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基于磁珠的ＡＢＯ血型蛋白质芯片的构建及初步应用分析
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　　【摘要】　目的　构建一种以磁珠为标记物的，用于血型检测的可视化蛋白质芯片。方法　用人免疫球蛋白Ｇ

（ＩｇＧ）及磁珠标记的抗人ＩｇＧ进行琼脂糖浓度、点样浓度、温度和固定时间等实验条件的摸索。根据优化的条件，

经过铺片、点样、固定、封闭等程序构建ＡＢＯ血型检测蛋白质微阵列，加入血液样品进行反应，最后用磁珠标记的抗

体进行检测。结果　通过条件的优化发现，在１．０％的琼脂糖基片表面，以１００μｇ／ｍＬ的蛋白质稀释液点样，之后

在２４℃固定８ｈ，能够得到更优的信号强度。检测不同稀释度的抗原抗体，正定型效价可达到１∶８１９２，反定型可

达到１∶４０９６。检测１４例临床样品，结果样点清晰、肉眼可见，且结果判定与试管法一致性达１００％。结论　成功

构建了基于磁珠的血型检测可视化蛋白质微阵列。
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　　目前临床常规血型检测方法主要有试管法、微柱凝胶法、

平板法和全自动血型仪等，都是基于红细胞的凝集反应来判断

血型，因而会受到如冷凝集等非特异性凝集反应的影响。也有

研究利用基因芯片和基于荧光的蛋白质微阵列来进行血型判

定［１４］，一定程度上可以规避血清学方法的弊端，但是操作繁

琐、耗时，并且依赖于昂贵的专业仪器。本研究将磁珠与蛋白

微阵列相结合，结果可通过显微镜甚至肉眼观察，也可经过

ＣＣＤ成像，为进一步构建高通量、自动化、操作简单、价格适宜

的血型及血液相关疾病一体化检测方法打好基础。

１　材料与方法

１．１　主要仪器及试剂　血型抗 Ａ抗体（ａｂ２０１３１）、血型抗Ｂ

抗体（ａｂ２４２２４）、人Ｃ１ｑ（ａｂ９６３６３）、鸡抗人Ｃ１ｑ抗体（ａｂ１４００４）

购自英国Ａｂｃａｍ公司，Ａ型／Ｂ型血型抗原（用新鲜红细胞自

制），３氨丙基三乙氧基硅烷（ＡＰＴＥＳ，美国Ｓｉｇｍａ），超顺磁性

氧化硅纳米磁珠（ＳＭ３Ｐ１００，上海奥润），巴比妥（天津化学试

剂三厂），巴比妥钠（天津河东区红岩试剂厂），丙酮（成都科龙

化工试剂厂），戊二醛、琼脂糖、小牛血清清蛋白（ＢＳＡ）、人免疫

球蛋白Ｇ（ＩｇＧ）、兔抗人ＩｇＧ、甘氨酸、高碘酸钠（ＮａＩＯ４）、乙基

３（二甲氨基）丙基碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＡＣ）、ＮＮ羟基琥珀酰

亚胺（ＮＨＳ）、２吗啉乙磺酸（ＭＥＳ）等均购自上海生工生物工程

股份有限公司。ＭｉｌｌｉＱ 超纯水系统（型号：Ｉｎｔｅｇｒａｌ５，美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），倒置显微镜（型号：ＤＭＩＬＬＥＤ，德国Ｌｅｉｃａ），超净工

作台（型号：ＹＪ８７５ＳＡ，苏州），电热恒温水浴箱（型号：ＤＫＢ

８Ａ，上海精宏实验设备公司）。

１．２　实验方法

１．２．１　抗体与磁珠的偶联　（１）活化：取１ｍｇ羧基化磁珠到

离心管中，用ｐＨ＝６．０、０．０１ｍｏｌ／Ｌ的一水合２吗啉乙磺酸吐

温（ＭＥＳＴ，０．０５％ Ｔｗｅｅｎ２０）溶液洗涤２次，磁分离后移除上
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清液；用ｐＨ＝６．０、０．０１ｍｏｌ／Ｌ的一水合２吗啉乙磺酸（ＭＥＳ）

溶液分别配制５ｍｇ／ｍＬ的碳二亚胺（ＥＤＣ）溶液和 Ｎ羟基琥

珀酰亚胺（ＮＨＳ）溶液（现配现用），分别取１００μＬＥＤＣ和

ＮＨＳ溶液，与磁珠充分混匀，３７℃活化３０ｍｉｎ，期间保持磁珠

的悬浮状态。（２）偶联：用 ＭＥＳＴ将活化的磁珠洗涤３次，再

用ｐＨ＝７．４、０．０１ ｍｏｌ／Ｌ 的磷酸盐吐温 （ＰＢＳＴ，０．０５％

Ｔｗｅｅｎ２０）洗涤２次；加入适量抗人ＩｇＧ（鸡抗人Ｃ１ｑ抗体），用

偶联缓冲液ＰＢＳＴ补足溶液到２５０μＬ，振荡偶联过夜。（３）封

闭：偶联磁珠磁分离，去上清液后，加入５００μＬ含１％ ＢＳＡ的

偶联缓冲液ＰＢＳＴ封闭３０ｍｉｎ。（４）保存：用ＰＢＳＴ洗涤４次，

用２５０μＬ含０．０２％ ＮａＮ３，０．５％ ＢＳＡ的ＰＢＳＴ（ｐＨ＝７．４、

０．０１ｍｏｌ／Ｌ，０．０５％ Ｔｗｅｅｎ２０）溶液重悬磁珠，保存于４℃，

待用。

１．２．２　载体的制备　（１）羟基化：将浓硫酸（９８％）与浓过氧化

氢溶液（３０％）按照体积比３∶１混合制成ｐｉｒａｎｈａ溶液，冷却

后，将洁净玻片浸入其中，置于８０℃水浴箱反应１ｈ后，再静

置过夜进行羟基化。（２）硅烷化：将羟基化的玻片用去离子水

清洗，晾干，置于２％的３氨基丙基三甲氧基硅烷（ＡＰＴＥＳ）丙

酮溶液中浸泡５ｍｉｎ，取出，依次用丙酮和无水乙醇漂洗，自然

晾干。（３）琼脂糖铺片：用ｐＨ＝８．６、０．０５ｍｏｌ／Ｌ的巴比妥缓

冲液配制琼脂糖甲醛溶液，加热溶解后，每张玻片２～３ｍＬ，

使其均匀平铺于基片表面，待其凝固后３７℃烘干，备用。

１．２．３　点样和固定　将制好的基片置于０．０２ｍｏｌ／Ｌ的

ＮａＩＯ４ 溶液中，室温氧化３０ｍｉｎ，再用去离子水清洗３次，晾干

后浸入含１％戊二醛（ＧＡ）的ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４、０．０１ｍｏｌ／Ｌ）溶液

中，３７℃２ｈ，用去离子水清洗３次，晾干备用。用含４０％甘油

的ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４、０．０１ｍｏｌ／Ｌ）溶液将待固定的抗原或抗体稀

释到所需浓度，以每点０．５μＬ点样于上述基片表面（图１Ａ），

并将磁珠标记的抗Ｃ１ｑ抗体和空白稀释液直接点样作为磁标

和空白对照，再置于湿盒内，室温过夜固定。

１．２．４　芯片的封闭　取出固定好的基片，用去离子水清洗３

次，晾干后浸入１．０ｍｇ／ｍＬ的ＢＳＡ（溶于含１％甘氨酸的ＰＢＳ

溶液）中，３７℃封闭２ｈ，用去离子水洗涤３次，晾干备用。

１．２．５　反应与检测　将血液标本用去离子水溶解稀释１００

倍，与等体积人补体Ｃ１ｑ（０．１ｍｇ／ｍＬ）混合，以每点１μＬ加到

各样点处，将芯片放入湿盒内，３７℃孵育３０ｍｉｎ后，用去离子

水洗净、晾干。每个样点再加入磁珠标记的抗人Ｃ１ｑ抗体０．５

μＬ，孵育３０ｍｉｎ，用０．０５％的ＰＢＳＴ倒置洗涤１ｍｉｎ，再用去离

子水轻柔摇洗５次，每次３０ｓ，置超净台吹干，再用显微镜观察

结果，反应原理见图１Ｂ。

１．３　图像与数据分析　芯片结果用倒置显微镜观察，再用软

件ＩｍａｇｅＪ和ＳＰＳＳ１３．０进行图像和结果分析。根据１４例标

本正反定型检测结果的灰度值，使用非参数法分别构建犚犗犆

曲线，并以Ｙｏｕｄｅｎ指数最大的切点为临界值，作为各点阴阳

性判定的依据。

２　结　　果

２．１　实验条件优化

２．１．１　琼脂糖浓度对抗体固定的影响　分别用０．６％、

０．８％、１．０％、１．２％、１．４％的琼脂糖溶液制备琼脂糖基片，将

人ＩｇＧ分别点样于各基片，经过固定、封闭后，加入抗人ＩｇＧ偶

联磁珠反应。随琼脂糖浓度的增加，蛋白质的固定量也随之增

加，但是当浓度超过１．０％时，蛋白质固定量开始降低，见图２。

因此，选择１．０％的琼脂糖基片进行后续实验。

　　注：磁标是直接用磁珠标记的抗Ｃ１ｑ抗体点样，一方面监测探针固定

效果，另一方面作为整个检测区域的坐标；空白对照是直接用空白点样缓

冲液点样，也作为阴性对照；每一种抗原或抗体检测都有６个平行点。

图１　芯片设计示意图

图２　琼脂糖浓度对抗体固定的影响

２．１．２　点样浓度对信号值的影响　将浓度为１２．５～４００μｇ／

ｍＬ的人ＩｇＧ点样到１％的琼脂糖基片上，固定、封闭后，与抗

人ＩｇＧ偶联磁珠孵育，观察结果。如图３所示，灰度值随点样

浓度的增加而逐渐增加，但当点样蛋白的浓度大于１００μｇ／ｍＬ

后信号值反而略微下降，之后趋于平缓，可能是受到空间位阻

的影响，并且从图上还可看出１００μｇ／ｍＬ时芯片信号值标准

差较小。因此，１００μｇ／ｍＬ是较为理想的点样浓度。

图３　点样浓度对信号值的影响

２．１．３　温度及固定时间对蛋白质固定效果的影响　芯片点样

后，分别置于４、２４、３７℃环境下固定２、４、８、１６、２４ｈ，再洗涤、

封闭、反应。在４℃下，随时间的延长，蛋白质的固定率升高，

但超过８ｈ后逐渐趋于平稳；２４、３７℃条件下，固定８ｈ以内，

随时间延长，蛋白质的固定率升高，但超过８ｈ以后反而急剧

降低，可能是由于长时间置于该温度下容易导致蛋白质活性降

低的原因。２４℃固定８ｈ蛋白质固定率最高，但是不宜超过８

ｈ，且芯片制好后最好４℃保存，见图４。
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２．２　血型芯片的构建及检测

２．２．１　芯片构建及灵敏度评价　分别将抗Ａ、抗Ｂ、Ａ抗原、Ｂ

抗原以每点０．５μＬ点样于琼脂糖基片表面，取标准抗Ａ、抗Ｂ

单克隆抗体和多人份混合 Ａ型、Ｂ型红细胞，分别用４０％甘

油ＰＢＳ作等倍稀释（红细胞先用适量去离子水溶解后再稀

释），与等体积０．２ｍｇ／ｍＬ的补体Ｃ１ｑ（４０％甘油ＰＢＳ溶液稀

释）混合，以每点１．０μＬ加到相应样点进行反应，最后用磁珠

包被的抗Ｃ１ｑ进行检测。同时用试管法进行正反定型效价的

测定。用芯片法进行血型检测，正定型效价可达到１∶８１９２，

反定型效价可达到１∶４０９６，而试管法检测的正定型效价为

１∶２５６，反定型效价仅有１∶１６，见图５。

图４　点样温度及固定时间对固定效果的影响

２．２．２　临床标本检测　按照图１Ａ所示构建血型正反定型芯

片，将全血标本用去离子水（含４０％甘油）溶解并稀释１００倍，

再用构建好的血型芯片进行检测，判定血型。如图６所示，可

以看到芯片结果样点清晰可见。随机抽取了１４个临床标本，

检测结果灰度值见表１，其中 Ａ型４例，Ｂ型２例，Ｏ型４例，

ＡＢ型４例，结果判定均与试管法检测结果一致，特异性为

１００％。

图５　不同稀释度的抗原抗体检测

　　注：ａ、ｂ、ｃ、ｄ分别为Ａ、Ｂ、ＡＢ、Ｏ型标本检测结果；ｅ为４０×倒置显

微镜下的样点。

图６　临床标本检测结果

表１　临床标本检测灰度值均数表

固定蛋白
Ａ型

１ ２ ３ ４

Ｂ型

１ ２

Ｏ型

１ ２ ３ ４

ＡＢ型

１ ２ ３ ４

抗Ａ １５０１９ １１２９２ １９６７０ １６７５１ ５３１ ４０３５ ６８５ ２０２６ １８２８ ７８１ １５２９９１５４９０１４３１９１６２６１

抗Ｂ ２２７０ １１５８ ２８７１ １８０５ １６５２８ ２０６６８ ８８７ ２１７５ ２０４４ ９２８ １５２７４１６９０９１３０８７１５６３８

Ａ抗原 ２１０３ ２０８４ ４０１７ ８８８ １１８６８ １１６４９ １６２３１ １４４５０ １３９８３ １５５１７ ４０４ ４９８ ２６８２ ８０４

Ｂ抗原 １１６０７ ８９３０ １３６６４ １３１０５ ２１３６ ２４６１ １４６５４ １６２５８ １０２７７ １７１５１ ３９２ ４８７ ２１０５ １３４２

　　注：以Ｙｏｕｄｅｎ指数的最大切点为临界点，得出正定型临界值为７１３６，反定型临界值为５１３５（犘＝０．０００）。

３　讨　　论

ＡＢＯ血型鉴定是日常献血、输血的必检项目，传统的平板

法和试管法操作简单，但费时费力，且难以实现自动化和标准

化。随着血型鉴定技术的发展，一些新的血型检测方法应运而

生，如微孔板法、微柱凝胶法和全自动血液分析仪等，这些方法

在一定程度上实现了检测的自动化和批量化，但是相应的仪器

昂贵，且检测通量和速度仍不满足临床需求［５］。

蛋白质微阵列技术最初作为基因芯片功能的补充，用于蛋

白质组学的研究，具有高通量平行分析、信噪比高、所需样品量

少等特点，现已广泛应用于免疫检测、疾病诊断与药物开发等

领域［６７］。在血液检测方面，已经有研究运用微阵列技术进行

血液传播病毒检测及血型判定等［８９］，但大部分方法过程较为

繁琐，并且需要依赖昂贵的仪器，使其在临床的普及受到限制。

而磁珠具有超顺磁性和易分离操作的特点，可连接抗原、抗体、

酶及核酸等大分子，若用于标记，结果肉眼可见［１０１２］。此外，

本研究引入补体Ｃ１ｑ作为中间反应介质，利用补体Ｃ１ｑ能够

并且仅与抗原抗体复合物结合的特点，实现了抗原抗体的同步

检测。

蛋白质芯片技术的难点在于探针在载体表面的固定及活

性保持，很多因素都可能影响固定效果，包括载体的选择、点样

的浓度、温度、时间等［１３１５］。本研究中选择玻片作为载体，价格

低廉、处理方便且性能稳定，表面覆盖具有特殊三维孔隙结构

的琼脂糖凝胶，经ＮａＩＯ４ 氧化后衍生出活性醛基，形成双功能

分子层，比单纯的二维结构更有利于蛋白质的固定及生物活性

的维持［１６１７］。作者以人ＩｇＧ点样，使用磁珠标记的二抗进行

检测，为之后的实验筛选并确定了最佳条件：以１．０％的琼脂

糖溶液制作基片，用４０％的甘油ＰＢＳ稀释探针到１００μｇ／ｍＬ

进行点样，点样完成后在２４℃固定８ｈ，固定后封闭２ｈ，置于

４℃冰箱保存。根据筛选出的实验条件，将ＡＢＯ血型抗原、抗

体固定于基片上，分别检测相应不同稀释倍数的标准抗体和红

细胞抗原，得出芯片法的正定型效价为１∶８１９２，反定型效价

为１∶４０９６，与试管法的１∶２５６和１∶１６相比，灵敏度更高。
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用构建出的正反定型芯片对随机抽取的１４例临床血液标本进

行血型检测，芯片结果样点清晰、肉眼可见，与试管法检测结果

一致性达到１００％。

与传统的玻片法和试管法相比，运用芯片技术进行血型判

定具有灵敏度高、标本和试剂用量少、高通量且易于自动化的

特点。该芯片技术灵敏度远高于金标准试管法；以补体Ｃ１ｑ

作为中间反应介质，对全血标本进行分析，无需将血浆、血细胞

离心分离；可以实现正反定型、甚至是多种血型的一体化检测；

由于该血型鉴定技术是基于抗原抗体反应而非红细胞的凝集，

因此不受溶血因素的影响，可用于溶血标本或者野战条件下的

血型检测；基于磁珠标记的检测方法使芯片技术脱离荧光扫描

仪等昂贵仪器的束缚，结果可视化。本研究只是血型鉴定芯片

的一个初步构建，整个过程均是手工操作，后期可使用专业设

备进行微阵列构建和制作工艺方面的优化，相信可以使芯片在

灵敏度和样点均一性方面得到提高，为进一步构建血型及血液

相关疾病一体化检测方法打好基础。
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