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蛋白质芯片检测法在过敏原特异性抗体检测中的应用
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要#目的
!

探讨蛋白质芯片技术诊断过敏性疾病的可行性%方法
!

应用蛋白质芯片方法!将
$&

种常见过敏原抗原集成

到活化的玻璃芯片上!并保持蛋白质活性!通过与
2&2

例患者标本的反应!同时得到
$&

种过敏项目的检测结果%结果
!

蛋白质芯

片法检测结果与对照方法间符合率较高!差异无统计学意义"

!

%

&6&#

#%结论
!

蛋白质芯片方法可以高通量$即时地检测过敏原

血清中
+

8

*

的变化!灵敏度达
&6#+f

'

I(

!可满足临床上对变态反应性疾病的诊断要求%

关键词#蛋白质阵列分析&

!

过敏反应&

!

超敏反应&

!

免疫球蛋白
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变态反应性疾病是由过敏原刺激机体后引起的
&

型超敏

反应所致(

$

)

*现用蛋白质芯片检测法作为体外检测方法#检测

临床诊断为过敏性疾病的患者血清标本#并与
/FEGIEO<E

f-+.)/

过敏原监测系统进行比较#探讨用蛋白质芯片方法

高通量并行过敏原疾病检测的可行性*

D

!

资料与方法

D6D

!

一般资料
!

收集患者血清标本
$&2

例#健康对照组$无过

敏史健康者%血清标本
$&&

例*患者血清经
/FEGIEO<Ef-+?

.)/

过敏原监测系统检测和临床症状确诊#标本均由中山医

科大学中山三院提供#低温$

X%:Y

%冻存*

D6E

!

仪器与试剂
!

蛋白质芯片基片#由深圳市赛尔生物技术

有限公司赛芯生物技术研究所提供#为玻璃三维醛基芯片$批

号!

2&&'&%$3

'

2&&'&'$&

%*芯片上已经固定有两组过敏原抗

原#每组含
#

个项目*即吸入组!尘螨'冬春季花粉'夏秋季花

粉'多价兽羽毛和蟑螂&食物组!鸡鸭蛋'虾'牛奶'咸水鱼和牛

肉*芯片点阵为
#h:

矩阵#共含有
5&

个位点#每两个位点代

表
$

个待测项目*标本稀释液'洗涤液和示踪物批号均为

2&&'&%$3

*人标准
+

8

*

血清#

$39#+f

"

I(

#经
P^`

标准
+

8

*

参考标定#购于中国生物制品总公司卫生部兰州生物制品研究

所*晶芯
L

CG=A>EJ)GGE

R

CG$:

生物芯片点样仪#购自北京博奥

生物技术有限公司*蛋白质芯片阅读仪为深圳赛尔生物技术

有限公司与中科院光电研究所联合研制产品*

D6F

!

方法
!

$

$

%在芯片上加入待测标本$预先按
$j#

稀释后%

2&&

!

(

#

53Y

条件下温育
5&I<>

#洗涤并甩干*$

2

%加入示踪

物两滴#

53Y

条件下温育
5&I<>

#洗涤并甩干*$

5

%加入显色

剂两滴#

53Y

条件下温育反应
$&I<>

*$

9

%终止反应!甩干后

用蒸馏水数滴终止反应*$

#

%在蛋白质芯片阅读仪上进行软件

分析#亦可肉眼观察反应情况*

在芯片灵敏度分析中#采用抗人
+

8

*

单抗作为点样物#点

成
9h9

的矩阵#采用夹心法检测标本中人
+

8

*

含量*将标准

+

8

*

参考血清用标本稀释液做系列倍比稀释#然后加入芯片反

应格中#按上述反应步骤进行操作#最高稀释度仍能出现位点

显色者#判为其检测底限*

D6G

!

统计学处理
!

采用
#

2 检验进行统计分析*

E

!

结
!!

果

蛋白质芯片法检测结显示#

$&2

例特异性过敏原血清#有

:9

例标本尘螨为阳性#其余依次为蟑螂$

#5

例%'冬春季花粉

$

9$

例%'夏秋季花粉$

5:

例%'多价兽羽毛$

23

例%'虾$

$:

例%'

牛奶$

$5

例%'鸡鸭蛋$

#

例%和咸水鱼$

2

例%*其中有
%&

例标

本同时对两种$含两种%以上物质过敏$见图
$

%

2

%*图
5

为单

独对虾过敏患者的检测结果*

$&&

例健康对照者血清标本检

测结果均为阴性*检测结果显示#对鸡鸭蛋'咸水鱼和牛肉过

敏者较少#尤其对牛肉过敏者只有
$

例*

图
$

!!

尘螨和蟑螂同时过敏血清结果

+
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通过对蛋白质芯片法和
f-+.)/

法比较#两者差异无统

计学意义$

!

%

&6&#

%#尤其在夏秋季花粉'牛肉'鸡鸭蛋和咸水

鱼项目完全吻合*

标准人
+

8

*

参考品经
59'&

倍稀释后#其浓度变为
&6#

+f

"

I(

*再做进一步稀释#则无法检测出来*因此#本实验的

灵敏度为
&6#+f

"

I(

*见图
9

*

图
2

!!

尘螨"兽羽毛及虾同时过敏血清结果

图
5

!!

虾过敏血清结果

图
9

!!

用标准
+

8

*

参考品测定灵敏度
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变态反应性疾病的诊断方法有体内试验和体外试验(

2

)

#放

射性变应原吸附剂试验$

GEN<A?EJJCG

8

A=AGQC>DDC=D

#

0),"

%是目

前公认的检测
&

型变态反应的有效方法之一#但因其费用昂

贵'花费时间长'放射性同位素易过期而且污染环境等不利因

素而较少应用(

2?9

)

*

*(+,)

试验在国际上也仅有瑞典的
/FEG?

IEO<Ef-+.)/

'西门子的
+IIH>J<DC

和美国的
^

R

.̀ 0?)

8

<?

JC>D

采用(

#

)

*其中#

/FEGIEO<Ef-+.)/

在国内应用得比较广

泛(

:?3

)

*引起变态反应性疾病的过敏原是多种多样的#随地域

和人群的不同而有很大差异#主要有吸入性过敏原和食物性过

敏原之分(

%

)

*

生物芯片技术为大面积'高通量'即时检测提供了可

能(

'?$&

)

*有学者仅对牛奶和鸡蛋两种食源性过敏原及引起过

敏的抗原决定簇进行了高通量的并行检测#初步显示了蛋白质

芯片对标本量需求少的优势(

$$?$2

)

*本组用蛋白质芯片技术来

对选定的吸入性和食物性过敏原共
$&

种项目进行了检测#并

与
/FEGIEO<Ef-+.)/

试剂检测的结果进行了比较*从整体

检测结果来看#两者的一致性较高*本组蛋白质芯片检测方法

灵敏度测定结果为
&6#+f

"

I(

#即
$62>

8

"

I(

*与
P^`

公布

的健康者血清中
+

8

*

含量在
5'>

8

"

I(

以下相比较#本研究方

法完全可以满足临床上对过敏原监测的灵敏度要求(

$5

)

*据文

献报道#

.)/

系统在检测过敏原中的灵敏度较高#且在国内临

床上被普遍使用(

:?3

)

*本组通过与
/FEGIEO<Ef-+.)/

系统比

较#所得结果与其符合程度较高*该蛋白质芯片检测方法可同

时检测
$&

种或以上过敏原种类#同时得到检测结果#比传统的

单项检测或逐项检测节省标本#提高效率#也有利于临床横向

分析和作出诊断#是值得推广和应用的新方法之一*

由于本组试验未能检测总
+

8

*

含量#蛋白质芯片尚存在精

确定量的问题#有待于下一步研究解决*
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