
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利申请

(10)申请公布号 

(43)申请公布日 

(21)申请号 201811604174.3

(22)申请日 2018.12.26

(71)申请人 天康生物股份有限公司

地址 830000 新疆维吾尔自治区乌鲁木齐

市高新技术产业开发区长春南路528

号

(72)发明人 贺笋　王遵宝　徐龙飞　潘晓梅　

李俊辉　李延涛　候玉珍　田晓艳　

(74)专利代理机构 北京超凡志成知识产权代理

事务所(普通合伙) 11371

代理人 李丙林

(51)Int.Cl.

C12M 1/00(2006.01)

C12M 1/38(2006.01)

C12Q 1/6834(2018.01)

G01N 33/53(2006.01)

 

(54)发明名称

斑点杂交反应装置及其应用和免疫印迹检

测方法

(57)摘要

本发明提供了一种斑点杂交反应装置及其

应用和免疫印迹检测方法，涉及分子杂交实验装

置技术领域。该斑点杂交反应装置包括加样渗滤

模块和用于给加样渗滤模块内部提供负压环境

的抽滤模块；其中加样渗滤模块包括设置有样品

通孔的微孔加样板，还设置有与样品通孔对应的

渗滤通孔的支撑层，以及抽滤槽体；微孔加样板

中设置有第一吸合单元，抽滤槽体中设置有与第

一吸合单元相配合的第二吸合单元；通过配合的

吸合单元吸附固定形成封闭的内腔；以及使杂交

膜层和支撑层依次固定于微孔加样板下方。该装

置携带方便，操作简单，能够有效防止样品间交

叉污染的斑点杂交反应装置的问题。
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1.一种斑点杂交反应装置，其特征在于，包括加样渗滤模块和用于给加样渗滤模块内

部提供负压环境的抽滤模块；

所述加样渗滤模块包括：微孔加样板、杂交膜层、支撑层和抽滤槽体；

所述微孔加样板上设置若干用于进行反应的样品通孔，所述支撑层设置与所述样品通

孔对应的渗滤通孔；

所述微孔加样板中设置有第一吸合单元，所述抽滤槽体中设置有与第一吸合单元相配

合的第二吸合单元；

所述微孔加样板和所述抽滤槽体通过第一吸合单元和第二吸合单元吸附固定后形成

封闭的内腔；以及使所述杂交膜层和支撑层依次固定于微孔加样板下方，所述杂交膜层与

所述微孔加样板的下表面紧密接触。

2.根据权利要求1所述的斑点杂交反应装置，其特征在于，所述微孔加样板设置有用于

预留空间的边框凸缘，所述空间用于至少容纳杂交膜层和支撑层。

3.根据权利要求1所述的斑点杂交反应装置，其特征在于，所述第一吸合单元和所述第

二吸合单元分别独立的包括若干磁铁单元、若干电磁铁单元和若干与磁性物质相吸附的金

属单元中的一种或几种；

优选地，所述第一吸合单元包括若干的内嵌于微孔加样板的边框凸缘内的磁铁单元，

所述抽滤槽体的主体使用与磁性物质相吸附的金属制成；

优选地，所述磁铁单元中的磁铁主要由表面镀镍的磁铁制成；

优选地，所述与磁性物质相吸附的金属单元主要由马氏体不锈钢制成。

4.根据权利要求1所述的斑点杂交反应装置，其特征在于，所述样品通孔呈行列式排

布；

优选地，所述微孔加样板按照行列式分布有48个样品通孔；所述48个样品通孔优选按

照8×6分布分布；

优选地，所述微孔加样板按照行列式分布有96个样品通孔；所述96个样品通孔优选按

照8×12分布分布；

优选地，所述样品通孔的容积为100-1500μL；优选为500-100μL；更优选为600-800μL。

5.根据权利要求1所述的斑点杂交反应装置，其特征在于，所述支撑层上设置沿渗滤通

孔圆周方向的环状凸缘，所述环状凸缘面向微孔加样板方向；

优选地，所述杂交膜层和支撑层之间还包括密封垫层，所述密封垫层上设置有与所述

样品通孔对应的通孔；

优选地，所述杂交膜层和所述密封垫层之间还设置有至少一层滤纸层。

6.根据权利要求1所述的斑点杂交反应装置，其特征在于，所述抽滤槽体内的凹槽的横

截面积随着远离微孔加样板的方向减小；

优选地，所述抽滤槽体内的凹槽的纵截面呈V形、等腰梯形或半圆形；

优选地，所述抽滤槽体的侧壁上还设置有用于和抽滤模块连通的抽滤孔。

7.根据权利要求1所述的斑点杂交反应装置，其特征在于，所述斑点杂交反应装置还包

括温控模块；

优选地，所述温控模块为恒温孵育槽，所述恒温孵育槽内嵌有薄膜加热模块和PID控温

模块。
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8.根据权利要求1所述的斑点杂交反应装置，其特征在于，所述斑点杂交反应装置还包

括成像模块；

优选地，所述成像模块包括照相机或凝胶成像仪。

9.权利要求1-8中任一项所述的斑点杂交反应装置在分子杂交实验中的应用。

10.一种使用权利要求1-8中任一项所述的斑点杂交反应装置进行的免疫印迹检测方

法，其特征在于，包括将待测样品点样至所述样品通孔内，当待测样品与经标记物标记的抗

体或抗原反应完毕后，启动抽滤模块将反应体系中的液相物质抽滤至抽滤槽体的凹槽内，

反应体系中的固相物质滞留于杂交膜，显色后形成杂交斑点；

优选地，所述免疫印迹检测方法包括如下步骤：

(ⅰ)提供杂交膜层经活化处理过的斑点杂交反应装置；

(ⅱ)在样品通孔中加入湿转缓冲液润湿杂交膜层，然后使用0.03-0 .08Mpa的压力抽

滤；点样后在20-25℃的条件下静置20-30min后用0.03-0.05Mpa压力抽滤5-10秒；

(ⅲ)在样品通孔中加入封闭缓冲液20-25℃孵育30-60min，清洗后在样品通孔中加入

经标记物标记的抗体或抗原，在温度35-40℃的条件下室温反应40-60min；

(ⅳ)去除经标记物标记的抗体或抗原，清洗后使用显色试剂恒温孵育3-5min后，0.03-

0.05Mpa抽滤10秒，调节至室温放置10min后，取出杂交膜层。
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斑点杂交反应装置及其应用和免疫印迹检测方法

技术领域

[0001] 本发明涉及分子杂交实验装置技术领域，尤其是涉及一种斑点杂交反  应装置及

其应用和免疫印迹检测方法。

背景技术

[0002] 分子杂交技术是核酸和蛋白质等生物大分子常用的检测手段，核酸分  子杂交是

用标记的DNA或RNA为探针，以检测特定核酸序列的方法；蛋 白质分子杂交是应用抗原与抗

体特异性结合的原理，通过化学反应使标记  抗体的显色剂来检测特定的多肽和蛋白，分子

杂交具有很高的灵敏度和高  度的特异性。

[0003] 斑点杂交是分子杂交技术中的一种方法，通常包含如下步骤：先将杂  交膜预处理

后将待测样品点样于杂交膜上，使样品中的靶分子吸附于杂交  膜上，然后使用经标记物标

记的分子，例如靶蛋白分子通常使用标记物标  记的抗体或抗原，核酸分子通常使用标记物

标记的探针，与杂交膜上的靶 分子杂交，显色后在杂交膜上形成斑点。

[0004] 现有的斑点杂交技术操作费时费力，不易标准化，容易造成样品间交  叉污染，而

且不适用在实验室以外的临床现场进行操作，因此一种改进的  斑点杂交反应装置是目前

市场需要的。

[0005] 有鉴于此，特提出本发明。

发明内容

[0006] 本发明的第一目的在于提供一种斑点杂交反应装置，缓解了现有技术  中存在的

缺乏一种携带方便，操作简单，能够有效防止样品间交叉污染的  斑点杂交反应装置的问

题。

[0007] 本发明的第二目的在于提供一种上述斑点杂交反应装置在分子杂交实  验中的应

用，可广泛的应用于蛋白和核酸的分子杂交实验。

[0008] 本发明的第三目的在于提供一种使用上述斑点杂交反应装置进行的免  疫印迹检

测方法，该方法操作简单，检测过程用时短，对检测环境及设备  条件要求较低，可以实现一

体式反应器内流程式操作。

[0009] 为解决上述技术问题，本发明特采用如下技术方案：

[0010] 一种斑点杂交反应装置，包括加样渗滤模块和用于给加样渗滤模块内  部提供负

压环境的抽滤模块；

[0011] 所述加样渗滤模块包括：微孔加样板、杂交膜层、支撑层和抽滤槽体；

[0012] 所述微孔加样板上设置若干用于进行反应的样品通孔，所述支撑层设  置与所述

样品通孔对应的渗滤通孔；

[0013] 所述微孔加样板中设置有第一吸合单元，所述抽滤槽体中设置有与第  一吸合单

元相配合的第二吸合单元；

[0014] 所述微孔加样板和所述抽滤槽体通过第一吸合单元和第二吸合单元吸 附固定后
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形成封闭的内腔；以及使所述杂交膜层和支撑层依次固定于微孔  加样板下方，所述杂交膜

层与所述微孔加样板的下表面紧密接触。

[0015] 优选地，所述微孔加样板设置有用于预留空间的边框凸缘，所述空间  用于至少容

纳杂交膜层和支撑层。

[0016] 优选地，所述第一吸合单元和所述第二吸合单元分别独立的包括若干  磁铁单元、

若干电磁铁单元和若干与磁性物质相吸附的金属单元中的一种 或几种；

[0017] 优选地，所述第一吸合单元包括若干的内嵌于微孔加样板的边框凸缘  内的磁铁

单元，所述抽滤槽体的主体使用与磁性物质相吸附的金属制成；

[0018] 优选地，所述磁铁单元中的磁铁主要由表面镀镍的磁铁制成；

[0019] 优选地，所述与磁性物质相吸附的金属单元主要由马氏体不锈钢制成。

[0020] 优选地，所述样品通孔呈行列式排布；

[0021] 优选地，所述微孔加样板按照行列式分布有48个样品通孔；所述48  个样品通孔优

选按照8×6分布分布；

[0022] 优选地，所述微孔加样板按照行列式分布有96个样品通孔；所述96  个样品通孔优

选按照8×12分布分布；

[0023] 优选地，所述样品通孔的容积为100-1500μL；优选为500-100μL；更  优选为600-

800μL。

[0024] 优选地，所述支撑层上设置沿渗滤通孔圆周方向的环状凸缘，所述环  状凸缘面向

微孔加样板方向；

[0025] 优选地，所述杂交膜层和支撑层之间还包括密封垫层，所述密封垫层  上设置有与

所述样品通孔对应的通孔；

[0026] 优选地，所述杂交膜层和所述密封垫层之间还设置有至少一层滤纸层。

[0027] 优选地，所述抽滤槽体内的凹槽的横截面积随着远离微孔加样板的方 向减小；

[0028] 优选地，所述抽滤槽体内的凹槽的纵截面呈V形、等腰梯形或半圆形；

[0029] 优选地，所述抽滤槽体的侧壁上还设置有用于和抽滤模块连通的抽滤 孔。

[0030] 优选地，所述斑点杂交反应装置还包括温控模块；

[0031] 优选地，所述温控模块为恒温孵育槽，所述恒温孵育槽内嵌有薄膜加  热模块和

PID控温模块。

[0032] 优选地，所述斑点杂交反应装置还包括成像模块；

[0033] 优选地，所述成像模块包括照相机或凝胶成像仪。

[0034] 本发明还提供了上述斑点杂交反应装置在分子杂交实验中的应用。

[0035] 一种使用上述斑点杂交反应装置进行的免疫印迹检测方法，包括将待  测样品点

样至所述样品通孔内，当待测样品与经标记物标记的抗体或抗原  反应完毕后，启动抽滤模

块将反应体系中的液相物质抽滤至抽滤槽体的凹  槽内，反应体系中的固相物质滞留于杂

交膜，显色后形成杂交斑点；

[0036] 优选地，所述免疫印迹检测方法包括如下步骤：

[0037] (ⅰ)提供杂交膜层经活化处理过的斑点杂交反应装置；

[0038] (ⅱ)在样品通孔中加入湿转缓冲液润湿杂交膜层，然后使用  0.03-0.08Mpa的压

力抽滤；点样后在20-25℃的条件下静置20-30min后用  0.03-0.05Mpa压力抽滤5-10秒；
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[0039] (ⅲ)在样品通孔中加入封闭缓冲液20-25℃孵育30-60min，清洗后在  样品通孔中

加入经标记物标记的抗体或抗原，在温度35-40℃的条件下室温 反应40-60min；

[0040] (ⅳ)去除经标记物标记的抗体或抗原，清洗后使用显色试剂恒温孵  育3-5min后，

0.03-0.05Mpa抽滤10秒，调节至室温放置10min后，取出杂 交膜层。

[0041] 与现有技术相比，本发明具有如下有益效果：

[0042] 本发明提供的斑点杂交反应装置在微孔加样板和抽滤槽体中设置配合 的吸合单

元，一方面使微孔加样板和抽滤槽体固定的更紧密，使微孔加样  板和抽滤槽体之间形成的

内部空间不容易漏液和漏气，保证了抽滤的效果， 并且简化了组装过程，节省装配时间；另

一方面还使微孔加样板的下表面、  杂交膜层和支撑层之间更加紧密的贴付，使样品通孔中

的样品不易从微孔  加样板与杂交膜层的缝隙中泄露，避免了样品间的交叉污染，提升了检

测 的准确度。本发明提供的斑点杂交反应装置可以一体化的完成样品的反应 并在杂交膜

层上形成斑点，中间无需更换反应场所，实现了斑点杂交在一  体化微型反应器上的标准化

操作。且该装置体积小，抽滤系统可协助杂交  斑点快速形成，便于实验人员快速检测的需

要；并且该斑点杂交反应装置  携带方便、操作简单、检测快速，可直接连接220V交流电源或

车载电源进 行检测，对检测环境及设备条件要求较低。

[0043] 本发明还提供了上述斑点杂交反应装置在分子杂交实验中的应用，可  广泛的应

用于蛋白和核酸的分子杂交实验中，上述斑点杂交反应装置携带  方便、操作简单、检测快

速，对检测环境及设备条件要求较低；可实现一  体式反应器内流程式操作。

[0044] 本发明提供了一种使用上述斑点杂交反应装置进行的免疫印迹检测方  法，该方

法操作简便，检测成本低，此外可有效避免样品间交叉污染。

附图说明

[0045] 为了更清楚地说明本发明具体实施方式或现有技术中的技术方案，下  面将对具

体实施方式或现有技术描述中所需要使用的附图作简单地介绍，  显而易见地，下面描述中

的附图是本发明的一些实施方式，对于本领域普  通技术人员来讲，在不付出创造性劳动的

前提下，还可以根据这些附图获 得其他的附图。

[0046] 图1为本发明实施例1提供的微孔加样板的俯视图；

[0047] 图2为本发明实施例1提供的加样渗滤模块的截面示意图；

[0048] 图3为本发明实施例1提供的斑点杂交反应装置的工作示意图；

[0049] 图4为使用本发明实施例1提供的斑点杂交反应装置检测瘟病毒E2重  组蛋白形成

的杂交斑点；

[0050] 图5为本发明实施例2检测猪瘟病毒E2重组蛋白得到的标准曲线；

[0051] 图6为使用蛋白电泳定量法检测猪瘟病毒E2重组蛋白的检测结果；

[0052] 图7为使用蛋白电泳定量法检测猪瘟病毒E2重组蛋白得到的标准曲  线；

[0053] 图8为使用双抗夹心elisa定量法检测猪瘟病毒E2重组蛋白得到的标 准曲线。

具体实施方式

[0054] 下面将结合附图对本发明的技术方案进行清楚、完整地描述，显然，  所描述的实

施例是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于本发  明中的实施例，本领域普通
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技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得 的所有其他实施例，都属于本发明保护的

范围。实施例中未注明具体条件  者，按照常规条件或制造商建议的条件进行。所用试剂或

仪器未注明生产  厂商者，均为可以通过市售购买获得的常规产品。

[0055] 在本发明的描述中，需要说明的是，如出现术语“中心”、“上”、 “下”、“左”、“右”、

“竖直”、“水平”、“内”、“外”等，其  所指示的方位或位置关系为基于附图所示的方位或位置

关系，仅是为了便  于描述本发明和简化描述，而不是指示或暗示所指的装置或元件必须具

有  特定的方位、以特定的方位构造和操作，因此不能理解为对本发明的限制。  此外，如出

现术语“第一”、“第二”、“第三”仅用于描述目的，而不 能理解为指示或暗示相对重要性。

[0056] 在本发明的描述中，需要说明的是，除非另有明确的规定和限定，如  出现术语“安

装”、“相连”、“连接”应做广义理解，例如，可以是固  定连接，也可以是可拆卸连接，或一体

地连接；可以是机械连接，也可以  是电连接；可以是直接相连，也可以通过中间媒介间接相

连，可以是两个  元件内部的连通。对于本领域的普通技术人员而言，可以具体情况理解上 

述术语在本发明中的具体含义。

[0057] 本发明提供了一种斑点杂交反应装置，该装置包括加样渗滤模块，加  样渗滤模块

主要由微孔加样板、杂交膜层、支撑层和抽滤槽体组成。

[0058] 所述微孔加样板上设置若干用于进行反应的样品通孔，所述支撑层设  置有所述

样品通孔对应的渗滤通孔，以使样品抽滤时样品中的液体部分可 以顺利通过杂交膜流出。

[0059] 所述微孔加样板中设置有第一吸合单元，所述抽滤槽体中设置有与第  一吸合单

元相配合的第二吸合单元。相互配合的第一吸合单元和第二吸合  单元的作用一方面是使

微孔加样板和抽滤槽体的接触面通过吸附作用紧密  接触，固定后形成封闭的内腔。使用吸

合单元固定微孔加样板和抽滤槽体，  可使微孔加样板和抽滤槽体的接触面紧密相贴，不留

缝隙，避免使用抽滤  装置为所述封闭的内腔提供负压环境时漏气漏液。另一方面的作用是

使所  述杂交膜层和支撑层依次固定于微孔加样板下方，并且使杂交膜层与所述  微孔加样

板的下表面紧密接触，使杂交膜层作为样品通孔的底部，以用于  盛放样品、试剂或反应体

系，并避免液体流出。通过第一吸合单元和第二  吸合单元的吸附固定可以将微孔加样板、

杂交膜层、支撑层和抽滤槽体有 效并且紧密的集成成为一个整体。

[0060] 本发明提供的斑点杂交反应装置还包括用于给加样渗滤模块内部提供  负压环境

的抽滤模块。当加样渗滤模块内部为负压时，微孔加样板的下表  面的压强将低于上表面的

压强，其上下表面之间形成压强差，该压强差为  样品通孔中的液相物质提供了一个流动的

力，使液相物质从样品通孔中通  过杂交膜层流入抽滤槽体的凹槽内，而样品通孔中的固相

物质则滞留在杂 交膜层上。

[0061] 使用时，将微孔加样板、经过预处理的杂交膜层和支撑层依次层叠放  置、然后将

微孔加样板和抽滤槽体吸附紧密，使微孔加样板、杂交膜层、  支撑层和抽滤槽体紧密的集

成为一个整体，即为加样渗滤模块。杂交膜层  在支撑层挤压的作用下紧密的贴敷于微孔加

样板的下表面。然后将待测样 品或检测用试剂加入至样品通孔中，在需要渗滤时使用抽滤

模块为加样渗  滤模块内部提供负压，在负压吸力的作用下，样品通孔中的液相物质通过 

杂交膜和支撑层上的渗滤通孔流至抽滤槽体的凹槽内；同时样品通孔内的  固相物质则留

在杂交膜上形成“斑点”。

[0062] 本发明提供的斑点杂交反应装置在微孔加样板和抽滤槽体中设置配合 的吸合单
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元，一方面使微孔加样板和抽滤槽体固定的更紧密，使微孔加样  板和抽滤槽体之间形成的

内部空间不容易漏液和漏气，保证了抽滤的效果， 并且简化了组装过程，节省装配时间；另

一方面还使微孔加样板的下表面、  杂交膜层和支撑层之间更加紧密的贴付，使样品通孔中

的样品不易从微孔  加样板与杂交膜层的缝隙中泄露，避免了样品间的交叉污染，提升了检

测 的准确度。本发明提供的斑点杂交反应装置可以一体化的完成样品的反应 并在杂交膜

层上形成斑点，中间无需更换反应场所，实现了斑点杂交在一  体化微型反应器上的标准化

操作。且该装置体积小，抽滤系统可协助杂交  斑点快速形成，便于实验人员快速检测的需

要；并且该斑点杂交反应装置  携带方便、操作简单、检测快速，可直接连接220V交流电源或

车载电源进  行检测，对检测环境及设备条件要求较低。需要说明的是，本发明提供的  斑点

杂交反应装置适用于例如可以为但不限于为蛋白样品、DNA样品或  RNA样品，本发明不限制

样品类型。

[0063] 在一些优选的实施方式中，微孔加样板和支撑层分别独立的由耐高温 高压、透明

或半透明塑料制成，所述塑料例如可以为但不限于为聚丙烯、  聚碳酸脂材料。在一些可选

的实施方式中，根据生化反应的种类选择杂交  膜层的材质，所述杂交膜层例如可以为但不

限于为硝酸纤维素膜、醋酸纤 维膜、聚偏氟乙烯膜或尼龙膜。

[0064] 在一些优选的实施方式中，所述微孔加样板的边框高于微孔加样板上  分布有样

品通孔的区域表面，以形成边框凸缘。可选地，所述边框凸缘在  面向抽滤槽体的方向上高

于微孔加样板上分布有样品通孔的区域表面时，  所述边框凸缘用于预留至少容纳杂交膜

层和支撑层的空间；可选地，当所  述边框凸缘在背向抽滤槽体的方向上高于微孔加样板上

分布有样品通孔的 区域时，可以防止点样时溢出的样品从微孔加样板的侧壁流出。

[0065] 在一些可选的实施方式中，所述第一吸合单元和所述第二吸合单元分  别独立的

包括若干磁铁单元、若干电磁铁单元和若干与磁性物质相吸附的  金属单元中的一种或几

种。例如可以为但不限于为如下配合方式：所述第  一吸合单元包括若干磁铁单元，所述第

二吸合单元包括若干磁铁单元，第  一吸合单元内的磁铁单元和第二吸合单元内的磁铁单

元磁性相反；所述第  一吸合单元包括若干磁铁单元，所述第二吸合单元包括若干与磁性物

质相  吸附的金属单元；所述第一吸合单元包括若干与磁性物质相吸附的金属单  元，所述

第二吸合单元包括若干磁铁单元；所述第一吸合单元包括若干电  磁铁单元，所述第二吸合

单元包括若干与磁性物质相吸附的金属单元；所  述第一吸合单元包括若干与磁性物质相

吸附的金属单元，所述第二吸合单  元包括若干电磁铁单元。可以理解的是，本发明第一吸

合单元和第二吸合  单元的组合方式并不限于上述几种组合方式，只要可以起到将微孔反

应板  和抽滤槽体紧密吸附的作用即可。

[0066] 在一些优选的实施方式中，所述第一吸合单元内嵌于微孔加样板的边  框凸缘内，

所述第二吸合单元设置于微孔加样板的边框凸缘与抽滤槽体相  接触的表面。在一些更优

选的实施方式中，所述第一吸合单元包括若干的  内嵌于微孔加样板的边框凸缘内的磁铁

单元，该磁铁单元主要由表面镀镍 的磁铁制成；所述抽滤槽体的主体使用与磁性物质相吸

附的金属制成，优  选使用马氏体不锈钢制成，即以抽滤槽体的整体作为第二吸合单元，使

用  时微孔加样板通过边框凸缘直接吸附固定于抽滤槽体上，以使固定更加牢  固，不留缝

隙。其中，使用马氏不锈钢作为抽滤槽体的主体，利于导热，  可与微孔加样板内嵌的磁铁单

元紧密吸附，从而组装、固定加样渗滤模块， 高效密封防止样品口间交叉污染。
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[0067] 在一些可选的实施方式中，所述微孔加样板上的样品通孔均匀分布，  例如可以为

但不限于为按照行列式分布或者按照周向分布；所述样品通孔  优选呈行列式排布，规则排

布方便样品形成斑点后标记和比较，例如可以  使样品依浓度递增或递减排列，以便制作标

准曲线，也便于样品与对照样  品成对分布。在一些优选的实施方式中，所述微孔加样板设

置有48个样品  通孔或96个样品通孔，以增加样品检测的通量；其中设置有48个样品通  孔

的加样板上的样品通孔优选呈8×6分布；设置有96个样品通孔的加样  板上的样品通孔优

选呈8×12分布，上述分布方式可以兼容多道移液器成  排的快速点样。在一些优选的实施

方式中，所述样品通孔的横截面为圆形、  规则多边形以及不规则多边形的至少一种。在一

些优选的实施方式中，所  述样品通孔的容积为100-1500μL，例如可以为但不限于为100μL、

200μL、  500μL、600μL、800μL、1000μL、1200μL或1500μL，优选为500-100μL；  更优选为600-

800μL；可以根据斑点杂交反应装置的适用场景进一步调整和  优化样品通孔的容积，样品

通孔的容积更小，微孔加样板上可以容纳更多 的样品通孔，以增加检测的通量；增加样品

通孔的容积可以提高点样时点  入的待测样品的量。当所述样品通孔的容积可以至少容纳

600μL的液相物  质时，能进一步保证待测样品中含有充足的可以通过渗滤作用固定于杂交 

膜层上的固相物质，以提高检测灵敏度，便于检出低浓度样品和斑点印迹  扫描。

[0068] 在一些可选的实施方式中，所述支撑层上设置沿渗滤通孔圆周方向的  环状凸缘，

所述环状凸缘面向微孔加样板方向，当微孔加样板和抽滤槽体 闭合后，该环状凸缘可以将

杂交膜层紧密的挤压于微孔加样板的下表面， 防止液体渗漏导致的加样孔间交叉污染，或

者在杂交膜层形成的斑点边界  不清导致的妨碍样品精准定量，从而进一步的保证了高品

质的印迹结果。  为了进一步的防止样品通孔中的液体渗漏，在一些可选的实施方式中，所 

述杂交膜层和支撑层之间还包括密封垫层，所述密封垫层上设置有与所述  若干样品通孔

对应的通孔，密封垫层优选使用硅橡胶、氟橡胶或聚四氟乙  烯制成；在一些可选的实施方

式中，在所述杂交膜层和所述密封垫层之间  还设置有至少一层滤纸层。

[0069] 在一些可选的实施方式中，所述抽滤槽体内凹槽的横截面积随着远离  微孔加样

板的方向减小，以使经抽滤流出的液相物质汇集在滤槽体内凹槽 的底部，方便收集滤液。

所述抽滤槽体内凹槽的纵截面例如可以为但不限  于为V形、等腰梯形或半圆形。

[0070] 在一些优选的实施方式中，所述抽滤模块中主要起到抽滤作用的抽滤  装置例如

可以为但不限于为真空泵、抽滤泵或注射器，优选手提式无油真 空泵、实验室抽滤泵，兽医

临床中也可选择使用一次性注射器进行抽滤操  作。优选地，所述抽滤槽体的侧壁还设置有

用于和抽滤装置连通的抽滤孔， 可在抽滤孔中插入管路与抽滤装置相连。

[0071] 在一些可选的实施方式中，所述斑点杂交反应装置还包括为生化反应  提供可控

制的恒温环境的温控模块。可选地，所述控温模块可以为内嵌于  抽滤槽体和/或微孔反应

板内的电加热器；可选地，也可以选择外置的加热  模块。优选地，所述外置加热模块为恒温

孵育槽，所述恒温孵育槽内设置  加热模块和用于控制加热模块的调控模块；所述恒温孵育

槽还设置有用于  放置加样渗滤模块的凹槽。所述加热模块优选使用薄膜加热模块，所述调 

控模块优选使用PID控温模块，薄膜加热模块体积小，以其作为发热元件 的微孔板恒温孵

育器体积小、发热效率高，方便使用和携带；PID控温模块  为使用PID模糊控制技术调控温

度的模块，PID模糊控制技术能够精准地  确保控温精度，并自动调整加热速率、节省等待时

间。
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[0072] 在一些可选的实施方式中，所述斑点杂交反应装置还包括成像模块， 以定性或者

定量的记录杂交膜层上的斑点。优选地，所述成像模块包括图  像获取模块和图像分析模

块。所述图像获取模块用于记录杂交膜上的斑点，  所述图像分析模块用于辅助相关图形、

图像处理软件读取斑点灰光度值，  进行定性或定量分析；所述成像模块例如可以为但不限

于为照相机或凝胶 成像仪，优选使用可定量分析的凝胶成像仪。

[0073] 本发明还提供了上述斑点杂交反应装置在分子杂交实验中的应用，该  应用和上

述斑点杂交反应装置基于相同的发明构思，因此具有上述斑点杂  交反应装置的所有有益

效果，在此不再赘述。需要说明的是，本发明所述 的在分子杂交实验中的应用仅指的是应

用分子杂交技术检测出待测样品中 是否含有目标物质，并非用于疾病的诊断和治疗。

[0074] 本发明提供的上述斑点杂交反应装置在分子杂交实验中的应用，可应  用于蛋白

样品的检测，例如对兽医临床中畜禽血样的抗原、抗体测定，也 能对兽用疫苗研发、生产过

程中有效抗原进行快速、准确地定性及定量， 能够同时检测多种抗体、抗原，实现了现场实

时评估疫苗抗原含量，检测 时间只需90-120min；还可应用于核酸样品的检测，例如对兽医

临床中畜禽  血液样本、组织样本以及细胞样本中的DNA和/或RNA的检测；使用本发 明提供

的斑点杂交反应装置进行分子杂交实验，操作简便，检测成本低，  此外可有效避免样品间

交叉污染。上述对兽医临床中畜禽血液样本、组织  样本以及细胞样本中的DNA和/或RNA的

检测的目的仅为检测是否含有目  标分子，并不意味着检测结果能够直接用于疾病的诊断

和治疗。

[0075] 本发明还提供了上述斑点杂交反应装置进行的免疫印迹检测方法，该  方法采用

一体式反应器内流程式操作，操作简便，该方法包括如下步骤：  将待测样品点样至所述样

品通孔内，当待测样品与经标记物标记的抗体或  抗原反应完毕后，启动抽滤模块将反应体

系中的液相物质抽滤至抽滤槽体 的凹槽内，反应体系中的固相物质滞留于杂交膜，显色后

形成杂交斑点。

[0076] 按照如下方式实施免疫印迹检测方法，效果更佳：

[0077] (ⅰ)杂交膜准备及预处理：将杂交膜层剪裁为与微孔反应板下表面  配合的尺寸，

用甲醇活化10s，浸泡在湿转缓冲液内，另准备同样大小的薄  滤纸垫在密封垫层下方，以防

渗漏。然后将加样渗滤模块各组件组合，保  证杂交膜层与微孔反应板下表面贴合紧密，注

意避免膜间产生气泡，通过  微孔加样板中的第一吸合单元和抽滤槽体中的第二吸合单元

完成加样渗滤  模块的组装及固定，用管路连接加样渗滤模块和抽滤模块。

[0078] (ⅱ)膜水化及点样：在样品通孔中加入湿转缓冲液以润湿杂交膜层，  启动抽滤模

块，用0.03-0.08Mpa的压力抽滤，当可见液体由孔底流出时，  迅速关闭抽滤模块；将待测样

品加入样品通孔中并记录加样顺序，加样体  积优选100-600μL/孔，反应温度20-25℃，静置

20-30min，使液体在重力作  用下自动流出，之后用0.03-0.05Mpa压力抽滤5-10秒；有微孔

板离心设备 的可选择在3000-4000rpm条件下，离心5min完成快速上样。

[0079] (ⅲ)封闭、孵育反应：每孔加入封闭试剂在20-25℃孵育30-60min；  用PBST清洗3-

5次，100-3000μL/孔；每孔加入100-200μL标记物标记的  抗体或抗原，标记物优选辣根过氧

化物酶或胶体金，调节恒温孵育器至  37℃，室温反应40-60min。

[0080] (ⅳ)显影及成像：将标记物标记的抗体或抗原吸出后，用PBST清洗  清洗3-5次，

100-300μL/孔。加入显影液进行显影，优选ECL化学发光剂、  DAB等，恒温孵育3-5min后，
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0.03-0.05Mpa抽滤10秒，调节至室温放置  10min后，拆开加样渗滤模块，取出杂交膜层，使

用凝胶成像系统拍照、采 集信号，分析数据。

[0081] 下面结合优选实施例进一步说明本发明的有益效果。

[0082] 实施例1

[0083] 本实施例提供了一种斑点杂交反应装置，参考图1、图2和图3所示。  本实施例提供

的斑点杂交反应装置包括加样渗滤模块100，加样渗滤模块  100包括：微孔加样板110，微孔

加样板上设置有样品通孔111和边框凸缘  112，加样渗滤模块100还包括杂交膜层120、滤纸

层130、密封垫层140  和支撑层150，支撑层150上设置环状凸缘151；加样渗滤模块100还包

括  抽滤槽体160，抽滤槽体160上设置有凹槽161，抽滤槽体160侧壁上设置  有抽滤孔162；

[0084] 本实施例提供的斑点杂交反应装置还包括抽滤模块：包括无油真空泵  210、压力

表220和抽滤管路230，抽滤管路230上设置抽滤开关231；

[0085] 本实施例提供的斑点杂交反应装置还包括恒温孵育槽300：恒温孵育槽  300侧壁

设置液晶控制面板310。

[0086] 微孔加样板110上设置有按照8×12型行列式分布的样品通孔111，样  品通孔111

的横截面积为圆形，样品通孔111的容积为600μL；微孔加样板  110的边框凸缘112面向抽滤

槽体160的凸起到部分起到限位作用，以预留  容纳杂交膜层120、滤纸层130、密封垫层140

和支撑层150的空间，背向  抽滤槽体160的凸起的部分起到防止液体从微孔加样板110溢

出。

[0087] 微孔加样板110的边框凸缘112高为1.5cm，样品通孔111的高度为  0.5cm，微孔加

样板110的其余部分的尺寸如表1所示，尺寸标记标于图1，  其中A为微孔加样板110的宽度；

B为第1行的样品通孔111的圆心至第8  行的同列的样品通孔111的圆心的距离；C为微孔加

样板110的长度；D为  第1列的样品通孔111的圆心至第12列的同行的样品通孔111的圆心的

距  离；E为相邻的两行或两列的样品通孔111的圆心的距离；F为样品通孔111 的直径。

[0088] 表1微孔加样板110的尺寸参数

[0089]

单位：mm A B C D E F G 

96孔板 85.5 63 126 99 9 8 5 

[0090] 第一吸合单元为镀镍的强力磁铁，内嵌于边框凸缘112的壳体内，并  充满整个边

框凸缘112，使磁铁围绕微孔加样板110中分布有样品通孔111 的区域从而成回形；第二吸

合单元为使用马氏体不锈钢制成的抽滤槽体160  本身。微孔加样板110和抽滤槽体160吸附

固定后杂交膜层120、滤纸层  130、密封垫层140和支撑层150依次层叠于微孔加样板110的

下方，杂交  膜层120紧密贴付于微孔加样板110的下表面，使杂交膜层120作为样品  通孔

111的底部，以用于盛放样品、试剂或反应体系；杂交膜层120下设  置有一层滤纸层130，滤

纸层130下为密封垫层140，密封垫层140上设置  有与样品通孔111对应的通孔；密封垫层

140下为支撑层150，支撑层150  上设置有与样品通孔111对应的渗滤通孔并且沿渗滤通孔

圆周方向的环状 凸缘151，环状凸缘151面向微孔反应板的方向凸起，以进一步加强对杂交 

膜层120的挤压效果，使杂交膜层120紧密的止抵与微孔加样板110下表  面。本实施例的微

孔加样板110的外壳和支撑层150使用聚丙烯制成；杂  交膜层120使用聚偏二氟乙烯膜

(PVDF膜)；密封垫层140使用硅橡胶制 成。
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[0091] 抽滤槽体160内的凹槽161的纵截面呈V形，如图2所示，在抽滤槽  体的侧壁上设置

有一个抽滤孔162，抽滤孔162中可插入抽滤管路230以与  无油真空泵210连接，抽滤管路

230上设置有抽滤开关231，无油真空泵  210上还设置有用于监控压力的压力表220，本实施

例使用的抽滤管路230 为硅胶管。

[0092] 本实施例的恒温孵育槽300上的凹槽与加样渗滤模块100相吻合，该  恒温孵育槽

300以薄膜加热模块作为加热元件，并通过PID控温模块控制  温度，在恒温孵育槽300的侧

壁上还设置有液晶控制面板310，以调节、显 示反应温度及时间。

[0093] 使用时，按照抽滤槽体160-支撑层150-密封垫层140-滤纸层130-杂交  膜层120-

微孔加样板110的顺序由下而上的安装，抽滤槽体160和微孔加  样板110吸附固定后使上述

各部件集合成为一个整体，即为加样渗滤模块  100。杂交膜层120在支撑层150挤压的作用

下紧密的贴敷于微孔加样板110 的下表面。然后加样渗滤模块100置于恒温孵育槽300中，

用抽滤管路230  连接加样渗滤模块100和无油真空泵210。然后将待测样品或检测用试剂加 

入至样品通孔111中，调节恒温孵育槽300至需要的反应温度，在需要渗  滤时开启无油真空

泵210为加样渗滤模块100内部提供负压，在负压吸力 的作用下，样品通孔111中的液相物

质依次通过杂交膜、密封垫层140上 的通孔和支撑层150上的渗滤通孔流至抽滤槽体160的

凹槽161内；同时  样品通孔111内的固相物质滞留在杂交膜上，显色后形成“斑点”。取出杂

交  膜层120后使用凝胶成像系统拍照、采集信号并分析数据。

[0094] 实施例2

[0095] 本实施例使用实施例1提供的斑点杂交反应装置进行猪瘟病毒E2蛋白  重组杆状

病毒灭活疫苗生产过程中E2重组蛋白含量测定。步骤如下：

[0096] (ⅰ)杂交膜层120准备及预处理：取裁剪好的10.5cm×7.5cm  PVDF  膜作为杂交膜

层120，用甲醇活化10s，浸泡在湿转缓冲液内，另准备同样  大小的薄滤纸垫在密封垫层140

下方，以防渗漏。

[0097] (ⅱ)组装加样渗滤模块100：按照抽滤槽体160-支撑层150-密封垫  层140-滤纸层

130-杂交膜层120-微孔加样板110的顺序由下而上的安装， 固定各组件后置于恒温孵育槽

300中，使用硅胶管连接无油真空泵210。

[0098] (ⅲ)膜水化及点样：在微孔加样板110的样品通孔111中加入200μL  湿转缓冲液以

润湿PVDF膜，用无油真空泵210以0.05Mpa的压力抽滤，  当液体由样品通孔111中流出时，迅

速关闭无油真空泵210；用移液枪将待  测E2重组蛋白及标准品(2倍梯度稀释的重组E2蛋

白，浓度依次为250、  125、62.5、31.25、15.625μg/ml)依次加入样品通孔111中，并设重复对

照，  200μL/孔，调节恒温孵育槽300至25℃，静置30min，使液体在重力作用  下自动流出，之

后用0.03-0.05Mpa压力抽滤5秒。

[0099] (ⅳ)封闭、孵育反应：每孔加入200μL含5％脱脂奶粉的PBST缓冲  液，25℃孵育

30min；用PBST清洗3次，200μL/孔；每孔加入100μL辣  根过氧化物酶标记的抗体，调节恒温

孵育槽300至37℃，反应60min。

[0100] (ⅴ)步骤五、显影及成像：用移液枪将酶标抗体吸出后，用PBST  清洗清洗3次，200

微升/孔。加入ECL化学发光剂进行显影，恒温孵育3min  后，0.03Mpa抽滤10秒，调节至室温

放置10min后，拆开加样渗滤模块100，  取出PVDF膜，用UV凝胶成像系统拍照、采集信号，分

析数据，包括构 建标准曲线，计算待测E2重组蛋白浓度。
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[0101] 杂交膜层120上的杂交斑点如图4所示；标准曲线如图5所示，其中  y＝0.0006x-

18.6798；R2＝0.9971。

[0102] 效果例

[0103] 分别将实施例2检测的样品及标准品用蛋白电泳灰光度值定量法及双  抗夹心

elisa法进行定量，比较三种定量方法的准确度。蛋白电泳定量法结  果如图6所示，标准曲

线如图7所示，其中y＝45.594x-2.6827；R2＝0.998。  双抗夹心elisa定量法构建标准曲线

如图8所示，其中，y＝0.0003x-3.4359；  R2＝0.9985。三种方法的比较结果如表2所示：

[0104] 表2实施例2提供的检测方法、蛋白电泳灰光度值定量法和双抗夹心  elisa法的重

组E2蛋白定量检测结果比较

[0105]

[0106]

[0107] 以上结果表明，三种方法获得的重组E2蛋白定量结果间差异不显著，  构建的标准

曲线拟合度均不低于0.99，重复样间测定结果偏差小于5％。检  测准确度方面，双抗夹心
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elisa法的检测灵敏度及准确性最高，斑点杂交法  次之，蛋白电泳法其次；检测成本方面

elisa最高，斑点杂交最低；检测方  法难易程度及检测时间方面，斑点杂交最简单，检测周

期最短，而且与elisa 一样，可实现高通量检测。

[0108] 最后应说明的是：以上各实施例仅用以说明本发明的技术方案，而非  对其限制；

尽管参照前述各实施例对本发明进行了详细的说明，本领域的  普通技术人员应当理解：其

依然可以对前述各实施例所记载的技术方案进  行修改，或者对其中部分或者全部技术特

征进行等同替换；而这些修改或  者替换，并不使相应技术方案的本质脱离本发明各实施例

技术方案的范围。
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