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论著
生牛乳中乳铁蛋白的蛋白质芯片检测平台的评价研究

殷继永!霍军生!马欣欣!孙静!黄建
!中国疾病预防控制中心营养与健康所"北京$%&&&7&#

摘$要!目的$对本研究前期建立的用于乳铁蛋白的蛋白质芯片检测平台进行评价% 方法$使用 # 份生牛乳

样品!批内重复 6 次检测!计算批内精密度&另对 # 份生牛乳分别重复 6 个批次检测!计算批间精密度% 对高浓

度标准品稀释 # 个浓度后!进行稀释回收率试验&另对 # 个浓度基础液分别进行加标回收率试验&取 %& 份生牛

乳样品!分别用蛋白质芯片检测平台与商用酶联免疫吸附测定"2=\_3#试剂盒进行检测并对结果进行方法学比

较% 结果$用于生牛乳中乳铁蛋白的蛋白质芯片检测平台的批内精密度在 D@FDE A%7@D&E之间!批间精密度

在 %%@"#E A’#@#6E之间&稀释回收率在 FD@6E A%’D@FE之间!加标回收率在 %&7@FE A%##@DE之间&经比

较!两种方法的相关系数 9n&@6’7 ’!差异有统计学意义"/n>@%#’!4H&@&7# !配对比较 /检验结果显示两种方

法差异无统计学意义"/n%@’6’!4G&@&7# % 结论$本研究建立的用于乳铁蛋白的蛋白质芯片检测平台能够满

足实验室检测需要!尚有操作偏倚需进一步优化%
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$$乳铁蛋白#;*/4:L)--.0"=L$是从牛乳中分离出来
的一种蛋白质"具有增强铁的传递和吸收的作用"
同时还具有广谱抗菌作用’免疫作用’抗氧化作用
和促进肠道菌群平衡作用"已被广泛应用于婴儿配
方食品等多类产品中* 这些特点使得 =L可以作为

评价牛乳营养价值的标志蛋白质之一* 目前有许
多检测方法应用于 =L的检测 (%!6) "但现有方法检测
过程复杂’不易于掌握和操作"且对仪器要求较高*
本研究前期利用蛋白质芯片技术"建立了针对牛乳
中 =L的蛋白质芯片检测平台 (D) "该平台具有快速’
高效’高灵敏度和操作性强的特点"但是其具体的
检测性能是否能满足实验室阶段的检测需求"还需
要相应的评价* 目前对检测平台进行性能评价的
试验包括评价精确性的批内精密度’批间精密度试
验"评价准确性的稀释回收率’加标回收率及方法
学对照试验"因此"本试验利用上述试验内容对前



生牛乳中乳铁蛋白的蛋白质芯片检测平台的评价研究!!!殷继永"等 !""F$$ !

期建立的蛋白质芯片检测 =L的平台进行检测性能
评价*

%$材料与方法
%@%$主要仪器与试剂

=+P_/*0g‘%& ]‘./-:*--*Z_/*00)-芯片扫描仪’
c)-?:0*;3--*Z)-g‘%" ‘./-:*--*Z_b:44)-蛋白质芯片
点样仪均购自博奥生物有限公司*

牛乳 =L标 准 品 # ca:̂)%&&’%&%D#>" 美 国
_.B9*$"=L鼠单抗与兔多抗 #北京华大蛋白质研发
中心有限公司$"aZ# 标记的羊抗兔多抗#/:̂)%%%!
%"7!&&#"美国 [*/C?:0 \99+0:I)?)*-/M $" 阴 性 兔
\BY"蛋白质芯片点样液 3#/:̂)>>&&%7$’晶芯&高分
子三维基片#/:̂)>’&&>&$均购自博奥生物有限公
司"磷酸盐缓冲液#c1_$"gd))0’&* %& 份不同采样点
的生牛乳各 7& 9;#北京三元食品股份有限公司$*
%@’$方法
%@’@%$蛋白质芯片基本检测方法

将 =L的抗体探针 =L鼠单抗或 =L兔多抗和质控
#阳性控制为无关兔 \BY"阴性控制为 % o点样
(+LL)-"空白控制为 c1_$分别重复点样在三维基片
的每一个阵列中* 经 #F m固定 %6@7 M 后"按以下
操作完成试验*

各阵列中加入 #& !;抗原 =L蛋白稀释液##F m
反应 % M$"反应完全后用 %y c1_g洗涤芯片 7 次"
每次 7 9.0 后 % &&& -<9.0 甩干 ’ 9.0&各阵列加入
#& !;检测抗体"=L鼠单抗或 =L兔多抗##F m反应
% M$"反应完全后再进行芯片洗涤与甩干 #条件同
上$&各阵列中加入 #& !;aZ# 标记的二抗##F m反
应 % M$后进行芯片洗涤与甩干"芯片扫描并获取检
测图像与检测数据*
%@’@’$批内精密度

基本试验过程参照方法 %@’@%* 将 =L标准品
以 %y c1_g样 品 稀 释 液 稀 释 7 个 标 准 浓 度
#’F&@%&’D&@77’>7@’6’’’@">’%%@#’ 0B<9;$ "以
%y c1_g为阴性对照做标准曲线* 取 # 份生牛
乳"编号为"’#’%* 其中生牛乳"和#按 %8>&&
稀释"生牛乳%按 %86&& 稀释后"批内重复 6 次检
测"按公式 % 计算批内精密度* 以 #& !;<阵列加入
各自相应的阵列*

N!#O$ G
1

=
P%&&O #%$

其中%N!%变异系数"1%标准差"=%均数*
%@’@#$批间精密度

基本试验过程参照方法 %@’@%* 取 # 份生牛
乳"编号为&’’’(* 其中生牛乳&和’按 %8>&&

稀释"生牛乳(按 %86&& 稀释后"对 # 份生牛乳分 6
个批次检测’每批次内两阵列重复"以 6 个批次检测
结果按公式 ’ 计算批间标准差"并以此结果结合均
数值按公式 % 求批间精密度* 以 #& !;<阵列加入各
自相应的阵列*

1 批间 n

$

% #=-H=%$
’ Q% #=-H=’$

’

; H槡 %
#’$

其中%1 批间为批间试验的批间标准差"=-为每天每
批次检测结果均数"=% 为每天每批的第一个检测结
果"=’ 为每天每批的第二个检测结果" ; 为检测
天数*
%@’@>$稀释回收率

基本试验过程参照方法 %@’@%* 对高浓度标准
品# %6%@%& 0B<9;$ 连续稀释 # 个浓度 # %’&@F#’
D&@77’"&@#F 0B<9;$后"以 #& !;<阵列加入各自相
应的阵列"进行稀释回收率试验"并根据试验结果
计算稀释回收率*
%@’@7$加标回收率

基本试验过程参照方法 %@’@%* 对 # 个浓度基
础液#D’@"’"%@F>’#&@6F 0B<9;$进行加标回收率试
验"每个浓度均加入其体积量 %E的高浓度加标溶
液#7 D’F@# 0B<9;$"加标原则参照文献 (%&!%%)中
的要求&以 #& !;<阵列加入各自相应的阵列* 根据
试验结果计算加标回收率*
%@’@"$方法学对照

取 %& 份生牛乳"> m %’ &&& -<9.0 离心 #& 9.0
后各取中间清澈乳清部分并进行编号"各生牛乳乳
清分为两部分"一部分用于酶联免疫吸附测定
#2=\_3$试剂盒检测 =L含量"另一部分用于蛋白质
芯片检测 =L的含量* 对两种方法的检测结果"计算
相关系数"并进行配对比较的 /检验*
%@#$统计学分析

所有的数据用 ‘./-:?:L4XLL./)2P/);’&&F 与
_c__ %F@& 进行分析处理* 精密度评价试验以重复
检测值的 =’1 及由二者确定的 ak表示&准确度评
价以每个检测信号值代入回归方程求浓度的 =后
进行计算&方法学对照评价"用配对比较的 /检验和
相关性分析对两种方法检测结果进行一致性评价*
检验水准选定 "n&@&7"以 4H&@&7 为差异有统计
学意义*

’$结果
’@%$结果参考依据

本研究中所使用的蛋白质芯片基本检测方法"
与前期建立蛋白质芯片平台研究中所优选出的基
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本检测方法相一致 (D) * 在精密度与准确度的方法
学评价试验中"参照文献(%&!%%)中的评价方法进行
评价"各试验中所使用的标准曲线参考前期平台建
立时所建立的标准曲线并根据实际检测需要略做
调整* 在批内精密度与批间精密度评价中"分别随
机选取 # 份生牛乳进行试验* 研究中的重复次数参
考文献(%&!%%)&在稀释回收率试验中"为了减少大
比例稀释可能带来的稀释偏倚"本研究所选择的
# 个稀释浓度均在检测标准曲线的中上部* 在加标
回收率试验中"为确保加标前后的检测结果都不超
出标准曲线最高点与最低点"以保证评价的可行
性"本研究结合相关文献报道 (%’!%#) "最终选择了现
在使用的 # 个基础液浓度与加标液的浓度* 方法学
比较试验中使用的生牛乳样品选自北京周边奶源"
因为这些奶源地的生牛乳质量相对稳定"所以本次
评价试验中所使用的 %& 份生牛乳已经能够满足实
验室阶段的检测需求*

’@’$蛋白质芯片扫描结果
如图 %!3所示"每张蛋白质芯片含有 %’ 个子

阵列"在每个子阵列中包含 > 行 o6 列共 #’ 个点
位"其中阳性对照’空白对照’阴性对照及 =L的点
位分布与图 %!3中子阵列的设计一致* 在试验点
样阶段"将 =L鼠单抗点样于每个子阵列的第二行&
各阵列点样结束后"参照试验方法 %@’@% 的步骤"
完成后续加抗原’加 =L兔多抗’加 aZ# 标记的羊抗
兔等操作步骤"在试验结束时"每个子阵列的第二
行的 6 个点显示的就是 =L的检测结果* 因为不同
子阵列间抗原的浓度各不相同"所以结合于各子
阵列第二行的抗原量各不相同"相应各子阵列结
合的兔多抗与 aZ# 标记的羊抗兔的量也各不相
同"进而各阵列之间第二行的亮度各不相同&不同
的信号亮度对应不同的信号值"因此根据各子阵
列间信号值的高低可以反推出各子阵列中样品浓
度的大小*

注%3为蛋白质芯片阵列设计&1为精密度评价试验扫描结果&a为精密度评价试验扫描结果中 % A" 阵列放大效果

图 %$蛋白质芯片阵列设计与扫描结果示意图
N.B+-)%$h)?.B0 :L(;:/C *0^ ?/M)9*4./^.*B-*9:L?/*0 L:-b-:4).0 /M.b

$$以精密度试验为例"每张芯片的 ’’>’"’6’%&’
%’ 阵列依次加入从高到低的 =L标准品"%’# 子阵列
加入 \号生牛乳样品"7’F 子阵列加入 \\号生牛乳
样品"D’%% 子阵列加入 \\\号生牛乳样品* 试验最
终扫描结果如图 %!1所示*

图 %!a是对图 %!1中 % A" 子阵列的放大图"可
以看出"第 ’’>’" 子阵列中第二行的亮度在依次减
弱"利用扫描仪配套的数据分析软件 #=+P_/*0g‘

_)-.)?_:L4d*-)$对各点位提值后的结果显示"各子
阵列中相对应的信号值也在依次降低* 因为 ’’>’"
各阵列中加入的 =L浓度是依次减弱的"因此在 ’’>’
" 阵列间"抗原浓度与信号值存在线性决定关系"
即"随着浓度的减弱"信号值在降低* 由此绘制的
标准曲线"可以计算出子阵列 %’#’7’F"D’%% 中第二
行信号值所对应的浓度"并据此可以评价出此平台

检测 \’\\’\\\号样品时的精密度*
’@#$批内精密度

对 # 份生牛乳样品进行批内重复检测的结果显
示"蛋白质芯片检测平台对生牛乳中 =L检测的批内
精密度在 D@FDE A%7@D&E之间#表 %$*

表 %$蛋白质芯片检测 =L的批内精密度评价#( n6$

g*(;)%$\04-*!*??*Zb-)/.?.:0 ),*;+*4.:0 L:-=L(Z+?.0B

b-:4).0 9./-:*--*Z

样品号
=L批内精密度

=<# 0B<9;$ 1 ak<E

" %"#@D ’%@&" %’@67

# %D6@" #%@FF %7@D&

% ’7#@’ ’>@F6 D@FD

’@>$批间精密度
对 # 份生牛乳样品进行批间重复检测的结果显

示"蛋白质芯片检测平台对生牛乳中 =L检测时"每
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批内 ’ 个结果间的批内精密度在 F@%’E A%>@#’E
之间"日间精密度在 %D@%#E A#&@’#E之间"每批

次之间的批间精密度在 %%@"#E A’#@#6E之间"总
批间精密度在 ’6@>’E A#7@&&E之间#表 ’$*

表 ’$蛋白质芯片检测 =L的批间精密度评价#( n6$

g*(;)’$\04)-!*??*Zb-)/.?.:0 ),*;+*4.:0 L:-=L(Z+?.0Bb-:4).0 9./-:*--*Z

样品号
批间试验的批内精密度 日间精密度 批间精密度 总批间精密度

=<# 0B<9;$ 1 ak<E =<# 0B<9;$ 1 ak<E =<# 0B<9;$ 1 ak<E =<# 0B<9;$ 1 ak<E

& ’#>@&% ##@7% %>@#’ ’#>@&% >>@FF %D@%# ’#>@&% 7>@F’ ’#@#6 ’#>@&% F6@’> ##@>#

’ ’7>@F’ ’#@>" D@’% ’7>@F’ FF@&% #&@’# ’7>@F’ #6@#% %7@&> ’7>@F’ 6D@%7 #7@&&

( ’>&@F7 %F@%7 F@%’ ’>&@F7 "&@&> ’>@D> ’>&@F7 ’F@DD %%@"# ’>&@F7 "6@># ’6@>’

’@7$稀释回收率
稀释回收率结果显示"蛋白质芯片检测平台检

测 # 个浓度 =L的稀释回收率在 FD@6E A%’D@FE之
间#表 #$"其平均回收率为 %&D@%E*

表 #$蛋白质芯片检测 =L的回收率评价
g*(;)#$2,*;+*4.:0 L:--)/:,)-Z:L=L(Z+?.0Bb-:4).0 9./-:*--*Z

=L稀释回收 =L加标回收

实测浓度
<# 0B<9;$ 稀释倍数

稀释回收率
<E

基础样浓度
<# 0B<9;$

加标浓度
<# 0B<9;$

加标体积
<9;

加标后实测浓度
<# 0B<9;$

加标回收率
<E

%#&@%7 ’ <# %&F@" D’@"& 7 D’F@# &@&&& # %77@’" %&7@F
F’@’F ’ <# FD@6 "%@F> 7 D’F@# &@&&& # %>’@7> %#&@#
F6@#% ’ <# %’D@F #&@6F 7 D’F@# &@&&& # %%&@’F %##@D

’@"$加标回收率
加标回收率结果显示"蛋白质芯片检测平台检

测 # 个浓度 =L的加标回收率在 %&7@FE A%##@DE
之间#表 #$"其平均回收率为 %’#@#E*
’@F$方法学对照

方法学对照的结果显示"两种方法的相关系数
9n&@6’7 ’"经检验差异有统计学意义 #/n>@%#’"
4H&@&7$"%& 份样品的蛋白质芯片法检测的平均结
果为##7 >%% p6 7D6$ 0B<9;"2=\_3法的平均检测
结果为 # >’ F7& p’> 7#" $ 0B<9;"平均差值为
#F ##D p7 F’>$ 0B<9;* 配对比较 /检验结果显示
两种方法之间差异无统计学意义 #/n%@’6’"4G
&@&7$"见表 >*

表 >$蛋白质芯片法与 2=\_3法配对比较的 /检验#0B<9;$

g*(;)>$c*.-!/4)?4()4d))0 b-:4).0 9./-:*--*Z*0^ 2=\_3
序号 蛋白质芯片法 2=\_3法 差值
% #% %""@#> #> >F&@%& # #&#@F"
’ ’% D"7@%% D ’7’@%& l%’ F%#@&%
# #7 "%7@&7 "’ D7F@7& ’F #>’@>7
> #% 666@>F ’" &’6@’& l7 6"&@’F
7 >F %D#@7% 7D >F7@F& %’ ’6’@%D
" >7 D>>@’& 66 D&D@7& >’ D"7@#&
F #D ’""@&& ’" &’6@’& l%# ’#F@6&
6 ’# %6#@6& %6 &&&@6& l7 %6#@&&
D >% "F’@D6 76 &">@"6 %" #D%@F&
%& #" ’%F@#6 >> #%"@>> 6 &DD@&"

#$讨论
利用蛋白质芯片实现对样品中特定物质含量

的测定是一种新兴的检测技术"目前国内外鲜见有
利用此技术对牛乳中 =L进行研究的报道* 本课题

组前期建立了利用蛋白质芯片检测 =L的检测平台"
并对此平台的检测条件进行了优化与确定* 本研
究主要对这一检测平台的检测性能进行综合评价*
本研究使用的芯片扫描仪含有双激光发射器"采用
了包括光学’信号处理和运动控制系统在内的十余
项技术"是进行高’中’低密度微阵列芯片检测与分
析的必备工具* 它采用 7#’ 和 "#7 09两种激发波
长"配合专业设计的信号采集与处理电路"从而使
得该仪器具有良好的线性动态范围和极高的检测
灵敏度"为获得最终的评价结果提供了有力的技术
支持*

检测性能评价包括精密度评价#批内精密度与
批间精密度$与准确度评价#稀释回收率’加标回收
率’方法学对照$* 这些指标分别可以从不同角度
对所建立的检测平台的实用性能进行性能检验*
关于批间精密度试验的天数"不同的文献有不同的
报道 (%>!%F) "在试验平台建立阶段"批间精密度的试
验天数与次数可从满足实验室需求出发进行确定*
本研究选择检测 > ^"每天两个批次的试验次数主要
取决于本实验室对同一样品的重复验证不会超过
> ^ 或 6 次"因此本研究中所选择的试验天数与次
数能够满足对批间精密度的评价要求* 在本平台
进入生产阶段时"将按照生产要求对精密度时间与
次数重新进行评价* 此外"本平台的批内 ak均
H%"E"批间 ak均 H’7E"这主要与试验操作人员
的熟练程度有关* 本检测平台虽然在点样与扫描
阶段均已实现一致性高的机械化操作"但在整个流
程中还是存在多次手工操作的步骤"因此不熟练的
手工操作是导致批间精密度 G’&E的主要原因* 在
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后续的产品阶段中"如果提高操作人员熟练度"可
以实现批间精密度低于 ’&E的水平* 从结果也可
得出"虽然目前的批间精密度有待提高"但如果重
复试验的次数与天数分别小于 > ^ 或 6 次"则现有
的批间精密度也能低于 ’&E* 目前对总精密度的
认识还存在分歧"但按苏敏等 (%6)对总精密度的计算
方法"可以分析出本研究中不同批次间差异与不同
天次之间的差异是引起总精密度不理想的主要原
因"因此"建议在产品应用阶段"从提高操作人员熟
练程度出发"充分做好操作人员的上岗前培训’尽
量减少其操作偏倚"进而降低不同批次间与不同检
测天次间的操作误差*

稀释回收率试验结果显示"回收率随着稀释次
数的增多而减小"这主要与连续稀释时的操作偏倚
有关* 在后续的产品阶段加强操作人员培训"或减
少连续稀释次数"可以使这一结果得到提高* 在加
标回收率试验中"本研究参照吴树宏等 (%’) ’伍云卿
等 (%#)的方法"对三个浓度的基础液"分别加入基础
液体积 %E的高浓度加标溶液#7 D’F@# 0B<9;$* 从
结果可以看出"最低浓度的基础液回收效果不太理
想"使得整体的回收水平偏低"这主要是由于目标
蛋白浓度越低时"对其检测受其他因素干扰的效果
就越大* 根据这一情况"建议在后续的产品研发阶
段"提高加标回收的基础液浓度* 这一结果在另一
方面也提示了本研究所建立的平台在较高浓度时
准确度较理想"因此在未来的产品应用阶段"建议
将待测样品按比例稀释在标准曲线的中’高浓度范
围内"以便获得更为准确的检测结果*

因为本研究最终是要建立包括 !!乳球蛋白’=L
等多个蛋白在内的同时检测多个蛋白指标的芯片
平台"因此在做方法学对照试验时"分别加入了适
当比例的 !!乳球蛋白标准品与兔多抗"以期使试验
条件尽可能的接近最终的条件并观察混合检测的
可行性* 试验通过多次比较"获得了现有的较为理
想的结果* 这为今后更大通量检测的实施奠定了
很好的研究基础*

对方法学对照试验的结果显示"本研究所建
立的平台与目前商用的 2=\_3试剂盒之间具有较
好的一致性* 因为生物学检测试验没有金标准"
因此根据目前的试验结果无法判断哪种方法更
优"但可以成为一种新的可替代 2=\_3试剂盒的
检测生牛乳中 =L的方法* 虽然这一方法在成为成
熟的产品前还需要做出进一步的改进"但是从现
有的结果可以看出"它已经能够满足本实验室的
检测需求*
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