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摘  要 

创伤性颅脑损伤（Traumatic brain injury, TBI）一直是全球性的公共卫生难点，

其中轻中度颅脑损伤（mild to moderate TBI，mmTBI）占据 TBI 中的绝大多数，

它在人群中的发生率居高不下，会造成患者行为、认知和记忆等方面的长久损害。

目前临床上缺乏对于轻度 TBI（mild TBI，mTBI）的精准定义和统一指标，且由于

外在症状不明显，mTBI 常常被忽视和漏诊，造成患者伤害风险的增加。临床上以

影像学检查结果结合格拉斯哥昏迷量表（Glasgow coma scale，GCS）评分对 TBI

患者进行分级诊断，但量表评价过于主观，对儿童及老年人不友好；影像学检查

耗费时间经济成本高，对 mTBI 不敏感易出现假阴性结果，受仪器与场地限制不适

于战场等复杂环境下的使用。为了实现适用于复杂环境下的 mmTBI 及时诊断，我

们利用免疫层析技术结合量子点荧光标记，研制了以胶质纤维酸性蛋白（Glial 

fibrillary acidic protein，GFAP）与泛素羧基末端水解酶 L1（Ubiquitin C-terminal 

hydrolase L1，UCHL1）为检测标志物的量子点标记免疫层析试纸条，利用快速检

测试纸条实现对 mmTBI 的现场及时辅助诊断。另一方面，寻找能够精准评估

mmTBI，尤其是 mTBI 的生物标志物一直是研究热点。尽管已有大量 mTBI 潜在

生物标志物的研究报道，能够用于独立诊断 mTBI 的分子仍未被发现。我们通过构

建弥漫性闭合型轻度颅脑损伤小鼠模型模拟实际场景中 mTBI 的发生，利用代谢组

学技术对比模型组与对照组小鼠脑组织与血清中代谢水平的差异，对 mTBI 的潜在

相关分子进行了初步筛选。 

目的：以 GFAP 和 UCHL1 为检测标志物，研制基于量子点标记的免疫层析试

纸条，实现兼具灵敏度与特异性的 mmTBI 现场快速辅助诊断，同时对 mTBI 的潜

在标志物进行初步筛选。 

方法：首先对 GFAP 和 UCHL1 蛋白结构及亚型进行分析，针对各亚型高度保

守肽段进行蛋白重组表达制备免疫原，利用抗体制备技术制备相应抗体，与市售

抗体进行对比后筛选出 GFAP 与 UCHL1 的最佳匹配抗体对。随后采用量子点微球

偶联抗体制备荧光探针，优化抗体偶联条件；制备快速检测试纸条，优化试纸条

检测参数。得到试纸条后对试纸条进行特异性与重复性评价，最后以临床样本对

试纸条检测效果进行评价并与商品化 ELISA 检测试剂盒对比。 

另一方面，通过构建弥漫性闭合型轻度颅脑损伤小鼠模型采集脑组织及血清

样本进行代谢组学分析，筛选出代谢差异物后利用 ELISA 方法进行验证，初步获

得 mTBI 的潜在相关分子。 

结果：GFAP 检测试纸条量子点微球偶联 GFAP 鼠单抗最佳 pH 为 6.0，最佳
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偶联比例为 10:1（质量比），GFAP 兔多抗和山羊抗鼠二抗分别作为试纸条 T 线

与 C 线划膜，最佳划膜浓度为 1mg/mL，仅需 70μL 血清样本即可在 13min 内实现

对 mmTBI 患者与非 TBI 患者的区分，在 51 例临床样本检测中检测灵敏度达到

95.24%，特异性达到 90%，检测效果与商品化 ELISA 检测试剂盒相当。UCHL1

检测试纸条量子点微球偶联 UCHL1 兔单抗最佳 pH 为 8.0，最佳偶联比例为 10:1

（质量比），UCHL1 兔多抗和山羊抗兔二抗分别作为试纸条 T 线与 C 线划膜，最

佳划膜浓度分别为 0.96mg/mL 和 0.5mg/mL，仅需 70μL 血清样本即可在 15min 内

实现对 mmTBI 患者与非 TBI 患者的区分，在 59 例临床样本检测中检测灵敏度达

到 100%，特异性达到 90%，检测效果与商品化 ELISA 试剂盒相当。 

利用代谢组学技术对弥漫性闭合型轻度颅脑损伤小鼠模型进行采样分析，通

过 ELISA 验证后获得黄嘌呤、苯乙胺和霉酚酸酯三种 mTBI 潜在相关分子。 

结论：基于量子点标记的 GFAP 与 UCHL1 快速检测试纸条具有操作便捷、易

于携带，检测迅速、结果可靠，且不受仪器与场地的限制的优势，以此建立的诊

断方法能够有效实现复杂环境下 mmTBI 的准确评估，帮助患者及时介入治疗，避

免严重不良后果的发生，也为将来双指标联合检测奠定基础，有助于 mmTBI 的精

确诊断。 

另一方面，初步筛选出了三种 mTBI 潜在相关分子，可以对其进行进一步的探

索研究及验证。 

 

关键词：轻中度创伤性颅脑损伤；胶质纤维酸性蛋白；泛素羧基末端水解酶

L1；量子点；快速诊断  



硕士学位论文 

 

第 XI 页 

Abstract 

Traumatic brain injury (TBI) has always been a global public health problem, of 

which mild to moderate TBI (mmTBI) accounts for the majority of TBI, and its 

incidence remains high in the population, causing long-lasting damage to patients' 

behavior, cognition and memory. Currently, there is a lack of precise definition and 

standardized indicators for mild TBI (mTBI), and mTBI is often overlooked and 

underdiagnosed due to the lack of obvious external symptoms, resulting in an increased 

risk of harm to patients. In clinical practice, TBI patients are graded and diagnosed by 

imaging results combined with Glasgow coma scale (GCS) scores, but the evaluation of 

the scale is too subjective and unfriendly to children and the elderly; imaging 

examinations are time-consuming and costly, insensitive to mTBI and prone to 

false-negative results. Furthermore, the limitations of the instruments and sites make 

imaging examinations unsuitable for use in complex environments, such as battlefields. 

In order to achieve timely diagnosis of mmTBI in complex environments, we developed 

immunochromatographic test strips combined with quantum dot fluorescent labeling. 

GFAP (GFAP) and Ubiquitin C-terminal hydrolase L1 (UCHL1) were used as the 

detection markers in the rapid test strips, and the strips were used to realize the on-site 

and timely auxiliary diagnosis of mmTBI. On the other hand, the search for biomarkers 

capable of accurately assessing mmTBI, especially mTBI, has been a research hot. 

Although a large number of studies on potential biomarkers of mmTBI have been 

reported, molecules that can be used to diagnose mmTBI independently remain 

undiscovered. We simulated the occurrence of mTBI in real scenarios by constructing a 

mouse model of diffuse closed mTBI , and used metabolomics technology to compare 

the differences in metabolic levels in brain tissues and serum between the model and 

control groups to preliminarily screen out potentially relevant molecules for mTBI.  

Objective: To develope quantum dot-based immunochromatographic test strips 

using GFAP and UCHL1 as detection markers to achieve rapid on-site assisted 

diagnosis of mmTBI with both sensitivity and specificity, as well as preliminary 

screening of potential markers for mTBI.  

Method: Firstly, the structure and subtypes of GFAP and UCHL1 proteins were 

analyzed, and the highly conserved peptides of each subtype were recombinantly 

expressed to prepare immunogens. The corresponding antibodies were prepared by 

antibody preparation technique, and the best matching antibody pairs between GFAP 

and UCHL1 were screened by comparing with the commercial antibodies. Subsequently, 

quantum dot microspheres were used to couple antibodies to prepare fluorescent probes 

and the antibody coupling conditions were optimized; rapid test strips were prepared 



硕士学位论文 

 

第 XII 页 

and the detection parameters of the test strips were optimized. The specificity and 

repeatability of the test strips were evaluated after obtaining the strips, and finally the 

strips were evaluated with clinical samples and compared with commercial ELISA test 

kits. 

On the other hand, brain tissue and serum samples were collected for 

metabolomics analysis by constructing a mouse model of diffuse closed mild brain 

injury, and metabolic differentials were screened and then validated by using the ELISA 

method, to preliminarily obtain potentially relevant molecules of mTBI. 

Result: The best pH and coupling ratio for quantum dot microspheres coupled 

with GFAP murine monoclonal antibody were 6.0 and 10:1 (mass ratio) respectively. 

The optimal concentration for GFAP rabbit poly-antibody and goat anti-mouse 

secondary antibody to be used as the T and C lines of the test strips for the membrane 

was 1mg/mL. The differentiation of patients with mmTBI from those with non TBI 

could be achieved in only 70 μL of serum samples wthin 13min, and the sensitivity and 

specificity of the test strips in 51 clinical samples reached 95.24% and 90% respectively, 

which was comparable to that of commercialized ELISA kits. Similarly, the optimal pH 

and coupling ratio were 8.0 and 10:1 (mass ratio) respectively for quantum dot 

microspheres coupled with UCHL1 rabbit monoclonal antibody, and the UCHL1 rabbit 

poly-antibody and goat anti-rabbit secondary antibody were used as the T-line and 

C-line of the test strips with the optimal concentrations of 0.96 mg/mL and 0.5 mg/mL 

respectively. It only required 70 μL of serum samples to distinguish patients with 

mmTBI from those without TBI in 15min, and the sensitivity and specificity of the test 

strips in 59 clinical samples were 100% and 90% respectively, which was on par with 

commercialized ELISA kits. 

Three potentially relevant molecules for mTBI, xanthine, phenylethylamine and 

mycophenolate mofetil, were obtained after validation by ELISA using metabolomics 

techniques for sampling and analyzing a mouse model of diffuse closed mild brain 

injury. 

Conclusion: The quantum dot-labeled GFAP and UCHL1 test strips are 

user-friendly and easy to carry with rapid and reliable results, and free from instrument 

and site limitations. The diagnostic method established in this way can effectively 

realize accurate assessments of mmTBI in complex environments, contribute to timely 

medical treatments of patients to avoid serious adverse consequences, and also lay the 

foundation for the future combination of dual index detection, which will be helpful for 

an accurater diagnosis of mmTBI. 

Meanwhile, three potentially relevant molecules of mTBI were preliminarily 

screened, which can be further explored for research and validation. 
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前  言 

1、创伤性颅脑损伤 

创伤性颅脑损伤（traumatic brain injury, TBI），指头部受到撞击或外力冲击导

致正常脑部功能结构遭到破坏，是世界范围内致残和致死的主要原因之一，给全

球公共卫生造成了巨大的负担。从机理上讲，TBI 通常起源于由外部打击直接导致

的原发性损伤，进而逐步发展为继发性损伤；继发性发病机制包括分子、化学及

炎症级联反应，涉及兴奋性神经递质的释放，可导致暂时性或永久性神经功能缺

损，从而导致患者在行为、认知和记忆方面的损害[1, 2]。据估计，每年有 5000 万

至 6000 万人遭受 TBI，造成的全球经济损失高达 4000 亿美元[3]。在欧美，平均每

年每 10 万人中就有新增 TBI 患者 811 至 979 人[4]。在中国这一水平有所下降，我

国每年每 10 万人中新增 TBI 患者为 55.4 至 64.1 人[5]，但由于我国人口基数庞大，

因此每年新增 TBI 患者的绝对数量远超大多数国家，给社会和家庭造成了严重负

担。与普通人群相比，TBI 更多发于军人、运动员、老人及儿童。据统计，在伊拉

克与阿富汗战争中超过半数士兵遭受了 TBI，已成为该战役参战士兵的“标志性创

伤”
[6]；在乌克兰战争中，热武器的使用使得 TBI 不仅在士兵中常见，也波及到了

大量平民造成不同程度的脑损伤[7]。运动员由于职业原因容易遭受反复头部撞击导

致 TBI，尤其是脑震荡的发生；老人与儿童由于生理机能原因易遭受 TBI 外，TBI

所导致的不良结果发生率也更为显著[8]。 

2009 年美国退伍军人管理局及国防部按照 TBI 的严重程度将 TBI 分为轻度

（mild）、中度（moderate）和重度（severe）三类[9]，判断标准由患者的脑部影像

学检查结果、格拉斯哥昏迷量表（Glasgow Coma Scale，GCS）评分结合临床表现

症状共同划分（表 1）。其中临床表现症状包括遭受 TBI 后①意识丧失（Loss of 

Consciousness，LOC）的持续时间；②定向障碍、思维迟钝、神志不清等意识/精

神状态的改变（Alteration of consciousness/mental state，AOC）时间；③失忆症状

（Post-traumatic amnesia，PTA）的持续时间。 

表 1 美国退伍军人管理局及国防部对轻、中、重度 TBI 的分级标准 

指标 轻度 中度 重度 

脑部成像  正常  正常或异常  正常或异常  

GCS 评分  13-15 9-12 ＜ 9 

LOC 持续时间  0-30min 30min-24h ＞ 24h 

AOC 持续时间  ≤24h ＞ 24h ＞ 24h 

PTA 持续时间  ≤1d 1-7d ＞ 7d 
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注：如果患者符合表中特定严重程度的任何标准，则将其分级为该程度 TBI；如果患者符

合多个严重程度类别的标准，则将其分级为较高严重程度 TBI。 

在大量发生的 TBI 中，轻中度颅脑损伤（mild to moderate TBI，mmTBI）占

据绝大多数。在欧洲，到医院就诊的 TBI 患者中超过 90%被诊断为 mmTBI
[3]，在

中国这一比例则维持在 80%左右[5]。这一特点同样体现在军人群体。伊拉克和阿富

汗战争中，遭受脑部损伤的美军 90%~95%被诊断为 mmTBI
[10]，根据美国国防和

退伍脑损伤中心统计，mmTBI 占军事相关脑损伤的 82.4%
[11]，是现役军人中最常

见的脑损伤类型。在 TBI 导致的损伤中，最低程度的轻度 TBI（mild TBI，mTBI）

也依然会对患者造成持久的不良影响。与普通人相比，患有 mTBI 的人群中风风险

增加了 50%
[12]，失眠患病率明显提高[11]，患痴呆[13]、情绪障碍和神经退行性疾病

等后遗症的概率增加[14]，并容易在长期内造成认知表现的改变[15]。大约 50%到医

院就诊的 mTBI 患者在受伤后 6 个月内仍不能恢复到脑损伤前的健康水平[3]。  

由于 mTBI 外在表现轻微甚至无症状，常常容易被忽视或漏诊，造成患者病情

的延误导致后续伤害风险的增加，因此针对 mTBI 的及时诊断显得尤其重要。自

1993 年美国康复医学大会（the American Congress of Rehabilitation Medicine，

ACRM）对 mTBI 进行了定义后，随着临床实践研究，针对 mTBI 的定义在 1993

年至 2019 年间由不同组织进行过多次更新[16]，判断标准略有不同，但在某些诊断

特征上是一致的（表 2）。结合 mTBI 的诊断特征，目前临床上对 mmTBI 的诊断金

标准依靠 GCS 量表评分与影像学检查结果共同完成。但在实践过程中，GCS 量表

评分主观性强，对于老人及儿童不友好；影像学检查中 CT 对轴索损伤不敏感，在

mTBI 的诊断中容易出现假阴性，相比之下 MRI 准确性较 CT 有所提高，但出于时

间成本和经济成本考虑患者基本不会选择 [17, 18]。在目前的诊断标准下，有

90%~95%的 TBI 患者 CT 扫描结果正常无颅内损伤，增加了不必要的电离辐射风

险[3]。此外，对于如军事人员、战时场合等特殊人员和复杂环境下，影像学检测受

仪器和场地的限制，无法在复杂环境下紧急应用。因此，研制出一种不受仪器与

场地限制、检测经济成本小、时间成本低、可实现对 mmTBI 快速判断的诊断方法

成为了研究的热点。 

表 2 不同组织对 mTBI 定义阈值标准 

 ACRM

（1993） 

CDC

（2003） 

WHO

（2005） 

CDE 

（2010） 

VA/DoD 

（2016） 

CISG 

（2017） 

ONF

（2018） 

CT 或 MRI 可显

示创伤相关的颅

内病变 

是 是 是 是 否 否 是 

局灶性神经缺陷 是 是 是 是 是 是 是 

意识丧失 是 是 是 是 是 是 是 



硕士学位论文 

 

第 3 页 

续表 2 不同组织对 mTBI 定义阈值标准 

 ACRM

（1993） 

CDC

（2003） 

WHO

（2005） 

CDE 

（2010） 

VA/DoD 

（2016） 

CISG 

（2017） 

ONF

（2018） 

精神状态下降 是 是 是 是 是 是 是 

逆行性遗忘 是 是 否 是 是 未提及 是 

创伤后失忆 是 是 是 是 是 是 是 

意识混乱 /定向

障碍（GCS 量表

评分<15） 

是 是 是 是 是 是 是 

意识混乱 /定向

障碍（主观判断） 
是 是 未提及 是 是 是 未提及 

眩晕（主观判断） 是 否 否 未提及 是 是 未提及 

思维下降 未提及 否 否 是 是 是 是 

躯体症状 否 否 否 否 否 是 是 

认知或情绪症状 否 否 否 否 否 是 否 

注： 

ACRM：American Congress of Rehabilitation Medicine 美国康复医学大会； 

CDC：Centers for Disease Control and Prevention 疾病控制和预防中心； 

WHO：World Health Organization Collaborating Centre Task Force on Mild Traumatic Brain 

Injury 世界卫生组织轻度创伤性脑损伤合作中心工作队； 

CDE：Demographics and Clinical Assessment Working Group of the International and 

Interagency Initiative toward Common Data Elements for Research on Traumatic Brain Injury and 

Psychological Health 创伤性脑损伤和心理健康研究共同数据要素国际和机构间倡议的人口统

计和临床评估工作组； 

VA/DoD：the Department of Veterans Affairs and the Department of Defense 美国退伍军人管

理局及国防部； 

CISG：Concussion in Sport Group 脑震荡运动研究小组； 

ONF：Ontario Neurotrauma Foundation 安大略神经创伤基金会。 

2、mmTBI 生物标志物 

生物标志物作为一类可被客观测量与评价的指标，它的出现或浓度改变能够

真实反映患者的病生理状态，判断疾病的发生、发展和预后，大大弥补了传统诊

断方式的不足。基于 mmTBI 的病生理特点，许多蛋白分子已经被作为候选标志物

研究。到目前为止，与神经元、轴突、星形胶质细胞和脑血管损伤相关的蛋白分

子最有希望[19]（图 1），如与神经元和轴突损伤相关的泛素羧基末端水解酶 L1 

(UCHL1)、神经元特异性烯醇化酶（NSE）、Tau 蛋白以及神经丝轻链蛋白（NFL）

等；与星形胶质细胞和脑血管损伤相关的钙结合蛋白 B（S100B）和胶质纤维酸性

蛋白(GFAP)等。其中 GFAP 和 UCHL1 得到了较为普遍的认可。 
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图 1 TBI 相关生物标志物[19]
 

 

GFAP 是中枢神经系统成熟星形胶质细胞的中间丝蛋白，在急性中枢神经系统

损伤性疾病中能够反映星形胶质细胞的激活[20, 21]，其在血液中的水平变化可以有

效辅助判断 TBI 的受损程度。据报道，GFAP 在区分 mTBI 患者与非 TBI 对照组方

面具有出色的准确性，可以较好区分 CT 阴性和阳性患者[22]。进一步研究显示，血

清 GFAP 在显示 CT 阴性的 mTBI 患者中，具有区分 MRI（+）/CT（-）患者的能

力[20]。GFAP 浓度的升高表明存在结构性脑损伤，而 CT 无法对其进行检测，因此

CT 检测阴性并不能排除 mTBI 的可能。相比之下，GFAP 具有更高的诊断准确性。 

UCHL1 也被称为神经元特异性蛋白 PGP9.5 和 Parkin 5，主要存在于中枢和周

围神经系统的神经元及轴突中，其表达差异会导致错误折叠蛋白的产生增加和降

解受损，这恰好是部分神经退行性疾病和 TBI 的典型特征之一[23, 24]。因此，UCHL1

在血液中的水平变化可以有效辅助判断 TBI 的受损程度。据报道，UCHL1 在区分

mTBI 患者与非 TBI 患者中的灵敏度高达 95%
[22]，在预测 mmTBI 患者的 CT 表现

方面具有较高的准确性（AUC = 0.77, mmTBI 患者 347 例，对照 179 例），但是在

评估所有 TBI 患者 CT 表现水平时准确度略有下降（AUC = 0.67, TBI 患者 595 例，

对照 256 例）[25]。 

综上，通过对血清中 GFAP 和 UCHL1 的浓度检测可以实现 mmTBI 的辅助诊

断。因此，如何建立血清 GFAP 与 UCHL1 的快速检测方法成为研究的重点。 

3、免疫层析技术 

免疫层析技术是 20 世纪末出现的一种新型免疫分析方式，因其操作简单、读

取方便、检测迅速等优势被广泛应用于现场即时检测，在临床疾病诊断、环境污
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染检测、药物研究、食品安全监督、有毒有害物质检测等领域不断发展。该技术

结合了免疫反应与固相色谱分析，以带有标记物的抗原抗体特异性结合为基础，

通过毛细作用在固相膜上富集带有标记物的检测样本，通过对标记物的分析实现

待测样本的定性或定量分析，一般在 5~20min 内便可得到直观的检测结果。除操

作简便、检测迅速的优势外，该方法还具有成本低廉、使用安全、无需专业人员

和复杂检测仪器的优势，已成为应用最广的样品筛查检测手段之一。 

实现免疫层析技术检测的载体为免疫层析试纸条，根据抗原抗体结合方式的

不同，可分为竞争免疫层析法和双抗夹心免疫层析法两种。竞争免疫层析适用于

检测单一抗原表位的小分子抗原或者半抗原，如黄曲霉素[26]、伏马毒素[27]等，常

用于食品安全中毒素残留的检测；双抗夹心免疫层析则多用于检测具有多个抗原

表位的大分子抗原，如致病菌[28]、病毒[29]、蛋白[30]等，常用于疾病的诊断。免疫

层析试纸条主要由样品垫、结合垫、硝酸纤维素（NC）膜、检测线（T 线）、质

控线（C 线）、吸水垫、聚氯乙烯（PVC）底板等部分组成，待测样品滴入样品垫

后开始向吸水垫方向进行层析，首先在结合垫中与事先喷涂的量子点标记抗体反

应，随后通过检测线对结合强度进行判断，再经过质控线对反应体系进行判断，

从而得出分析结果。 

 
图 2 免疫层析试纸条模式图 

 

在这一过程中，标记物的选择格外重要，一种高灵敏度、强稳定性的标记物

将大幅提高检测性能。胶体金是其中应用最早、使用最广泛的经典标记物，它是

一类表面带有阴性电荷的纳米级别的金颗粒，在弱碱性环境下可与带有阳性电荷

的蛋白分子相吸附，形成牢固结合的复合物，出现肉眼可见的斑点，为诊断提供

显色媒介。但是在追求高灵敏度、定量检测和多元检测的技术发展趋势下，以胶

体金为标记物的诊断检测灵敏度偏低、易受环境因素影响，只能用于待测物的初

筛或定性判断，无法进行定量分析。随着纳米技术的不断发展和新材料的应用，

量子点、镧系元素、稀土金属元素等新型标记材料的出现使得免疫层析检测灵敏

度不断提高，检测性能不断增强。其中，量子点被认为是免疫层析中最有前途的
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荧光半导体纳米材料[31]。 

量子点(quantum dots, QDs)是一类直径在 10nm 左右的荧光纳米材料,通常由

Ⅱ-Ⅵ、Ⅲ-Ⅴ、Ⅳ-Ⅵ族原子构成,如 CdSe、CdTe、CdS 等。基于量子尺寸效应[32]
,

当量子点的粒子半径接近或小于其激子波尔半径时,粒子费米能级附近的电子能将

由准连续变为分立能级，表现在吸收光谱上则会形成具有结构特征的吸收峰，从

而显示出独特的光学特性，如较高的斯托克位移、较宽的吸收光谱、窄而对称的

发射光谱和高效且稳定的发光效率[33, 34]等。量子点还可以通过改变自身化学成分、

形状大小等组成因素，实现对吸收光谱和发射光谱的调谐[35]，如使发射波长覆盖

整个可见光区或者使同一激发光在不同半径的量子点上发射出不同光谱，从而实

现对多组分的联合检测。 

与传统有机荧光染料相比，①量子点激发光谱宽而发射光谱窄且对称分布，

单一光源可同时激发不同半径的量子点发射出不同颜色的荧光，实现多组分同时

检测；②量子点光化学稳定性高，荧光光谱几乎不受环境因素如溶剂、PH 值、温

度等影响，荧光稳定性更强；③量子点具有高量子产率及高荧光强度，可以更高

效地提供荧光信号，增强检测结果的灵敏度，显著降低检测方法的检出限。 

 
图 3 相同激发光下不同粒径量子点颜色变化 

4、量子点的偶联与修饰 

作为潜力强大的荧光信号标记物，量子点需要与抗体进行偶联以示结果信号。

通常水相合成的量子点表面带有如羧基、氨基等亲水官能团，可以直接在水溶液

中与生物分子进行连接。抗体作为大分子蛋白，其裸露片段表面带有氨基、巯基、

醛基等多种结构末端，可以为量子点的偶联提供结合位点。 

量子点与抗体的偶联可分为共价偶联与非共价偶联两大类： 

共价偶联通过使用交联剂作为中间反应载体使量子点的表面基团与抗体表面
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基团相连。交联剂是一类小分子化合物，分子量一般在 200~600Da 之间，具有 2

个或多个针对特殊基团（氨基、巯基等）的反应末端，起到桥梁作用促进反应的

发生。交联剂可以和不同分子的对应基团分别偶联从而将这些分子结合在一起。

如羧基化 QDs 与抗体（antibody, Ab）偶联，使用的交联剂是是 1-乙基-3（3-二甲

基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐（EDC）和 N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）[36]或 N-羟基

硫代琥珀酰亚胺（sulfo-NHS），该方法是量子点偶联中最常用的方法[37]；表面带

有末端氨基的 QDs，可与 Ab 上的巯基通过交联剂琥珀酰亚胺-4-环已烷-1-碳酸酯

（SMCC）[38]或 4-（N-马来酰亚胺甲基）环己烷-1-羧酸磺酸基琥珀酰亚胺酯钠盐 

（sulfo-SMCC）偶联[39]。此外，羟基化 QDs 在反应缓冲体系 pH8.5 的条件下，利

用双官能团交联剂 N-（p-马来酰亚胺苯）异氰酸酯（PMPI），可与 Ab 的巯基连

接[40]。 

非共价偶联主要包括生物素-亲和素系统、适配体中间蛋白连接和静电吸附。

亲和素与生物素间具有强亲和力，该结合迅速、专一、稳定，并具有多级放大效

应。羧基化 QDs 表面带有负电荷，可与表面带有高正电荷的链霉亲和素通过静电

相互作用结合，此时结合了亲和素的 QDs 便可以与生物素化的 Ab 形成 QDs-亲和

素-生物素-Ab 的连接系统间接连接。与生物素-亲和素系统类似，适配体中间蛋白

同时具有亮氨酸拉链结构域和 G 蛋白结构域，其中亮氨酸拉链结构域带有正电荷，

可以与带负电的量子点通过静电结合，G 蛋白结构域则可结合抗体的 Fc 区域，以

此形成量子点与抗体的偶联。此外，有报道表明带负电的量子点与带正电的生物

分子可直接通过静电吸引相连接，无需依靠其他试剂，已成功应用于细胞成像。 

量子点独特的光学特性赋予了它广阔的应用空间和应用前景，但是单个量子

点尺寸小、荧光强度有限,用于生物标记时暴露在复杂的生理环境中,容易破坏量子

点的荧光稳定性。随着量子点修饰技术的不断发展，量子点微球和磁珠量子点微

球应运而生。 

微球是一类由高分子材料如聚苯乙烯等聚合而成的直径在纳米至微米尺度范

围的球型粒子。通过聚合包载法、物理吸附法、溶胀法等方法，量子点可以被吸

附或包载于微球的表面和内部形成量子点微球[41]。由于量子点与抗体偶联后会对

荧光特性造成影响，导致量子点荧光的减弱甚至淬灭，造成荧光效率的下降，量

子点微球将大量量子点包裹在微球内部，保护了量子点的核心，提高了量子点的

稳定性及对外界环境的耐受性，同时因为单个微球内部包裹大量量子点，量子点

微球的荧光信号强度可达到单个量子点的数万倍[42]，可以进一步提高试纸条的检

测灵敏度。此外经微球修饰后量子点粒径变大，为抗体的偶联提供了更多的分子

修饰位点。Changhua Zhou
[43]等人通过对量子点微球修饰，实现了该量子点微球在
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不同 pH 值、不同盐浓度和 80℃热处理条件下均表现出较高的稳定性，且基于该

量子点微球标记的试纸条对甲胎蛋白的检出限达到 0.1ng/mL，是市售胶体金标记

试纸条的 200 倍。 

磁珠量子点微球进一步将磁性材料与量子点微球相结合，通过微球包载技术[44]

将磁珠与量子点共同包载于微球内部，或利用静电吸附原理[45]将量子点吸附于磁

珠表面形成磁珠量子点微球。由于磁珠是具有磁性的微球，结合了磁珠的生物分

子表现出磁性，而一般的生物分子几乎不表现出任何磁性，因此通过磁场作用，

磁珠量子点微球可实现对待测物的分离浓缩，满足检测中低背景值、高灵敏度的

需求，非常适用于多组分复杂样本的检测分析。Liang Guo
[44]等人利用超声乳化法

将 Fe3O4 磁性纳米粒子与量子点包裹于微球中，制备出荧光强度比单一量子点强

226 倍的磁性荧光微球，以此标记物制作荧光探针制备的免疫层析试纸条可实现对

黄曲霉素 B1 的快速检测，检测限在提取液中为 2.84pg/mL，在样本原液中为

48.69pg/mL，优于已报道的荧光微球免疫层析检测。 

5、选题目的和意义 

mmTBI 作为全球性的健康危害之一仍然存在诊断指标不够精确、医疗检测成

本高等困难，而在军人等特殊群体中更是存在对于复杂环境下 mmTBI 快速诊断的

迫切需求。因此，本研究以 GFAP 和 UCHL1 为血清标志物，通过量子点标记的免

疫层析技术实现对 mmTBI 的辅助诊断，降低医疗检测成本，实现复杂环境下的快

速诊断需求。另外，本课题组已于前期建立了模拟轻度颅脑损伤场景的弥漫性闭

合型轻度颅脑损伤小鼠模型，通过对模型组小鼠与对照组小鼠血清和脑组织的代

谢组学分析，初步筛选出其他潜在的 mTBI 分子标志物，为 mTBI 的精确诊断提供

新的参考依据。 
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第一章  量子点标记免疫层析试纸条检测 GFAP 方法建立 

引 言 

GFAP 是一种特异性表达于中枢神经系统星形胶质细胞的Ⅲ型中间丝蛋白，它

与微管和微丝一起构成星形胶质细胞的细胞骨架，被认为是星形胶质细胞完全分

化成熟的标记物[46]。GFAP 在中枢神经系统中发挥着极其重要的作用，作为细胞骨

架蛋白家族的一员，除了参与构成大脑的神经元外，GFAP 还能够抑制成熟大脑中

神经元的增殖，形成隔离受损组织的物理屏障，参与小脑运动学习，调节脑缺血

后的血流，支持髓鞘形成，并为大脑提供机械强度[47]。此外，GFAP 还可作为中枢

神经系统损伤的生物标志蛋白，如外力造成的急性中枢性损伤、神经退行性疾病

中的阿尔兹海默症、帕金森等[48-50]。在 mmTBI 中，颅脑损伤会引发星形胶质细胞

破裂，导致 GFAP 及其裂解产物释放进入蛛网膜下腔脑脊液，脑脊液中的 GFAP

进一步通过静脉系统直接释放到血液中，或者在脑脊液循环中扩散穿透血脑屏障

进入全身血液[51]。 

研究表明，不同程度 TBI 患者的血清 GFAP 水平始终会高于正常人水平，且

与 TBI 受损程度成正相关[52]。Linda
[53]等人在一项大样本跟踪实验中发现，遭受

mmTBI 的患者平均 GFAP 血清水平大于 0.25ng/mL，而正常人血清中 GFAP 水平

在 0.1ng/mL 上下。Metting
[54]等人对 CT（-）与 CT（+）的 mTBI 患者血清 GFAP

水平进行研究，发现当患者血清 GFAP 水平高于 0.23ng/mL 时能区别两组患者，

其灵敏度为 75%，特异度为 62%。另外，用 MEDLINE、SCOPUS 和 EMBASE 三

个数据库进行 meta 分析评估 GFAP 对 CT 成像异常的预测价值时，发现 GFAP 的

最佳阈值为 0.63ng/mL，此时 GFAP 的检测灵敏度为 71%，特异性为 71%，当降低

GFAP 检测阈值时，检测灵敏度增加，检测特异性降低[55]。 

据报道，人体中 GFAP 存在 7 个不同亚型[46]，分别是 α、γ 、δ/ε、κ、△135、

△163 和△exon6（表 3），它们通过不同的 mRNA 剪切表达产生，在脑区不同部

位存在丰度表达差异，其中 GFAP-α 在星形胶质细胞中表达最为丰富。与其他中间

丝蛋白结构类似，GFAP 同样具有头部、杆状区域和尾域结构，在这 7 种不同亚型

中，它们的中间杆状区域具有高度保守性，头部和尾域则存在不同的剪切修饰，

被认为是与其他蛋相互作用的结构域。 
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表 3 人体中不同 GFAP 亚型 

GFAP 亚型 蛋白长度（aa） 

α 432 

γ ≥321 

δ/ε 431 

κ 438 

△135 374 

△163 ≤366 

△exon6 ≤347 

我们通过查阅 GenBank 库中 GFAP 蛋白序列，优化筛选出 GFAP 各亚型的保

守区域肽段（175-390 肽段），以 pET24a 质粒为载体构建重组质粒表达蛋白获得

免疫原，随后按照单克隆抗体常规制备流程免疫 BALB/c 小鼠获得 GFAP 鼠单克

隆抗体；另外选取 GFAP 蛋白序列中不同肽段进行多肽合成，以 KLH 标签偶联肽

段作为免疫原对新西兰大白兔进行免疫注射，获得 GFAP 兔多克隆抗体。利用双

抗夹心 ELISA 法进行免疫层析。 

与单量子点相比，量子点微球将量子点吸附或包载于微球的表面和内部，保

护了量子点的核心，在提高量子点稳定性的同时放大了荧光信号强度，使试纸条

检测灵敏度进一步提高[42]，因此选择量子点微球作为荧光标记物进行荧光探针的

制备。量子点微球表面的羧基可通过共价偶联方式与抗体裸露片段的氨基结合，

其中最常用的方法是使用交联剂 1-乙基-3（3-二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐

（EDC）和 N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）作为中间反应载体使基团相连（图 4）。 

 

图 4 量子点微球与抗体共价偶联原理示意图 

我们采用量子点微球作为荧光标记物，以 EDC 和 NHS 为交联剂采用共价偶

联方法将量子点微球与 GFAP 鼠单抗偶联获得荧光探针。以 GFAP 兔多抗作为检

测线（T 线）、山羊抗小鼠二抗作为质控线（C 线）在 NC 膜上包被划膜，将样品

垫、NC 膜和吸水垫各部分组装在 PVC 底板切割成试纸条对样品进行检测（图 5）。

评价试纸条检测特异性和重复性，以不同浓度 GFAP 蛋白血清建立标准曲线，用
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收集到的临床样本评价试纸条对 mmTBI 的诊断效果，最终研制出基于 GFAP 的免

疫层析试纸条实现对 mmTBI 的快速诊断。 

 

图 5 试纸条检测原理及组成结构 

 

 

1.1  实验材料 

1.1.1  质粒、细胞、动物 

表 4 实验质粒、细胞与动物 

材料 公司 

Pet24a 质粒（含目的基因） 苏州博特龙免疫技术有限公司 

BL21（DE3）感受态细胞 苏州博特龙免疫技术有限公司 

小鼠骨髓瘤细胞 SP2/0 苏州博特龙免疫技术有限公司 

BALB/c 小鼠 邳州市东方养殖有限公司 

新西兰大白兔 邳州市东方养殖有限公司 

 

1.1.2  主要试剂及材料 
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表 5 实验试剂 

试剂 公司 

弗氏不完全佐剂 苏州博奥龙科技有限公司 

山羊抗小鼠二抗（HRP） 苏州博奥龙科技有限公司 

山羊抗兔二抗（HRP） 苏州博奥龙科技有限公司 

显色液 苏州博奥龙科技有限公司 

预活化层析介质（巯基偶联专用） 苏州博奥龙科技有限公司 

SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒 上海碧云天生物技术有限公司 

GFAP 全长蛋白 Abcam 

牛血清白蛋白 Abcam 

山羊抗小鼠二抗 北京义翘神州科技股份有限公司 

1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳酰二亚胺 Sigma 

N-羟基琥珀酰亚胺 Sigma 

量子点微球 上海昆道生物技术公司 

人血清 Gemini 

NC 膜 深圳市徳优平科技有限公司 

样品垫、吸水垫、PVC 板 上海杰一生物科技有限公司 

人 GFAP ELISA 免疫检测试剂盒 江苏酶免实业有限公司 

1.1.3  主要实验仪器 

表 6 实验仪器 

仪器 公司 

酶标仪 瑞士 TECAN 生物有限公司 

SDS-PAGE 蛋白电泳仪 北京六一仪器厂 

凝胶成像分析仪 北京赛智创业科技有限公司 

恒温培养箱 上海精宏实验设备有限公司 

冷冻离心机 Sigma 

免疫荧光分析仪 广州蓝勃生物科技有限公司 

划膜仪 上海捷宁生物科技有限公司 

裁条机 上海捷宁生物科技有限公司 

超声破碎仪 宁波新芝生物科技股份有限公司 

 

1.1.4  主要试剂的配置 
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选择性培养基： 

RPMI 1640，含 10% FBS、HAT 培养基添加剂（1×）、10% Clone Easy，在超

净工作台无菌配置后封口膜封口，4℃保存。 

细胞裂解液： 

在 1mL Tris-HCl（1M，pH6.8）中加入 4 mL 10% SDS 和 40μL EDTA（0.5M，

pH8.0），最后加入蒸馏水定容至 20mL，4℃保存。 

ELISA 包被液（0.05M，pH9.6）： 

称取 Na2CO3 1.59g，NaHCO3 2.93g，加蒸馏水至 1000 mL，4℃保存。 

PBS（0.01M，pH7.4）： 

称取 NaCl 8.0g，KH2PO4 0.2g，KCl 0.2g，Na2HPO4·12H2O 2.9g，溶于 900mL

蒸馏水中，调节 pH 至 7.4，定容至 1000mL，4℃保存。 

PBST： 

在 PBS 中加入 0.05%Tween-20，充分溶解后 4℃保存。 

Binding Buffer：  

称取 Na2HPO4 1.32g，NaH2PO4·2H2O 0.11g，NaCl 14.61g 和咪唑 0.17g，溶于

500 mL 蒸馏水中，用 0.22 μm 过滤器过滤缓冲液，4℃保存。  

Elution Buffer：  

称取 Na2HPO4 1.32g，NaH2PO4·2H2O 0.11g，NaCl 14.61g 和咪唑 17.02g，溶

于 500 mL 蒸馏水中，用 0.22 μm 过滤器过滤缓冲液，4℃保存。 

LB 液体培养基： 

称取酵母提取物 5g，蛋白胨 10g 和 NaCl 10g，加入 800 mL 蒸馏水充分搅拌

后定容至 1L，高压蒸汽灭菌冷却至室温后加入相应抗生素，4℃保存。  

LB 固体培养基： 

在液体 LB 培养基中加入 15g 琼脂糖，高压蒸汽灭菌，待冷却至室温后加入相

应抗生素，4℃保存。 

IPTG 溶液（100 mg/mL）： 

称取 IPTG 5g，加入 40mL 蒸馏水，充分溶解后定容至 50mL，用 0.22 μm 的

滤膜过滤除菌，分装成 1mL/管，-20℃保存。 

 

1.2  实验方法 

1.2.1  GFAP 小鼠单克隆抗体制备 
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1.2.1.1  GFAP175-390 抗原表达 

查询GenBank库中GFAP蛋白序列，可查询筛得到GFAP-α、GFAP-δ/ε、GFAP-

κ三种亚型序列。对比三种亚型序列（图 6）得到共有序列段 1-390。首先采用 1-174

肽段（包含两个完整的外显子基因段）进行质粒重组诱导蛋白表达，发现表达蛋

白浓度极低，无法纯化作为抗原进行动物免疫，故该肽段抗原表达失败。 

 

 

图 6 GFAP 蛋白亚型序列对比 

 

最终采用 175-390 亚型共有肽段用于进行抗原表达，重组表达方案载体图谱如

图 7 所示： 
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图 7 GFAP175-390 重组表达质粒载体图谱 

 

质粒重组蛋白表达操作步骤如下： 

（1）将表达质粒（含目的基因）转化到 BL21（DE3）感受态细胞中，37℃倒

置过夜培养； 

（2）挑取单菌落于 5mL 的 LB 培养基中，37℃，250rpm 条件下过夜培养 18h，

作为种子液； 

（3）将种子液按 1:100 转接到新鲜的 200mL LB 培养基中，37℃，250rpm 条

件培养，当菌液 OD600=0.6 时，补加 IPTG 诱导剂，18℃继续诱导培养； 

（4）低温离心收集菌体； 

（5）将菌体用裂解液重悬后进行超声破碎； 

（6）低温离心超声后的样品，分别取上清液和沉淀用 SDS-PAGE 凝胶电泳进

行蛋白分析。 

蛋白纯化操作步骤如下： 

将上述步骤获得的上清液，用 0.45μm 滤膜过滤，通过 Ni 亲和层析柱进行蛋

白纯化。 

（1）用 5 倍柱体积的去离子水洗涤，去除空气和 20%乙醇； 

（2）8 倍柱体积 Binding Buffer 平衡柱子； 
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（3）将样品以 0.5mL/min 的速度流穿镍柱； 

（4）用 Binding Buffer 平衡柱子； 

（5）用 Elution Buffer 洗脱； 

（6）收集洗脱的蛋白于 4℃透析 4h，用超滤法（超滤管）浓缩，获得抗原蛋

白，于-80℃储存。 

（7）用 SDS-PAGE 凝胶电泳对所获得的蛋白纯度进行分析。 

1.2.1.2  动物免疫 

将抗原 14.1μL 与 PBS 35.9μL、免疫佐剂 50μL 均匀混合，按照每剂 100μL 用

量于第 0 d 通过左后肢腓肠肌注射的方法对 BALB/c 小鼠进行初次免疫，抗原注射

剂量为 100μL /只；第 14 d 按照相同操作方法对小鼠进行加强免疫；第 22 d 对小鼠

进行尾尖采血并分离血清，用 ELISA 法测定血清抗体滴度，以健康小鼠（未免疫

小鼠）血清作为阴性对照，选取最佳免疫小鼠进行细胞融合。 

ELISA 操作步骤如下： 

（1）用包被液将抗原稀释至 1μg/mL，按照 100μL/孔加入酶标板，37℃孵育

1h； 

（2）1×PBST 洗板 3 次，按照 200μL/孔加入封闭液，4℃过夜后弃去封闭液； 

（3）1×PBST 洗板 3 次，按照 100μL/孔加入用 PBS 倍比稀释的待测血清，同

时设阴性对照组，37℃孵育 1h； 

（4）1×PBST洗板3次，按照100μL/孔加入HRP标记的山羊抗小鼠二抗（1:5000

稀释），37℃孵育 1h； 

（5）1×PBST 洗板 3 次，按照 100μL/孔加入 TMB 显色液，室温放置 1~5min； 

（6）按照 50μL/孔加入终止液终止反应，用酶标仪测定 450nm 处光密度值，

以实验孔/阴性对照孔大于 2.1 且数值不小于 0.2 判定为阳性。 

1.2.1.3  细胞融合 

（1）分别将 1×10
8 小鼠脾细胞和 2×10

7 骨髓瘤细胞重悬于 25mL 无血清培养基

中（用 50mL 离心管），1000rpm 离心 10min，弃去上清； 

（2）轻拍管底充分打散沉淀，将离心管置于 37℃水浴中保温至融合开始； 

（3）将 1mL 经过 37℃预热的 50% PEG 1450 匀速加入上述离心管中（1min

内加完）并用移液器枪头不断搅拌 2min； 

（4）依次将 1mL 经过 37℃预热的培养基匀速加入上述离心管中（1min 内加

完）并用移液器枪头不断搅拌；将 3mL 经过 37℃预热的培养基匀速加入上述离心

管中（3min 内加完）并用移液器枪头不断搅拌；将 10mL 经过 37℃预热的培养基

匀速加入上述离心管中并用移液器枪头不断搅拌，随后 37℃孵育 5min； 
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（5）离心弃去上清，用选择性培养基重悬细胞，常规方法培养细胞，3~5d 后

显微镜下观察杂交瘤细胞增殖情况。 

1.2.1.4  细胞筛选 

母克隆细胞株筛选： 

融合后观察细胞生长状态，筛选并标记每孔中仅有单克隆细胞团生长的孔。

抽取各单克隆孔细胞上清各 100μL，利用间接 ELISA 方法进行效价测定。 

ELISA 操作步骤如下： 

（1）用包被液将抗原稀释至 1μg/mL，按照 100μL/孔加入酶标板，37℃孵育

1h； 

（2）1×PBST 洗板 3 次，按照 200μL/孔加入封闭液，37℃孵育 2h； 

（3）1×PBST 洗板 3 次，取含有单克隆抗体的细胞上清按照 100μL/孔加入酶

标板，用空白培养基做阴性对照，用免疫小鼠的血清做阳性对照，37℃孵育 1h； 

（4）1×PBST洗板 3次，按照 100μL/孔加入HRP标记的山羊抗小鼠二抗（1:5000

稀释），37℃孵育 1h； 

（5）1×PBST 洗板 3 次，按照 100μL/孔加入 TMB 显色液，室温放置 1~5min； 

（6）按照 50μL/孔加入终止液终止反应，用酶标仪测定 450nm 处光密度值，

以实验孔/阴性对照孔大于 2.1 且数值不小于 0.2 判定为阳性。 

亚克隆细胞株筛选： 

挑选母克隆细胞中 ELISA 结果呈阳性的细胞株用有限稀释法做亚克隆筛选，

每株母克隆细胞铺一块 96 孔板。10~14d 后进行第一次亚克隆 ELISA 筛选，操作

步骤同母克隆筛选。对筛选出的亚克隆细胞进行第二次 ELISA 筛选，操作步骤中

将包被抗原改为 GFAP 全长蛋白，其余操作步骤相同。 

将筛选出的细胞株表达的抗体使用 protein A 亲和层析柱进行抗体纯化，最终

得到 GFAP 鼠单抗。 

1.2.2  GFAP 兔多克隆抗体制备 

1.2.2.1  GFAP 多肽抗原表达 

为尽可能避免兔抗与鼠抗有相同的抗原表位结合位点，在兔多抗的制备中，

采用除 175-390 肽段外的 GFAP 其余肽段对质粒进行基因重组诱导表达。 

对不同亚型 GFAP 末端特异性序列进行重组蛋白表达制备抗体（GFAP-α

391-432 肽段，GFAP-ε 391-429 肽段、GFAP-κ391-436 肽段），将重组质粒转化

到 BL21（DE3）感受态细胞中进行表达，蛋白表达步骤与 1.2.1.1 中相同。经

SDS-PAGE 凝胶电泳分析，发现蛋白在上清液与沉淀中均有表达。对上述所获得的
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蛋白进行纯化，蛋白纯化步骤与 1.2.1.1 中相同。用 SDS-PAGE 凝胶电泳对所获得

的蛋白纯度进行分析，显示蛋白纯度＞90%。以该抗原对新西兰大白兔进行免疫注

射并检测血清中抗体滴度，发现兔血清中抗体浓度极低，不满足细胞融合条件，

故以该抗原进行兔多抗制备失败。 

最终采取小分子多肽作为抗原进行动物免疫制备抗体。所采用的小分子多肽

序列如下： 

多肽 1：RRSYVSSGEMMVGGLAPGRRLGPGTR-Cys，通过 SMCC 偶联 KLH

标签； 

多肽 2：NAGFKETRASERAEMMELNDRFASYIEKVRFLEQQNKA-Cys，通过

SMCC 偶联 KLH 标签。 

1.2.2.2  动物免疫 

按照 1:1的比例将抗原与弗氏不完全佐剂混合，新西兰大白兔注射剂量为 1mL/

只（即抗原 500μL+弗氏不完全佐剂 500μL）。 

于第 0 d 通过背部皮下多点注射对新西兰大白兔进行免疫；第 20 d 按照相同

操作方式进行二次免疫；第 40 d 按照相同操作方式进行三次免疫；第 60 d 按照相

同操作方式进行四次免疫；第 70 d 预取血后，ELISA 检测抗血清效价达到要求，

颈动脉采全血并分离血清，用 ELISA 法测定血清抗体效价，以健康大白兔（未进

行免疫）血清作为阴性对照，选取免疫效果最佳的大白兔血清进行抗体亲和纯化。 

ELISA 操作步骤如下： 

（1）用包被液将抗原稀释至 2μg/mL，按照 100μL/孔加入酶标板，4°C 孵育

过夜。 

（2）1×PBST 洗板 3 次，按照 200μL/孔加入封闭液，37℃孵育 2h； 

（3）1×PBST 洗板 3 次，将血清倍比稀释后按照 100μL/孔加入酶标板，用健

康大白兔血清做阴性对照并设置空白对照，37℃孵育 1h； 

（4）1×PBST 洗板 3 次，按照 100μL/孔加入 HRP 标记的山羊抗兔二抗（1:5000

稀释），37℃孵育 45min； 

（5）1×PBST 洗板 3 次，按照 100μL/孔加入 TMB 显色液，室温放置 5~10min； 

（6）按照 50μL/孔加入终止液终止反应，用酶标仪测定 450nm 处光密度值，

以实验孔/阴性对照孔大于 2.5 且数值不小于 0.2 判定效价。 

1.2.2.3  抗体亲和纯化 

对效价最佳的兔子血清进行抗体亲和纯化，操作步骤如下： 

（1）将纯化柱固定于铁架台上，从 4℃冰箱取出 NHS 填料，摇匀后将 1mL

填料加至纯化柱中； 



硕士学位论文 

 

第 19 页 

（2）流出贮存液后先用预活化层析介质中的 A 液（活化液，约 200~300ml）

冲洗柱子，随后用 B 液（偶联液，约 50~60ml）冲洗柱子，进行纯化柱的激活； 

（3）将 10mg 抗原用 100μL DMSO 溶解，随后加入 B 液混匀并加至柱料中（体

积约 2mL）； 

（4）密封柱子，放置摇床缓慢孵育，室温孵育 3h； 

（5）弃去抗原流出液，用 50mL 蒸馏水清洗填料，随后用封闭液进行封闭（封

闭液稀释 10 倍），放置摇床 4℃孵育过夜。 

（6）弃去封闭液，用 50mL 蒸馏水清洗填料，随后按照酸液、蒸馏水、碱液、

蒸馏水重复交替洗涤 8 次； 

（7）用洗杂液清洗柱子，加入用 0.22μm 滤膜过滤后的 10mL 血清于摇床缓

慢孵育，室温 2h； 

（8）收集流穿液，用 2 个柱体积的洗杂液洗涤柱子，在 100μL 蛋白检测液中

加一滴洗杂流穿液，检测是否洗涤干净； 

（9）加入 2mL 洗脱液悬浮柱料后静置 2~4min，使其充分作用后将抗体洗脱

下来，用事先加有中和液（10mL 洗脱液加入 1mL 中和液）的离心管收集，重复 5

次共收集 10mL 洗脱液，直至蛋白检测液检测抗体都洗脱下来。 

通过以上步骤，得到 GFAP 兔多克隆抗体。 

1.2.3  GFAP 抗体评价 

1.2.3.1  抗体特异性评价 

本研究制备 GFAP 抗体目的在于检测血清中 GFAP 蛋白含量，因此以人血清、

大鼠血清和小鼠血清对制备所得的抗体进行特异性评价。在人血清中加入 GFAP

蛋白作为阳性对照，同时设置无血清包被孔作为空白对照，以制备获得的抗体作

为一抗，采用 ELISA 方法对抗体特异性进行评价。 

ELISA 操作步骤如下： 

（1）用人血清将 GFAP 蛋白浓度配置成 10μg/mL； 

（2）使用包被缓冲液将 GFAP 蛋白血清、人血清、大鼠血清和小鼠血清稀释

1000 倍后按照 100μL/孔加入酶标板，37°C 孵育 2h； 

（3）1×PBST 洗板 3 次，按照 200μL/孔加入封闭液，4℃孵育过夜； 

（4）1×PBST 洗板 3 次，分别用 PBS 将 GFAP 鼠单抗和 GFAP 兔多抗稀释 5000

倍后按照 100μL/孔加入酶标板，37℃孵育 1h； 

（5）1×PBST 洗板 3 次，按照 100μL/孔分别对应加入 HRP 标记的山羊抗小鼠

和山羊抗兔二抗（1:5000 稀释），37℃孵育 1h； 

（6）1×PBST 洗板 3 次，按照 100μL/孔加入 TMB 显色液，室温放置 5~10min； 
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（7）按照 50μL/孔加入终止液终止反应，用酶标仪测定 450nm 处光密度值，

以实验孔/空白对照孔大于 2.5 且数值不小于 0.2 判定阳性。 

1.2.3.2  抗体效价检测 

采用 ELISA 方法对制备所得 GFAP 鼠单抗与 GFAP 兔多抗进行效价检测，并

且分别与商品化抗体进行对比。 

ELISA 操作步骤如下： 

（1）使用包被缓冲液将 GFAP 蛋白浓度配置成 1μg/mL，按照 100μL/孔加入

酶标板，37°C 孵育 2h； 

（2）1×PBST 洗板 3 次，按照 200μL/孔加入封闭液，4℃孵育过夜； 

（3）1×PBST 洗板 3 次，分别用 PBS 将 GFAP 鼠单抗、GFAP 兔多抗和商品

化抗体倍比稀释后按照 100μL/孔加入酶标板，37℃孵育 1h； 

（5）1×PBST 洗板 3 次，按照 100μL/孔分别对应加入 HRP 标记的山羊抗小鼠

和山羊抗兔二抗（1:5000 稀释），37℃孵育 1h； 

（6）1×PBST 洗板 3 次，按照 100μL/孔加入 TMB 显色液，室温放置 5~10min； 

（7）按照 50μL/孔加入终止液终止反应，用酶标仪测定 450nm 处光密度值，

以实验孔/阴性对照孔大于 2.5 且数值不小于 0.2 判定效价。 

1.2.4  GFAP 抗体对匹配 

除制备的 GFAP 鼠单抗和兔多抗外，选购常见的商品化 GFAP 抗体（表 7），

以兔抗作为捕获抗体包被于酶标板鼠抗作为检测抗体进行检测，或者以鼠抗作为

捕获抗体包被于酶标板兔抗作为检测抗体进行检测，筛选出合适的匹配抗体对。 

表 7 GFAP 抗体筛选 

类别 品牌 货号 

GFAP 兔单抗 CST E4L7M 

GFAP 鼠单抗 CST GA5 

GFAP 兔重组单抗 Abcam ab68428 

GFAP 鼠重组单抗 Abcam ab279289 

GFAP 兔多抗 武汉三鹰 16825-1-AP 

GFAP 鼠单抗 武汉三鹰 60190-1-LG 

双抗夹心 ELISA 操作步骤如下： 

（1）使用包被缓冲液将捕获抗体稀释 1000 倍，按照 100μL/孔加入酶标板，

37°C 孵育 2h； 

（2）1×PBST 洗板 3 次，按照 200μL/孔加入封闭液，4℃孵育过夜； 
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（3）1×PBST 洗板 3 次，用 PBS 将 GFAP 蛋白倍数稀释，按照 100μL/孔加入

酶标板，同时设置空白对照组（不加 GFAP 蛋白），37°C 孵育 1h； 

（4）1×PBST 洗板 4 次，用抗体稀释液将检测抗体稀释 1000 倍，按照 100μL/

孔加入酶标板，37℃孵育 1h； 

（5）1×PBST 洗板 4 次，用抗体稀释液将 HRP 标记的山羊抗小鼠和山羊抗兔

二抗稀释 5000 倍，按照 100μL/孔分别加入对应孔中，37℃孵育 1h； 

（6）1×PBST 洗板 4 次，按照 100μL/孔加入 TMB 显色液，室温放置 5~10min； 

（7）按照 50μL/孔加入终止液终止反应，用酶标仪测定 450nm 处光密度值，

根据 OD 值对匹配抗体对进行筛选。 

1.2.5  荧光探针制备 

1.2.5.1  量子点微球粒径选择 

量子点微球的粒径会对荧光信号强度造成影响。将粒径分别为 100、120 和

160nm 的三种量子点微球用纯水 50 倍稀释后以 365nm 波长进行激发，在 580nm

至 660nm 波长范围内间隔 1nm 进行发射光谱扫描，观察不同粒径量子点微球的荧

光信号强度；将三种不同粒径的量子点微球偶联相同质量抗体，等量上样于划膜

后的试纸条，经荧光分析仪检测比较 C 线荧光强度。选择荧光强度最大的量子点

微球粒径进行后续实验。每组实验平行重复三次，每次读数连续读取三遍取平均

值，以下实验相同。 

1.2.5.2  抗体偶联方案选择 

EDC 和 NHS 在水溶液中容易水解失活，需现用现配，且在 pH6.0 时活性最佳。

EDC 与 NHS 用量越大，量子点微球激活效果越好，但过量交联剂会导致清洗不够

彻底，影响与抗体的偶联效果。一般而言 EDC 与 NHS 用量为羧基浓度的 1~1.5 倍。

通过文献查阅[30, 56, 57]，按照 10μL（100μg）量子点微球加入 1.2mgEDC 和 0.4mgNHS

的比例，对以下三种偶联方法进行尝试： 

一步偶联法：即量子点微球的激活与抗体的偶联同时进行。 

具体操作步骤如下： 

（1）取 10μL 量子点微球加入 100μL MES 溶液中，依次加入 1.2mgEDC、

0.4mgNHS 和 10μg 抗体，37℃孵育 1h； 

（2）在溶液中加入 1mgEDC 和 100μL 封闭液（含 1%BSA 的 MES 溶液）继

续 37℃孵育 1h； 

（3）将上述溶液以 10000rpm 离心 10min，弃上清； 

（4）将沉淀用 PBS 清洗一遍，于 100μL PBS 溶液中重悬，得到量子点微球
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偶联抗体。 

两步偶联法：即分别进行量子点微球的激活和抗体的偶联。 

具体操作步骤如下： 

（1）取 10μL 量子点微球加入 100μL MES 溶液中，依次加入 1.2mgEDC 和

0.4mgNHS，37℃孵育 30min； 

（2）将上述溶液以 10000rpm 离心 10min 弃上清，沉淀用 PBS 清洗一遍，于

100μL PBS 中重悬； 

（3）在溶液中加入 10μg 抗体，37℃孵育 1h； 

（4）将上述溶液以 10000rpm 离心 10min 弃上清，沉淀在 100μL 封闭液（含

1%BSA 的 PBS 溶液）中重悬，37℃孵育 1h，得到量子点微球偶联抗体。 

抗腹水偶联法：操作步骤与一步偶联法类似，以抗腹水代替抗体进行偶联。

由于抗腹水中本身含有大量杂蛋白，因此无需封闭步骤。 

具体操作步骤如下： 

（1）取 10μL 量子点微球加入 300μL 抗腹水中，依次加入 1.2mgEDC 和

0.4mgNHS，37℃孵育 1h； 

（2）将上述溶液以 10000rpm 离心 10min，弃上清； 

（3）将沉淀用 PBS 清洗一遍，于 100μL PBS 溶液中重悬，得到量子点微球

偶联抗体。 

用 PBS 配置 10ng/mL GFAP 蛋白溶液作为阳性样本，设置阴性对照组。将三

种不同偶联方法制备获得的荧光探针加入样本中检测，等量上样于划膜后的试纸

条，经荧光分析仪检测得到 T 线与 C 线荧光强度比值 T/C，比较阳性样本与阴性

样本 T/C 的比值[(T/C)/(T0/C0)]，比值越大说明该方案偶联效果越好。 

采用最佳偶联方案分别偶联等量筛选出的两组匹配抗体对中的检测抗体，以

所匹配的捕获抗体划膜，上样于试纸条后进行检测，比较阳性样本与阴性样本 T/C

的比值[(T/C)/(T0/C0)]，筛选出最佳匹配抗体对。 

1.2.5.3  偶联缓冲液 pH 优化 

EDC 与 NHS 在 pH6.0 时活性最佳，因此选择 MES（pH6.0）为量子点微球激

活缓冲液。两步偶联法将量子点微球激活步骤和与抗体偶联步骤分別进行，不同

抗体有不同的最佳偶联 pH 条件。配置三种 pH 分别为 6.0、7.0 和 8.0 的 PBS 缓冲

液作为抗体偶联缓冲液，取 10μL 量子点微球标记相同质量抗体，在试纸条上等量

上样观察 C 线荧光强度，选择 C 线荧光强度最大时的 pH 值作为抗体偶联条件。 

 

1.2.5.4  抗体偶联比例优化 
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抗体偶联比例变化会对试纸条的检测灵敏度产生直接影响。取 10μL 量子点微

球，分别偶联 8、9、10、11 和 12μg 抗体，在试纸条上等量上样观察 C 线荧光强

度，选择 C 线荧光强度最大时偶联抗的体质量为抗体最佳偶联比例。 

1.2.6  免疫层析试纸条制备 

1.2.6.1  样品垫及 NC 膜选择 

样品垫能够分离过滤样品中的杂质，平衡待测样品的 pH 值和盐离子强度，使

样品在层析过程中保持一定的均一性和可控性，是免疫层析试纸条的重要组成部

分。通过文献查阅[28]，在通用样品垫、血清样品垫和预处理样品垫中进行选择。

其中预处理操作如下：将样品垫浸泡于含 0.5%BSA、5%蔗糖和 2%Tween-20 的 Tris

碱（0.02M，pH8.5）中，5min 后于 70℃烘箱烘干备用。 

分别用 PBS及人血清配置 1ng/mL GFAP蛋白作为阳性样本，设置阴性对照组，

测量阳性样本与阴性样本 T/C 的比值[(T/C)/(T0/C0)]，选择比值最大的样品垫进行

试纸条制备。 

NC 膜是免疫层析过程中进行抗原抗体反应的载体，它的选择对于试纸条检测

灵敏度及检测特异性具有显著影响。一定范围内，NC 膜的爬速越快，试纸条检测

时间越短。但爬速过快会导致抗原抗体反应时间缩短，造成检测灵敏度降低；爬

速过慢会增加非特异性结合的可能，导致本底增大。因此选择合适的 NC 膜极为重

要。 

对市面上主流的 NC 膜（表 8）进行选择，用人血清配置 0.2ng/mL GFAP 蛋白

作为阳性样本，设置阴性对照组，测量阳性样本与阴性样本 T/C 的比值

[(T/C)/(T0/C0)]，选择比值最大的 NC 膜进行试纸条制备。 

表 8 NC 膜选择 

品牌 型号 爬速（s/4cm） 

印度 MDI MDI90 90±15 

德国 Sartorius CN95 95-97 

深圳徳优平 NC120 120-125 

美国 Millipore Millipore135 130-135 

深圳徳优平 NC140 140-145 

印度 MDI MDI150 150±20 

 

1.2.6.2  探针用量及抗体划膜浓度优化 
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分别以 GFAP 兔多抗和山羊抗小鼠二抗作为检测线（T 线）和质控线（C 线），

以 1μL/cm 的速度划膜，将荧光探针加入待测样品孵育后滴入试纸条进行检测。用

人血清配置 1ng/mL GFAP 蛋白作为阳性样本，设置阴性对照组，测量阳性样本与

阴性样本 T/C 的比值[(T/C)/(T0/C0)]。 

在预实验中固定 T 线与 C 线划膜抗体浓度，发现增加上样量会使比值增大，

但反应时间增加；增加探针用量会使比值增大，但探针用量过大会导致阴性本底

增大，盖过阳性样本。固定上样量及探针用量，发现当 C 线浓度一定时，随着 T

线浓度增加，T 线荧光强度增大 C 线荧光强度减小，比值增加；当 T 线浓度一定

时，随着 C 线浓度增加，C 线荧光强度增大，比值减小。 

结合预实验结果，考虑经济效益与反应时间，固定上样量为 70μL，C 线划膜

浓度过量固定为 1mg/mL。按照探针用量为 1μL、2μL 和 3μL，兔多抗稀释倍数为

3 倍、4 倍和 5 倍对探针用量及 T 线划膜浓度进行优化，选择检测结果比值最大的

组合为最佳探针用量与 T 线划膜浓度。 

1.2.6.3  试纸条检测时间优化 

检测时间为抗体孵育时间与试纸条检测时间的总耗时。按照优化后条件，用

人血清配置 1ng/mL GFAP 蛋白作为阳性样本,在 70μL 阳性样本中加入荧光探针分

别孵育 2~6min，观察 T/C 比值，选择比值达到稳定的最短时间为孵育所需时间；

在 70μL 阴性样本中加入荧光探针，于 1~30min 内每 1min 进行一次测量观察 T/C

比值，选择比值达到稳定的最短时间为试纸条检测所需时间。 

1.2.7  试纸条评价 

1.2.7.1  特异性评价 

当人体遭受 TBI 后，血清中除了 GFAP 外还会有其他蛋白因子水平上升。 选

择 TBI 后同样在血清中水平上升的白细胞介素-6（IL-6）、白细胞介素-8（IL-8）、

泛素羧基末端水解酶 L1（UCHL1）和髓鞘碱性蛋白（MBP）4 种蛋白因子，按照

1ng/mL 蛋白浓度配置成待测样本于试纸条上进行检测，观察与阴性样本 T/C 的比

值[(T/C)/(T0/C0)]，对试纸条的检测特异性进行评价。 

1.2.7.2  重复性评价 

用人血清分别配置浓度为 0.1ng/mL、0.15ng/mL、0.2ng/mL、0.5ng/mL 和 1ng/mL

的 GFAP 阳性样本，设置阴性对照，在荧光检测仪中进行检测，计算阳性样本与

阴性样本 T/C 的比值[(T/C)/(T0/C0)]并建立标准曲线，利用 t 检验确定检出下限。实

验重复平行 5 次，每次读数连续读取 3 遍取平均值。 

抽取制备的 3 个不同批次试纸条，每个批次试纸条用阴性血清进行本底调零
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（既确定 T0/C0）后，利用标准曲线对 1ng/mL GFAP 蛋白样本进行重复性验证，

计算 CV 值。每个批次平行检测 4 次，共检测 12 次。 

1.2.7.3  临床样本评价 

对于区分 mTBI 患者与健康人的 GFAP 血清浓度阈值在不同文献中有不同报

道，目前并无统一判定标准。总体而言，当降低 GFAP 检测阈值时，检测灵敏度

增加但检测特异性下降；反之则检测灵敏度下降而检测特异性上升。分别采用试

纸条和人 GFAP ELISA 检测试剂盒对收集到的 30 例健康人血清样本与 21 例

mmTBI 患者血清样本进行检测。临床样本由重庆第二大学附属医院提供，血清采

集后立刻-80℃冻存，于 3 个月内进行检测，检测时仅冻融 1 次。 

选择入组病例时填写病人信息登记表（图 8），选择除 TBI 外无其他疾病损伤

的患者，按照 GCS 评分 15~13 分为轻度 TBI、12~9 分为中度 TBI 进行分组纳入，

得到 mmTBI 患者血清样本。 

通过 ROC 曲线作图和约登指数分析得到对应的 GFAP 浓度检测阈值，比较两

种不同诊断方法的灵敏度、特异度、ROC 曲线下面积等指标对试纸条检测效果进

行评价。 

观察轻度 TBI 患者血清中 GFAP 浓度水平随时间的变化，确定 GFAP 最佳检

测时间。 
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图 8 临床样本病人信息登记表 
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1.3  实验结果 

1.3.1  GFAP 小鼠单克隆抗体制备结果 

1.3.1.1  GFAP175-390 抗原表达 

对重组质粒诱导蛋白表达后进行验证，SDS-PAGE 凝胶电泳分析结果（图 9）

显示，蛋白在上清液和沉淀中均有表达。将表达蛋白进行纯化后用 SDS-PAGE 凝

胶电泳对蛋白纯度进行验证，结果（图 10）显示，蛋白纯化效果良好，蛋白纯

度>90%。 

  

图 9 GFAP175-390 抗原表达 图 10 GFAP175-390 抗原纯化 

1.3.1.2  动物免疫 

将 GFAP175-390 抗原注射至小鼠体内进行动物免疫，用 ELISA 方法对小鼠血清

抗体滴度进行检测，结果（表 9）显示，2 号小鼠血清抗体滴度最佳，选择该小鼠

进行细胞融合。 

表 9 小鼠血清抗体滴度测定 

 
2.5K 5K 10K 20K 40K 80K 160K 320K 

小鼠 1 1.305 1.308 1.305 1.264 1.072 0.816 0.547 0.27 

小鼠 2 1.179 1.299 1.381 1.099 1.115 1.098 0.861 0.608 

小鼠 3 1.174 1.192 1.042 1.069 0.825 0.599 0.38 0.26 

小鼠 4 1.128 1.195 1.207 1.018 0.89 0.642 0.365 0.227 

小鼠 5 1.121 1.117 1.023 1.056 0.897 0.753 0.52 0.339 

阴性 0.007 0.008 0.016 0.007 0.007 0.008 0.007 0.01 

注：2.5K 即稀释倍数为 2.5×10
3
倍，其余一致。 
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1.3.1.3  细胞筛选 

将小鼠脾细胞与骨髓瘤细胞融合后利用 ELISA 法进行细胞筛选，经过一次母

克隆细胞筛选（表 10）与两次亚克隆细胞筛选后（表 11）得到 GFAP 单克隆抗体

细胞株 9G6E5，使用 protein A 亲和层析柱进行抗体纯化，最终得到 GFAP 鼠单抗。 

表 10 GFAP 抗体母克隆筛选结果 

克隆号 OD 值 

1A6 1.4704 

2C1 1.8628 

3H11 2.6296 

4F2 2.5609 

5E9 0.4454 

7F10 2.1206 

8H5 0.3878 

9G6 1.8132 

10D9 1.3229 

 

 

表 11 GFAP 抗体亚克隆筛选结果 

克隆号 第一次亚克隆筛选 OD 值 第二次亚克隆筛选 OD 值 

1A6G4 1.5710 0.7506 

2C1E6 1.0256 0.8911 

4F2H12 2.0006 1.4263 

5E9E6 2.2612 1.5823 

7F10D11 1.9566 1.5261 

8H5A9 2.7359 0.3577 

9G6E5 1.9337 1.7882 

10D9E4 1.2514 0.2271 

 

1.3.2  GFAP 兔多克隆抗体制备结果 

将多肽合成抗原注射至新西兰大白兔体内进行动物免疫，用 ELISA 方法对兔

血清抗体滴度进行检测，结果（表 12）显示，1 号兔子效价在 2.56×10
5，2 号兔子

效价在 1.28×10
5，3 号、4 号兔子效价均在 5.12×10

5，其中 3 号兔子血清效价最高，

对该兔血清进行抗体亲和纯化，最终得到 GFAP 兔多抗。 

表 12 兔血清抗体滴度测定 

抗原 序号 空白 阴性 1K 2K 4K 8K 16K 32K 64K 128K 256K 512K 
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多肽 1 兔 1 0.027 0.022 1.832 1.612 1.799 1.628 1.264 1.024 0.859 0.571 0.317 0.121 

多肽 1 兔 2 0.07 0.038 1.46 1.234 1.047 0.717 0.642 0.487 0.346 0.288 0.187 0.071 

多肽 2 兔 3 0.019 0.02 1.871 1.737 1.66 1.421 1.552 1.766 1.276 1.14 0.793 0.572 

多肽 2 兔 4 0.023 0.027 2.08 1.963 1.608 1.394 0.882 0.834 0.708 0.561 0.343 0.299 

注：1K 即稀释倍数为 1×10
3
倍，其余一致。 

1.3.3  GFAP 抗体评价结果 

1.3.3.1  抗体特异性评价结果 

采用 ELISA 法包被人血清、大鼠血清和小鼠血清对抗体特异性进行评价，实

验设置 3 组复孔。结果（图 11）显示，GFAP 鼠单抗与 GFAP 兔多抗在血清中均

具有较好特异性。 

 

 （a）GFAP 兔多抗特异性评价                 （b）GFAP 鼠单抗特异性评价 

图 11 GFAP 抗体特异性评价 

1.3.3.2  抗体效价检测 

采用 ELISA 法对 GFAP 抗体进行效价检测并与商品化抗体对比，结果（表 13）

显示，GFAP 鼠单抗在 10
7 稀释倍数时仍对抗原具有较好结合能力，效价与商品化

抗体相当；GFAP 兔多在 10
6 稀释倍数时仍对抗原具有较好结合能力，效价与商品

化抗体相当。 

表 13 GFAP 抗体效价检测 

 空白 10
3
 10

4
 10

5
 10

6
 10

7
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GFAP 鼠单抗 0.1215 ＞4 ＞4 ＞4 2.4365 0.7873 

GFAP 商品化鼠单抗 0.1945 ＞4 ＞4 ＞4 2.0621 0.6245 

GFAP 兔多抗 0.0473 2.3659 2.6913 1.7179 0.5082 0.0501 

GFAP 商品化兔多抗 0.0484 1.6949 1.7323 1.1919 0.7109 0.1903 

 

1.3.4  GFAP 匹配抗体对确定 

按照双抗夹心 ELISA 对不同抗体对进行匹配筛选，每组实验做 2 组复孔取均

值。结果（表 14）显示，存在两组匹配抗体对具有较高的检测灵敏度、较低的检

测本底以及较稳定的浓度梯度变化，即以武汉三鹰兔多抗为捕获抗体，以武汉三

鹰鼠单抗为检测抗体的匹配抗体对；以制备兔多抗为捕获抗体，以制备鼠单抗为

检测抗体的匹配抗体对。 

表 14 GFAP 匹配抗体对筛选 

捕获抗体 检测抗体 
GFAP 浓度 ng/mL 

10 1 0.5 0.1 空白 

CST 

鼠单抗 

CST 

兔单抗 
0.6425 0.2264 0.2456 0.9431 0.8663 

CST 

兔单抗 

CST 

鼠单抗 
0.3041 0.3046 1.3155 1.5824 0.4439 

Abcam 

鼠单抗 

Abcam 

兔单抗 
1.1160 1.0993 0.3589 0.4627 1.2047 

Abcam 

兔单抗 

Abcam 

鼠单抗 
0.0647 0.0781 0.0984 0.5081 1.0324 

武汉三鹰 

鼠单抗 

武汉三鹰 

兔多抗 
0.2266 0.2324 0.4817 0.9071 1.0239 

武汉三鹰 

兔多抗 

武汉三鹰 

鼠单抗 
0.4174 0.2413 0.1586 0.1448 0.1367 

制备鼠单抗 制备兔多抗 0.4034 0.2922 0.2129 0.2064 0.1504 

制备兔多抗 制备鼠单抗 1.9448 1.2629 1.3652 0.9964 0.4037 

 

进一步优化检测条件对筛选出的匹配抗体对进行重复检测（表 15），以 GFAP

蛋白浓度为横坐标，检测 OD 值为纵坐标作图（图 12），可以看出所筛选出的匹

配抗体对拥有较好检测线性关系，检测灵敏度可达 0.1ng/mL。 

表 15 GFAP 匹配抗体对验证 

捕获抗体 检测抗体 GFAP 浓度 ng/mL 
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10 1 0.5 0.1 空白 

武汉三鹰 

兔多抗 

武汉三鹰 

鼠单抗 2.8193 0.4003 0.2709 0.1331 0.0926 

制备 

兔多抗 

制备 

鼠单抗 
1.8341 0.2353 0.1472 0.0953 0.0859 

 

 

图 12 匹配抗体对 OD 值随蛋白浓度的变化 

 

1.3.5  荧光探针制备方案确定 

1.3.5.1  量子点微球粒径确定 

量子点微球的发射光谱显示（图 13），量子点微球荧光信号强度随粒径增加

而增大，160nm 粒径的量子点微球荧光信号强度最大。偶联相同抗体后的 C 线荧

光强度结果显示（图 14），160nm 粒径的量子点微球偶联抗体后 C 线荧光强度最

大。因此选择 160nm 粒径的量子点微球进行实验。 

 

 

图 13 不同粒径量子点微球发射光谱 
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图 14 不同粒径量子点微球偶联抗体 C 线荧光强度 

 

1.3.5.2  抗体偶联方案确定 

采用三种不同偶联方案得到阳性样本与阴性样本 T/C 的比值[(T/C)/(T0/C0)]，

结果（图 15）表明，两步偶联法所得比值最大，抗体偶联效果最佳。 

采用两步偶联法分别偶联商品化 GFAP 鼠单抗和制备获得的 GFAP 鼠单抗，

在相同条件下对样本进行试纸条检测，结果（图 16）显示偶联制备获得的 GFAP

鼠单抗检测效果更好。猜测由于商品化抗体储存液中含有甘油、保护剂等额外物

质影响偶联效率，制备获得的 GFAP 鼠单抗中仅有 PBS 作为储存液，偶联效率更

佳。 

 

图 15 不同偶联方案检测结果 图 16 偶联不同抗体检测结果 
 

                

 

1.3.5.3  偶联缓冲液 pH 确定 
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比较不同偶联 pH 条件下检测的 C 线荧光强度，发现当 pH 值为 6.0 时 C 线荧

光强度最大（图 17），此时量子点微球抗体偶联效果最佳。 

 

图 17 不同 pH 条件下 C 线荧光强度 

1.3.5.4  抗体偶联比例确定 

比较偶联不同质量抗体时的 C 线荧光强度，结果（图 18）显示，当偶联抗体

质量为 10μg 时 C 线读数最大，为最佳抗体偶联比例。当偶联抗体质量小于 10μg

时偶联未饱和，C 线荧光强度较低；当偶联抗体质量大于 10μg 时，受空间位阻影

响，偶联效率降低，C 线荧光强度减小。 

 

图 18 偶联不同质量抗体 C 线荧光强度 

 

1.3.5.5  荧光探针制备方案 

综合上述优化条件，最终得到荧光探针制备方案如下： 

取 10μL 量子点微球，加入 40μL MES（0.1M，pH6.0）溶液中混匀，随后加

入 1.2mgEDC 和 0.4mgNHS 在 37℃水浴条件下孵育 30min 进行量子点微球的激活。
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以 12000rpm 转速离心 10min 弃去上清液，加入 80μL PBS 缓冲液（0.01M，pH6.0）

在 25W 条件下超声 1min（超声 5s，间歇 5s）洗涤，重复洗涤 2 次。 

取 10μg GFAP 鼠单抗加入 80μL PBS 缓冲液中混匀后加入清洗完成的量子点

中，37℃水浴孵育 2.5h。用 PBS 缓冲液配置 3%BSA 封闭液，取 40μL 加入孵育完

成后的偶联溶液中（封闭液终浓度为 1%），37℃水浴条件下继续孵育 30min。以

12000rpm 转速离心 10min，获得量子点微球偶联抗体，于 400μL PBS 溶液中重悬

（0.01M，pH7.8，含 1%BSA），储存于 4℃备用。 

1.3.6  免疫层析试纸条制备方案确定 

1.3.6.1  样品垫及 NC 膜选择 

比较不同样品垫在 PBS 和人血清中阳性样本与阴性样本 T/C 的比值结果，结

果（图 19）显示在 PBS 中通用样品垫比值最大，在血清中血清样品垫比值最大。

考虑试纸条应用场景为对血清中 GFAP 的检测，采用血清样品垫进行试纸条的制

备，同时后续检测样本均改为人血清。 

 

图 19 不同样品垫检测结果 

 

比较不同 NC 膜在人血清中阳性样本与阴性样本 T/C 的比值结果，结果（图

20）显示深圳徳优平 NC120 型号的 NC 膜检测效果最佳。 
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图 20 不同 NC 膜检测结果 

1.3.6.2  探针用量及抗体划膜浓度确定 

对探针用量及兔抗划膜浓度进行优化，结果（表 16）显示，当探针用量为 2μg，

兔抗稀释倍数为 4 倍时检测效果最佳。 

表 16 探针用量与划膜浓度优化 

兔抗稀释

倍数 

探针量（μL） 

1 2 3 

(T/C)/(T0/C0) 均值 (T/C)/(T0/C0) 均值 (T/C)/(T0/C0) 均值 

3× 3.237 3.166 2.472 2.600 1.446 1.482 

 3.392  2.785  1.604  

 2.870  2.544  1.396  

4× 2.486 2.687 3.765 3.746 2.418 2.410 

 2.721  3.809  2.469  

 2.854  3.664  2.343  

5× 2.213 2.144 2.946 2.609 1.959 1.787 

 2.048  2.604  1.538  

 2.171  2.279  1.863  

 

1.3.6.3  试纸条检测时间确定 

结果显示，在阳性样本中加入荧光探针孵育，5min 后 T/C 比值达到稳定（图

21）；在阴性样本中加入荧光探针进行检测，8min 后 T/C 比值基本保持不变（图

22）。选择该孵育时间与检测时间作为样本检测条件，检测总耗时为 13min。 
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图 21 T/C 达到稳定孵育时间 

 

 

图 22 T/C 达到稳定检测时间 

 

               

1.3.6.4  试纸条制备方案 

综合上述优化条件，最终得到试纸条制备及检测方案如下： 

将 NC 膜贴于背板，GFAP 兔多抗与羊抗鼠二抗稀释至 1mg/mL，以 1μL/cm

的速度利用划膜机在 NC 膜上分别作为检测线（T 线）和质控线（C 线）划膜，两

线间隔 6mm，于烘箱中 37℃烘干。将样品垫与吸水垫按照 2mm 的重叠与 NC 膜

组装，裁剪成 4mm 宽度的试纸条，放入铝箔袋中于 4℃密封干燥储存。 

取待测样品 70μL 加入 2μL 量子点微球偶联抗体，孵育 5min 后滴入试纸条中

进行荧光检测，8min 后在免疫荧光分析仪中进行读数，观察 T 线与 C 线的读数比
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值（T/C）。检测时以 C 线出现读数为检测有效，若 C 线无读数则该检测无效。 

1.3.7  试纸条评价结果 

1.3.7.1  特异性评价结果 

选择含不同蛋白因子样本进行检测，结果（图 23）显示，除 GFAP 外其余蛋

白检测结果与阴性对照接近，GFAP 蛋白检测结果则明显高于阴性对照，说明本试

纸条针对 GFAP 蛋白拥有较好的检测特异性。 

 

图 23 特异性评价 

1.3.7.2  重复性评价结果 

对不同浓度的 GFAP 血清进行检测后获得标准曲线，将蛋白浓度取以 10 为底

对数后得到标准曲线方程：y=2.814lgx+3.499（R
2
=0.978）。将 0.15ng/mL 蛋白浓

度所得 T/C 值与阴性对照 T/C 值进行比较，t 检验结果显示具有统计学差异

（P=0.0223），0.1ng/mL 蛋白浓度时已低于本底值，因此检出下限为 0.15ng/mL（图

24）。对 1ng/mL GFAP 血清标准品进行重复检测，CV 值为 10.7%，表明本试纸

条具有良好重复性（图 25）。 
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(a)荧光分析仪 (b)从左至右依次为 1、0.5、0.2、0.1ng/mL 

GFAP 样本及阴性对照 

  

(c)不同浓度蛋白检测标准曲线 (d)蛋白浓度取 lgx 后标准曲线 

图 24 标准曲线建立 

 

图 25 不同批次试纸条重复性验证 
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1.3.7.3  临床样本评价 

分别采用试纸条和 ELISA 检测试剂盒对收集到的 30 例健康人血清样本和 21

例 mmTBI 患者血清样本进行检测并建立 ROC 曲线（图 26），根据约登指数分析

得出当 GFAP 浓度阈值为 0.235ng/mL 时，试纸条检测约登指数最大为 0.919；当

GFAP 浓度阈值为 0.221ng/mL 时，ELISA 检测约登指数最大为 0.852。 

以该浓度阈值分别得到两种检测方法的临床样本诊断结果（表 17），其中试

纸条检测特异性为 96.67%（29/30），灵敏度为 95.24%（20/21）；ELISA 检测特

异性为 90%（27/30），灵敏度为 95.24%（20/21），二者 ROC 曲线下面积分别为

0.9825和0.9714。采用MedCalc软件对二者的AUC面积进行假设检验比较（DeLong 

test），得到 P=0.5012>0.5，因此认为试纸条检测效果与商品化 ELISA 试剂盒相当，

但其检测时间仅为 13min，显著优于商品化 ELISA 试剂盒检测所需时间。 

 

 
 

(a)试纸条与 ELISA 方法 GFAP 浓度 (b)试纸条与 ELISA 方法 ROC 曲线 

图 26 试纸条与 ELISA 方法的临床样本检测 

 

 

表 17 试纸条与 ELISA 方法临床样本诊断 

 试纸条 ELISA 

 健康人 mmTBI 患者 健康人 mmTBI 患者 

阳性 1 20 3 20 

阴性 29 1 27 1 

合计 30 21 30 21 

 

根据受伤至采血时间对 mTBI 患者与健康人血清中 GFAP 浓度随时间作图，
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结果（图 27）表明，GFAP 血清浓度在 mTBI 后 6~10h 会有一个显著提升，随后

开始下降，因此该时间段可作为 GFAP 用于评估 mTBI 的最佳检测窗口。 

 

图 27 mTBI 患者 GFAP 浓度随时间变化 

 

 

1.4  讨论 

在大量发生的 TBI 中 90%以上为 mTBI
[58]，但是截至目前为止，临床上依然

缺乏对于 mTBI 的标准化定义和精准指标[59]。mTBI 通常病情较轻，外在表现不明

显，常常容易被忽视和漏诊造成病情的延误导致后续伤害风险的增加，因此对

mTBI 的及时诊断变得至关重要。传统影像学检查往往无法精准诊断 mTBI，相比

之下 GFAP 作为生物标志物能够客观反映患者的病生理状态，判断疾病的发生、

发展和预后，具有较好的敏感性和特异性，可以弥补传统诊断方式的不足。 

人体 GFAP 的各亚型当中，GFAP-α 在星形胶质细胞中表达最为丰富[46]，最能

够密切反应 TBI 后脑部受损情况；GFAP-δ/ε 具有一个新的 C 端尾域结构，与神经

退行性疾病密切相关[60]，这正是 TBI 的典型后遗症之一；GFAP-κ则与神经细胞

的生长发育相关，可能成为儿童脑内神经元的特征标志[61]。我们通过筛选出 GFAP

各亚型保守区段进行了 GFAP 单抗制备，在最大程度上实现了血清中 GFAP 浓度

的检测。通常 GFAP 会在 mmTBI 后 1h 内释放，随后持续升高，于 20h 左右达到

峰值，72h 后逐渐下降并在血液中维持数月[53]。从临床样本的检测来看，GFAP 在

TBI 后 10h 内为最佳检测窗口期。作为 mmTBI 辅助诊断标志物，GFAP 浓度在患
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者中随时间变化的稳定性较强，允许在伤后 24h 内进行准确采样[55]，受采样时间

限制较小，可以在现实场景中得到较好应用。 

免疫层析技术结合了抗原抗体特异性反应和色谱层析优势，操作简便，易于

携带，是最常用的现场快速检测技术。量子点微球作为荧光标记物与传统胶体金

相比，荧光强度更大、检测灵敏度更高、特异性更强，具有吸收光谱宽而发射光

谱窄的独特优势，在多标志物的联合检测上表现出巨大的潜力。与操作步骤繁琐、

耗费时间较久的 ELISA 检测相比，我们研制的试纸条操作便捷，结果可靠，仅需

13min 即可完成检测，无需借助大型分析仪器且不受场地限制，大幅提高了检测效

率，可帮助官兵有效实现复杂环境下 mmTBI 的快速诊断。随着 mmTBI 生物标志

物的研究进展，本试纸条以量子点免疫层析技术所建立的检测方法同样适用于其

他生物标志物的检测，并且在多指标联合检测中拥有巨大潜力。 

本研究同时也存在一定局限性，主要表现在临床样本数量较少，其次血清中

GFAP 浓度阈值的选择也会对诊断结果产生一定影响。下一步我们将扩大临床样本

采集数量，进一步提高对于 mmTBI 诊断的精确性。 
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第二章  量子点标记免疫层析试纸条检测 UCHL1 方法建立 

引 言 

泛素羧基末端水解酶 L1（UCHL1）也被称为神经元特异性蛋白 PGP9.5 和

Parkin5，是一种在神经元中高度表达的蛋白，占脑总蛋白的 1%以上[62]。UCHL1

广泛参与了泛素蛋白酶体途径（UPP），它通过泛素化标记折叠异常的蛋白质，并

将其转运到蛋白酶体进行降解[63]。UPP 是神经元去除异常蛋白的主要机制之一，

可以防止潜在毒性蛋白在神经元内的积累。如果没有持续有效的 UPP 运作，有毒

的细胞内蛋白积累可能会威胁到神经元的生存导致神经退行性疾病如帕金森病和

阿尔茨海默病的发生[64]。UCHL1 通过与神经元细胞骨架蛋白、轴突蛋白和突触蛋

白的相互作用在 UPP 机制中发挥功能，而这些功能与 TBI 引起的弥漫性轴索损伤

和突触功能受损有关。研究表明，血液和脑脊液中 UCHL1 浓度的升高与 TBI 受损

程度成正相关[65, 66]，这使得 UCHL1 作为 TBI 的生物标志物具有了临床价值。 

据报道，UCHL1 在区分 mTBI 患者与非 TBI 患者中的灵敏度高达 95%
[22]，在

预测 mmTBI 患者的 CT 表现方面具有很高的准确性（AUC = 0.77, mmTBI 患者 347

例，对照 179 例），但是在评估所有 TBI 患者 CT 表现水平时准确度略有下降（AUC 

= 0.67, TBI 患者 595 例，对照 256 例）[25]。以时间为因素评价 UCHL1 对 CT（+）

/（-）患者的检测结果，UCHL1 在 25h 内的总体检测准确性一般（AUC = 0.606）, 

但对于 mTBI 患者，在损伤后的第一个 8 小时内（0~8h）检测正确率较高(AUC = 

0.712)
[67]。 

UCHL1 是一种含有 223 个氨基酸的蛋白，其蛋白结构中半胱氨酸 90、天冬氨

酸 176 和组氨酸 161 组成了活性结构域，在所有物种中都高度保守（图 26）。到目

前为止人类基因中只鉴定出了两种UCHL1蛋白序列变体 I93M和 S18Y，其中 I93M

极为罕见，被认为可能与帕金森疾病相关[68]。 
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图 28 人类 UCHL1 二级结构立体图 

 

参考 GFAP 免疫层析试纸条制备方法，我们采用量子点微球作为荧光标记物，

以 EDC 和 NHS 为交联剂采用共价偶联方法将量子点微球与 UCHL1 兔单抗偶联获

得荧光探针，以 UCHL1 兔多抗作为检测线（T 线）、山羊抗兔二抗作为质控线（C

线）在 NC 膜上包被划膜，将样品垫、NC 膜和吸水垫各部分组装在 PVC 底板切

割成试纸条对样品进行检测。评价试纸条检测特异性和重复性，以不同浓度 UCHL1

蛋白血清建立标准曲线，用收集到的临床样本评价该试纸条对mmTBI的诊断效果，

最终研制出基于 UCHL1 的免疫层析试纸条实现对 mmTBI 的快速诊断。 

 

2.1  实验材料 

2.1.1  质粒、细胞、动物 

表 18 实验质粒、细胞与动物 

材料 公司 

Pet24a 质粒（含目的基因） 苏州博特龙免疫技术有限公司 

BL21（DE3）感受态细胞 苏州博特龙免疫技术有限公司 

小鼠骨髓瘤细胞 SP2/0 苏州博特龙免疫技术有限公司 

BALB/c 小鼠 邳州市东方养殖有限公司 

新西兰大白兔 邳州市东方养殖有限公司 

2.1.2  主要试剂及材料 
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表 19 实验试剂 

试剂 公司 

弗氏不完全佐剂 苏州博奥龙科技有限公司 

山羊抗小鼠二抗（HRP） 苏州博奥龙科技有限公司 

山羊抗兔二抗（HRP） 苏州博奥龙科技有限公司 

显色液 苏州博奥龙科技有限公司 

SulfoLink 蛋白质固定试剂盒 Thermo 

SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒 上海碧云天生物技术有限公司 

山羊抗兔二抗 北京义翘神州科技股份有限公司 

UCHL1 兔单抗 MyBioSource 

UCHL1 全长蛋白 苏州近岸蛋白质科技股份有限公司 

牛血清白蛋白 Abcam 

1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳酰二亚胺 Sigma 

N-羟基琥珀酰亚胺 Sigma 

量子点微球 上海昆道生物技术公司 

人血清 Gemini 

NC 膜 深圳市徳优平科技有限公司 

样品垫、吸水垫、PVC 板 上海杰一生物科技有限公司 

人 UCHL1 ELISA 免疫检测试剂盒 武汉伊莱瑞特生物科技股份有限公司 

2.1.3  主要实验仪器 

表 20 实验仪器 

仪器 公司 

酶标仪 瑞士 TECAN 生物有限公司 

SDS-PAGE 蛋白电泳仪 北京六一仪器厂 

凝胶成像分析仪 北京赛智创业科技有限公司 

恒温培养箱 上海精宏实验设备有限公司 

冷冻离心机 Sigma 

免疫荧光分析仪 广州蓝勃生物科技有限公司 

划膜仪 上海捷宁生物科技有限公司 

裁条机 上海捷宁生物科技有限公司 

超声破碎仪 宁波新芝生物科技股份有限公司 
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2.2  实验方法 

2.2.1  UCHL1 小鼠单克隆抗体制备 

2.2.1.1  UCHL1 抗原表达 

由于 UCHL1 蛋白相对分子质量较小，氨基酸数目在 233aa 左右，且蛋白序列

高度保守，不同活性位点同源性高达 90%，因此选择对 UCHL1 蛋白全长进行抗原

表达。根据 GenBank 库中 UCHL1 蛋白序列，优化后表达序列如下： 

MQLKPMEINPEMLNKVLSRLGVAGQWRFVDVLGLEEESLGSVPAPACALL

LLFPLTAQHENFRKKQIEELKGQEVSPKVYFMKQTIGNSCGTIGLIHAVANNQDK

LGFEDGSVLKQFLSETEKMSPEDRAKCFEKNEAIQAAHDAVAQEGQCRVDDKV

NFHFILFNNVDGHLYELDGRMPFPVNHGASSEDTLLKDAAKVCREFTEREQGE

VRFSAVALCKAA 

重组表达方案载体图谱如图 29 所示： 

 

图 29 UCHL1 重组表达质粒载体图谱 

 

质粒重组蛋白表达操作步骤同 1.2.1.1。 

2.2.1.2  动物免疫 

将抗原 47.2μL 用 PBS 2.8μL 补足，按照 1:1 比例与免疫佐剂混合，于第 0 d
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通过左后肢腓肠肌注射的方法对 BALB/c 小鼠进行初次免疫，抗原注射剂量为

100μL /只；第 14 d 按照相同操作方法对小鼠进行加强免疫；第 22 d 对小鼠进行尾

尖采血并分离血清，用 ELISA 法测定血清抗体滴度，以健康小鼠（未免疫小鼠）

血清作为阴性对照，选取最佳免疫小鼠进行细胞融合。 

ELISA 操作步骤同 1.2.1.2。 

2.2.1.3  细胞融合 

（1）分别将 1×10
8 小鼠脾细胞和 2×10

7 骨髓瘤细胞重悬于 25mL 无血清培养

基中（用 50mL 离心管），1000rpm 离心 10min，弃去上清； 

（2）轻拍管底充分打散沉淀，将离心管置于 37℃水浴中保温至融合开始； 

（3）将 1mL 经过 37℃预热的 50% PEG 1450 匀速加入上述离心管中（1min

内加完）并用移液器枪头不断搅拌 2min； 

（4）依次将 1mL 经过 37℃预热的培养基匀速加入上述离心管中（1min 内加

完）并用移液器枪头不断搅拌；将 3mL 经过 37℃预热的培养基匀速加入上述离心

管中（3min 内加完）并用移液器枪头不断搅拌；将 10mL 经过 37℃预热的培养基

匀速加入上述离心管中并用移液器枪头不断搅拌，随后 37℃孵育 5min； 

（5）离心弃去上清，用选择性培养基重悬细胞，常规方法培养细胞，3~5d 后

显微镜下观察杂交瘤细胞增殖情况。 

2.2.1.4  细胞筛选 

母克隆细胞株筛选： 

融合后观察细胞生长状态，筛选并标记每孔中仅有单克隆细胞团生长的孔。

抽取各单克隆孔细胞上清各 100μL，利用间接 ELISA 方法进行效价测定。 

ELISA 操作步骤如下： 

（1）用包被液将抗原稀释至 1μg/mL，按照 100μL/孔加入酶标板，37℃孵育

1h； 

（2）1×PBST 洗板 3 次，按照 200μL/孔加入封闭液，37℃孵育 2h； 

（3）1×PBST 洗板 3 次，取含有单克隆抗体的细胞上清按照 100μL/孔加入酶

标板，用空白培养基做阴性对照，用免疫小鼠的血清做阳性对照，37℃孵育 1h； 

（4）1×PBST洗板3次，按照100μL/孔加入HRP标记的山羊抗小鼠二抗（1:5000

稀释），37℃孵育 1h； 

（5）1×PBST 洗板 3 次，按照 100μL/孔加入 TMB 显色液，室温放置 1~5min； 

（6）按照 50μL/孔加入终止液终止反应，用酶标仪测定 450nm 处光密度值，

以实验孔/阴性对照孔大于 2.1 且数值不小于 0.2 判定为阳性。 

亚克隆细胞株筛选： 
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挑选母克隆细胞中 ELISA 结果呈阳性的细胞株用有限稀释法做亚克隆筛选，

每株母克隆细胞铺一块 96 孔板。10~14d 天后进行第一次亚克隆 ELISA 筛选，操

作步骤同母克隆筛选。对筛选出的亚克隆细胞进行第二次 ELISA 筛选，操作步骤

同母克隆筛选。 

2.2.2  UCHL1 兔多克隆抗体制备 

2.2.2.1  动物免疫 

UCHL1 兔多克隆抗体制备抗原与鼠单克隆制备抗原相同。按照 1:1 的比例将

抗原与弗氏不完全佐剂混合，新西兰大白兔注射剂量为 1mL/只（即抗原 500μL+

弗氏不完全佐剂 500μL）。 

于第 3 d 通过背部皮下多点注射对新西兰大白兔进行免疫；第 18 d 按照相同

操作方式进行二次免疫；第 28 d 按照相同操作方式进行三次免疫；第 38 d 按照相

同操作方式进行四次免疫；第 45 d 对大白兔进行耳中动脉采血并分离血清，以免

疫前大白兔血清作为阴性对照，用 ELISA 检测血清抗体滴度。 

ELISA 操作步骤如下： 

（1）用包被液将抗原稀释至 2μg/mL，按照 60μL/孔加入酶标板，4°C 孵育过

夜。 

（2）1×PBST 洗板 3 次，按照 250μL/孔加入封闭液，37℃孵育 1h； 

（3）1×PBST 洗板 3 次，将血清用封闭液倍比稀释后按照 60μL/孔加入酶标板，

用免疫前大白兔血清做阴性对照并设置空白对照，37℃孵育 2h； 

（4）1×PBST 洗板 3 次，按照 60μL/孔加入 HRP 标记的山羊抗兔二抗（1:5000

稀释），37℃孵育 1h； 

（5）1×PBST 洗板 3 次，按照 100μL/孔加入 TMB 显色液，室温放置 5~10min； 

（6）按照 50μL/孔加入终止液终止反应，用酶标仪测定 450nm 处光密度值，

以实验孔/阴性对照孔大于 2.5 且数值不小于 0.2 判定效价。 

2.2.2.2  抗体亲和纯化 

（1）将纯化柱固定于铁架台上，取出蛋白质固定试剂盒中的填料，摇匀后将

2mL 填料加至纯化柱中； 

（2）流出贮存液后用 10mL 偶联液洗涤柱子去除贮存液，再用 20mL 偶联液

平衡柱子； 

（3）将 3mg 抗原用偶联液溶解后加至柱料中（体积约 4mL）； 

（4）密封柱子，放置摇床缓慢孵育，室温孵育 3h； 

（5）弃去抗原流出液，用偶联液清洗填料，随后用封闭液进行封闭，放置摇
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床 4℃孵育过夜。 

（6）弃去封闭液，用 10mL 偶联液清洗柱子，加入用 0.22μm 滤膜过滤后的

10mL 血清于摇床缓慢孵育，室温 2h； 

（7）收集流穿液，用 2 个柱体积的洗杂液洗涤柱子，在 100μL 蛋白检测液中

加一滴洗杂流穿液，检测是否洗涤干净； 

（8）加入 2mL 洗脱液悬浮柱料后静置 2~4min，使其充分作用后将抗体洗脱

下来，用事先加有中和液（10mL 洗脱液加入 1mL 中和液）的离心管收集，重复 5

次共收集 10mL 洗脱液，直至蛋白检测液检测抗体都洗脱下来。 

通过以上步骤，得到 UCHL1 兔多克隆抗体。 

2.2.3  UCHL1 抗体评价 

2.2.3.1  抗体特异性评价 

以人血清、大鼠血清和小鼠血清对制备所得的抗体进行特异性评价。在人血

清中加入 UCHL1 蛋白作为阳性对照，同时设置无血清包被孔作为空白对照，以制

备获得的抗体作为一抗，采用 ELISA 方法对抗体特异性进行评价。 

ELISA 操作步骤如下： 

（1）用人血清将 UCHL1 蛋白浓度配置成 10μg/mL； 

（2）使用包被缓冲液将 UCHL1 阳性血清、人血清、大鼠血清和小鼠血清稀

释 1000 倍后按照 100μL/孔加入酶标板，37°C 孵育 2h； 

（3）1×PBST 洗板 3 次，按照 200μL/孔加入封闭液，4℃孵育过夜； 

（4）1×PBST洗板 3次，分别用PBS将GFAP鼠单抗和GFAP兔多抗稀释 10000

倍后按照 100μL/孔加入酶标板，37℃孵育 1h； 

（5）1×PBST 洗板 3 次，按照 100μL/孔分别对应加入 HRP 标记的山羊抗小鼠

和山羊抗兔二抗（1:5000 稀释），37℃孵育 1h； 

（6）1×PBST 洗板 3 次，按照 100μL/孔加入 TMB 显色液，室温放置 5~10min； 

（7）按照 50μL/孔加入终止液终止反应，用酶标仪测定 450nm 处光密度值，

以实验孔/空白对照孔大于 2.5 且数值不小于 0.2 判定阳性。 

2.2.3.2  抗体效价检测 

采用 ELISA 方法对制备所得 UCHL1 抗体进行效价检测并与商品化抗体进行

对比。 

ELISA 操作步骤如下： 

（1）使用包被缓冲液将 UCHL1 蛋白浓度配置成 25ng/mL，按照 100μL/孔加

入酶标板，37°C 孵育 2h； 
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（2）1×PBST 洗板 3 次，按照 200μL/孔加入封闭液，4℃孵育过夜； 

（3）1×PBST 洗板 3 次，分别用 PBS 将 UCHL1 抗体和商品化抗体倍比稀释

后按照 100μL/孔加入酶标板，37℃孵育 1h； 

（5）1×PBST 洗板 3 次，按照 100μL/孔加入对用 HRP 标记的二抗（1:5000

稀释），37℃孵育 1h； 

（6）1×PBST 洗板 3 次，按照 100μL/孔加入 TMB 显色液，室温放置 5~10min； 

（7）按照 50μL/孔加入终止液终止反应，用酶标仪测定 450nm 处光密度值，

以实验孔/阴性对照孔大于 2.5 且数值不小于 0.2 判定效价。 

2.2.4  UCHL1 抗体对匹配 

选购常见的商品化 UCHL1 抗体（表 21）结合制备得到的 UCHL1 兔多抗，参

考第一章中荧光探针制备方案，直接在试纸条上进行抗体对匹配筛选。将单抗与

量子点微球相偶联，以多抗为检测线（T 线），对应二抗为质控线（C 线）在试纸

条上划膜。配置浓度为 1ng/mL 的 UCHL1 阳性样本进行检测，比较阳性样本与阴

性样本 T/C 的比值[(T/C)/(T0/C0)]，筛选出比值最大的匹配抗体对。每组实验平行

重复三次，每次读数连续读取三遍取平均值，以下实验相同。 

表 21 UCHL1 抗体筛选 

类别 品牌 货号 

UCHL1 兔单抗 华安生物 ET1702-83 

UCHL1 兔单抗 义翘神州 11663-R104 

UCHL1 兔单抗 MybioSource MBS8105587 

UCHL1 山羊多抗 Thermo PA5-19350 

2.2.5  荧光探针制备 

参考第一章中荧光探针制备方案，对 UCHL1 抗体偶联条件进行优化。 

2.2.5.1  偶联缓冲液 pH 优化 

配置 pH 分别为 6.0、7.0 和 8.0 的 PBS 缓冲液作为抗体偶联缓冲液，取 10μL

量子点微球标记相同质量抗体，在试纸条上等量上样观察 C 线荧光强度，选择 C

线荧光强度最大时的 pH 值作为抗体偶联条件。 

2.2.5.2  抗体偶联比例优化 

取 10μL 量子点微球，分别偶联 8、9、10、11 和 12μg 抗体，在试纸条上等量

上样观察 C 线荧光强度，选择 C 线荧光强度最大时偶联抗的体质量为抗体最佳偶

联比例。 
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2.2.6  免疫层析试纸条制备 

参考第一章中免疫层析试纸条制备方案，制备 UCHL1 检测试纸条。 

2.2.6.1  试纸条划膜浓度及探针用量优化 

根据前期实验结果，按照表 22 所示对对兔抗划膜浓度（T 线）、二抗划膜浓

度（C 线）及荧光探针用量三个因素分别设置三个水平的正交实验，选择最佳因素

水平作为试纸条优化参数。用人血清配置 1ng/mL UCHL1 蛋白作为阳性样本，设

置阴性对照组，检测阳性样本与阴性样本 T/C 的比值[(T/C)/(T0/C0)]作为实验结果，

通过 SPSSAU 统计网站对正交实验结果进行极差分析，筛选出最优因素水平作为

最佳划膜比例及探针用量。 

表 22 试纸条划膜浓度及探针用量 

因素 兔抗浓度（mg/mL） 二抗浓度（mg/mL） 探针用量（μL） 

水平 1 0.64 0.5 2.5 

水平 2 0.96 0.75 3 

水平 3 1.28 1 3.5 

2.2.6.2  试纸条检测时间确定 

按照优化后条件，用人血清配置 1ng/mL UCHL1 蛋白作为阳性样本，在 70μL

阳性样本中加入荧光探针分别孵育 2~6min，观察 T/C 比值，选择比值达到稳定的

最短时间为孵育所需时间；在 70μL 阴性样本中加入荧光探针，于 2~25min 内间隔

1min 进行一次测量观察 T/C 比值，选择比值达到稳定的最短时间为试纸条检测所

需时间。试纸条检测时间为二者的总耗时。 

2.2.7  试纸条评价 

2.2.7.1  特异性评价 

选择 TBI 后同样在血清中水平上升的白细胞介素-6（IL-6）、白细胞介素-8

（IL-8）、胶质纤维酸性蛋白（GFAP）和髓鞘碱性蛋白（MBP）4 种蛋白因子，按

照 1ng/mL 蛋白浓度配置成待测样本于试纸条上进行检测，观察与阴性样本 T/C 的

比值[(T/C)/(T0/C0)]。 

2.2.7.2  重复性评价 

用人血清分别配置浓度为 0.1ng/mL、0.2ng/mL、0.5ng/mL、0.8ng/mL 和 1ng/mL

的 UCHL1 阳性样本，设置阴性对照，在荧光检测仪中进行检测，计算阳性样本与

阴性样本 T/C 的比值[(T/C)/(T0/C0)]并建立标准曲线，利用 t 检验确定检出下限。实

验重复平行 5 次，每次读数连续读取 3 遍取平均值。 
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抽取制备的 3 个不同批次试纸条，每个批次试纸条用阴性血清进行本底调零

（既确定 T0/C0）后，利用标准曲线对 1ng/mL UCHL1 蛋白样本进行重复性验证，

计算 CV 值。每个批次平行检测 4 次，共检测 12 次。 

2.2.7.3  临床样本评价 

分别采用试纸条和人 UCHL1 ELISA 检测试剂盒对收集到的 30 例健康人血清

样本与 29 例 mmTBI 患者血清样本进行检测。临床样本由重庆第二大学附属医院

提供，血清采集后立刻-80℃冻存，于 3 个月内进行检测，检测时仅冻融 1 次。其

中 mmTBI 患者的入组标准及病人信息登记表与 1.2.7.3 相同。 

通过 ROC 曲线作图和约登指数分析得到对应的 UCHL1 浓度检测阈值。比较

两种不同诊断方法的灵敏度、特异度、ROC 曲线下面积等指标对试纸条检测效果

进行评价。 

观察轻度 TBI 患者血清中 UCHL1 浓度水平随时间的变化，确定 UCHL1 最佳

检测时间。 

2.3  实验结果 

2.3.1  UCHL1 小鼠单克隆抗体制备结果 

2.3.1.1  UCHL1 抗原表达 

对重组质粒诱导蛋白表达后进行验证，SDS-PAGE 凝胶电泳分析结果（图 30）

显示，蛋白在上清液和沉淀中均有表达。将表达蛋白进行纯化后用 SDS-PAGE 凝

胶电泳对蛋白纯度进行验证，结果（图 31）显示，蛋白纯化效果良好，蛋白纯

度>90%。 

  

图 30 UCHL1 抗原表达 图 31 UCHL1 抗原纯化 
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2.3.1.2  动物免疫 

用 UCHL1 抗原免疫小鼠，结果（表 23）显示，1 号小鼠血清抗体滴度在 5×10
3，

2 号小鼠血清抗体滴度在 1.6×10
5，3 号小鼠血清抗体滴度在 8×10

4，4 号小鼠血清

抗体滴度在 2×10
4，5 号小鼠血清抗体滴度在 5×10

3，其中 2 号小鼠血清抗体滴度

最高，选择进行细胞融合。 

表 23 小鼠血清抗体滴度测定 

 625 1.25K 2.5K 5K 10K 20K 40K 80K 160K 320K 640K 1280K 

小鼠 1 1.671 1.16 0.762 0.325 0.145 0.068 0.12 0.055 0.032 0.023 0.023 0.018 

小鼠 2 2.766 2.379 2.026 1.847 1.319 0.791 0.498 0.427 0.236 0.153 0.115 0.065 

小鼠 3 2.559 2.429 2.063 2.073 1.414 0.729 0.413 0.244 0.166 0.104 0.094 0.044 

小鼠 4 2.425 2.068 1.682 1.058 0.555 0.269 0.153 0.09 0.065 0.042 0.039 0.028 

小鼠 5 2.163 1.189 0.516 0.278 0.123 0.057 0.039 0.032 0.019 0.015 0.018 0.019 

注：1K 即稀释倍数为 1×10
3
倍，其余一致。 

2.3.1.3  细胞筛选 

将小鼠脾细胞与骨髓瘤细胞融合后利用 ELISA 法进行细胞筛选，经过一次母

克隆细胞筛选（表 24）与两次亚克隆细胞筛选后（表 25）得到 UCHL1 单克隆抗

体细胞株 10B6F1，使用 protein A 亲和层析柱进行抗体纯化，最终得到 UCHL1 鼠

单抗。 

表 24 UCHL1 抗体母克隆筛选结果 

克隆号 OD 值 

1A11 2.8143 

2H4 2.7249 

3A6 3.8283 

4A4 3.0098 

5F10 2.3266 

6H7 2.6386 

7E 9 2.4901 

8H12 2.5451 

9H5 1.6593 

10B6 2.4102 
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表 25 UCHL1 抗体亚克隆筛选结果 

克隆号 第一次亚克隆筛选OD值 第二次亚克隆筛选OD值 

2H4B7 1.1720 0.8635 

2H4G9 1.8273 0.2110 

3A6B6 2.2385 1.8849 

3A6D3 1.9031 0.4592 

4A4C9 2.1102 1.1298 

4A4D7 1.7813 1.2028 

10B6E7 2.2439 0.0751 

10B6F1 1.1881 1.9741 

 

2.3.2  UCHL1 兔多克隆抗体制备结果 

用 UCHL1 抗原对新西兰大白兔进行免疫，用 ELISA 法检测兔血清抗体滴度。

结果（表 26）显示，1 号、2 号兔子血清抗体滴度均在 5.12×10
5，且相差不大。对

该兔血清进行抗体亲和纯化，最终得到 UCHL1 兔多抗。 

表 26 兔血清抗体滴度测定 

序号 空白 500 1K 2K 4K 8K 16K 32K 64K 128K 256K 512K 1024K 

免疫前兔 1 0.037 0.409 0.193 0.376 0.188 0.137 0.175 0.093 0.093 0.039 0.032 0.032 0.042 

免疫后兔 1 0.047 2.318 2.172 2.208 2.206 1.928 2.117 1.916 1.658 1.421 0.935 0.583 0.032 

免疫前兔 2 0.029 0.430 0.403 0.471 0.198 0.159 0.142 0.083 0.052 0.057 0.045 0.033 0.036 

免疫后兔 2 0.053 2.435 2.163 2.161 1.942 1.877 1.654 1.287 1.126 0.986 0.735 0.568 0.064 

注：1K 即稀释倍数为 1×10
3
倍，其余一致。 

2.3.3  UCHL1 抗体评价结果 

2.3.3.1  抗体特异性评价 

以人血清、大鼠血清和小鼠血清包被酶标板采用 ELISA 法对 UCHL1 抗体特

异性进行评价，设置 3 组复孔。结果（图 32）显示，UCHL1 鼠单抗特异性不佳，

在阳性样本中 OD 值偏小，在杂蛋白血清中 OD 值偏大；UCHL1 兔多抗在血清中

具有较好特异性。 

对 UCHL1 鼠单抗进行 SDS-PAGE 凝胶电泳分析，发现该抗体无法与 UCHL1

蛋白特异性结合，因此后续实验仅使用 UCHL1 兔多抗进行。 
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（a）UCHL1 鼠单抗特异性评价        （b）UCHL1 兔多抗特异性评价 

图 32 UCHL1 抗体特异性评价 

 

2.3.3.2  抗体效价检测 

采用 ELISA 法对 UCHL1 兔多抗进行效价检测并于商品化抗体对比。结果（表

27）显示，制备 UCHL1 兔多抗与商品化 UCHL1 兔多抗效价均在 1×10
5，二者效

价相当。 

表 27 UCHL1 兔多抗效价检测 

 空白 1×10
3
 1×10

4
 1×10

5
 

制备 UCHL1 兔多抗 0.0897 3.1770 0.9585 0.2369 

商品化 UCHL1 兔多抗 0.0826 3.9994 1.2997 0.2624 

 

2.3.4  UCHL1 匹配抗体对确定 

将量子点微球与抗体相偶联，在试纸条上进行检测。比较相同条件下偶联不

同抗体后 C 线荧光强度，结果（图 33）显示，MyBioSource 牌子的抗体偶联效果

最佳；比较阳性样本与阴性样本 T/C 的值及其比值[(T/C)/(T0/C0)]，结果（图 34）

显示，MyBioSource 牌子兔单抗与制备的兔多抗匹配效果最佳，后续实验选择该匹

配抗体对进行。 
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图 33 不同抗体 C 线荧光强度 图 34 不同抗体对检测结果 

注：Sino 为义翘神州品牌抗体；Bio 为 MyBioSource 品牌抗体；Hua 为华安生物品牌抗体 

 

2.3.5  荧光探针制备方案确定 

2.3.5.1  偶联缓冲液 pH 确定 

比较不同偶联 pH 条件下 C 线荧光强度，发现当 pH 值为 8.0 时 C 线荧光强度

最大（图 35），此时量子点微球偶联抗体效果最佳。 

 

图 35 不同 pH 下 C 线荧光强度 

2.3.5.2  抗体偶联比例确定 

比较偶联不同质量抗体时的 C 线荧光强度，结果（图 36）显示，当偶联抗体

质量为 10μg 时 C 线读数最大，为最佳抗体偶联比例。 
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图 36 偶联不同质量抗体 C 线荧光强度 

 

2.3.5.3  荧光探针制备方案 

综合上述优化条件，最终得到 UCHL1 荧光探针制备方案如下： 

取 10μL 量子点微球，加入 40μL MES（0.1M，pH6.0）溶液中混匀，随后加入

1.2mg EDC 和 0.4mg NHS 在 37℃水浴条件下孵育 30min 进行量子点微球的激活。

以 12000rpm 转速离心 10min 弃去上清液，加入 80μL PBS 缓冲液（0.01M，pH8.0）

在 25W 条件下超声 1min（超声 5s，间歇 5s）洗涤，重复洗涤 2 次。 

取 10μg UCHL1 兔单抗加入 60μL PBS 缓冲液中混匀后加入清洗完成的量子点

中，37℃水浴孵育 2.5h。用 PBS 缓冲液配置 3%BSA 封闭液，取 35μL 加入孵育完

成后的偶联溶液中（封闭液终浓度为 1%）， 37℃水浴条件下继续孵育 30min。以

12000rpm 转速离心 10min，获得量子点微球偶联抗体，于 200μL PBS 溶液中重悬

（0.01M，pH7.4，含 1%BSA），储存于 4℃备用。 

2.3.6  免疫层析试纸条制备方案确定 

2.3.6.1  探针用量及划膜浓度确定 

根据兔抗浓度、二抗浓度及荧光探针用量，设计三因素三水平的正交实验表

（表 28），检测阳性样本与阴性样本 T/C 的比值[(T/C)/(T0/C0)]（表 29），每组实

验平行重复三次取平均值作为实验结果，在 SPSSAU 上进行正交实验极差分析，

分析结果（表 30）显示，当兔抗浓度选择水平 2，二抗浓度选择水平 1，探针用量

选择水平 2 时检测效果最佳，即兔抗浓度为 0.96mg/mL，二抗浓度为 0.5mg/mL，

探针用量为 3μL 时为试纸条最佳划膜浓度和探针用量。 
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表 28 L9(3
3
)正交实验因素水平表 

因素 兔抗浓度（mg/mL） 二抗浓度（mg/mL） 探针用量（μL） 

水平 1 0.64 0.5 2.5 

水平 2 0.96 0.75 3 

水平 3 1.28 1 3.5 

 

表 29 L9(3
3
)正交实验结果表 

实验编号 
兔抗浓度 

(mg/mL) 

二抗浓度 

(mg/mL) 

探针用量 

(μL) 
(T/C)/(T0/C0) 

1 1 1 1 1.1669 

2 1 2 3 1.1815 

3 1 3 2 1.8257 

4 2 1 3 1.8671 

5 2 2 2 1.2040 

6 2 3 1 1.4465 

7 3 1 2 1.6626 

8 3 2 1 1.2771 

9 3 3 3 1.1778 

 

表 30 L9(3
3
)正交实验极差分析表 

项 水平 兔抗浓度(mg/mL) 二抗浓度(mg/mL) 探针用量 (μL) 

K 值 

1 4.17 4.7 3.89 

2 4.52 3.66 4.69 

3 4.12 4.45 4.23 

K avg 值 

1 1.39 1.57 1.3 

2 1.51 1.22 1.56 

3 1.37 1.48 1.41 

最佳水平 2 1 2 

R 0.13 0.34 0.27 

水平数量 3 3 3 

每水平重复数 r 3 3 3 

注：表格中 K值为某因素某水平时试验数据求和，K avg 值为对应的平均值；最佳水平指

某因子时最佳 K avg 值对应的水平编号；R指因素的极差值，该值等于某因素时，K avg 最大

值 减去 K avg 最小值，可结合因素极差值对比各因素的优劣；水平数量指某因素的水平数，

每水平重复数 r指水平的平均试验重复次数。 
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2.3.6.2  试纸条检测时间确定 

结果显示，在阳性样本中加入荧光探针孵育，6min 后 T/C 比值达到稳定（图

37）；在阴性样本中加入荧光探针进行检测，9min 后 T/C 比值基本保持不变（图

38）。选择该孵育时间与检测时间作为样本检测条件，检测总耗时为 15min。 

 

图 37 T/C 稳定孵育时间 

 

图 38 T/C 稳定检测时间 

 

2.3.6.3  UCHL1 检测试纸条制备方案 

综合上述优化条件，最终得到试纸条制备及检测方案如下： 

将 NC 膜贴于背板，将 0.64mg/mL UCHL1 兔多抗以 1.5μL/cm 的速度在 NC 膜

上划膜作为检测线（T 线），将山羊抗兔二抗稀释至 0.5mg/mL 以 1μL/cm 的速度在

NC 膜上划膜作为质控线（C 线），两线间隔 6mm，于烘箱中 37℃烘干。将样品垫
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与吸水垫按照 2mm 的重叠与 NC 膜组装，裁剪成 4mm 宽度的试纸条，放入铝箔

袋中于 4℃密封干燥储存。 

取待测样品 70μL 加入 3μL 量子点微球偶联抗体，孵育 5min 后滴入试纸条中

进行荧光检测，9min 后在免疫荧光分析仪中进行读数，观察 T 线与 C 线的读数比

值（T/C）。检测时以 C 线出现读数为检测有效，若 C 线无读数则该检测无效。 

2.3.7  试纸条评价结果 

2.3.7.1  特异性评价 

分别用试纸条对 IL-6、IL-8、GFAP 和 MBP 四种蛋白因子样本进行检测，结

果（图 39）显示，除 UCHL1 外其余蛋白检测结果与阴性对照结果接近，UCHL1

蛋白检测结果则明显高于对照结果，说明本试纸条针对 UCHL1 蛋白拥有较好的检

测特异性。 

 

图 39 试纸条特异性评价 

2.3.7.2  重复性评价 

对 0.1~1ng/mL 不同浓度的 UCHL1 样本进行 5 次重复检测，可达到 0.2ng/mL

的检出下限。t 检验证明：UCHL1 浓度为 0.2ng/mL 时 5 次 T/C 比值与阴性对照之

间 P 值小于 0.05，有统计学差异（P=0.0488）；而 UCHL1 浓度为 0.1ng/mL 时 5 次

T/C 比值与阴性对照的 P 值大于 0.05，无统计学差异（P=0.3502）。将阳性样本 T/C

比值与阴性对照相比后计算[(T/C)/(T0/C0)]，得到关于蛋白浓度的线性回归方程： 

y=3.361x+0.4926（R
2
=0.9743）（图 40）。随机抽取取三批次共 12 张试纸条对 1ng/mL 

UCHL1 血清样本进行重复检测，CV 值为 9.58%，表明本试纸条具有较好重复性

（图 41）。 
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（a）不同蛋白浓度 T/C 比值 （b）线性回归方程 

图 40 标准曲线建立 

 

 

图 41 不同试纸条重复性验证 

2.3.7.3  临床样本评价 

分别采用试纸条和 ELISA 检测试剂盒对收集到的 30 例健康人血清样本和 29

例 mmTBI 患者血清样本进行检测并建立 ROC 曲线（图 42），根据约登指数分析

得出当 UCHL1 浓度阈值为 0.446ng/mL 时，试纸条检测约登指数最大为 0.9；当

UCHL1 浓度阈值为 0.337ng/mL 时，ELISA 检测约登指数最大为 0.8259。 

以该浓度阈值分别得到两种检测方法的临床样本诊断结果（表 31），其中试纸

条检测特异性为 90%（27/30），灵敏度为 100%（29/29）；ELISA 检测特异性为 90%

（27/30），灵敏度为 96.55%（28/29），二者 ROC 曲线下面积分别为 0.9759 和 0.9678。

采用 MedCalc 软件对二者的 AUC 面积进行假设检验比较（DeLong test），得到
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P=0.7658>0.05，因此认为试纸条检测效果与商品化 ELISA 试剂盒相当，但其检测

时间仅为 15min，显著优于商品化 ELISA 试剂盒检测所需时间。 

  

(a)试纸条与ELISA法 UCHL1浓度检测结果 (b)试纸条与 ELISA 法 ROC 曲线 

图 42 试纸条与 ELISA 法临床样本检测 

 

表 31 试纸条与 ELISA 方法临床样本诊断 

 试纸条 ELISA 

 健康人 mmTBI 患者 健康人 mmTBI 患者 

阳性 3 29 3 28 

阴性 27 0 27 1 

合计 30 29 30 29 

 

根据受伤至采血时间对 mTBI 患者与健康人血清 UCHL1 浓度进行对比作图，

结果（图 43）表明，UCHL1 血清浓度在 TBI 后 4~8h 会有一个显著提升，该时间

段可作为 UCHL1 用于评估 TBI 的最佳检测窗口。 

 

图 43 mTBI 患者 UCHL1 浓度随时间变化 
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2.4  讨论 

据报道，UCHL1 属于 TBI 急性期标志物，其在患者遭受 TBI 后迅速上升，8 h

后达到峰值，并在 48 h 内迅速下降，这一特点使 UCHL1 具有了 TBI 早期预测价

值[53]。从我们的实验结果来看，UCHL1 在 TBI 后 4~8h 显著提升，可以成为最佳

检测窗口期，与 UCHL1 的血清浓度变化特点相符合。 

除了对 TBI 的分级诊断外，UCHL1 还可预测 TBI 后 6 个月内的不良反应

（AUC=0.74），是检测结构性脑损伤的重要独立因素[69]，但其预测效果在 GCS

评分3-12分的患者中效果优于GCS评分大于12分的患者，这提示临床使用UCHL1

判断 mTBI 患者仍需结合头颅 CT 等其他指标才能准确判断。另外，UCHL1 血清

浓度还可以从非颅内来源增加，如骨科疾病等[70]，血清 UCHL1 水平无法对 CT 阴

性的 mTBI 患者和骨科创伤人员进行区分。因此在以 UCHL1 进行检测判断时，还

需结合患者的临床病史排除干扰。 

与 ELISA 检测试剂盒相比，我们研制的试纸条操作便捷、结果可靠，仅需 70μL

血清样本即可在 15min 完成检测，大幅提高检测效率，不受仪器与场地的限制。

本试纸条所建立的基于量子点标记的免疫层析技术可以广泛适用于对各类血清分

子标志物的检测，其用途也随着分子标志物的改变而不断拓展。此外，基于量子

点独特的光学性质，以该技术制备的试纸条还可用于多指标联合检测，为 mmTBI

的精准诊断提供新的方法学依据。 
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第三章  基于代谢组学的轻度颅脑损伤潜在标志物筛选 

 引 言 

轻中度颅脑损伤（mild to moderate traumatic brain injury, mmTBI）发生率的居

高不下一直是一个全球性的公共卫生难点。尽管 mmTBI 日益受到公众关注，临床

上依然缺乏对于 mmTBI，尤其是轻度 TBI（mild TBI, mTBI）的标准化定义和精准

分级指标[59]，以影像学检查作为 mTBI 的诊断依据时也有约 29%患者出现 CT 诊断

结果假阴性[71]。相比之下，生物标志物作为一类可被客观测量与评价的指标，它

的出现或浓度改变能够真实反映患者的病生理状态，有效判断疾病的发生、发展

和预后，可以弥补传统诊断方式的不足。因此，开发一套能够反映 mTBI 潜在病生

理特点的生物标志物将极大有助于 mTBI 的临床诊断和预后评估，并且对 mTBI

靶向药物研究和疾病管理也具有重大意义。 

近年来，用于辅助诊断及评估 TBI 严重程度的血清标志物成为研究热点，如

星形胶质细胞中的 S100 钙结合蛋白 B（S100B）和神经胶质纤维酸性蛋白（GFAP）；

神经元中的神经元特异性烯醇化酶（NSE）和泛素羧基末端水解酶（UCHL1）；

轴突损伤相关的 Tau 蛋白、神经丝轻链蛋白（NFL）和髓鞘碱性蛋白（MBP）等，

关于他们的优缺点[15, 19, 72-77]见表 32。大量研究表明这些血清标志物可以对 TBI 进

行辅助诊断和预后评估，但作为独立检测因子尚且存在不足，并未能实际应用于

临床[78]。因此如何筛选更好的检测标志物并联合现有诊断决策提高对于 mTBI 的

精准诊断仍然存在挑战。 

 

表 32 TBI 血清标志物优缺点 

蛋白标志物 颅脑中表达部位 优点 缺点 

S100B 星形胶质细胞 急性 TBI 时显著升高，与格

拉斯哥预后评分显著负相关 

易受患者年龄影响，特异性

较低 

GFAP 星形胶质细胞 可区分轻度 TBI 中 CT 检查

异常患者 

特异性差，其他脑部疾病也

可导致升高 

NSE 神经元 与 TBI 严重程度显著相关，

与格拉斯哥昏迷评分负相关 

对轻度 TBI 不敏感 
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续表 32 TBI 血清标志物优缺点 

蛋白标志物 颅脑中表达部位 优点 缺点 

UCHL1 神经元 特异性较高，与 TBI 严重程

度正相关 

半衰期短，受采样时间影响 

Tau 神经元细胞核 P-Tau/T-Tau 比值与 CT 表现

显著相关 

仅可预测重度 TBI，与轻度

TBI 无显著相关性 

NFL 神经元轴突 对轻度 TBI 轴突损伤敏感 需脑脊液采集，特异性较差 

MBP 神经元轴突 可预测儿童 TBI 的预后 非中枢神经特有蛋白，特异

性差 

注：S100B：S100 钙结合蛋白 B；GFAP：神经胶质纤维酸性蛋白；NSE：神经元特异性

烯醇化酶；UCHL1：泛素 C 末端水解酶；P-Tau：磷酸化 Tau 蛋白； T-Tau：总 Tau 蛋白；

NFL：神经丝轻链蛋白；MBP：髓鞘碱性蛋白。 

代谢组学是 20 世纪 90 年代末期发展起来的一门新兴学科，是研究关于生命

体被扰动后（如外界刺激、病理生理变化、基因突变等）引起的代谢产物（内源

性代谢物）种类、数量及其变化规律的科学。通过代谢组学技术分析实验组与对

照组的代谢水平差异，找出差异代谢物，有助于生物标志物的筛选，可以揭示其

参与的生命活动机制，完成调控通路等方面的研究。 

从检测方式上，代谢组学可以分为非靶向分析和靶向分析两类。非靶向分析

模式通常建立在高分辨质谱仪上，依赖其强大的高分辨率质量分析仪器，能够对

样本中的各类代谢物进行无偏向、大规模、系统性的检测，最大程度反映生物体

内的代谢水平扰动情况，适合项目前期的基础研究；靶向分析模式通常建立在单

位质量分辨率高的质谱仪上，依赖于串联质谱的高选择能力及高灵敏度，使用针

对性开发的样品制备及色谱分离方法，有目的地对代谢物进行特异性检测，适用

于特定关注的代谢物检测分析及对非靶代谢组筛选到的差异代谢物进行验证。 

基于以上调研，结合我课题组前期实验结果，我们认为可以通过构建轻度弥

漫性闭合型颅脑损伤模型小鼠[79]作为实验组，与对照组小鼠共同进行脑组织与血

清样本的采集，利用非靶向代谢组学技术对比实验组与对照组小鼠代谢水平的差

异，找出差异代谢物并利用 ELISA 技术对差异代谢物进行初步验证，寻找潜在的

mTBI 分子标志物。 
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3.1  实验材料 

3.1.1  实验动物 

35 只 SPF 级健康 ICR 雄性小鼠，7 周龄，体重 32~34g，购自北京华阜康生物

科技有限公司【SCXK（京）2019-0008】，饲养于军事医学研究院实验动物中心

【SYXK（军）2017-0023】。饲养环境：昼夜各半循环照明，湿度恒定在 40%~60%，

温度控制在 22~24℃，自由饮食水和饲料。本动物实验已获得军事医学研究院实验

动物福利伦理委员会批准【IACUC-DWZX-2022-584】。 

3.1.2  主要试剂 

表 33 主要试剂 

试剂 公司 

乙腈 Thermo 

乙酸铵 Sigma 

甲醇 Thermo 

氨水 Thermo 

苯乙胺 ELISA 检测试剂盒 江苏酶免实业有限公司 

黄嘌呤 ELISA 检测试剂盒 江苏酶免实业有限公司 

霉酚酸酯 ELISA 检测试剂盒 江苏酶免实业有限公司 

3.1.3  实验仪器 

表 34 实验仪器 

仪器 型号/货号 

脑立体定位打击装置 深圳华阳 SR200D 

质谱仪 AB Triple TOF 6600 质谱仪(AB SCIEX) 

LC 超高压液相色谱仪 Agilent 1290 Infinity LC 超高压液相色谱仪 

低温高速离心机 Eppendorf 5430R 

色谱柱 
Waters, ACQUITY UPLC BEH Amide  

1.7 μm, 2.1 mm× 100 mm column 

3.2  实验方法 

3.2.1  轻度弥漫性闭合型颅脑损伤小鼠造模 

关于 TBI 实验动物模型目前已有较多研究，包括流体冲击模型（Fluid 

percussion injury models, FPI）、可控皮质撞击模型（Controlled cortical impact injury 
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model, CCI）、重物撞击模型（Weight drop TBI models）、爆炸冲击模型（Models 

of blast TBI）等，但对于轻中度弥漫性闭合型脑损伤模型研究较少，无明确的相关

参数和评价指标。基于我课题组前期实验结果,我们认为以轻度弥漫性闭合型脑损

伤模型[79]对小鼠进行造模，可以更好模拟实际场景当中 mTBI 的发生。 

3.2.1.1  动物分组 

将小鼠随机分为假手术组（Sham 组，n=9）和实验组（mTBI 组，n=9），实验

组采用圆柱形砝码进行打击，其中砝码质量为 80g，直径为 13mm，致伤高度为 20cm

（表 35）。 

表 35 实验分组 

组别 数量（只） 打击重量（g） 致伤高度（cm） 

Sham 组 9 0 0 

mTBI 组 9 80 20 

 

3.2.1.2  造模方法 

小鼠在造模前 12h 禁食禁水。用生理盐水配置 1%戊巴比妥钠作为麻醉剂，将

小鼠称重，按照 6μL/g 对小鼠以腹腔注射的方式进行麻醉。待小鼠充分麻醉后（角

膜反射消失、痛觉反射消失、呼吸频率降低、肌张力减小），将小鼠颅顶毛发剃

除，以俯卧位固定于操作台上的海绵垫，海绵垫弹性系数为 K=2.95 N/cm。 

使用脑立体定位打击装置固定小鼠位置。使小鼠前牙咬住仪器前侧横杆，固

定住小鼠前后方位，保证小鼠脑部水平；将仪器左右两侧的耳杆横向推入小鼠左

右两侧耳道下方(下颌骨凹陷处)，托住头颅，调整位置使耳杆与打击管道在同一水

平线上，固定小鼠左右方位；将打击管道对准小鼠右外侧脑，砝码前缘与小鼠眼

尾相切，砝码切线与小鼠冠状轴相切；向下调整打击管道位置，使接触面与颅顶

平面保持平齐。调整期间确保小鼠呼吸状态正常（图 44）。 

为避免打击管道中砝码反弹对小鼠造成二次损伤，在砝码与小鼠颅脑撞击后

立即拉住砝码牵引绳。打击后，立即将小鼠脱离装置放置于 37℃恒温垫上，30min

后放回笼子内等待复苏。Sham 组除不施加打击外，其余操作同组。 

致伤后处理：致伤后密切观察小鼠生命体征情况变化。若有小鼠死亡，记录

只数并补充相应数量小鼠重复实验。 



硕士学位论文 

 

第 67 页 

  
（a）脑立体定位打击装置俯视图 （b）脑立体定位打击装置正视图 

  

（c）小鼠固定示意图 （d）砝码击打位置 

图 44 小鼠造模示意图 

 

3.2.2  代谢组学分析 

3.2.2.1  样本采集 

分别采集 Sham 组小鼠和实验组小鼠进行造模后 3h 和 6h 的脑组织样本与血清

样本（表 36），进行代谢组学分析。 

表 36 采样分组 

分组名称 样本来源 组别 数量（只） 

B1 脑组织 Sham 组 3 

B2 脑组织 mTBI 3h 组 3 

B3 脑组织 mTBI 6h 组 3 

S1 血清 Sham 组 3 

S2 血清 mTBI 3h 组 3 

S3 血清 mTBI 6h 组 3 

脑组织采集步骤： 

（1）麻醉。用生理盐水配置 1%戊巴比妥钠作为麻醉剂，将小鼠称重，按照

6μL/g 对小鼠以腹腔注射的方式进行麻醉。 
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（2）灌流。将麻醉后的小鼠仰卧位固定，用手术剪开胸，于小鼠心脏右心耳

剪开一小漏口，经左心室灌注生理盐水约 60mL，直至观察到右心耳流出清凉液体。 

（3）冷冻。灌流后迅速将小鼠开颅，取出脑组织于液氮中冻存。 

血清采集步骤： 

（1）采血。采用摘除眼球方式采集小鼠全身血液，血液采集完成后将小鼠脱

颈处死。 

（2）分离血清。将装有采集血液的离心管于室温静置 2h，随后在 4℃条件下

3000rpm 离心 10min，上层淡黄色清液即为小鼠血清。 

（3）冷冻。将小鼠血清于-80℃冷冻储存。 

 

3.2.2.2  色谱-质谱分析 

将采集样本在 4℃缓慢解冻后加入预冷的甲醇/乙腈/水混合溶液（体积比

2:2:1），涡旋混合，低温超声 30min，于-20℃静置 10min，在 4℃条件下 14000g 离

心 20min，取上清真空干燥。质谱分析时加入 100μL 乙腈水溶液（体积比 1:1）复

溶，涡旋混合，在 4℃条件下 14000g 离心 15min，取上清液进样分析。 

色谱条件： 

柱温 25℃，流速 0.5mL/min，进样量 2μL； 

流动相 A：水+25mM 乙酸铵+25mM 氨水，流动相 B：乙腈； 

梯度洗脱程序：0-0.5min，95%流动相 B 洗脱；0.5-7min，流动相 B 从 95%线

性变化至 65%；7-8min，流动相 B 从 65%线性变化至 40%；8-9min，流动相 B 维

持 40%；9-9.1min，流动相 B 从 40%线性变化至 95%；9.1-12min，流动相 B 维持

95%。全过程样品置于 4℃中自动进样。 

质谱条件： 

分别采用电喷雾电离（ESI）正离子和负离子模式检测，ESI 源及质谱设置参

数如下： 

雾化气辅助加热气 1（Gas1）：60，辅助加热气 2（Gas2）：60，气帘气 （CUR）：

30psi，离子源温度：600℃，喷雾电压（ISVF）±5500 V（正负两种模式）； 

一级质荷比检测范围：80-1200 Da，分辨率：60000，扫描累积时间：100ms，

二级采用分段式采集方法，扫描范围是 70-1200 Da，二级分辨率：30000，扫描累

积时间：50ms，动态排除时间：4 s。 

得到数据后对数据质量进行评价，尽可能减少由实验、仪器造成的数据误差；

随后对代谢组学数据进行相应统计学分析，筛选出具有显著差异性的代谢产物。 

 



硕士学位论文 

 

第 69 页 

3.2.3  代谢组学结果验证 

筛选出显著性差异代谢产物，购买相关代谢产物的商品化 ELISA 检测试剂盒。

重复小鼠造模，按照说明书使用商品化 ELISA 检测试剂盒对实验组小鼠与对照组

小鼠血清中的代谢差异物进行重复验证，完成 mTBI 潜在分子标志物的初步筛选。 

重复验证实验中造模条件与 3.2.1 中一致，实验分组如下： 

表 37 重复验证实验分组 

样本来源 组别 数量（只） 

血清 Sham 组 3 

血清 mTBI 1h 组 3 

血清 mTBI 3h 组 3 

血清 mTBI 6h 组 3 

血清 mTBI 8h 组 3 

 

3.3  实验结果 

3.3.1  代谢组学数据质量评价 

在进行样本检测的同时制备 QC 样本。QC 样本由各待测样本等量混合制成，

在待测样本进行色谱-质谱分析的进样前、中和后期分别上机检测，用于评价实验

过程中产生的仪器误差。通过对 QC 样本进行样本总离子流图分析、总体样本主成

分分析、QC 样本相关性分析、QC 样本相对标准偏差分析等数据评价，说明本次

实验数据由实验仪器引起的系统误差较小，重复性好，数据波动在正常范围内，

可用于后续数据分析。 

3.3.2  代谢组学结果分析 

3.3.2.1  代谢物鉴定数量 

对脑组织样本，在正负离子模式合并后共鉴定出代谢物 1325 种；对血清样本，

在正负离子模式合并后共鉴定出代谢物 1267 种。 

根据化学分类进行归属统计，得到各类代谢物数量占比如图 45 所示。 
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（a）脑组织中鉴定代谢物占比 

 
（b）血清中鉴定代谢物占比 

图 45 代谢物鉴定数量及占比 

 

 

3.3.2.2  代谢物表达量变化趋势 

采用 Mfuzz 包的 fuzz c-means（FCM）算法对代谢物在各组分当中的表达模式

和变化量趋势进行分析，根据所有代谢物的表达趋势分为不同模块，结果如图 46

所示，说明不同时间点代谢产物有明显浓度差异。 
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（a）脑组织正离子模式代谢物变化趋势 （b）脑组织负离子模式代谢物变化趋势 

  
（c）血清正离子模式代谢物变化趋势 （d）血清负离子模式代谢物变化趋势 

注：横坐标代表不同组别，纵坐标表示均一化后表达量的变化。每一个 Cluster 线条为一

类代谢物的表达趋势。 

图 46 代谢物表达量变化趋势 

 

3.3.2.3  组间差异分析 

主成分分析（Principal Component Analysis, PCA）可以将原本鉴定到的所有代

谢物重新线性组合，形成一组新的综合变量达到降维目的，同时还能从总体上反

映样本组间和组内的变异度。因此采用 PCA 观察组间样本的总体分布趋势和组间

样本差异度。分别将三个组两两比较做 PCA 分析，得分结果如图 47 所示。 
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（a）脑组织样本正离子模式 PCA 得分图 （b）脑组织样本负离子模式 PCA 得分图 

  
（c）血清样本正离子模式 PCA 得分图 （d）血清样本负离子模式 PCA 得分图 

注：同一颜色点表示组内重复，点的分布状态反映出组间、组内差异度。 

图 47 主成分分析图 

经过 7 次循环交互验证，得到 PCA 模型参数如表 38、表 39 所示。 

表 38 脑组织 PCA 模型参数 

离子模式 样品组分 A R
2
X(cum) 

正离子 B1、B2、B3 3 0.549 

负离子 B1、B2、B3 3 0.563 

表 39 血清 PCA 模型参数 

离子模式 样品组分 A R
2
X(cum) 

正离子 S1、S2、S3 3 0.549 

负离子 S1、S2、S3 3 0.583 

注：表中 A 表示主成分数，R
2
X(cum)表示模型解释率，一般 R

2
X(cum)>0.4 为好，说明模

型可靠。 
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结果表明，待测组分组内聚集度高，组间分离明显，说明模型可靠，组间有

明显差异。 

3.3.2.4  差异代谢物筛选 

OPLS-DA 模型得到的变量权重值（Variable Importance for the Projection, VIP）

能够用于衡量各代谢物表达模式对各组样本分类判别的影响强度和解释能力，挖

掘出具有生物学意义的差异代谢分子。通常以 VIP>1 的代谢物被认为在模型解释

中具有显著贡献。 

本实验严格以OPLS-DA VIP>1和P value<0.05为显著性差异代谢物筛选标准，

筛选结果如下（具体筛选产物见附录 A）： 

表 40 脑组织中筛选结果 

筛选模式 比较组 显著性差异物数量 

正离子模式 

B2 VS B1 25 

B3 VS B1 41 

B3 VS B2 24 

负离子模式 

B2 VS B1 35 

B3 VS B1 23 

B3 VS B2 14 

注：B1 为脑组织样本 Sham 组，B2 为脑组织样本 mTBI 3h 组，B3 为脑组织样本 mTBI 6h

组。 

 

  

（a）正离子模式下筛选结果 Venn 图 （b）负离子模式下筛选结果 Venn 图 

图 48 脑组织样本差异代谢物筛选结果 Venn 图 
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表 41 血清中筛选结果 

筛选模式 比较组 显著性差异物数量 

正离子模式 

S2 VS S1 38 

S3 VS S1 37 

S3 VS S2 15 

负离子模式 

S2 VS S1 30 

S3 VS S1 23 

S3 VS S2 10 

注：S1 为血清样本 Sham 组，S2 为血清样本 mTBI 3h 组，S3 为血清样本 mTBI 6h 组。 

 

  

（a）正离子模式下筛选结果 Venn 图 （b）负离子模式下筛选结果 Venn 图 

图 49 血清样本差异代谢物筛选结果 Venn 图 

 

综合正负离子模式下筛选出的代谢产物，分别将脑组织样本中 mTBI 3h 组和

Sham 组之间的差异代谢物与血清中 mTBI 3h 组和 Sham 组之间的差异代谢物进行

交集对比（图 50a），得到 3 种差异代谢物：他莫昔芬、半胱氨酸-色氨酸、磷脂

酰甘油 38:6；将脑组织样本中 mTBI 6h 组和 Sham 组之间的差异代谢物与血清中

mTBI 6h 组和 Sham 组之间的差异代谢物进行交集对比（图 50b），得到 2 种代谢

物：黄嘌呤和苯乙胺；将脑组织样本中 mTBI 6h 组和 mTBI 3h 组之间的差异代谢

物与血清中 mTBI 6h 组和 mTBI 3h 组之间的差异代谢物进行交集对比（图 50c），

得到 1 种差异代谢物：霉酚酸酯。 
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（a）脑组织与血清中 mTBI 3h

组与对照组代谢差异物交集 

（b）脑组织与血清中 mTBI 6h

组与对照组代谢差异物交集 

（c）脑组织与血清中 mTBI 6h

组与mTBI 3h组代谢差异物交集 

图 50 脑组织与血清不同比较组代谢差异物交集 

其中第一组差异代谢物他莫昔芬、半胱氨酸-色氨酸和磷脂酰甘油 38:6 仅在

mTBI 3h 与对照组中存在。第二组差异代谢物中，苯乙胺除在 mTBI 6h 与对照组

中存在外，同时存在于血清样本 mTBI 3h 与对照组的差异代谢物；黄嘌呤同时存

在于脑组织样本 mTBI 3h 与对照组的差异代谢物。第三组差异代谢物中，霉酚酸

酯除在 mTBI 6h 与 mTBI 3h 组中存在外，同时存在于脑组织样本 mTBI 6h 与对照

组、血清样本 mTBI 3h 与对照组的差异代谢物。 

综合以上条件，黄嘌呤、苯乙胺和霉酚酸酯可能提示 mTBI 的发生或成为 mTBI

的潜在相关分子。进一步的，对该三种分子在 mTBI 后的趋势变化进行重复性验证。 

3.3.3  代谢差异物重复验证 

按照弥漫性闭合型轻度颅脑损伤模型对小鼠重复造模，分别于 mTBI 后 1h、

3h、6h 和 8h 采集小鼠血清，按照购买的黄嘌呤、苯乙胺和霉酚酸酯 ELISA 检测

试剂盒说明书对小鼠血清进行检测。每组血清样本设置 3 组复孔。 

重复验证结果表明，黄嘌呤血清水平在 mTBI 后开始上升，mTBI 后 3h 达到

峰值，随后缓慢下降，至 mTBI 后 8h 下降至与对照组相似水平（图 51）。其在 3h

与 6h 水平均高于对照组，与筛选交集组相符。 

苯乙胺血清水平在 mTBI 后 1h 迅速上升达到峰值，随后开始下降，至 mTBI

后 3h 下降至与对照组相似水平，并维持稳定（图 52）。其在血清中的变化水平与

筛选交集不相符，可能是实验样本数量过少导致的误差，还需进一步验证。 

霉酚酸酯血清水平在mTBI后1h迅速上升并达到峰值，随后缓慢下降，至mTBI

后 8h 仍高于对照组水平（图 53）。其在 3h 与 6h 水平均高于对照组，且 6h 水平较

3h 有所下降存在差异，与筛选交集相符。 
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TBI 潜在分子标志物需要满足血清水平浓度随时间变化具有较好稳定性。黄嘌

呤与霉酚酸酯在 TBI 后 8h 内均能维持正常以上水平，可作为 mTBI 提示分子进一

步进行研究验证。受实验样本数量限制，该结论还需后续实验及更大样本验证。 

 
图 51 黄嘌呤重复验证结果 

 
图 52 苯乙胺重复验证结果 

 
图 53 霉酚酸酯重复验证结果 
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3.4  讨论 

通过对 mTBI 小鼠血清和对照组小鼠血清的代谢组学分析，初步筛选出黄嘌

呤、苯乙胺和霉酚酸酯三种潜在 mTBI 相关分子。 

黄嘌呤是由黄嘌呤氧化酶（Xanthine oxidase，XOD）从次黄嘌呤中分离而来，

与氧化应激代谢通路相关，而这正是诱发 TBI 后继发性脑损伤并导致脑缺血和脑

水肿的重要因素之一。有研究表明，对大鼠进行 TBI 造模后，发现其 XOD 活性增

高[81]，与实验筛选结果相符。 

苯乙胺（Phenylethylamine，PEA），又名β-苯乙胺，是一种生物碱与单胺类

神经递质，与去甲肾上腺素类似。据报道，在对大鼠进行模拟 TBI 后，大鼠额叶

皮层去甲肾上腺素转运体表达数量增加，TBI 后 4 周显著增加，提示去甲肾上腺素

转运体可能具有作为 TBI 治疗靶点的价值[82]；另外有研究表明，去甲肾上腺素给

药能够减少 TBI 后的继发性损伤[83]，因此苯乙胺的存在可能成为 mTBI 的潜在相

关分子。 

霉酚酸酯（Mycophenolate mofetil, MMF）是霉酚酸（mycophenolic acid, MPA）

的酯类衍生物，具有独特的免疫抑制作用和较高的生物安全性，已作为商品化药

物用于治疗红斑狼疮等风湿免疫性疾病。MMF 在体内能够迅速水解为活性代谢产

物 MPA，MPA 通过抑制嘌呤核苷酸从头合成途径的关键限速酶使鸟嘌呤核苷酸的

合成减少，因而能选择性抑制 T、B 淋巴细胞的增殖和功能。目前暂无 MMF 与

TBI 相关的研究报道，但从 TBI 的原发性损伤与继发性损伤机理来看，MMF 可能

与星形胶质细胞的激活以及后续代谢途径相关，并提示了 mTBI 的潜在药物治疗相

关靶点，可能与霉酚酸酯的新药物用途相关。 

mTBI 潜在相关分子的初步筛选为 mTBI 新标志物的的筛选奠定了一定基础，

但由于本实验仅在动物层面进行实验，实验样本数量较少，实验重复验证仅对小

鼠血清进行了 ELISA 检测，还未进行深入靶向筛选及临床水平的样本验证，因此

对于该三种分子的作用机制及在 mTBI 诊断中的灵敏度与特异性有待于进一步的

探索研究与验证 
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第四章  结论与展望 

4.1  结论 

4.1.1  基于 GFAP 和 UCHL1 的 mmTBI 快速检测试纸条的研制及应用 

本研究分别制备了以 GFAP 和 UCHL1 为检测分子用于 mmTBI 快速诊断的免

疫层析试纸条。在以 GFAP 为检测分子时，通过对 GFAP 各亚型保守片段的筛选，

制备了 GFAP 小鼠单克隆抗体，在最大程度上实现了对不同年龄段人群血清中

GFAP 的检测。该模式下试纸条最佳制备工艺为：量子点微球偶联抗体比例为 10:1

（100μg 量子点微球：10μg GFAP 鼠单抗），偶联 pH6.0，GFAP 兔多抗与山羊抗

鼠二抗划膜浓度为 1mg/mL。在该试纸条检测中，仅需 70μL 血清样本即可在 13min

内实现对 mmTBI 患者与非 TBI 患者的区分，检测灵敏度达到 95.24%，特异性达

到 90%，检测效果与商品化 ELISA 试剂盒相当，检测时间与检测便捷性显著优于

ELISA 检测试剂盒。对 GFAP 快速检测试纸条进行了定量学方法的建立，在以人

血清为基质的样本中，GFAP 的标准曲线为 y=2.814lgx+3.499，检测下限为

0.15ng/mL，线性回归系数 R
2
=0.978，批间差异在 10.7%，具有良好的可重复性，

不与非 GFAP 外的蛋白因子反应，具有良好的特异性。确定了 GFAP 最佳检测窗

口在 TBI 后 6~10h，为 TBI 的准确评估提供辅助参考依据。 

在以 UCHL1 为检测分子时，通过制备 UCHL1 蛋白作为免疫原制备了 UCHL1

兔多抗，以量子点微球偶联兔单抗作为荧光探针实现对血清中 UCHL1 的检测。该

模式下试纸条最佳工艺为：量子点微球偶联抗体比例为 10:1（100μg 量子点微球：

10μg UCHL1 兔单抗），偶联 pH8.0，UCHL1 兔多抗划膜浓度为 0.96mg/mL，山羊

抗兔二抗划膜浓度为 0.5mg/mL。在该试纸条检测中，仅需 70μL 血清样本即可在

15min 内实现对 mmTBI 患者与非 TBI 患者的区分，检测灵敏度达到 100%，特异

性达到 90%，检测效果与商品化 ELISA 试剂盒相当，检测时间与检测便捷性显著

优于 ELISA 检测试剂盒。对 UCHL1 快速检测试纸条进行了定量学方法的建立，

在以人血清为基质的样本中，UCHL1 的标准曲线为 y=3.361x+0.4926，检测下限为

0.2ng/mL，线性回归系数 R
2
=0.9743，批间差异在 9.58%，具有良好的可重复性，

不与非 UCHL1 外的蛋白因子反应，具有良好的特异性。确定了 UCHL1 最佳检测

窗口在 TBI 后 4~8h，为 TBI 的准确评估提供辅助参考依据。 

4.1.2  mTBI 潜在相关分子的初步筛选 

通过建立轻度弥漫性闭合型颅脑损伤小鼠模型，对 mTBI 小鼠的脑组织及血清



硕士学位论文 

 

第 79 页 

样本在 mTBI 后 3h 和 6h 取样，与对照组小鼠一并进行代谢组学分析，最终筛选出

mTBI 相关潜在分子黄嘌呤、苯乙胺和霉酚酸酯。通过重复造模实验对这 3 种潜在

相关分子进行验证，结合文献查阅，初步判断了这 3 种分子与 mTBI 的相关性，尤

其是霉酚酸酯，为 mTBI 的药物治疗提供新的潜在靶点。 

4.2  展望 

4.2.1  基于 GFAP 和 UCHL1 联合检测的 mmTBI 诊断试纸条的研制 

GFAP 与 UCHL1 快速检测试纸条的成功研制证明了基于量子点标记免疫层析

技术的方法建立及该方法体系的可拓展性。基于量子点独特的光学性质，该方法

体系同样适用于多分子联合检测的试纸条研制。有研究发现，将 GFAP 与 UCHL1

联合使用可以对脑部弥漫性损伤和局灶性损伤有更好的评估价值[84]，在某些时间

点上对 TBI 的诊断效果优于单独标志物的使用[85]。从检测时间窗口上来讲，多标

志物的联合检测可以在一定程度上拓宽检测所需时间窗，使检测试纸条应用范围

更广，如将 GFAP 与 UCHL1 联合使用，则最佳检测时间窗口可以延长至 TBI 后

4h~10h，尽管存在浓度峰值的错峰匹配，但更适合于实际应用场景。 

随着对mmTBI标志物的不断探索发展，多指标联合检测分析将为TBI的诊断、

发展及预后提供更精准的判断，与影像学、量表评价等结合共同形成完善的评估

体系，为 TBI 的临床诊疗提供有力支持。 

4.2.2  mTBI 潜在相关分子的靶向性筛选及验证 

通过对 mTBI 小鼠的非靶向代谢组学分析，筛选出了 mTBI 潜在相关分子及分

子所属类别与相关代谢通路。由于样本进行代谢组学分析时样本数量较少，因此

仅作为 mTBI 潜在相关分子的初步筛选。进一步的，可以以筛选出的分子类别和相

关代谢通路进行代谢组学的靶向性分析，聚焦 mTBI 潜在相关分子的重复性验证，

为 mTBI 提供全新角度的分子标志物、代谢通路与药物作用靶点。 

另一方面，一个可靠的生物标志物需要拥有易于获得、重复性好、可定量检

测、兼顾特异性与灵敏度等特点，从代谢组学分析得到的潜在相关分子还需转化

为可应用于临床的生物诊断标志物。随着 mTBI 研究的不断深入和新技术新学科的

交叉融合，必将建立起更精准、更灵敏、更可靠的 mTBI 诊断方法，推动快速诊断

技术的进一步发展。 
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附录 A  代谢组学显著性差异物筛选结果 

1  脑组织样本中正离子模式下显著性差异代谢物 

1.1  mTBI 3h 组与 Sham 组筛选结果 

Uridine 5'-diphosphate 

Natamycin 

Monoelaidin 

Liriodenine 

3-[(2s,3r,4s,5s,6r)-4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-3-[(2s,3r,4s,5s,6r)-3,4,5-trihydroxy-6

-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxyoxan-2-yl]oxy-2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5-hydroxy-7-methoxyc

hromen-4-one 

Midazolam 

Chloroquine 

Forskolin 

3-methoxytyramine 

Tributylphosphine oxide 

7-methyladenine 

Oleoyl-l-carnitine 

Gamma-l-glutamyl-l-glutamic acid 

Tamoxifen 

Apafant 

Caylin-1 

Lnt 

4-(2,3-dihydroxy-3-methylbutoxy)furo(3,2-g)chromen-7-one 

Indole-3-acetamide 

Aristolochic acid ii 

Bradykinin 

Boscalid 

Harmalol 

Diclosulam 

Demetons 

1.2  mTBI 6h 组与 Sham 组筛选结果 

Uridine 5'-diphosphate 

3-pyridinecarboxaldehyde 

Natamycin 

Arenobufagin 

Cys-Met-Arg 
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1-pyrrolidineheptanoic acid, 2-(3-hydroxyoctyl)-5-oxo 

Propanoic acid，2-[[1-[3-[4-([1,1'-biphenyl]-4-ylcarbonyl)-2-propylphenoxy]  

2-amino-1-phenylbutane 

Zoledronic acid 

Parthenolide 

Benzo(b)fluoranthene 

Midazolam 

Mycophenolate mofetil 

Forskolin 

N,n'-diphenyl-p-phenylenediamine 

Fenfluramine 

3-methoxytyramine 

1-hexadecyl-2-(9z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine 

7-methyladenine 

Oleoyl-l-carnitine 

2-[2-[19-acetamido-6-(3,4-dicarboxybutanoyloxy)-16,18-dihydroxy-5,9-dimethylicosan-7-

yl]oxy-2-oxoethyl]butanedioic aci 

4-androsten-11.beta.-ol-3,17-dione 

Vinyl carbamate 

Osthole 

Prothioconazole 

L-valinamide,n-(4-methoxy-1,4-dioxobutyl)-l-alanyl-l-alanyl-l-prolyl-n-(4-methyl-2-oxo-2

h-1-benzopyran-7-yl) 

Lnt 

4-(2,3-dihydroxy-3-methylbutoxy)furo(3,2-g)chromen-7-one 

Thr-Pro-Arg 

19-hydroxyandrost-4-ene-3,17-dione 

Bradykinin 

Pro-Trp 

Boscalid 

Hydroquinone 

Arachidonoyl ethanolamide 

Formothion 

Dodecanoic acid, 12-[[(cyclohexylamino)carbonyl]amino] 

Trachelanthine 

Fenpropidin 

Glu-Pro-Arg 

.gamma.-linolenic acid 

1.3  mTBI 6h 组与 TBI 3h 组筛选结果 

3-pyridinecarboxaldehyde 
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Arenobufagin 

Cys-Met-Arg 

Monoelaidin 

1-pyrrolidineheptanoic acid, 2-(3-hydroxyoctyl)-5-oxo- 

Propanoic acid, 2-[[1-[3-[4-([1,1'-biphenyl]-4-ylcarbonyl)-2-propylphenoxy] 

propyl]-1,2,3,4-tetrahydro-5-quinolinyl]oxy]-2-methyl 

2-amino-1-phenylbutane 

Zoledronic acid 

Liriodenine 

Parthenolide 

Benzo(b)fluoranthene 

Mycophenolate mofetil 

N,n'-diphenyl-p-phenylenediamine 

Fenfluramine 

1-hexadecyl-2-(9z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine 

4-androsten-11.beta.-ol-3,17-dione 

Vinyl carbamate 

L-valinamide,n-(4-methoxy-1,4-dioxobutyl)-l-alanyl-l-alanyl-l-prolyl-n-(4-methyl-2-oxo-2

h-1-benzopyran-7-yl) 

Thr-Pro-Arg 

Leukotriene d4 methyl ester 

Apicidin 

D-myo-inositol-1,5-diphosphate 

2,3-dinor-8-isoprostaglandin-f2.alpha. 

2  脑组织样本中负离子模式下显著性差异代谢物 

2.1  mTBI 3h 组与 Sham 组筛选结果 

Gallic acid 

Xanthine 

Hydroxyphenyllactic acid 

11beta-hydroxyprogesterone 

Thymol-beta-d-glucoside 

Garcinol 

Ostruthin 

Hydroquinidine 

Glyceric acid 

17,20-dimethylprostaglandin f1.alpha. 

Gdp-l-fucose 

O-phosphoethanolamine 

Sarcosine 
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Gly-His-Lys 

Pg 42:9 

Udp-xylose 

Quercetin 

2-phosphonobutyric acid 

L-Valine 

L-gulono-1,4-lactone 

Succinic semialdehyde 

Cytidine 

(-)-secoisolariciresinol 

2,4-dichlorophenol 

N-methyl-l-alanine 

2-(2,6-dihydroxy-4-methoxycarbonylbenzoyl)-3-hydroxybenzoic acid 

Mandipropamid 

Pg 38:6 

Trp-Cys 

Uridine 5'-diphosphoglucuronic acid (UDP-D-glucuronate) 

N-acetylneuraminate 

D-Sorbitol 

L-threonate 

Taurine 

Cholic acid 

2.2  mTBI 6h 组与 Sham 组筛选结果 

Gallic acid 

Xanthine 

Hydroxyphenyllactic acid 

11beta-hydroxyprogesterone 

Thymol-beta-d-glucoside 

Ostruthin 

Hydroquinidine 

Glyceric acid 

Gdp-l-fucose 

Cys-Gln 

Sarcosine 

Gly-His-Lys 

Udp-xylose 

2,6'-dimethoxy-2'-hydroxychalcone 

Digalacturonic acid 

Gatifloxacin 

L-gulono-1,4-lactone 
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Buprenorphine glucuronide 

D-ribulose 5-phosphate 

(2-aminoethoxy)[2-[docosa-4.7.10.13.16.19-hexaenoyloxy]-3-[octadeca-1.9-dien-1-yloxy]

propoxy]phosphinic acid 

N-methyl-l-alanine 

Thymidine 

Erucic acid 

2.3  mTBI 6h 组与 TBI 3h 组筛选结果： 

Garcinol 

17,20-dimethylprostaglandin f1.alpha. 

Cys-Gln 

Pg 42:9 

Quercetin 

2-phosphonobutyric acid 

Gatifloxacin 

Buprenorphine glucuronide 

2-(2,6-dihydroxy-4-methoxycarbonylbenzoyl)-3-hydroxybenzoic acid 

Thymidine 

N-fructosyl pyroglutamate 

N-acetyl-p-fluoro-dl-phenylalanine 

Guanidinoethyl sulfonate 

3  血清样本中正离子模式下显著性差异代谢物 

3.1  mTBI 3h 组与 Sham 组筛选结果 

Adenosine 5'-monophosphate 

Oleic acid methyl ester 

Isopropalin 

1-methylhistidine 

Metamitron 

Guanosine diphosphate 

4,6-diamino-5-formamidopyrimidine 

Creatinine 

Arg-Ala-Lys 

N-(4-fluorobenzoyl)-5-amino-1h-indole 

5-aminolevulinic acid 

2-amino-1-phenylbutane 

Methyl,6-diacetyloxy-10-hydroxy-2,4b,7,7,10a,12a-hexamethyl-12-methylidene-1,4,8-trio

xo-4a,5,6,6a,9,10,10b,11-octahydronaphtho[1,2-h]isochromene-2-carboxylate 

L-theanine 
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D,l-n,n-didesmethyl-o-desmethylvenlafaxine 

Lappaconitine 

L-arginine, methyl ester 

Trioxsalen 

15-deoxy-goyazensolide 

Dl-homocysteine 

Flunixin 

Phosphocreatine 

N-.alpha.-acetyl-l-ornithine 

Deoxycytidine 

Carbazole 

Oxamyl 

Trimethylamine n-oxide 

Tamoxifen 

Parthenolide 

Zanamivir 

2'-deoxycytidine 

Penbutolol 

Vernolate 

Methaqualone 

1-Palmitoyllysophosphatidylcholine 

3.2  mTBI 6h 组与 Sham 组筛选结果 

Adenosine 5'-monophosphate 

Oleic acid methyl ester 

Isopropalin 

1-methylhistidine 

Metamitron 

4,6-diamino-5-formamidopyrimidine 

Creatinine 

N-stearoylsphinganine 

Hexaethylene glycol 

Asn-Arg-Lys 

Arg-Ala-Lys 

Perseitol 

N-(4-fluorobenzoyl)-5-amino-1h-indole 

5-aminolevulinic acid 

2-amino-1-phenylbutane 

Methyl,6-diacetyloxy-10-hydroxy-2,4b,7,7,10a,12a-hexamethyl-12-methylidene-1,4,8-trio

xo-4a,5,6,6a,9,10,10b,11-octahydronaphtho[1,2-h]isochromene-2-carboxylate 

L-theanine 
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D,l-n,n-didesmethyl-o-desmethylvenlafaxine 

Lappaconitine 

L-arginine, methyl ester 

Trioxsalen 

15-deoxy-goyazensolide 

Myristamine oxide 

Amprenavir 

Dl-homocysteine 

Flunixin 

Phosphocreatine 

6-hydroxymelatonin 

Thioperamide 

Triethylene glycol monobutyl ether 

Deoxycytidine 

Guanine 

Gardenin b 

Propylenethiourea 

3.3  mTBI 6h 组与 TBI 3h 组筛选结果 

1-methylhistidine 

Guanosine diphosphate 

N-stearoylsphinganine 

Hexaethylene glycol 

Asn-Arg-Lys 

Myristamine oxide 

Gossypol 

1-behenoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholine 

2,4,6-tri-tert-butylaniline 

Histidine 

4  血清样本中负离子模式下显著性差异代谢物 

4.1  mTBI 3h 组与 Sham 组筛选结果 

Adenosine 5'-phosphosulfate 

Inosine 

Desferrioxamine d2 

Trans-ferulic acid 

3-deoxy-d-glycero-d-galacto-2-nonulosonic acid 

Hippuric acid 

Mycophenolate mofetil 

Propanoic acid, 



硕士学位论文 

 

第 94 页 

2-[[4-[2-[[(cyclohexylamino)carbonyl](4-cyclohexylbutyl)amino]ethyl]phenyl]thio]-2-methyl 

Phenylalanine 

Homovanillic acid sulfate 

Quillaic acid 

3-ketofusidic acid 

Etidronic acid 

4-vinylphenol 

2-amino-4,6-dihydroxypyrimidine 

4-hydroxy-4'-chlorobiphenyl 

Carnitine 

Gln-Gly-Gln 

Indolelactic acid 

4-hydroxyisoleucine 

Trp-Cys 

Pe 35:2 

Ethyl syringate 

Fipronil sulfone 

Pg 38:6 

Isopentenyl pyrophosphate 

Theobromine 

Ponceau 6 

Fludioxonil 

L-arabinose 

4.2  mTBI 6h 组与 Sham 组筛选结果 

Adenosine 5'-phosphosulfate 

Inosine 

Desferrioxamine d2 

Trans-ferulic acid 

3-deoxy-d-glycero-d-galacto-2-nonulosonic acid 

Hippuric acid 

3-hydroxymyristic acid 

Propanoic acid, 

2-[[4-[2-[[(cyclohexylamino)carbonyl](4-cyclohexylbutyl)amino]ethyl]phenyl]thio]-2-methyl 

Homovanillic acid sulfate 

Quillaic acid 

3-ketofusidic acid 

Etidronic acid 

4-vinylphenol 

Asp-Trp 

4-hydroxy-4'-chlorobiphenyl 
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Gln-Gly-Gln 

3,4-dihydroxy-5-[(2s,3r,4s,5s,6r)-3,4,5-trihydroxy-6-[[4-(2-hydroxypropan-2-yl)cyclohexe

ne-1-carbonyl]oxymethyl]oxan-2-yl]oxybenzoic acid 

2-bromophenanthridin-6-ol 

Sm d42:2 

Pe 35:2 

Formylanthranilic acid 

Lanosterol 

Xanthine 
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