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摘’要!目的’优选并确定蛋白质芯片检测牛乳中乳铁蛋白*A>3@94BCC=:#Y4+的检测条件$ 方法’利用蛋白质芯片

技术#采用双抗夹心的方式#通过点样探针选择试验(点样一致性试验(棋盘滴定试验(浓度倍比试验(生物检测限

试验及检测下限试验最终优化出针对目标蛋白的最佳检测条件$ 结果’最终确定以 Y4鼠单抗 &*w为点样探针#预

点样 ,$ 点#,$ 点至 /" 点为点样一致性区段)点样探针浓度为 ".* I;0IA#检测抗体效价为 (o! """#在 ".$ p$(!

:;0IA之间剂量-反应关系呈现 E 型曲线#其线性范围在 /.*$ p#"$ :;0IA之间)检测下限为 (.$% :;0IA#生物检测

限为 #.*/ :;0IA)建立了对 Y4具有最佳回归系数*.‘".//%+的回归方程与标准曲线$ 结论’此研究优化了利用蛋

白质芯片技术检测 Y4的试验条件#为建立定量检测 Y4的蛋白质芯片平台奠定了基础$
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’’乳铁蛋白 "A>3@94BCC=:%Y4#也称为乳运铁蛋白%
(/#% 年首次从牛乳中分离出来+ 现已证实%乳铁蛋
白是一种重要的生理活性物质%不仅具有增强铁的
传递和吸收,广谱抗菌性,免疫,抗氧化,促进肠道
菌群平衡等作用%还具有抗炎症,抗病毒,抗癌症等

生物活性%且已广泛应用于婴儿配方食品,生化及
化妆品等+ 这些特点决定了乳铁蛋白可以作为评
价牛乳营养价值的标志蛋白之一 /(0 +

目前有许多方法应用于牛乳蛋白的检测%如分
光 光 度 法 /(0 , 电 泳 法 /!0 , 酶 联 免 疫 吸 附 法

"RYUE+# /#0 ,液相色谱法 /,0 ,乳胶凝集法 /*-&0 ,高效亲

和色谱法 /%0等+ 但这些方法检测过程复杂,不易于

掌握和操作,对仪器要求高%使人们在日常生活中
饮用的牛乳质量不能得到及时稳定的检测保证+

因此%现在亟待一个适应新环境的快速,高效,准
确,高灵敏度和操作性强的乳铁蛋白检测方法+
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本研究中所要使用的是生物型蛋白质抗体检
测芯片%其基本原理是将针对抗原的特异性识别抗
体点布于基片上%用于捕获样品中的待测抗原&待
其与待测的样品中的抗原结合后%加入检测抗体使
检测抗体与抗原发生结合反应%最后用荧光标记的
抗体与检测抗体结合%从而反应捕获抗原的水平+
蛋白质芯片技术虽只有十多年的发展历程%但其已
在蛋白质间相互作用,蛋白质与小分子相互作用等
多个研究领域发挥出巨大的作用+ 目前蛋白质芯
片技术在食品检测方面主要有对食品中病原微生
物,真菌毒素,抗生素,食品原料中农残等的检
测 //-("0 %但利用蛋白质芯片对牛乳中相关蛋白进行
检测方面的研究鲜见报道+

在建立一个蛋白质芯片平台时%单克隆抗体的
特异性,探针的种类,点样方式,点样一致性,探针
浓度,检测抗体浓度等都将影响检测结果 /((-(!0 + 因
此%本研究的主要目的是比较与优化以上这些影响
因素%进而为建立一个能定量检测牛乳 Y4的蛋白质
芯片平台奠定基础+

(’材料与方法
(.(’主要仪器与试剂

YN<E3>:Kh("gh=3C9>CC>FE3>::BC芯片扫描仪,
lBCG9:>A+CC>FBCKh ($ h=3C9>CC>FEL9@@BC蛋白质芯片
点样仪均购自博奥生物有限公司+

牛乳 Y4标 准 品 " l?9DB(""!("(/#,% 美 国
E=;I>#%Y4鼠单抗与兔多抗 "北京华大蛋白质研发
中心有限公司#%?F# 标记的羊抗兔多抗与羊抗鼠多
抗 "39DB(((-($*-""#, ((*-($*-""#% 美 国 V>3HG9:
UIIN:9)BGB>C35#%阴性兔 U;[%蛋白质芯片点样液
+"39DB,,""(* #,晶芯) 高分子三维基片 "39DB
,!"","#均购自博奥生物有限公司%磷酸盐缓冲液
"lJE#%KPBB:!"+
(.!’方法
(.!.(’蛋白质芯片检测

将牛乳 Y4的抗体探针 Y4鼠单抗或 Y4兔多抗和
质控"阳性控制为无关兔 U;[%阴性控制为 ( c点样
QN44BC%空白控制为 lJE#分别三点重复点样在三维
基片的每一个阵列中+ 经 #& q固定 (%.* 5 后的试
验方法类似于夹心 RYUE++

先在 各 阵 列 中 加 入 抗 原 Y4蛋 白 稀 释 液
"#" !A0阵列%#& q%( 5#%待反应完全后进行芯片洗
涤"( |lJEK%* I=:0次%* 次#与甩干"( """ C0I=:%
! I=:#%之后各阵列加入检测抗体 Y4鼠单抗或 Y4兔
多抗"#" !A0阵列%#& q%( 5#%待反应完全后进行芯
片洗 涤 " (| lJEK% * I=:0次% * 次 # 与 甩 干

"( """ C0I=:%! I=:#%最后加入 ?F# 标记的二抗
"#" !A0阵列%#& q%( 5#%待反应完全后进行芯片洗
涤"(|lJEK%* I=:0次%* 次#与甩干"( """ C0I=:%
! I=:#&将甩干的芯片在相应波长下进行扫描%获取
检测图像与检测数据+
(.!.!’Y4鼠单抗的筛选

将Y4鼠单抗 (w,#*w,&*w均以 ".* I;0IA的浓度
点样于蛋白质芯片的不同阵列中%抗原分别为高,
低两个浓度"!,".! !;0IA#的 Y4标准品%lJE 阵列
为阴性对照+ 检测抗体为效价 (o( """ 的 Y4兔多
抗%二抗为效价 ( o$"" 的羊抗兔多抗%试验步骤
同 (.!.(+

筛选标准是能使抗原呈现剂量-反应关系%同时
既要满足与 Y4抗原反应信号值最大%又要满足阴性
对照信号值较低"即芯片背景较干净#+
(.!.#’Y4探针的选择

Y4的鼠单抗与兔多抗分别作为探针点样于蛋
白质芯片的不同阵列中%分别使用 Y4的兔多抗与鼠
单抗作为 Y4抗原的检测抗体+ Y4鼠单抗和其兔多
抗作为探针时的浓度均为 ".* I;0IA%Y4抗原浓度
为! !;0IA+ 检测抗体效价均为 (o( """%二抗为羊
抗鼠与羊抗兔时的效价均为 (o$""%试验步骤同
(.!.(+ 结果判断标准为阳性值与阴性值间的差值
最大%阴性值最低+
(.!.,’Y4探针浓度与检测抗体浓度的选择

对 Y4探针浓度与检测抗体浓度以棋盘滴定试
验进行优化选择+ 不同浓度的 Y4探针 " (, ".*,
".!* I;0IA#被点样在每一个阵列中+ Y4抗原分别
选择高,中,低"(,".(,"."! !;0IA#三个浓度%以 lJE

作为阴性对照+ Y4检测抗体效价分别选用 (o! """,
(o$ """,(o/ """%二抗为效价 (o$"" 的羊抗兔多抗%
试验步骤同 (.!.(+ 结果判断标准是高抗原浓度时信
号不饱和"信号值 i$* *#*#%低抗原浓度检测值与阴
性对照检测值的差异有统计学意义"1i"."*#%同时
芯片背景比较干净且信号值较低+
(.!.*’点样一致性的确定

将 Y4的鼠单抗以接触式点样的方法点样
,$! 点+ 点样液中所含有的游离 ?F# 信号能直接反
映芯片上所点抗体的点样体积%因此能在芯片点样
后通过芯片扫描所获得的结果直接进行点样一致
性的比较+ Y4的点样探针浓度为 ".* I;0IA+
(.!.$’检测下限与生物检测限

Y4抗 原 按 ! 倍 比 的 稀 释 比 例 从 高 浓 度
"(,.#% :;0IA#稀释至低浓度"".%/ :;0IA#%阴性对
照选择 lJE+ Y4的点样探针浓度为 ".* I;0IA%检
测抗体的效价为 (o! """%二抗为效价 (o$"" 的羊抗
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兔多抗+ 试验重复 (! 次%试验步骤同 (.!.(+
以冯仁丰的研究方法为依据 /(#0 %用阴性对照组

信号值均数的 ! 倍标准差"!EZ#的值所对应的浓度
值为检测下限%以减去 !EZ后高于检测下限 !EZ的
信号值所对应的浓度值为生物检测限+
(.!.&’E 型曲线的建立与线性范围的判断

选择 (( 个 Y4抗 原 浓 度 " $(!."", #"$."",
(*#."",&$.*",#%.!*,(/.(#,/.*$,,.&%,!.#/,(.!"
和 ".$" :;0IA#分别加入 (( 个不同的阵列中%以
lJE 作为阴性对照+ Y4的点样探针浓度为 ".* I;0
IA%检测抗体效价 (o! """%二抗为效价 (o$"" 的羊
抗兔多抗%试验步骤同 (.!.(+

按检测信号值与抗原浓度之间的对应关系绘
制散点图%建立检测 Y4的 E 型曲线%确定出浓度与
检测信号值呈线性关系的范围+
(.!.%’标准曲线与回归方程的建立

选择 Y4抗原检测线性范围内的 * 个浓度 "",
((,#",/!,(%,,!#" :;0IA#作为标准点%配制相应抗
原%分别加入 * 个不同的阵列中%以 lJE 做为阴性
对照+ Y4的点样探针浓度为 ".* I;0IA%检测抗体
效价 (o! """%二抗为效价 (o$"" 的羊抗兔多抗%试
验步骤同 (.!.(+

按检测信号值与抗原浓度之间的对应关系绘
制 Y4的标准曲线%并获得决定系数,建立回归方程+
(.#’统计学分析

所有数据用 R<3BA!""& 与 ElEE (#." 进行分析
处理+ Y4鼠单抗的筛选使用方差分析%三个均数的
两两比较使用 -SV法&Y4探针种类的选择与 Y4探
针浓度,检测抗体浓度选择时低浓度抗原与阴性控
制间的比较均使用两样本比较的 %检验+ 检验水准
选定 "‘"."*+

!’结果
!.(’鼠单抗的筛选

此部分结果显示%三种 Y4鼠单抗均可与三维基
片结合%且鼠单抗 (w,#*w和 &*w分别与高,低两个浓
度的 Y4抗原的结合呈现了剂量-反应趋势%说明三
种鼠单抗在芯片平台上均具有生物学活性+ 依据
(.!.! 中的判断标准%最终选择 &*w作为点样鼠单
’’’

抗%详见表 ( 和图 (+

表 (’三株 Y4鼠单抗与 Y4结合的信号值比较
") ‘#% $9OG#

K>QAB(’?9IL>C=G9: 94@5BG=;:>AM>ANB94@5CBBY4I9NGB

I9:93A9:>A>:@=Q9D=BGCB>3@=:;P=@5 Y4
组别 Y4鼠单抗 ( w Y4鼠单抗 #* w Y4鼠单抗 &* w

Y4抗原"高浓度# *& &$/ r#"%& *! $"$ r!#’ *& $&$ r!%
Y4抗原"低浓度# $, "/& r#* ## */* r$ $*! #$ #&* r, ,&$

阴性对照组 # *#$ r,%#%& %%" r*(, $#, r($%

注$%表示 Y4鼠单抗 ( w与 Y4鼠单抗 #* w比较%1i"."*&&表示 Y4鼠
单抗 ( w与 Y4鼠单抗 &* w比较%1i"."*&’表示 Y4鼠单抗 #* w与 Y4鼠
单抗 &* w比较%1i"."*

图 (’三支 Y4鼠单抗与 Y4结合扫描图
6=;NCB(’UI>;B94@5CBBY4I9NGBI9:93A9:>A>:@=Q9D=BG

CB>3@=:;P=@5 Y4

!.!’点样探针的筛选
对鼠单抗与兔多抗的探针优选结果显示%Y4鼠

单抗 &*w做点样探针时%抗原信号值大于 Y4兔多抗
做点样探针时的信号值%且抗原与阴性信号值的差
值大于兔多抗做探针时的结果+ 因此%本研究最后
选定以 Y4鼠单抗 &*w作为点样探针%详见表 !+

表 !’Y4不同点样探针结果比较") ‘#%$9rG#

K>QAB!’?9IL>C=G9: 94@5BG=;:>AM>ANB94Y449CD=44BCB:@LC9QB

抗原
探针 Y4鼠单抗

检测抗体 Y4兔多抗
探针 Y4兔多抗

检测抗体 Y4鼠单抗
Y4 $" #// r, ,*$% *" %#" r! *%*
lJE $ &!! r&""% #, %%% r$!,

差值 *# $&& (* /,!

注$%表示与 Y4兔多抗为探针时比较%1i"."*

!.#’Y4探针浓度,检测抗体浓度的选择
棋盘滴定结果显示%Y4鼠单抗 &*w做点样探针

时浓度为 ".* I;0IA%检测抗体 Y4兔多抗取 (o! """
效价时强阳性最高且阴性值较为理想%详见表 #+
!.,’点样一致性的确定

点样一致性试验结果显示%Y4鼠单抗 &*w在第
’’’’表 #’Y4固定探针与检测抗体浓度选择棋盘试验结果

K>QAB#’?9:3B:@C>@=9: 3599G=:;94LC9QB>:D DB@B3@=9: >:@=Q9DF49CY4QF35BGGQ9>CD @=@C>@=9: B<LBC=IB:@
检测抗
体效价

固定探针 ( I;0IA 固定探针 ".* I;0IA 固定探针 ".!* I;0IA
( ".( "."! lJE ( ".( "."! lJE ( ".( "."! lJE

(o! """ $( (&* #* $!# (& %"( (" (!/ $( !*, !% "%, (( #&! # *,! $( ""* (% "$* $ %%, ( $"%

(o$ """ *& "$$ (/ *(* (, #*% / (&& ," &&! (! %$# $ "$! # *"& #* ,"% / (!# , &*( ( /$&

(o/ """ #$ !,% (& (&/ ($ !&/ / ,&& #! *&/ (* !$" & !"& # */& !# (%$ & /&$ * ",$ ! !(,

注$(.".(,"."! 为抗原浓度%单位 !;0IA
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,$ 点以后呈现出点样平稳的区段%在第 ,& p/" 点
之间为第一点样平稳区段+ 因此确定出在对 Y4鼠
单抗 &*w进行接触式点样时%预点样数应为 ,& 点%单
次取样的最大点样数不超过 ,# 点%见图 !,#+

图 !’Y4鼠单抗"".* I;0IA#点样扫描图
6=;NCB!’E3>: L=3@NCB94@5BY4I9NGBI9:93A9:>:@=Q9DF

LC=:@L9=:@"".* I;0IA#

图 #’Y4鼠单抗"".* I;0IA#,$! 点点样值比较
6=;NCB#’E3>: L=3@NCB94@5BY4I9NGBI9:93A9:>:@=Q9DF

LC=:@L9=:@"".* I;0IA#

!.*’检测下限与生物检测限

试验结果显示%蛋白质芯片技术检测 Y4时检测
下限为 (.$% :;0IA%生物检测限为 #.*/ :;0IA%具体
内容见表 ,+

表 ,’Y4生物检测限

K>QAB,’JZY94Y49: LC9@B=: 35=L DB@B3@=9:

浓度0
" :;0IA#

) $9 G $9d!G
与检测下限
对应值的比较

(,.#% (! # (*$ *$" ! "#$ !
&.(/ (! ( %$$ ,($ ( "#, !
#.*/ (! &(* (&& #$( m! c($&
(.&/ (! #*" ((& (($ i! c($&
".%/ (! #,$ !%# d!!" !
"."" (! " ($& ! !

’注$!表示无需计算或无需比较

!.$’E 型曲线的建立与线性范围的判断

倍比试验结果显示%Y4抗原随着浓度的变化呈
现出了具有 E 型曲线特征的剂量-反应关系%在
/.*$ :;0IA之前为下平台期%在 #"$ :;0IA之后进
入上平台期&在 /.*$ p#"$ :;0IA之间呈现出线性
范围%见图 ,+

图 ,’Y4倍比试验 E 型曲线与线性范围
6=;NCB,’E 3NCMB>:D A=:B>CC>:;B94@5BINA@=LABLC9L9C@=9:G

B<LBC=IB:@49CY4

!.&’Y4标准曲线的建立

最终选定 " ,(( ,#",/! ,(%,,!#" :;0IA作为
标准浓度点%构建的标准曲线回归方程为 6‘
!/.%%9k,.$&%.‘".//% +

#’讨论
利用蛋白质芯片实现对样品中特定物质含量进

行测定是一种新兴的检测技术%目前国外尚未见有利
用此技术对牛乳中 Y4进行研究的报道+ 本研究对蛋
白质芯片平台检测 Y6的技术条件进行了优化与
确定+

本研究之初%在华大蛋白公司订制了牛乳 Y4鼠
单抗%共获得 !& 株单克隆细胞株%经 RYUE+优选最
终选出 (w,#*w,&*w细胞株为最优结果%由这三株细

胞株分别生产制备获得三支分别针对 Y4的鼠单抗
(w,#*w,&*w+ 这三支鼠单抗都是针对 Y4所生产的单
克隆抗体%区别在于他们是针对不同抗原决定簇所
产生的特异性不同的抗体+ 蛋白分子作为抗原时%

会因为自身结构的不同%具有多个不同的抗原决定
簇%每个抗原决定簇会产生一个与之相对应的单克
隆抗体+ 但每个单克隆抗体与其所针对的抗原决
定簇的特异性结合能力各不相同%有的抗原决定簇
结构特异性好%针对它的单克隆抗体的结合能力就
会较好+ 在前期抗体制备阶段中 (w,#*w,&*w抗体都
体现出了较好的工作能力%但并不一定会在芯片上
也产生相同的结合能力+ 对此%在芯片水平进行了
三支单克隆抗体优选试验+ 结果显示三支鼠单抗
针对不同浓度的抗原%均呈现出了剂量-反应关系%

但其中 (w鼠单抗如作为最优点样抗体%可能在抗原
浓度为 !"" :;0IAp! !;0IA之间存在勾状效应%这
意味着 (w鼠单抗可能会导致检测抗原时的线性范
围较窄+ 对三支鼠单抗与 Y4抗原结合信号值进行
方差分析的结果显示$Y4三支鼠单抗均数间差异均
有统计学意义"1i"."*#&对三株鼠单抗的阴性对
照信号值使用方差分析的结果显示$除 #*w与 &*w之
间差异没有统计学意义"1m"."*#外%其他各组均
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数间差异均有统计学意义"1i"."*#&结合阳性值
高且阴性值最低的判断标准%最终选择 Y4鼠单抗
&*w作为最优抗体+

在研究中分别选择了 Y4的小鼠单克隆抗体 &*w

与兔多克隆抗体进行点样+ 结果显示二者均能与
芯片结合%但 Y4小鼠单克隆抗体与芯片结合时的阳
性与阴性结果的检测信号差值更高%预示此时的检
测范围更广%灵敏度更高%结果更为理想+ Y4兔多
抗作为点样抗体时虽然在强阳性抗原时取得了较
好的结果%但在阴性抗原时背景值高于鼠单抗 &*w%
其原因可能是兔多抗产生的非特异性结合高于鼠
单抗+ 因此%最终选择 Y4的小鼠单克隆抗体 &*w作
为点样探针+

棋盘滴定结果显示%在点样抗体与检测抗体各
种组合的不同检测条件下%抗原浓度与检测信号值
之间都呈现出了剂量-反应关系+ 在 Y4鼠单抗
".* I;0IA,检测抗体 (o! """ 时的强阳性结果与 Y4
鼠单抗 ( I;0IA,检测抗体 (o! """ 时的结果较为接
近%但两种检测条件下阴性结果差异较大%因此最
终 选 择 Y4鼠 单 抗 &*w ".* I;0IA, 检 测 抗
体(o! """ 做为最终的检测条件+

关于点样一致性%不同的研究 /((-( !%(,0有不同的
建议+ 在本研究中%当 Y4鼠单抗 &*w".* I;0IA时%
预点样点数为 ,$ 点+ 这种区别的主要原因在于不
同蛋白质在不同浓度条件下的粘度各不相同%通常
来说粘度越大%预点样数越少+

检测下限与生物检测限的结果显示%蛋白质芯
片水平检测 Y4时%(.$% :;0IA的检测下限与 #.*/
:;0IA的生物检测限均优于 RYUE+水平检测时的相
应结果%这表明蛋白质芯片平台检测乳铁蛋白可以
获得更精准的检测结果+

关于 Y4的 E 型曲线,线性范围,标准曲线建立
的结果显示%选择 ",((,#",/!,(%,,!#" :;0IA作为
标准浓度点%建立了 .‘".//% 的检测平台&表明利
用优化后的蛋白质芯片技术定量检测 Y4的检测平
台已被建立%且这一平台在进一步的研究中可被用
于定量检测牛乳样品中的 Y4+

如何在样本用量少的情况下%简便,快速的评
价营养状况是营养学检测的发展目标%也是目前牛
乳产业发展所必须解决的重要问题+ 目前检测牛
乳中蛋白质所使用的方法虽然较多%但普遍存在耗
时较长,检测速度较慢,用样量较多等问题+ 蛋白
质芯片检测平台所利用的抗原抗体间特异性结合
的原理可使检测结果具有更好的检测灵敏度%例如

本研究中所得的检测下限与生物检测限均优于目
前常用的高效液相法%同时相对其他检测方法%本
检测平台的点样与扫描均由专用仪器自动完成%芯
片固定后全部试验操作时间为 $ 5%每阵列加样量仅
为 #" !A%这些更快速,便捷且节省样本"每次检测只
需要 #" !A体积#的特点%有望解决目前牛乳检测所
面对的重要问题+
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