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研究报告

转基因小鼠常见传染病血清学液相芯片技术多重检测
方法的建立

陈　 诚，朱科燕，褚燕青，齐月寒，蔡月琴∗

（浙江中医药大学动物实验研究中心，杭州　 ３１００５３）

　 　 【摘要】 　 目的　 制备小鼠 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 液相芯片，建立转基因小鼠传染病抗体的 ｘＭＡＰ 多重检

测方法。 方法　 将荧光微球分别与小鼠 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 蛋白进行偶联，并且对最佳蛋白偶联量、检测抗

体最佳工作浓度和 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ 最佳工作浓度进行优化，制备小鼠 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 液相芯片，对 ５６ 个

转基因小鼠血清样品、阴性血清、阳性血清和质控血清进行 ｘＭＡＰ 多重检测。 并应用传统的 ＥＬＩＳＡ 方法对 ｘＭＡＰ 检

测结果进行验证。 结果　 １）小鼠 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 蛋白的最佳偶联量分别为 ２０ μｇ、２０ μｇ、４０ μｇ 和 ２０
μｇ，检测抗体最佳浓度分别为 ２ μｇ ／ ｍＬ、２ μｇ ／ ｍＬ、２ μｇ ／ ｍＬ 和 ４ μｇ ／ ｍＬ；Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ 抗体最佳浓度均为 ２ μｇ ／
ｍＬ；（２）ｘＭＡＰ 检测结果显示，１４ 号、２３ 号、５５ 号和 ５６ 号转基因小鼠血清 ＭＨＶ ＭＦＩ 值和 ｉｎｄｅｘ 值均高于质控血清，
其余小鼠血清的 ＭＦＩ 值和 ｉｎｄｅｘ 值均低于质控血清，表明 １４ 号、２３ 号、５５ 号和 ５６ 号转基因小鼠 ＭＨＶ 抗体阳性，其
余小鼠 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 抗体阴性；（３）ＥＬＩＳＡ 检测结果显示，１４ 号、２３ 号、５５ 号和 ５６ 号转基因小鼠 ＭＨＶ
Ａ４５０ 值和 ｉｎｄｅｘ 值均高于质控血清，其余小鼠血清的 Ａ４５０ 值和 ｉｎｄｅｘ 值均低于质控血清，表明 １４ 号、２３ 号、５５ 号和

５６ 号转基因小鼠 ＭＨＶ 抗体阳性，其余小鼠 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 抗体阴性，该 ＥＬＩＳＡ 检测结果与 ｘＭＡＰ 检测

结果相一致。 结论　 建立的 ｘＭＡＰ 多重检测技术可应用于转基因小鼠的传染病检测。
【关键词】 　 转基因小鼠；传染病；ｘＭＡＰ 技术；液相芯片
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ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ２０ μｇ， ２０ μｇ， ４０ μｇ ａｎｄ ２０ μｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｗａｓ ２
μｇ ／ ｍＬ， ２ μｇ ／ ｍＬ， ２ μｇ ／ ｍＬ ａｎｄ ４ μｇ ／ ｍＬ， ａｎｄ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ ｆｏｒ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅｍ ｗａｓ ２ μｇ ／
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【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ； Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｄｉｓｅａｓｅｓ； Ｆｌｅｘｉｂｌｅ ｍｕｌｔｉ⁃ａｎａｌｙｔｅ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ， ｘＭＡＰ； Ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｉｐ

　 　 ｘＭＡＰ 技术（ ｆｌｅｘｉｂｌｅ ｍｕｌｔｉ⁃ａｎａｌｙｔｅ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ），又
称液相芯片技术，该技术的核心是将微球用荧光染

色进行编码，然后将每种编码微球共价交联上针对

特定检测物的抗原、抗体或核酸探针等捕获分子，
把针对不同检测物的编码微球混合，再加入微量待

检样本，在悬液中靶分子与微球表面交联的捕获分

子发生特异性结合，最后通过仪器的激光分别识别

微球 的 编 码 和 检 测 微 球 上 报 告 分 子 的 荧 光

强度［１， ２］。
转基因动物已成为当今生命科学中一个发展

最快、最热门的领域，用转基因动物的方法构建人

类疾病模型可为研究提供理想的动物模型，但是目

前转基因小鼠的微生物质量不容乐观，这将严重危

害人类健康和科研实验［３， ４］。 根据对实验小鼠的致

病性和对实验人员的危害来看，必须对小鼠肝炎病

毒（ｍｏｕｓｅ ｈｅｐａｔｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ，ＭＨＶ）、淋巴细胞性脉络丛

脑膜 炎 病 毒 （ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｉｃ ｃｈｏｒｉｏｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ，
ＬＣＭ）、鼠痘病毒（ ｅｃｔｒｏｍｉｌｉａ ｖｉｒｕｓ，ＥＣＴ）、汉坦病毒

（Ｈａｎｔａａｎ ｖｉｒｕｓ，ＨＡＮＴ） 进行监测，排除此类病原

体［５ － ８］。 本研究拟通过制备 ＭＨＶ、 ＬＣＭ、 ＥＣＴ 和

ＨＡＮＴ 蛋白芯片，建立快速、高通量的血清学多重

ｘＭＡＰ 技术，并用 ＥＬＩＳＡ 方法验证，为最终建立转基

因小鼠的传染病监测体系奠定基础。

１　 材料和方法

１ １　 实验动物

５６ 只转基因小鼠，其中 １ ～ ２２ 号于 ２０１６ 年 ３ 月

从国内某动物研究所引进，２３ ～ ５６ 号于 ２０１５ 年分批

从国外实验室引进，均饲养于浙江中医药大学实验研

究中心屏障级转基因动物隔离饲养室 ［ＳＹＸＫ （浙）
２０１３ －０１８４］，温度（２２ ±２）℃，相对湿度 ４０％ ～６０％。

１ ２　 实验试剂

体外重组的 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 蛋白以

及 ｂｉｏｔｉｎ 标记的ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 抗体均购

自武汉华美公司；荧光标记的链霉亲和素（Ｓｔｒｅｐｔａｖｉ⁃
ｄｉｎ⁃ＰＥ） 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；活化剂 ＥＤＣ、 Ｓｕｌｆｏ⁃
ＮＨＳ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；９６ 孔 ＰＶＤＦ 滤膜板购自 Ｍｉｌ⁃
ｌｉｐｏｒｅ 公司；荧光微球、鞘液、Ｂｉｏ⁃Ｐｌｅｘ 校正试剂盒均

购自 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司；小鼠 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ
阴性血清、阳性血清和质控血清以及 ＥＬＩＳＡ 试剂盒

均购自 Ｓｍａｒｔ 公司。
１ ３　 实验方法

１ ３ １　 样品制备

分别从新引进的转基因小鼠尾巴取适量血，置
于 １ ５ ｍＬ 离心管中，４℃，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １０ ｍｉｎ，
分离血清， － ２０℃冻存。
１ ３ ２　 小鼠 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 液相芯片的

制备

一种编码的荧光微球对应偶联一种蛋白，３０
号、３６ 号、４７ 号和 ５６ 号 ４ 种荧光微球，分别与体外

重组亲和纯化的 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 蛋白进

行偶联，每种蛋白设置 ４ 个梯度（分别为 １０、２０、４０
和 ８０ μｇ）。 荧光微球经 Ｓ⁃ＮＨＳ、ＥＤＣ 活化液室温避

光活化 ３０ ｍｉｎ，分别与 １０、２０、４０ 和 ８０ μｇ 的 ＭＨＶ
蛋白偶联，在垂直旋转仪上室温避光偶联 ２ ｈ，已偶

联蛋白的微球加 １％ ＢＳＡ 封闭 １ ｈ，该微球即为制备

的小鼠 ＭＨＶ 单重液相芯片，于 ４℃避光保存，用于

后期效率验证。
按照以上制备方案，将 ３６ 号荧光微球与 ＬＣＭ

蛋白偶联，４７ 号荧光微球与 ＥＣＴ 蛋白偶联，５６ 号荧

光微球与 ＨＡＮＴ 蛋白偶联制备液相芯片。
１ ３ ３　 小鼠 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 液相芯片制
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备的验证及蛋白最佳偶联量的确定

将制备的小鼠 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 液相

芯片与 ＰＥ 抗体直接反应，阴性孔加入未偶联蛋白

的微球作为阴性对照，在 Ｂｉｏ⁃Ｐｌｅｘ ２００ 液相悬浮芯

片系统上检测荧光值。 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ
液相芯片的荧光值超过 ２０００ 荧光强度（ｍｅｄｉａｎ ｆｌｕｏ⁃
ｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ＭＦＩ），阴性对照孔低于 １００ ＭＦＩ，
即可认为偶联成功。 每组芯片中，选取与最高蛋白

浓度差异无显著性的蛋白量作为最佳偶联量。
１ ３ ４　 检测抗体和 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ 最佳工作浓度

的确定

用 １％ ＰＢＳＢ 溶液分别将 ｂｉｏｔｉｎ 标记的 ＭＨＶ、
ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 抗体稀释成 ４ 个浓度组，分别为

０ ５ μｇ ／ ｍＬ、１ μｇ ／ ｍＬ、２ μｇ ／ ｍＬ、４ μｇ ／ ｍＬ，Ｓｔｒｅｐｔａｖｉ⁃
ｄｉｎ⁃ＰＥ 稀释成 ３ 个浓度组，分别为 １ μｇ ／ ｍＬ、２ μｇ ／
ｍＬ、４ μｇ ／ ｍＬ，每组 ３ 个复孔，采用棋盘滴定法确定

最佳检测抗体浓度和 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ 工作浓度。
１ ３ ５　 小鼠血清 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 抗体的

ｘＭＡＰ 检测

用制备的 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 液相芯片，
对 ５６ 个转基因小鼠血清样品、阴性血清、阳性血清

和质控血清进行 ｘＭＡＰ 检测。 取 ＰＶＤＦ 滤膜板，同
一反应孔分别加入 １００ μＬ（１ × １０４ 个）ＭＨＶ、ＬＣＭ、
ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 液相芯片微球，用 ＰＢＳＴ 溶液洗涤两

次，２５ μＬ 小鼠血清，室温避光慢摇（４５０ ｒ ／ ｍｉｎ）６０
ｍｉｎ，洗涤 ３ 次，加入混合的 ｂｉｏｔｉｎ 标记的 ＭＨＶ、
ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 检测抗体，１００ μＬ ／孔，室温避光

慢摇（４５０ ｒ ／ ｍｉｎ）６０ ｍｉｎ，洗涤 ３ 次，每孔加入 １００
μＬ Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ，室温避光慢摇 （４５０ ｒ ／ ｍｉｎ） ３０
ｍｉｎ，洗涤 ３ 次，在液相悬浮芯片系统上机检测荧光

值，得到每个样品的 ＭＦＩ 值，小鼠血清样品的 ｉｎｄｅｘ
＝血清样品的 ＭＦＩ 值 ／质控血清的 ＭＦＩ 值。
１ ３ ６　 小鼠血清 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 抗体的

ＥＬＩＳＡ 验证

分别用 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 进口 ＥＬＩＳＡ
检测试剂盒对同一批 ５６ 个转基因小鼠血清样品、阴
性血清、阳性血清和质控血清进行检测。 分别取 ５０
μＬ 阴性血清、阳性血清、稀释后的小鼠血清样品和

质控血清加入到包被 ＭＨＶ 抗体的酶标板孔中，按
照 ＭＨＶ 试剂盒说明书操作，最后在多功能酶标仪

上检测 Ａ４５０。 按照以上操作方法，用 ＬＣＭ、ＥＣＴ 和

ＨＡＮＴ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒对同一批 ５６ 个转基因小

鼠血清样品、阴性血清、阳性血清和质控血清进行

检测。
１ ４　 统计学方法和结果判定

应用 ＳＰＳＳ １９ ０ 统计软件进行统计，计量资料

均采用（ｘ ± ｓ）表示，多组间比较采用单因素方差分

析，Ｐ ＜ ０ ０５ 表示差异有显著性。 小鼠血清样品的

ｉｎｄｅｘ ＝血清样品的净 ＦＩ 值 ／质控血清的净 ＦＩ 值，或
小鼠血清样品的 ｉｎｄｅｘ ＝ 血清样品的 Ａ４５０ 值 ／质控

血清的 Ａ４５０ 值，按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书的判定

标准，小鼠血清样品的 ｉｎｄｅｘ ＜ １ ０ 判定为阴性，ｉｎ⁃
ｄｅｘ ≥ １ ０ 则判定为阳性。

２　 结果

２ １　 小鼠ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 液相芯片制

备的验证和最佳偶联量的确定

ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 阴性孔的荧光值分

别为 １６ ２ ＭＦＩ、１０ ５ ＭＦＩ、１２ ０ ＭＦＩ 和 ９ ８ ＭＦＩ，均
低于 １００ ＭＦＩ。 表 １ 显示，在 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和

ＨＡＮＴ 中，４ 组偶联量的荧光值均大于 ２０００ ＭＦＩ，表
明 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 液相芯片制备成功。

表 １ 可以看出，在 ＭＨＶ、ＬＣＭ 和 ＨＡＮＴ 芯片中，
２０ μｇ 组、４０ μｇ 组、８０ μｇ 捕获抗体组的 ＭＦＩ 值均显

著高于 １０ μｇ 组（Ｐ ＜ ０ ０１），４０ μｇ 组、８０ μｇ 组与

２０ μｇ 组比较差异无显著性（Ｐ ＞ ０ ０５）；在 ＥＣＴ 芯

片中，４０ μｇ 组、８０ μｇ 捕获抗体组的 ＭＦＩ 值均显著

高于 １０ μｇ 组和 ２０ μｇ 组（Ｐ ＜ ０ ０５，Ｐ ＜ ０ ０１），４０
μｇ 组与 ８０ μｇ 组差异无显著性（Ｐ ＞ ０ ０５）。 根据

以上优化试验，ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 蛋白的最

佳偶联量分别为 ２０、２０、４０ 和 ２０ μｇ 捕获抗体。
２ ２　 小鼠ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 检测抗体最

佳工作浓度的确定

Ｂｉｏｔｉｎ 标记的 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 检测抗

体稀释为 ０ ５ μｇ ／ ｍＬ、１ μｇ ／ ｍＬ、２ μｇ ／ ｍＬ、４ μｇ ／ ｍＬ
４ 组，表 ２ 结果显示，在 ＭＨＶ、ＬＣＭ 和 ＥＣＴ 中，４ μｇ ／
ｍＬ 组、２ μｇ ／ ｍＬ 组的 ＭＦＩ 值均显著高于 ０ ５ μｇ ／
ｍＬ、１ μｇ ／ ｍＬ 组（Ｐ ＜ ０ ０１），４ μｇ ／ ｍＬ 组与 ２ μｇ ／ ｍＬ
组差异无显著性（Ｐ ＞ ０ ０５）；在 ＨＡＮＴ 中，４ μｇ ／ ｍＬ
组的 ＭＦＩ 值最高，显著高于 ０ ５ μｇ ／ ｍＬ、１ μｇ ／ ｍＬ、２
μｇ ／ ｍＬ 组 （ Ｐ ＜ ０ ０５， Ｐ ＜ ０ ０１ ）。 据此， ＭＨＶ、
ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 检测抗体最佳工作浓度分别为

２ μｇ ／ ｍＬ、２ μｇ ／ ｍＬ、２ μｇ ／ ｍＬ 和 ４ μｇ ／ ｍＬ。
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表 １　 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 不同蛋白偶联量的荧光值（ＭＦＩ）
Ｔａｂ． １　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ＭＨＶ， ＬＣＭ， ＥＣＴ ａｎｄ ＨＡＮＴ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

１０ μｇ 捕获抗体
１０ μｇ⁃ｃａｐｔｕｒｅｄ

ａｎｔｉｂｏｄｙ

２０ μｇ 捕获抗体
２０ μｇ⁃ｃａｐｔｕｒｅｄ

ａｎｔｉｂｏｄｙ

４０ μｇ 捕获抗体
４０ μｇ⁃ｃａｐｔｕｒｅｄ

ａｎｔｉｂｏｄｙ

８０ μｇ 捕获抗体
８０ μｇ⁃ｃａｐｔｕｒｅｄ

ａｎｔｉｂｏｄｙ
ＭＨＶ １０５６３ ５５ ± ２８７ ３５ １４７０３ １８ ± ２６３ ４２∗∗ １５０５１ ２２ ± ３１３ ８９∗∗ １５０９４ ５１ ± ３６９ ８６∗∗

ＬＣＭ ８５６６ ４０ ± ２７５ ６６ １１７６１ ６９ ± ２０４ ３８∗∗ １１９５１ ５１ ± ２８４ ６３∗∗ １１８９４ ２１ ± ３５９ ７４∗∗

ＥＣＴ ８１６４ ５２ ± ２８９ ７６ １１０７３ ０５ ± ３０５ ４６∗∗ １２６７９ ８３ ± ３６０ ８５∗∗＃ １２８８２ ５９ ± ３８１ ５０∗∗＃

ＨＡＮＴ ８９３０ ７４ ± ２０６ ３３ １１６５６ ６０ ± ２４３ １６∗∗ １２０４１ ２９ ± ３７９ ４４∗∗ １２０６７ １８ ± ３６７ ４３∗∗

注：与 １０ μｇ 蛋白偶联量组相比，∗Ｐ ＜ ０ ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１；与 ２０ μｇ 蛋白偶联量组相比，＃Ｐ ＜ ０ ０５，＃＃Ｐ ＜ ０ ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ １０ μｇ⁃ｃａｐｔｕｒｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ，∗Ｐ ＜ ０ ０５，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ２０ μｇ⁃ｃａｐｔｕｒｅｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ，＃Ｐ ＜ ０ ０５，＃＃

Ｐ ＜ ０ ０１

表 ２　 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 不同检测抗体浓度的荧光值（ＭＦＩ）
Ｔａｂ． ２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ＭＨＶ， ＬＣＭ， ＥＣＴ ａｎｄ ＨＡＮＴ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

０ ５ μｇ ／ ｍＬ 检测抗体
０ ５ μｇ ／ ｍＬ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ａｎｔｉｂｏｄｙ

１ μｇ ／ ｍＬ 检测抗体
１ μｇ ／ ｍＬ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ａｎｔｉｂｏｄｙ

２ μｇ ／ ｍＬ 检测抗体
２ μｇ ／ ｍＬ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ａｎｔｉｂｏｄｙ

４ μｇ ／ ｍＬ 检测抗体
４ μｇ ／ ｍＬ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ａｎｔｉｂｏｄｙ
ＭＨＶ ７５９０ ４１ ± １８７ ０３ １０１０７ ６０ ± ２７９ ５４∗∗ １４３９６ ８３ ± ２０５ ９７∗∗＃＃ １４８０３ ４２ ± ２８５ ３７∗∗＃＃

ＬＣＭ ７９３３ ７５ ± ２７４ ８１ １０２７５ ８８ ± ２４８ ５７∗∗ １２０６３ ３７ ± ２６９ ５２∗∗＃＃ １２２５４ ６０ ± ２５０ ７９∗∗＃＃

ＥＣＴ ６３８９ ０５ ± ３１０ ７９ ８６４６ ３８ ± ３０７ ４６∗∗ １１６４０ ５５ ± ２９７ ０４∗∗＃＃ １２０５９ ３８ ± ３２８ ４１∗∗＃＃

ＨＡＮＴ ６５０７ ８３ ± ２６４ ３９ ９０４２ ４４ ± ３０５ ３０∗∗ １１６０１ ７２ ± ３１１ ７６∗∗＃＃ １２５５３ ７９ ± ３０１ ２２∗∗＃＃△

注：与 ０ ５ μｇ ／ ｍＬ 检测抗体组相比，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１；与 １ μｇ ／ ｍＬ 检测抗体组相比，＃＃Ｐ ＜ ０ ０１；与 ２ μｇ ／ ｍＬ 检测抗体组相比，△Ｐ ＜ ０ ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ０ ５ μｇ ／ ｍＬ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ １ μｇ ／ ｍＬ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ，＃＃Ｐ ＜ ０ ０１；
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ２ μｇ ／ ｍＬ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ，△Ｐ ＜ ０ ０５

表 ３　 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 不同 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ 抗体浓度的荧光值（ＭＦＩ）
Ｔａｂ． ３　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ ｆｏｒ ＭＨＶ， ＬＣＭ， ＥＣＴ ａｎｄ ＨＡＮＴ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

１ μｇ ／ ｍＬ
Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ

２ μｇ ／ ｍＬ
Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ

４ μｇ ／ ｍＬ
Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ

ＭＨＶ １０２４９ ５８ ± ３６１ ４１ １５３１６ ４７ ± ３２０ ６４∗∗ １５６２５ ６０ ± ４２７ ５５
ＬＣＭ ８５３８ ００ ± ３４５ ６２ １２７４３ １７ ± ３８０ ４４∗∗ １２９４４ ０７ ± ４１１ ４３
ＥＣＴ ８１６４ ５９ ± ２７０ ４０ １３３５２ ７３ ± ３６５ ４９∗∗ １３８０６ ９２ ± ４８１ ３５
ＨＡＮＴ ７８３９ ３２ ± ２６５ ８１ １２４０９ ５５ ± ３２６ １７∗∗ １２６６３ ２７ ± ３７５ ２４

注：与 １ μｇ ／ ｍＬ Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ 组相比，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１；与 ２ μｇ ／ ｍＬ Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ 组相比，＃＃Ｐ ＜ ０ ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ １ μｇ ／ ｍＬ Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ，∗∗Ｐ ＜ ０ ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ２ μｇ ／ ｍＬ Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ，＃＃Ｐ ＜ ０ ０１

２ ３　 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ 最佳工作浓度的确定

Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ 浓度有 １ μｇ ／ ｍＬ、 ２ μｇ ／ ｍＬ、 ４
μｇ ／ ｍＬ ３ 组，由表 ３ 可见，在 ＭＨＶ、 ＬＣＭ、ＥＣＴ 和

ＨＡＮＴ 中，２ μｇ ／ ｍＬ、４ μｇ ／ ｍＬ 组的 ＭＦＩ 值均显著高

于 １ μｇ ／ ｍＬ 组（Ｐ ＜ ０ ０１），４ μｇ ／ ｍＬ 组与 ２ μｇ ／ ｍＬ
组相比差异无显著性 （ Ｐ ＞ ０ ０５）。 表明，ＭＨＶ、
ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 的最佳 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ 抗体浓

度均为 ２ μｇ ／ ｍＬ。
２ ４　 小鼠血清ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 抗体的

ｘＭＡＰ 检测结果

１４ 号、２３ 号、５５ 号和 ５６ 号转基因小鼠血清的

ＭＨＶ ＭＦＩ 值分别为 １８８１３ ８８、１６９２４ ５７、２０７８０ ３４
和 １３６５９ １８， ｉｎｄｅｘ 值 分 别 为 ２ ６８２３、 ２ ４１３０、
２ ９６２７ 和 １ ９４７４， 均 高 于 质 控 血 清 的 ＭＦＩ 值

（７０１４ ０４）和 ｉｎｄｅｘ 值（１ ００００），表明 １４ 号、２３ 号、
５５ 号和 ５６ 号转基因小鼠 ＭＨＶ 抗体阳性；１ ～ １３ 号、

１５ ～ ２２ 号、２４ ～ ５４ 号转基因小鼠血清的 ＭＨＶ ＭＦＩ
值和 ｉｎｄｅｘ 值均低于质控血清的 ＭＦＩ 值和 ｉｎｄｅｘ 值，
表明这些转基因小鼠 ＭＨＶ 抗体阴性。 １ ～ ５６ 号转

基因小鼠血清的 ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 的 ＭＦＩ 值和

ｉｎｄｅｘ 值均低于质控血清的 ＭＦＩ 值和 ｉｎｄｅｘ 值，表明

这些转基因小鼠 ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 抗体阴性。
２ ５　 小鼠血清ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 抗体的

ＥＬＩＳＡ 方法验证

分别用进口 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ ＥＬＩＳＡ
试剂盒对同一批 ５６ 个转基因小鼠血清样品、阴性血

清、阳性血清和质控血清进行检测，得到每个样品

的 Ａ４５０ 值，小鼠血清样品的 ｉｎｄｅｘ ＝ 血清样品的

Ａ４５０ 值 ／质控血清的 Ａ４５０ 值。 １４ 号、２３ 号、５５ 号和

５６ 号转基因小鼠血清的 ＭＨＶ Ａ４５０ 值分别为

３ ３１２７、３ ０１１３、３ ６２３４ 和 ２ ４３６５， ｉｎｄｅｘ 值分别为

２ ５４３７、２ ３１２２、２ ７８２２ 和 １ ８７０９，均高于质控血清
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的 Ａ４５０ 值（１ ３０２３）和 ｉｎｄｅｘ 值（１ ００００），表明 １４
号、２３ 号、５５ 号和 ５６ 号转基因小鼠 ＭＨＶ 抗体阳性；
１ ～ １３ 号、１５ ～ ２２ 号、２４ ～ ５４ 号转基因小鼠血清的

ＭＨＶ Ａ４５０ 值和 ｉｎｄｅｘ 值均低于质控血清的 Ａ４５０ 值

和 ｉｎｄｅｘ 值，表明这些转基因小鼠 ＭＨＶ 抗体阴性。
１ ～ ５６ 号转基因小鼠血清的 ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 的

ＭＦＩ 值和 ｉｎｄｅｘ 值均低于质控血清的 Ａ４５０ 值和 ｉｎ⁃
ｄｅｘ 值，表明这些转基因小鼠 ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 抗

体阴性。
由此表明，转基因小鼠血清的 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ

和 ＨＡＮＴ 抗体 ＥＬＩＳＡ 结果与 ｘＭＡＰ 检测结果相

一致。

３　 讨论

在医学研究中，利用转基因动物建立各种人类

疾病的动物模型，为深入研究疾病的发病机理以及

基因治疗创造了前所未有的条件［９， １０］。 目前，国内

使用的转基因实验动物主要以小鼠为主，大部分转

基因小鼠通过代购或者自行携带方式从国外输入，
由于受饲养环境控制条件不同等限制，转基因小鼠

的微生物质量存在着严重的问题。 由于多数感染

病毒的转基因小鼠早期缺乏特异的临床表现，必须

依赖实验室进行诊断，常用的血清学检测方法主要

有酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ） ［１１， １２］。 ＥＬＩＳＡ 这种

传统检测方法的主要缺点在于每个反应仅能对标

本的一种传染病指标进行检测，且操作耗时较长、
成本较高、血清样本使用量较大，不适用于转基因

小鼠多种传染病的多重检测和快速诊断。
ｘＭＡＰ 技术即多功能多指标同步分析技术，提

供了一个高通量的多重分子检测技术平台［１３］。
ｘＭＡＰ 技术与传统的 ＥＬＩＳＡ 检测方式有很大的区

别，该技术可以在一种反应体系中放入许多不同编

码的荧光微球，多种微球可以标记上多种不同的蛋

白，每种荧光微球对应一种传染病待测指标，因此

ｘＭＡＰ 技术同时可对一份血清样品进行多种分析指

标的检测，标本利用率大大提高，从而实现样品量

少的转基因动物血清的高通量分析［１４， １５］。 本研究

应用了 ３０ 号、３６ 号、４７ 号和 ５６ 号 ４ 种微球，分别与

ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 蛋白进行共价偶联，并且

对小鼠 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 悬浮芯片制备中

的最佳蛋白偶联量进行了优化，发现小鼠 ＭＨＶ、
ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 蛋白的最佳偶联量分别为 ２０
μｇ、２０ μｇ、４０ μｇ 和 ２０ μｇ，表明每种蛋白的最佳偶

联量存在差异，因此每个蛋白必须确定其最佳偶联

量。 此外本研究对小鼠 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ
检测抗体最佳工作浓度和 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ 最佳工作

浓度进行优化，选取与最高 ＭＦＩ 值组无显著性差异

的抗体浓度作为检测抗体和 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ 的最佳

工作浓度。
根据上述优化的条件，制备小鼠 ＭＨＶ、ＬＣＭ、

ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 液相芯片，对 ５６ 个转基因小鼠血清样

品、阴性血清、阳性血清和质控血清进行 ｘＭＡＰ 检

测，发现阴性血清 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 中的

ｉｎｄｅｘ 值均低于 １ ０，阳性血清的 ｉｎｄｅｘ 值均高于

１ ０，表明该 ｘＭＡＰ 检测结果可信。 从结果中看出，
只有 １４ 号、２３ 号、５５ 号和 ５６ 号转基因小鼠血清

ＭＨＶ 的 ｉｎｄｅｘ 值均高于 １ ０，表明 １４ 号、２３ 号、５５
号和 ５６ 号转基因小鼠 ＭＨＶ 抗体阳性。 此外分别

用进口小鼠 ＭＨＶ、ＬＣＭ、ＥＣＴ 和 ＨＡＮＴ 的 ＥＬＩＳＡ 检

测试剂盒对同一批 ５６ 个转基因小鼠血清样品、阴性

血清、阳性血清和质控血清进行一一检测，发现只

有 １４ 号、２３ 号、５５ 号和 ５６ 号转基因小鼠 ＭＨＶ 抗体

阳性，其余为阴性，该 ＥＬＩＳＡ 检测结果与 ｘＭＡＰ 检测

结果相一致。
这些结果表明本研究建立的 ｘＭＡＰ 多重检测技

术可应用于转基因小鼠的传染病检测，可对一份少

量的血清样品进行多种传染病指标的检测，克服了

ＥＬＩＳＡ 每个反应仅能检测一种传染病指标的缺点，
从而实现转基因小鼠传染病抗体的高通量分析，为
建立转基因小鼠的传染病监测体系奠定基础。
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·专家问答·

问：关于活体成像穿透深度的问题，比如做荧光、生物发光等实验，活体成像穿透力大概的极限值是

多少？

答：目前市面上活体光学成像的设备品牌非常多，基于其物理原理，各家在穿透深度的问题上都没有办

法百分之百解决。 有最新产品强调用激光来做激发光，由于激光能量比较强，因而穿透深度也比较深，但还

是没有办法彻底解决。 我们目前有两个解决方式，一个是光声断层扫描系统；另一个是用近红外光做激发，

因为近红外光波长比较长，所以能量比较强，可以解决穿透深度的问题。

（感谢第四军医大学实验动物中心 师长宏 教授、

冷泉港生物科技股份有限公司分子影像部门副总经理 王志宇先生 的解答）
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