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摘  要: 肿瘤标记的快速筛查是临床早期诊断的难题。利用化学发光蛋白质芯片技术，对低丰度的肿瘤相关抗原

的自身抗体进行高灵敏度的筛选，是一种有益的尝试。本研究首先将带烯烃末端的、引发聚合反应的表面引发剂

加入到常规聚二甲基硅氧烷材料中，再通过热交联反应固定到聚二甲基硅氧烷的三维结构中，形成改性聚二甲基

硅氧烷 (iPDMS)。为了使 iPDMS 材料具有抗蛋白质非特异性吸附的特性，在活性引发位点处通过表面引发的原

子转移自由基聚合反应合成 poly(OEGMA) 高分子刷。最后将 20 种肿瘤相关的抗原利用高通量喷点打印技术打

印到芯片的特定区域，并组装成 iPDMS 芯片的 48 孔检测微孔板。对临床上常见的 8 种肿瘤患者血清进行分析，

发现 VEGFR1 和 VEGF121 自身抗体对常见的 8 种肿瘤具有检测价值，有望成为肿瘤快速筛查的检测指标。 

关键词: iPDMS 蛋白芯片，肿瘤标志物，VEGFR1，VEGF121 
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Application of iPDMS protein microarray in screening of 
tumor-associated antigen autoantibodies 

Fan Chen1, Wei Wang2,3, Dayong Gu3, Yongbo Nie3, Zhengqin Xiao2, Kaiyu Huang4,  
Hongwei Ma4, Jianan He4, and Fan Yang1 

1 State Key Laboratory of Biocatalysis and Enzyme Engineering, School of Life Sciences, Hubei University, Wuhan 430062, Hubei, China 

2 Department of Laboratory Medicince, Dongguan Chang’an Hospital, Dongguan 523843, Guangdong, China 

3 Department of Laboratory Medicince, The First Affiliated Hospital of Shenzhen University, Shenzhen Second People’s Hospital, 

Shenzhen 518035, Guangdong, China 
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Abstract:  The rapid screening of tumor markers is a challenging task for early diagnosis of cancer. This study aims to use 

highly sensitive chemiluminescent protein microarray technology to efficiently screen a variety of low abundance tumor 

related markers. A new material, termed integrated polydimethylsiloxane modified silica gel (iPDMS), was obtained by adding 

a surface polymerization initiator with olefin end to the conventional polydimethylsiloxane, and fixing into the 

three-dimensional structure of polydimethylsiloxane by thermal crosslinking through silicon hydrogen bonding. In order to 

make the iPDMS material resistant to non-specific protein adsorption, a poly(OEGMA) polymer brush was synthesized by 

surface-initiated atom transfer radical polymerization at the active initiation site. Finally, 20 tumor-related antigens were 

printed into the specific areas of the microarray by high-throughput spray printing technology, and assembled into 48-well 

detection microtiterplates of the iPDMS microarray. It was found the VEGFR and VEGF121 autoantibodies that obtained from 

8 common tumors (breast cancer, lung cancer, colon cancer, gastric cancer, liver cancer, leukemia, lymphoma and ovarian 

cancer) can be used as potential tumor markers. The chemiluminescence labeled iPDMS protein microarray can be used for the 

screening of tumor autoantibodies at early stage. 

Keywords:  iPDMS protein microarray, tumor marker, VEGFR1, VEGF121 

 

肿瘤的早期筛查对肿瘤的防治尤为重要，当

前肿瘤的早期筛查主要是对一些特异性肿瘤标志

物的检测，如癌胚抗原 (CEA) 和甲胎蛋白 (AFP)

等，但并非所有的肿瘤都有特异性标志物，而且

当前的特异性标志物的检测费用也比较昂贵，不适

合大规模早期筛查。一些常见的肿瘤标志物等可能

不具有肿瘤特异性，不能有效地对肿瘤进行筛查和

早期诊断。患者在疾病症状发展之前，血清中一些

肿瘤相关抗原 (Tumor-associated antigens，TAAs) 

的自身抗体的血清水平已经增加，并且与癌症发

病率相关[1-4]，如鼻咽癌[5]、卵巢癌[6]、结肠癌[7]、

肺癌[8-10]、前列腺癌[11]和乳腺癌[12]等，因此对自

身抗体的检测可以预警早期肿瘤。但 TAAs 众多，

当前的化学发光免疫学检测方法价格昂贵，难以

做到对多种肿瘤的快速筛查。 

蛋白质芯片 (Protein microarray) 是高通量、

高灵敏度、易于操作、实用性高的蛋白质研究工

具，为检测肿瘤抗原自身抗体提供了很好的研究

手段[13]。本研究使用 iPDMS 作为支撑材料，设计

了 20 种肿瘤相关标志物的微阵列，构建了 iPDMS

蛋白芯片，利用 iPDMS 蛋白芯片对临床常见肿瘤

患者的自身抗体进行筛查，并结合生物学信息手

段进行分析，探讨其潜在的临床价值。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

聚二甲基硅氧烷 (PDMS) 及其前体 A 购自

美国 DowCorning 公司；溴 (Br) 引发剂、poly 

(OEGMA) 高分子层购自美国 Sigma-Aldrich 公

司；交联剂以及各种抗原购自美国 Raybiotech Life

公司。AFP 单克隆抗体以及抗原原料均购自美国

Fitzgerald Industries International 公司。抗原 HGFR、
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TNFRSF8、IL2Rα、VEGFR1 CEACAM1、ERBB2、

RET 购自美国 Fitzgerald Industries International 公

司。抗原 EGFR、SLAMF7、VEGFR3、CTLA4、CD38、

CD20、C-KIT、CD2、VEGF121、IL1R1、IL6R、

PD1、CD19 购自日本 Fujirebio Diagnostics 公司。 

1.2  研究对象 

收集 2019 年 11 月–2020 年 10 月期间深圳市

第二人民医院肿瘤病例 683 例，其中男性 380 例，

女性 303 例，平均年龄 (55±6.5) 岁，所有病例经

病理组织确诊，排除硬皮病、类风湿性关节炎、系

统性红斑狼疮等自身免疫性疾病。收集同期深圳

市第二人民医院体检中心体检健康者 192 例，女

性 94 例，男性 98 例，平均年龄 (51±8.5) 岁，体

检健康对照组和肿瘤组一般资料的差异无统计学

意义 (P>0.05)。本研究经伦理委员会批准 (批号：

20200601018-FS01)，患者均通告知情权。收集健

康对照者及肿瘤患者清晨空腹静脉血 3 mL，常温

静置 30 min，然后在 4 000 r/min 离心 5 min，在    

2 h 内完成标本实验检测。对于不能及时检测的样

本，可分装血清标本后保存于–76 ℃冰箱中备用。 

1.3  iPDMS 膜的制备 

iPDMS 膜的具体制备方法见前期研究[14]，概

括而言，厚度 1 mm 的 iPDMS 膜，在真空烤箱中

(HE-ZK-300) 80 ℃下交联 2 h 而获得，随后通过

引发聚合  (SIP) 反应进行表面修饰得到可以直

接使用的 iPDMS 薄膜。 

1.4  iPDMS 蛋白微阵列的制备 

蛋白质微阵列在 iPDMS 薄膜上的点样方法

如前期研究所示 [14]，制备好的微阵列如暂不使

用，氮气密封后在 4 ℃保存。 

1.5  芯片稳定性及灵敏度检测 

将 iPDMS 蛋白质芯片用氮气封装后，置于

4 ℃保存。参考我们之前的研究[14]，用 AFP 抗原

稀释后点样，检测相应的单克隆抗体，用最低检

测限 (Limit of detection，LOD) 值来表示试验敏

感度。每月抽取一块芯片检测，连续监测 6 个月，

观察信号的变化情况，以确定芯片的稳定性。 

1.6  蛋白芯片的设计 

利用上述新型的固体支撑材料 iPDMS，设计

了 20 种肿瘤相关表面标志的微阵列。蛋白微阵列

按 55 设计，除了靶标检测样点之外，还包括阳

性质控点和阴性质控点。蛋白芯片设计如图 1 所

示，20 种肿瘤相关抗原的点样如图 2 所示，其中

人 IgG 为阳性对照点，Buffer 为阴性对照点。 

1.7  筛查方案 

设计 20 种肿瘤相关靶蛋白的微阵列组成

iPDMS 蛋白芯片，用于常见肿瘤的筛查。具体操

作参考前期研究方案[14]。 

1.8  iPDMS 蛋白芯片的诊断价值 

肿瘤组募集临床上常见的 8 种肿瘤患者合计  

683 例，其中淋巴瘤 16 例，白血病 54 例，直结

肠癌 79 例，肝癌 68 例，胃癌 69 例，肺癌 152 例，

卵巢癌 44 例，乳腺癌 201 例，对照组 192 例。用

iPDMS蛋白芯片对肿瘤组和对照组进行血清学筛

查，统计阳性血清学反应。对有差异的抗原抗 

 

 
 
图 1  蛋白芯片设计示意图 
Fig. 1  Protein microarray design. 

 

 
 
图 2  20 种肿瘤抗原点样分布阵列 
Fig. 2  Twenty tumor antigen arrays. 
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体以灵敏度为纵坐标、1-特异度为横坐标作 ROC

曲线分析。 

1.9  结果分析方法 

所得图像利用 GenePix Pro 6.0 软件进行处理

分析，采集 635nm 波长处每一个信号点的信号值 

(即平均化学发光强度) 以及芯片的背景信号值。

将采集的信号值 (平均化学发光强度) 转化为信

噪比 (Signal to noise ratio，SNR) 形式，SNR 值

的大小反映了与蛋白芯片中特定蛋白结合的信号

强弱，代表了血清中的相应抗体水平。 

样点信噪比：SNR=
Signal

B
=

Read B

B


。B 为

样点背景值 (Background，B)。利用 SPSS 20.0 进

行数据分析，健康对照组和肿瘤组之间的比较采

用 Mann-Whitney U 检验，P<0.05 为统计学具有

显著性差异，统计图使用 Graphpad prism 8.0 软

件绘制[15]。 

2  结果与分析 

2.1  芯片的灵敏性和稳定性检测 

由于 iPDMS 的背景接近于机器噪音，检测

指标的化学敏感性很高。用 AFP 作为参比检测，

LOD 仅为 750 pg/mL，完全能够满足临床检测的

需求。将 iPDMS 芯片保存在 4 ℃，每隔 1 个月

检测一次，连续监测半年，结果发现，在 4 ℃保

存半年后，检测信号没有明显下降，检测 AFP 时

LOD 为 810 pg/mL，说明 iPDMS 芯片在 4 ℃下可

以储存放置至少半年，具有较好的稳定性。 

2.2  对照组和肿瘤组血清学筛查结果 

对比血清学检测结果发现，iPDMS 蛋白质芯片

的背景噪音控制在合理范围内，PB 点的平均 SNR

值约为 (0.45±0.1) (blank±3std)，取 SNR=1 为截断

值，则 SNR>1 为阳性血清学反应 (图 3)[16]。结果

表明，肿瘤患者血清中存在针对 2 种蛋白的高表达

的自身抗体，分别是 VEGFR1 和 VEGF121。在常

见的 8 种肿瘤的相关抗原血清筛查中，肿瘤组的

VEGFR1 和 VEGF121 的自身抗体响应 SNR 值都高

于健康对照组，差异有统计学意义 (P<0.05) (图 4)。 

2.3  VEGFR1和VEGF121自身抗体在常见肿瘤

筛查中的诊断价值 

为评估肿瘤患者血清中高表达的自身抗体的

诊断价值，分别对这 2 种蛋白差异表达的自身抗

体作 ROC 曲线分析，以 1-特异度为横坐标、灵敏

度为纵坐标作 ROC 曲线，对比 2 种蛋白的曲线下

面积 (Area under the curve，AUC) 可以看出，

VEGFR1 的曲线下面积最大 (AUC=0.846，95% 

可信区间为 0.822–0.871)，诊断最优；VEGF121

的曲线下面积 AUC=0.760， 95%可信区间为

0.729–0.791，也有一定的诊断意义 (图 5)。 

 

 
 

图 3  iPDMS 芯片结果成像图 
Fig. 3  Imaging results of the iPDMS microarray. (A) Microarray image (48 hole reaction plate). (B) An image of a 
single microarray. 
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图 4  VEGFR1 和 VEGF121 在 8 种肿瘤患者和对照组之间的 SNR 分布图 
Fig. 4  SNR profiles of VEGFR1and VEGF121 between eight types of cancer patients and control groups. (A) Breast 
cancer. (B) Lung cancer. (C) Colon cancer. (D) Gastric cancer. (E) Liver cancer. (F) Leukemia. (G) Lymphoma. (H) 
Ovarian cancer. 1: VEGFR1 for patients group; 2: VEGFR1 for control group; 3: VEGF121 for patients group;       
4: VEGF121 for control group. 

 
 

 
 
图 5  二种差异表达的肿瘤相关的自身抗体的 ROC 曲线 
Fig. 5  ROC curves of two differentially expressed tumor-associated autoantibodies. (A) ROC curve of VEGFR1 
autoantibody. (B) ROC curve of VEGF121 autoantibody. 
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2.4  VEGFR1和VEGF121自身抗体在不同种类

肿瘤中的诊断价值 

为评估不同种类肿瘤患者血清中高表达的自

身抗体的诊断价值，分别对这 2 种蛋白差异表达

的自身抗体作 ROC 曲线分析，以 1-特异度为横坐

标、灵敏度为纵坐标作 ROC 曲线，对比 2 种蛋白

的曲线下面积 (Area under the curve，AUC)。结

果表明，在 8 种常见肿瘤中，VEGFR1 和 VEGF121

自身抗体的检测，与健康对照组相比具有诊断意

义 (图 6)。 

3  讨论 

随着当前生物技术的发展，已经衍生出各

种寻找肿瘤相关自身抗体的技术，包括噬菌体

显示、多重亲和蛋白分析  (Mapping)、cDNA 表

达 克隆  (SEREX) 和重组血清蛋白质组分析 

(SERPA)[17-19]。这些方法和技术均可以用于肿瘤

相关抗原自身抗体的筛选及鉴定，但这些技术存

在操作烦琐、价格昂贵等问题，难以用于对肿瘤

大范围早期筛查。蛋白质芯片具有高通量检测、

快速、廉价等优点，在医学诊断中越来越受到

关注 [20]。常用的蛋白质芯片基底材料存在非特

异性吸附，造成背景“噪音”，影响检测的特异

性和灵敏度。iPDMS 硅橡胶材料表面带有聚乙

二醇侧链的高分子刷层，极大地降低了非特异性

吸附[15,21-22]。这种材料易于制备、成本低廉、具

有合适的比表面积及优秀的表面化学性质，同时

还能够可控地调节表面修饰状态，是一种非常理

想的微阵列基底材料[16,23]。 

Lu 等[24]建立了 iPDMS 芯片检测系统应用于

疟疾的临床分型，并已经形成用于疟疾诊断的试

剂盒。我们项目组得到了中国科学院苏州纳米技

术与纳米仿生研究所的技术支持，在其基础上应

用 iPDMS 为支撑介质的新型芯片，采用蛋白微阵

列技术筛查肿瘤相关抗原的自身抗体。本研究首

先成功构建了 iPDMS 蛋白芯片，并验证了其检测

的灵敏度和稳定性，具有临床诊断的使用价值。

然后设计了 20 种肿瘤相关抗原的微阵列 (图 1，

图 2)，并成功运用 iPDMS 蛋白芯片对 683 例常见

肿瘤患者和 192 例健康对照者的血清进行了筛查， 

 

 
 
图 6  二种差异表达的肿瘤相关的自身抗体在 8 种不同肿瘤中的 ROC 曲线 
Fig. 6  ROC curves of two differentially expressed tumor-related autoantibodies in eight different tumors. (A) Breast 
cancer. (B) Lung cancer. (C) Colon cancer. (D) Gastric cancer. (E) Liver cancer. (F) Leukemia. (G) Lymphoma.      
(H) Ovarian cancer. 
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通过对常见的 8 种肿瘤对比分析，发现了有差异

的两种肿瘤相关抗原自身抗体——VEGFR1 和

VEGF121 (图 3，图 4)，并且通过分析证实了

VEGFR1 和 VEGF121 自身抗体在 8 种常见肿瘤

检测中的诊断价值  (图 5，图 6)。国内外关于

肿瘤自身抗体筛查常常采用 ELISA 技术进行

检测，本研究采用的 iPDMS 蛋白芯片其检测灵

敏度可达到 750 pg/mL，远高于 ELISA 技术，可

用于超微量抗体水平的检测。 

由于人体免疫系统存在复杂的调节机制，加

之肿瘤的致病机制复杂，一些有诊断意义的自身

抗体不一定是针对肿瘤相关抗原，还存在一些其

他抗原的自身抗体，如由于炎症反应、免疫耐受

失衡、新的抗原表位和细胞死亡而产生的自身抗

体等。对这些自身抗体的检测，有助于进一步提

高肿瘤早期诊断的准确性。 尽管本研究筛选到了

2 种有早期诊断价值的自身抗体，但由于分析样

本有限，难以直接将 2 种自身抗体用于常见肿瘤

的早期诊断。下一步工作应该扩大样本的检测量，

对更多的肿瘤相关抗原进行筛选，期望发现其他

有诊断价值的自身抗体，然后结合多种自身抗体

进行联合检测，提高肿瘤诊断的特异性和灵敏性，

实现真正意义上的早期诊断。总之，本研究建立

的 iPDMS 蛋白质芯片，具有很好的检测灵敏度和

稳定性，在肿瘤早期检测时具有高通量、价格低

廉、快速等特点，为临床进行肿瘤早期大范围筛

查奠定了基础。 
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