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天 内随疗程延长疗效增强
,

但疗程超过此时

间疗效无明显增强
。

故建议胞二磷胆碱治疗疗程可

适当延长
,

但不可盲 目增加疗程
,

否则不仅无益
,

反而会增加患儿痛苦
,

加重家长经济负担
。

胞

二磷胆碱的治疗在一定时间窗内有效
,

故治疗新生

儿缺氧缺血性脑损伤时
,

在强调基础治疗的同时
,

应尽可能早的应用胞二磷胆碱干预治疗
。

本实验为

临床治疗制定恰当方案提供动物实验依据
,

其结果

尚待临床实验进一步确定
。
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光学蛋白质芯片检测乳腺癌
胸普磷酸化酶的初步研究

‘

中国医学科学院 中国协和 医科大学微循环研究所 以叉 〕

李爱玲 李宏伟 张 静 王战会 , 孙 强 靳 刚‘ 修瑞娟

摘 要 目的 应用我国自行研制的无标记光学蛋白质芯片检测乳腺癌组织中的胸昔磷酸化酶 叨甲‘ 翻
三,

,

为建立一种快速
、

简便的临床检测方法进行初步探索
。

方法 将 的多克隆抗体固定于已经过表面改性的固相光学抛

光硅片表面上制备无标记光学蛋白质芯片
,

通过椭偏光学显微成像技术检测 例经病理证实的乳腺浸润性导管癌组织标本和

正常组织标本中 , 水平
,

以芯片灰度值表示组织中 浓度高低
。

同时应用 方法测定
,

并比较两种方法检测结果的一

致性
。

结果 例癌组织的灰度值 士 ,

例正常组织的灰度值为 士 ,

两组间差异具显著性意义 尸

。

以 正常组织平均值 倍标准差 为阂值
,

乳腺癌检测的灵敏度为
,

特异度为
。

同 检

测结果相比
,

在 例乳腺癌组织标本检测中
,

两种方法的一致性具极显著意义 尸
。

结论 我国首创的椭偏光学显微

成像技术简单
、

直观
,

结合光学蛋白质芯片可用于胸昔磷酸化酶的临床检测
。
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胸昔磷酸化酶
,

又称血小板源性内皮细

胞生长因子
,

是一种酶性促血管新生因子
。

经多因

素分析
,

多数研究认为开是乳腺癌总生存率的独立

预后因素
,

在高增殖活性和高浸润潜能的乳癌中表

达活性较高
。

而且是临床新型抗肿瘤药 记

的第三代药物 的前药酶
。

以往的研究发现
,

高表达的乳腺癌患者应用 方案化疗的疗效明显

高于 低表达者〔’〕
。

所以对 在乳腺癌的浓度进

行准确
、

快速的检测是非常必要的
,

对于临床预后

判断
、

采用合理治疗方案意义重大
。

本文介绍一种由我国靳刚教授〔
,

〕创立的新型

的研究方法 —无标记的光学蛋白质芯片技术对乳腺癌中血管新生因子 进行研究
,

为建立一种快

速
、

简便的临床检测方法进行初步探索
。

该技术以

无标记椭偏光学生物传感器为检测技术
,

利用具有

微型全分析系统中的微流控芯片和微阵列芯片两者

优势的微流道蛋白质芯片作为反应器进行反应
,

通

过具有高空间分辨率的非接触型椭偏光学显微成像

系统进行检测
。

该方法不需要对研究样品作任何标

记
,

避免了由标记方法带来的种种间题
。

测定周期

短
,

试验操作简单
。

结果可以图像形式显示
,

直观

且可进行定性
、

定量测定
。

而且能够高重复性地制

备蛋 白质芯片
,

可 以作为高效率的微型芯 片反应

器 〔〕
。

材料与方法

材料

研究样品 北京协和医院乳腺中心提供
、

经组织病

理证实为浸润性导管癌组织及周围正常组织
,

取 乳腺

组织
,

进行匀浆后经 一

声 的缓冲液悬浮
,

, 《刀 ℃离心
,

取上清夜为待测样品

生物试剂 光学抛光硅片由中国科学院力学研究所

提供
、

经二氯二甲基硅烷处理
。

胸昔磷酸化酶多克隆抗体
一开

, ,

检测 试剂盒由 公司提供
。

光学蛋白质芯片的装配
、

反应和检测 具有生物活

性的生物分子
,

装配于经过表面改性的固相光学抛光硅片表

面上
,

形成生物活性感应膜层即生物活性探针
。

把感应表面

的一部分插人到含有生物分子的溶液中
,

如果溶液中的生物

分子与芯片上的生物分子之间存在特异性结合的话
,

就会在

芯片上形成复合分子膜层
。

反应结束后
,

将生物活性探针固

定在椭偏光学显微成像系统样品台上
,

可以高分辨率地观察

到基片上膜层厚度的变化
,

从而判断溶液中是否含有能够与

感应表面上的生物分子发生特异性结合的生物分子
。

溶液中

生物分子的浓度越高
,

如抗原 一 抗体特异性结合的复合物膜

层厚度就会显著增加
。

件 椭偏光学显微成像技术的原理 椭偏光学显微成像

技术是近几年发展起来的一项用于超薄膜检测的技术
。

该技

术的特点是厚度分辨率极高
,

能够达到
。

研究表明绝

大部分蛋白质在固体表面上形成的单分子饱和吸附膜层几何

厚度在 一
’的范围内

,

膜层是薄而透明的
,

在物理上
,

属于超薄相位体
。

由于相位体不引起探测光波的幅值变化
,

即使用显微镜也难以观测
。

而椭偏光学显微成像技术厚度高

分辨率的特点能够观测如此薄的膜层
。

椭偏光学显微成像技

术是用偏振光波为探测光照射样品
,

样品会对人射光波进行

调治使得反射光中载有样品的信息
,

成像以灰度数字图像形

式记录检测结果
。

在基底消光条件下
,

基片表面的生物分子

膜层的厚度 或分子面密度 同反射光强的平方根成正比
。

光强用灰度值表示
,

膜层的厚度 或分子面密度 愈大
,

灰

度值愈高川
。

方法 本实验采用微流道加样技术
,

在处理过的硅

片疏水表面上滴加 一 而
,

流速 沙
,

时间
,

以达到蛋白分子在表面饱和吸附的程度
,

形成单分

子膜层
,

即 一 感应表面
。

然后
,

用去离子水冲洗硅片

表面
,

清除掉没有被装配到表面上的生物分子
,

再用氮气吹

干
。

把 一 分子膜层浸泡在 中 而
,

封闭表

面
。

然后将其浸泡到待测的研究样品中 而
,

用去离子水

冲洗干净
,

氮气吹干
,

然后可以通过椭偏光学显微成像系统

进行检测
。

同时应用 砰 的 检测试剂盒说明
,

对同一

批研究样品进行 检测
。

各组数据以平均数 士 标准差表

示
,

进行 检验 对蛋白质芯片法及 两种方法的检测

结果进行非参数统计
,

以 尸 为具有显著性意义
。

结 果

椭偏光学显微成像检测系统是通过直接检测芯

片表面上生物分子膜层的厚度来确定生物分子在表

面上的结合量 即分子面密度
,

分子膜层厚度越

大
,

所结合的生物分子越多
,

代策样品中的生物分

子浓度越高
。

通过检测
,

可以看到样品中 分子与

硅片表面的活性感应分子 一 一 结合形成复合

分子
,

表现为硅片灰度变大 亮度增加
,

分子面密

度增加 复合分子膜层厚度增加 仰 浓度越高
,

灰度越大
,

分子面密度越大 图
、

图
。

在经病理证实为浸润性导管癌的 例癌组织

中
,

的灰度值平均为 士 ,

例正常组

织的灰度值为 士 ,

两组间差异具显著性意

义 尸
。

以 正常组织平均值 十 倍标

准差 为 阑值
,

发 现 乳 腺 癌 检 测 的 灵 敏 度 为
,

特异度为 同时
,

我们应用

进行同一样品检测
。

癌组织 仰 平均浓度 士

岁
。

正 常组 织 平 均 浓 度 为 士

吨
。

以 正常组织平均值 倍标准

差 为闭值
,

乳腺癌检测的灵敏度达
,

特异



医学研究通讯 年 第 卷 第 期
·

论 香
·

性
。

经非参数统计的一致性检验
,

两种方法

的一致性较好
, ,

尸

。

图 样品中 浓度越高
,

芯片灰度 亮度 越大

图 芯片上的 , 分子面密度 膜层厚度

随样品中 浓度的增高而增加

讨 论

目前关于 即 的检测
,

在国内尚未见相关的报

道
,

但在国际上研究较多
。

主要的研究方法有三种

免疫组化 川
、

和 一 川
。

川 研究

历史最长
、

是 发现以来研究应用最多的方法
,

但

受到调研者工作经验
、

主观判断性及取材的限制

由于缺乏统一的评定标准
,

造成了 与乳腺癌血管

新生关系及其在乳腺癌预后判断中的争议
,

而且不

能对 开 进行定量分析
,

正逐渐被近 年发展起来

的 所取代
。

乃 是 开 检测中敏感性最强
、

且能够对 , 进行定量测定的方法
,

可以对组织和血

清中的 进行检测
。

日本 公司已经推出了标

准化的开 一皿乃 试剂盒
,

其临床检测使用正在推

广中
。

至于 一 代 方法则由于对样本处理和实验

室要求较高
,

应用较少
。

但值得注意的是
,

虽然可以对 进行定量测定
,

但需要对样品进行标

记
,

可能会对样品的生物活性造成损伤 而且过程

复杂
,

价格昂贵
。

本次试验中
,

我们采用了微流道加样技术制

备生物活性探针
,

装配蛋白质芯片
,

保证了样品的

生物反应膜层的均一度
,

提高了检测效率并降低了

试剂消耗
。

在实验中
,

仅仅使用了 印 的检测样

品
,

花费 小时就检测完了所有的样品
,

操作过程

简便
。

通过我们的实验结果可以看到
,

在一个 单

元芯片上
,

同时检测 个样品
,

形成的分析分子复

合膜层厚度
、

灰度随待测样品中 浓度而改变
。

分

子膜层厚度越大
,

表明 分子浓度越高
。

灰度值越

大
,

芯片亮度越大
,

表明 的浓度越大
,

结果非常

直观
。

临床指标检测技术发展非常快
,

电化学发光

法已经成为一种检测灵敏度最高的方法
,

广泛应用

于如 一 ,

等指标的检测并成为检测的金

标准
。

但对于 的检测
,

仍是 目前 检测

中敏感性最强
、

且能够对 进行定量测定的方法
。

所以
,

我们在应用光学芯片进行 检测的同时
,

应

用 方法对同一批研究样品进行检测
,

并比较

了两者检测结果的一致性
。

我们发现
,

尽管芯片检

测法的灵敏度率低于
,

但从二者的一致性 比

较中可以看出
,

二者检测结果的一致性较好
。

芯片

法检测结果的灵敏度较低
,

估计其中原因可能与实

验中蛋白质芯片的制备有关
。

应用 一 多克隆抗体

制备蛋白质芯片
,

造成正常组织检测值偏高
,

阳性

阂值制定过高
,

从而导致乳腺癌检出的灵敏度降低
。

如果应用特异性的单克隆抗体
,

相信会有所提高
。

同时
,

需要指出的是
,

本实验仅仅是对蛋白质光学

芯片检测乳腺癌组织中开 的初步探讨
,

样本量亦较

少
,

尚需大样本的试验进行验证
。

通过实验结果
,

我们认为
,

我国首创的椭偏

光学显微成像技术简单
、

直观
,

可以随时对少量样

品进行检测
,

不需要对所研究的生物分子做标记
,

从而保证了样品的活性
,

结合良好的光学蛋白质芯

片可用于胸昔磷酸化酶的临床检测
。

目前中科院力

学所已经完成了微流道蛋白质芯片系统样机的组装

和蛋白质芯片反应膜块
,

我所建立了光学芯片检测

实验室并投人使用
。

下转第 页
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在 传播过程中
,

常常会出现超级传播现

象
。

这个过程一般会使 名以上的健康人受到感

染
。

新加坡 的 个超级传播事件一共感染 了

人川
。

北京出现过 个超级传播事件
,

其传播链中

有 个超级传播事件
,

共感染 人
。

与首代病例有

过密切接触的 人中有 发病
,

在其第 代患者

的 名密切接触者中有 发病
,

在第 代的

名密切接触者中仅有 人发病
。

结果显示
,

超级传

播者的密切接触者中续发率为
,

普通传播者

的密切接触者中续发率为
。

超级传播链中的

超级传播者往往病情危重
,

甚至死亡
。

通过对 以又

年北京 流行传播链的分析
,

认为 传播过

程再次显示具有
“

充电现象
” ,

即 在传播过程

中呈现突然增强
,

然后急速减弱 的现象
。

在本次

流行中
,

名第一代病例传染 例
,

而 名第

代病例却传染 了 例
,

该二代病例表现出很强的

传染性
。

在三代 病例中
,

名第 代病例的传

染性均未能表现出来
。

这既可能与及时采取的个人

防护和隔离等措施有密切关系
,

也可能受到传染力

减弱的影响
。 “

充电现象
”

发生的原因可能是病毒侵

入机体和更迭宿主的过程中发生了毒力变异
,

或由

于个体差异使病毒的致病力和传染性增强
,

也可能

由于宿主机体免疫特性等原因导致其获得感染后
,

病毒在体内大量复制并排除体外
,

易于扩散和传播
。

与 年 流行情况 比较
,

减 年北京

流行在感染途径和流行特征方面基本相似
,

但

其传播过程及病例诊断等方面有些不同
。

比较突出

的特点是
,

年北京发现的全部 续发病例

均有明确的密切接触史
,

血清抗体检测均呈 阳性
。

诊断标准的掌握已向传染病诊断的共性靠拢
,

血清

抗体检测成为确诊的最重要依据
,

基本上排除了以

往存在的受主观判断和意向性诊断的影响
。

因此
,

对 仪碎 年北京 流行情况的分析
,

既是对过去
气 流行机制研究结论的验证

,

也是对 传

播及传染力认识的补充
。
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应用前景

随着生物医学的发展
,

多指标并行检测愈来愈成为生物

学研究
、

医学检测领域的迫切需求
。

对于临床疾病如心脑血

管病和肿瘤的诊断
、

治疗和随访都依赖于多种生化指标的联

合检测
,

临床医生往往需要对病人的多项指标进行综合考虑

才能作出诊断结论
。

而且
,

由于不同单位采用的设备和试剂

不同
、

检测人员的素质差别大等原因
,

检查结果不能得到其

他机构的认同
,

不但增加患者的经济负担
,

而且可能因此而

延误治疗
。

光学蛋白质芯片可以重复使用
,

成批量生产
,

成

本低廉
,

克服以上缺点既方便快捷
、

费用低廉
,

又可统一标

准
、

利于沟通
。

因此如能开发出临床应用型的光学蛋白质芯

片及检测设备
,

那么对于提高常见疾病的临床诊治水平
、

改

善患者的预后和降低医疗开支会有巨大的促进作用
。

血管新生或药物作用都是一个复杂和动态的过程
,

在血

管新生中
,

许多生长因子分别参与血管新生的各个环节
,

不

同分子间质或量的变化及其相互作用
,

都会影响微血管的形

态及其生理功能
。

只是检测某一时间点上的肿瘤血管新生因

子状态而缺乏血管因子作用的功能性信息
,

对诊释血管新生

发病机制及药物作用过程很是不够
。

光学蛋白质芯片不仅能

够大面积精确显示超薄膜的厚度分布
,

而且能够用于表面实

时吸附的动力学研究
,

获得生物分子反应的功能性信息
,

为

上述研究带来了希望
。

在本次研究中
,

所用 的蛋 白质芯片微单元面积较大
,

罕
,

数量有限
,

而实际上可以通过降低微单

元的面积来提高单位面积上的微单元数目
,

椭偏光学显微成

像系统的横向分辨率能够达到微米量级
,

所以微单元面积的

下降余地很大
。

在最近的研究中
,

我们正在使用的是 单

元的蛋白质芯片
。

而且
,

本次试验用的是手动加样枪
,

在通

量较高时可以使用 自动机械手来进行加样
,

从而节省时间
,

增加检测的通量
。

所以
,

光学蛋白质芯片有着巨大的发展和

应用潜力 致谢 本研究受到中国科学院知识创新工程重大

项 目的资助
,

谨此致谢
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