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样本；而对于基于NGS的Olink Explore产品， 只需要6 µL 分
析3072个蛋白。 低样本量的另一个好处是可以将潜在的干
扰物质的浓度降至最低，与PEA流程中定制的封闭试剂一
起，样品的基质干扰将被降至最低水平。

A

B

使其通过NGS进行读取，为显著扩展的蛋白质库实现了通量的
大幅增加，并提供了更加经济的解决方案。 

因此，Olink目前的产品组合包含了采用两种主要仪器平台之一

的各种产品。用户需要通过选择读取方式选择对应的产品，这
将在下文中详细描述。 

将NGS读取的PEA技术用于大规模
蛋白质标志物的发现
384重的格式的读取可以通过Olink PEA技术和 NGS Illumina 

NovaSeq仪器实现。Olink Explore 1536是该平台上第一款针对
大规模血浆或血清样品研究的产品（现已扩展为3072）。一般
情况下，一组运行可以测定88个客户样品和8个对照样品中的
3072个蛋白。3072个蛋白的分析被分配到8个384重 panel中并
行运行，并在36小时内生成超过  260,000 个数据点。

Olink背景下的NGS
传统的NGS 通过与参照基因组匹配识别未知的DNA 序列 ，应用于快速
全基因组测序或突变筛选等。Olink技术中的NGS数据则具有不同用
途，在该技术中已知的DNA 序列被用做 PEA 扩增子来计数；对应的
NGS计数将代表样本中的原始蛋白浓度。

扩增子的分子设计包含了带有assay ID信息的一段正链和一段
反链的DNA条码 。第三段DNA条码则保存了样本的 ID 信
息（图 3）。这使96个样本中384种蛋白的同时检测只需要使
用0.8 uL的血浆或血清。

分析中的原始数据是已知序列的计数匹配，其中正链和反链的
条码通过给定的索引进行匹配。只有具有精确序列匹配的计数
能通过并用于进一步分析。不同的条码序列间差异很大，因此
带有错误碱基序列计数的风险可以忽略不计。半自动化的工作
流程和移液工作站最大程度减少了手工移液操作，为PEA技术
贡献了卓越的可重复性和重现性。

额外的精确度则通过在每个样品中加入标准化的专门设计的内
部对照来实现，以减少检测内的变异（图4）。其包含有一个

孵育对照，一个延伸对照和一个扩增步骤对照。

图2. 克服多重免疫检测的局限性。(A) 当采用传统的免疫分析法进行
多重检测时的交叉反应。(B) 采用PEA 技术不会检测到交叉反应。

可选两种读取方案的独特而稳健
的技术平台
对蛋白质标志物的分析需求在不同的应用领域中具有相当大
的差异，从假设驱动的， 强针对性的研究，到同时对大量样
本中的多种不同蛋白进行筛选的广泛研究。近几年，Olink开
发出了qPCR读取的一系列96重生物标志物 panel，每个panel

聚焦特定的疾病领域或生物过程，这为蛋白质组学提供了一
种独特且灵活的解决方案，根据选择的panel不同，可以对数

十种至上千种蛋白进行研究。然而，在大型研究中有一个清
晰且不断增长的需求——开发低丰度血浆蛋白质组中蕴藏的
巨大知识潜力。 而这类研究需要在大量样本中进行尽可能多
的蛋白质的稳健的检测。为了满足这些需
求，Olink 进一步开发了PEA技术，

图3. 通过 NGS读取每个蛋白和样品的条码。
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尽管 96 重panel 中的分析方法已经在血浆和血清样本中得

到了最有力的验证，许多方法在其它一系列样本类型中也得
到了很好的效果，包括 脑脊液 [2]，干血斑 [3]，组织裂解物，
如动脉粥样硬化斑块[4]，和肿瘤活检 [5]。

总结
PEA 技术是一种非常适合中等-至-大规模蛋白标志物研究的

方法，该技术可以提供良好的灵敏度、快速且高通量分析和
多重检测水平上的卓越特异性。从强针对性研究，假设驱动
研究到大型筛选项目，该技术可以为广泛的应用提供一系列
解决方案：

Olink Explore 3072（NGS 读取） 是希望使用大量人类血清或
血浆样本对完整的蛋白质库进行高通量研究的科学家们理想
的解决方案。

Olink Target 96 的一系列 panel（qPCR读取）为更多采用一个
或多个与学科主题最相关的panel进行针对性的研究， 或当
样本基质是血清和血浆以外的研究提供高质量和高灵活度的
服务。
无论您使用哪种平台， Olink的技术都可以使科学家们在低丰

度的血浆蛋白质组中找到全新的，可操作的蛋白质生物标志
物，并可应用于液体活检试验以改善疾病诊断，这将更有助
于个性化医疗，并让我们更好地了解实时人体生物学。 

免疫对照 延伸对照

图4. PEA的内部对照。

这些内部质控共同监控PEA流程中的每个步骤。在每个样本板
中包括外部阴性对照样本和板间对照样本各三份，用于提高分
析间的精度，并允许对多次运行得到的数据进行最佳比较。

在控制条中也包括两个外部样本对照，用来估计精密度
（CV）。最后，六个生物标志物蛋白（ IL-6, IL-8 和TNF-α）以
及（I DO1，LMOD1和SCRIB）在对应的八个 384重 panel中分别
测量， 作为额外的质量控制。

qPCR 读取的PEA技术用于靶向蛋
白生物标志物的发现 

基于qPCR读取的PEA技术可通过Olink Signature Q100系
统实现，通常采用96重检测。该技术已形成完善的平台，拥有
一系列 Olink Target 96 panel，每个panel可定量92个聚焦于
某疾病领域或生物过程的生物标志物。使用微流控qPCR对PEA

流程中得到的92个独特的DNA条码进行最终检测，从而实现高
通量。在通常情况下，每次运行可以对88个客户样本和 8个对
照样本中的92个不同的蛋白和4个内部对照进行检测，在24小
时内产生超过8000个数据点。自动化微流控技术的使用也减少
了手动移液操作的步骤，为PEA技术贡献了卓越的可重复性和
重现性（图 5）。

与NGS读取的PEA技术一致，在每个样本中加入专门设计的内
部对照来规范数据（图 4）。归一化步骤有助于减少内部分析
的变异性。qPCR方法中的对照包括两个孵育对照，一个延伸对
照和一个检测对照。这些内部对照一起监控PEA流程中的每一
步。每个样本板上包含三份阴性对照和三份板间对照
（IPC），用以提高多次运行之间的精密度。

扩增/检测对照

样本对照 

阴性对照 

板间对照

样本板布局

图5. 使用微流控qPCR读取延伸/扩增产物。 
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