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(57)摘要

本发明提供一种用于肾病检测的试剂盒、及

其制备和使用方法，该试剂盒，包括：蛋白包被

板、酶标液、显色液、洗涤液、样本稀释液、终止

液、阴性对照品、阳性对照品、以及至少两个与不

同梯度对应的阳性校准品；其中，所述蛋白包被

板设有磷脂酶A2受体蛋白。本发明提供的用于肾

病检测的试剂盒、及其制备和使用方法，具有无

创伤、低风险、操作方便、灵敏度高的特点。
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1.一种用于肾病检测的试剂盒，其特征在于，包括：蛋白包被板、酶标液、显色液、洗涤

液、样本稀释液、终止液、阴性对照品、阳性对照品、以及至少两个与不同梯度对应的阳性校

准品；

其中，所述蛋白包被板设有磷脂酶A2受体蛋白。

2.根据权利要求1所述的试剂盒，其特征在于，

所述样本稀释液采用无蛋白封闭液；

所述洗涤液采用磷酸盐吐温缓冲液；

所述显色液采用四甲基联苯胺溶液；

所述终止液采用浓度为0.25％至0.35％的硫酸溶液。

3.根据权利要求1或2所述的试剂盒，其特征在于，所述磷脂酶A2受体蛋白通过如下步

骤制备得到：

根据PLA2R胞外片段基因设计PCR引物，并且进行PCR扩增处理；

将所述PLA2R胞外片段基因转入质粒载体，以得到连接产物；

对所述连接产物进行基因测序以验证克隆结果，并选取基因测序正确的所述连接产

物；

利用所述连接产物进行转染处理，以得到转染细胞；

对所述转染细胞进行压力筛选处理；

对所述转染细胞进行重组蛋白检测，并筛选出符合重组蛋白表达的所述转染细胞；

对所述转染细胞进行细胞株单克隆化处理；

对所述转染细胞进行重组蛋白检测，并筛选出符合重组蛋白表达的所述转染细胞；

对所述转染细胞进行工程细胞大规模表达；

利用所述转染细胞提取PLA2R蛋白，并进行纯化处理。

4.一种用于肾病检测的试剂盒的制备方法，其特征在于，包括：

使用包被缓冲液将磷脂酶A2受体蛋白稀释；

将稀释后的磷脂酶A2受体蛋白加入96孔板进行包被；

将包被磷脂酶A2受体蛋白的96孔板使用无蛋白封闭液进行封闭；

洗涤封闭后的96孔板并拍干；

将拍干后的96孔板密封包装，以得到蛋白包被板；其中，所述蛋白包被板包含所述磷脂

酶A2受体蛋白。

5.根据权利要求4所述的制备方法，其特征在于，还包括：制备阳性校准品；

所述制备阳性校准品的步骤包括：

使用蛋白稳定剂稀释阳性血清标本，以得到原始阳性标准品；

对所述原始阳性标准品进行梯度稀释，得到与每个梯度相对应的所述阳性标准品。

6.根据权利要求5所述的制备方法，其特征在于，还包括：

根据至少两个与不同梯度对应的所述阳性标准品绘制校准曲线。

7.根据权利要求4至6中任一项所述的制备方法，其特征在于，还包括：制备酶标液；

所述制备酶标液的步骤包括：

按照1:4900至1:5100的工作浓度稀释酶结合物；其中，所述酶结合物采用兔抗人或鼠

抗人的免疫球蛋白偶联的辣根过氧化物酶。
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8.根据权利要求4至6中任一项所述的制备方法，其特征在于，还包括：

制备阴性对照品和阳性对照品；

其中，所述阴性对照品采用健康人标本血清制备，所述阳性对照品采用患者临床标本

血清制备。

9.一种用于肾病检测的试剂盒的使用方法，其特征在于，所述使用方法适用于权利要

求1至3中任一项所述的试剂盒；

所述使用方法包括：

使用样本稀释液稀释待测样本；

将稀释后的所述待测样本加入蛋白包被板，并且将阴性对照品、阳性对照品、以及至少

两个与不同梯度对应的阳性校准品分别加入所述蛋白包被板；其中，所述蛋白包被板包含

磷脂酶A2受体蛋白；

使用洗涤液洗涤所述蛋白包被板并拍干；

在所述蛋白包被板加入酶标液；

使用所述洗涤液洗涤所述蛋白包被板并拍干；

使用显色液对所述蛋白包被板进行显色反应；

使用终止液对所述蛋白包被板终止反应；

读取所述蛋白包被板中每孔的OD值，并根据所述阳性标准品的OD值和校准曲线计算所

述待业样本的磷脂酶A2受体蛋白抗体的浓度。

10.根据权利要求9所述的使用方法，其特征在于，还包括：

当磷脂酶A2受体蛋白抗体的浓度超过第一预设浓度值时，判断所述待测样本为阳性；

其中，所述第一预设浓度值为19至21RU/ml。

11.根据权利要求9或10所述的使用方法，其特征在于，还包括：

当所述磷脂酶A2受体蛋白抗体的浓度超过第二预设浓度值时，对所述待测样本再次稀

释后，重新进行磷脂酶A2受体蛋白抗体检测；其中，所述第二预设浓度值为115至125RU/ml。
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一种用于肾病检测的试剂盒、及其制备和使用方法

技术领域

[0001] 本发明涉及生物技术领域，尤其涉及一种用于肾病检测的试剂盒、及其制备和使

用方法。

背景技术

[0002] 膜性肾病(Membranous  Nephropathy，MN)是成人肾病综合征(Nephrotic 

Syndrome，NS)最常见的病理类型，为我国原发性肾小球疾病的第二大病因，其中70％膜性

肾病患者表现为持续反复的蛋白尿，从而导致肾脏损伤，甚至危及生命。膜性肾病可分为特

发性膜性肾病(Idiopathic  Membranous  Nephropathy，IMN)和继发性膜性肾病(Secondary 

Membranous  Nephropathy，SMN)，其中IMN患者约占70％～80％，SMN患者约占20％～30％。

其中75％～85％的IMN患者有肾病程度的蛋白尿，约40％～60％的IMN患者会在5～20年内

发展为终末期肾衰竭。传统的IMN临床诊断方法为肾脏穿刺进行肾组织病理学检查，包括光

镜、荧光和电镜，这是一种侵入式的检测方法，不仅需要有较高的技术要求，还对患者有一

定的损伤。

[0003] 目前已经证实PLA2R受体，即磷脂酶A2受体，是自身抗体的主要靶抗原，研究发现

75％的IMN患者血清中抗PLA2R受体抗体为阳性，而在继发性膜性肾病患者极少表现为阳

性，其他类型肾小球疾病患者、健康人群均为阴性。因此，临床中迫切需要研制一种无创伤、

低风险、操作方便、灵敏度高的PLA2R定量检测方法。

发明内容

[0004] 本发明提供一种用于肾病检测的试剂盒、及其制备和使用方法，以解决PLA2R自身

抗体定量检测的问题。

[0005] 根据本发明第一方面，提供一种用于肾病检测的试剂盒，包括：蛋白包被板、酶标

液、显色液、洗涤液、样本稀释液、终止液、阴性对照品、阳性对照品、以及至少两个与不同梯

度对应的阳性校准品；

[0006] 其中，所述蛋白包被板设有磷脂酶A2受体蛋白。

[0007] 进一步，本发明所述的试剂盒，

[0008] 所述样本稀释液采用无蛋白封闭液；

[0009] 所述洗涤液采用磷酸盐吐温缓冲液；

[0010] 所述显色液采用四甲基联苯胺溶液；

[0011] 所述终止液采用浓度为0.25％至0.35％的硫酸溶液。

[0012] 进一步，本发明所述的试剂盒，所述磷脂酶A2受体蛋白通过如下步骤制备得到：

[0013] 根据PLA2R胞外片段基因设计PCR引物，并且进行PCR扩增处理；

[0014] 将所述PLA2R胞外片段基因转入质粒载体，以得到连接产物；

[0015] 对所述连接产物进行基因测序以验证克隆结果，并选取基因测序正确的所述连接

产物；
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[0016] 利用所述连接产物进行转染处理，以得到转染细胞；

[0017] 对所述转染细胞进行压力筛选处理；

[0018] 对所述转染细胞进行重组蛋白检测，并筛选出符合重组蛋白表达的所述转染细

胞；

[0019] 对所述转染细胞进行细胞株单克隆化处理；

[0020] 对所述转染细胞进行重组蛋白检测，并筛选出符合重组蛋白表达的所述转染细

胞；

[0021] 对所述转染细胞进行工程细胞大规模表达；

[0022] 利用所述转染细胞提取PLA2R蛋白，并进行纯化处理。

[0023] 根据本发明的第二方面，提供一种用于肾病检测的试剂盒的制备方法，包括：

[0024] 使用包被缓冲液将磷脂酶A2受体蛋白稀释；

[0025] 将稀释后的磷脂酶A2受体蛋白加入96孔板进行包被；

[0026] 将包被磷脂酶A2受体蛋白的96孔板使用无蛋白封闭液进行封闭；

[0027] 洗涤封闭后的96孔板并拍干；

[0028] 将拍干后的96孔板密封包装，以得到蛋白包被板；其中，所述蛋白包被板包含所述

磷脂酶A2受体蛋白。

[0029] 进一步，本发明所述的制备方法，还包括：制备阳性校准品；

[0030] 所述制备阳性校准品的步骤包括：

[0031] 使用蛋白稳定剂稀释阳性血清标本，以得到原始阳性标准品；

[0032] 对所述原始阳性标准品进行梯度稀释，得到与每个梯度相对应的所述阳性标准

品。

[0033] 进一步，本发明所述的制备方法，还包括：

[0034] 根据至少两个与不同梯度对应的所述阳性标准品绘制校准曲线。

[0035] 进一步，本发明所述的制备方法，还包括：制备酶标液；

[0036] 所述制备酶标液的步骤包括：

[0037] 按照1:4900至1:5100的工作浓度稀释酶结合物；其中，所述酶结合物采用兔抗人

或鼠抗人的免疫球蛋白偶联的辣根过氧化物酶。

[0038] 进一步，本发明所述的制备方法，还包括：

[0039] 制备阴性对照品和阳性对照品；

[0040] 其中，所述阴性对照品采用健康人标本血清制备，所述阳性对照品采用患者临床

标本血清制备。

[0041] 根据本发明的第三方面，提供一种用于肾病检测的试剂盒的使用方法，所述使用

方法适用于本发明所述的试剂盒；

[0042] 所述使用方法包括：

[0043] 使用样本稀释液稀释待测样本；

[0044] 将稀释后的所述待测样本加入蛋白包被板，并且将阴性对照品、阳性对照品、以及

至少两个与不同梯度对应的阳性校准品分别加入所述蛋白包被板；其中，所述蛋白包被板

包含磷脂酶A2受体蛋白；

[0045] 使用洗涤液洗涤所述蛋白包被板并拍干；
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[0046] 在所述蛋白包被板加入酶标液；

[0047] 使用所述洗涤液洗涤所述蛋白包被板并拍干；

[0048] 使用显色液对所述蛋白包被板进行显色反应；

[0049] 使用终止液对所述蛋白包被板终止反应；

[0050] 读取所述蛋白包被板中每孔的OD值，并根据所述阳性标准品的OD值和校准曲线计

算所述待业样本的磷脂酶A2受体蛋白抗体的浓度。

[0051] 进一步，本发明所述的使用方法，还包括：

[0052] 当磷脂酶A2受体蛋白抗体的浓度超过第一预设浓度值时，判断所述待测样本为阳

性；其中，所述第一预设浓度值为19至21RU/ml。

[0053] 进一步，本发明所述的使用方法，还包括：

[0054] 当所述磷脂酶A2受体蛋白抗体的浓度超过第二预设浓度值时，对所述待测样本再

次稀释后，重新进行磷脂酶A2受体蛋白抗体检测；其中，所述第二预设浓度值为115至

125RU/ml。

[0055] 本发明提供的用于肾病检测的试剂盒、及其制备和使用方法，蛋白包被板包含

PLA2R受体，能够定量检测患者的PLA2R抗体浓度，为后续的特发性膜性肾病诊断提供基于

以PLA2R抗体为中间品的判断依据，使用该试剂盒可避免目前临床中的侵入性肾病活体检

测，具有无创伤、低风险、操作方便、灵敏度高的特点。

附图说明

[0056] 通过阅读参照以下附图所作的对非限制性实施例所作的详细描述，本发明的其它

特征、目的和优点将会变得更明显：

[0057] 图1为本发明实施例一的用于肾病检测的试剂盒的制备方法的流程示意图；

[0058] 图2为本发明实施例的标准曲线示意图；

[0059] 图3为本发明实施例三的用于肾病检测的试剂盒的使用方法的流程示意图；

[0060] 图4为本发明实施例四的磷脂酶A2受体蛋白的制备方法的流程示意图。

具体实施方式

[0061] 下面结合附图对本发明作进一步详细描述。

[0062] 实施例一

[0063] 图1为本发明实施例一的用于肾病检测的试剂盒的制备方法的流程示意图，如图1

所示，本发明实施例一的用于肾病检测的试剂盒的制备方法包括：

[0064] 步骤S101，使用包被缓冲液将磷脂酶A2受体蛋白稀释。

[0065] 步骤S102，将稀释后的磷脂酶A2受体蛋白加入96孔板进行包被。

[0066] 其中，包被缓冲液采用PH9.6的0.05M碳酸盐缓冲液，磷脂酶A2受体指PLA2R蛋白。

利用包被缓冲液将PLA2R蛋白稀释至1ug/mL，向96孔板的每孔加入100μL的PLA2R蛋白稀释

溶液，在4℃包被24小时。96孔板可采用Corning公司产品。

[0067] 步骤S103，将包被磷脂酶A2受体蛋白的96孔板使用无蛋白封闭液进行封闭。

[0068] 其中，将无蛋白封闭液按照250ml/孔的标准加入已经包被PLA2R的酶标板(96孔

板)，37℃放置2小时后弃液，在37℃放置2小时使干燥。无蛋白封闭液采用Pierce TM 
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Protein-Free(TBS)Blocking  Buffer(THERMO公司生产)。

[0069] 步骤S104，洗涤封闭后的96孔板并拍干。

[0070] 其中，封闭结束后，将96孔板内的包被缓冲液吸掉后，在96孔板的每孔加入300μL

的洗涤液，洗涤2次并拍干，每次2分钟。其中，洗涤液采用含0.1％吐温-20的PBS缓冲液

(PH7.0)，即PBST。其中，PBS缓冲液指磷酸缓冲盐溶液,PBST指磷酸盐吐温缓冲液。

[0071] 步骤S105，将拍干后的96孔板密封包装，以得到蛋白包被板；其中，所述蛋白包被

板包含所述磷脂酶A2受体蛋白。

[0072] 其中，将96孔板密封包装后，4℃保存待用，从而得到用于本发明试剂盒的蛋白包

被板。

[0073] 进一步，本发明所述的制备方法，还包括：制备阳性校准品。

[0074] 所述制备阳性校准品的步骤包括：

[0075] 使用蛋白稳定剂稀释阳性血清标本，以得到原始阳性标准品；

[0076] 对所述原始阳性标准品进行梯度稀释，得到与每个梯度相对应的所述阳性标准

品。

[0077] 其中，蛋白稳定剂采用蛋白稳定剂Ⅱ(湖州英创生物科技有限公司，货号PR-SS-

002)或BioStab  Antibody  Stabilizer(Sigma公司，货号55514-250ML-F)。取临床上的阳性

标本，经过鉴定未检测出传染源的样本，检测定量确定校准曲线的浓度点，相对浓度为

720RU/mL。使用蛋白稳定剂对阳性血清标本(720RU/ml)作1：20稀释，4℃可保存12月以上，

得到原始阳性标准品，为360RU/ml。对原始阳性标准品使用无蛋白封闭液(PierceTM 

Protein-Free(TBS)Blocking  Buffer)进行3倍梯度稀释，共稀释7个梯度，得到与7个梯度

相对应的7个阳性校准品，将其分别编号为阳性校准品1-7号。

[0078] 例如，以原始阳性标准品作为阳性校准品1。吸取样品稀释液500ul入1.5ml离心

管，吸取250ul阳性校准品1入该离心管，缓慢颠倒3-5次使充分混匀，即得到阳性校准品2，

为120RU/ml。吸取样品稀释液500ul入1.5ml离心管，吸取250ul阳性校准品2入该离心管，缓

慢颠倒3-5次使充分混匀，即得到阳性校准品3，为40RU/ml。吸取样品稀释液300ul入1.5ml

离心管，吸取150ul阳性校准品3入该离心管，缓慢颠倒3-5次使充分混匀，即得到阳性校准

品4，为13.3RU/ml。吸取样品稀释液500ul如1.5ml离心管，吸取250ul阳性校准品4入该离心

管，缓慢颠倒3-5次使充分混匀，即得到阳性校准品5，为4.4RU/ml。吸取样品稀释液500ul入

1.5ml离心管，吸取250ul阳性校准品5入该离心管，缓慢颠倒3-5次使充分混匀，即得到阳性

校准品6，为1.5RU/ml。以此类推，可形成与N个梯度相对应的N个阳性标准品。

[0079] 进一步，本发明所述的制备方法，还包括：

[0080] 根据至少两个与不同梯度对应的所述阳性标准品绘制校准曲线。

[0081] 其中，图2为本发明实施例的标准曲线示意图，如图2所示，以阳性校准品的浓度值

为横坐标，各浓度的阳性校准品的OD值(Optical  Density，光密度)为纵坐标，绘制得到校

准曲线，标准的校准曲线如图2所示。

[0082] 进一步，本发明所述的制备方法，还包括：制备酶标液；

[0083] 所述制备酶标液的步骤包括：

[0084] 按照1:4900至1:5100的工作浓度稀释酶结合物；其中，所述酶结合物采用兔抗人

或鼠抗人的免疫球蛋白偶联的辣根过氧化物酶。
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[0085] 其中，将HRP(辣根过氧化物酶)标记兔抗人或羊抗人IgG(免疫球蛋白)抗体

(Millipore公司生产)经过预试验确定其工作浓度的比例为1:5000。用HRP偶联物稳定剂

(HRP耦联物稳定/稀释剂Ⅱ，湖州英创生物科技有限公司，货号HRP-SD-002；或，BioStab 

Peroxidase  Conjugate  Stabilizer，Sigma公司，货号18995-250ML-F)稀释HRP标记兔抗人

IgG抗体5000倍，12ml/管分装，4℃可保存12月以上。

[0086] 进一步，本发明所述的制备方法，还包括：

[0087] 制备阴性对照品和阳性对照品；

[0088] 其中，所述阴性对照品采用健康人标本血清制备，所述阳性对照品采用患者临床

标本血清制备。

[0089] 其中，取健康人的标本血清，经验证检测PLA2R为阴性，经过多支混合、灭活和过滤

后，用蛋白稳定剂稀释100倍后分装为单独的小管，并保存在-80℃，作为阴性对照品备用。

取临床标本血清，经验证检测PLA2R为阳性，然后经过多支混合、灭活和过滤后，用蛋白稳定

剂稀释100倍，分装为单独的小管，保存在-80℃，作为阳性对照品备用。

[0090] 实施例二

[0091] 本发明实施例二提供一种用于肾病检测的试剂盒，所述试剂盒采用本发明实施例

一所述的试剂盒的制备方法制备得到。

[0092] 所述试剂盒包括：蛋白包被板、酶标液、显色液、洗涤液、样本稀释液、终止液、阴性

对照品、阳性对照品、以及至少两个与不同梯度对应的阳性校准品。

[0093] 其中，所述蛋白包被板可包括：检测区域和对照区域。所述检测区域包含磷脂酶A2

受体蛋白，对照区域用于分别加入阴性对照品、阳性对照品和阳性校准品。此外，也可以采

用其他96孔板替代蛋白包被板的对照区域。例如，蛋白包被板仅设有磷脂酶A2受体蛋白的

检测区域，而其他96孔板用于分别加入阴性对照品、阳性对照品和阳性校准品。也可以蛋白

包被板包括检测区域和部分对照区域，剩余的对照区域用其他96孔板替代。

[0094] 其中，所述样本稀释液采用无蛋白封闭液，例如无蛋白封闭液(PierceTM  Protein-

Free(TBS)Blocking  Buffer)。所述洗涤液采用磷酸盐吐温缓冲液，例如含0.1％吐温-20的

PBS缓冲液(PH7.0)。所述显色液采用四甲基联苯胺溶液，例如TMB(3,3",5,5"-四甲基联苯

胺)。所述终止液采用浓度为0.25％至0.35％的硫酸溶液，例如浓度3％的硫酸溶液。此外，

本发明实施例二的试剂盒还包括通过本发明实施例一的制备方法得到的阴性对照品、阳性

对照品、以及至少两个与不同梯度对应的阳性校准品，例如编号为1-7的7个阳性校准品，并

采用本发明实施例一的制备方法得到的校准曲线。

[0095] 实施例三

[0096] 本发明实施例三的用于肾病检测的试剂盒的使用方法适用于本发明实施例二所

述的试剂盒。

[0097] 图3为本发明实施例三的用于肾病检测的试剂盒的使用方法的流程示意图，如图3

所示，发明实施例三用于肾病检测的试剂盒的使用方法包括：

[0098] 步骤S301，使用样本稀释液稀释待测样本。

[0099] 例如，吸取495ul样品稀释液、5ul待测样本于0.5mL灭菌管子内，混合均匀后待用。

[0100] 步骤S302，将稀释后的所述待测样本加入蛋白包被板的检测区域，并且将阴性对

照品、阳性对照品、以及至少两个与不同梯度对应的阳性校准品分别加入所述蛋白包被板

说　明　书 5/16 页

8

CN 109324043 A

8



的对照区域。

[0101] 其中，所述蛋白包被板包括：检测区域和对照区域；所述检测区域包含磷脂酶A2受

体蛋白。取100μL稀释后的待测样品加入检测区域，并将本发明实施例一的制备方法得到的

1-7号阳性标准品分别取100μL，并取本发明实施例一的制备方法得到的阴性对照品和阳性

对照品各100μL，将阳性标准品、阴性对照品和阳性对照品分别加入对照区域，以每种上述

样本3个复孔，在37℃室温反应1小时。

[0102] 步骤S303，使用洗涤液洗涤所述蛋白包被板并拍干。

[0103] 其中，将蛋白包被板内的液体吸掉，然后每孔加入300ul洗涤液，洗板2次，每次2分

钟，再吸掉孔内的液体，拍干待用。洗涤液采用含0.1％吐温-20的PBS缓冲液(PH7.0)。

[0104] 步骤S304，在所述蛋白包被板的所述检测区域和对照区域加入酶标液。

[0105] 其中，在蛋白包被板的每孔加入100ul的酶标液，37℃温育30分钟。酶标液采用本

发明实施例一的制备方法得到。

[0106] 步骤S305，使用所述洗涤液洗涤所述蛋白包被板并拍干。

[0107] 其中，将蛋白包被板内的液体吸掉，然后每孔加入300ul的PBST磷酸盐吐温缓冲

液，洗板5次并拍干，每次1分钟。

[0108] 步骤S306，使用显色液对所述蛋白包被板进行显色反应。

[0109] 其中，在蛋白包被板的每孔加入显色液100μL，室温避光反应10分钟。显色液采用

TMB(3,3",5,5"-四甲基联苯胺)。

[0110] 步骤S307，使用终止液对所述蛋白包被板终止反应。

[0111] 其中，在蛋白包被板的每孔加入终止液50μL，混匀。终止液采用浓度为3％的硫酸

溶液。

[0112] 步骤S308，读取所述蛋白包被板的所述检测区域和所述对照区域中每孔的OD值，

并根据所述阳性标准品的OD值和校准曲线计算所述待业样本的磷脂酶A2受体蛋白抗体的

浓度。

[0113] 其中，在450nm波长下读取蛋白包被板的每孔的OD值，依据阳性标准品的OD值与浓

度的标准曲线(根据本发明实施例一的制备方法得到)，计算各个孔内待测样本中PLA2R抗

体的含量。

[0114] 进一步，本发明实施例三所述的使用方法，当磷脂酶A2受体蛋白抗体的浓度超过

第一预设浓度值时，判断所述待测样本为阳性。

[0115] 其中，所述第一预设浓度值为19至21RU/ml。例如，第一预设浓度值为20RU/ml，当

待测样本的PLA2R抗体的相对浓度大于20RU/ml，判定为PLA2R阳性；当待测样本的PLA2R抗

体的相对浓度小于20RU/ml时，判断为PLA2R阴性。第一预设浓度值的具体数值根据临床实

验测得。

[0116] 进一步，本发明实施例三所述的使用方法，还包括：

[0117] 当所述磷脂酶A2受体蛋白抗体的浓度超过第二预设浓度值时，对所述待测样本再

次稀释后，重新进行磷脂酶A2受体蛋白抗体检测。

[0118] 其中，所述第二预设浓度值为115至125RU/ml。当待测样本中抗体浓度过高时会存

在Hook效应，故需要对产生Hook效应的最低浓度进行摸索。对于产生Hook效应的待测样本，

应将该对待测样本稀释至线性范围内再检测，才能保证检测的准确性，所以需要对待测样
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本的稀释倍数进行评估，根据待测样本的稀释倍数可以推断出试剂盒的可报告范围的高

限。

[0119] 具体地，用三批次试剂盒对上述所有高浓度稀释待测样本重复测定若干次，计算

各指标的浓度的OD值，当出现浓度升高OD值反而下降时，确定该浓度为产生Hook效应的最

低浓度。根据实验结果发现：PLA2R抗体浓度在120RU/mL时OD值明显不成比例的上升，故试

剂盒中PLA2R抗体产生Hook效应的浓度为≥120RU/mL。因此，设定第二预设浓度值为115至

125RU/ml，以预防出现Hook效应。

[0120] 对本发明的试剂盒进行临界值、精密性检测、准确性检测以及在临床样本的检测，

以判定该试剂盒的性能指标。

[0121] 临界值的确定：通过检测150份正常人血清，PLA2R抗体浓度平均值为8.1RU/ml，SD

(标准差)为3.9RU/ml，用平均值加上3倍标准差之和作为临界值，得出临界值为19.8RU/ml，

以此界定标准为20RU/ml，即得到第一预设浓度值的具体数值范围。

[0122] 精密性检测：选取高、中、低三个浓度的血清标本，在同次试验内每个样本重复检

测10次，分别计算平均值(M)和标准差(SD)，然后计算试验内的变异系数(CV)分别为8.6％、

7.5％、6.5％；每天测定一次，连续检测10天，计算试验间的变异系数(CV)分别为9.7％、

9.2％、8.4％。

[0123] 准确性检测：选择高低2个浓度水平的阳性血清样本，每个浓度水平重复检测3次，

每个指标取3次检测结果的平均值记为(M)，理论浓度记为(T)，分别计算高浓度、低浓度的

相对偏差(B)为8.5％、7.2％。

[0124] 与金标准的比较：选择通过组织病理学检验确诊的临床样本进行试验，评价试剂

盒的特异性和敏感度。临床样本分为二组：第一组为44例特发性膜性肾病患者血清，第二组

为50例正常人血清。特异性和敏感度的计算方式如下：

[0125] 特异性＝真阴性/阴性总数×100％；

[0126] 敏感性＝真阳性/阳性总数×100％

[0127] 使用本发明实施例的试剂盒根据本发明实施例的使用方法对临床样本进行检测，

结果显示如下表所示，本试剂盒的特异性为100％，敏感性为88.64％。

[0128]

[0129] 实施例四

[0130] 图4为本发明实施例四的磷脂酶A2受体蛋白的制备方法的流程示意图，如图4所

示，本发明实施例四的磷脂酶A2受体蛋白的制备方法包括：

[0131] 步骤S401，根据PLA2R胞外片段基因设计PCR引物，并且进行PCR扩增处理。

[0132] 其中，步骤S401中根据PLA2R胞外片段基因设计PCR引物的步骤具体包括：

[0133] 设计所述PCR引物的PLA2R胞外片段基因正向引物和PLA2R胞外片段基因反向引
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物。其中，所述PLA2R胞外片段基因正向引物设有第一限制性酶切位点Fsel，所述PLA2R胞外

片段基因反向引物设有第二限制性酶切位点Nhel。

[0134] 具体地，根据如下基因序列设计所述PLA2R胞外片段基因正向引物：

[0135] 5’-CGTGGCCGGCCGCCGCCACCATGCTGCTG-3’。

[0136] 其中，所述第一限制性酶切位点Fsel为：GGCCGGCC。

[0137] 并且，具体根据如下基因序列设计所述PLA2R胞外片段基因反向引物：

[0138] 5’-TAAGCTAGCTCATTTGTCGTCATCATCCTTATAGTCCTTATCATCGTCGTCTTTGTAATCCTTGT

CATCGTCATCCTTGTAGTCGCTGCCACCGCCACCGCTGTGACTTGGTCCTTTTTCTGGC-3’。

[0139] 其中，所述第二限制性酶切位点Nhel为：GCTAGC。

[0140] 其中，步骤S401中PCR扩增处理的步骤具体包括：

[0141] 利用PCR缓冲液、所述PLA2R胞外片段基因正向引物、所述PLA2R胞外片段基因反向

引物和cDNA模板配制PCR反应溶液进行PCR反应，以获取扩增的PCR产物。

[0142] 具体地，具体按照如下表1的体积比配制所述PCR反应溶液：

[0143]

试剂名称 体积比

PCR缓冲液 49％～51％

脱氧核糖核苷三磷酸化合物溶剂 1％～3％

PLA2R胞外片段基因正向引物 3％～5％

PLA2R胞外片段基因反向引物 3％～5％

cDNA模板 3％～5％

DNA聚合酶溶剂 1％～3％

双蒸水 40％～28％

[0144] 表1

[0145] 并且，具体按照如下表2的条件进行所述PCR反应：

[0146]

[0147] 表2。

[0148] 具体地，根据表1配制PCR反应溶液后，在94℃～96℃温度条件下预变性29秒～31

秒，然后，94℃～96℃条件下变性14秒～16秒、57℃～59℃条件下退火14秒～16秒、70℃～

74℃条件下延伸4分～5分，29～31个循环，然后，在70℃～74℃条件下维持9分～11分，使引

物延伸完全，最后在2℃～6℃条件下停止PCR反应。
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[0149] 优选地，按照如下表6的比例混合以进行所述PCR反应：

[0150]

[0151] 表6

[0152] 其中，2×Phanta  Max  buffer缓冲液为PCR缓冲液，10mM  dNPT  Mix溶剂指脱氧核

糖核苷三磷酸化合物溶剂，cDNA模板指互补脱氧核糖核酸模板，Phanta  Max  super-

Fidelity  DNA  polymerase为DNA聚合酶溶剂，ddH2O指双蒸水。

[0153] 并且，根据如下表7的条件进行所述PCR反应；

[0154]

[0155] 表7

[0156] 其中，在配制PCR反应溶液进行PCR反应之后，还包括：

[0157] 利用1％的琼脂糖凝胶检测所述PCR产物，查阅并按照DNA分子量标准，将符合

PLA2R蛋白DNA分子量标准的所述PCR产物进行回收和纯化处理。例如，利用天根切胶试剂盒

回收并纯化PCR产物，提升PLA2R蛋白的制备纯度。

[0158] 步骤S402，将所述PLA2R胞外片段基因转入质粒载体，以得到连接产物。

[0159] 其中，步骤S402具体包括步骤S4021～步骤S4023。

[0160] 步骤S4021，利用所述第一限制性酶切点和所述第二限制性酶切点对质粒进行双

酶切处理，以获取所述质粒载体。
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[0161] 其中，第一限制性酶切点采用Fsel：GGCCGGCC。第二限制性酶切位点采用Nhel：

GCTAGC。

[0162] 步骤S4021中具体按照如下表3的体积比混合以对质粒进行双酶切处理：

[0163]

试剂名称 体积比

限制性内切酶缓冲液 9％～11％

第一限制性酶切位点酶 1％～3％

第二限制性酶切位点酶 1％～3％

表达质粒 1％～3％

小牛肠碱性磷酸酶 11％～13％

双蒸水 77％～67％

[0164] 表3

[0165] 其中，对质粒进行双酶切处理的条件为：36℃～38℃水浴1.4小时～1.6小时，使用

生工PCR产物柱式纯化试剂盒回收所述质粒载体。

[0166] 优选地，按照如下表8的体积比混合以对质粒进行双酶切处理：

[0167]

[0168] 表8

[0169] 对质粒进行双酶切处理的条件为：37℃水浴1.5小时，使用生工PCR产物柱式纯化

试剂盒对酶切产物纯化并回收，以得到所述质粒载体。

[0170] 其中，10×Cutsmart  buffer指限制性内切酶缓冲液，Fsel酶指第一限制性酶切位

点酶，Nhel酶指第二限制性酶切位点酶，UCOE  Mu-P质粒是一种商品化表达质粒名称，CIAP

指小牛肠碱性磷酸酶，ddH2O指双蒸水。

[0171] 步骤S4022，利用所述第一限制性酶切点和所述第二限制性酶切点对所述PCR产物

进行双酶切处理，以获取所述PLA2R胞外片段基因。

[0172] 其中，第一限制性酶切点采用Fsel：GGCCGGCC。第二限制性酶切位点采用Nhel：

GCTAGC。

[0173] 步骤S4022中具体按照如下表4的体积比混合以对所述PCR产物进行双酶切处理：
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[0174]

试剂名称 体积比

限制性内切酶缓冲液 9％～11％

第一限制性酶切位点酶 1％～3％

第二限制性酶切位点酶 1％～3％

PCR产物 29％～31％

双蒸水 60％～52％

[0175] 表4

[0176] 其中，对所述PCR产物进行双酶切处理的条件为：36℃～38℃水浴2.4小时～2.6小

时，使用PCR产物柱式纯化试剂盒回收所述PLA2R胞外片段基因。

[0177] 优选地，按照如下表9的体积比混合以对所述PCR产物进行双酶切处理：

[0178]

[0179]

[0180] 表9

[0181] 其中，对所述PCR产物进行双酶切处理的条件为：37℃水浴2.5小时，使用PCR产物

柱式纯化试剂盒对酶切产物纯化并回收，以得到PLA2R胞外片段基因。

[0182] 步骤S4023，将所述PLA2R胞外片段基因与所述质粒载体进行连接处理，以获取所

述连接产物。

[0183] 步骤S4023中具体按照如下表5的体积比混合以进行所述连接处理：

[0184]

试剂名称 体积比

T4脱氧核糖核酸连接酶缓冲液 24％～26％

T4脱氧核糖核酸连接酶 12％～13％

PLA2R胞外片段基因 12％～13％

质粒载体 24％～26％

双蒸水 28％～22％

[0185] 表5

[0186] 其中，所述连接处理的条件为：24℃～26℃水浴4.4小时～4.6小时。

[0187] 优选地，按照如下表10的体积比混合以进行所述连接处理：
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[0188]

[0189] 表10

[0190] 所述连接处理的条件为：25℃水浴4.5小时，以得到连接产物。

[0191] 其中，10×T4  DNA  Ligase  buffer指T4脱氧核糖核酸连接酶缓冲液，T4  DNA 

Ligase指T4脱氧核糖核酸连接酶，UCOE  Mu-P是一种商品化表达质粒名称，ddH2O指双蒸水。

[0192] 步骤S403，对所述连接产物进行基因测序以验证克隆结果，并选取基因测序正确

的所述连接产物。

[0193] 其中，可选用常规的基因测序手段对连接产物进行基因测序，选取符合PLA2R胞外

片段基因的连接产物。

[0194] 步骤S404，利用所述连接产物进行转染处理，以得到转染细胞。

[0195] 其中，步骤S404具体包括步骤S4041～步骤S4043。

[0196] 步骤S4041，培养种子细胞。

[0197] 其中，所述种子细胞采用仓鼠卵巢细胞(CHO)，培养所述种子细胞的密度至1.1E6/

毫升以上。种子细胞需提前培养，例如，至少在转染前一天，提前约23～25小时，将种子细胞

培养传代至密度为0.5E6/ml，这样在进行转染当天，种子细胞密度增长为1.2E6/ml并且细

胞活力大于95％，以得到符合转染标准的密度和活力指标。

[0198] 步骤S4042，利用所述连接产物得到DNA复合物。其步骤S3042具体包括：使用第一

无血清培养基稀释所述连接产物得到经过稀释的连接产物；使用第二无血清培养基稀释转

染试剂得到经过稀释的转染试剂；将所述经过稀释的连接产物与所述经过稀释的转染试剂

混合，以得到所述DNA复合物。

[0199] 例如，使用第一无血清培养基SFM(商品化无血清培养基)将50μg步骤S302得到的

连接产物，即包含有PLA2R胞外片段基因的质粒载体，稀释至750μl。同时使用第二无血清培

养基SFM将150μg转染试剂PEI(聚醚酰亚胺)稀释至750μl。将稀释后的连接产物和稀释后的

转染试剂PEI混合，并震荡混匀3次，每次1秒，在室温条件下静置20分钟，以得到包含PLA2R

胞外片段基因的DNA复合物。

[0200] 步骤S4043，将所述DNA复合物加入所述种子细胞进行转染，以得到所述转染细胞。

[0201] 其中，将所述DNA复合物加入所述种子细胞进行转染，例如，将DNA复合物逐滴加入

经稀释得到的包含种子细胞的细胞液中，在37℃条件下过夜培养，细胞密度可以达到1.5/

ml，能够得到符合后续实验的转染细胞。
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[0202] 步骤S405，对所述转染细胞进行压力筛选处理。

[0203] 其中，步骤S405具体包括：步骤S4051～步骤S4052。

[0204] 步骤S4051，将所述转染细胞加入至含有抗生素的筛选培养基；

[0205] 步骤S4052，当所述转染细胞的存活率达到预设存活阈值以上时，对所述转染细胞

进行恢复培养。

[0206] 例如，将转染细胞换液至含有20μg/ml  puro(嘌呤霉素)的筛选培养基，传代密度

为0.5E6/ml，静置培养。当转染细胞的存活率达到30％以上时，即达到预设存活率阈值以

上，将转染细胞转移至摇瓶进行恢复培养。当存活率达到90％以上时，冻存3支转染细胞以

保种，其中保种的转染细胞需达到密度1E7/ml。之后根据需要扩大若干克隆pool进行补液

培养，以获取重组后的PLA2R蛋白。

[0207] 步骤S406，对所述转染细胞进行重组蛋白检测，并筛选出符合重组蛋白表达的所

述转染细胞。

[0208] 例如，在步骤S404和步骤S405中分为若干组分别进行转染处理、压力筛选处理，通

过PLA2R蛋白的分子量标准对每组转染细胞取样进行重组蛋白检测和筛选，选取出符合

PLA2R重组蛋白表达的一组或几组转染细胞，剔除不具有PLA2R胞外片段基因的转染细胞，

使后续的细胞株单克隆化处理仅针对携带PLA2R胞外片段基因的转染细胞，提高PLA2R胞外

片段基因的表达效果。

[0209] 步骤S407，对所述转染细胞进行细胞株单克隆化处理。

[0210] 其中，步骤S407具体包括:按照细胞培养板中每孔一个细胞的标准，将所述转染细

胞加入至所述细胞培养板中进行培养。

[0211] 具体地，步骤S407包括：步骤S4071～步骤S4072。

[0212] 步骤S4071，稀释包含所述转染细胞的细胞液，并将所述细胞液加入至含谷氨酰胺

的CD培养基(成分固定培养基)；其中，所述转染细胞的密度不超过0.5/200毫升。

[0213] 步骤S4072，将所述CD培养基加入至细胞培养板以对所述转染细胞进行培养。

[0214] 例如，将步骤S402得到的转染细胞的细胞液以10倍梯度进行稀释，稀释后转染细

胞密度为1 .1×103/ml。将1 .8ml稀释后的转染细胞加入400ml含Glu(谷氨酰胺)的CD 

Foriti培养基(一种商品化培养基，赛默飞世而公司Thermo  Fisher  Scientific)中，混合

均匀。取200ml包含有转染细胞的CD  Foriti培养基溶液，加入到400细胞培养板(96孔板)的

孔内，按照每个孔一个细胞，37℃条件下静置培养。

[0215] 步骤S408，对所述转染细胞进行重组蛋白检测，并筛选出符合重组蛋白表达的所

述转染细胞。

[0216] 例如，在步骤S407中以细胞培养板的每个孔的转染细胞作为一组，分别进行细胞

株单克隆化处理，由于细胞株单克隆化处理的基因传代并不非常稳定，可能产生并不携带

有PLA2R胞外片段基因的转染细胞。通过PLA2R蛋白的分子量标准对每组转染细胞取样进行

重组蛋白检测和筛选，选取出符合PLA2R重组蛋白表达的转染细胞，剔除不具有PLA2R胞外

片段基因的转染细胞，使后续的工程细胞大规模表达仅针对携带PLA2R胞外片段基因的转

染细胞，进一步提高PLA2R胞外片段基因的表达效果。

[0217] 步骤S409，对所述转染细胞进行工程细胞大规模表达。

[0218] 其中，步骤S409具体包括：步骤S4091～步骤S4094。
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[0219] 步骤S4091，将所述转染细胞接种至细胞培养摇瓶进行工程细胞培养处理。

[0220] 其中，在36 .5℃～37 .5℃温度范围内，细胞培养摇瓶内保持体积比为4.5％～

5.5％的二氧化碳，以145～155转/每分钟的速度旋转细胞培养摇瓶对转染细胞进行培养。

优选地，工程细胞培养处理条件为：37℃，5％二氧化碳，细胞培养摇瓶旋转速度150转/分

钟。

[0221] 步骤S4092，当所述转染细胞的密度达到工程细胞最低培养密度之上时，进行补料

处理。

[0222] 例如，设工程细胞最低培养密度为1.5E6/ml。起始时，转染细胞密度为0.1E6/ml，

定期计数转染细胞的密度，例如每天计数转染细胞的密度。当转染细胞密度达到1.5E6/ml

时，开始向细胞培养摇瓶补充补料液。其中，按照所述转染细胞的密度增量，逐步增加每次

加入的补料液总量。例如，第5天转染细胞密度为3.4E6/ml，添加补料液24ml。第6天转染细

胞密度增加为6.0E6/ml，则添加的补料液增加至36ml，以保证转染细胞有充足养分。

[0223] 步骤S4093，当所述转染细胞的活性细胞密度开始下降并且存活率低于预设工程

细胞培养存活率时，结束工程细胞培养处理。

[0224] 例如，设工程细胞培养存活率为90％，当发现转染细胞中的活细胞密度开始下降

而且存活率率低于90％时，结束培养。

[0225] 通过工程细胞大规模表达可获得大量能够稳定表达PLA2R胞外片段基因的转染细

胞，便于大规模生产PLA2R蛋白。

[0226] 步骤S410，利用所述转染细胞提取PLA2R蛋白，并进行纯化处理。

[0227] 其中，步骤410具体包括：步骤4101～步骤4104。

[0228] 步骤4101，离心收集包含所述转染细胞的培养上清。例如，提取工程细胞大规模表

达后转染细胞的培养液上清。

[0229] 步骤4102，对所述培养上清进行超滤浓缩处理。

[0230] 例如，将收集提取的培养上清超滤更换缓冲液至20mM  PBS磷酸缓冲液(pH  7.0)并

浓缩10～20倍，以用于Sourse  30Q阴离子交换柱层析纯化，其测电导设为2.3ms/cm。

[0231] 步骤4103，对所述培养上清进行离子洗脱处理，以得到PLA2R蛋白溶液。步骤4103

具体包括：步骤41031～步骤41033。

[0232] 步骤41031，使用0.22μm滤膜对所述培养上清进行过滤。

[0233] 步骤41032，按照至少三个洗脱梯度对所述培养上清进行洗脱处理，并收集在

PLA2R蛋白洗脱梯度下进行洗脱处理所得到的洗脱液，以得到所述PLA2R蛋白溶液。其中，所

述洗脱梯度包括：所述PLA2R蛋白洗脱梯度和至少两个杂质洗脱梯度。所述PLA2R蛋白洗脱

梯度位于所述杂质洗脱梯度之间。PLA2R蛋白洗脱梯度优选采用290至310mM的氯化钠。

[0234] 例如，采用sourse  30Q(一种商品化阴离子交换填料，GE公司)离子柱对蛋白溶液

进行洗脱，以分别含50mM、200mM、300mM和500mM氯化钠的20mMPBS磷酸缓冲液(pH  7.0)进行

梯度洗脱，根据紫外280nm吸收峰收集洗脱液。其中，50mM、200mM、300mM和500mM的氯化钠浓

度为洗脱梯度，300mM的氯化钠浓度为PLA2R蛋白洗脱梯度，剩余的50mM、200mM和500mM的氯

化钠浓度为杂质洗脱梯度。

[0235] 培养上清中除了含有PLA2R蛋白，还含有其他蛋白杂质。在50mM、200mM和500mM 

NaCl洗脱液的洗脱处理下，PLA2R蛋白以外的其他蛋白被洗脱掉，在300mM  NaCl洗脱液的洗
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脱处理下，PLA2R蛋白被洗脱掉，因此收集300mM  NaCl洗脱液的洗脱处理后的培养上清，就

得到了PLA2R蛋白溶液。因此将300mM氯化钠浓度作为PLA2R蛋白洗脱梯度，其他氯化钠浓度

作为杂质洗脱梯度。PLA2R蛋白洗脱梯度可以洗脱符合PLA2R蛋白分子量的蛋白，从而得到

PLA2R蛋白溶液。在PLA2R蛋白洗脱梯度之前的杂质洗脱梯度可以洗脱小于PLA2R蛋白分子

量的杂质蛋白，在PLA2R蛋白洗脱梯度之后的杂质洗脱梯度可以洗脱大于PLA2R蛋白分子量

的杂质蛋白，从而起到分离PLA2R蛋白的作用。

[0236] 步骤41033，使用氢氧化钠对所述PLA2R蛋白溶液进行离子交换层析柱再生，使

PLA2R蛋白可以重复使用。

[0237] 例如，同样采用sourse  30Q离子柱对洗脱处理得到的蛋白溶液进行再次洗脱。其

中，洗脱液根据如下条件配制：

[0238] 平衡缓冲液：20mM  PBS，PH7.0；

[0239] 洗脱缓冲液：20mM  PBS；

[0240] NaOH溶液：0.5M，PH7.0。

[0241] 步骤4104，对所述PLA2R蛋白溶液进行分子筛纯化处理。

[0242] 其中，步骤S4104具体包括：步骤S41041～步骤S41043。

[0243] 步骤S41041，对所述PLA2R蛋白溶液进行超滤浓缩；

[0244] 步骤S41042，使用0.22μm滤膜对所述PLA2R蛋白溶液进行过滤；

[0245] 步骤S41043，对所述PLA2R蛋白溶液进行凝胶过滤柱层析纯化。

[0246] 例如，以S200HR柱(GE公司的商品化凝胶过滤柱)进行凝胶过滤柱层析，缓冲体系

为20mM  PBS(pH  7.0)，根据紫外280nm吸收峰收集洗脱液。洗脱时的上流速度设为：1.3ml/

min。

[0247] 在PBS(pH  7.0)缓冲液体系下，在安捷伦HPLC1200仪器上，以TSKG3000SW凝胶过滤

HPLC层析柱，分析纯化的PLA2R蛋白的纯度，结果表明，PLA2R蛋白经凝胶过滤柱层析纯化

后，纯度为98％以上，除PLA2R蛋白主峰外，基本不见杂质峰，这个结果与SDS-PAGE的分析结

果一致。

[0248] 其中，步骤S406和步骤S408中对所述转染细胞进行重组蛋白检测的步骤具体包

括：

[0249] 步骤S501，对所述转染细胞的培养液进行离心并取上清点样并置于硝酸纤维素膜

(PVDF膜，Merck  Miliproe)，例如，将培养液300g离心5分钟，取2μl上清点样于硝酸纤维素

膜，在36.5C°～37.5C°条件下风干25～30分钟。

[0250] 步骤S502，采用3％BSA-PBS(牛血清白蛋白-磷酸缓冲液)对风干后的硝酸纤维素

膜进行封闭。

[0251] 步骤S503，将封闭后的所述硝酸纤维素膜与辣根过氧化物酶标记的抗FLAG抗体稀

释液在36.5℃～37.5℃条件下孵育30～60分钟。

[0252] 步骤S504，使用缓冲液清洗掉未结合的辣根过氧化物酶标记的抗FLAG抗体。

[0253] 步骤S50 5，将所述硝酸纤维素膜与化学发光剂(Im m o bi l o n  W e s t e r n 

Chemiluminescent  HRP  Substrate，Millipore公司，货号WBKLS0500)在室温避光条件下孵

育1～2小时。

[0254] 步骤S506，利用生物分子成像仪(GE公司，型号Las400mini)对所述硝酸纤维素膜
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进行成像处理。

[0255] 步骤S507，根据所述成像处理的成像结果判定所述转染细胞的重组蛋白表达结

果。例如，根据成像有/无和强/弱判定重组PLA2R蛋白的多或少。

[0256] 本领域技术人员在考虑说明书及实践这里公开的发明后，将容易想到本发明的其

它实施方案。本申请旨在涵盖本发明的任何变型、用途或者适应性变化，这些变型、用途或

者适应性变化遵循本发明的一般性原理并包括本公开未公开的本技术领域中的公知常识

或惯用技术手段。说明书和实施例仅被视为示例性的，本发明的真正范围和精神由下面的

权利要求指出。

[0257] 应当理解的是，本发明并不局限于上面已经描述并在附图中示出的精确结构，并

且可以在不脱离其范围进行各种修改和改变。
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图1

图2
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图3
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