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Abstract
誗AIM: To explore the optimal ways for the collection
and preservation of tear proteins.
誗 METHODS: Siliconized microcapillary tube or
Schirmer蒺s strips made in China or in the USA were
tested. All three carriers were loaded with equal volume
and quantity of bull serum albumin (BSA), fetal bovine
serum (FBS) or known concentrations of IL1-Ra, IL-6,
MIG, IP-10, MMP9, TIMP1, VEGF and HBD1 mixture and
kept at 4益, - 20益 or - 80益. After a desired time of
storage, the proteins were eluted with different elution
buffer. Micro BCATM protein quantitative kit and enzyme-
linked immunosorbent assay kits were used to determine
total protein concentrations and the concentrations of the
above biological molecules, respectively.
誗 RESULTS: Neither protease inhibitors nor detergent
were necessary for protein elution from the Schirmer蒺s
strip. When stored at -20益 and -80益, three tear carriers
showed no differences in the recovery of total protein.
The recovery of IL- 6 from three carriers under different
temperature was similar but the higher than other

proteins. The recovery rate of IL-1Ra was 98% 依6% from
the microcapillary tube and 19% 依 15% from Schirmer蒺s
strip. The recovery rate of HBD1 was 93% 依8% from the
microcapillary tube and 61% 依 3% from Schirmer蒺s strip.
The recovery rate of MIG was 87% 依 4% from the
microcapillary tube and 69% 依 4% from Schirmer蒺s strip.
Microcapillary tube also had less retention for MMP - 9
(90% 依 5%) and TIMP1 ( 103% 依 7%) compared to
Schirmer蒺s strip(62% 依3% vs 87% 依5%) . The strips made
in China and in the USA showed similar retention to
most of the proteins tested here. When stored at -80益,
the recovery rate for VEGF and IP-10 were 82% 依5% and
72% 依8%, respectively, significantly higher than that
when stored at higher temperature.
誗CONCLUSION: The selection of tear sample carrier is
dependent on target proteins to be recovered. Low
temperature deep freezing is a preferred way for tear
sample storage. microcapillary tube is applicable for
most of the proteins. While for those protein with
noticeable polarity, like HBD1, pre - experiment is
needed.
誗 KEYWORDS: tear protein; Shirmer蒺s tear strip;
microcapillary tube
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摘要
目的:比较三种泪液采集载体(进口吸附滤纸、国产吸附
滤纸和泪液采集毛细管)在不同储存温度条件下对泪液
蛋白保存的影响,为科学地选择泪液采集方式、准确测定
泪液中的不同类型的蛋白分子提供实验依据。
方法:表面硅化处理的玻璃毛细管,国产泪液试纸及进口
泪液试纸吸附等体积等量的血清白蛋白、胎牛蛋白或已
知浓度的 IL -1Ra、IL -6、MIG、IP -10、MMP-9、TIMP1、
VEGF 和 HBD1 标准品混合液后放于无菌离心管并分别
保存于 4益、-20益和-80益。 以适当的洗脱液进行洗脱
后,用 Micro BCATM和酶联免疫吸附法分别检测总蛋白浓
度和各种特异性蛋白浓度。
结果:洗脱缓冲液中是否添加表面活性剂或蛋白酶抑制
剂对滤纸载体的蛋白洗脱率没有显著影响。 -20益 和
-80益保存条件下,三种泪液采集载体对样本总蛋白的平
均洗脱率没有显著性差异。 IL-6 在三种泪液采集载体
中的平均洗脱率均较高,且载体之间及不同保存温度环
境之间均没有显著的差异。 滤纸和毛细管载体对IL-1Ra
和 HBD1 的滞留效应差异较大:IL-1Ra 在滤纸和毛细管
载体中的平均洗脱率分别为 19% 依15% 和 98% 依6% ;
HBD1 在滤纸和毛细管载体中的平均洗脱率分别为
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93% 依8% 和 61% 依3% 。 MIG 在毛细管收集载体中的平
均洗脱率显著高于滤纸载体,分别为 87% 依4% 和 69% 依
4% 。 毛细管载体对 MMP-9 和 TIMP1 的平均洗脱率分
别为 90% 依5% 和 103% 依7% ,同样显著高于滤纸(分别
为 62% 依3%和 87% 依5% )。 样本载体保存于-80益 环境
时,其洗脱液中 VEGF 和 IP -10 的平均洗脱率分别为
82% 依5%和 72% 依8% ,明显高于其他温度环境保存的样
本载体。
结论:检测泪液中不同目的蛋白时,需综合考虑采集方法
和保存温度条件,选择最经济可靠的方法。 用毛细管采
集泪液适合大多数的蛋白定量检测,检测 IL - 1Ra、
IP-10、MIG、MMP-9 和 TIMP1 的泪液适合用毛细管进行
采集。 但是对于有明显极性的蛋白,例如 HBD1,则要事
先试验最有效的收集和保存方法。
关键词:泪液蛋白;泪液吸附滤纸;泪液采集毛细管
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0 引言
泪液覆盖于眼表,具有屏障、润滑、杀菌及免疫调节

等多种功能[1-3]。 很多眼病甚至全身性疾病都可能影响
泪液的组成,泪液组份的改变也常常是导致眼表疾病的
重要原因[4]。 泪液中特定蛋白质组份的定量研究已经越
来越多地被用来诊断眼表疾病、判断疾病的严重程度[5]

等,并可作为预防或治疗眼表疾病的指针应用于科研和
临床[6-8]。 泪液样本在科研和临床的广泛应用对于泪液
的采集和保存提出了较高的要求。 目前国内外比较常用
的泪液采集法有毛细管采集法(microcapillary tube)、滤
纸吸附法( schirmer tear strip)和海绵吸附法( ophthalmic
sponge) [9]。 大家普遍认为毛细管采集法比较易于后期
洗脱和分析,然而临床经验告诉我们,患者尤其是敏感性
患者和儿童,容易对毛细管采集泪液产生恐惧,而对滤纸
吸附法的接受程度则较好[10]。 滤纸吸附法还可同时测
量泪液分泌情况,因此被广泛应用,但是滤纸吸附法的洗
脱效率到底如何并不清楚。 另一方面,对于泪液样本的
保存条件也缺乏比较研究,尽管超低温保存是众所周知
的安全选择,但事实上国内不少眼科目前仍缺乏超低温
保存条件,那么其他的保存温度是否可以达到比较好的
保存效果,这也是有关研究人员关心的问题之一。 本研
究通过对不同泪液载体在不同洗脱液和不同保存条件下
的蛋白洗脱效率的比较,探索泪液采集、洗脱和保存的最
理想方法。
1 材料和方法
1郾 1 材料 摇 进口泪液吸附滤纸 ( Schirmer stear strip,
HAAG-STREIT, UK;以下简称 UK strip);国产泪液吸附
滤纸(天津晶明新技术开发有限公司, 天津;以下简称
China strip ); 硅 化 毛 细 管 ( 10滋L, Microcapillary tube,
Fisher,USA;以下简称 Tube);蛋白浓度检测试剂盒
(Micro BCATM Protein Assay Kit, Pierce, Rockford, USA);
酶联免疫吸附检测 ( ELISA) 试 剂 盒 ( R&D Systems,
Minneapolis, USA;PeproTech, Rocky Hill, USA),蛋白酶
抑制 剂 ( complete, Mini, EDTA - free Protease Inhibitor

Cocktail Tablets,Roche,Germany);其他常用化学试剂来
自 Sigma - Aldrich 公司; IL - 1Ra、 IL - 6、 MIG、 IP - 10、
MMP-9、TIMP1、VEGF 和 HBD1 标准品来自各 ELISA 试
剂盒。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 蛋白样品预处理及保存 摇 实验方法主要参照
Denisin 等[11]的实验方法并修改而成。 取 2滋g / mL 牛血
清白蛋白(BSA)、胎牛血清(FBS)、泪液样本或蛋白质标
准品混合物(每种蛋白质分子浓度均为 500ng / mL) 各
5滋L 分别滴到 2cm 的无菌泪液试纸表面,自然风干后,转
移到无菌离心管中,保存于 4益、-20益和-80益温度下直
到需要洗脱检测时取出。 对于毛细管而言,首先将上述
5滋L 蛋白质溶液滴到封口膜上面,再用毛细管吸取,上端
折断后放入无菌离心管中,同样保存于不同温度下直到
下一步实验。
1郾 2郾 2 样本洗脱摇 滤纸载体用干净小手术剪剪碎后,加
入 300滋L 洗脱缓冲液,室温震荡 5h 洗脱。 对于在毛细管
保存的样本,直接加入 300滋L 洗脱缓冲液,室温震荡 5h
洗脱。
1郾 2郾 3 蛋白质浓度测定
1郾 2郾 3郾 1 泪液中总蛋白质浓度测定 摇 使用 Micro BCATM

Protein Assay Kit 检测洗脱液中总蛋白的浓度,检测步骤
按照说明书进行,使用 BioteK滋Quant 微孔板酶标仪检测
562nm 处波长的吸光度值,通过计算总蛋白量测定值和
实际上样总蛋白量的比值得到相应的总蛋白洗脱率。 同
一样本重复测试 3 个孔。
1郾 2郾 3郾 2 特异性蛋白质浓度的测定摇 检测操作步骤按照
IL- 1Ra、 IL - 6、MIG、 IP - 10、MMP - 9、 TIMP1、 VEGF 和
HBD1 ELISA 试剂盒说明书进行,使用 BioteK滋Quant 微孔
板酶标仪检测相应波长的吸光度值,通过计算洗脱液中
总蛋白量的测定值和实际上样总蛋白量的比值得到进口
泪液吸附纸、国产泪液吸附纸以及毛细管对 IL -1Ra、
IL-6、MIG、IP-10、MMP-9、TIMP1、VEGF 和 HBD1 在不同
储存温度条件下的洗脱率。 同一样本重复测试 3 个孔。

统计学分析:应用 SPSS19郾 0 统计软件,本实验所有
的实验均重复 3 次以上,并将所有数据以均数依标准差

(軃x依s)形式表示,组间比较应用单因素 ANOVA 及独立样
本 t 检验。 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2郾 1 不同洗脱缓冲液组份对样本载体中总蛋白洗脱率的
影响摇 我们以 PBS 为洗脱缓冲液的基础成分,比较表面
活性剂和蛋白酶抑制剂对于蛋白从泪液试纸中洗脱的影
响。 在将同等浓度和体积的 BSA 和 FBS 分别滴注到国
产和进口泪液试纸后,然后分别用 PBS 以及 PBS 中添加
1g / L Tween-20 或 1g / L Triton X-100 的洗脱缓冲液同等
条件下洗脱,发现三者对蛋白洗脱效率均无显著影响,差
异无统计学意义(P>0. 05,表 1)。
摇 摇 我们同时检测蛋白酶抑制剂(PI)对样本泪液中特定
的蛋白因子浓度测定的影响,结果见表 2。 洗脱液中加
入蛋白酶抑制剂后对样本中 IL-1Ra 的浓度测定有显著
影响(P<0郾 05),但是对于 IL-6、IP-10 和 VEGF 没有影
响。 考虑到表面活性剂和蛋白酶抑制剂的存在可能干扰
蛋白的结合和相互作用,继而影响洗脱后实验,因此在以
下的试验中我们只用 PBS 作为洗脱缓冲液。
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表 1摇 不同洗脱缓冲液对样本载体中 BSA和 FBS洗脱率的比较 軃x依s
洗脱缓冲液 重复次数 BSA 平均洗脱率 FBS 平均洗脱率

PBS 6 0. 97依0郾 02 0郾 98依0郾 04
PBS+1g / L Tween-20 6 1郾 05依0郾 16 1郾 01依0郾 14
PBS+1g / L Triton X-100 6 1郾 08依0郾 19 1郾 03依0郾 08

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
P 0郾 085 0郾 227

表 2摇 蛋白酶抑制剂对样本中蛋白质标准品浓度测定的影响

泪液蛋白 洗脱缓冲液 重复 平均浓度(軃x依s,pg / mL) P
IL-1Ra 不含 PI 15 9. 35依5郾 77

含有 PI 15 20. 97依6郾 88
<0郾 001

IL-6 不含 PI 15 65郾 12依143郾 9
含有 PI 15 75郾 76依163郾 38

0郾 851

IP-10 不含 PI 15 529郾 04依508郾 46
含有 PI 15 696郾 41依618郾 92

0郾 425

VEGF 不含 PI 15 66郾 22依31郾 33
含有 PI 15 64郾 06依36郾 87

0郾 864

表 3摇 三种不同泪液采集载体在不同温度条件下对 BSA和 FBS总蛋白平均洗脱率的比较 軃x依s

温度
BSA 洗脱率

UK strip China strip Tube
FBS 洗脱率

UK strip China strip Tube
4益 0郾 95依0郾 05 0郾 99依0郾 08 0郾 98依0郾 07 0郾 97依0郾 06 0郾 91依0郾 06 0郾 97依0郾 06
-20益 1郾 03依0郾 06 1郾 03依0郾 04 0郾 93依0郾 1 0郾 99依0郾 06 0郾 98依0郾 04 0郾 96依0郾 04
-80益 0郾 94依0郾 09 0郾 95依0郾 11 0郾 99依0郾 13 0郾 94依0郾 12 0郾 97依0郾 06 0郾 98依0郾 05

注:UK strip:进口泪液吸附滤纸;China strip:国产泪液吸附滤纸;Tube:泪液采集毛细管。

图 1摇 三种不同泪液采集载体对泪液样本总蛋白平均洗脱率的
比较摇 *:进口滤纸、国产滤纸和毛细采集管对泪液总蛋白的平
均洗脱率相比较,P<0郾 05。

2郾 2 不同泪液吸附纸以及毛细管洗脱率的比较 摇 我们进
一步检测 3 种载体在不同温度条件下保存 4wk 后其总
蛋白的洗脱效果。 实验中所有载体均分别吸附等体积、
总蛋白浓度相等的 BSA、FBS 和泪液样本,洗脱实验结果
表明这 3 种载体中 BSA 和 FBS 总蛋白的平均洗脱率均
在 90% 以上,且互相之间差异无统计学意义(P>0郾 05,
表 3)。

我们同时也检测了 3 种载体吸附泪液样本后,在 4益
下保存 1d 以及在不同温度条件下保存 4wk 后泪液总蛋白
的洗脱效果。 三种载体中泪液总蛋白的平均洗脱率在低
温储存环境下( -20益和-80益)没有显著差异,但在 4益
环境下差异有统计学意义(P<0郾 05,图 1)。
2郾 3 泪液样本的采集方式和保存温度条件对不同泪液蛋
白平均洗脱率的影响摇 为进一步了解不同载体对于泪液
中不同类型生物活性分子的洗脱效率的影响,我们选择

了 8 种存在于泪液并在不同眼表疾病中具有代表性的
蛋白作为代表测定 3 种不同载体及保存温度对其影响,
该 8 种分子分别为:细胞因子( IL-1Ra 和 IL-6),趋化因
子(MIG 和 IP-10),分泌的基质金属蛋白酶 MMP-9 及
其抑制物 TIMP1,内源性抗生素 HBD1 以及生长激素
VEGF。

IL-6 为所有实验组中检测结果最稳定的一个蛋白,
泪液载体和保存温度对其洗脱效率均无显著影响(P >
0郾 05),洗脱率均高于 80% 。 IL-1Ra 在毛细管的平均洗
脱率为 90%以上,且不受保存温度影响(P>0郾 05),而在
两种泪液滤纸中其平均洗脱率均低于 50% 。 毛细管中保
存的 MIG 洗脱效率最高,为 87% 依4% ,且与保存温度没有
明显相关性。 然而滤纸中保存的 MIG 其洗脱率明显低于
毛细管。 无论采用何种采集方法和保存温度,IP-10 的洗
脱率均低于 MIG。 其中毛细管采集并保存于-80益 条件
下,IP-10 的洗脱率最高,为 78% 依5% 。 保存的温度条件
明显影响 IP-10 的洗脱率,在 4益时,滤纸采集的 IP-10 其
平均洗脱率为 27% 依5% ,见图 2。

大分子量分泌蛋白 MMP-9 的最高洗脱率见于在
-80益保存的毛细管。 实验结果表明毛细管保存的MMP-9
其洗脱率不受保存温度的影响,平均洗脱率为 90% 依5%。
然而实验采用的进口滤纸保存的 MMP-9 无论何种温度条
件,其洗脱率均低于其他样本载体,4益保存时仅为 33% 依
4%。 TIMP1 的实验结果与 MMP-9 相似,使用毛细管进行
保存时,其洗脱率不受保存温度的影响,平均洗脱率接近
100%。 但滤纸保存的 TIMP1 其洗脱率受温度的影响较大,
在 4益保存时平均洗脱率为 64% 依2% ,见图 3。
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图 2摇 细胞因子和趋化因子经 3 种泪液采集方法采集后在不同的储存温度条件下保存 1mo后洗脱率的比较摇 aP<0郾 05 vs 进口滤纸、
国产滤纸;cP<0郾 05 vs 国产滤纸。

图 3摇 大分子量细胞外分泌蛋白 MMP-9 及其抑制物 TIMP1 经 3 种泪液采集方法采集后在不同的储存温度条件下保存 1mo后洗脱
率的比较摇 aP<0郾 05 vs 进口滤纸、国产滤纸;cP<0郾 05 vs 国产滤纸。

图 4摇 血管内皮细胞生长因子(VEGF)和 1 型防御素(HBD1)经 3 种泪液采集方法采集后在不同的储存温度条件下保存 1mo 后洗
脱率的比较摇 aP<0郾 05 vs 国产滤纸、毛细管。

摇 摇 VEGF 在采用 3 种泪液采集方法并保存于 4益 和
-20益的样本进行检测时,其洗脱效率无差异。 而保存于
超低温环境下(-80益),并采用进口 Schirmer strip 滤纸采
集的样本中,VEGF 蛋白洗脱效率(90% 依8% )明显优于国
产 Schirmer strip 滤纸和毛细管采集的样本,差异有统计学
意义(P<0郾 05)。

强阳离子型多肽 HBD1 在国产 Schirmer strip 滤纸和

毛细采集管两种载体中显示出明显的滞留效应,平均洗脱
效率分别为 67% 依9郾 2% 、68% 依0郾 15% ,而使用进口泪液
吸附纸采集的样本进行检测时,平均洗脱率明显优于前两
者,差异有统计学意义(P<0郾 05),见图 4。
3 讨论

本文就洗脱缓冲液组成、泪液采集载体、泪液保存温
度 3 个方面分析了泪液采集和保存对泪液蛋白质浓度检
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测的影响。 我们的结果表明,泪液蛋白从收集载体中进行
洗脱可以用 PBS 在常温下进行,表面活性剂对于提高蛋
白从泪液采集载体中的洗脱率没有显著作用,这可能与所
选择的待测目的蛋白属于水溶性生物大分子有关。 而洗
脱缓冲液中加入蛋白酶抑制剂则会干扰对某些细胞因子
的定量检测,如 IL-1Ra。 实验结果同时表明泪液样本的
保存温度条件对于泪液蛋白的平均洗脱率有一定的影响,
尤其是 4益保存的情况下。 4益温度环境下,三种泪液采
集载体的总蛋白洗脱率有显著差异,因此需要严格避免样
本在 4益的长期存放。 在-20益和-80益的条件下,无论使
用何种载体,都表现 20% ~ 30% 的洗脱率的下降,三种泪
液采集载体之间没有显著差异,因此从泪液总蛋白平均洗
脱率的影响来讲,-20益保存是可以接受的。

尽管本实验中所用的 3 种载体在 BSA 和 FBS 总蛋白
保存和洗脱率方面没有显著性差异,但是当我们用特异的
生物活性分子进行实验时,却发现不同载体对于不同分子
的洗脱率有明显影响,证实了 Denisin 等[11] 的实验结果。
实验结果还表明玻璃毛细管对 HBD1 有明显的滞留效应。
HBD1 是一种内源性抗菌多肽,分子量为 3郾 9kDa,带有 1
个精氨酸,3 个赖氨酸,使整个分子带明显正电荷[12]。 相
比于其他的蛋白质分子,毛细管载体对样本中的 HBD1 的
滞留效应更加明显,我们认为造成这种结果的主要原因可
能在于硅化玻璃管壁容易吸附带正电的分子,因此毛细管
载体不适合用于 HBD1 的定量检测。 IL-1Ra 在 3 种载体
中的洗脱率则与 HBD1 相反,两种滤纸载体均对 IL-1Ra
有明显的滞留效应,因此对泪液中 IL-1Ra 蛋白质分子进
行定量检测时,只能使用毛细管载体收集泪液样本。 本实
验所试验的进口和国产两种滤纸仅在 MMP-9 和 HBD1 的
洗脱率有明显区别,其他检测的蛋白质分子在进口和国产
两种试纸载体中的平均洗脱率没有明显差别。

IL-6 和 VEGF 是广泛研究的一种炎症相关蛋白质分
子。 IL-6 具有调节免疫应答、急性期反应等功能。 泪液
中 IL-6 的浓度水平是眼表炎症状态的重要指标[13]。 实
验中发现 IL-6 在 3 种泪液采集载体中的平均洗脱率均较
高,且载体之间及不同保存温度环境之间均没有显著的差
异。 血管内皮生长因子 VEGF 具有促进组织血管增生、炎
症反应和组织修复的功能。 在 4益和-20益 条件下,VEGF
在三种泪液采集载体的平均洗脱率无明显差异。 以上表
明 IL-6 和 VEGF 具有热稳定性与低吸附性等分子特性,
对泪液中 IL-6 和 VEGF 蛋白质的定量检测分析具有指导
意义。 趋化因子同样是泪液中调节炎症反应的重要蛋白
质分子,具有分子量小、同源性高等结构特点[14]。 本实验
选择 MIG 和 IP-10 这两个趋化因子蛋白作为代表来进行
研究,发现两者在滤纸载体和毛细管载体中的平均洗脱率
均有显著差异。 毛细管载体对 MIG 和 IP-10 的滞留效应
均明显小于滤纸载体,提示对泪液中趋化因子进行定量检
测时,最好使用毛细管载体采集泪液样本。

本实验也发现尽管泪液总蛋白的洗脱率在保存 1mo
后只有 70% ~ 80%的水平,但是某些具体的蛋白,如 IL-6
和 TIMP1 其洗脱率可以达到 80% 以上,而另外的一些蛋
白例如 VEGF 和 IP-10,其总体洗脱率均为 80% 以下,无
论采用何种载体或保存温度。 我们觉得这除了与不同蛋
白质在不同温度下的稳定性以及样本载体对不同蛋白质
滞留效应不同有关系外,还与泪液中特有的黏蛋白和糖蛋
白具有比某些生物活性分子更大的滞留效应有关[15]。

综上所述,-20益 低温冰箱在短期保存中其效果与
-80益超低温冰箱基本一致。 在选择泪液采集和保存的
方法时,需要针对所检测的泪液蛋白选择合适的载体及保
存条件。
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