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在阿尔茨海默病患者中的检测"
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"摘要#

!

目的
!

初步探讨
8JMC?WZ/#$5*Q

"

8JW#$5*Q

$作为阿尔茨海默病"

/:

$生物标志物的潜在价值%

方法
!

使用超速离心法提取痴呆期
/:

"

:/>

$患者和轻度认知障碍"

X&!

$患者和健康对照组血清和脑脊液外吐小

体并检测其
8JW#$5*Q

水平%结果
!

X&!

和
:/>

患者脑脊液及血清外吐小体内
8JW#$5*Q

水平均低于对照组"

B

%

,+,-

$!且
:/>

组低于
X&!

组!差异均有统计学意义"

B

%

,+,-

$%结论
!

脑脊液和血清外吐小体内
8JW#$5*Q

可能

为
/:

!特别是早期诊断
/:

的标志物%

"关键词#

!

阿尔茨海默病#

!

外吐小体#

!

微小
WZ/

#

!

生物标志物
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阿尔茨海默病$

/:

&是老年痴呆症中最为重要和常见的类

型+

$

,

*研究表明外吐小体内
8JMC?WZ/

$

8JW

&有作为疾病生物

标志物的价值#且可能参与了细胞间的信号传递*本研究在前

期研究的提示下#使用实时定量
[&W

检测
/:

患者血清和脑

脊液中外吐小体内和总体
8JW#$5*Q

的水平#初步探索外吐小

体内
8JW#$5*Q

作为
/:

生物标志物的潜在价值+

)

,

*

$

!

资料与方法

$+$

!

一般资料
!

选取
),$)

年
$

月至
),$=

年
$$

月本院收治

的
/:

患者共
15

例#其中轻度认知障碍期患者$

X&!

&

=*

例#男

)-

例#年龄中位数
.*

岁%女
$%

例#年龄中位数
.-

岁*痴呆期

患者$

:/>

&

*.

例#男
)$

例#年龄中位数
1)

岁%女
$-

例#年龄

中位数
1-

岁*

X&!

和
:/>

的诊断符合美国国立卫生研究院

国立老化研究所和
/:

协会于
),$$

年
=

月联合发布#并经我

国神经内科学会推荐的诊断标准+

*

,

*另随机选取性别)年龄匹

配的健康者作为对照组*本研究内容已通过本院伦理委员会

审核批准*

$+/

!

标本采集
!

受试者空腹
$)E

后分别使用肝素抗凝管和

促凝管采集静脉血#抽血后
$E

内以
*,,,C

"

8JK

离心
18JK

#

分离血浆或血清*男性患者
%

例$

*

例
X&!

#

-

例
:/>

&抽血后

$E

内由神经内科医生按照操作规程抽取脑脊液标本
)8"

*

标本在分析前保存于液氮中*

$+'

!

外吐小体提取
!

液氮中取出的标本分别置于
_%,

)

_),

和
=`

冰箱
,+-E

缓慢复融#之后立即转入玻璃试管*使用预

冷的磷酸盐$

[94

&缓冲液将标本
$a$

稀释#

=`

条件下
*,,,

C

"

8JK

离心
$-8JK

%将上清转移至超速离心管中#避免混入沉

淀以防止细胞碎片污染%之后
=`

条件下
$),,,C

"

8JK

离心

*,8JK

%小心吸出上清液#

=`

条件下
$$,,,,C

"

8JK

离心
$E

%

弃上清液#加入
-8"

预冷的
[94

液并充分混匀%使用
,+))

#

8

滤器过滤混合液%

=`

条件下
$$,,,,C

"

8JK

离心
*,8JK

%弃上

清液#加入
-8"

预冷的
[94

液#混匀后
=`

条件下
$$,,,,C

"

8JK

离心
*,8JK

%弃上清液#加入
$,,

#

"

预冷的
[94

液重悬沉

淀#即为外吐小体混合液+

=

,

*

$+1

!

小
WZ/

提取及
8JW#$5*Q

测定
!

使用天根公司$

>!/Z#

U3Z

&

8JWMHD@8JW

亲和柱提取小
WZ/

#按说明书操作*每

$,,

#

"

外吐小体
[94

溶液加入
$,,

#

"

裂解液#纯化好的小

WZ/

溶解于
$,

#

"WZG(@#VC@@22]

)

b

中%同时#提取脑脊液

和血清标本中的总小
WZ/

*

),

#

"

逆转录体系中含
WZ/

模

板
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#

"

#逆转录酶
)
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"
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#

"8JW

检测体系中含
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#
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检验医学与临床
),$-

年
%

月第
$)

卷第
$.

期
!

"GQX@2&BJK

!

/H
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H(D),$-

!

Y?B+$)

!

Z?+$.
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基金项目!国家自然科学基金青年基金资助项目$
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作者简介!刘辰庚#男#主管技师"讲师#博士#主要从事衰老和相关疾病标志物筛选方面的研究*
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通讯作者#
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XJA$,+,

#

"

#相应上)下游引物各
,+-

#

"

*反应条件!

5-`

#

*8JK

%

5-`

#

)-(

%

.)`

#

*-(

%

1)`

#

)-(

#

*-

个循环*以
&@

.

8JW#*5

为内参#使用
)

_

&&

&>法计算并统计
8JW#$5*Q

组间表达

的差异+

-

,

*

$+2

!

统计学处理
!

采用
4[44$5+,

软件进行数据处理及统计

学分析#计量资料采用
bK@#dG

'

/ZbY/

分析#相同患者不同

标本检测结果的组间比较使用配对
6

检验#以
B

%

,+,-

为差异

有统计学意义*

/

!

结
!!

果

/+$

!

血清)血浆标本相关性分析
!

同一受试者血清标本中总

体
8JW#$5*Q

和外吐小体内
8JW#$5*Q

均略高于血浆#但差异无

统计学意义$

B

#

,+,-

&#其中对照
=

例#

X&!*

例#

:/>*

例%

)

种标本检测结果均有相关性$

5

)

<,+5%1

&*见图
$

*

!!

注!

$

'

=

为对照组标本#

-

'

1

为
X&!

组标本#

%

'

$,

为
:/>

组

标本*

图
$

!

同一受试者血清%

/

&和血浆%

9

&标本中总体
8JW#

$5*Q

和外吐小体内
8JW#$5*Q

的比较%

%<$,

&

!!

注!与对照组比较#

"

B

%

,+,-

%与
X&!

组比较#

(

B

%

,+,-

*

图
)

!

X&!

和
:/>

患者脑脊液总体
8JW#$5*Q

和

外吐小体内
8JW#$5*Q

水平检测

!!

注!与对照组比较#

"

B

%

,+,-

%与
X&!

组比较#

(

B

%

,+,-

*

图
*

!

X&!

和
:/>

患者血清总体
8JW#$5*Q

和

外吐小体内
8JW#$5*Q

水平检测

/+/

!

脑脊液标本检测
!

X&!

和
:/>

患者脑脊液总体
8JW#

$5*Q

水平均低于对照组$

B

%

,+,-

&#但
X&!

和
:/>

患者组间

差异无统计学意义$

B

#

,+,-

&%

X&!

和
:/>

患者脑脊液外吐

小体内
8JW#$5*Q

水平均低于对照组#且
:/>

组低于
X&!

组#

差异有统计学意义$

B

%

,+,-

&*见图
)

*

/+'

!

血清标本检测
!

X&!

和
:/>

患者血清总体
8JW#$5*Q

水平与对照组差异无统计学意义$

B

#

,+,-

&#

X&!

和
:/>

患

者组间差异亦无统计学意义$

B

#

,+,-

&%

X&!

和
:/>

患者血

清外吐小体内
8JW#$5*Q

水平均低于对照组#且
:/>

组低于

X&!

组#差异有统计学意义$

B

%

,+,-

&*见图
*

*

'

!

讨
!!

论

随着研究的不断深入#

8JW

在
/:

发生和发展中的作用被

更多地揭示#越来越多的研究结果提示相关
8JW

表达的失控

可能在
/:

中扮演了重要角色*

8JW

在疾病中的改变主要包

括在转录水平表达的上调或下调%参与
8JW

转录后加工相关

因子的表达失控而导致的
8JW

转录后表达的上调或下调%以

及
8JW

基因的突变等*随着芯片技术)高通量测序技术和实

时荧光定量
[&W

技术的不断进步和检测成本的不断降低#已

有越来越多的研究着眼于探索
8JW

这一潜在的疾病标志物*

目前已经发现并被
8JW9G(@

数据库收录的人类
8JW

分子已近

),,,

种#其中绝大部分的
8JW

分子在不同病理和生理状况下

都有表达#并且多数
8JW

能够在人体液中检出+

.#%

,

*

目前可能应用于
/:

诊断的标志物主要是蛋白类标志物#

例如
DGH

蛋白)

6

#DGH

蛋白)

D#DGH

蛋白和
9/&3#$

酶活性等#如

前所述#这些蛋白在脑脊液中的阳性率和阴性率较为满意#但

在血液标本中则不甚理想*虽然脑脊液的生化改变较好地反

映脑组织病理生理改变#但由于血脑屏障的存在#能进入外周

血的生物大分子的数量远少于其在脑脊液中的数量#使得丰度

较低的脑源性标志物即使在血液中发生改变也难以被有效地

检出*而对于
/:

患者#特别是
6

C@#X&!

和
X&!

患者而言#对

其进行
&4V

检查往往得不到患者的理解#故寻找血液)尿液等

更易获得的体液标本中的
/:

标志物尤为关键*循环
8JW

具

有作为生物标志物的几大优势!首先#它们在血液中能稳定地

存在#离体后也能在血液标本中保存较长时间#且其受
6

]

值)

温度变化)反复冻融等影响较小+

5

,

*其次#大多数
8JW

在种属

间较为保守#这使得大部分在动物模型上初步发现的潜在
8JW

标志物在人体内也能被检测到*第三#以现在的分子生物学技

术#大部分实验室均能较好地进行血液标本
8JW

的分离和定

量检测+

$,

,

*

困扰研究者的一大问题是
8JW

的来源///相应
8JW

的改

变是不是疾病特异性的#是否受到健康组织正常代谢的影响*

另外#目前认为体液中的
8JW

除和一些蛋白结合而免于被降

解之外#还能存在于外吐小体和微囊泡中*有学者甚至认为#

细胞就是以外吐小体和微囊泡形式对外分泌
8JW

#这些外吐小

体和微囊泡可能包含了分泌细胞要传达给外界的信息+

$$

,

*事

实上#

9@KK@C

+

$)

,早在
$5%%

年就曾提出0细胞外通讯
WZ/

1假

说#并认为细胞外
WZ/

在细胞增殖和分化中起重要作用*已

有研究证实组成血脑屏障的内皮细胞能分泌微囊泡#但其是否

能分泌外吐小体目前尚未见报道+

$*#$=

,

*本研究结果提示#

8JW#$5*Q

在血清中的存在形式可能有
)

种///外吐小体内和

外吐小体外#且
8JW#$5*Q

在脑脊液和外周血之间的转移很可

能主要以外吐小体为载体%换言之#组成血脑屏障的内皮细胞

也能够分泌外吐小体#这种含有不同浓度
8JW

的外吐小体很

可能包含了脑组织向外周组织所传递的信息*

本研究结果表明#

X&!

和
:/>

患者血清总体
8JW#$5*Q

的检测结果与健康对照组差异无统计学意义#而当提取外吐小

体检测后发现#外吐小体内的
8JW#$5*Q

在
X&!

和
:/>

患者

中均出现了明显变化#且
X&!

患者血清外吐小体内
8JW#$5*Q

明显低于
:/>

患者#提示外吐小体内
8JW#$5*Q

可能有助于

/:

的诊断#特别是早期诊断*结合脑脊液检测结果#不难发

现血清外吐小体内
8JW#$5*Q

的降低的原因之一可能是脑脊液

-

),*)

-

检验医学与临床
),$-

年
%

月第
$)

卷第
$.

期
!

"GQX@2&BJK

!

/H

7

H(D),$-

!

Y?B+$)

!

Z?+$.



向外周血分泌的外吐小体内
8JW#$5*Q

水平的降低*

综上所述#血清外吐小体内
8JW#$5*Q

可能为
/:

#特别是

早期诊断
/:

的标志物*
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