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(57)摘要

本发明涉及脑脊液中可溶性CD146蛋白在制

备用于个体炎症性中枢神经系统疾病的鉴别诊

断、病程判断和/或用药指导的试剂盒或诊断剂

中的用途以及所制备的试剂盒或诊断剂。所述用

途和试剂盒或诊断剂具有良好的灵敏度、准确

性、稳定性和可操作性。
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1.脑脊液中可溶性CD146蛋白和/或确定脑脊液中可溶性CD146量的试剂在制备用于个

体炎症性中枢神经系统疾病的鉴别诊断、病程判断和/或用药指导的试剂盒或诊断剂中的

用途，优选地，所述个体是人。

2.权利要求1的用途，其中所述可溶性CD146的序列是SEQ  ID  NO：1中位置24-559所示

氨基酸残基序列。

3.权利要求1或2的用途，其中当所述个体脑脊液中的可溶性CD146量等于或高于阈值

则判断所述个体为炎症性中枢神经系统疾病阳性，其中当所述个体脑脊液中的可溶性

CD146量低于所述阈值则判断所述个体为炎症性中枢神经系统疾病阴性，优选地，所述阈值

是10.5ng可溶性CD146/ml脑脊液，更优选地，所述个体脑脊液中的可溶性CD146量通过化学

发光方法检测。

4.权利要求1-3任一项的用途，其中所述炎症性中枢神经系统疾病包括：特发性脱髓鞘

病、多发硬化、视神经脊髓炎谱系疾病、炎性脱髓鞘、外周神经病、中枢神经系统感染、炎症

性神经免疫相关疾病、中枢神经系统白血病等。

5.权利要求1-4任一项的用途，其中所述病程判断包括辅助诊断、疾病监测、及预后观

察。

6.权利要求1-5任一项的用途，其中所述试剂盒包含可溶性CD146标准品，检测抗体和

捕获抗体，其中所述检测抗体或捕获抗体选自确定脑脊液中可溶性CD146量的试剂，并且所

述检测抗体和所述捕获抗体识别可溶性CD146不同抗原决定簇。

7.权利要求6的用途，其中所述确定脑脊液中可溶性CD146量的试剂是特异性结合可溶

性CD146的抗体或其衍生物或抗原结合片段，例如结合SEQ  ID  NO：1中位置24-128的氨基酸

的抗原表位的抗体和结合SEQ  ID  NO：1中位置335-400的氨基酸的抗原表位的抗体；例如包

含以下重链可变区和轻链可变区的抗体AA1，所述重链可变区包含序列为SEQ  ID  NO：2的

VHCDR1，序列为SEQ  ID  NO：3的VHCDR2，和序列为SEQ  ID  NO：4的VHCDR3，所述轻链可变区包

含序列为SEQ  ID  NO：5的VLCDR1，序列为SEQ  ID  NO：6的VLCDR2，和序列为SEQ  ID  NO：7的

VLCDR3；包含以下重链可变区和轻链可变区的抗体AA4，所述重链可变区包含序列为SEQ  ID 

NO：8的VHCDR1，序列为SEQ  ID  NO：9的VHCDR2，和序列为SEQ  ID  NO：10的VHCDR3，所述轻链可

变区包含序列为SEQ  ID  NO：11的VLCDR1，序列为SEQ  ID  NO：12的VLCDR2，和序列为SEQ  ID 

NO：13的VLCDR3；包含以下重链可变区和轻链可变区的抗体AA98，所述重链可变区包含序列

为SEQ  ID  NO：14的VHCDR1，序列为SEQ  ID  NO：15的VHCDR2，和序列为SEQ  ID  NO：16的

VHCDR3，所述轻链可变区包含序列为SEQ  ID  NO：17的VLCDR1，序列为SEQ  ID  NO：18的

VLCDR2，和序列为SEQ  ID  NO：19的VLCDR3；例如保藏号为CGMCC  NO.2310的菌株、保藏号为

CGMCC  NO.2311的菌株和保藏号为CGMCC  NO.0491的菌株分泌的抗体。

8.权利要求7的用途，其中所述试剂盒进一步包含能与权利要求6中定义的抗体结合的

标记物，优选所述标记物选自酶例如辣根过氧化物酶或吖啶酯。

9.用于个体炎症性中枢神经系统疾病的鉴别诊断、病程判断和/或用药指导的试剂盒

或诊断剂，其包含可溶性CD146标准品，检测抗体和捕获抗体，其中所述检测抗体或捕获抗

体选自权利要求6或7所定义的抗体，优选地，所述个体是人。

10.权利要求9的试剂盒或诊断剂，其中所述试剂盒或诊断剂进一步包含能与权利要求

6或7所定义的抗体结合的标记物，优选所述标记物选自酶例如辣根过氧化物酶或吖啶酯。
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可溶性CD146作为血脑屏障损伤标志物在中枢神经系统疾病

中的应用

技术领域

[0001] 本发明涉及疾病诊断与治疗领域，具体涉及人炎症性中枢神经系统疾病体外诊断

与治疗，更具体涉脑脊液中可溶性CD146(sCD146)蛋白和/或确定脑脊液中可溶性CD146量

的试剂在制备用于个体炎症性中枢神经系统疾病的鉴别诊断、病程判断和/或用药指导的

试剂盒或诊断剂中的用途。

背景技术

[0002] 血脑屏障(Blood  Brain  Barrier，BBB)是血-脑之间选择性的阻止外周循环大分

子进入中枢神经系统的天然屏障。其主要由脑微血管内皮细胞紧密连接、内皮细胞外基底

膜、包绕的血管周细胞及神经胶质细胞组成。正常生理条件下，完整的BBB介导脑与血液之

间的物质交换，严格控制血液中大于2KD的分子进入大脑，对维持中枢神经系统的正常生理

功能、代谢与免疫特免性具有十分重要的意义。当出现脑缺氧、梗死、外伤、炎症或肿瘤等物

理或疾病因素，血管内皮通透性增高，BBB完整性遭到破坏，使得大分子蛋白、炎症因子、细

胞、病原体等通过BBB进入大脑，引起脑脊液成分的改变及大脑器质性损伤。多种中枢神经

系统疾病可能伴随BBB的损伤，如炎症性脱髓鞘，中枢神经系统白血病或多种感染性疾病

等。BBB完整性的检查对于这类疾病的早期诊断和及时治疗有着重要意义。

[0003] 近年来，部分针对白血病的临床试验数据表明，CAR-T免疫细胞疗法所带来的神经

毒性也与BBB损伤以及炎症因子或淋巴细胞的浸润有关1。部分白血病患者患有神经系统并

发症，BBB已发生损伤，但因缺少BBB损伤的准确评估或因灵敏度受限而对神经毒性风险评

估不足，导致部分患者死于CAR-T治疗后的脑部水肿。因此，临床也亟需寻找能够准确评估

BBB损伤的新指标和新技术，对拟接受免疫细胞疗法的患者进行伴随诊断，从而为进一步的

治疗提供参考，降低疗法所带来的神经毒性风险。

[0004] 目前，临床也采用磁共振动态增强扫描(DCE-MRI)等影像学技术进行BBB损伤的检

查，但对仪器设备和费用的要求高，仍需辅以生化指标检测。据报道脑脊液中一些蛋白质的

异常升高可能反映BBB通透性的改变。目前，临床上评估血脑屏障完整性的金指标为白蛋白

商QAlb(脑脊液白蛋白CAlb与血清白蛋白SAlb的含量比值×103)2，3。但白蛋白分子量较大

(67KD)，白蛋白的渗透并不能反映BBB大范围小分子的渗漏4，因此QAlb作为BBB损伤的间接

指标，用于BBB损伤检测存在灵敏度较低等局限性，此外其值随着年龄的增长而升高，特异

性不足；且可能存在短期BBB的破坏很快被修复，但是中枢神经系统损伤已经形成，这种情

况下QAlb并不能准确的指征疾病的发生与否5。因此，对于大多数神经系统疾病普遍缺乏敏

感且特异的生物标志物。

发明内容

[0005] 本发明通过对临床已确诊中枢神经系统疾病患者脑脊液及血清sCD146含量的回

溯性检测和分析，揭示了脑脊液sCD146水平在炎症性中枢神经系统疾病患者体内相对正常
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组上调，其含量与中枢神经系统疾病其它BBB临床指标及炎症因子水平呈正相关，而疾病状

态血清sCD146水平与正常组无显著差异，因而鉴定脑脊液sCD46为BBB损伤的特异性生物标

志物。根据其含量比照阈值可判断BBB损伤与否，从而用于炎症性中枢神经系统疾病的体外

辅助诊断、用药指导、疗效监测及预后观察。

[0006] 因此，在一些实施方案中，本发明涉及脑脊液中sCD146蛋白在制备用于个体炎症

性中枢神经系统疾病的鉴别诊断、病程判断和/或用药指导的试剂盒或诊断剂中的用途，优

选地，所述个体是人。在一些实施方案中，所述sCD146的序列是SEQ  ID  NO：1(CD146的氨基

酸序列)中位置24-559所示氨基酸残基序列，即是SEQ  ID  NO：20(CD146的cDNA序列)中位置

70-1677的核苷酸编码的氨基酸序列。在一些实施方案中，所述炎症性中枢神经系统疾病包

括但不限于：特发性脱髓鞘病、多发硬化、视神经脊髓炎谱系疾病、炎性脱髓鞘、外周神经

病、中枢神经系统感染、炎症性神经免疫相关疾病、中枢神经系统白血病。在一些实施方案

中，炎症性中枢神经系统疾病是中枢神经系统白血病，本发明所述的sCD146在部分白血病

患者的脑脊液中升高，指征此类患者BBB出现损伤，可能伴随白血病细胞对脑部的浸润，形

成中枢神经系统白血病(脑白)或伴随其它神经系统并发症，提示若对这类患者实施CAR-T

细胞治疗可能引起炎症因子或免疫细胞进入大脑，存在出现严重神经毒性的风险。通过检

测肿瘤患者的脑脊液sCD146水平，可评估并筛选排除CAR-T细胞免疫治疗神经毒性高风险

人群，避免出现细胞治疗的神经毒副作用。在一些实施方案中，所述病程判断包括对个体炎

症性中枢神经系统疾病的辅助鉴别诊断、疾病监测、及预后观察。

[0007] 在一些实施方案中，所述试剂盒或诊断剂包含sCD146标准品，检测抗体和捕获抗

体，其中所述检测抗体或捕获抗体选自确定脑脊液中可溶性CD146量的试剂，并且所述检测

抗体和所述捕获抗体识别sCD146不同抗原决定簇。在一些实施方案中，检测抗体和捕获抗

体可以是单克隆或多克隆抗体，鼠源、嵌合或人源抗体，全长抗体或抗原结合片段，条件是

其能够识别并结合sCD146。在一些实施方案中，确定脑脊液中sCD146量的试剂是特异性结

合sCD146的抗体或其衍生物或抗原结合片段。在一些实施方案中，确定脑脊液中sCD146量

的试剂是结合SEQ  ID  NO：1中位置24-128的氨基酸的抗原表位的抗体和结合SEQ  ID  NO：1

中位置335-400的氨基酸的抗原表位的抗体。在一些实施方案中，确定脑脊液中sCD146量的

试剂是包含以下重链可变区和轻链可变区的抗体AA1，所述重链可变区包含序列为SEQ  ID 

NO：2(Gly  Leu  Thr  Phe  Thr  Glu  Tyr  Thr)的VH  CDR1，序列为SEQ  ID  NO：3(Ile  Asn  Pro 

Asn  Asn  Gly  Gly  Pro)的VH  CDR2，和序列为SEQ  ID  NO：4(Ala  Arg  Asn  Gly  Gly  Asp  Phe 

Ala  Tyr)的VH  CDR3，所述轻链可变区包含序列为SEQ  ID  NO：5(Gln  Ser  Leu  Leu  Tyr  Ser 

Ser  Asn  Gln  Glu  Asn  Tyr)的VL  CDR1，序列为SEQ  ID  NO：6(Trp  Ala  Ser)的VL  CDR2，和序

列为SEQ  ID  NO：7(Gln  Gln  Tyr  Tyr  Ser  Tyr  Pro  Leu  Thr)的VL  CDR3；包含以下重链可

变区和轻链可变区的抗体AA4，所述重链可变区包含序列为SEQ  ID  NO：8(Gly  Phe  Thr  Phe 

Ser  Thr  Tyr  Ala)的VH  CDR1，序列为SEQ  ID  NO：9(Ile  Ser  Ser  Gly  SerArg  Thr)的VH 

CDR2，和序列为SEQ  ID  NO：10(Val  Arg  Gly  Pro  Ala  Phe  Ala  His)的VH  CDR3，所述轻链

可变区包含序列为SEQ  ID  NO：11(Gln  Ser  Leu  Leu  Asp  Ser  Asp  Gly  Lys  Thr  Tyr)的VL 

CDR1，序列为SEQ  ID  NO：12(Leu  Val  Ser)的VL  CDR2，和序列为SEQ  ID  NO：13(Cys  Gln 

Gly  Thr  His  Phe  Ser  Thr)的VL  CDR3；包含以下重链可变区和轻链可变区的抗体AA98，所

述重链可变区包含序列为SEQ  ID  NO：14(Ser  Gly  Tyr  Ile  Phe  Thr  Asn  Tyr  Trp)的VH 
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CDR1，序列为SEQ  ID  NO：15(Tyr  Pro  Gly  Thr  Asp  Ile  Thr  Tyr)的VH  CDR2，和序列为SEQ 

ID  NO：16(Ser  Gly  Gly  Tyr  Trp  Tyr  Phe  Asp  Val  Trp  Gly  Ala  Gly)的VH  CDR3，所述轻

链可变区包含序列为SEQ  ID  NO：17(Ala  Ser  Lys  Ser  Val  Ser  Ile  Ser  Gly  Tyr  Ser 

Tyr  Met)的VL  CDR1，序列为SEQ  ID  NO：18(Ser  Gly  Ser  Gly  Thr  Asp  Phe  Thr)的VL 

CDR2，和序列为SEQ  ID  NO：19(His  Ser  Arg  Glu  Leu  Pro  Tyr  Thr  Phe  Gly  Gly  Gly 

Thr)的VL  CDR3。在一些实施方案中确定脑脊液中sCD146量的试剂是保藏号为CGMCC 

NO.2310的菌株、保藏号为CGMCC  NO.2311的菌株和保藏号为CGMCC  NO.0491的菌株分泌的

抗体。

[0008] 抗体制备技术包括多克隆抗体制备技术和单克隆抗体制备技术例如杂交瘤技术

是本领域所公知的。

[0009] 在一些实施方案中，试剂盒或诊断剂进一步包括用于显示所述结合的底物、

sCD146蛋白标准品、用于标记抗体的可检测标记或捕获所述抗体的固相载体、用于标准品

或样品配制的稳定稀释液及检测用的底物溶液。在一些实施方案中，sCD146蛋白标准品来

源于哺乳细胞重组表达，具有已知浓度，通过梯度稀释后用于标准曲线的检测和绘制。在一

些实施方案中，可用酶例如辣根过氧化物、荧光基团及化学发光物质例如吖啶酯等标记抗

体，或用抗体包被固相(例如微孔板、磁珠、膜等)表面。在一些实施方案中，蛋白稳定稀释液

是含有血清白蛋白的磷酸盐缓冲液、生理盐水等。

[0010] 在一些实施方案中，本发明涉及用于个体炎症性中枢神经系统疾病的鉴别诊断、

病程判断和/或用药指导的试剂盒或诊断剂，其包含sCD146标准品，检测抗体和捕获抗体，

其中所述检测抗体或捕获抗体选自上述所定义的抗体，优选地，所述个体是人。在一些实施

方案中，试剂盒或诊断剂进一步包含能与上述所定义的抗体结合的标记物，优选所述标记

物选自酶例如辣根过氧化物酶或吖啶酯。在一些实施方案中，由于脑脊液sCD146含量较低，

ELISA不能满足灵敏度需求。因此本发明还开发了灵敏度更高的检测sCD146的化学发光免

疫检测试剂盒，其采用酶(例如辣根过氧化物酶)促化学发光或吖啶酯直接化学发光法检测

以定量分析脑脊液sCD146含量。

[0011] 在一些实施方案中，所述试剂盒或诊断剂可以检测个体脑脊液中的sCD146水平并

与阈值(10.5ng可溶性CD146/ml脑脊液)比较，其中脑脊液sCD146水平等于或高于阈值指征

BBB已形成损伤，表明炎症性神经系统疾病发病或疾病处于活动期，并可排除非炎症性中枢

神经系统疾病；脑脊液sCD146低于阈值，则指征BBB完整性未被破坏，排除炎症性中枢神经

系统疾病；脑脊液sCD146水平相对多发硬化等疾病活动期下降，指征BBB损伤的恢复，提示

炎症性中枢神经系统疾病的缓解。在一些实施方案中，本发明所述的sCD146试剂盒检测方

法，包括以下步骤：取临床患者脑脊液样品，4℃rpm离心5min，取上清原液或原液进一步用

蛋白稳定稀释液等体积稀释用于后续含量检测；按梯度稀释sCD146蛋白标准品(0～160ng/

ml)，采用化学发光免疫分析法检测脑脊液sCD146水平，根据化学发光值绘制sCD146蛋白标

准曲线(图8或图9)；同时检测实际脑脊液样品，比照标准曲线得到脑脊液样品sCD146含量，

根据检测结果与阈值的比较评估患者BBB损伤程度及疾病的进展情况：脑脊液sCD146含量

超过阈值判断为炎症性中枢神经系统疾病阳性，BBB已形成损伤；脑脊液sCD146含量阈值以

下判断为阴性，BBB完整性未破坏或已恢复。在一些实施方案中，检测包括酶促化学发光免

疫检测和吖啶酯直接化学发光免疫检测。在一些实施方案中，采用化学发光免疫检测，用化
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学发光物质如吖啶酯等直接标记检测抗体，或用辣根过氧化物酶、碱性磷酸酶等，可催化底

物(例如鲁米诺、AMPPD等)标记形成化学发光。在一些实施方案中，化学发光免疫检测试剂

盒的最低检测限为0.85ng/ml，线性范围在80ng/ml以上，适用与全自动发光检测仪配套使

用。

[0012] 本发明还描述了通过中和sCD146抑制BBB损伤和缓解疾病发作的可能性，所述可

能性基于CD146的抗体也能结合sCD146并抑制其功能。

[0013] 从上述技术方案可以看出，本发明将脑脊液sCD146作为BBB损伤标志物，具有以下

优点：BBB内皮细胞本身是sCD146的来源，因此sCD146是BBB损伤的直接标志物。其不同于白

蛋白，白蛋白本身不存在于人体大脑，其全部来源于外周血。因此，现行临床BBB损伤检测指

标QAlb指征脑脊液与血清之间的白蛋白浓度梯度，是BBB屏障功能损伤后的结果，只能间接

反应BBB损伤；即便BBB损伤修复或疾病缓解，仍能检测到QAlb值的异常，且该指标并不能反

映小范围的小分子渗透，因此现行指标缺乏特异性。此外，根据不同中枢神经系统炎症性疾

病临床指标性能分析，脑脊液sCD146作为BBB损伤标志物在不同疾病中检测中敏感度、阳性

预测值(PPV)、阴性预测值(NPV)均高于其它临床指标(图5)，脑脊液sCD146作为BBB损伤标

志物与中枢神经系统炎症性疾病的发病及进展有较好的相关性。

[0014] 本发明将脑脊液sCD146检测试剂盒或诊断剂用于炎症相关中枢神经系统疾病的

鉴别诊断、病程判断和/或用药指导，具有以下有益效果：灵敏度高、准确、稳定性好和可操

作性强。目前，中枢神经系统疾病检查手段包括：血脑屏障通透性指标QAlb检查，及中枢神经

系统损伤生化指标如寡克隆区带(OCB，检测中枢神经系统亚急性、慢性炎症性病变鞘内免

疫球蛋白合成最可靠的指标)、IgG鞘内合成率、髓鞘碱性蛋白(MBP)检测，这些指标均为间

接性指标，并不能准确且特异的反映BBB损伤程度，仅用于辅助诊断。

[0015] 由于脑脊液样本珍贵，来源稀少，且所含蛋白水平较低，因此本发明所述的试剂盒

优选化学发光法进行脑脊液sCD146的检测。相对于传统双抗夹心ELISA方法(灵敏度2.5ng/

ml，线性范围0～80ng/ml)，化学发光法检测sCD146灵敏度更高，能达到0.85g/ml，线性范围

更宽(80ng/mL以上)，更能满足临床对BBB损伤检测灵敏度的需求。

附图说明

[0016] 图1：SDA-PAGE检测sCD146重组蛋白纯度

[0017] 图2：中枢神经系统疾病患者病理信息(Control：相对正常组对照；Remitting  MS：

缓解型多发硬化；NIND：神经系统非炎性疾病；IIDD：中枢神经系统特发性炎性脱髓鞘病；

CNSI：中枢神经系统感染；PNS：外周神经病变。OCB：寡克隆区带；QAbl：白蛋白商；IgG 

synthesis：IgG合成率；IgG  Index：IgG指数；C-MBP：脑脊液髓鞘碱性蛋白；S-MBP：血清髓鞘

碱性蛋白)

[0018] 图3：sCD146在中枢神经系统疾病患者脑脊液及血清中的含量(***p＜0.001)

[0019] 图4：中枢神经系统疾病患者脑脊液sCD146与临床指标的相关性(*p＜0.05；**p＜

0.01；***p＜0.001)

[0020] 图5：脑脊液sCD146及其它临床指标在中枢神经系统炎症性疾病中的灵敏度、阳性

预测值与阴性预测值分析

[0021] 图6：中枢神经系统炎症性疾病患者脑脊液中炎症因子水平上调(*p＜0.05；**p＜
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0.01；***p＜0.001)

[0022] 图7：中枢神经系统炎症性疾病患者脑脊液sCD146与炎症因子的相关性分析(*p＜

0.05；**p＜0.01；***p＜0.001)

[0023] 图8：sCD146促使体外BBB模型通透性增强；(Permrability：通透性；untreated：未

处理的)

[0024] 图9：sCD146影响人脑微血管内皮细胞紧密连接；(F-actin：F-肌动蛋白)

[0025] 图10：采用本发明所述试剂盒(酶促化学发光法)检测sCD146蛋白标准曲线

[0026] 图11：采用本发明所述试剂盒(吖啶酯化学发光法)检测sCD146蛋白标准曲线

[0027] 图12：本发明所述吖啶酯直接化学发光检测与ELISA检测相关性分析

具体实施方式

[0028] 为使本发明的目的、技术方案和优点更加清楚明白，以下结合具体实施例，并参照

附图，对本发明作进一步的详细说明。这些实施例仅用来说明本发明，并不限制本发明的保

护范围。本领域普通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。

[0029] 实施例

[0030] 实施例1：配对单克隆抗体制备

[0031] 参考中国专利申请号200810057260.7、201210394856.2和99107586利用杂交瘤技

术制备单克隆抗体AA1、AA4、和AA98或其衍生物或抗原结合片段。其所结合的抗原表位、其

各自所包含的重链可变区CDR序列和轻链可变区CDR序列如上所述以及分泌其的菌株分别

是保藏号为CGMCC  NO .2310的菌株、保藏号为CGMCC  NO .2311的菌株和保藏号为CGMCC 

NO.0491的菌株。

[0032] 实施例2：标准品sCD146蛋白表达与纯化

[0033] sCD146为重组表达的人CD146分子胞外区蛋白(SEQ  ID  NO：1中位置22-559的氨基

酸，参考中国专利申请号200810057260.7，201210394856.2)。将N端带有信号肽、His-tag、

strep-tag、HRV3C识别序列的CD146  cDNA(SEQ  ID  NO：2)序列克隆到pcDNA3 .1载体

(Invitrogen)上，质粒转染至CHO  Lec  3.2.8.2细胞(ATCC)中，DMEM培养基培养，筛选蛋白

表达量较高的细胞，扩大培养并收集培养上清。对细胞培养上清进一步浓缩，经过Ni-NTA

(Qiagen)和strep-tactin(IBA)亲和纯化，得到纯度较高的含有His-tag和strep-tag的融

合蛋白。经HRV3C(Sino  Biological)蛋白酶切，经Ni-NTA亲和纯化去除HRV3C蛋白酶和未去

除融合N端的目标蛋白后，进一步经Superdex  200分子筛，得到sCD146蛋白，用SDS-PAGE法

测定其纯度不低于95％(图1)。

[0034] 实施例3：临床样本收集与分类

[0035] 发明人收集了2011年至2018年，在北京大学第一附属医院及北京安贞医院就诊的

中枢神经系统疾病患者的脑脊液和血清样本，共861对。脑脊液样本通过腰椎穿刺获取，4℃

1000rpm离心5min，取上清分装冻存于-80℃；血清样本取自肘前静脉，4℃2000rpm离心

5min，取上清分装冻存于-80℃。所有患者对自身血清和脑脊液样本被用于该项回溯性研究

具有知情权，并获得北京大学第一附属医院及北京安贞医院伦理委员会的批准。发明人根

据患者的临床病理信息，将纳入分析的患者分为6组，分别是对照组(control)、缓解型多发
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硬化(Remitting  MS)、神经系统非炎性疾病(NIND)、中枢神经系统特发性炎性脱髓鞘病

(IIDD)、中枢神经系统感染(CNSI)、外周神经病变(PNS)。并对不同疾病组受试患者进行临

床病理检验获得白蛋白商QAlb、IgG合成指数、IgG合成率、脑脊液髓鞘碱性蛋白水平、血清髓

鞘碱性蛋白水平、脑脊液/血清髓鞘碱性蛋白比值(图2)

[0036] 实施例4：患者脑脊液和血清样品中可溶性sCD146检测

[0037] 采用双抗夹心ELISA方法进行定量检测：使用CD146的特异性单克隆抗体AA1(如前

所述)作为捕获抗体，特异性单克隆抗体AA98(如前所述)作为检测抗体。具体步骤如下：AA1

抗体(6ug/ml)包被96孔酶标版，每孔50ul，4℃过夜；PBST缓冲液洗板3次，PBS洗板一次，拍

干；加5％脱脂牛奶于37℃封闭2h；封闭结束后洗板4次，拍干；用PBS稀释sCD146蛋白标准品

至不同的浓度梯度(80ng/ml、40ng/ml、20ng/ml、10ng/ml、5ng/ml、2.5ng/ml、0ng/ml)，并按

1∶2稀释脑脊液样本，按1∶20稀释血清样本，按50ul/孔加入梯度稀释的蛋白标准品、脑脊液

或血清样本，37℃孵育1.5h；洗板4次，拍干；加入1∶1000稀释酶标检测抗体AA98-HRP(委托

天津三箭生物技术有限公司制备，P20171024)，50ul/孔，37℃孵育45min；洗板4次，拍干；加

入单组份TMB显色液50μL(湖州英创，TMB-S-001)，37℃温育10～15min；加入等体积2M 

H2SO4终止反应；多功酶标仪读取OD450吸光值，根据标准品各个浓度吸光值绘制标准曲线；

根据稀释样品检测读值，计算实际样品sCD146浓度。结果显示：在炎症性中枢神经系统疾病

患者的脑脊液中sCD146相对于对照组或中枢神经系统非炎症性疾病组显著上调，而在血清

水平并无显著性差异(图3，数据表示为平均值±SD)。其中在多发硬化疾病组，处于疾病缓

解期患者脑脊液sCD146水平(44.3±18.9)相对复发型多发硬化(Relapsing  MS)组(4.6±

3.5)显著下降，指征BBB损伤的恢复，提示炎症性中枢神经系统疾病的缓解(图3)。通过脑脊

液sCD146水平检测，若其水平较多发硬化发病期(Relapsing  MS)有显著下调，表明该类炎

症性疾病有所缓解，BBB损伤修复，可停止给药。因此，脑脊液中sCD146水平变化也可为治疗

及预后提供参考。

[0038] 实施例5：脑脊液sCD146与临床指标相关性分析

[0039] 实施例4的结果提示：sCD146蛋白在患者脑脊液中的升高可能与BBB损伤及通透性

改变有关。BBB的损伤会导致脑脊液中不只一种大分子含量的改变，临床上也有一些辅助性

诊断指标能够间接反应BBB通透性的改变。进一步对sCD146与这些临床辅助诊断的生化指

标进行相关性分析。利用实施例3中对不同疾病组受试患者进行临床病理检验获得的白蛋

白商QAlb、IgG合成指数、IgG合成率、脑脊液髓鞘碱性蛋白水平、血清髓鞘碱性蛋白水平、脑

脊液/血清髓鞘碱性蛋白比值。根据实施例4得到的脑脊液、血清sCD146含量值，采用

Spearman相关性分析，得到脑脊液sCD146与上述不同临床指标及血清sCD146水平的相关系

数，并进行显著差异分析。结果显示，在炎症性中枢神经系统疾病中脑脊液sCD146与BBB损

伤指标白蛋白商QAlb显著正相关，与中枢神经系统损伤免疫指标IgG合成率、脑脊液髓鞘碱

性蛋白C-MBP也呈显著正相关，与血清sCD146无显著相关性，而在非炎症性中枢神经系统疾

病组与上述指标均无显著相关性(图4)。

[0040] 实施例6：脑脊液sCD146作为BBB损伤标志物用作中枢神经系统炎症性疾病指标的

性能分析

[0041] 根据实施例4中脑脊液sCD146检测结果，若以脑脊液sCD146水平高于10.5ng/ml

(NIND的平均值+2SD)作为鉴别中枢神经系统炎症性疾病的标准，本标志物敏感性达到
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100％(562/562)，阳性预测值PPV为97.4％(562/577)，阴性预测值NPV为100％(202/202)，

均高于其它临床生化指标如白蛋白商QAlb、IgG合成率、IgG指数、脑脊液髓鞘碱性蛋白C-

MBP、血清髓鞘碱性蛋白S-MBP及寡克隆区带OCB的敏感性、PPV和NPV(图5)。

[0042] 实施例7：脑脊液sCD146与多种炎症因子相关性分析

[0043] 用PBS将脑脊液样品等体积稀释，每份样品等分为3个平行样，采用多因子检测试

剂盒(Biolegend，USA)，利用流式细胞仪同时检测7种不同因子(MMP2、MMP9、IL-1β、IL-17A、

IFN-γ、sVCAM、sICAM，上述因子均为根据文献报道与中枢神经系统炎症性疾病相关的因

子)，使用FlowCytomixPro软件分析脑脊液中不同因子含量，采用非成对Mann  Whitney  U检

验进行不同疾病组因子水平差异分析；采用Spearman相关性分析得到sCD146与多种炎症因

子水平的相关系数。分析结果显示：相对于缓解型多发硬化组(Relapsing  MS)，中枢神经系

统炎症性疾病组(CSNI)患者脑脊液中上述因子水平显著上调(图6)，且与脑脊液sCD146含

量显著正相关(图7)。正常生理条件下，脑脊液中炎症因子水平极低，因而其含量的升高也

提示BBB发生损伤进而通透性增强。脑脊液sCD146与脑脊液炎症因子水平存在显著的正相

关性，间接验证了脑脊液sCD146作为BBB损伤指标的合理性。

[0044] 实施例8：sCD146促使体外血脑屏障模型通透性增强

[0045] 为进一步探索sCD146在血脑屏障损伤中发挥的角色，发明人建立了体外BBB模型

来模拟体内BBB结构，具体方法如下：在Transwell培养板(Corning  Costar，3μm孔径)上室，

以4×104个/孔的密度接种永生化人脑微血管内皮细胞hCMEC/D3(法国巴黎勒内·笛卡尔

大学Pierre-Olivier  Couraud教授提供)。利用结晶紫染色确认上层内皮细胞通过紧密连

接已形成致密单层后，添加sCD146或PBS处理4h，在上室加入0.5μg/mL或5μg/mL  HRP(40KD)

作为指示剂，2～6h后分别在下室加入TMB底物，并利用多功能酶标仪检测OD450吸光值。结

果显示，sCD146处理组相对于PBS组HRP催化底物显色更深，表明sCD146处理促进了内皮细

胞单层的通透性，因而导致了HRP往培养下室的渗漏(图8)。

[0046] 实施例9：sCD146影响内皮单层紧密连接

[0047] 为进一步阐明sCD146处理对体外培养脑微血管内皮细胞的影响，发明人通过免疫

细胞化学染色对脑微血管内皮细胞进行分子水平的分析。具体方法如下：预先在玻璃薄片

上接种脑微血管内皮细胞hCMEC/D3形成细胞爬片；添加sCD146或PBS刺激细胞2h；取出爬

片，4％多聚甲醛室温固定细胞20min，随后用0.1％Triton  X-100处理3min，对细胞膜进行

通透；分别加入抗细胞紧密连接蛋白抗体occludin(Abcam，ab31721)、ZO-1(Invitrogen，

14-9776-80)及JAM-A(Abcam，ab180821)，4℃孵育过夜；加入荧光素标记二抗Alexa  Fluor 

555抗-兔IgG(Invitrogen，A31572)，37℃避光孵育45min；用DAPI进行细胞核复染；直接采

用染料phalloidine  (Biolegend，#424203)对细胞骨架蛋白F-肌动蛋白进行染色，37℃孵

育30min；使用抗荧光衰减剂进行封片；利用激光共聚焦显微镜(OLYMPUS  FV100)进行观察

并采集图像。结果显示sCD146刺激组hCMEC/D3细胞紧密连接蛋白occludin、ZO-1及JAM-A表

达减少，细胞骨架蛋白肌动蛋白发生重排(图9)。综上所述，sCD146主要通过影响脑微血管

内皮细胞之间的紧密连接程度，从而引起BBB通透性的改变。因此，相对于QAlb等间接指标，

sCD146是BBB损伤的直接标志物。

[0048] 实施例10：化学发光免疫检测试剂盒定量分析脑脊液sCD146含量

[0049] 本发明中化学发光试剂盒采用酶促化学发光或吖啶酯直接化学发光法检测。在酶
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促化学发光法中，在96孔白色微孔板(Nunc，463201)内包被CD146特异性单抗AA1抗体(6μg/

ml)，4℃孵育过夜；PBST缓冲液洗板三遍，PBS洗板一次；5％脱脂牛奶37℃封闭2h后洗板4

次；sCD146蛋白标准品梯度稀释成160、80、40、20、10、5、2.5、1.25ng/mL，脑脊液样本稀释2

倍，每孔加100μL蛋白标准品或样品，37℃孵育1.5h，PBST洗板后加AA98-HRP，37℃孵育

40min，PBST洗板3次，PBS洗板1次后，采用EnVision多模式检测仪(PerkinElmer)自动加入

鲁米诺发光底物(Thermo，37074)，测定发光值。根据蛋白标准品发光值，绘制标准曲线(图

10)，并由此计算样品中sCD146含量。在酶促化学发光法定量检测中灵敏度为1.25ng/mL，线

性范围为不低于80ng/mL，高于实施例4的ELISA方法(2.5ng/m1，0～80ng/mL)，所检测7例临

床样本结果判定与ELISA检测结果100％符合。

[0050] 在吖啶酯直接化学发光法检测体系中，在顺磁微粒上包被CD146特异性单克隆抗

体AA1，以吖啶酯作为发光试剂对检测抗体AA98进行标记，将梯度稀释的sCD146蛋白标准品

(100μL)、顺磁微粒标记抗体(50μL)及缓冲液(50μL)混合于反应管中，反应20min，清洗3次

后加入吖啶酯标记抗体150μL并进行磁分离反应10min，缓冲液清洗3次后，加入激发剂

(NaOH和H2O2)，使用全自动化学发光仪检测发光值，根据标准曲线计算待测样品中sCD146含

量(图11)。应用上述方法检测的灵敏度达0.85ng/ml，线性范围不低于80ng/ml，与实施例4

的ELISA检测结果相关性较好(相关系数r＝0.935，图12)。

[0051] 综上所述，本发明鉴定了脑脊液sCD146作为BBB损伤的生物标志物，该标志物在多

种中枢神经系统炎症性疾病患者的脑脊液中显著升高，且在疾病如多发硬化症的缓解期显

著下降，可指征中枢神经系统炎症性疾病的发病和进展。在炎症环境中脑微血管内皮细胞

CD146表达上调，sCD146含量升高，影响内皮细胞紧密连接，因而导致BBB通透性增强，因此

脑脊液sCD146是BBB损伤的直接标志物。中枢神经系统疾病早期会出现不同程度的BBB通透

性改变或损伤，因此该标志物用于炎症相关中枢神经系统疾病的体外辅助鉴别诊断、病程

判断或用药指导，具有相对现有临床BBB损伤指标QAlb更高的敏感性和特异性。此外，本发明

还提供用于检测脑脊液sCD146蛋白的试剂盒，试剂盒采用化学发光免疫检测方法，具备相

对传统ELISA检测方法更高的灵敏度、线性范围和稳定性，且不需要外接光源，能够避免外

界因素影响，适用于临床样本的微量定量检测。上述生物标志物和相应的检测试剂盒在中

枢神经系统疾病的临床诊断中，具有显著的实用价值和广阔的应用前景。

[0052] 以上所述的具体实施例，对本发明的目的、技术方案和有益效果进行了进一步详

细说明，应理解的是，以上所述仅为本发明的具体实施例而已，并不用于限制本发明，凡在

本发明的精神和原则之内，所做的任何修改、等同替换、改进等，均应包含在本发明的保护

范围之内。
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