
应用指南

 非人类灵长类动物血浆与
Olink PEA技术的相容性

背景
动物模型在医学研究中发挥着关键作用，特别是大型动物，如
狗、猪和非人类灵长类动物（NHPs）[1,2]。由于与人类有密切
的系统发育关系[3]，当使用啮齿类动物等其它动物模型的治疗
方法已经失败时，NHPs 通常被建议用作临床前设置和转化前
研究中的动物模型[1]，例如肺结核[4]或改进像HIV等疫苗和疗法
的研究中[5,6]。NHPs 的应用进一步弥补了小动物模型和人类之
间的转化研究差距，NHPs的大尺寸也使样本收集、运行诊断检
测和成像都更加容易[7]。

Olink的 PEA 技术
OlinkTM Explore 3072和 OlinkTM Target 96 与 48的开发为蛋白生物
标志物的研究提供了有价值的工具，提高了蛋白组覆盖度，并
能够用极小样本量（1-6μl）识别近3000个生物标志物。我们
的蛋白组学平台采用邻位延伸分析（PEA）技术（图1），将
双重抗体的识别能力与基于DNA

的技术（如二代测序NGS和qPCR）相结合，从而实现高灵敏

度、高特异性，可扩展水平的高通量蛋白组学分析。更多关于
PEA技术的信息，请阅读 白皮书 [12]。

研究设计
这项与炎症相关的研究包括四个食蟹猴实验组，每组4只动物。
组1作为对照组，组2-4则包含递增剂量的化合物处理过的动
物。在治疗前和治疗后的6个时间点共收集了88份EDTA血浆样
本。

为了捕捉最佳动态范围，样本被直接运行（即未稀释）和在不
同稀释度下运行（1:10-1:10,000），操作方式类似于人类血浆样
本。得到的结果与先前进行的一项人血浆项目（598例样本，其
中299例来自于健康受试者）进行了对比。

结果
质量控制（QC）

Olink的质量控制系统包括了内部对照和外部对照（图2）[13]。内
部对照被加入到每个样本中，用来检测Olink操作流程中的三个
主要步骤：免疫反应、延伸和扩增/检测。外部对照用于监测技
术差异（样品对照）、检测限LOD（阴性对照），并对每个检
测进行归一化来补偿运行间和板间的潜在差异（板间对照）
（图2）。

概念验证

不同NHPs物种的基因组[8.9]和外显子组[10,11]与人类的相似性
在93 %- 98.8 %之间，这种相似会在蛋白水平上被翻译。因
此人类蛋白的靶向抗体也可能识别NHPs来源的蛋白。本白
皮书的目的是考察OlinkTM Explore 平台上NHPs血浆中蛋白的
可检测性，并评估该平台的技术性能（质量指标）与其在
NHPs研究中的潜在用途。

图1. NGS读取的 Olink PEA技术主要步骤。(A) 一对带有DNA寡核苷酸链的抗体在溶液中结合目标抗原 （免疫反应）。(B) 处于邻位的寡核苷酸杂
交并被DNA聚合酶扩增。(C) 每个蛋白生成包含唯一条码的DNA模版（延伸）。(D) DNA 条码模版通过PCR扩增，每个样本可通过独特的检索序
列鉴定（扩增）。(E，检测) 用二代测序（NGS）对扩增子进行测序（读取）。
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https://www.olink.com/application/pea/


定义

NPX是蛋白归一化表达展现的任意值，以Log2格式表
示。Olink用NPX来直观反应样本中的蛋白质丰度。NPX的使
用可以使用户识别每个个体蛋白的变化，并在项目中比较不
同样本间的蛋白变化，从而能够建立或识别特定研究、疾病
或治疗的蛋白质信号。 

图3展示了NHP样本中孵育对照和扩增对照对应中位数的NPX偏
差 。虚线表示了 ±0.3 NPX的阈值，内部对照如超过阈值，在对
应的panel上则不能通过QC。88个NHP血浆样本共产生了约 256K 

的NPX 数据点，其中 6,801 （2.6 %）未通过QC。相比之下，在
598个人血浆样本中产生了1.72M个数据点，其中约43K（2.4%）
未通过QC。这些结果表明，在两个队列中，来自内部对照的质
量指标是相似的，与样本来源无关。这也说明了样本分析工作流
程的技术一致性，而且NHP血浆样本中没有干扰 。

外部对照

板间对照由健康人的EDTA 血浆混合样本组成，每块板上运行三
份，并用于每次Olink检测中NPX 值的归一化。样本板上所有其它
样本的NPX值都是相对于板间对照而定义的，NPX负值表示蛋白
质水平低于板间对照；正值则表示蛋白质水平高于板间对照。

因此对于健康人血浆样本，任何蛋白的平均的NPX值应接近于
0。
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图2. OlinkTM Explore平台工作流程中的内部和外部对照。

内部对照

NGS读取的计数以相对定量单位——归一化蛋白表达
（NPX）表示。由于内部对照（图2）以相同的浓度添加到每个
样本中，它们在整块板上的信号理应相等。 如果孵育对照或扩
增对照的信号与所有样本的中位数信号值相差 ± 0.3 NPX，则该
样本未通过QC。此类偏差可能是由移液误差或样本分析前变化
等因素造成的，从而影响了分析性能（如基质效应）。 
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• 非人类蛋白
• 监测在三个步骤中的潜在技术

差异 

• 抗体与一对独特的DNA标签结
合

• 监测延伸和扩增中的变异
• 用于数据归一化

• 只有缓冲液
• 用于计算检测限 

(LOD)
• 评估潜在污染

• 混合的EDTA 血浆两份
• 用于批内和批间变异系数 (CV)

的计算

• 合成双链DNA
• 监控扩增/样本索引步骤

• 健康人混合血浆样本三份
• 用于板间与样本间的归一化 
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图3. Olink Explore平台的8个panel中目标生物标志物的分布。箱线图显示
了在每个Olink Explore panel中内部对照（扩增对照-红色和孵育对照-蓝
色）的NPX值与所有NHP血浆样本中的NPX值中位数的偏差。

图4显示了88个NHP样本和299个健康人样本中NPX中位数的叠
加。在两个群体中，大多数蛋白质的NPX中位值接近于零，表明
它们在NHP血浆中的平均水平类似于在健康人类血浆中观察到的
水平。在 NHP样本中，很大一部分蛋白的NPX值为负值，这表明
和人类相比，某些蛋白在NHPs中的表达水平较低。在NHP血浆
中也包含对照样本和给药样本，与健康人血浆样本相比也可能
会有蛋白水平潜在中位表达的影响。

EDTA 血浆样本也在每块板间运行两份（即样品对照）以监测每
个蛋白质信号的技术差异。如果板内中位数的变异系数（CV）
小于15 %，则认为该检测成功。本研究中人和NHP样本的运行板
内CV均小于15%，表明了该技术的高精密度（表1）。



Panel Median CV

Human Plasma NHP Plasma 

Olink® Explore 384 Oncology II 8.3 % 8.0 %

Olink® Explore 384 Oncology 6.7 % 6.5 %

Olink® Explore 384 Neurology II 8.7 % 8.7 %

Olink® Explore 384 Neurology 5.9 % 7.5 %

Olink® Explore 384 Inflammation II 5.3 % 4.8 %

Olink® Explore 384 Inflammation 5.4 % 5.4 %

Olink® Explore 384 Cardiometabolic II 6.7 % 7.8 %

Olink® Explore 384 Cardiometabolic 4.8 % 3.4 %

在OlinkTM
 Explore 3072上检测NHP血浆中的蛋白

表2展示了与人血浆相比，NHP血浆在每个panel上的检出率
（ NPX值高于LOD的样本超过50 %）。两项研究的检出率相似，
但人类样本的检出率略高。这表明与人类血浆的预期检出率相
比，NHP血浆在Olink Explore平台上实现了良好的可检测性。结
果也显示了心血管代谢、神经科学、肿瘤学和炎症panel比对应
的扩展panel（心血管代谢II、神经科学II、肿瘤学II和炎症II）具
有更高的检出率。这也在意料之中，因为扩展panel瞄准了更多
胞内来源的蛋白。NHP 和人血浆之间微小的检出率差异可能是
由于两个样本类型或物种之间蛋白表达的差异、实验设置，或
某些NHP蛋白缺乏抗体的亲和力。

表2. NHP血浆与人血浆在Olink Explore 3072上检测能力的比
较。 *基于未发表的Olink数据。

Panel

Detectability

Human Plasma NHP Plasma
Expected Range 

(Human)*

Olink® Explore 384 
Oncology II

49% 38% 45 – 55%

Olink® Explore 384 
Oncology

90% 80% 80 – 90%

Olink® Explore 384 
Neurology II

51% 44% 45 – 55%

Olink® Explore 384 
Neurology 

85% 81% 80 – 90%

Olink® Explore 384 
Inflammation II

78% 53% 70 – 80%

Olink® Explore 384 
Inflammation 

88% 77% 80 – 90%

Olink® Explore 384 
Cardiometabolic II

66% 56% 60 – 70%

Olink® Explore 384 
Cardiometabolic

93% 85% 85 – 95%

给药对NHP血浆中蛋白水平的影响

为了评估在给药后NHP血浆蛋白组是否有显著的变化，每个蛋
白都用线性混合模型进行了分析，包括时间点、给药组，以及
两组之间相互作用的固定效应。每只动物的随机效应也被包含
在其中，以解释每只动物NPX基线的潜在差异。在不同时间点
或给药组中总共有998个蛋白存在显著差异 （多重检验校正的
P值<0.05）。

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4

C
C

L8
FC

R
L1

TN
FR

SF13C
TN

FSF13B

t0 t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t0 t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t0 t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t0 t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7

−6

−5

−4

−3

−2

−5
−4
−3
−2
−1

0

−1

0

1

2

−2
−1

0
1
2
3

Timepoint

N
PX

图5. 线性混合模型分析中前四种最显著的蛋白每时间点（x-轴）NPX 水
平（y-轴）。每行对应一个蛋白，每列对应一个给药组。每个点代表了
一个NPX观测值，并用线连接了属于每只动物的观测值 。时间点标注
为T0-T7。

图4. 直方图展示了在 Olink Explore 平台上每个蛋白NPX值的中位数分
布。中位数对应着88个NHP样本（蓝色）或299个健康人样本（红
色）。

表1. 人血浆和NHP血浆样本检测的板内中位数CV值对比。
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图5展示了在检测中四个最显著蛋白的轨迹。对于这些蛋白， 对
照组（组1）和低剂量组（组2）中的水平基本保持稳定，然而在
高剂量给药动物（组3 和 组4）中，有高度显著的给药响应。 组4

中的响应尤其明显，一些蛋白给药后的平均变化为~4 个NPX单
位，对应了~2^⁴ （即16-倍）蛋白浓度的增加。这说明了PEA技术
可以用来检测NHP血浆样本经处理后的蛋白质组结果，证明了它
在NHP研究中的可用性。

总结
在本文的研究中，我们采用Olink Explore平台分析了NHP血浆样
本，以评估NHP血浆样本与OlinkTM PEA技术的兼容性。我们考察
了多种质量指标，并将检测结果与前期的人血浆研究结果进行了
对比。结果显示NHP血浆与人血浆的质量指标相似，没有确定的
干扰效应。对于Olink Explore 3072中的大多数panel，我们观察到
的检测能力与在人类队列中检测到的范围相似。在NHP血浆蛋白
质组中，约1000个蛋白观察到了强烈的给药后影响，这意味着
Olink Explore平台能够准确测量给药对NHPs中蛋白质水平的影
响。总的来说，结果表明NHP血浆与Olink  Explore 3072兼容，并
可能与OlinkTM Target panel兼容（数据未展示，可联系contact 
support@olink.com获取更多信息），并能在NHPs研究中产生
可靠的结果。
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