白质分析

[0315] 本实施例描述了人外显子组的无偏100‑蛋白质小组的患者样品的测试。

[0316] 设计了示例性的100重蛋白质小组(例如，表7)，并选择了对每种蛋白质特异的抗
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体。传感器板布局如图1E所示。小孔以SBS‑96格式放置，每个小孔包括10x  10的载网。每个

载网都有纳米结构阵列。所有孔都用戊二醛和(3‑氨基丙基)‑三甲氧基硅烷(APTMS)活化。

接下来，使用印刷技术在每个载网中的相应传感器阵列上将对100重小组中的每种蛋白质

特异的抗体功能化。每个96孔板包含96个小孔，其可一式两份地运行48个样品。将来自测试

组(例如一组将被探询蛋白质与表型的关系的受试者(例如，疾病组))和对照组的血浆或血

清样品加入小孔中。分析来自每个传感器阵列的数字和模拟信号，以覆盖大动态范围的蛋

白质浓度。比较对照组与测试组的蛋白质浓度。因此，鉴定了一组生物标志物，以最好地将

测试组与对照组区分开。

[0317] 实施例5–使用传感器的100重蛋白质小组对患者样品进行蛋白质分析

[0318] 本实施例描述了使用夹心免疫测定法对无偏100‑蛋白质小组的患者样品的测试。

[0319] 设计示例性的100重蛋白质小组(例如，表5或表7)，并选择对每种蛋白质特异的第

一抗体。传感器平板布局如图1E所示。

[0320] 将来自测试组(例如将被探询蛋白质与表型的关系的受试者组)(例如，疾病组)和

对照组的血浆或血清样品添加到待分析靶分析物的存在和/或量的小孔中。如果样品中存

在分析物，则在允许第一抗体形成第一抗体‑分析物复合物的条件下，将样品加入小孔中。

然后，在允许第二抗体形成第二抗体‑分析物复合物的条件下，加入结合目的分析物的第二

组抗体(第二抗体)。分析物与第一和第二抗体的结合产生呈“夹心”构型的复合物(图14E)。

分析来自每个传感器阵列的数字和模拟信号，以覆盖大动态范围的蛋白质浓度。比较对照

组与测试组的蛋白质浓度。由此鉴定了一组生物标志物，以最好地将测试组与对照组区分

开。

[0321] 实施例6–传感器的衬垫方法蛋白质小组(gasket‑approach  protein  panel)的设

计

[0322] 本实施例描述了使用衬垫方法来测定蛋白质水平的示例性传感器。

[0323] 按照图15A所述的布局，在96孔板(“SBS  96”)中使用衬垫方法。使用第一衬垫将板

的每个小孔分成四个小的小孔，并且将单种抗体点在每个小的小孔中以产生定制的多重测

定(例如，4个小的小孔/96孔板的小孔，总共384个小孔)。参考图15A，对IL‑1β、IL‑2、IL‑6和

IL‑8特异的抗体沉积在平板的位置A1、A3、A5、A7、A9和A11中的四个小的小孔的每一个中；

将对IL‑10、IL‑15、GM‑CSF和IP‑10特异的抗体沉积到平板的A2、A4、A6、A8、A10和A12中的四

个小的小孔的每一个中。对B至H行重复相同的模式。将每个小孔中的抗体溶液以5μg/mL的

浓度孵育2小时。接下来，剥离第一衬垫层，用氮气干燥芯片，并将其储存在4℃下备用。在施

加测试样品之前，将覆盖两个相邻SBS  96单个小孔(例如，A1和A2，因此，来自第一衬垫层的

八个小的小孔)的第二衬垫层施加到芯片上。

[0324] 将重组蛋白IL‑1β、IL‑2、IL‑6、IL‑8、IL‑10、IL‑15、GM‑CSF和IP‑10的混合物(每种

蛋白的浓度为10ng/mL)掺入缓冲液中，以3倍系列稀释(总共12个稀释点)，并施用到第二衬

垫的不同小孔中。孵育2小时后，将浓度为0.5μg/mL的针对IL‑1β、IL‑2、IL‑6、IL‑8、IL‑10、

IL‑15、GM‑CSF和IP‑10的生物素化的检测抗体的混合物溶液施加到第二衬垫的每个小孔

中。在常规洗涤步骤后，将0.5μg/ml的链霉抗生物素蛋白‑HRP溶液施加到第二衬垫的每个

小孔中，并孵育0.5小时。然后，将重新配制的TMB(3,3′,5,5′‑四甲基联苯胺)溶液施加到第

二衬垫的每个小孔中，以在每个小孔中的纳米针传感器上产生不溶性沉积物。暗视野成像
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仪器被用来捕捉纳米针的所有图像。对显示颜色变化的针进行计数，并使用与纳米针总数

的比例来确定百分比(在图36中以“纳米单位”显示)。图36A‑图36H是显示IL‑1b(图36A)、

IL‑2(图36B)、IL‑10(图36C)、IL‑15(图36D)、IL‑6(图36E)、IL‑8(图36F)、GM‑CSF(图36G)和

IP‑10(图36H)的检测的图。总的来说，图36显示，随着蛋白质浓度的升高，具有颜色变化输

出的纳米针的数量增加。

[0325] 通过引用并入

[0326] 本文提及的每个专利和科学文献的全部公开内容出于所有目的通过引用并入本

文。

[0327] 等同物

[0328] 在不脱离本发明的精神或基本特征的情况下，本发明可以以其它特定形式实施。

因此，前述实施方案在所有方面都被认为是说明性的，而不是对本文所述的本发明的限制。

因此，本发明的范围由所附权利要求书而不是由前面的描述来指示，并且在权利要求书的

等同物的含义和范围内的所有变化都旨在包含在其中。
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