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技术与方法                                                               

自身抗体检测蛋白芯片制备条件的优化及初步应用 

王国强, 高雪芹, 韩金祥, 潘继红, 黄海南 
山东省医药生物技术研究中心 卫生部生物技术药物重点实验室, 山东省现代医用药物与技术重点实验室, 济南 250062 

摘  要: 选择临床上常用的用于自身免疫性疾病抗体检测所对应的 12 种抗原, 运用 NBT/BCIP 显色反应策略, 研制一

种可同时检测 12 种常用自身抗体的蛋白芯片检测系统。应用 NBT/BCIP 终点检测体系对每一种抗原的点样液、点样浓

度、血清稀释度进行优化, 制备出可同时检测 12 种自身抗体的蛋白芯片, 并通过对 678 例病人血清和 120 例非病人血

清的检测进行敏感度和特异度评价。优化的点样液为 0.1%TBST, 血清稀释度为 1:4, 12 种抗原的最佳点样浓度分别为: 

ANA 520 μg/mL, Ro-60/SSa 465 μg/mL, La/SSb 530 μg/mL, Jo-1 530 μg/mL, Scl-70 525 μg/mL, Sm 520 μg/mL, Ro-52/SSa 
615 μg/mL, RF 340 μg/mL, CCP 465 μg/mL, u1RNP 410 μg/mL, CENP-B 490 μg/mL, dsDNA 580 μg/mL; 通过对 678 份阳

性血清和 120 份阴性血清的检测 , 该蛋白芯片技术对 12 种自身抗体检测的敏感度在 80%~96.3%之间 , 特异度在

86.7%~100%之间, 与传统的检测技术有较高的符合率。我们研究的自身抗体检测蛋白芯片技术体系具有快速、方便、

高通量、廉价等优势, 易于商业化, 适合不同条件的临床需要。 

关键词 : 显色反应蛋白芯片 , 自身抗体 , 自身免疫性疾病  

Protein-chip for Autoantibodies Profile Detection 

Guoqiang Wang, Xueqin Gao, Jinxiang Han, Jihong Pan, and Hainan Huang 

Key Laboratory for Biotech-drugs of the Ministry of Health, Key Laboratory for Modern Medicine and Technology of Shandong Province, Shandong 
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Abstract: We selected 12 antigens corresponding to commonly used autoantibodies in clinical practice to prepare antigen 
microarray. We chose NBT/BCIP color reaction as the end detection strategy to develop a new autoantibody protein chip detection 
system. Using this system, we optimized the best spotting solution, spotting concentration of the 12 antigens and the dilution of 
serum. We prepared a protein chip that could detect 12 autoantibodies simultaneously using the optimized antigen concentration. We 
established a new method to determine the cutoff of each autoantibodies by evaluation of 678 positive and 120 negative serum of 
clinical sample. We also evaluated the sensitivity and specificity of our new detection system. The optimal spotting solution was 
0.1% TBST, the dilution of serum was 1:4 and the best spotting concentration of the 12 antigens were ANA 520 μg/mL, Ro-60/SSa 
465 μg/mL, La/SSb 530 μg/mL, Jo-1 530 μg/mL, Scl-70 525 μg/mL, Sm 520 μg/mL, Ro-52/SSa 615 μg/mL, RF 340 μg/mL, CCP 
465 μg/mL, u1RNP 410 μg/mL, CENP-B 490 μg/mL and dsDNA 580 μg/mL respectively. It had higher coincidence rate compared to 
current clinical used methods. We have developed a 12 antigens protein chip for the detection of autoantibodies based on the 
NBT/BCIP color reaction system. This system was fast, convenient, efficient, and cost-effective. 

Keywords: color reaction protein chip, autoantibodies, autoimmune disease 
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自身免疫性疾病(Autoimmune disease, AID)是

指机体对自身抗原发生免疫反应而导致自身组织损

害所引起的疾病[1]。近年来, 随着人类对 AID 认识

的提高, 以及临床经验的积累和实验室诊断技术的

进步, AID 的发病率呈明显上升, 约占世界总人口的

3%~5%[2], 已成为严重影响人类健康的一类疾病。

自身抗体是 AID 最重要的特征,国际上通用的此类

疾病的诊断标准 , 除了相应的临床症状外 , 主要还

是依据患者血清中检测到的自身抗体 [3], 自身抗体

检测对 AID 的诊断和鉴别诊断、病情评估与治疗监

测、病程转归与预后判断等都具有重要的临床应用

价值。目前检测自身抗体的方法,多为繁琐的手工操

作 ,检测程序复杂 ,多数检测方法不能同时检测多种

自身抗体 ,而且存在很多难以控制的影响质量的因

素[4]。因此, 临床迫切需要一种操作简便, 快速可靠, 

能同时检测多种自身抗体的新方法。生物芯片技术

是 20 世纪末期产生的高通量、平行检测技术, 它一

经产生就显示了其极大的优势, 基因芯片已在高通

量基因测序、基因表达研究及临床疾病诊断等领域

中发挥了重要的作用; 而蛋白芯片技术在自身抗体

检测中的作用也进行了广泛的研究 [5−11], 为这一问

题的解决带来希望。本研究在本实验室已建立的蛋

白芯片技术平台上 , 采用检测成本低的显色策略 , 

选择临床上常用的用于自身免疫性疾病抗体检测所

对应的 12 种抗原, 对每一种抗原的点样液、点样浓

度、血清稀释度进一步优化, 采用以 BCIP/NBT 为

底物的碱性磷酸酶显色法, 制备可同时检测 12 种自

身抗体的蛋白芯片, 建立了显色反应的蛋白芯片检

测体系。在此基础上, 检测了 678 份阳性 AID 患者

血清和 120 份阴性健康献血员血清, 以评估该蛋白

芯片对 12 种自身抗体检测的敏感度和特异度及其

临床应用前景。 

1  材料和方法 

1.1  试剂和仪器 
抗原的来源: Ro-52/SSa、La/SSb、Jo-1 和 Goat 

IgG 购自 Sigma; Ro-60/SSa、Scl-70、CENP-B 和

u1RNP 购自 Diarect; Sm 购自 Immunovision; 抗环呱

氨酸多肽(CCP)采用商业合成; ANA、dsDNA 本实验

室自行制备, 12 种抗原的性质及所针对的自身抗体

见表 1。AD 阳性血清和标准抗体血清取自山东省职

业卫生与职业病防治研究所风湿专科门诊和山东省

济南市中心医院中心实验室; 人 IgG、牛血清白蛋白

(BSA)、Tween20 和 BCIP/NBT 显色液购自 Sigma; 3-

氨基丙基三乙氧基硅烷(APES)和碱性磷酸酶标记的

羊抗人 IgG 购自北京中杉金桥生物技术公司; 磨砂

边玻片和盖玻片购自美国 Sigma 公司; Cartisian5500 

点样仪, UMAX PowerLookⅢ扫描仪。 

1.2  蛋白芯片制备条件的优化 
1.2.1  点样液和血清稀释度的优化 

根据本实验室以往点样液优化的结果 ,  选择

含不同浓度 Tween20 的 TBST 为点样液, 优化阵列

设计如图 1 所示。采用我们实验室已经建立的并得

到专利授权的 APES 处理的玻片作为点样的基 

表 1  12 种自身抗原蛋白性质及其所对应的自身抗体 
Table 1  12 kinds of antigen’s origin and their corresponding autoantibody 

Antigen Origin Corresponding autoantibody 

Ro-52/SSa Recombinant (expressed in E.coli bacterial cells) Anti-Ro-52/SSa antibody 

Ro-60/SSa Recombinant (expressed in E.coli bacterial cells) Anti-Ro-60/SSa antibody 

La/SSb Recombinant (expressed in E.coli bacterial cells) Anti-La/SSb antibody 

Jo-1 Recombinant (expressed in E.coli bacterial cells) Anti-Jo-1 antibody 

Scl-70 Recombinant (expressed by recombinant baculovirus) Anti-Scl-70 antibody 

CENP-B Recombinant (expressed by recombinant baculovirus) Anti-CENP-B antibody 

u1RNP Recombinant (express in E. coli bacterial cells) Anti-u1RNP antibody 

Sm Affinity purified (from Bovin Thymus) Anti-Sm antibody 

Goat IgG Purified IgG (from goat serum) RF 

CCP Peptide synthesis Anti-CCP antibody 

Nuclear Antigen Hep-2 cell extracts ANA 

dsDNA Human genomic DNA Anti-dsDNA antibody 
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片[12], 以 Cartisian5500 点样仪点样, 每个样品点重

复 4 次。蛋白芯片反应过程: 1) 将点制好的蛋白芯

片在点样仪中干燥过夜; 2) 在杂交盒中 37oC 固定

30 min; 3) 用封闭剂 37oC 封闭 30 min; 4) PBS 洗 3

次, 每次 15 s; 5) 与标准抗体血清进行反应(标准抗

体血清用 PBS 稀释, 稀释度分别为 1:1、1:2、1:4、

1:8、1:16、1:32, 在同一张玻片上, 每一个阵列与一

种稀释度的血清反应), 37oC 反应 30 min; 6) PBS 洗 3

次 , 每次 15 s; 7)与碱磷酶标记的山羊抗人 IgG 

(1:1000 稀释)于 37oC 反应 30 min; 8) BCIP/NBT 显色

20~30 min; 9) UMAX PowerLookⅢ扫描仪扫描图像, 

Totallab 软件进行结果分析。每个反应重复 3 次。 

点样液和血清稀释度的确定: 选择既可以很好

的固定抗原, 又可以提高检测的灵敏性的点样液作

为芯片的点样液; 选择信噪比最高的血清稀释度作

为芯片的血清反应稀释度。 

1.2.2  抗原浓度及阳性对照和阴性对照(即芯片阳

性 Cutoff 值和阴性 Cutoff 值)的确定 

抗原浓度和阳性对照的确定: 用优化好的点样

液按照图 2所示阵列点制芯片(每个样品点重复 4次), 

在优化好的血清稀释度(其余条件相同)下检测 AID

阳性血清 240 份(每种自身抗体检测 20 份), 每个反

应重复 3 次。 

在抗原的浓度-灰度值线性范围之内选取连续

的 3~4 个信噪比高、均一稳定的浓度点 , 以单侧

99.5%的可信限分别确定每个浓度点的 Cutoff 值(灰

度值), 通过 Human IgG 的浓度-灰度标准曲线(相同

检测条件下), 选取 12 种抗原的线性 Cutoff 值范围

内所共有的最低灰度值作为芯片的 Cutoff 值, 该灰

度值对应的每个抗原的浓度即为芯片中该抗原的点

样浓度, 对应的 Human IgG 的浓度为芯片的阳性对

照Ⅱ中 Human IgG 的浓度, 即为芯片的阳性 Cutoff

值; 阳性对照Ⅰ中 Human IgG 的浓度是根据“灰区”

(阳性 Cutoff 值和阴性 Cutoff 值之间的区域)的大小, 

综合考虑假阳性和假阴性率的情况下确定, 既为强

阳性的判定标准, 又为芯片的质控区。 

阴性对照的确定: 用优化好的点样液和抗原浓

度按照图 3所示阵列点制芯片(每个样品点重复 4次), 

在优化好的血清稀释度(其余条件相同)下检测 AID

阴性血清(来自健康献血员 , 经过相同的检测方法 , 

不含有该 12 种自身抗体的阴性血清标本)100 份, 每

个反应重复 3 次。 

以单侧 99.5%的可信限确定每个抗原的阴性

Cutoff 值, 计算它们的均值, 在综合考虑标准差和

变异系数的情况下得出一个共同的阴性 Cutoff 值, 

通过 Human IgG 的浓度-灰度标准曲线(相同检测条

件下), 以相同灰度值所对应的 Human IgG 浓度作为

芯片阴性对照中 Human IgG 的浓度。 

 

图 1  蛋白芯片点样液优化阵列分布图 
Fig.1  Spot arrangement for opitimizing spotting solution 

of the protein chip 
A~F: TBST which contain 0.1%, 0.02%, 0.04%, 0.1%, 0.2%, 0.4% 
Tween20 respectively; 1: 1000 μg/mL Human IgG; 2: 1000 μg/mL 
BSA, 3: corresponding blank spotting solution, 4 ~10: the concentration 
gredients of antigen, they were 50 μg/mL, 100 μg/mL, 200 μg/mL, 300 
μg/mL, 500 μg/mL, 750 μg/mL, 1000 μg/mL respectively; A: human 
IgG; B~F stand for single antigen 

 

图 2  蛋白芯片抗原浓度、阳性对照优化阵列分布图 
Fig. 2  Spot arrangement for opitimizing concentrations of 

antigens and positive control of the protein chip 
A1~A9: human IgG, the concentration of them were 5, 20, 50, 100, 
200, 300, 500, 750 and 1000 μg/mL respectively; B1~B9: different 
concentrations of antigen, the concentration of them were 5, 20, 50, 
100, 200, 300, 500, 750 and 1000 μg/mL respectively 
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图 3  蛋白芯片阴性对照优化阵列分布图 
Fig. 3  Spot arrangement for opitimizing negative control 

of the protein chip 
A1~A6: human IgG, the concentration of them were 5, 10, 20, 50, 

100 and 200 μg/mL respectively; B1~B6: ANA, Ro-60/SSa, La/SSb, 
Jo-1, Scl-70 and Sm respectively; C1~C6 stand for Ro-52/SSa, RF, 

CCP, u1RNP, CENP-B and dsDNA respectively 
 

1.3  蛋白芯片的制备及初步评价 
1.3.1  蛋白芯片的制备 

根据 1.2 的优化结果制备蛋白芯片, 阵列分布

如图 4 所示。 

 

图 4  蛋白芯片阵列分布图 
Fig. 4  Spot arrangement of the protein chip 

1: PC ;Ⅰ  2: NC; 3: PC ;Ⅱ  4: BC; 5: ANA; 6: Ro-60/SSa; 7: La/SSb; 
8: Jo-1; 9: Scl-70; 10: Sm; 11: Ro-52/SSa; 12: RF; 13: CCP; 14: 

u1RNP; 15: CENP-B; 16: dsDNA 
 

1.3.2  蛋白芯片敏感度和特异度的评价 

用自制的蛋白芯片检测临床血清标本。收集了

AID 阳性血清标本 678 份, 分别来自山东省职业卫

生与职业病防治研究所风湿专科门诊和山东省济南

市中心医院中心实验室, 均为从临床中收集的符合

疾病分类或诊断标准的 AID 患者阳性血清,其中 RA 

204 例, SLE 158 例, MCTD 104 例, DM/PM 76 例, SS 

72 例, PSS/SSC 64 例, 针对 12 种自身抗体, 除抗

dsDNA 抗体较少, 收集 30 份外, 其它每种至少收集

了 40 份; 阴性血清标本(来自健康献血员, 经过相同

的检测方法, 不含有该 12 种自身抗体的阴性血清标

本)120 份。临床采用的检测方法和试剂为: 抗核抗

体(ANA)用 IIF, 抗 dsDNA 抗体、抗 La/SSb 抗体、

抗 Sm 抗体、抗 u1RNP 抗体、抗 Jo-1 抗体、抗 CENP-B

抗体、抗 Scl-70 抗体采用 ELISA, 检测试剂盒均购

自欧盟(德国)医学实验诊断有限公司; 抗 Ro-52/SSa

抗体、抗 Ro-60/SSa 抗体采用 ELISA, RF 采用胶乳

增强免疫比浊法, 检测试剂盒购自德国 ORGENTEC

公司, 抗 CCP 抗体采用 ELISA, 检测试剂盒购自

EURO-DIAGNOSTICA, 以上各种 AID 诊断均符合

国际风湿性疾病分类标准。将筛选出的自身抗体阳

性血清和阴性血清编盲后, 根据优化条件进行稀释; 

将制备好的蛋白芯片经 37oC 温育 30 min、37oC 封

闭 30 min、37oC 与血清反应 30 min、37oC 与碱性磷酸

酶标记的二抗反应 30 min、BCIP/NBT 显色 20~30 min, 

UMAX PowerLookⅢ扫描仪扫描图像, Totallab 软件

进行灰度分析; 以同一芯片相应区域的阴性、阳性

对照的灰度值作为样品阴性或阳性判定的 Cutoff

值。然后对芯片检测结果和先行确定的样本结果进

行解盲、比对 ,以先行确定的样本结果作为金标准 , 

计算蛋白芯片对每种自身抗体检测的敏感度和特异

度, 并进行统计和分析。 

2  结果 

2.1  蛋白芯片制备条件的优化结果 
2.1.1  点样液和血清稀释度的优化结果 

通过对 5 种点样液和 6 种血清稀释度的比较, 

信噪比最高的血清稀释度为 1:4, 筛选出的含 0.1% 

Tween20 的 TBST 作为点样液, 既可以很好的固定

抗原, 又可以提高检测的灵敏性, 如图 5 所示。 

蛋白芯片的 Human IgG 和 12 种抗原(点样液为

含 0.1% Tween20 的 TBST, 血清稀释度为 1:4 时)的

浓度-灰度值线性关系如图 6 所示, R2 均大于 0.97, 

线性关系较好, 说明该蛋白芯片在我们所选择范围

的抗原浓度下可以进行血清中相应抗体的定性和半

定量检测。 

2.1.2  抗原浓度及阳性对照和阴性对照的选择 

通过对 12 种抗原的线性 Cutoff 值的综合分析, 
如图 7 所示, 12 种抗原的点样浓度分别为: ANA 520 
μg/mL, Ro-60/SSa 465 μg/mL, La/SSb 530 μg/mL, 
Jo-1 530 μg/mL, Scl-70 525 μg/mL, Sm 520 μg/mL, 
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Ro-52/SSa 615 μg/mL, RF 340 μg/mL, CCP 465 
μg/mL, u1RNP 410 μg/mL, CENP-B 490 μg/mL, 
dsDNA 580 μg/mL。阳性对照Ⅱ为  250 μg/mL  

Human IgG, 也即芯片的阳性 Cutoff 值。通过对 12
种抗原的阴性 Cutoff 值的综合分析(均值、标准差及

变异系数等), 选择了以 5 μg/mL Human IgG 作为芯

片的阴性对照, 也即芯片的阴性 Cutoff 值。在分析

了“灰区”(阳性 Cutoff 值和阴性 Cutoff 值之间的区

域)的大小, 综合考虑假阳性和假阴性率的情况下确

定确定芯片的阳性对照Ⅰ为 500 μg/mL Human IgG, 

作为强阳性的判定标准和芯片的质控区。 

2.2  蛋白芯片对血清标本的检测应用结果 
显色反应自身免疫性疾病抗体检测芯片的制备采用

1.2 的优化结果, 该芯片对 12 种自身抗体的检测敏

感度分别为: ANA 93.1%, 抗 Ro-60/SSa抗体 81.4%, 

抗 La/SSb 抗体  91.1%, 抗 Jo-1 抗体  81.0%, 抗

Scl-70 抗 体  84.5%, 抗 Sm 抗 体  93.5%, 抗

Ro-52/SSa 抗体  90.8%, RF 90.1%, 抗 CCP 抗体 

91.2%, 抗 u1RNP 抗体  96.3%, 抗 CENP-B 抗体 

80.9%, 抗 dsDNA 抗体 80%; 特异度分别为: ANA 

93.3%, 抗 Ro-60/SSa 抗体 98.3%, 抗 La/SSb 抗体 

100%, 抗 Jo-1 抗体 95.8%, 抗 Scl-70 抗体 97.5%, 

抗 Sm 抗体 89.2%, 抗 Ro-52/SSa 抗体 95.0%, RF 

86.7%, 抗 CCP 抗体 90.8%, 抗 u1RNP 抗体 96.7%, 

抗 CENP-B 抗体 95.0%, 抗 dsDNA 抗体 98.3%。 

 

图 5  12 种抗原的点样液优化结果(血清稀释度 1:4)扫描图像 
Fig. 5  Scanning images of the results achieved from opitimizing of spotting solution for 12 kinds of antigen (dilution of serum 

is 1:4) 
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图 6  Human IgG 和 12 种抗原浓度-灰度线性关系拟合结果 

Fig. 6  Fitted results of linear relationship between concentration and gray value of Human IgG and 12 kinds of antigens 



1502    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q              Chin J Biotech               August 25, 2008  Vol.24  No.8 

  

Journals.im.ac.cn 

 

图 7  抗原浓度和阳性 Cutoff 值确定法示意图 
Fig. 7  Scheme for determintation of antigen concentration and positive Cutoff value 

表 2  蛋白芯片检测临床标本结果 
Table 2  The results of clinical samples detected by the protein chip 

Detection index Positive samples 
                                           

Negative samples 
                                                

 Total Positive Total Postive 

Sensitivity
(%) 

Specificity
(%) 

False positive
rate (%) 

False negative 
rate (%) χ2value* P* 

ANA 72 67 120 8 93.1 93.3 6.7 6.9 0.31 >0.1 

Ro-60/SSa 43 35 120 2 81.4 98.3 1.7 18.6 2.50 >0.1 

La/SSb 56 51 120 0 91.1 100.0 0.0 8.9 3.20 >0.05

Jo-1 42 34 120 5 81.0 95.8 4.2 19.0 0.31 >0.1 

Scl-70 58 49 120 3 84.5 97.5 2.5 15.5 2.08 >0.1 

Sm 62 58 120 13 93.5 89.2 10.8 6.5 3.76 >0.05

Ro-52/SSa 65 59 120 6 90.8 95.0 5.0 9.2 0.08 >0.1 

RF 81 73 120 16 90.1 86.7 13.3 9.9 2.04 >0.1 

CCP 68 62 120 11 91.2 90.8 9.2 8.8 0.94 >0.1 

u1RNP 54 52 120 4 96.3 96.7 3.3 3.7 0.13 >0.1 

CENP-B 47 38 120 6 80.9 95.0 5.0 19.1 0.27 >0.1 

dsDNA 30 24 120 2 80.0 98.3 1.7 20.0 1.13 >0.1 
* The results of 12 indexes conducted with Matched χ2 test using SPSS 10.0 for Windows software 

 

图 8  蛋白芯片对 SLE(A)、RA(B)和 MCTD(C)各一例患者血清样本检测结果 
Fig. 8  Representative result of serum samples from patients diagnosed with SLE (A), RA (B) and MCTD (C) detected by the 

protein chip 
 

针对 12 种自身抗体的检测指标采用 SPSS 10.0 for 

Windows 软件进行配对χ2 检验, 结果显示自身免疫

性疾病抗体检测芯片检测结果与临床检测结果无显

著性差异, 两者具有较高的符合率, 见表 2。图 8 显

示 1 例 SLE、1 例 RA 和 1 例 MCTD 患者血清样本

检测结果。 

3  讨论 

近年来, 随着人类对 AID 认识的提高, 以及临

床经验的积累和实验室诊断技术的进步, AID 的发
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病率呈明显上升, 约占世界总人口的 3%~5%, 我国

约有患者 12 000 多万。该类疾病可累及多器官、多

系统, 对患者造成的危害极大。自身抗体是 AID 最

重要的特征, 故自身抗体检测不仅对临床早期诊断

自身免疫性疾病具有重要作用, 也在疾病分型、判断

预后和治疗效果监测等多方面具有重要的意义[13]。目

前临床上开展的自身抗体检测方法主要有间接免疫

荧光法,酶联免疫吸附法,免疫印迹法,免疫斑点法,免

疫沉淀法等 , 多数检测方法仍以手工操作为主 , 检

测程序较复杂 ,多数检测方法不能同时检测多种自

身抗体,其检测结果受检测方法、试剂、仪器及实验

人员的经验等诸多因素的影响, 因此,临床迫切需要

一种操作简便 ,快速可靠,能同时检测多种自身抗体

的新方法。 

蛋白芯片具有的高通量、平行检测、自动化等

优点, 为简便、快速、同时检测多种自身抗体的解

决带来了希望[14]。目前国外 Zeus 公司等已经构建了

包括 10 种自身抗原的蛋白芯片, 且在自身免疫疾病

中的检测中结果与传统方法的结果相似, 国内也有

相关方面的研究, 但是蛋白芯片的检测均是采用荧

光检测的方法。该方法虽然灵敏度好, 但需要专用

的扫描仪 , 对于基层的检验单位却难以全面实现 , 

使应用受到了限制。 

NBT/BCIP 显色方法是一种常用的、稳定的检

测系统 , 底物反应产物呈蓝色或紫色 , 既可定性又

可定量, 作为终点检测系统广泛的应用在免疫组织

化学、原位杂交、Western blotting 等检测中, 在实

验室和临床上应用广泛。然而, 经检索 NBT/BCIP

显色方法在蛋白芯片中的应用至今国内外还没有相

关的报道 , 因此 , 有必要将这种常用的检测方法和

新的蛋白芯片技术体系结合, 开发更适用于不同级

别临床检测需要的简便、快速、同时检测多种抗体

或抗原的蛋白芯片。 

本研究将这种常用的检测方法和蛋白芯片技术

相结合, 期望得到更实用的适用于不同级别临床检

测的新的技术体系。在前期工作[15]的基础上, 选择

了临床上常用的用于自身免疫性疾病抗体检测所对

应的 12 种抗原, 抗原的种类由原来的 6 种增加到 12

种 , 增加了所诊断疾病的种类 , 同时改进了部分抗

原的制备方法 , 获得了更高纯度的抗原。采用以

BCIP/NBT 为底物的显色法作为终点信号的检测方

法, 对每一种抗原的点样液、点样浓度、血清稀释

度进行了优化。在本研究中, 优化方案更趋合理, 点

样液、抗原浓度、阳性、阴性对照都是用各自抗原

优化 , 相互联系 , 优化结果通过计算得出 , 没有人

为因素的干扰, 同时 cuttoff 值的设定也更加严谨。

以该体系制备了可同时检测临床常见 12 种自身抗

体的蛋白芯片 , 运用该芯片检测临床标本 798 例 , 

结果显示该蛋白芯片检测的敏感度都在 80%以上 , 

大部分检测指标可达到 90%以上; 特异度除 Sm 和

RF 分别为 89.2%和 86.7%外, 其余的检测指标都达

到了 90%以上。与传统的 IIF 法和 ELISA 法相比, 无

显著性差异, 均具有较高的符合率。此外, 该芯片中

dsDNA抗原采用人类基因组 DNA, 与目前检测双链

DNA 抗体均采用的质粒 DNA 相比, 增加了反应的

特异性; 抗 CCP 抗体和 RF 的联合检测对 RA 的早

期诊断具有重要的临床价值 [16]; SSA 抗原能区分  

52 000 和 60 000 亚基相对应的自身抗体, 对 SLE 和

SS 的鉴别诊断有重要的参考价值[17]。 

综上所述, 本研究所建立的蛋白芯片技术与传

统的检测技术相比, 具有快速(在 1.5~2 h 内即可完

成 12 种抗体的检测)、方便(可以单人份检测, 也可

多人份同时检测)、高通量(可同时检测 12 种自身抗

体)、自动(检测结果自动判读, 可减少人为因素的干

扰)、廉价(有利于向基层推广)等优势, 易于商业化, 

适合不同条件的临床需要。展示了良好的临床应用

前景, 值得进一步研究并在临床推广使用。 
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