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壹、摘要

基因的表現並不能與數以百萬計的蛋白質表現劃上等號，因而帶動蛋白質體學的研究，尤其是蛋白質晶片之發展。為了發展高科技檢測技術平台，應用在經濟性動物(包括豬、雞、牛、羊等)，特別是疾病檢疫或者是各種生長性能方面；自民國九十一年八月三十日至十月十三日止，奉赴美國加州大學聖地牙哥分校(University of California San Diego, UCSD)微陣列中心(ArrayCore)，進行為期四十五天之cDNA 微陣列研習及蛋白質微陣列技術平台建立之合作實驗，內容包含微陣列中心設施、蛋白質微陣列材料測試、蛋白質微陣列實驗、蛋白質微陣列資料分析。

貳、緣起與目的

提起蛋白質晶片的應用，目前所稱的生物晶片一直沒有明確的定義與分類；一般而言是泛指應用半導體策略以矽晶片、玻璃或高分子為基材，以微小化技術整合微機電、光電、化學、生化、醫學工程及分子生物學等領域，用以執行醫療檢驗、環境檢測、食品檢驗、新藥開發、基礎研究、軍事防禦、化學合成等用途的精密微小化設備。
其實，生物晶片最早的應用可追朔到一九九一年的波灣戰爭，美軍為了預防伊拉克發動生化戰，需要一種可以大量供應軍隊使用，快速檢測多種生化毒性的試劑，生物晶片的概念於是誕生。生物晶片依照功能分類可以分成感測晶片(Sensing Chip)和處理晶片(Processing Chip)。其中感測晶片包含基因晶片(DNA Chip)、蛋白質晶片(Protein Chip)和其他生物感測晶片等。處理晶片包含檢體前處理晶片(Sample Preparation Chip)、電泳及複製晶片(CE&PCR Chip)和多功能處理晶片(Lan-on-a-Chip) 等。而這些不同功能的生物晶片又可依照應用的領域劃分成三類：(一)、研究用領域─生物研究、醫學研究和新藥研究等，(二)、臨床檢驗用領域─血液篩檢、健康檢查、疾病檢測、感染病源檢測等，(三)、非醫學用領域─環境檢驗、食品檢驗、軍事偵測、警檢辨識鑑定等。

分析工具的研發，無疑是朝向分析速度快、應用性廣泛、結果精準及使用便利等方向來發展，因此一個在理想狀態下能快速有效診斷出疾病、篩選藥物、生化分析的蛋白質晶片，正被積極的發展中。現在蛋白質晶片的狀況，就如同數年前基因晶片的情況一樣，雖在早期，但著實充滿期待。所以，未來在基因發展到達一個里程碑(milestone)之後，對於蛋白質體學的研究，將會有愈來愈多的基因體學及基因晶片研究者欲跨足至蛋白質領域中，這也將更突顯出蛋白質晶片的重要性。

隨著人類基因的解碼，目前研究結果顯示人類基因約有3至4萬個。在生理表現來說，基因表現並不能與數以百萬計的蛋白質表現劃上等號，因此在基因體研究如火如荼進行的同時，許多科學家也加速發展蛋白質體學，在技術研究的發展中，工具的供應者是往往是事先的獲利者，因此蛋白質分析工具成為研發的主軸。待基因和蛋白質功能陸續釐清後，對於健康與醫藥科技發展及應用會是無遠弗屆。

目前，經濟性動物 (包括豬、雞、牛、羊等) 之基因體定序計畫也已在歐美及大陸等國家如火如荼展開，相信完成之日指日可待。所以不論是對於人類或動物之疾病診斷，為求得科技創新成果，蛋白質晶片之發展與應用，將會是必然之途。而本計劃之目的，就在於研習蛋白質晶片的技術平台(platform)，並配合目前整個畜產界基因體計劃的進行，一但找到任何有關的蛋白質，期待不論是與動植物疾病或者是與各種生長性能方面，相信都能以此技術平台，迅速的發展及製成診斷或是鑑定用的蛋白質晶片之相關產品。
參、研習過程

依據行政院農業委員會民國九十一年會議決議辦理。會議中通過討論有關「農業高科技人才培育」議題，決議運用農委會經費派員出國研習蛋白質微陣列技術平台。在多位長官大力支持、多方尋求協助及本所持續不懈之聯繫及努力下，終定於八月下旬成行。

加州大學聖地牙哥分校 (UCSD) 是加州大學十個分校之一。位於氣候溫暖的南加州，UCSD 緊鄰著有豐富歷史及治安良好的城市 La Jolla。其中最為出色的科系是生物系及醫學院，而院長錢煦院士(Dr. S. Chien) 之Whitaker 基金所支持及創辦的生物工程學院及微陣列中心，更是美國全國各大校中的喬楚。

此次有幸能參與微陣列中心之研習並學習微陣列相關技術，承蒙其中多位微陣列中心資深研究人員Dr. Julie, Suli Yuan, Jianmin Lao, Dr. Jane Li, Ian Lian, Jerry Norwich 等人進行學習及實驗的合作交流，對於微陣列技術及蛋白質微陣列及生物資訊的處理，有更深一層認識及心得。
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資將參與研習之日程，表列述如下：

	日    期
	星期
	    研     習     內     容

	 8月30日
	五
	搭機前往

	 8月31日
	六
	過換日線，轉機前往

	 9月 1日
	日
	假日、熟悉環境

	 9月 2日
	一
	報到、文件申報作業

	 9月 3日
	二
	參觀實驗室

	 9月 4日
	三
	實驗結果及實驗設計綜合討論會議 (1)

	 9月 5日
	四
	參觀微陣列中心實驗室

	 9月 6日
	五
	準備實驗所需試劑及材料

	 9月 7日
	六
	準備實驗所需試劑及材料

	 9月 8日
	日
	假日

	 9月 9日
	一
	見習點陣機操作及點針置換

	 9月10日
	二
	微陣列研討會

	 9月11日
	三
	實驗結果及實驗設計綜合討論會議 (2)

	 9月12日
	四
	見習cDNA 微陣列實驗操作

	 9月13日
	五
	見習cDNA 微陣列實驗操作

	 9月14日
	六
	準備蛋白質微陣列打點

	 9月15日
	日
	假日

	 9月16日
	一
	蛋白質微陣列打點

	 9月17日
	二
	見習螢光掃描機操作

	 9月18日
	三
	實驗結果及實驗設計綜合討論會議 (3)


	日    期
	星期
	    研     習     內     容

	 9月19日
	四
	測試蛋白質微陣列玻片

	 9月20日
	五
	見習影像定量及分析軟體

	 9月21日
	六
	進行蛋白質微陣列之測試試驗

	 9月22日
	日
	假日

	 9月23日
	一
	進行蛋白質微陣列之測試試驗

	 9月24日
	二
	進行蛋白質微陣列之測試試驗

	 9月25日
	三
	實驗結果及實驗設計綜合討論會議 (4)

	 9月26日
	四
	進行蛋白質微陣列之測試試驗

	 9月27日
	五
	進行蛋白質微陣列之測試試驗

	 9月28日
	六
	微陣列影像定量及分析

	 9月29日
	日
	假日

	 9月30日
	一
	進行蛋白質微陣列之測試試驗

	10月 1日
	二
	進行蛋白質微陣列之測試試驗

	10月 2日
	三
	實驗結果及實驗設計綜合討論會議 (5)

	10月 3日
	四
	進行蛋白質微陣列之測試試驗

	10月 4日
	五
	微陣列影像定量及分析

	10月 5日
	六
	微陣列資料分析整理

	10月 6日
	日
	微陣列資料分析整理

	10月 7日
	一
	蛋白質微陣列資料分析整理及討論

	10月 8日
	二
	成果報告


	日    期
	星期
	    研     習     內     容

	10月 9日
	三
	奈米技術應用在心血管研究及微陣列實驗設計之專題演講及綜合討論會

	10月10日
	四
	蛋白質微陣列資料分析總整理與討論

	10月11日
	五
	實驗之階段性檢討與資料備分和交接

	10月12日
	六
	轉機、搭機回程

	10月13日
	日
	過換日線，搭機回程
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圖二、與生物工程學院及微陣列中心創辦人錢煦教授

在加州大學聖地牙哥分校合影。

肆、研習內容
一、微陣列中心設施
1、蛋白質晶片的衍生及歷史

蛋白質晶片與基因晶片的製造及檢測基本模型相似，是將蛋白質或片段物質（peptide或特定分子）固定於一小塊載體的表面，然後再和篩檢藥品或其他蛋白質進行反應（如酵素連結免疫分析反應，ELISA），用於檢測抗原或抗體。Protein array的運用與DNA array有相同的概念相似，都是將成千的蛋白質點排列在一片載體上。但相對於基因晶片，因為蛋白質的合成及擴增較DNA難，且固定時容易發生結構改變而導致蛋白質失去原性（denaturation），因此以蛋白質為探針的蛋白質晶片的製造技術比DNA晶片來得複雜。
現階段而言，蛋白質晶片所使用的探針可概分為蛋白質探針（抗體及特定蛋白質）及非蛋白質探針（peptide及特定分子），蛋白質探針與載片的接合度及蛋白質穩定度（易受環境影響）是目前發展的主要瓶頸，各生技公司也紛紛開發不同的技術平台來克服此一問題。除了探針類型不同之外，各生技公司也開發不同的蛋白質晶片偵測技術，螢光標定法為一般基因晶片的定性偵測方式，亦可用於蛋白質晶片。由於蛋白質分子較基因片段來得大且具3D立體結構，因此檢測的方式亦較多樣化，目前已經實際運用於蛋白質晶片的偵測技術螢光標定法之外，尚有SELDI（Surface Enhanced Laser Desorption/Ionization，表面增強雷射吸附/離子化）及SPR（Surface Plasmon Resonance，表面薄膜共振）。

2、微陣列中心之實驗器材介紹

在加州大學聖地牙哥分校微陣列中心所使用的點陣機, 為 PacKard BioScience 公司所出品的 SportArrayTM24, 具有溫度及溼度監控微調設定的功能, 可確保打點時樣品不致揮發。
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圖三、(A)為SpotArray24點陣機(B)為其內部空間鳥瞰

微陣列中心其他相關設備介紹如下:
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圖四、 用來打點的固態針(Solid Pin)。
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圖五、 置換用來打點的針之情形。
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圖六、 (A)所使用的S&S 公司的NC玻片

 載體以及(B)為執行雜交反應的容器
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圖七、晶片乾燥用之烘乾機

另外介紹一台在該中心展示的自動晶片清洗及雜交機器,是由德國TECAN研製的HS4800機型(圖八)。是由機身及電腦微處理中心兩大部份組成，具有微流體的晶片反應容器以及精確溫度控制。只要將所想要的反應步驟輸入，並將所要用的溶液放入可調控溫度的面板上的容器，即可進行自雜交之後的所有步驟，直到進行訊號的掃描(如圖)。

(A)
[image: image47.jpg]


[image: image7.jpg]



(B)              (C)              (D)
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圖八、(A)為晶片雜交及自動清洗機(TACAN) (B)是微流體雜交

 容器(C)為裝置好之微流體雜交容器(D)為晶片載台。
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圖九、為晶片掃描機(Packard Bioscience)
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圖十、為微陣列中心點之點陣機及晶片掃描機之放置情形一暼。

(A)
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(B)               (C)
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圖十一、奈米晶片系統 (A)為整套系統全覽

   (B)為晶片管線構造圖(C)為晶片實物

奈米晶片系統主要由三大部份組成。一是樣本裝置主機部份，包含蛋白質或基因等樣品以及分析和資料處理。二是晶片掃描機部份，其上方還有一即時監看系統(箭頭所指)，可直接觀察晶片內微流之狀況。另一部份為晶片，共有100個樣本放置槽, 其中分別佈滿微流管路。
二、蛋白質微陣列設計及材料準備

蛋白質微陣列材料，抗體，抗原及反應試劑。

表一、作為蛋白質微列材料所使用的抗體詳細資料如表所示,共分為十八個樣品，加上BSA作為負對照組(Ab19)以及有biotin標示的二次抗體作為正對照組(Ab20)。

	名稱
	重量
	體積
	濃度
	稀釋(十倍連續稀釋, 並分別命名如下)

	IL-2 MoAb
	500 ug
	500 ul
	1mg/ml
	1mg/ml(Ab1), 0.1mg/ml(A2), 0.01mg/ml(Ab3)

	IL-3 PoAb
	25x2 ug
	50 ul
	1mg/ml
	1mg/ml(Ab4), 0.1mg/ml(Ab5), 0.01mg/ml(Ab6)

	IL-4 MoAb
	500 ug
	500 ul
	1mg/ml
	1mg/ml(Ab7), 0.1mg/ml(Ab8), 0.01mg/ml(Ab9)

	IL-5 PoAb
	25x2 ug
	50 ul
	1mg/m
	1mg/ml(Ab10), 0.1mg/ml(Ab11), 0.01mg/ml(Ab12)

	IL-6 MoAb
	500 ug
	500 ul
	1mg/ml
	1mg/ml(Ab13), 0.1mg/ml(Ab14), 0.01mg/ml(Ab15)

	TNF-αMoAb
	500 ug
	500 ul
	1mg/ml
	1mg/ml(Ab16), 0.1mg/ml(Ab17), 0.01mg/ml(Ab18)


表二、作為蛋白質微列材料所使用的抗原，其配置詳細資料如表所示。

	名稱
	重量
	體積
	濃度

	IL-2 
	50 ug
	100 ul
	0.5mg/ml

	IL-3 
	10 ug
	20 ul
	0.5mg/ml

	IL-4 
	10 ug
	20 ul
	0.5mg/ml

	IL-5 
	10 ug
	20 ul
	0.5mg/m

	IL-6 
	20 ug
	40 ul
	0.5mg/ml

	TNF-α
	50 ug
	100 ul
	0.5mg/ml


表三、作為蛋白質微列材料所使用的Biotin標示的抗體其配置詳細資料如表所示。

	Biotin Ab
	Pack.
	PBS
	Conc.

	IL-2 
	25 ug
	50 ul
	0.5mg/ml

	IL-3 
	25 ug
	50 ul
	0.5mg/ml

	IL-4 
	25 ug
	50 ul
	0.5mg/ml

	IL-5 
	25 ug
	50 ul
	0.5mg/m

	IL-6 
	25 ug
	50 ul
	0.5mg/ml

	TNF-α
	25 ug
	50 ul
	0.5mg/ml


ALL products were purchased from PeproTech EC Ltd

排列設計

作為蛋白質微列材料所使用的抗體詳細資料如表一所示,共分為十八個樣品,分別為六種細胞激素的抗體以及其稀釋液。為簡化稱謂，依序分別叫做Ab1到 Ab18。除此之外，再加上BSA作為負對照組(negative control group, Ab19)以及有biotin標示的二次抗體作為正對照組(positive control group, Ab20)，共計有二十個要打點的樣品。為了使打出的點能夠有一致的規律性, 必須將要打上的蛋白質樣品放置於384 well 盤中正確的位置。

以下是第一次的測試 Plate design，只安排18個樣品，蛋白質點位置的放置在384 well ELISA plate中。

表四、18個樣品依序標示為Ab1 ~ Ab18。
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	3
	4
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微陣列的軟體為SpotArray24 (Packard BioScience) 每個點會有4個重複，若以一支solid pin 打點 每個點直徑會有250 um spot 每兩個點之間的位置, 550 spot spacing 如此設計之後, 則打出的點會有每一列36個。本次實驗之18個樣品則會有兩列, 示意圖如下




Ab1 - - -  Ab2 - - -  Ab3 - - -  Ab4 - - -  Ab5 - - -  Ab6 - - -  Ab7 - - -  Ab8 - - -  Ab9 - - - 

Ab10    Ab11     Ab12     Ab13    Ab14     Ab15    Ab16     Ab17    Ab18

圖十二、十八個樣品(Ab1 ~ Ab18)點出來會是剛好兩行，如紅點所表示的位置。每行有36個點，第一行剛好是樣品Ab1到Ab9重複四次，第二行則剛好是樣品Ab10到Ab18重複四次。而三個重複則是同樣樣品放了三次所致。

但是若採用4 repeats 以4 pins 來打點 則相對的時間會節省三倍以上。以下是第二次測試的設計，以及樣本在384 wells plate排列之情形。

表五、二十個樣品依序標示為Ab1 ~ Ab20。
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圖十三、二十個樣品(Ab1 ~ Ab20)在384 well 盤中。
而第二次的示意圖如下所示，可以見到紅點所表示的位置就是所打上的蛋白質點的位置。




Ab1 - - - Ab5 - - -   Ab2 - - - Ab6 - - -   Ab3 - - - Ab7 - - -   Ab4 - - - Ab8 - - -

Ab9 - - - Ab13 - - -   Ab10 - - - Ab14 - - -   Ab11 - - - Ab15 - - -   Ab12 - - - Ab16 - - -

Ab17 - - -           Ab108- - - -          Ab19 - - -          Ab20 - - -

圖十四、二十個樣品(Ab1 ~ Ab20)點出來會是三行，如紅點所表示的位置。每行有32個點，其相對位置如圖型所表示。

本二次設計之不同之處，在於設計者是要著重在樣品加入時的方便，或者是在結果輸出時的排列。當然，本次試驗由於所要打上的點並不多，而且為了測試及考量玻片不同位置的差異性，所以選擇第二次測試所設計的方式打點。另外，為確定所打出的點是在所想要的區域內，先以螢光的染料點在片子上，觀察其真實位置，以確保在打蛋白質點時，能座落於正確的位置。如圖所示。

[image: image18.jpg]ss s
sssseenre
"o

L U

LU

se s s
LR

LR
LR R

LR
o W .

LR LA
LR R

LRI N R
LR N S R




圖十五、利用SpotArray以4 pins打點後，

樣品座落之真實位置。

由上圖可清楚見到螢光點就如第二次測試時所設計的位置一樣，並且在所想要的範圍內。而另一些較弱的螢光點 (如箭頭所示)，是因為移動wells中的螢光物質時，並沒有很完全移除而有些許的殘留所致。由此可見，此系統雖然具有相當高的敏感度，但是在樣品處理時卻要更小心。

三、蛋白質微陣列實驗
A、雜交反應步驟之標準步驟之流程

1. 取放在室溫真空打好點的slides。用5% BSA in PBS block 室溫下60分鐘 (用保存打好點之slides之盒子裝5 % BSA block)

2. 用準備好之抗原溶液Ag mix (A) mix 10ul加入1ml 1%BSA PBS-T (500 ul 就足夠)反應，室溫下靜置反應60分鐘

3. 用 PBS-T 在 50 ml 離心管中洗三次 每次10分鐘

4. 用biotin標示的抗體 stock,加2 ul 至1ml 1%BSA PBS-T，室溫下 靜置反應 60 分鐘

5. 用 PBS-T 在 50 ml 離心管中洗三次 每次10分鐘

6. 用 Cy3-avidin / Cy5-avidin (10ul in 500ul 1%BSA PBS-T)室溫下 靜置 40 分鐘 並避光

7. 用 PBS-T 在 50 ml 離心管中洗三次 每次10分鐘

8. 先用濾紙吸乾 再用 dryer 50℃ 乾燥五分鐘

9. 避光保存在4℃ 或進行掃描

B、自動雜交反應步驟之標準步驟之流程

前處理、

清洗機器管路

1. Brushing 30 seconds with PBS, 0.1% Tween-20
2. Agitation of hybridization chamber for 60 seconds
3. Brushing 30 seconds with PBS, 0.1% Tween-20 

4. Brushing 10 seconds with EtOH
5. Heater 5 seconds
步驟一、

Step 1 (apply sample/ antigen )

1. Set Slide
2. Set temperature at temp:25° C
3. Blocking the slides with 5%BSA for 1hr

4. Agitation: module 2 and speed 2

5. Wash Slides 20 Cycles with PBS, 0.1% Tween-20
6. Inject the sample/antigen

7. Hold for 30 min

8. Wash slides 20 Cycles with PBS, 0.1% Tween-20
9. Flow for 30s
10. Hold for 3min

11. drain slides 5s

步驟二、

Step 2 (apply 2nd Antibodies )

12. Inject the 2nd AB

13. Agitation: module 2 and speed 2

14. Hold for 30 min

15. Wash Slides 20 Cycles with PBS, 0.1% Tween-20
16. Hold for 30 s

17. Flow for 30s
18. Hold for 3min

19. Drain slides 5s

步驟三、

Step 3 (apply avidin Cy5)

20. Inject the avidin Cy5
21. Agitation: module 2 and speed 2

22. Hold for 20 min

23. Wash Slides 20 Cycles with PBS, 0.1% Tween-20
24. Hold for 30 s

25. Flow for 30s
26. Hold for 3min

27. Drain slides 2min

28. Scan the slides

C、背景比較

微陣列結果之偵測所常用的螢光物質有 Cy3 及 Cy5，而在本次實驗中，由於所採用的玻片材質上有NC (Fast Slide, Schleicher & Schuell)，在雷射光激發下也會有螢光，所以首先要做一個玻片背景值的性質比較及對照。
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圖十六、所採用的SpotArray24之分析系全貌。
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圖十七、A與B為分別以Cy3-avidin及Cy5-avidin為偵測

 之螢光物質在相同雷射光激發的條件所得到的背景。 

在相同能量(Laser Power 50%，PMT Gain 70 %)雷射光的激發下Cy3-avidin及Cy5-avidin 所得到的背景明顯不同。Cy3-avidin的背景比Cy5-avidin高出許多，這對往後訊號的偵測將造成很大不良的影響(在第一次實驗結果中可清楚見到)，所以之後得實驗將利用Cy5-avidin進行之。

C、第一次實驗結果
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圖十八、相同條件下之雷射光激發所得到的影像。A及b分別代表以Cy3-avidin及Cy5-avidin 為螢光偵測物質所得到的結果。

可以見到在以Cy5-avidin為螢光偵測物質所得到的訊號再三次重複中相當一致。Cy3-avidin 則因背景問題對訊號之影響極大。而每個重複中所打的四個重複點目視下都很一致。
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圖十九、(A) Cy5-avidin 所作出的結果， (B)及(C)則分別為A局部放大後所觀察到影像。

敏感度的測試

雖然我們本次試驗所用的玻片表面材質是NC, 其背景值很高, 但是在將用以偵測的抗原濃度降至100 ng/ml 及100pg/ml時仍可清楚的偵測到我們所預期的訊號。
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圖二十、 以抗原濃度0.1ug/ml所得之雜交結果。


圖二十一、比較不同濃度抗原雜交所得到的訊號。

(A) 為抗原濃度0.1ug/ml的結果(B)為抗

原濃度0.1ng/ml的結果。

測試Ischemia對細胞激素的變化影響





圖二十二、比較Ischemia前後之細胞激素的變化。(A)為

     Ischemia前之結果(B)為Ischemia後之結果。



 圖二十三、量化之後比較Ischemia前後同細胞激素的變化。

       (A)為Ischemia前之結果(B)為Ischemia後之結果。

細胞激素在LPS刺激後之變化




圖二十四、比較LPS刺激前後之細胞激素的變化。(A)為

     LPS刺激前之結果(B)為LPS刺激後之結果。



四、蛋白質微陣列資料分析
訊號之分析及定量

Packard 公司之晶片掃描機所用的定量分析軟體，較常使用的幾項功能為 Grid, Line Scan及Register，以下將分別以圖文方式，配合著實驗結果進行解釋。以下為grid定量的方式。

Grid，

首先，將掃描所得到的影像檔在分析軟體中開啟，進入分析視窗，套上grid 以選取有訊號的蛋白質點。
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圖二十六、將訊號分析時的圖形放大來看。A及B分別為圈選訊號點分析之微調前後比較。

Line Scan
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圖二十七、將要做線分析的影像進行快速掃描或一般掃描，之後選取要分析的線性區域，即分別分析Cy3和Cy5的密度。

此分析只可以在雷射還開啟的狀態下使用，亦可以做為訊號之即時監看。但如果由於背景值過高，則所顯示之訊號不會有明顯差異。反之則會有明顯差別。

Register
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圖二十八、此為將Cy3及Cy5掃描後重疊比較的功能。例如將ischemia 前後的影像分別以Cy3及Cy5掃讀後，再將影像進行重疊。可以由顏色的變化進行表現量的比較。例如黃色就是指表現量相似，而紅色或綠色則是表示分別偏向不同之變化。

伍、  研習心得之檢討與建議
本次研習中, 除了學習到基本微陣列的知識技巧之外，也和許多長期從事微陣列工作的研究人員，進行了實驗和知識及技術的交流。

1、 蛋白質晶片之重要性

如前面所述，人類基因草圖已完整解析出來，待基因和蛋白質功能陸續釐清後，對於健康與醫藥科技發展及應用會是無遠佛屆。而在現階段，幾乎所有得研究結果都指出同一件事，就是光靠基因的解碼並不能真正解除生物之謎，還是要能了解蛋白質真正的功能，才有可能研發出對策。在農業畜產界，經濟性動物(包括豬、雞、牛、羊等) 之基因體定序計畫也已在歐美及大陸等國家如火如荼展開，相信完成之日指日可待。所以不論是對於人類或動物之疾病診斷，為求得科技創新成果，蛋白質晶片之發展與應用，將會是必需要的。
2、 微陣列中心資源充足及人力固定

本次在加州大學聖地牙哥分校之微陣列中心研習，發現該中心規模雖然不大，但是卻資源完善，人力固定。所有基本耗材，如RNA萃取試劑及螢光標示物標定試劑組及點陣用晶片皆為routine運作；儀器方面除了基本的點陣系統、螢光偵測系統外、為了考量實驗結果的一致與穩定，目前也正考慮選購自動雜交及清洗機。另外有多套微陣列分析系統可供作分析和比較之用；除點陣機有專門之技術員操作外，對於軟體及電腦使用之管理也都有專人專門管理。當然此人力也支援其他相關工作，但仍以原設定工作為第一優先。此外,軟硬體除平日的維護外，亦會定期請原廠更新及維修。這些制度亦是確保該中心品質的重要因素。

三、技術的改良研發

從以上描述看來，蛋白質晶片的原理，似乎與西方墨點法或是酵素連結受質反應相差無幾，但實際上確有著諸多瓶頸尚待克服；包括：(1) 蛋白質的取得及製備不易。(2) 蛋白質本身活性的測定及容易失去活性，也就是說較核甘酸不穩定的問題。(3) 蛋白質不易附著於載體，因為不同蛋白質有不同鍵結的性質。(4) 蛋白質的最佳反應條件嚴苛，各蛋白質最佳反應條件不一。(5) 蛋白質資料庫內容有限。在分辨蛋白質晶片的技術是否有所突破時，以上瓶頸絕對會是相當重要之評估參考。當然，在蛋白晶片方面由於仍在起始階段，仍需需多測試，例如單單當作蛋白質的載體的晶片就有不下十數種在使用，而這些不同晶片的負載效果及種類就已經是一相當複雜之問題，更遑論抗原抗體本身的結合特性及製備問題的解決。

微陣列中心的打點技術已經相當純熟穩定，而且目前也已建立並擁有三種基因資料庫及晶片，並有多套分析軟體，此外也在持續測試不同標示或放大探針的方式，不斷改進整套系統及結果。

四、合作與委託

微陣列中心除了自身的研究之外，也接受外界的委託實驗，包含各種晶片的打點，雜交實驗的執行。除此之外，更有許多合作測試的計劃。例如本次蛋白質微陣列技術之建立，就屬於此種方式。

五、微陣列中心創設之必要性及高科技人才之培育

近年來我國針對農業畜產相關高科技研習的人才出國培育計畫已大為減少，且研習時間多為短期進修。本次出國機會承蒙多位長官多方奔走大力支持，才得以順利成行。然礙於經費有限,僅能在該實驗室停留六週，所設計的試驗及規模都相當有限。雖然已盡力學習各種相關微陣列技術及操作相關儀器及分析軟體，然受限於時間，僅能有一次流程的設計及試驗；此類先進技術, 仍需要多方測試才能穩定及突破。而且本次出國計畫原本希望能再參訪一些位於加州研發蛋白晶片之生技公司，如Gene Way，且因時間較短，過於緊迫，許多材料都要在該中心先準備，所以難免有遺珠之憾。

因為診斷技術不斷地進步，新興的疾病不斷發生，若要確保國民健康與畜牧產業之永續發展，研發迅速確實地診斷或判別工具，實為當務之急。所以在讚賞此農業高科技人才之培育制度建立之餘，更希望主事單位能夠繼續支持此研究的進行及延伸，使所學傳承下去，持續農業高科技人才培育之精神。
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圖一、加州大學聖地牙哥分校極具特色之Geisel 圖書館
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圖二十五、量化之後比較LPS刺激前後細胞激素的變化。 (A)為LPS刺激前之結果(B)為LPS刺激後之結果。

















2








3





6











9





16





22





34





38








PAGE  
16

_1095435295.xls
Chart1

		IL-2		IL-2		IL-2

		IL-3		IL-3		IL-3

		IL-4		IL-4		IL-4

		IL-5		IL-5		IL-5

		IL-6		IL-6		IL-6

		TNF		TNF		TNF

		Ab-avidin		Ab-avidin		Ab-avidin



1

0.1

0.01

1.4217674533

1.3817600787

1.036320059

10.3592674533

1.7095009833

0.9041912488

2.0912610619

1.5637905605

1.0584439528

8.157079646

5.414147001

1.0422812193

3.3858161259

1.8292158309

1.0382251721

4.6342797443

1.316986234

0.9655850541

16.1098820059



0701

		IL2 1mg/ml		6110								IL-2		IL-3		IL-4		IL-5		IL-6		TNF		Ab-avidin		BSA

		IL2 1mg/ml		5738						1		5783.75		42141.5		8507.25		33183		13773.5		18852.25		65535		4068

		IL2 1mg/ml		5786						0.1		5621		6954.25		6361.5		22024.75		7441.25		5357.5

		IL2 1mg/ml		5501						0.01		4215.75		3678.25		4305.75		4240		4223.5		3928								IL-2		IL-3		IL-4		IL-5		IL-6		TNF		Ab-avidin		BSA

		IL2 0.1mg/ml		6498																								1

		IL2 0.1mg/ml		6194																								0.1

		IL2 0.1mg/ml		5839																								0.01

		IL2 0.1mg/ml		3953

		IL2 0.01mg/ml		4171

		IL2 0.01mg/ml		4269								IL-2		IL-3		IL-4		IL-5		IL-6		TNF		Ab-avidin		BSA

		IL2 0.01mg/ml		4207						1		1.4217674533		10.3592674533		2.0912610619		8.157079646		3.3858161259		4.6342797443		16.1098820059		1

		IL2 0.01mg/ml		4216						0.1		1.3817600787		1.7095009833		1.5637905605		5.414147001		1.8292158309		1.316986234

		IL3 1mg/ml		40673						0.01		1.036320059		0.9041912488		1.0584439528		1.0422812193		1.0382251721		0.9655850541

		IL3 1mg/ml		40449

		IL3 1mg/ml		44390

		IL3 1mg/ml		43054

		IL3 0.1mg/ml		7134

		IL3 0.1mg/ml		7268

		IL3 0.1mg/ml		7027

		IL3 0.1mg/ml		6388

		IL3 0.01mg/ml		3767

		IL3 0.01mg/ml		3626

		IL3 0.01mg/ml		3668

		IL3 0.01mg/ml		3652

		IL4 1mg/ml		11593

		IL4 1mg/ml		8427

		IL4 1mg/ml		6933

		IL4 1mg/ml		7076

		IL4 0.1mg/ml		7468

		IL4 0.1mg/ml		5519

		IL4 0.1mg/ml		5712

		IL4 0.1mg/ml		6747

		IL4 0.01mg/ml		4535

		IL4 0.01mg/ml		4487

		IL4 0.01mg/ml		4119

		IL4 0.01mg/ml		4082

		IL5 1mg/ml		31937

		IL5 1mg/ml		35858

		IL5 1mg/ml		34501

		IL5 1mg/ml		30436

		IL5 0.1mg/ml		22971

		IL5 0.1mg/ml		21598

		IL5 0.1mg/ml		21365

		IL5 0.1mg/ml		22165

		IL5 0.01mg/ml		4121

		IL5 0.01mg/ml		4341

		IL5 0.01mg/ml		4170

		IL5 0.01mg/ml		4328

		IL6 1mg/ml		19459

		IL6 1mg/ml		12242

		IL6 1mg/ml		11825

		IL6 1mg/ml		11568

		IL6 0.1mg/ml		7122

		IL6 0.1mg/ml		6986

		IL6 0.1mg/ml		7334

		IL6 0.1mg/ml		8323

		IL6 0.01mg/ml		4413

		IL6 0.01mg/ml		4193

		IL6 0.01mg/ml		4260

		IL6 0.01mg/ml		4028

		TNF 1mg/ml		19093

		TNF 1mg/ml		19709

		TNF 1mg/ml		17916

		TNF 1mg/ml		18691

		TNF 0.1mg/ml		5387

		TNF 0.1mg/ml		5361

		TNF 0.1mg/ml		5439

		TNF 0.1mg/ml		5243

		TNF 0.01mg/ml		3862

		TNF 0.01mg/ml		3791

		TNF 0.01mg/ml		4100

		TNF 0.01mg/ml		3959

		biotin Ab		65535		65535

		biotin Ab		65535

		biotin Ab		65535

		biotin Ab		65535

		BSA 1mg/ml		3765

		BSA 1mg/ml		3938

		BSA 1mg/ml		4218

		BSA 1mg/ml		4351





0701

		0		0		0

		0		0		0

		0		0		0

		0		0		0

		0		0		0

		0		0		0

		0		0		0



1

0.1

0.01




_1095445948.xls
Chart1

		IL-2		IL-2		IL-2

		IL-3		IL-3		IL-3

		IL-4		IL-4		IL-4

		IL-5		IL-5		IL-5

		IL-6		IL-6		IL-6

		TNF-		TNF-		TNF-

		Ab-biotin		Ab-biotin		Ab-biotin



1

0.1

0.01

1.8764720415

1.4896236515

0.979164951

4.5241291279

1.1367454501

1.0359878119

1.8359960471

1.0501935271

1.1357160504

3.6424689121

1.0954047599

1.0192291855

2.0817755085

1.1076752038

1.011982212

4.0011529276

1.2669850943

1.1495511818

10.7938730133



protein12-1oct4

		Block		Column		Row		Name		F635 Median		average

		1		1		21		IL2 1mg/ml		12113						IL-2		IL-3		IL-4		IL-5		IL-6		TNF-		Ab-biotin		BSA

		1		2		21		IL2 1mg/ml		11139				1		11393		27468.25		11147.25		22115.25		12639.5		24293		65535		6071.5

		1		3		21		IL2 1mg/ml		11283				0.1		9044.25		6901.75		6376.25		6650.75		6725.25		7692.5

		1		4		21		IL2 1mg/ml		11037				0.01		5945		6290		6895.5		6188.25		6144.25		6979.5

		2		1		21		IL2 0.1mg/ml		10400

		2		2		21		IL2 0.1mg/ml		9784

		2		3		21		IL2 0.1mg/ml		9137						IL-2		IL-3		IL-4		IL-5		IL-6		TNF-		Ab-biotin

		2		4		21		IL2 0.1mg/ml		6856				1		1.8764720415		4.5241291279		1.8359960471		3.6424689121		2.0817755085		4.0011529276		10.7938730133

		3		1		21		IL2 0.01mg/ml		6078				0.1		1.4896236515		1.1367454501		1.0501935271		1.0954047599		1.1076752038		1.2669850943

		3		2		21		IL2 0.01mg/ml		5871				0.01		0.979164951		1.0359878119		1.1357160504		1.0192291855		1.011982212		1.1495511818

		3		3		21		IL2 0.01mg/ml		5936

		3		4		21		IL2 0.01mg/ml		5895

		4		1		21		IL3 1mg/ml		24207

		4		2		21		IL3 1mg/ml		27436

		4		3		21		IL3 1mg/ml		28245

		4		4		21		IL3 1mg/ml		29985

		1		5		21		IL3 0.1mg/ml		6804

		1		6		21		IL3 0.1mg/ml		6747

		1		7		21		IL3 0.1mg/ml		6950

		1		8		21		IL3 0.1mg/ml		7106

		2		5		21		IL3 0.01mg/ml		6703

		2		6		21		IL3 0.01mg/ml		6362

		2		7		21		IL3 0.01mg/ml		6161

		2		8		21		IL3 0.01mg/ml		5934

		3		5		21		IL4 1mg/ml		11840

		3		6		21		IL4 1mg/ml		10664

		3		7		21		IL4 1mg/ml		11512

		3		8		21		IL4 1mg/ml		10573

		4		5		21		IL4 0.1mg/ml		6289

		4		6		21		IL4 0.1mg/ml		6507

		4		7		21		IL4 0.1mg/ml		6296

		4		8		21		IL4 0.1mg/ml		6413

		1		1		22		IL4 0.01mg/ml		7157

		1		2		22		IL4 0.01mg/ml		7035

		1		3		22		IL4 0.01mg/ml		6618

		1		4		22		IL4 0.01mg/ml		6772

		2		1		22		IL5 1mg/ml		21939

		2		2		22		IL5 1mg/ml		21036

		2		3		22		IL5 1mg/ml		24202

		2		4		22		IL5 1mg/ml		21284

		3		1		22		IL5 0.1mg/ml		8404

		3		2		22		IL5 0.1mg/ml		6283

		3		3		22		IL5 0.1mg/ml		6019

		3		4		22		IL5 0.1mg/ml		5897

		4		1		22		IL5 0.01mg/ml		6058

		4		2		22		IL5 0.01mg/ml		6211

		4		3		22		IL5 0.01mg/ml		6279

		4		4		22		IL5 0.01mg/ml		6205

		1		5		22		IL6 1mg/ml		11717

		1		6		22		IL6 1mg/ml		13356

		1		7		22		IL6 1mg/ml		12637

		1		8		22		IL6 1mg/ml		12848

		2		5		22		IL6 0.1mg/ml		7160

		2		6		22		IL6 0.1mg/ml		6943

		2		7		22		IL6 0.1mg/ml		6566

		2		8		22		IL6 0.1mg/ml		6232

		3		5		22		IL6 0.01mg/ml		6170

		3		6		22		IL6 0.01mg/ml		6037

		3		7		22		IL6 0.01mg/ml		6164

		3		8		22		IL6 0.01mg/ml		6206

		4		5		22		TNF 1mg/ml		22473

		4		6		22		TNF 1mg/ml		22062

		4		7		22		TNF 1mg/ml		22520

		4		8		22		TNF 1mg/ml		30117

		1		1		23		TNF 0.1mg/ml		9859

		1		2		23		TNF 0.1mg/ml		7102

		1		3		23		TNF 0.1mg/ml		6979

		1		4		23		TNF 0.1mg/ml		6830

		2		1		23		TNF 0.01mg/ml		6895

		2		2		23		TNF 0.01mg/ml		6980

		2		3		23		TNF 0.01mg/ml		6946

		2		4		23		TNF 0.01mg/ml		7097

		3		1		23		BSA 1mg/ml		5960

		3		2		23		BSA 1mg/ml		6205

		3		3		23		BSA 1mg/ml		5929

		3		4		23		BSA 1mg/ml		6192

		4		1		23		biotin Ab		65535

		4		2		23		biotin Ab		65535

		4		3		23		biotin Ab		65535

		4		4		23		biotin Ab		65535
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1101

												IL-2		IL-3		IL-4		IL-5		IL-6		TNF		Ab-biotin		BSA

		IL2 1mg/ml				5810				1		5617		5648		7011.25		11962.5		4956.75		15372		65535		5317.5

		IL2 1mg/ml				5690				0.1		5986		4976.5		5432.5		5326.5		5391.75		5120.5

		IL2 1mg/ml				5471				0.01		5377.25		5462.75		5184		5686		5362.75		5294.75

		IL2 1mg/ml				5497

		IL3 0.1mg/ml				5085						IL-2		IL-3		IL-4		IL-5		IL-6		TNF		Ab-biotin		BSA

		IL3 0.1mg/ml				4936				1		1.0563234603		1.0621532675		1.3185237424		2.2496473907		0.932157969		2.890832158		12.3244005642		1

		IL3 0.1mg/ml				5097				0.1		1.1257169723		0.9358721204		1.0216267043		1.0016925247		1.0139633286		0.9629525153

		IL3 0.1mg/ml				4788				0.01		1.0112364833		1.0273154678		0.9748942172		1.0692994828		1.008509638		0.9957216737

		IL4 0.01mg/ml				5281

		IL4 0.01mg/ml				5180

		IL4 0.01mg/ml				5146

		IL4 0.01mg/ml				5129

		IL6 1mg/ml				4913

		IL6 1mg/ml				5009

		IL6 1mg/ml				4940

		IL6 1mg/ml				4965

		TNF 0.1mg/ml				5258

		TNF 0.1mg/ml				5121

		TNF 0.1mg/ml				5273

		TNF 0.1mg/ml				4830

		IL2 0.1mg/ml				5682

		IL2 0.1mg/ml				5641

		IL2 0.1mg/ml				5991

		IL2 0.1mg/ml				6630

		IL3 0.01mg/ml				5765

		IL3 0.01mg/ml				5557

		IL3 0.01mg/ml				5222

		IL3 0.01mg/ml				5307

		IL5 1mg/ml				11263

		IL5 1mg/ml				12113

		IL5 1mg/ml				12035

		IL5 1mg/ml				12439

		IL6 0.1mg/ml				5778

		IL6 0.1mg/ml				5609

		IL6 0.1mg/ml				5136

		IL6 0.1mg/ml				5044

		TNF 0.01mg/ml				5090

		TNF 0.01mg/ml				5255

		TNF 0.01mg/ml				5135

		TNF 0.01mg/ml				5699

		IL2 0.01mg/ml				5216

		IL2 0.01mg/ml				5575

		IL2 0.01mg/ml				5361

		IL2 0.01mg/ml				5357

		IL4 1mg/ml				5757

		IL4 1mg/ml				6412

		IL4 1mg/ml				6130

		IL4 1mg/ml				9746

		IL5 0.1mg/ml				5197

		IL5 0.1mg/ml				5378

		IL5 0.1mg/ml				5306

		IL5 0.1mg/ml				5425

		IL6 0.01mg/ml				5309

		IL6 0.01mg/ml				5151

		IL6 0.01mg/ml				5359

		IL6 0.01mg/ml				5632

		BSA 1mg/ml				5443

		BSA 1mg/ml				5135

		BSA 1mg/ml				5420

		BSA 1mg/ml				5272

		IL3 1mg/ml				6091

		IL3 1mg/ml				5890

		IL3 1mg/ml				5252

		IL3 1mg/ml				5359

		IL4 0.1mg/ml				5615

		IL4 0.1mg/ml				5370

		IL4 0.1mg/ml				5370

		IL4 0.1mg/ml				5375

		IL5 0.01mg/ml				6134

		IL5 0.01mg/ml				5724

		IL5 0.01mg/ml				5583

		IL5 0.01mg/ml				5303

		TNF 1mg/ml				15705

		TNF 1mg/ml				14743

		TNF 1mg/ml				15632

		TNF 1mg/ml				15408

		biotin Ab				65535

		biotin Ab				65535

		biotin Ab				65535

		biotin Ab				65535
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no lps sf

		Block		Name		F635 Median		average

		1		IL2 1mg/ml		9209						IL-2		IL-3		IL-4		IL-5		IL-6		TNF-		Ab-biotin		BSA

		1		IL2 1mg/ml		9580				1		9327.5		5318		9483.25		5395		6047.5		18142.75		65535		5582.25

		1		IL2 1mg/ml		9428				0.1		5572.75		5907.75		5746		5455.25		5695		5768.5

		1		IL2 1mg/ml		9093				0.01		5265		5807.5		5742.5		5411.25		5314.5		5815.25

		2		IL2 0.1mg/ml		5186

		2		IL2 0.1mg/ml		5278

		2		IL2 0.1mg/ml		5971						IL-2		IL-3		IL-4		IL-5		IL-6		TNF-		Ab-biotin

		2		IL2 0.1mg/ml		5856				1		1.6709212235		0.9526624569		1.6988221595		0.9664561781		1.0833445295		3.2500783734		11.7398898294

		3		IL2 0.01mg/ml		5185				0.1		0.9982981773		1.0583098213		1.0293340499		0.977249317		1.0201979489		1.0333646827

		3		IL2 0.01mg/ml		5456				0.01		0.9431680774		1.0403511129		1.0287070626		0.9693671906		0.9520354696		1.041739442

		3		IL2 0.01mg/ml		5280

		3		IL2 0.01mg/ml		5139

		4		IL3 1mg/ml		5307

		4		IL3 1mg/ml		5262

		4		IL3 1mg/ml		5254

		4		IL3 1mg/ml		5449

		1		IL3 0.1mg/ml		5956

		1		IL3 0.1mg/ml		5962

		1		IL3 0.1mg/ml		5752

		1		IL3 0.1mg/ml		5961

		2		IL3 0.01mg/ml		5705

		2		IL3 0.01mg/ml		6078

		2		IL3 0.01mg/ml		5761

		2		IL3 0.01mg/ml		5686

		3		IL4 1mg/ml		8487

		3		IL4 1mg/ml		8484

		3		IL4 1mg/ml		8974

		3		IL4 1mg/ml		11988

		4		IL4 0.1mg/ml		5526

		4		IL4 0.1mg/ml		5559

		4		IL4 0.1mg/ml		6078

		4		IL4 0.1mg/ml		5821

		1		IL4 0.01mg/ml		5694

		1		IL4 0.01mg/ml		5672

		1		IL4 0.01mg/ml		5601

		1		IL4 0.01mg/ml		6003

		2		IL5 1mg/ml		5355

		2		IL5 1mg/ml		5197

		2		IL5 1mg/ml		5551

		2		IL5 1mg/ml		5477

		3		IL5 0.1mg/ml		5540

		3		IL5 0.1mg/ml		5360

		3		IL5 0.1mg/ml		5457

		3		IL5 0.1mg/ml		5464

		4		IL5 0.01mg/ml		5354

		4		IL5 0.01mg/ml		5350

		4		IL5 0.01mg/ml		5557

		4		IL5 0.01mg/ml		5384

		1		IL6 1mg/ml		6147

		1		IL6 1mg/ml		5981

		1		IL6 1mg/ml		5975

		1		IL6 1mg/ml		6087

		2		IL6 0.1mg/ml		5690

		2		IL6 0.1mg/ml		5855

		2		IL6 0.1mg/ml		5558

		2		IL6 0.1mg/ml		5677

		3		IL6 0.01mg/ml		5254

		3		IL6 0.01mg/ml		5450

		3		IL6 0.01mg/ml		5192

		3		IL6 0.01mg/ml		5362

		4		TNF 1mg/ml		17426

		4		TNF 1mg/ml		17505

		4		TNF 1mg/ml		17455

		4		TNF 1mg/ml		20185

		1		TNF 0.1mg/ml		5796

		1		TNF 0.1mg/ml		5826

		1		TNF 0.1mg/ml		5589

		1		TNF 0.1mg/ml		5863

		2		TNF 0.01mg/ml		5804

		2		TNF 0.01mg/ml		5528

		2		TNF 0.01mg/ml		5786

		2		TNF 0.01mg/ml		6143

		4		biotin Ab		65535

		4		biotin Ab		65535

		4		biotin Ab		65535

		4		biotin Ab		65535

		3		BSA 1mg/ml		5991

		3		BSA 1mg/ml		5483

		3		BSA 1mg/ml		5544

		3		BSA 1mg/ml		5311
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Sheet1

		Name		F635 Mean		mean				mean-BSA

		IL2 1mg/ml		4342						IL-2		IL-3		IL-4		IL-5		IL-6		TNF		Ab-biotin		BSA

		IL2 1mg/ml		4248		4302.5		1		4302.5		25886.25		3867.25		42797		11015.25		25244		54992.25		1429.5

		IL2 1mg/ml		4384		1784.75		0.1		1784.75		6071.25		1699.75		1469.75		3853.75		7578

		IL2 1mg/ml		4236		1457		0.01		1457		1534.25		1457		1561.75		1524.25		1619.75

		IL2 0.1mg/ml		1757

		IL2 0.1mg/ml		1760				SD		72.0994683291		290.2784582661		124.3338918665		646.7091051367		1120.1574294119		517.9667782139		8737.3181383077

		IL2 0.1mg/ml		1844						40.5740064573		299.3897960853		36.1144015595		5.5		238.2057933804		462.8155680182

		IL2 0.1mg/ml		1778						36.6151152759		111.7180230163		74.9177326583		48.9787368831		33.8267645512		8.5391256383

		IL2 0.01mg/ml		1477

		IL2 0.01mg/ml		1466						IL-2		IL-3		IL-4		IL-5		IL-6		TNF		Ab-biotin

		IL2 0.01mg/ml		1403				1		3.0097936341		18.1086044071		2.7053165442		29.938440014		7.7056663169		17.6593214411		38.4695697796

		IL2 0.01mg/ml		1482				0.1		1.2485134662		4.2471143757		1.1890521161		1.0281566981		2.6958726828		5.3011542497

		IL3 1mg/ml		25850		25886.25		0.01		1.0192374956		1.0732773697		1.0192374956		1.0925148653		1.0662819168		1.1330884925

		IL3 1mg/ml		25978		6071.25

		IL3 1mg/ml		25511		1534.25

		IL3 1mg/ml		26206

		IL3 0.1mg/ml		6374

		IL3 0.1mg/ml		6026

		IL3 0.1mg/ml		5676

		IL3 0.1mg/ml		6209

		IL3 0.01mg/ml		1527

		IL3 0.01mg/ml		1694

		IL3 0.01mg/ml		1469

		IL3 0.01mg/ml		1447

		IL4 1mg/ml		3759		3867.25

		IL4 1mg/ml		3761		1699.75

		IL4 1mg/ml		3961		1457

		IL4 1mg/ml		3988

		IL4 0.1mg/ml		1714

		IL4 0.1mg/ml		1724

		IL4 0.1mg/ml		1715

		IL4 0.1mg/ml		1646

		IL4 0.01mg/ml		1347

		IL4 0.01mg/ml		1477

		IL4 0.01mg/ml		1514

		IL4 0.01mg/ml		1490

		IL5 1mg/ml		43729		42797

		IL5 1mg/ml		42662		1469.75

		IL5 1mg/ml		42557		1561.75

		IL5 1mg/ml		42240

		IL5 0.1mg/ml		1471

		IL5 0.1mg/ml		1477

		IL5 0.1mg/ml		1466

		IL5 0.1mg/ml		1465

		IL5 0.01mg/ml		1616

		IL5 0.01mg/ml		1558

		IL5 0.01mg/ml		1498

		IL5 0.01mg/ml		1575

		IL6 1mg/ml		11407		11015.25

		IL6 1mg/ml		10253		3853.75

		IL6 1mg/ml		11230		1524.25

		IL6 1mg/ml		11171

		IL6 0.1mg/ml		4437

		IL6 0.1mg/ml		3873

		IL6 0.1mg/ml		3798

		IL6 0.1mg/ml		3307

		IL6 0.01mg/ml		1512

		IL6 0.01mg/ml		1529

		IL6 0.01mg/ml		1525

		IL6 0.01mg/ml		1531

		TNF 1mg/ml		24812		25244

		TNF 1mg/ml		25697		7578

		TNF 1mg/ml		26532		1619.75

		TNF 1mg/ml		23935

		TNF 0.1mg/ml		7272

		TNF 0.1mg/ml		7512

		TNF 0.1mg/ml		7725

		TNF 0.1mg/ml		7803

		TNF 0.01mg/ml		1578

		TNF 0.01mg/ml		1611

		TNF 0.01mg/ml		1632

		TNF 0.01mg/ml		1658

		BSA 1mg/ml		1438		1429.5				0		44.9629477088

		BSA 1mg/ml		1479

		BSA 1mg/ml		1431

		BSA 1mg/ml		1370

		biotin Ab		62698		54992.25

		biotin Ab		59380

		biotin Ab		55161

		biotin Ab		42730
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