
一种检测血清中异常脱羧凝血酶原的蛋白芯片、试剂盒及其制备方法

技术领域

    本发明涉及蛋白检测技术，特别涉及一种检测血清中异常脱羧凝血酶原的蛋白芯片、试剂盒及其制备方法。
背景技术

脱-r- 羧基凝血酶原(Des--carboxy-prothrombin, DCP)是肝细胞癌产生的异常凝血酶原， 与正常凝血酶原相比， DCP 的分子结构特点是其丙氨酸结构域（Gla domain）中的一个或者多个谷氨酸（Glu） 残基 没有被完全羧化成为Gla, 从而失去凝血功能。 正常的凝血酶原是在肝细胞微粒体内，主要依赖维生素K 的γ谷氨酰羧化酶及辅酶和Vitamin K reductase 参与下，将结构Gla Domain 中的第 6, 7, 14, 16, 19, 20, 25, 26, 29 和32 位的10个Glu 残基羧化为Gla, 成为有活性的凝血酶原，上述任何一位点或多位点的Glu 残基羧化不全，都可形成DCP, 使凝血酶原失去凝血功能。

研究表明，原发性肝癌血清中的DCP 明显升高。陆枫林等人发表的《去γ-羧基凝血酶原对原发性肝细胞癌的诊断价值》中国肿瘤临床 2009年07期，其揭示，DCP值与肿瘤大小呈正相关关系。因此，准确监测血清中DCP水平对于临床医生判断预后、选择治疗方案以及观测疗效具有重要意义。由于临床检测中，对于医院，每天需要检测大量的样本，高通量芯片检测可大幅度提高检测效率。 即低成本、快速高效、准确、高通量检测手段是最好的选择，但是目前没有关于高通量检测DCP的报道。

现有检测方法中检测血清DCP的方法有:电化学发光免疫分析技术、液相亲和免疫方法、免疫沉淀法、western blot、ELISA等。本领域技术人员知道，临床血清非常复杂，不仅仅包含其它肝癌的其它标志物，而且由于血清中DCP非常低，待测血清DCP受多种非特异物理吸附或者非特异结合的影响，比如凝血素、凝血酶和纤维素及其类似物等的干扰较大。

因此，为了保证检测结果的准确性，灵敏性和特异性，上述采用免疫原理的检测方法中，都有一个共同的特点，即每个检测反应所采用的血清量少则50-100ul，多则3-5ml，对应地，每个检测就需要大量抗体完成，例如CN101377505 A中公开的微孔板化学 发光免疫分析测定方法，每孔中需要加入含有DCP抗体的包被液150ul，所需血清样品量需要50ul，而且，虽然该文件中公开其最低检测限可达到4.37mAU/ml，但是其记载的实验中并未采用真正的临床血清来验证其检测特异性和准确性，其检测数据来自于正常血清中加入标准品而得的人工样品。而且这些方法的检测时间长达3-4小时，由于依据这些方法，做成高通量芯片的话，用于每个样品的检测斑或捕获斑的尺寸将会做得很大，成本非常高，失去了做成集成芯片的意义，即无法实现高通量及低成本的目的，在门诊中普及并不现实。实现DCP高通量检测，需要进行更多探索。

发明内容

本发明基于蛋白芯片领域在检测血清DCP的空白，提供了一种适合于检测血清中DCP的高通量蛋白芯片、试剂盒及其制备方法，在保证检测准确性，灵敏性和特异性的前提下，最大限度地节省了抗体、血清用量，适合于临床使用，具有省时、经济、准确、便捷的优点。
本发明的技术方案如下：
本发明一方面提供一种检测血清异常脱羧凝血酶原的蛋白芯片，其特征在于：
所述蛋白芯片的基质载片上设置多个检测亚区，每个所述检测亚区用于检测一份血清样品；所述每个所检测亚区内设置有检测斑区域和对照斑区域，所述检测斑区域有通过喷涂微量DCP特异性抗体形成的检测斑，所述对照斑区域内有通过喷涂牛血清白蛋白形成的对照斑；同一个检测斑区域内的所有检测斑上的物质的浓度相同；

形成每一个所述检测斑的DCP特异性抗体的总量为3-5L,浓度为3-5mg/mL，每个检测斑通过非接触式点样仪分6-10次，喷涂300-500pL的方式形成，检测斑直径为0.5-1mm。  

优选地，每个所述检测斑区域包括排列成1排的4-8个相互分隔的检测斑，所述对照斑区域包括排列成1排的4-8个相互独立分隔的对照斑；所述检测斑和对照斑排成平行的两列。

优选地，芯片的长、宽、厚度为76.4 mm、25.2 mm、1mm，所述基质载片上设置10个所述检测亚区。

优选地，所述检测亚区之间设置有凸起作为物理隔断。

优选地，所述DCP的特异性单克隆抗体为鼠抗人DCP。
本发明另一方面提供一种用于检测异常脱羧凝血酶原的蛋白芯片的制备方法，其特征在于：

用于形成每一个所述检测斑的DCP特异性抗体的总量为3nl,浓度为4mg/ml，所述 DCP特异性抗体分6-10次喷涂且每次喷涂300-500pl形成一个所述检测斑，检测斑直径为0.5-1mm。

优选地，上述制备方法中，喷涂过程中采用的所述DCP特异性抗体的温度为4-8摄氏度。

优选地，采用非接触式点样仪进行喷涂点样。

本发明基于上述蛋白芯片，还提供一种检测血清异常脱羧凝血酶原的试剂盒，其特征在于：包括上述任一蛋白芯片，以及HRP标记的凝血酶原多克隆抗体，HRP化学发光底物液；所述HRP标记的凝血酶原多克隆抗体为兔源抗体，与所述检测斑上固定的DCP特异性抗体来源于不同物种。

一种检测血清中异常脱羧凝血酶原的方法，其特征在于：采用上述任一蛋白芯片，且包括如下步骤：

将待测血清样本稀释后滴加在所述蛋白芯片的检测亚区上，孵育后，用PBST 洗涤检测亚区，去除非特异结合物；

加入用PBS稀释的HRP标记的凝血酶原抗体, 孵育后，用PBST洗涤，去除非特异结合物；

加入HRP底物发光液，用化学发光扫描仪对蛋白芯片进行扫描，分别得到稀释后待测血清样本中的DCP发光像素值；

 所述孵育指37℃孵育30分钟。
本发明提供一种检测DCP的化学发光蛋白芯片，基于抗体抗原抗体夹心反应原理及化学发光原理，将DCP特异性抗体喷涂在芯片载片上形成检测斑，用于结合血清中的DCP（凝血酶原的异常脱羧部位），同时设置有对照斑点。

发明人发现，按照常规免疫原理的检测方法，将捕捉抗体包被在芯片基质载片上，每个检测斑10ul，浓度4mg／ml（检测斑直径在5-10mm）， 采用血清中添加系列梯度浓度标准品溶液(标准品血清0mAU/ml、5mAU/ml、10mAU/ml，20mAU/ml、40mAU/ml 80mAU/ml、160mAU/ml、 320mAU/ml、640mAU/ml) 作为检测样品，制作标准曲线，每个检测亚区滴加50ul血清标准品，用PBST 洗涤检测亚区，去除非特异结合物；加入用PBS稀释的HRP标记的凝血酶原抗体, 孵育后，用PBST洗涤，去除非特异结合物；加入HRP底物发光液，用化学发光扫描仪对蛋白芯片进行扫描获得像素值。以标准品血清的浓度为横坐标，像素值为纵坐标，绘制标准曲线，并生成标准曲线回归方程，但是，结果显示，标准曲线回归方程的相关系数偏低，多次重复，R2值都在0.6-0.7之间，说明芯片的检测准确性不稳定，受到干扰较多。采用配制的另一批不同浓度的检验标准品血清验证标准曲线，得出的结果与检验标准品血清本身浓度相差悬殊，而且其中浓度低于80mAU/ml的检验标准品血清的检测数值多次重复都低于30mAU/ml，呈假阴性。

发明人在偶然的调整中发现，对捕获抗体的点样量，以及点样形成的检测斑的大小举行调整，会显著引起标准曲线回归方程的相关系数的变动。进一步发现，将点样量从10ul逐级缩，而且采用非接触式点样方式，标准曲线回归方程的相关系数几乎逐级提高，到10nl以下时，回归方程相关系数R2升高到0.65-0.75之间，采用检验标准品血清检验的数值也越来越准确。但是点样量继续降低的实验中，检测相关系数R2反而有降低趋势。
标准曲线回归方程相关系数R2在0.65-0.75并不理想。发明人经各种尝试之后，偶然发现点样抗体分多次喷涂的方式，例如将3-5nl的捕获抗体分6-10次喷涂到检测斑位置上。发现所得的芯片制作的标准曲线方程相关系数R2升高至0.95以上，用检验标准品血清和临床血清检测获得准确的结果，最低检测线可以低到4mAU/ml。

综上，本发明的蛋白芯片针对的靶标为结构Gla Domain 中的第 6, 7, 14, 16, 19, 20, 25, 26, 29 和/或32 位的10个Glu 残基羧化不全形成的没有活性的凝血酶原。上述任何一点或多个Glu 残基羧化不全， 都将可能形成DCP包括血清中第 6, 7, 14, 16, 19, 20, 25, 26, 29 和/或32 位的10个Glu 残基异常脱羧的凝血酶原，为了提供能够准确定性检测血清中是否存在脱-r-羧基凝血酶原(DCP)的高通量蛋白芯片，发明人从芯片点样工艺、检测斑抗体浓度及点样量的选择和优化入手，确保芯片的检测准确性。推测，本发明的芯片的多次少量点样方式使得抗体能够均一稳定地粘附在基片上，避免检测斑空心现象，检测斑直径的大小，确保检测斑位置上抗体的密度合理，从而为抗体提供了充分的空间来维持其三纬结构和活性，同时不会过于稀疏导致低浓度样品的检测像素值过低，形成假阴性结果。检测斑上捕获抗体的用量、点样次数、检测斑大小三个因素对最终的检测结果产生了直接影响。

如图1所示，本发明的一个优选实施例中，一个所述检测亚区2内包括4个固定DCP特异抗体的检测斑3和4个对照斑4；检测斑3和对照斑4各排成平行的两列。
另一方面，本发明还提供了上述芯片的制备方法。

再另一方面，本发明还提供一种检测DCP的化学发光试剂盒，其中包括上述蛋白芯片以及化学发光的常规试剂。 

本发明蛋白质芯片的使用有三方面的优势：
一、检测血清中的DCP。

二、允许同时检测多个样品。多个重复的样品，或者不同时间点取的样品以获得动态值，或者各个不同的样品，总之，实现高通量检测。整体上降低检测成本和提高检测效率。

三、采用本发明的蛋白质芯片需要的血样及抗体量都大为减少。每个点样斑采用每次喷点300-500pl，每点喷涂6-10次，共计3nl点样抗体。每个检测亚区设置4个检测斑，需要12nl捕获抗体，点样均一性得到了保证，有效的降低了空心现象的发生。并且仅需原始血清量或稀释后血清10ul, 而现有其它免疫原理的检测方法中，不仅抗体使用了大，而且需原始血清量或稀释后血清至少50ul。

最后，本发明还提供了利用所述试剂盒对血清举行DCP检测的方法。
本发明提供的检测血清DCP的方法，是在上述蛋白芯片上，利用抗体和抗原特异性结合的特点，芯片上固定的DCP 抗体与血清或者血浆中的DCP(异常脱羧凝血酶原的异常脱羧部位)结合；然后加入HRP标记的凝血酶原多克隆抗体，凝血酶原多克隆抗体与DCP(异常脱羧凝血酶原)异常脱羧部位以外的抗原表位结合；最后加入HRP发光底物，通过化学发光扫描仪对发光信号进行扫描量化。
实验结果证明，本发明的方法可通过发光强度对凝血酶原和DCP进行检测。与ELISA方法进行对比，敏感性和特异性均优于ELISA方法，从时间上比较，ELISA检测至少需要3小时，本发明仅需要1.5小时；从检测血清需要量上比较，仅需原始血清量或稀释后血清10ul, 而ELISA方法检测需原始血清量或稀释后血清至少50ul；从捕获抗体用量上比较，需要量远远低于ELISA方法，本发明的芯片使用非接触式喷墨式喷点方法，每个检测斑每次喷点300-500pl，每点喷涂6-10次，共计3nl点样抗体,检测斑直径为0.5-1mm。每个检测方格4个检测点，需要12nl捕获抗体；精确控制喷点体积，多次喷点，点样均一性得到了保证，有效的降低了空心现象的发生，大大提高了检测准确率，并节省了抗体使用量和血清用量，降低了检测成本和费用。

因此，本发明提供的试剂盒和检测方法具有灵敏度高、省时、经济等特点，可以大大地降低血液蛋白检测的成本和时间。
综上，本发明的方法结合了异常脱羧特异抗体、化学发光检测方法以及蛋白芯片技术的应用，确保了利用试剂盒进行DCP检测结果的高灵敏性，准确性、高效性和低成本。本发明提供的检测方法一种可行、可靠、经济，且简单、省时的方法。本发明的技术方案将为大规模、高通量检测血清中DCP提供了一种经济、可靠的试剂盒和检测方法。

附图说明

图1. DCP蛋白质芯片结构图，其中1-基质载片，2-检测亚区，3-检测斑，4-对照斑，   

     5-物理隔断。

图2. DCP抗体夹心法蛋白质芯片流程图。

图3. DCP抗体点样芯片检测肝癌和正常血清样本扫描图，

其中1-8 ：肝癌血清；9 健康对照血清；10 空白对照。
具体实施方式

下面结合具体实施方式对本发明作进一步的详细说明，但并不限制本发明的范围。如无特殊说明，下述实施例中使用的操作均为常规方法，所采用的试剂均可以商购获得。

实施例1蛋白质芯片1-4的制备及验证

    主要仪器设备
化学发光扫描仪，由美国GE公司。
主要试剂及其来源

鼠源单克隆抗体DCP抗体（日本富士瑞必欧株式会社公司）、醛基芯片（上海百傲公司）、HRP标记的凝血酶原兔源抗体（美国Fitzgerald公司）、HRP化学发光底物液A液和B液，按照1：1比例混合， 新鲜配置。（美国Millipore公司）。
异常凝血酶原标准品：日本富士瑞必欧株式会社公司。

实验所用试剂和仪器：DCP抗体（日本富士瑞必欧株式会社）；HRP标记的兔源抗体（美国Fitzgerald 公司）；化学发光扫描仪。(美国GE公司)

PBS配方:  氯化钠(NaCl)8g，氯化钾(KCl) 0.2g，磷酸氢二钠(Na2HPO4)1.44g，

磷酸二氢钾(KH2PO4) 0.24g，调pH 7.4, 定容1L
PBST 配方：PBS, 1L＋Tween-20,1ml
基质载片1为醛基芯片（上海百傲公司），每张芯片包含10个检测方格（检测亚区），每个方格检测一份血清，一次检测10份血清，长×宽×厚为76.4×25.2×1mm。

步骤1. 制备芯片1-4

每个检测亚区2内，将鼠DCP抗体依次点在芯片上，DCP抗体点样浓度4mg/ml。

每个检测亚区2内设置有检测斑区域和对照斑区域，所述检测斑区域有通过喷涂微量DCP特异性抗体形成的检测斑3，所述对照斑区域有通过喷涂浓度4mg/ml的牛血清白蛋白形成的对照斑4。

点样方案如下：

芯片1:每个检测方格内，鼠DCP单克隆抗体点样浓度4mg/ml，每个检测斑10ul抗体；10%牛血清白蛋白(BSA)作为阴性对照，每个对照斑10ul；

芯片2: 鼠DCP单克隆抗体点样浓度4mg/ml，每个检测斑5ul抗体；10%牛血清白蛋白(BSA)作为阴性对照，每个对照斑5ul；

芯片3: 鼠DCP单克隆抗体点样浓度4mg/ml，每个检测斑1ul抗体；10%牛血清白蛋白(BSA)作为阴性对照，每个对照斑1ul；

芯片4: 鼠DCP单克隆抗体点样浓度4mg/ml，每个检测斑100nl抗体；10%牛血清白蛋白(BSA)作为阴性对照，每个对照斑100nl；

采用常规接触式点样方式。

步骤2.采用标准曲线和标准品验证芯片

标准品制备：

在正常血清中添加系列梯度浓度异常凝血酶原标准品和检验用的标准品血清：

标准品血清：0mAU/ml、5mAU/ml、10mAU/ml，20mAU/ml、40mAU/ml 80mAU/ml、160mAU/ml、320mAU/ml、640mAU/ml) ：

检验用的标准品血清：0mAU/ml、2mAU/ml、4mAU/ml，8mAU/ml ，16mAU/ml、35mAU/ml 50mAU/ml、70mAU/ml，90mAU/ml、120mAU/ml、150mAU/ml、300mAU/ml) ：

蛋白芯片操作流程：
    用待测样品10ul（可以是2.5ul 血清用PBS稀释4倍而得）滴加在芯片的每个检测亚区内，37℃孵育30分钟，利用抗原抗体相结合的特性，使血清中的DCP与DCP 抗体结合形成抗原抗体复合物。

用PBST 洗涤4次，去除非特异结合，再加入PBS稀释的HRP标记兔源一抗，37℃孵育30分钟。兔源抗体与抗原结合，形成DCP抗体-DCP-兔源HRP标记凝血酶原抗体复合物。

用PBST 洗涤4次，去除非特异结合，加入HRP发光底物，37℃孵育30分钟，化学发光扫描仪进行扫描得到检测斑像素值。

固相载体上的化学发光像素与标本中受检抗原的量成正向相关,芯片捕获点样抗体（鼠源一抗）和检测用的抗体（兔源一抗）分别取自不同种属的动物，针对凝血酶原的不同抗原表位。如图示2抗体夹心法蛋白芯片流程图。

    以标准品血清的浓度为横坐标，像素值为纵坐标，绘制标准曲线，并生成标准曲线回归方程。
芯片1-4得出的标准曲线回归方程的相关系数的平方值R2在0.55-0.6之间，标准品浓度和像素值之间线性相关性较差。

采用配制的另一批不同浓度的检验标准品血清验证标准曲线，发现得出的结果与检验标准品血清本身的浓度相差悬殊，而且其中浓度低于80mAU/ml的检验标准品血清的检测数值多次重复都低于30mAU/ml，低于诊断界定值40 mAU/ml，呈假阴性。

步骤3. 采用已知DCP含量的临床血清验证这些芯片，血清样本如下：
35份肝癌血清：来源于首都医科大学附属佑安医院标本库，已知其异常脱羧凝血酶原浓度高于诊断界定值40 mAU/ml（l mAU/ml = 1ng/ml）；
28份正常健康人血清；异常脱羧凝血酶原浓度低于异常脱羧凝血酶原浓度
7份空白对照（空白对照为1×PBS），检测结果统计如下表1：

表1 芯片1-4 检测结果
	
	芯片1
	芯片2
	芯片3


	芯片4

	　
	DCP
≥40mAU/ml
	DCP
<40mAU/ml
	DCP
≥40mAU/ml
	DCP
<40mAU/ml
	DCP
≥40mAU/ml
	DCP
<40mAU/ml
	DCP
≥40mAU/ml
	DCP
<40mAU/ml

	肝癌血清 (35)
	20
	15
	21
	14
	24
	11
	24
	11

	健康血清(28)
	0
	28
	0
	28
	0
	28
	0
	28

	空白对照(7)
	0
	7
	0
	7
	0
	7
	0
	7


   表1的结果可以看出：空白对照9份没有检测到DCP; 健康血清28份，没有检测到DCP； 35份肝癌血清中仅20-24份检测到DCP高于临界值，即这几个芯片具有（20～24）/35＝57.1%~68.6%的检出灵敏性，漏检比例非常高。
实施例2. 芯片5-7的制备和验证

步骤1制备芯片

芯片5: 鼠DCP单克隆抗体点样浓度4mg/ml，每个检测斑10nl抗体；10%牛血清白蛋白(BSA)作为阴性对照，每个对照斑10nl；

对照芯片6: 鼠DCP单克隆抗体点样浓度4mg/ml，每个检测斑5nl抗体；10%牛血清白蛋白(BSA)作为阴性对照，每个对照斑5nl；

对照芯片7: 鼠DCP单克隆抗体点样浓度4mg/ml，每个检测斑2nl抗体；10%牛血清白蛋白(BSA)作为阴性对照，每个对照斑2nl；

对照芯片5-7采用德国GESIM公司Nano-Plotter NP2.1型号非接触式皮升级点样仪，采用压电点样针，控制点样仪内舱温度4-8摄氏度。
步骤2步骤和实验试剂同实施例1。

芯片5-7得出的标准曲线回归方程的相关系数的平方值R2 逐渐升高到6.5-7.5之间，可以看到标准品浓度和像素值之间线性关系在显著改善。

采用配制的另一批不同浓度的检验标准品血清验证标准曲线，发现得出的结果与检验标准品血清本身的浓度相差在缩小，最低检测限可到4mAU/ml。

步骤3. 采用已知临床血清验证芯片

血清同实施例1的步骤3，检测结果统计如表2.

表2 芯片5-7检测结果
	
	芯片8
	芯片9

	　
	DCP
≥40mAU/ml
	DCP
<40mAU/ml
	DCP
≥40mAU/ml
	DCP
<40mAU/ml

	肝癌血清 (35)
	27
	8
	30
	5

	健康血清(28)
	0
	28
	0
	28

	空白对照(7)
	0
	7
	0
	7


    表2的结果可以看出：空白对照9份没有检测到DCP; 健康血清28份，没有检测到DCP； 35份肝癌血清中27-30份检测到DCP高于临界值，即这几个芯片具有（27～30）/35＝77.1%~85.7%的检出灵敏性, 检出率显著提高，但是仍然存在相当比例的漏检。结合步骤2中检验标准品血清的验证情况，可以初步决定是检测限不够导致的漏检。

    在平行实施例中，进一步降低点样量，但是制备所得的标准曲线中，未进一步观察到标准品浓度和像素值之间线性关系的改善。对检验标准品血清及临床血清的检验，也并未比芯片5-7显著改善。

实施例3. 芯片8-10的制作和验证

发明人从抗体纯化、试剂配方到检测温度、时间等多维度尝试，均未观察到标准品浓度和像素值之间线性关系的进一步改善，检出率难以突破90%。在偶然的试验中，发明人尝试了抗体点样分为少量多次进行地进行点样，以此得出的芯片，相对于实施例2其它条件不变的情况下标准曲线相关系数R2 出人预料地跃升到0.9－0.95，检出率也相应提高到92-95%,具体如下：

步骤1. 芯片8和9的制作

芯片8: 鼠DCP单克隆抗体点样浓度4mg/ml，每个检测斑3nl抗体；10%牛血清白蛋白(BSA)作为阴性对照，每个对照斑5nl；应用德国GESIM公司Nano-Plotter NP2.1型号非接触式皮升级点样仪，采用压电点样针，控制点样仪内舱温度4-8摄氏度，每次喷点300pl-500pl，每点喷涂3-5次，共计3nl点样抗体，检测斑直径为0.5-1mm，芯片结构如图1 所示。
芯片9: 鼠DCP单克隆抗体点样浓度4mg/ml，每个检测斑5nl抗体；10%牛血清白蛋白(BSA)作为阴性对照，每个对照斑5nl；应用德国GESIM公司Nano-Plotter NP2.1型号非接触式皮升级点样仪，采用压电点样针，控制点样仪内舱温度4-8摄氏度，每次喷点300pl-500pl，每点喷涂6-10次，共计3nl点样抗体，检测斑直径为0.5-1mm。
步骤2步骤和实验试剂同实施例1。

芯片8或9得出的标准曲线回归方程的相关系数的平方值R2 跃升到9.2-9.5之间，标准品浓度和像素值之间线性关系极其明显地改善。

采用配制的另一批不同浓度的检验标准品血清验证标准曲线，发现得出的结果与检验标准品血清本身的浓度仅有微小差异属于误差允许范围，其中浓度为60mAU/ml的检验标准品血清的检测结果低于界定值，呈假阴性。仍然存在明显的假阴性。

步骤3. 采用已知临床血清验证芯片

血清同实施例1的步骤3，检测结果统计如表3.

表3 芯片8和9检测结果
	
	芯片8
	芯片9

	　
	DCP
≥40mAU/ml
	DCP
<40mAU/ml
	DCP
≥40mAU/ml
	DCP
<40mAU/ml

	肝癌血清 (35)
	33
	2
	34
	1

	健康血清(28)
	0
	28
	0
	28

	空白对照(7)
	0
	7
	0
	7


    表1的结果可以看出：空白对照9份没有检测到DCP; 健康血清28份，没有检测到DCP； 35份肝癌血清中33份检测到DCP高于临界值，即这几个芯片具有（33～34）/35＝94.3%~97.1%的检出灵敏性, 检出率几乎达到100%。 

最终确定的最优芯片方案如下

每个检测方格（检测亚区）内，将鼠DCP抗体依次点在芯片上，DCP抗体点样浓度4mg/ml，点成一排四个检测斑；10%牛血清白蛋白(BSA)作为阴性对照，同样点样四次，点成对照斑;

 应用德国GESIM公司Nano-Plotter NP2.1型号非接触式皮升级点样仪，采用压电点样针，控制点样仪内舱温度4-8摄氏度，每次喷点300pl-500pl，每点喷涂6-10次，共计3-5nl点样抗体, 每个检测亚区4个检测点，需要12nl捕获抗体, 检测斑直径为0.5-1mm。

实验例 最优芯片方案应用效果

标准曲线回归方程相关系数R2为0.98.

血清样本：

8份肝癌血清：来源于首都医科大学附属佑安医院标本库（已知其异常脱羧凝血酶原浓度高于诊断界定值40 mAU/ml（l mAU/ml = 1ng/ml）；
1份正常健康人血清；

1份空白对照（空白对照为1×PBS）。

本芯片的检测结果：

空白对照和健康对照没有检测到异常凝血酶原：说明本实验采用的芯片有效。正常人体内没有异常凝血酶原，健康血清没有检测到凝血酶原。说明本发明提供的芯片及方法检测的假阳性为0，检测结果能准确区分肝癌血清和正常血清。

    8份肝癌血清的检测斑扫描及计算结果显示阳性，说明8份肝癌血清中尤其是晚期肝癌患者体内有异常脱羧凝血酶原，8个阳性检测亚区的检测斑显示出不同程度的亮度，说明8份肝癌血清含有不同浓度的异常脱羧凝血酶原如图3，其中3和5显示弱阳性，检测斑亮度微弱，而1，2，4，6，7，8都显示强阳性。检测结果说明本发明的蛋白芯片能够准确检测肝癌血清，而且能够半定量地检测血清中异常脱羧凝血酶原的浓度。上述数据说明，本发明的芯片和方法准确性和可靠性良好。

    在另外的数十份门诊确定为肝癌的患者血清检测中，检测灵敏度和特异性在90%以上。

本发明的试剂盒：

包括如实施例3所示的芯片，其中一些芯片优选检测亚区2之间设置有凸起作为物理隔断5

以及HRP标记的凝血酶原多克隆抗体，HRP化学发光底物液；所述HRP标记的凝血酶原多克隆抗体为兔源抗体，与所述检测斑上固定的DCP特异性抗体来源于不同物种。
1. 一种检测血清异常脱羧凝血酶原的高通量蛋白芯片，其特征在于：
所述蛋白芯片的基质载片上设置有多个检测亚区，每个所述检测亚区用于检测一份血清样品；所述每个所检测亚区内设置有检测斑区域和对照斑区域，所述检测斑区域有通过喷涂微量DCP特异性抗体形成的检测斑，所述对照斑区域有通过喷涂牛血清白蛋白形成的对照斑；同一个检测斑区域内的所有检测斑上的物质的浓度相同；

形成每一个所述检测斑的DCP特异性抗体的总量为3-5nL,浓度为3-5mg/ml，每个检测斑通过非接触式点样仪分6-10次，每次喷涂300-500pL的方式形成，检测斑直径为0.5-1mm。  

2.根据权利要求1所述的蛋白芯片，其特征在于，每个所述检测斑区域包括排列成1排的4-8个相互分隔的检测斑，所述对照斑区域包括排列成1排的4-8个相互独立分隔的对照斑；所述检测斑和对照斑排成平行的两列。

3.根据权利要求2所述的蛋白芯片，其特征在于，芯片的长、宽、厚度为76.4 mm、25.2 mm、1mm，所述基质载片上设置10个所述检测亚区。
4.根据权利要求2所述的蛋白芯片，其特征在于，所述检测亚区之间设置有凸起作为物理隔断。

5.根据权利要求1所述的蛋白芯片，其特征在于，所述DCP的特异性抗体为鼠抗人DCP。
6.权利要求1-5任一所述用于检测异常脱羧凝血酶原的蛋白芯片的制备方法，其特征在于：

用于形成每一个所述检测斑的DCP特异性抗体的总量为3nl,浓度为4mg/ml，所述 DCP特异性抗体分6-10次喷涂且每次喷涂300-500pl形成一个所述检测斑。

7.根据权利要求6所述的制备方法，其特征在于，喷涂过程中，所述DCP特异性抗体的温度为4-8摄氏度。

8.根据权利要求6或7所述的制备方法，其特征在于，采用非接触式点样仪进行喷涂点样。

9.一种检测血清异常脱羧凝血酶原的试剂盒，其特征在于：包括权利要求1-5任一所述的蛋白芯片，以及HRP标记的凝血酶原多克隆抗体，HRP化学发光底物液；所述HRP标记的凝血酶原多克隆抗体为兔源抗体，与所述检测斑上固定的DCP特异性抗体来源于不同物种。

10.一种检测血清异常脱羧凝血酶原的方法，其特征在于：采用权利要求1-6任一所述的蛋白芯片，包括如下步骤：

将待测血清样本稀释后滴加在所述蛋白芯片的检测亚区上，孵育后，用PBST 洗涤检测亚区，去除非特异结合物；

加入用PBS稀释的HRP标记的凝血酶原抗体, 孵育后，用PBST洗涤，去除非特异结合物；

加入HRP底物发光液，用化学发光扫描仪对蛋白芯片进行扫描，分别得到稀释后待测血清样本中的DCP发光像素值；

 所述孵育指37℃孵育30分钟。
摘要

本发明涉及一种检测血清异常脱羧凝血酶原的蛋白芯片、试剂盒及其制备方法，属于蛋白检测技术。其特征在于：所述蛋白芯片的基质载片上设置有多个检测亚区，每个所述检测亚区用于检测一份血清样品；所述每个所检测亚区内设置有检测斑区域和对照斑区域，所述检测斑区域有通过喷涂微量DCP特异性抗体形成的检测斑，所述对照斑区域有通过喷涂牛血清白蛋白形成的对照斑；同一个检测斑区域内的所有检测斑上的物质的浓度相同；形成每一个所述检测斑的DCP特异性抗体的总量为3-5nL,浓度为3-5mg/ml，每个检测斑通过非接触式点样仪分6-10次，每次喷涂300-500pL的方式形成，检测斑直径为0.5-1mm。本发明的蛋白芯片，试剂盒可准确地检测异常脱羧凝血酶原，临床使用中，具有灵敏度高、省时、便捷、经济等优点。
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【명세서】
【발명의 명칭】
혈청 중의 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈을 검출하기 위한 단백질 칩, 키트 및 그 제조방법

【기술분야】
본 발명은 단백질 검출 기술에 관한 것으로, 특히 혈청 중의 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈(Abnormal decarboxylase prothrombin)을 검출하기 위한 단백질 칩, 키트 및 그 제조방법에 관한 것이다.

【발명의 배경이 되는 기술】
데스-r-카르복시 프로트롬빈(Des-r-carboxy-prothrombin,DCP)은 간세포 암종에 의해 생성되는 비정상적인 프로트롬빈으로서, 정상적인 프로트롬빈과 비교하면, DCP의 분자 구조의 특징은 다음과 같다. 즉, 알라닌 도메인(Gla domain)중의 한개 또는 복수개 글루타메이트(Glu)잔기가 Gla로 완전히 카르복실화되지 못해 응혈 기능을 상실하게 된다. 정상적인 프로트롬빈은 간세포 마이크로솜내에서 비타민K에 주로 의존하는 감마-글루타밀-카복시라제 및 코엔자임과 Vitamin K reductase 의 참여하에서, Gla도메인 구조의 제6, 7, 14, 16, 19, 20, 25, 26, 29 및 32부위의 10개 Glu잔기를 Gla로 카르복실화하여 활성을 가진 프로트롬빈으로 전환시키는데, 만일 상기 한개 또는 복수개 부위의 Glu잔기가 완전히 카르복실화되지 못하면, 모두 DCP를 형성할 수 있으며, 프로트롬빈이 응혈기능을 상실하게 한다.
연구 결과에 따르면, 원발성 간암의 혈청에서 DCP가 현저히 증가했다. 루 펑린(Lu Fenglin)등이 발표한 <데스-r-카르복시 프로트롬빈이 원발성 간세포 암종에 대한 진단 가치>(중국 종양 임상 2009년07기)에서는, DCP값이 종양의 크기와 양의 상관 관계를 가진다고 개시하였다. 따라서, 혈청 중의 DCP수준을 정확히 판단하는 것은 임상의가 예후를 판단하거나, 치료방안을 선택하거나 또는 치료효과를 관찰하는데 매우 중요한 가치를 가진다. 병원에서는 임상 검사를 위해 매일 대량의 샘플을 검출해야 하기에, 고처리량 칩을 사용해 검출하면 검출 효율을 대폭 향상할 수 있다. 즉, 저렴한 비용으로 신속하고 정확하게 고처리량으로 검출하는 수단이 제일 바람직한 선택이지만, 현재는 아직 고처리량으로 DCP를 검출하는데 관한 보고가 없는 상황이다.
기존의 검출 방법에서 혈청 중의 DCP를 검출하는 방법으로는 전기화학 발광 면역측정법, 액체친화크로마토 면역법, 면역 침전법, western blot 및 ELISA 등이 있다. 본 기술분야의 통상의 지식을 가진 자라면 임상 혈청이 매우 복잡하여 다른 간암의 다른 마커를 포함할 뿐만 아니라, 혈청 중의 DCP가 매우 낮기 때문에, 검출대기 혈청의 DCP가 다양한 비특이적 물리적 흡착 또는 비특이적 결합의 영향, 예를 들어, 프로트롬빈, 트롬빈 및 셀룰로오스 및 그 유사체의 간섭을 비교적 크게 받는 것을 알수 있다.
따라서, 검출 결과의 정확도, 감도 및 특이도를 확보하기 위해, 상기 면역원리를 이용한 검출방법은 모두 다음과 같은 공동한 특징을 가진다. 즉, 매번 검출반응에 사용되는 혈청량이 적으면 50-100ul, 많으면 3-5ml이며, 이에 대응하여, 매번 검출 시에 대량의 항체가 필요하다. 예를 들어, CN101377505 A에서 개시한 마이크로 플레이트 화학 발광 면역 측정법의 경우, 매개 웰에 DCP항체를 함유한 코팅용액을 150㎕를 첨가해야 하고, 필요한 혈청 샘플량은 50㎕이며, 게다가 해당 문서에서는 최저 검출한계가 4.37mAU/ml에 도달한다고 개시하였지만, 문서에 기재한 실험에서는 실제 임상 혈청을 사용하여 특이도와 정확도를 검증하지 않았고, 그 검출 데이터는 정상 혈청에 표준 물질을 첨가해 취득한 인공 샘플에서 유래되었다. 또한, 이러한 방법에 의하면, 검출시간이 3-4시간 걸리며, 고처리량 칩을 제조할 경우, 각 샘플에 사용되는 검출 반점 또는 포착 반점의 사이즈가 매우 크게 되고 비용도 매우 높으며, 집적 칩을 만드는 가치를 잃게 된다. 즉, 고처리량 및 저비용의 목적을 달성할 수 없고, 외래 진찰에 보급하기에도 현실적이 되지 못한다. DCP의 고처리량 검출을 실현하려면, 더욱 많은 연구가 필요한 상황이다.
【발명의 내용】
【해결하고자 하는 과제】
본 발명은 단백질 칩 분야에서 혈청의 DCP검출이 백지상태인 상황을 감안하여, 검출의 정확도, 감도 및 특이도를 확보하는 전제하에 항체, 혈청의 사용량을 최대한 절감하고, 임상 사용에 적합하고, 시간을 절약하며, 경제적이고, 정확하고, 간편한 장점을 가지는 혈청 중의 DCP의 검출에 적절한 고처리량 단백질 칩, 키트 및 그 제조방법을 제공한다.

【과제의 해결 수단】
본 발명의 기술적 해결방법은 다음과 같다.
본 발명의 일 측면에 따르면,
상기 단백질 칩의 기질 슬라이드 글라스에 각각 하나의 혈청 샘플을 검출하기 위한 복수개의 검출 하부 영역을 설치하고; 상기 각 검출 하부 영역에는 미량의 DCP특이적 항체를 분무하여 형성된 검출 반점을 가진 검출 반점 영역 및 소 혈청 알부민을 분무하여 형성된 대조 반점을 가지는 대조 반점 영역이 설치되고; 동일한 검출 반점 영역내의 모든 검출 반점 위의 물질의 농도가 동일하며;
매개 상기 검출 반점을 형성하는 DCP특이적 항체의 총량은 3-5L이고, 농도는 3-5mg/mL이고, 각 검출 반점은 비접촉식 스폿팅 장치를 통해 6-10회로 나누어 300-500pL를 분무하는 방식으로 형성되며, 검출 반점의 직경은 0.5-1mm; 인 것을 특징으로 하는 혈청의 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈을 검출하기 위한 단백질 칩을 제공한다.
바람직하게는, 매개 상기 검출 반점 영역은 1열로 배열된 4-8개의 서로 분리된 검출 반점을 포함하고, 상기 대조 반점 영역은 1열로 배열된 4-8개 서로 독립적으로 분리된 대조 반점을 포함하며, 상기 검출 반점 및 대조 반점은 평행된 2열로 배열된다.
바람직하게는, 칩의 길이, 넓이, 폭은 각각 76.4 mm, 25.2 mm 및 1mm이고, 상기 기질 슬라이드 글라스에는 10개의 상기 검출 하부 영역이 설치된다.
바람직하게는, 상기 검출 하부 영역 사이에는 물리적 칸막이로서 돌기가 설치된다.
바람직하게는, 상기 DCP의 특이적인 단일 클론 항체는 마우스 항-인간DCP이다.
본 발명의 다른 일 측면에 따르면,
매개 상기 검출 반점을 형성하는 DCP특이적 항체의 총량은 3 nl이고, 농도는 4mg/ml이고, 상기 DCP특이적 항체를 6-10회로 나누어 매회에 300-500p를 분무하는 방식으로 상기 검출 반점을 형성하며, 검출 반점의 직경은 0.5-1mm; 인 것을 특징으로 하는 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈을 검출하기 위한 단백질 칩의 제조방법을 제공한다.
바람직하게는, 상기 제조방법에서, 분무과정에서 사용하는 상기 DCP특이적 항체의 온도는 4-8℃이다.
바람직하게는, 비접촉식 스폿팅 장치를 사용해 분무하여 스폿팅한다.
본 발명은 상기한 단백질 칩을 기반으로, 상기 임의 단백질 칩 및 HRP 표지된 프로트롬빈 다클론 항체, HRP화학 발광 기질 용액을 포함하며; 상기 HRP 표지된 프로트롬빈 다클론 항체는 토끼 유래 항체이며, 상기 검출 반점에 고정된 DCP특이적 항체와 다른 물종으로부터 유래되는 것을 특징으로 하는 혈청의 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈을 검출하기 위한 키트를 더 제공한다.
혈청 중의 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈을 검출하는 방법에 있어서, 상기한 임의 단백질 칩을 사용하며,
검출 대기 혈청 샘플을 희석하여 상기 단백질 칩의 검출 하부 영역에 적가하고, 배양 후, PBST로 검출 하부 영역을 세척하여 비특이적 결합물을 제거하며;
PBS로 희석한 HRP표지된 프로트롬빈 항체를 첨가하며, 배양 후, PBST로 검출 하부 영역을 세척하여 비특이적 결합물을 제거하며;
HRP기질 발광 용액을 첨가하고, 화학 발광 스캐너를 사용하여 단백질 칩에 대해 스캐닝하여 희석 후의 검출 대기 혈청 샘플 중의 DCP발광 화소값을 각각 얻으며;

   상기 배양은 37℃에서 30분간 배양하는 단계를 포함하는 것을 특징으로 하는 혈청 중의 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈을 검출하는 방법.
본 발명은 항체 항원-항체 샌드위치 반응 원리 및 화학 발광 원리에 의해DCP특이적 항체를 칩의 슬라이드 글라스에 분무하여 검출 반점을 형성하여 혈청 중의 DCP(프로트롬빈의 탈카르복실화 부위)와 결합하며, 또한 대조 반점이 설치된 DCP의 검출을 위한 화학 발광 단백질 칩을 제공한다.
본 발명인은 다음과 같은 사실을 발견했다. 즉, 종래의 면역 원리 검출 방법에 따라, 포획항체를 칩 기질의 슬라이드 글라스에 매개 검출 반점의 총량10ul 및 농도4mg/ml(검출 반점의 직경은 5-10mm)에 따라 분무하며, 혈청에 순차 농도 구배의 표준 물질 용액(표준 물질 혈청0mAU/ml, 5mAU/ml, 10mAU/ml, 20mAU/ml, 40mAU/ml 80mAU/ml, 160mAU/ml, 320mAU/ml, 640mAU/ml)을 첨가하여 검출 샘플로 사용하여 표준 곡선을 작성하며, 매개 검출 하부 영역에 50ul의 혈청 표준 물질을 적가 후, PBST를 사용하여 검출 하부 영역을 세척해 비특이적 결합물을 제거하며; PBS로 희석한 HRP표지된 프로트롬빈 항체를 첨가하여 배양 후, PBST를 사용하여 세척해 비특이적 결합물을 제거하며; HRP기질 발광 용액을 첨가 후, 화학 발광 스캐너로 단백질 칩을 스캐닝하여 화소값을 얻으며; 표준 물질 혈청의 농도를 가로 좌표로, 화소값을 세로 좌표로 표준 곡선을 작성하고 표준 곡선 회귀 방정식을 만들었지만, 그 결과에 의하면, 표준 곡선 회귀 방정식의 상관 계수가 낮고, 여러번 반복해도 R2값이 모두 0.6-0.7사이에 있어 칩의 검출 정확도가 불안정하고, 간섭을 많이 받는 다는 것을 설명하며; 조제한 다른 농도의 검증 표준 물질 혈청을 사용하여 표준 곡선을 검증한 결과, 검증 표준 물질 혈청 자체의 농도가 현저히 차이가 나며, 그중에 농도가 80mAU/ml이하인 검증 표준 물질 혈청의 검출값은 여러번 반복해도 모두 30mAU/ml이하이며, 거짓 음성(false negative)을 나타낸다.
본 발명인은 우연한 조정을 통해 포획항체의 스폿팅 량 및 스폿팅에 의해 형성된 검출 반점의 크기를 조정하면 표준 곡선 회귀 방정식의 상관 계수의 변동이 큰 것을 발견하였다. 또한, 스폿팅 량을 10ul로부터 점차 감소하고 비접촉식 스폿팅방식을 이용하는 경우, 표준 곡선 회귀 방정식의 상관 계수가 거의 점차적으로 증가하고, 10nl이하일 때, 회귀 방정식의 상관 계수R2가 0.65-0.75사이로 증가하며, 검증 표준 물질 혈청을 사용하여 검증한 값도 더욱 정확해지는 것을 발견하였다. 다만, 스폿팅 량이 계속 하강하는 시험에서 검출한 상관 계수R2는 오히려 하강하는 추세를 나타냈다.
표준 곡선 회귀 방정식의 상관 계수R2이 0.65-0.75사이에 있으면 바람직하지 못하다. 본 발명인은 다양한 시도를 거쳐, 예컨대 3-5nl의 포획항체를 6-10회로 나누어 검출 반점 위치에 분무하는 항체를 여러번 스폿팅하여 분무하는 방식을 발견하였다. 이렇게 제조한 칩을 사용하여 작성한 표준 곡선 방정식의 상관 계수 R2이 0.95이상으로 증가되는 것을 발견하였으며, 검증 표준 물질 혈청 및 임상 혈청에 대한 검출을 통해 얻은 정확한 결과에 따르면, 최소 검출선이 4mAU/ml로 낮아지는 것을 발견하였다.
상기한 바와 같이, 본 발명의 단백질 칩은 Gla Domain구조의 제6, 7, 14, 16, 19, 20, 25, 26, 29 및/또는 32부위의 10개 Glu잔기가 완전히 카르복실화되지 못해 형성된 활성이 없는 프로트롬빈을 목표로 한다. 상기 임의 한개 또는 복수개 부위의 Glu 잔기가 완전히 카르복실화되지 못하면 모두 혈청 중에 DCP를 포함하는 제6, 7, 14, 16, 19, 20, 25, 26, 29 및/또는 32부위의 10개 Glu 잔기가 완전히 탈카르복실화되지 않은 프로트롬빈을 형성하며, 본 발명인은 혈청 중 데스-r-카르복시 프로트롬빈(DCP)의 존재 여부를 정확하게 검출 및 확정하는 고처리량 단백질 칩을 제공하기 위해, 칩의 스폿팅 공정, 검출 반점 항체 농도 및 스폿팅 량의 선택과 최적화에 착수하여, 칩의 검출 정확도를 확보하였다. 추측에 의하면, 본 발명의 칩을 소량으로 여러회 스폿팅하는 방식은 항체가 기판에 균일하고 안정하게 접착되게 함으로써, 검출 반점의 속이 빈 현상을 피면하고 검출 반점의 직경을 확보하였으며, 검출 반점 위치에서의 항체의 합리한 밀도를 확보하여 항체가 3차원 구조 및 활성을 유지하기 위한 충분한 공간을 제공하는 동시에, 저농도 샘플의 검출 화소값이 저밀도로 인해 너무 낮아서 거짓 음성을 형성하는 결과를 방지하였다. 검출 반점의 포획항체의 사용량, 스폿팅 횟수, 검출 반점의 크기 등 3가지 요소가 최종 검출결과에 직접 영향을 미친다.
도1을 참조하면, 본 발명의 바람직한 일 실시예에서, 하나의 상기 검출 하부 영역(2)에는 4개의 고정화된 DCP특이적 항체의 검출 반점(3) 및 4개의 대조 반점(4)이 포함되며; 검출 반점(3) 및 대조 반점(4)은 각각 평행되는 2열로 배열된다.
본 발명의 다른 측면에 따르면, 또한 상기 칩의 제조방법을 제공한다.
본 발명의 또 다른 측면에 따르면, 상기 단백질 칩 및 종래의 화학 발광용 키트를 포함하는 DCP를 검출하기 위한 화학 발광 키트를 제공한다.
본 발명의 단백질 칩은 다음과 같은 3가지 장점을 가진다.
1. 혈청 중의 DCP를 검출한다.

2. 복수개 샘플을 동시에 검출할 수 있다. 복수개 중복되는 샘플 또는 서로 다른 시점에서 채집한 샘플을 동시에 검출하여 동적 값을 취득하거나, 또는 각각의 다른 샘플을 동시에 검출하는 것으로서, 고처리량의 검출을 실현한다. 전반적으로 검출비용을 절감하고, 검출효율을 향상시킨다.
3. 본 발명의 단백질 칩을 사용하면 필요한 혈액 샘플 및 항체량이 모두 대폭 절감된다. 매개 스폿팅 반점에 대해 매회 300-500pl씩 6-10회 분무하여 총 3nl의 항체를 스폿팅한다. 매개 검출 하부 영역에 4개의 검출 반점이 설치되기에 포획항체가 12nl 필요하며, 스폿팅의 균일성을 확보하는 동시에 속이 빈 현상의 발생을 효과적으로 감소한다. 또한, 본 발명에서는 원시 혈청량 또는 희석 후의 혈청을 10ul만 필요로 하지만, 기존의 다른 면역 원리에 의한 검출방법은 항체의 사용량이 클 뿐만 아니라, 원시 혈청량 또는 희석 후의 혈청이 적어도 50ul필요하다.
마지막으로, 본 발명은 또한 상기 키트를 사용하여 혈청에 대해 DCP검출을 진행하는 방법을 제공한다.
본 발명에 따른 혈청 중의 DCP를 검출하는 방법은, 상기 단백질 칩에서 항체와 항원의 특이적 결합의 특징을 이용하여, 칩 상에 고정화된 DCP항체와 혈청 또는 혈장 중의 DCP(비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈의 탈카르복실화 부위)를 결합시키는 단계; 그 다음에 HRP표지된 프로트롬빈 다클론 항체를 첨가하여, 프로트롬빈 다클론 항체가 DCP(비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈)탈카르복실화 부위 이외의 에피토프에 결합되는 단계; 마지막에 HRP발광기질을 첨가하여, 화학 발광 스캐너를 통해 발광신호를 스캐닝하여 양자화하는 단계;를 포함한다.
실험결과에 따르면, 본 발명의 방법은 발광강도를 통해 프로트롬빈 및 DCP에 대해 검출할 수 있다. ELISA방법과 비하면, 감도와 특이도가 모두 ELISA방법보다 우수하고, 시간을 비교하면, ELISA검출은 적어도 3시간이 필요한 반면에 본 발명은 단지 1.5시간만 필요하며; 검출에 필요한 혈청량을 비교하면, 본 발명은 원시 혈청량 또는 희석 후의 혈청이 10ul만 필요하지만, ELISA방법은 검출에 원시 혈청량 또는 희석 후의 혈청이 적어도 50ul필요하며; 포획항체의 사용량을 비교하면, 필요한 량이 ELISA방법보다 훨씬 적으며, 본 발명의 칩은 비접촉식 잉크젯 스폿팅 방법을 사용하여 매개 검출 반점에 대해 매회 300-500pl씩 6-10회 분무하여 총 3nl의 항체를 스폿팅하고, 검출 반점의 직경은 0.5-1mm이다. 매개 검출 사각형은 4개의 검출점을 가지고, 포획항체가 12nl필요하며; 분무점의 부피를 정확하게 제어해 여러회 분무하기에 스폿팅의 균일성을 확보하고, 속이 빈 현상의 발생을 효과적으로 감소하며, 검출 정확도를 대폭 향상하고, 항체의 사용량과 혈청 사용량을 절감하며, 검출원가와 비용을 절감하였다.
따라서, 본 발명에서 제공하는 키트 및 검출방법은 감도가 높고, 시간을 절감하고 경제적인 특징을 가지며, 혈액 단백질 검출 비용 및 시간을 대폭 감소시킬 수 있다.
상기한 바와 같이, 본 발명의 방법은 비정상적인 탈카르복실화 특이적 항체, 화학 발광 검출 방법 및 단백질 칩 기술의 적용을 결합하여 키트를 사용한 DCP검출결과의 고감도, 정확도 및 낮은 비용을 확보하였다. 본 발명에 의해 제공되는 검출방법은 실현 가능하고 신뢰성을 가지고 경제적이고 간편하며 시간을 절감할 수 있는 방법이다. 본 발명의 기술적 해결방법은 대규모적으로 고처리량으로 혈청 중의 DCP검출을 위해 경제적이고 신뢰성이 있는 키트 및 검출방법을 제공한다.
【도면의 간단한 설명】
도1은 DCP단백질 칩의 구조도이다.

도2는 DCP항체 샌드위치 법에 의한 단백질 칩의 흐름도이다.
도3은 DCP항체 스폿팅 칩을 사용하여 간암 및 정상 혈청 샘플을 검출한 스캔 도면이다.
【발명을 실시하기 위한 구체적인 내용】
이하, 구체적인 실시방식을 결부하여, 본 발명을 더 상세히 설명하지만, 본 발명은 이에 한정되는 것은 아니다. 별도로 명시하지 않은 한, 이하 실시예에서 사용 된 절차는 모두 통상적인 방법이고, 사용된 시약은 모두 상업적으로 입수 가능한 것이다.

실시예1 단백질 칩1 내지 단백질 칩4의 제조 및 검증
      주요한 설비 및 기기

화학 발광 스캐너, 미국GE사.
주요 시약 및 출처

마우스 단일 클론 항체 DCP 항체(일본FUJIREBIO사), 알데히드 칩(상하이바이오사), HRP표지된 프로트롬빈 토끼 유래 항체(미국Fitzgerald사), HRP화학 발광 기질 용액인 A용액 및 B용액을 1:1의 비례에 따라 혼합하여 새로 배합(미국Millipore사).
비정상적인 프로트롬빈 표준 물질: 일본FUJIREBIO사.
실험에 사용 된 시약 및 도구: DCP항체(일본FUJIREBIO사); HRP표지된 토끼 유래 항체(미국Fitzgerald사); 화학 발광 스캐너(미국GE사).
PBS배합: 염화나트륨(NaCl) 8g, 염화칼륨(KCl) 0.2g, 인산이수소나트륨(Na2HPO4)1.44g, 인산이수소칼륨(KH2PO4) 0.24g을 배합하여 pH 7.4로 조정하고 용액이 1L되게 한다.
PBST배합: PBS, 1L＋Tween-20,1ml

기질 슬라이드 글라스(1)는 알데히드 칩(상하이바이오사)이며, 매개 칩은 10개의 검출 사각형(검출 하부 영역)을 포함하며, 매개 사각형은 혈청을 한개 검출하며, 1회에 10개의 혈청을 검출가능하며, 길이×폭×두께는 각각 76.4×25.2×1mm이다.
단계1. 칩1 내지 칩4 제조
매개 검출 하부 영역(2)에서, DCP항체의 스폿팅 농도 4mg/ml로 마우스DCP항체를 칩 상에 순차적으로 스폿팅한다.
매개 검출 하부 영역(2)에는 미량의 DCP특이적 항체를 분무하여 형성된 검출 반점(3)을 가진 검출 반점 영역과, 농도가 4mg/ml인 소 혈청 알부민을 분무하여 형성된 대조 반점(4)을 가진 대조 반점 영역이 설치된다.
스폿팅 방법은 다음과 같다.
칩1: 매개 검출 사각형에서 마우스DCP단일 클론 항체의 스폿팅 농도는 4mg/ml이고, 매개 검출 반점의 항체량은 10ul이며; 10%의 소 혈청 알부민(BSA)을 음성 대조군으로 하며, 매개 대조 반점의 총량은 10ul이며;
칩2: 마우스DCP단일 클론 항체의 스폿팅 농도는 4mg/ml이고, 매개 검출 반점의 항체량은 5ul이며; 10%의 소 혈청 알부민(BSA)을 음성 대조군으로 하며, 매개 대조 반점의 총량은 5ul이며;
칩3: 마우스DCP단일 클론 항체의 스폿팅 농도는 4mg/ml이고, 매개 검출 반점의 항체량은 1ul이며; 10%의 소 혈청 알부민(BSA)을 음성 대조군으로 하며, 매개 대조 반점의 총량은 1ul이며;

칩4: 마우스DCP 단일 클론 항체의 스폿팅 농도는 4mg/ml이고, 매개 검출 반점의 항체량은 100nl이며; 10%의 소 혈청 알부민(BSA)을 음성 대조군으로 하며, 매개 대조 반점의 총량은 100nl이며;

통상적인 접촉식 스폿팅 방식을 사용한다.
단계2. 표준 곡선 및 표준 물질을 사용하여 칩을 검증
표준 물질 제조:

정상적인 혈청에 일련의 농도 구배에 따라 비정상적인 프로트롬빈 표준 물질 및 검증용 표준 물질 혈청을 첨가한다.
표준 물질 혈청: 0mAU/ml, 5mAU/ml, 10mAU/ml, 20mAU/ml, 40mAU/ml 80mAU/ml, 160mAU/ml, 320mAU/ml, 640mAU/ml);

검증용 표준 물질 혈청: 0mAU/ml, 2mAU/ml, 4mAU/ml, 8mAU/ml , 16mAU/ml, 35mAU/ml 50mAU/ml, 70mAU/ml, 90mAU/ml, 120mAU/ml, 150mAU/ml, 300mAU/ml).
단백질 칩 조작 흐름:

      검출 대기 샘플 10ul(2.5ul의 혈청용 PBS를 4배로 희석하여 제조할 수 있음)를 칩의 매개 검출 하부 영역에 적가하여 37℃에서 30분간 배양하며, 항원-항체 결합의 특성을 이용하여 혈청 중의 DCP 및 DCP항체가 결합하여 항원-항체 복합체를 형성하게 한다.
PBST를 사용해 4회 세척하여 비특이적 결합물을 제거 후, PBS로 희석한 HRP표지된 토끼 유래 1차 항체를 첨가하여 37℃에서 30분간 배양한다. 토끼 유래 항체는 항원과 결합되어 DCP항체-DCP-토끼 유래HRP표지된 프로트롬빈 항체 복합체를 형성한다.
PBST를 사용해 4회 세척하여 비특이적 결합물을 제거 후, HRP발광 기질을 첨가하여 37℃에서 30분간 배양하고, 그 다음에 화학 발광 스캐너로 스캐닝하여 검출 반점 화소값을 얻는다.
고상 담체상의 화학 발광 화소와 검체의 시험 항원의 량이 양의 상관 관계를 가지며, 칩 포획 스폿팅 항체(마우스 유래 1차 항체) 및 검출용 항체(토끼 유래 1차 항체)는 각각 상이한 종의 동물로부터 채집하며, 프로트롬빈의 상이한 에피토프에 대항한다. 도2는 항체 샌드위치 법에 의한 단백질 칩의 흐름도이다.
표준 물질 혈청의 농도를 가로 좌표로, 화소값을 세로 좌표로 표준 곡선을 작성하여 표준 곡선 회귀 방정식을 만든다.
칩1 내지 칩4에 의해 얻어진 표준 곡선 회귀 방정식의 상관 계수의 제곱값 R2은 0.55-0.6사이에 있으며, 표준 물질 농도와 화소값 사이의 선형 상관 관계는 바람직하지 못하다.
조제한 다른 농도의 검증 표준 물질 혈청을 사용하여 표준 곡선을 검증한 결과, 검증 표준 물질 혈청 자체의 농도가 현저히 차이가 나며, 그중에 농도가 80mAU/ml이하인 검증 표준 물질 혈청의 검출값은 여러번 반복해도 모두 30mAU/ml이하로서, 진단 한계값인 40 mAU/ml보다 작으며, 거짓 음성(false negative)을 나타낸다.
단계3. 알려진 DCP함량의 임상 혈청을 사용하여 이 칩들을 검증하며, 혈청 샘플은 다음과 같다.
간암 혈청35개: 출처는 수도의과대학교 부속 우안병원 표본 라이브러리이고, 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈 농도가 진단 한계값인 40 mAU/ml(l mAU/ml = 1ng/ml)이상임을 알고 있음;

정상적인 건강한 사람 혈청28개: 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈 농도가 진단 한계값보다 작음;
공백 대조군7개(공백 대조군1×PBS), 검출 결과의 통계는 하기 표1과 같다.
표1 칩1 내지 칩4의 검출 결과
	
	칩1
	칩2
	칩3
	칩4
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	DCP

<40mAU/ml
	DCP

≥40mAU/ml
	DCP

<40mAU/ml
	DCP

≥40mAU/ml
	DCP

<40mAU/ml
	DCP

≥40mAU/ml
	DCP

<40mAU/ml

	간암혈청(35)
	20
	15
	21
	14
	24
	11
	24
	11

	건강한 혈청(28)
	0
	28
	0
	28
	0
	28
	0
	28

	공백 대조군(7)
	0
	7
	0
	7
	0
	7
	0
	7


표1의 결과로부터 알수 있다 싶이, 공백 대조군7개에서 DCP가 검출되지 않았고; 건간항 혈청28개에서 DCP가 검출되지 않았고; 간암 혈청35개 중에서 단지20-24개에서만 DCP가 임계값보다 크게 검출되었는데, 다시말하면, 이러한 칩들의 검출 감도가 (20～24)/35＝57.1%~68.6%로서, 검출 누락 비례가 매우 높다.
실시예2. 칩5 내지 칩7의 제조 및 검증
단계1 칩 제조
칩5: 마우스DCP단일 클론 항체의 스폿팅 농도는 4mg/ml이고, 매개 검출 반점 의 항체량은 10nl이며; 10%의 소 혈청 알부민(BSA)을 음성 대조군으로 하며, 매개 대조 반점의 총량은 10nl이며;

대조 칩6: 마우스DCP단일 클론 항체의 스폿팅 농도는 4mg/ml이고, 매개 검출 반점의 항체량은 5nl이며; 10%의 소 혈청 알부민(BSA)을 음성 대조군으로 하며, 매개 대조 반점의 총량은 5nl이며;

대조 칩7: 마우스DCP단일 클론 항체의 스폿팅 농도는 4mg/ml이고, 매개 검출 반점의 항체량은 2nl이며; 10%의 소 혈청 알부민(BSA)을 음성 대조군으로 하며, 매개 대조 반점의 총량은 2nl이며;

대조 칩5 내지 대조 칩7은 독일GESIM사의 Nano-Plotter NP2.1모델의 비접촉식 PL급 스폿팅 장치를 사용하였고, 압전 스폿팅 바늘을 사용하였으며, 스폿팅 장치의 챔버 내부 온도를 4-8℃로 제어하였다.
단계2 단계 및 실험용 시약은 실시예1과 동일하다.
칩5 내지 칩7에서 얻은 표준 곡선 회귀 방정식의 상관 계수의 제곱값R2 이6.5-7.5사이로 점차 증가하며, 표준 물질 농도와 화소값 사이의 선형 관계가 현저히 개선된 것을 알수 있다.
조제한 다른 농도의 검증 표준 물질 혈청을 사용하여 표준 곡선을 검증한 결과, 검증 표준 물질 혈청 자체 농도의 차이가 줄어 들고 있으며, 최소 검출 한계가 4mAU/ml에 도달할 수 있다.
단계3. 알려진 임상 혈청을 사용하여 칩을 검증
혈청은 실시예1의 단계3의 혈청과 동일하며, 검출결과의 통계는 표2와 같다.
표2 칩5 내지 칩7의 검출 결과
	
	칩8
	칩9

	　
	DCP

≥40mAU/ml
	DCP

<40mAU/ml
	DCP

≥40mAU/ml
	DCP

<40mAU/ml

	간암혈청 (35)
	27
	8
	30
	5

	건강한 혈청(28)
	0
	28
	0
	28

	공백 대조군(7)
	0
	7
	0
	7


표2의 결과로부터 알수 있다 싶이, 공백 대조군7개에서 DCP가 검출되지 않았고; 건간항 혈청28개에서 DCP가 검출되지 않았고; 간암 혈청35개 중에서 단지27-30개에서만 DCP가 임계값보다 크게 검출되었는데, 다시말하면, 이러한 칩들의 검출 감도가 (27～30)/35＝77.1%~85.7%로서, 검출율이 현저히 제고되었지만, 검출 누락 비례가 여전히 비교적 높다. 단계2의 검증 표준 물질 혈청의 검증 상황을 참조하면, 대체적으로 검출 한계가 낮아 검출 누락을 초래한 것으로 확인할 수 있다.
본 발명의 일 실시예에서, 스폿팅 량을 한층 더 줄였지만, 얻은 표준 곡선에서 표준 물질 농도와 화소값 사이의 선형 관계가 개선된 것을 관찰하지 못했다. 검증 표준 물질 혈청 및 임상 혈청에 대한 검증에서도 칩5 내지 칩7에서보다 현저한 개선이 없다.
실시예3. 칩8 내지 칩10의 제조 및 검증
본 발명인은 항체 정제, 시약 배합에서부터 검출 온도와 시간 등에 대한 다양한 시도를 하였지만, 표준 물질 농도와 화소값 사이의 선형 관계과 한층 더 개선되는 것을 발견하지 못했고, 검출율이 90%이상에 도달하기 매우 어려웠다. 다만, 우연한 시험에서, 본 발명인은 항체를 소량으로 여러회 나누어 스폿팅하는 방법을 시도하였는데, 이런 방법으로 얻은 칩이 실시예2의 기타 조건이 변하지 않는 상황에서 표준 곡선의 상관 계수R2 가 이외로 0.9－0.95로 부상되었고, 검출율도 상응하게 92-95%로 제고되었으며, 구체적으로 다음과 같다.
단계1. 칩8 및 칩9의 제조
칩8: 마우스DCP단일 클론 항체의 스폿팅 농도는 4mg/ml이고, 매개 검출 반점의 항체량은 3nl이며; 10%의 소 혈청 알부민(BSA)을 음성 대조군으로 하며, 매개 대조 반점의 항체량은 5nl이며; 독일GESIM사의 Nano-Plotter NP2.1모델의 비접촉식 PL급 스폿팅 장치을 사용하였고, 압전 스폿팅 바늘을 사용하였으며, 스폿팅 장치의 챔버 내부 온도는 4-8℃로 제어하고, 매개 스폿팅 반점에 대해 매회 300-500pl씩 3-5회 분무하여 총 3nl의 항체를 스폿팅하며, 검출 반점의 직경은 0.5-1mm이고, 칩 구조는 도1과 같다.
칩9: 마우스DCP단일 클론 항체의 스폿팅 농도는 4mg/ml이고, 매개 검출 반점의 항체량은 5nl이며; 10%의 소 혈청 알부민(BSA)을 음성 대조군으로 하며, 매개 대조 반점의 총량은 5nl이며; 독일GESIM사의 Nano-Plotter NP2.1모델의 비접촉식 PL급 스폿팅 장치을 사용하였고, 압전 스폿팅 바늘을 사용하였으며, 스폿팅 장치의 챔버 내부 온도는 4-8℃로 제어하고, 매개 스폿팅 반점에 대해 매회 300-500pl씩 6-10회 분무하여 총 3nl의 항체를 스폿팅하며, 검출 반점의 직경은 0.5-1mm이다.
단계2 단계 및 실험용 시약은 실시예1과 동일하다.
칩8 또는 칩9에 의해 얻어진 표준 곡선 회귀 방정식의 상관 계수의 제곱값R2 이 9.2-9.5사이로 부상되었고, 표준 물질 농도와 화소값 사이의 선형 관계가 매우 현저하게 개선되었다.
조제한 다른 농도의 검증 표준 물질 혈청을 사용하여 표준 곡선을 검증한 결과, 검증 표준 물질 혈청 자체의 농도가 오차 허용 범위에 속하는 미소한 차이만 존재하며, 그중에 농도가 60mAU/ml인 검증 표준 물질 혈청의 검출값이 한계값 이하이며, 거짓 음성(false negative)을 나타낸다. 여전히 현저한 거짓 음성을 가진다.
단계3. 알려진 임상 혈청을 사용하여 칩을 검증
혈청은 실시예1의 단계3의 혈청과 동일하며, 검출결과의 통계는 표3과 같다.
표3 칩8 및 칩9의 검출 결과
	
	칩8
	칩9

	　
	DCP

≥40mAU/ml
	DCP

<40mAU/ml
	DCP

≥40mAU/ml
	DCP

<40mAU/ml

	간암혈청 (35)
	33
	2
	34
	1

	건강한 혈청(28)
	0
	28
	0
	28

	공백 대조군(7)
	0
	7
	0
	7


표3의 결과로부터 알수 있다 싶이, 공백 대조군7개에서 DCP가 검출되지 않았고; 건간항 혈청28개에서 DCP가 검출되지 않았고; 간암 혈청35개 중 33개에서 DCP가 임계값보다 크게 검출되었는데, 다시말하면, 이러한 칩들의 검출 감도가 (33～34)/35＝94.3%~97.1%로서, 검출율이 거의 100%에 도달한다.
최종 결정한 최적 칩 방안은 다음과 같다.
매개 검출 사각형(검출 하부 영역)내에서, 마우스DCP항체를 칩 상에 DCP항체 스폿팅 농도4mg/ml로 순차적으로 1열에 4개의 검출 반점을 스폿팅하며 ; 10%의 소 혈청 알부민(BSA)을 음성 대조군으로 하여 마찬가지로 4회 스폿팅하여 대조 반점을 형성하며;

   독일GESIM사의 Nano-Plotter NP2.1모델의 비접촉식 PL급 스폿팅 장치를 사용하였고, 압전 스폿팅 바늘을 사용하였으며, 스폿팅 장치의 챔버 내부 온도는 4-8℃로 제어하고, 매개 스폿팅 반점에 대해 매회 300-500pl씩 6-10회 분무하여 총 3nl의 항체를 스폿팅하며, 매개 검출 하부 영역에 4개의 검출점을 포함하기에 포획항체가 12nl필요하며, 검출 반점의 직경은 0.5-1mm이다.
실험예 최적 칩 방안의 적용효과
표준 곡선 회귀 방정식의 상관 계수R2이 0.98이다.
혈청 샘플:

간암 혈청 8개: 출처는 수도의과대학교 부속 우안병원 표본 라이브러리(비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈 농도가 진단 한계값인 40 mAU/ml(l mAU/ml = 1ng/ml)이상임을 알고 있음);

정상적인 건강한 사람의 혈청 1개;

공백 대조군1개(공백 대조군1×PBS)。

본 칩의 검출 결과:
공백 대조군 및 건강한 대조군에서 모두 비정상적인 프로트롬빈이 검출되지 않았는 바, 이는 본 실험에서 사용한 칩이 유효하다는 것을 설명한다. 정상 사람의 체내에 비정상적인 프로트롬빈이 존재하지 않으며, 건강한 혈청에서 프로트롬빈이 검출되지 않았다. 이것은, 본 발명의 칩 및 방법에 따라 검출한 거짓 양성(false positive)이 0이며, 검출결과에 따라 간암 혈청과 정상 혈청을 정확하게 구분할 수 있다는 것을 설명한다.
간암 혈청 8개의 검출 반점 스캔 및 컴퓨팅 결과는 양성을 나타냈는 바, 이것은 간암 혈청 8개중에서 특히 간암 말기 환자의 체내에 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈이 존재한다는 것을 설명하고, 8개 양성 검출 하부 영역의 검출 반점에 서로 다른 정도의 밝기가 표시되는데, 이것은 8개 간암 혈청이 서로 다른 농도의 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈을 포함한다는 것을 설명한다. 도3을 참조하면, 3 및 5는 약한 양성을 나타내고, 검출 반점의 밝기가 약하지만, 1, 2, 4, 6, 7, 8은 모두 강한 양성을 나타낸다. 검출 결과는 본 발명의 단백질 칩이 간암 혈청을 정확하게 검출할 수 있고, 혈청 중의 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈의 농도를 반정량적으로 검출할 수 있다는 것을 설명한다. 상기 데이터는 본 발명의 칩 및 방법이 양호한 정확도 및 신뢰성을 가진다는 것을 설명한다.
      다른 수십개의 외래 진료에서 간암으로 확인된 환자의 혈청에 대한 검출에서, 검출 감도 및 특이도가 모두 90%에 도달했다.
본 발명의 키트:

일부 칩의 검출 하부 영역(2) 사이에 물리적 칸막이(5)로서 돌기가 설치된 실시예3의 칩 및 HRP표지된 프로트롬빈 다클론 항체, HRP화학 발광 기질 용액을 포함하며, 상기 HRP표지된 프로트롬빈 다클론 항체는 토끼 유래 항체이며, 상기 검출 반점에 고정된 DCP특이적 항체와 다른 물종으로부터 유래된다.

【부호의 설명】
1: 기질 슬라이드 글라스
2: 검출 하부 영역
3: 검출 반점
4: 대조 반점
5: 물리적 칸막이

8: 간암혈청
9: 건강한 대조 혈청
10: 공백 대조군
【특허청구범위】

【청구항1】
혈청의 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈을 검출하기 위한 고처리량 단백질 칩에 있어서,
상기 단백질 칩의 기질 슬라이드 글라스에 각각 하나의 혈청 샘플을 검출하기 위한 복수개의 검출 하부 영역을 설치하고; 상기 각 검출 하부 영역에는 미량의 DCP특이적 항체를 분무하여 형성된 검출 반점을 가진 검출 반점 영역 및 소 혈청 알부민을 분무하여 형성된 대조 반점을 가지는 대조 반점 영역이 설치되고; 동일한 검출 반점 영역내의 모든 검출 반점 위의 물질의 농도가 동일하며;
매개 상기 검출 반점을 형성하는 DCP특이적 항체의 총량은 3-5L이고, 농도는 3-5mg/mL이고, 각 검출 반점은 비접촉식 스폿팅 장치를 통해 6-10회로 나누어 300-500pL를 분무하는 방식으로 형성되며, 검출 반점의 직경은 0.5-1mm; 인 것을 특징으로 하는 단백질 칩.
【청구항2】
제1항에 있어서,

매개 상기 검출 반점 영역은 1열로 배열된 4-8개의 서로 분리된 검출 반점을 포함하고, 상기 대조 반점 영역은 1열로 배열된 4-8개 서로 독립적으로 분리된 대조 반점을 포함하며, 상기 검출 반점 및 대조 반점은 평행된 2열로 배열되는 것을 특징으로 하는 단백질 칩.

【청구항3】
제2항에 있어서,

칩의 길이, 넓이, 폭은 각각 76.4 mm, 25.2 mm 및 1mm이고, 상기 기질 슬라이드 글라스에는 10개의 상기 검출 하부 영역이 설치되는 것을 특징으로 하는 단백질 칩.

【청구항4】
제2항에 있어서,

상기 검출 하부 영역 사이에는 물리적 칸막이로서 돌기가 설치되는 것을 특징으로 하는 단백질 칩.

【청구항5】
제1항에 있어서,

상기 DCP의 특이적인 단일클론 항체는 마우스 항-인간DCP인 것을 특징으로 하는 단백질 칩.

【청구항6】
제1항 내지 제5항의 어느 한 항의 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈을 검출하기 위한 단백질 칩의 제조 방법에 있어서,
매개 상기 검출 반점을 형성하는 DCP특이적 항체의 총량은 3 nl이고, 농도는 4mg/ml이고, 상기 DCP특이적 항체를 6-10회로 나누어 매회에 300-500p를 분무하는 방식으로 상기 검출 반점을 형성하는 것을 특징으로 하는 단백질 칩의 제조 방법.

【청구항7】
제6항에 있어서,

분무과정에서 사용하는 상기 DCP특이적 항체의 온도는 4-8℃인 것을 특징으로 하는 제조 방법.

【청구항8】
제6항 또는 제7항에 있어서,

비접촉식 스폿팅 장치를 사용해 분무하여 스폿팅하는 것을 특징으로 하는 제조 방법.

【청구항9】
혈청의 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈을 검출하기 위한 키트에 있어서,

제1항 내지 제5항의 어느 한 항의 단백질 칩 및 HRP 표지된 프로트롬빈 다클론 항체, HRP화학 발광 기질 용액을 포함하며; 상기 HRP 표지된 프로트롬빈 다클론 항체는 토끼 유래 항체이며, 상기 검출 반점에 고정된 DCP특이적 항체와 다른 물종으로부터 유래되는 것을 특징으로 키트.

【청구항10】
혈청 중의 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈을 검출하는 방법에 있어서,
제1항 내지 제6항의 어느 한 항의 단백질 칩을 사용하며,
검출 대기 혈청 샘플을 희석하여 상기 단백질 칩의 검출 하부 영역에 적가하고, 배양 후, PBST로 검출 하부 영역을 세척하여 비특이적 결합물을 제거하며;
PBS로 희석한 HRP표지된 프로트롬빈 항체를 첨가하며, 배양 후, PBST로 검출 하부 영역을 세척하여 비특이적 결합물을 제거하며;
HRP기질 발광 용액을 첨가하고, 화학 발광 스캐너를 사용하여 단백질 칩에 대해 스캐닝하여 희석 후의 검출 대기 혈청 샘플 중의 DCP발광 화소값을 각각 얻으며;

상기 배양은 37℃에서 30분간 배양하는 단계를 포함하는 것을 특징으로 하는 혈청 중의 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈을 검출하는 방법.
【요약서】

【요약】
본 발명은 혈청 중의 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈(Abnormal decarboxylase prothrombin)을 검출하기 위한 단백질 칩, 키트 및 그 제조방법에 관한 것으로, 단백질 검출 기술분야에 속한다. 본 발명은 상기 단백질 칩의 기질 슬라이드 글라스에 각각 하나의 혈청 샘플을 검출하기 위한 복수개의 검출 하부 영역을 설치하고; 상기 각 검출 하부 영역에는 미량의 DCP특이적 항체를 분무하여 형성된 검출 반점을 가진 검출 반점 영역 및 소 혈청 알부민을 분무하여 형성된 대조 반점을 가지는 대조 반점 영역이 설치되고; 동일한 검출 반점 영역내의 모든 검출 반점 위의 물질의 농도가 동일하며; 매개 상기 검출 반점을 형성하는 DCP특이적 항체의 총량은 3-5L이고, 농도는 3-5mg/mL이고, 각 검출 반점은 비접촉식 스폿팅 장치를 통해 6-10회로 나누어 300-500pL를 분무하는 방식으로 형성되며, 검출 반점의 직경은 0.5-1mm; 인 것을 특징으로 한다. 본 발명의 단백질 칩, 키트는 비정상적인 디카르복실라제 프로트롬빈을 정확하게 검출할 수 있으며, 임상 사용에서 감도가 높고 시간을 점감하고 간편하고 경제적인 등 장점을 가진다.
【도면】

【도 1】
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【도2】
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底物发光=기질 발광
HRP标记凝血酶原抗体=HRP표지된 프로트롬빈 항체
异常脱羧=비정상적인 탈카르복실
DCP抗体=DCP항체
醛基玻片=알데히드 칩
【도3】
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