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(57)摘要

本发明涉及生物样品(biosample)的用于形

成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，上述生物

样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测

方法包括：步骤(a)，向分析对象的生物样品掺加

(spiking)(ⅰ)上述用于形成聚集体的多肽的单

体形式或多聚体形式、(ⅱ)上述用于形成聚集体

的多肽的疏水性缺失体(hydrophobic deleted 

d e r i v a t i v e   o f   a g g r e g a t e - f o r m i n g 

polypeptide)或(ⅲ)上述用于形成聚集体的多

肽的单体形式或多聚体形式和上述用于形成聚

集体的多肽的疏水性缺失体；步骤(b)，通过培养

上述步骤(a)的结果物，来还形成上述用于形成

聚集体的多肽的聚集体；步骤(c)，使结合剂-标

志物与上述步骤(b)的结果物相接触，上述结合

剂-标志物由信号产生标志物和与上述用于形成

聚集体的多肽的聚集体相结合的结合剂结合而

成；以及步骤(d)，对从与上述用于形成聚集体的

多肽的聚集体结合而成的结合剂-标志物产生的

信号进行检测。
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1.一种生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，其特征在于，包括：

步骤(a)，向分析对象的生物样品掺加(ⅰ)上述用于形成聚集体的多肽的单体形式或多

聚体形式、(ⅱ)上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体或(ⅲ)上述用于形成聚集体的

多肽的单体形式或多聚体形式和上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体；

步骤(b)，通过培养上述步骤(a)的结果物，来还形成上述用于形成聚集体的多肽的聚

集体；

步骤(c)，使结合剂-标志物与上述步骤(b)的结果物相接触，上述结合剂-标志物由信

号产生标志物和与上述用于形成聚集体的多肽的聚集体相结合的结合剂结合而成；以及

步骤(d)，对从与上述用于形成聚集体的多肽的聚集体结合而成的结合剂-标志物产生

的信号进行检测，

其中，进行充分时间的上述步骤(b)的培养，使得所掺加的上述(ⅰ)上述用于形成聚集

体的多肽的单体形式或多聚体形式、(ⅱ)上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体或

(ⅲ)上述用于形成聚集体的多肽的单体形式或多聚体形式和上述用于形成聚集体的多肽

的疏水性缺失体能够借助上述生物样品进行多聚体化。

2.根据权利要求1所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，其

特征在于，使所掺加的上述(ⅰ)上述用于形成聚集体的多肽的单体形式或多聚体形式、(ⅱ)

上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体或(ⅲ)上述用于形成聚集体的多肽的单体形

式或多聚体形式和上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体进行多聚体化的上述生物

样品为具有上述用于形成聚集体的多肽的多聚体形式参与的疾病的人类的生物样品。

3.根据权利要求2所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，其

特征在于，能够借助上述生物样品进行多聚体化的充分的培养时间为如下充分的时间：使

利用具有用于形成聚集体的多肽的多聚体形式参与的疾病的人类的生物样品来产生的信

号比利用正常人类的生物样品来产生的信号大1.5～20倍。

4.根据权利要求1所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，其

特征在于，上述生物样品为血液。

5.根据权利要求4所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，其

特征在于，上述血液试样为血浆。

6.根据权利要求1所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，其

特征在于，上述用于形成聚集体的多肽选自由β-淀粉样蛋白肽、tau蛋白质、朊病毒蛋白、α-

突触核蛋白、免疫球蛋白轻链、血清淀粉样蛋白A、甲状腺素视黄质运载蛋白、半胱氨酸蛋白

酶抑制剂C、β2-微球蛋白、亨廷顿蛋白、超氧化物歧化酶、丝氨酸蛋白酶抑制剂及胰淀素组

成的组中。

7.根据权利要求6所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，其

特征在于，上述用于形成聚集体的多肽为β-淀粉样蛋白肽、tau蛋白质或α-突触核蛋白。

8.根据权利要求1所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，其

特征在于，上述用于形成聚集体的多肽的单体形式为由序列表中序列1的氨基酸序列形成

的β-淀粉样蛋白肽或由序列表中序列2的氨基酸序列形成的α-突触核蛋白。

9.根据权利要求1所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，其

特征在于，上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体为包含序列表中序列1的氨基酸序
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列中的第37位氨基酸残基至第42位氨基酸残基的β-淀粉样蛋白delete肽。

10.根据权利要求9所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，其

特征在于，上述β-淀粉样蛋白delete肽为包含序列表中序列1的氨基酸序列中的第29位氨

基酸残基至第42位氨基酸残基的肽。

11.根据权利要求10所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，

其特征在于，上述β-淀粉样蛋白delete肽为包含序列表中序列1的氨基酸序列中的第9位氨

基酸残基至第42位氨基酸残基的肽。

12.根据权利要求1所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，其

特征在于，向上述步骤(a)的结果物还添加缓冲液。

13.根据权利要求12所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，

其特征在于，相对于生物样品，添加3～15倍的上述缓冲液。

14.根据权利要求12所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，

其特征在于，上述缓冲液为含有非离子性表面活性剂的磷酸盐缓冲液。

15.根据权利要求1所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，其

特征在于，在1～50℃温度下培养上述步骤(a)的结果物，来进一步形成上述步骤(b)的用于

形成聚集体的多肽的聚集体。

16.根据权利要求1所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，其

特征在于，将上述步骤(a)的结果物培养1天至12天，来进一步形成上述步骤(b)的用于形成

聚集体的多肽的聚集体。

17.根据权利要求1所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，其

特征在于，通过包括如下步骤的方法来进行上述步骤(c)及步骤(d)，

步骤(c-1)，使上述步骤(b)的结果物与用于对捕获上述聚集体的上述用于形成聚集体

的多肽上的表位进行识别的捕获抗体相接触；

步骤(c-2)，使上述捕获的聚集体与用于对上述用于形成聚集体的多肽上的表位进行

识别的检测抗体相接触；以及

步骤(c-3)，对聚集体-检测抗体复合体进行检测。

18.根据权利要求17所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，

其特征在于，上述检测抗体为对与上述步骤(c-1)的表位相同或重迭的表位进行识别的检

测抗体。

19.根据权利要求17所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，

其特征在于，上述捕获抗体与固体基质相结合。

20.根据权利要求17所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，

其特征在于，上述检测抗体具有生成能够检测的信号的标志物。

21.根据权利要求20所述的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法，

其特征在于，与上述检测抗体相结合的标志物为化合物标志物、酶标志物、放射性标志物、

荧光标志物、发光标志物、化学发光标志物及荧光共振能量转移标志物。

22.一种用于对生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体进行检测的试剂盒，其特

征在于，包含：(ⅰ)上述用于形成聚集体的多肽的单体形式或多聚体形式、(ⅱ)上述用于形

成聚集体的多肽的疏水性缺失体或(ⅲ)上述用于形成聚集体的多肽的单体形式或多聚体
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形式和上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体。

23.根据权利要求22所述的对生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体进行检测的

试剂盒，其特征在于，上述生物样品为血液。

24.根据权利要求23所述的对生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体进行检测的

试剂盒，其特征在于，上述血液试样为血浆。

25.根据权利要求22所述的对生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体进行检测的

试剂盒，其特征在于，上述用于形成聚集体的多肽选自由β-淀粉样蛋白肽、tau蛋白质、朊病

毒蛋白、α-突触核蛋白、免疫球蛋白轻链、血清淀粉样蛋白A、甲状腺素视黄质运载蛋白、半

胱氨酸蛋白酶抑制剂C、β2-微球蛋白、亨廷顿蛋白、超氧化物歧化酶、丝氨酸蛋白酶抑制剂

及胰淀素组成的组中。

26.根据权利要求25所述的对生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体进行检测的

试剂盒，其特征在于，上述用于形成聚集体的多肽为β-淀粉样蛋白肽、tau蛋白质或α-突触

核蛋白。

27.根据权利要求22所述的对生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体进行检测的

试剂盒，其特征在于，上述用于形成聚集体的多肽的单体形式为由序列表中序列1的氨基酸

序列形成的β-淀粉样蛋白肽。

28.根据权利要求22所述的对生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体进行检测的

试剂盒，其特征在于，上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体为包含序列表中序列1的

氨基酸序列中的第37位氨基酸残基至第42位氨基酸残基的β-淀粉样蛋白delete肽。

29.根据权利要求28所述的对生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体进行检测的

试剂盒，其特征在于，上述β-淀粉样蛋白delete肽为包含序列表中序列1的氨基酸序列中的

第29位氨基酸残基至第42位氨基酸残基的肽。

30.根据权利要求29所述的对生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体进行检测的

试剂盒，其特征在于，上述β-淀粉样蛋白delete肽为包含序列表中序列1的氨基酸序列中的

第9位氨基酸残基至第42位氨基酸残基的肽。

31.根据权利要求22所述的对生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体进行检测的

试剂盒，其特征在于，上述试剂盒还包含缓冲液。

32.根据权利要求31所述的对生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体进行检测的

试剂盒，其特征在于，上述缓冲液为含有非离子性表面活性剂的磷酸盐缓冲液。

33.根据权利要求22所述的对生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体进行检测的

试剂盒，其特征在于，上述对生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体进行检测的试剂

盒还包含：捕获抗体，用于对用于形成聚集体的多肽上的表位进行识别；以及检测抗体，用

于对由上述捕获抗体识别的上述表位进行识别。

34.根据权利要求33所述的对生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体进行检测的

试剂盒，其特征在于，上述检测抗体为对与由上述捕获抗体识别的上述表位相同或重迭的

表位进行识别的检测抗体。

35.根据权利要求33所述的对生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体进行检测的

试剂盒，其特征在于，上述捕获抗体与固体基质相结合。

36.根据权利要求33所述的对生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体进行检测的
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试剂盒，其特征在于，上述检测抗体具有生成能够检测的信号的标志物。

37.根据权利要求36所述的对生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体进行检测的

试剂盒，其特征在于，与上述检测抗体相结合的标志物为化合物标志物、酶标志物、放射性

标志物、荧光标志物、发光标志物、化学发光标志物及荧光共振能量转移标志物。
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用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法

技术领域

[0001] 本专利申请主张2014年12月02日向韩国特许厅提出的韩国专利申请第10-2014-

0170608号作为优先权，上述专利申请的公开事项插入于本说明书作为参照。

[0002] 本发明涉及生物样品(biosample)的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法

或试剂盒。

背景技术

[0003] 首先，还存在构成蛋白质的多肽形成多聚体(multimer)，来形成功能性蛋白质的

情况，但是在正常状态下，以单体存在，若处于非正常的状态(例如，转换为错配型

(mismatched  type))，则通过形成多聚体，来凝聚而诱发疾病的情况多(Massimo  Stefani,

et  al .,J .Mol .Med .81:678-699(2003)；and  Radford  SE ,et  al .,Cell .97:291-298

(1999))。

[0004] 例如，与蛋白质的非正常的凝聚或错配相关的疾患或疾病包含：阿尔茨海默病

(Alzheimer  disease)、克罗伊茨费尔特-雅各布病(Creu  tzfeldt-Jakob  disease)、海绵

状脑病(Spongiform  encephalopathies)、帕金森病(Parkinson`s  disease)、亨廷顿病

(Huntington`s  Disease)、肌萎缩性侧索硬化症(Amyotrophic  lateral  sclerosis)、丝氨

酸蛋白酶抑制剂缺乏症(Serpin  deficiency)、肺气肿(emphysema)、肝硬化(cirr  hosis)、

II型糖尿病、一次性全身性淀粉样变病(amyloidosis)、二次性全身性淀粉样变病、额颞痴

呆(Fronto-temporal  dementias)、老年人淀粉样变病、家族性淀粉样多发性神经病

(familial  amyloid  polyneuropa  thy)、遗传性淀粉样脑血管病(hereditary  cerebral 

amyloid  angiopathy)及血液透析相关淀粉样变病。

[0005] 在对是否存在这种疾患或疾病或进行程度进行测定中，由于抗原的量在试样中非

常少或抗原的大小非常小，难以进行测定或在体内的抗原的量和试样中的抗原的量不成比

例的情况下，例如，众所周知，与正常人相比，参与阿尔茨海默病的β-淀粉样蛋白(Aβ，

amyloid-β)也在非正常人中β-淀粉样蛋白低聚物的水平高，但是当难以检测血液试样内β-

淀粉样蛋白低聚物量或在血液试样内以非定型的方式存在β-淀粉样蛋白低聚物时，有可能

难以进行诊断。

[0006] 并且，还存在由于所要测定的抗原过小或量少，因此很难通过三明治法酶联免疫

吸附试验(sandwich  ELISA)诊断疾病的情况。

[0007] 对 此 ，本 发 明 人 认 识 到 对 患 者 和 正 常 人 之 间 的 诊 断 信 号 的 差 异

(differentiation)进行最大化的用于形成聚集体的多肽的聚集体检测方法的开发必要

性。

[0008] 本说明书全文中，参照了多篇论文及专利文献，并表示了其引用。所引用的论文及

专利文献的公开内容全部插入于本说明书作为参照，从而更加明确说明本发明所属的技术

领域的水平及本发明的内容。

说　明　书 1/13 页

6

CN 107110872 A

6



发明内容

[0009] 要解决的问题

[0010] 在上述背景下，本发明人为了开发检测用于形成聚集体的多肽的聚集体的新型方

法，进行了广泛的研究，其结果，利用抑制多肽的聚集体形成的防御系统(clearing 

system)或疏水相互作用(hydrophobic  interaction)的差异，来开发了对患者和正常人之

间的诊断信号的差异进行最大化的用于形成聚集体的多肽的聚集体检测方法。

[0011] 因此，本发明的目的在于，提供生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检

测方法。

[0012] 本发明的再一目的在于，提供用于检测生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集

体的试剂盒。

[0013] 根据以下发明的详细说明、发明要求保护范围及附图更加明确本发明的其他目的

及优点。

[0014] 解决问题的方案

[0015] 根据本发明的一实施方式，本发明提供生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集

体的检测方法，上述生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法包括：步骤

(a)，向分析对象的生物样品掺加(spiking)(ⅰ)上述用于形成聚集体的多肽的单体形式或

多聚体形式、(ⅱ)上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体(hydrophobic  deleted 

derivative  of  aggregate-forming  polypeptide)或(ⅲ)上述用于形成聚集体的多肽的

单体形式或多聚体形式和上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体；步骤(b)，通过培养

上述步骤(a)的结果物，来还形成上述用于形成聚集体的多肽的聚集体；步骤(c)，使结合

剂-标志物与上述步骤(b)的结果物相接触，上述结合剂-标志物由信号产生标志物和与上

述用于形成聚集体的多肽的聚集体相结合的结合剂结合而成；以及步骤(d)，对从与上述用

于形成聚集体的多肽的聚集体结合而成的结合剂-标志物产生的信号进行检测，其中，进行

充分时间的上述步骤(b)的培养，使得所掺加的上述(ⅰ)上述用于形成聚集体的多肽的单体

形式或多聚体形式、(ⅱ)上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体或(ⅲ)上述用于形成

聚集体的多肽的单体形式或多聚体形式和上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体能

够借助上述生物样品进行多聚体化。

[0016] 本发明涉及利用抑制多肽的聚集体形成的防御系统或疏水相互作用的差异，来对

患者和正常人之间的诊断信号的差异进行最大化的用于形成聚集体的多肽的聚集体检测

方法。

[0017] 在本说明书中，术语“用于形成聚集体的多肽”是指可形成多聚体形式(低聚物型)

或可形成基于与单体形式的疏水相互作用的聚集体的多肽。尤其，下述结构变化会诱发多

种疾病。例如，包含阿尔茨海默病、克罗伊茨费尔特-雅各布病、海绵状脑病、帕金森病、亨廷

顿病、肌萎缩性侧索硬化症、丝氨酸蛋白酶抑制剂缺乏症、肺气肿、肝硬化、II型糖尿病、一

次性全身性淀粉样变病、二次性全身性淀粉样变病、额颞痴呆、老年人淀粉样变病、家族性

淀粉样多发性神经病、遗传性淀粉样脑血管病及血液透析相关淀粉样变病。

[0018] 通常，上述用于形成聚集体的多肽的非-聚集体为正常，聚集体诱发疾病，尤其，诱

发如阿尔茨海默病、克罗伊茨费尔特-雅各布病或帕金森病等神经退行性疾病。
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[0019] 根据本发明的一实例，进行掺加的上述(ⅰ)上述用于形成聚集体的多肽的单体形

式或多聚体形式、(ⅱ)上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体或(ⅲ)上述用于形成聚

集体的多肽的单体形式或多聚体形式和上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体的多

聚体化的上述生物样品为具有上述用于形成聚集体的多肽的多聚体形式参与的疾病的人

类的生物样品，更优选地，可借助上述生物样品进行多聚体化的充分的培养时间为如下充

分的时间：利用具有用于形成聚集体的多肽的多聚体形式参与的疾病的人类的生物样品来

产生的信号比利用正常人类的生物样品来产生的信号大1.5～20倍。

[0020] 以下，对用于检测生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的本发明的方法按

步骤进行详细说明如下：

[0021] 步骤(a)进行掺加

[0022] 首先，本发明的方法包括向分析对象的生物样品掺加(ⅰ)上述用于形成聚集体的

多肽的单体形式或多聚体形式(低聚物型)、(ⅱ)上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失

体或(ⅲ)上述用于形成聚集体的多肽的单体形式或多聚体形式(低聚物型)和上述用于形

成聚集体的多肽的疏水性缺失体的步骤。

[0023] 在本说明书中，术语“生物样品”是指所要进行分析的有机体-来源试样。上述生物

样品是指可根据生物源的细胞、组织或生物体液或可根据本发明进行分析的其他介质

(medium)，它们包含从人类采集的试样、从动物采集的试样、用于人类或动物的食品采集的

试样。优选地，分析对象的生物样品为包含血液、血清、血浆、淋巴液、牛奶、小便、大便、眼

泪、唾液、精液、脑提取物(例如，脑部均质液)、脊髓液(SCF)、阑尾、脾脏及扁桃体组织提取

物的体内流体试样。更优选地，上述生物样品为血液，最优选地，为血浆。

[0024] 根据本发明的再一实例，上述用于形成聚集体的多肽包含：参与阿尔茨海默病的

β-淀粉样蛋白肽和tau蛋白质；参与克罗伊茨费尔特-雅各布病及海绵状脑病的朊病毒蛋

白；参与帕金森病的α-突触核蛋白；参与一次性全身性淀粉样变病的免疫球蛋白轻链；参与

二次性全身性淀粉样变病的血清淀粉样蛋白A；参与额颞痴呆的tau蛋白质；参与老年人淀

粉样变病的甲状腺素视黄质运载蛋白；参与家族性淀粉样多发性神经病的甲状腺素视黄质

运载蛋白；参与遗传性淀粉样脑血管病的半胱氨酸蛋白酶抑制剂C；参与血液透析相关淀粉

样变病的β2-微球蛋白；参与亨廷顿病的亨廷顿蛋白；参与肌萎缩性侧索硬化症的超氧化物

歧化酶；参与丝氨酸蛋白酶抑制剂缺乏症、肺气肿及肝硬化的丝氨酸蛋白酶抑制剂；以及参

与II型糖尿病的胰淀素。更优选地，上述用于形成聚集体的多肽为参与阿尔茨海默病的β-

淀粉样蛋白肽或tau蛋白质或者参与帕金森病的α-突触核蛋白，最优选地，是β-淀粉样蛋白

肽或α-突触核蛋白。

[0025] 在本说明书中，术语“掺加”是指向分析对象的生物样品添加用于形成聚集体的多

肽单体形式(或多聚体形式)和/或用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体或添加后进行混

合的过程。

[0026] 在本说明书中，术语“多聚体”是由两个以上的单体结合而成的，多聚体中还包含

低聚物。

[0027] 根据本发明，在向生物样品掺加(ⅰ)上述用于形成聚集体的多肽的单体形式或多

聚体形式的情况中，为了利用用于抑制形成用于形成聚集体的多肽的聚集体的防御系统差

异来对患者和正常人之间的诊断信号的差异进行最大化，即，在患者的生物样品中因防御
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系统的程度低，从而促进用于形成聚集体的多肽的聚集体的形成，相反地，在正常人的生物

样品中，因防御系统的程度高，从而使用于形成聚集体的多肽的聚集体的形成减少，由此使

诊断信号的差异最大化。

[0028] 根据本发明的另一实例，上述用于形成聚集体的多肽的单体形式为由序列表中序

列1的氨基酸序列形成的β-淀粉样蛋白肽或由序列表中序列2的氨基酸序列形成的α-突触

核蛋白。

[0029] 根据本发明，在向作为分析对象的生物样品掺加(ⅱ)上述用于形成聚集体的多肽

的疏水性缺失体的情况中，利用包含具有疏水性(hydrophobic)的氨基酸残基的用于形成

聚集体的多肽的疏水性缺失体和存在于生物样品的用于形成聚集体的多肽的单体形式或

多聚体形式(低聚物型)和疏水相互作用的差异，来对患者和正常人之间的诊断信号的差异

进行最大化，即，借助存在于患者的生物样品的用于形成聚集体的多肽的单体形式或多聚

体形式(低聚物型)和用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体借助疏水相互作用，来大量形

成聚集体，或借助存在于正常人的生物样品的用于形成聚集体的多肽的单体形式和用于形

成聚集体的多肽的疏水性缺失体可借助疏水相互作用形成聚集体，但是与患者相比形成得

少，从而使患者和正常人之间的诊断信号的差异最大化。

[0030] 在本说明书中术语“用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体”是指在用于形成聚

集体的多肽的氨基酸序列中以包含多个疏水性氨基酸残基的方式使氨基酸残基缺失的衍

生物，以使可借助用于形成聚集体的多肽的单体形式或多聚体形式(低聚物型)和疏水相互

作用来形成聚集体。

[0031] 作为用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体，为了用于形成聚集体的多肽的单体

形式或多聚体形式(低聚物型)和疏水相互作用，可考虑长度(分子量)和/或疏水性氨基酸

残基来选择，优选地，上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体为包含序列表中序列1的

氨基酸序列中的第37位氨基酸残基至第42位氨基酸残基的β-淀粉样蛋白delete肽，更优选

地，上述β-淀粉样蛋白delete肽为包含序列表中序列1的氨基酸序列中的第29位氨基酸残基

至第42位氨基酸残基的肽，尤其优选地，上述β-淀粉样蛋白delete肽为包含序列表中序列1的

氨基酸序列中的第17位氨基酸残基至第42位氨基酸残基的肽，最优选地，上述β-淀粉样蛋

白delete肽为包含序列表中序列1的氨基酸序列中的第9位氨基酸残基至第42位氨基酸残基

的肽。

[0032] 根据本发明，在向分析对象的生物样品掺加(ⅲ)上述用于形成聚集体的多肽的单

体形式或多聚体形式和上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体的情况中，均利用分别

掺加上述的(ⅰ)上述用于形成聚集体的多肽的单体形式或多聚体形式及(ⅱ)上述用于形成

聚集体的多肽的疏水性缺失体来实现的效果，即，利用用于抑制形成多肽的聚集体的防御

系统及疏水相互作用的差异，来将患者和正常人之间的诊断信号的差异最大化。

[0033] 根据本发明的再一实例，向上述步骤(a)的结果物还添加缓冲液。更优选地，相对

于生物样品，添加3～15倍(v/v)的上述缓冲液，尤其优选地，添加5～13倍(v/v)的上述缓冲

液，进而优选地，添加7～11倍(v/v)的上述缓冲液，进而优选地，添加8～10倍(v/v)的上述

缓冲液。

[0034] 在本发明中所利用的缓冲液可使用在本领域中公知的多种缓冲液，但优选地，上

述缓冲液为含有非离子性表面活性剂的磷酸盐缓冲液。
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[0035] 作为在本发明中所利用的在磷酸盐缓冲液中含有的非离子性表面活性剂，可使用

在本领域中公知的非离子性表面活性剂，优选地，包含烷氧基化烷基醚、烷氧基化烷基酯、

烷基多苷、聚甘油酯、聚山梨醇酯类及多糖酯。更优选地，使用吐温-20(Tween-20)或聚乙二

醇辛基苯基醚(Triton  X-100)，最优选地，使用吐温-20。

[0036] 步骤(b)，还形成用于形成聚集体的多肽的聚集体

[0037] 其次，本发明的方法包括：步骤(b)，通过培养上述步骤(a)的结果物，来还形成上

述用于形成聚集体的多肽的聚集体。

[0038] 本发明的最大特征之一为如下：由于在生物样品中所要测定的用于形成聚集体的

多肽的聚集体(抗原)的量非常少或用于形成聚集体的多肽的聚集体(抗原)的大小非常小，

难以进行测定或在体内的用于形成聚集体的多肽的聚集体(抗原)的量和生物样品中的用

于形成聚集体的多肽地聚集体(抗原)的量不成比例的情况下，通过向生物样品掺加上述的

(ⅰ)上述用于形成聚集体的多肽的单体形式或多聚体形式、(ⅱ)上述用于形成聚集体的多

肽的疏水性缺失体或(ⅲ)上述用于形成聚集体的多肽的单体形式或多聚体形式和上述用

于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体，来还形成用于形成聚集体的多肽的聚集体，从而可

测定疾病或是否存在疾病或疾病的进行程度。

[0039] 根据本发明的再一实例，在1～50℃的温度下，更优选地，在25～50℃的温度下，尤

其优选地，在25～45℃的温度下，进而优选地，在25～40℃的温度下，进而优选地，在25～38

℃的温度下，培养(incub  ation)上述步骤(a)的结果物，来还形成上述步骤(b)的用于形成

聚集体的多肽的聚集体。

[0040] 在本发明中，进行充分时间的上述步骤(b)的培养，使得所掺加的上述(ⅰ)上述用

于形成聚集体的多肽的单体形式或多聚体形式、(ⅱ)上述用于形成聚集体的多肽的疏水性

缺失体或(ⅲ)上述用于形成聚集体的多肽的单体形式或多聚体形式和上述用于形成聚集

体的多肽的疏水性缺失体可借助上述生物样品进行多聚体化，更优选地，可借助上述生物

样品进行多聚体化的充分的培养时间为如下充分的时间：使利用具有用于形成聚集体的多

肽的多聚体形式参与的疾病的人类的生物样品来产生的信号比利用正常人类的生物样品

来产生的信号大1.5～20倍。

[0041] 根据本发明的另一实例，在用于使利用人类的生物样品来产生的信号比利用正常

人类的生物样品来产生的信号大1.5～20倍而进行充分时间的上述步骤(b)的用于形成聚

集体的多肽的聚集体的进一步形成的步骤中，将上述步骤(a)的结果物培养1天至12天，更

优选地，培养30小时(hr)至10天，尤其优选地，培养2天至8天，进而优选地，培养2天至6天，

进而优选地，培养3天至6天，最优选地，培养4天至6天，最优选地培养5天至6天。

[0042] 在本说明书中，术语“培养”是指在恒定的温度下，使分析对象的生物样品规定时

间保持站立(kept  to  stand)或进行摇动(shaking)，在摇动的情况下，优选地，指轻微摇动

(mild  shaking)。

[0043] 本发明的最大特征之一中的另一个为在恒定的温度下，通过将生物样品站立(即，

培养)，来使存在于生物样品的经掺加的用于形成聚集体的多肽的单体形式(多聚体形式)

和/或上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体和用于形成聚集体的多肽相互聚集

(aggregation)得好，从而将患者和正常人之间的诊断信号的差异最大化。

[0044] 步骤(c)，上述用于形成聚集体的多肽的聚集体相结合的结合剂-标志物与上述步
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骤(b)的结果物相接触

[0045] 并且，本发明的方法包括步骤(c)，使结合剂-标志物与上述步骤(b)的结果物相接

触，上述结合剂-标志物由信号产生标志物和与上述用于形成聚集体的多肽的聚集体相结

合的结合剂结合而成。

[0046] 在本发明中，与上述用于形成聚集体的多肽的聚集体相结合的结合剂为抗体，肽

适体、AdNectin、affibody(美国专利第5831012号)、Avimer(Silverman,J.et  al,Nature 

Biotechnology  23(12):1556(2005))或Kunitz结构域(Kunitz  domain,Arnoux  B  et  al.,

Acta  Crystallogr.D  Biol.Crystallogr.58(Pt  7):12524(2002))及Nixon,AE,Current 

opinion  in  drug  discovery&development  9(2):2618(2006))。

[0047] 在本发明中，与上述用于形成聚集体的多肽的聚集体进行结合的结合剂相结合的

信号产生标志物包含化合物标志物(例如，生物素)、酶标志物(例如，碱性磷酸酶、过氧化物

酶、β-半乳糖苷酶及β-葡糖苷酶)、放射性标志物(例如，I125及C14)、荧光标志物(例如，荧光

素)、发光标志物、化学发光标志物及荧光共振能量转移标志物(FRET，flu  orescence 

resonance  energy  transfer)，但并不限定于此。

[0048] 步骤(d)，对从与上述用于形成聚集体的多肽的聚集体结合而成的结合剂-标志物

产生的信号进行检测

[0049] 最后，本发明的方法包括：步骤(d)，检测从与上述用于形成聚集体的多肽的聚集

体结合而成的结合剂-标志物产生的信号。

[0050] 对从与上述用于形成聚集体的多肽的聚集体结合而成的结合剂-标志物产生的信

号进行检测的步骤可通过在本领域中公知的多种方法进行，例如，可利用与抗原-抗体反应

相关的免疫分析法来进行。

[0051] 根据本发明的另一实例，通过包括如下步骤的方法来进行上述步骤(c)及步骤

(d)：步骤(c-1)，使上述步骤(b)的结果物与用于对捕获(capturing)上述聚集体的上述用

于形成聚集体的多肽上的表位进行识别的捕获抗体相接触；步骤(c-2)，使上述捕获的聚集

体与用于对上述用于形成聚集体的多肽上的表位进行识别的检测抗体相接触；以及步骤

(c-3)，对聚集体-检测抗体复合体进行检测。

[0052] 这种检测方法利用两种形态的抗体，即，利用捕获抗体及检测抗体。在本说明书

中，术语“捕获抗体”是指可与所要检测的用于形成聚集体的多肽相结合的抗体。术语“检测

抗体”是指可与通过上述捕获抗体捕获的用于形成聚集体的多肽相结合的抗体。“抗体”是

指可与抗原相结合的免疫球蛋白。在本说明书中所利用的抗体不仅包含所要检测的表位、

抗原或可与抗原片段相结合的总抗体，而且包含抗体片段(例如，F(ab’)2，Fab’，Fab，Fv)。

[0053] 作为上述检测方法，利用对用于形成聚集体的多肽上的表位进行特异性识别的一

套的捕获抗体及检测抗体，上述捕获抗体及检测抗体特异性识别的上述表位相同或重迭。

[0054] 在提及与捕获抗体及检测抗体相关的表位而使用的术语“重迭(overlapped 

with)”包括完全重迭或部分重迭的氨基酸序列的表位。例如，与6E10、FF51及WO2抗体有关

的表位具有分别由人类β-淀粉样蛋白肽序列的氨基酸3～8及氨基酸4～10形成的氨基酸序

列。与6E10及FF51抗体有关的表位具有分别由人类β-淀粉样蛋白肽序列的氨基酸3～8及氨

基酸1～4形成的氨基酸序列，与1E11及WO2抗体有关的表位具有分别由人类β-淀粉样蛋白

肽序列的氨基酸1～8及氨基酸4～10形成的氨基酸序列，与1E11及FF51抗体有关的表位具
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有分别由氨基酸1～8及氨基酸1～4形成的氨基酸序列。这种表位可利用完全重迭的表位进

行说明。

[0055] 并且，与3B6及3B6生物素(biotin)抗体有关的表位为由α-突触核蛋白蛋白序列的

119～140形成的序列。

[0056] 根据本发明的再一实例，在提及人类β-淀粉样蛋白肽序列而表述的情况下，上述

表位具有由氨基酸1～8、氨基酸3～8、氨基酸1～4或氨基酸4～10形成的氨基酸序列，在提

及α-突触核蛋白蛋白质序列而表述的情况下，上述表位具有由氨基酸119～140形成的氨基

酸序列。

[0057] 根据本发明的另一实例，上述捕获抗体识别的表位为在上述用于形成聚集体的多

肽中不反复的序列，上述检测抗体识别的表位是在上述用于形成聚集体的多肽中不反复的

序列。根据本发明的检测方法，与捕获抗体相结合的用于形成聚集体的多肽不能再次与检

测抗体相结合，这是因为不存在检测抗体识别的追加的表位。

[0058] 根据本发明的再一实例，上述捕获抗体及检测抗体相同。即，优选地，与捕获抗体

及检测抗体进行特异性结合的表位相同。

[0059] 根据本发明的另一实例，上述捕获抗体与固体基质相结合。这种形态的公知的物

质包含如聚苯乙烯、聚丙烯、玻璃、金属及凝胶等烃类聚合物。上述固体基质能够以试纸条、

微teeter板、粒子(例如，微珠)、亲和性柱及免疫印迹膜(例如，聚偏氟乙烯膜)形态存在(参

照：美国专利第5143825号、第5374530号、第4908305号及第5498551号)。

[0060] 根据本发明的再一实例，上述检测抗体具有生成可检测的信号的标志物。上述标

志物包含：化合物标志物(例如，生物素)；酶标志物(例如，碱性磷酸酶、过氧化物酶、β-半乳

糖苷酶及β-葡糖苷酶)；放射性标志物(例如，I125及C14)，荧光标志物(例如，荧光素)、发光标

志物、化学发光标志物及荧光共振能量转移标志物，但并不限定于此。在本领域中公知用于

标志物抗体的多种标志物及方法(Harlow  an  d  Lane ,eds .Antibodies:A  Laboratory 

Manual(1988)Cold  SpringH  arbor  Laboratory  Press,Cold  SpringHarbor,N.Y.)。

[0061] 在本发明中，针对于可与用于形成聚集体的多肽相结合的抗体，可根据融合方法

(Kohler  and  Milstein,European  Journal  of  Immunol  ogy,6:511-519(1976))、重组脱

氧核糖核酸(DNA)方法(美国专利第481656号或噬菌体抗体图书馆(Clackson  et  al ,

Nature,352:624-628(1991)；及Marks  et  al,J.Mol.Biol.,222:58,1-597(1991))等现有

技术，可利用之前记载的表位作为免疫原来准备。在Harlow,E.and  Lane,D.,Antibodies:A 

Laboratory  Manual ,Cold  SpringHarbor  Press ,New  York ,1988；Zola ,H.,Monoclonal 

Antibodies:A  Manual  of  Techniq  ues,CRC  Press,Inc.,Boca  Raton,Florida,1984；及

Coligan,CURRE  NT  PROTOCOLS  IN  IMMUNOLOGY,Wiley/Greene,NY,1991中记载有用于制备

上述抗体的通常的方法。

[0062] 用于制备单克隆抗体的杂交细胞株的准备步骤通过生产无线增值细胞株

(immortal  cell  line)及抗体的淋巴细胞的融合而进行。上述单克隆抗体的制备可利用在

本领域中公知的技术来进行。作为多克隆抗体，可向适合的动物注入上述的抗原，并收集包

含抗体的抗血清后，根据通过公知的亲和性技术分离抗体的方法制备。

[0063] 聚集体-检测抗体复合体的检测步骤可利用本领域的公知的方法进行。聚集体-检

测抗体复合体的形成呈现在生物样品中聚集体的存在。上述步骤可根据现有的方法，例如，
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如在Enzyme  Immunoassay ,E .T .Maggio ,ed .,CRC  Press ,Boca  Raton ,Florida ,1980及

Harlow  and  L  ane ,eds .Antibodies:A  Laboratory  Manual(1988)Cold  SpringHarbor 

Laboratory  Press,Cold  SpringHarbor,N.Y中记载，利用多种可检测的标志物/基质对，来

以定量或定性的方式进行。

[0064] 在将上述检测抗体作为碱性磷酸酶进行标志物的情况下，可利用5-溴-4-氯-3-吲

哚基-磷酸盐(BCIP)、氯化硝基四氮唑蓝(NBT)及细胞外液(ECF)作为用于显色反应的基质。

在利用辣根过氧化物酶标志物的情况下，作为基质，利用氯萘酚、氨基-乙基咔唑、二氨基联

苯胺、D-荧光素、光泽精(硝酸双-N-甲基吖啶翁)、试卤灵苄基酸酯、鲁米诺、arm  flex红试

剂(10-乙酰基-3，7-二羟基吩恶嗪)、3，3’，5，5’-四甲基联苯胺(TMB)、增强化学发光(ECL，

enhanced  chemilumine  scence)及联氮-二(3-乙基-苯并噻唑-6-磺酸)二铵盐(ABTS)等。

[0065] 通过这种方法，可使利用具有用于形成聚集体的多肽的多聚体形式参与的疾病的

人类的生物样品来产生的信号比利用正常人类的生物样品来产生的信号大1.5～20倍，更

优选地，大1.5～10倍，尤其优选地，大1.6～10倍。

[0066] 根据本发明的再一实施方式，本发明提供如下用于检测生物样品的用于形成聚集

体的多肽的聚集体的试剂盒，即，包含：(ⅰ)上述用于形成聚集体的多肽的单体形式或多聚

体形式、(ⅱ)上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体或(ⅲ)上述用于形成聚集体的多

肽的单体形式或多聚体形式和上述用于形成聚集体的多肽的疏水性缺失体。

[0067] 本发明的试剂盒利用对上述的本发明的生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚

集体进行检测的方法，为了避免说明书的过度的复杂性，对两者之间共同的内容省略其记

载。

[0068] 根据本发明的再一实例，上述试剂盒还包含：捕获抗体，用于对用于形成聚集体的

多肽上的表位进行识别；以及检测抗体，用于对由上述捕获抗体识别的上述表位进行识别。

[0069] 发明的效果

[0070] 对本发明的特征及优点进行概括如下：

[0071] (a)本发明提供生物样品的用于形成聚集体的多肽的聚集体的检测方法或试剂

盒。

[0072] (b)在本发明的方法中，由于在生物样品中所要测定的用于形成聚集体的多肽的

聚集体(抗原)的量非常少或用于形成聚集体的多肽的聚集体(抗原)的大小非常小，难以进

行测定或在人体内的用于形成聚集体的多肽的聚集体(抗原)的量和生物样品中的用于形

成聚集体的多肽的聚集体(抗原)的量不成比例的情况下，利用抑制形成多肽的聚集体的防

御系统和/或疏水相互作用的差异，来将患者和正常人之间的诊断信号的差异最大化。

[0073] (c)本发明能够以便利且迅速的方式进行，这是能够实现生物样品的用于形成聚

集体的多肽的聚集体的检测方法的自动化。

附图说明

[0074] 图1a表示掺加rec.β-淀粉样蛋白1-42后，基于4天的培养时间的β-淀粉样蛋白低

聚物的变化。

[0075] 图1b表示掺加rec.β-淀粉样蛋白1-42后，基于6天的培养时间的β-淀粉样蛋白低

聚物的变化。
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[0076] 图1c表示掺加rec.β-淀粉样蛋白1-42后，基于2天、3天、4天、5天的培养时间的β-

淀粉样蛋白低聚物的变化。

[0077] 图1d表示未掺加rec.β-淀粉样蛋白1-42后培养5天，未添加rec.β-淀粉样蛋白1-

42后培养0天、5天后的β-淀粉样蛋白低聚物的变化。

[0078] 图2a表示掺加rec.β-淀粉样蛋白9-42生物素后培养6天后的β-淀粉样蛋白低聚物

的变化。

[0079] 图2b表示掺加与β-淀粉样蛋白捆绑的rec.β-淀粉样蛋白9-42后培养2天、3天、4天

后的β-淀粉样蛋白低聚物的变化。

[0080] 图3表示掺加重组α-突触核蛋白后，培养0天、2天、4天、6天的基于时间的增加的α-

突触核蛋白低聚物的变化。

具体实施方式

[0081] 以下，通过实施例更详细地说明本发明。这些实施例只用于更详细地说明本发明，

根据本发明的要旨，本发明的范围并不限制于这些实施例，这对于本发明所属技术领域的

普通技术人员来说是显而易见的。

[0082] 实施例

[0083] 实施例1：实验材料的准备

[0084] 从西格马(sigma)公司购买了碳酸盐缓冲液(Carbonate-Bicarbonate  Buffer)、

磷酸盐吐温缓冲液(PBST)、TBST及磷酸盐缓冲液(PBS)。从伯乐(Bio-rad)公司购买了Block 

Ace。在TBST中将Block  Ace稀释为0.4％来制备缓冲液A。以在D.W中稀释1％的Block  Ace的

方式制备封闭液(blocking  buffer)。从抗体(Biolegend)公司购买了6E10抗体。从Novus 

Biologicals公司购买了3B6。从Novus  Biologicals公司购买3B6-生物素抗体后在

Peoplebio公司进行生物素化(biotinylation)。从Thermo  Scientific公司购买了链霉亲

和素(streptavidin)-辣根过氧化物酶(HRP)。从Scantibodies  Laboratory公司购买了

HBR1。从株式会社The  H  lab公司购买了FF51-辣根过氧化物酶(FF51-HRP)。从Biolegend公

司购买了重组(recombinant)β-淀粉样蛋白1-42。从Anaspec公司购买了重组β-淀粉样蛋白

9-42生物素。从Anaspec公司购买了重组β-淀粉样蛋白9-42。从密理博(Milipore)公司购买

了重组α-突触核蛋白。从首尔大学盆唐医院及中央大学医院接收血浆样品。从罗克兰

(Rockland)公司购买了增强化学发光溶液。从Nunc公司购买了板。与6E10及FF51抗体有关

的表位具有分别由人类β-淀粉样蛋白肽的氨基酸3～8及氨基酸1～4形成的氨基酸序列。与

3B6及3B6生物素抗体有关的表位是由α-突触核蛋白蛋白质序列的119～140形成的序列。

[0085] 实施例2：6E10板的制备

[0086] 在10ml的碳酸盐缓冲液(西格玛公司)中稀释30μg的6E10抗体(抗β-淀粉样蛋白蛋

白质，Biolegend公司)，在板(Nunc公司)中将100μl接种于各孔后，在4℃的冰箱中进行了1

天的反应。在磷酸盐缓冲液中将上述板清洗3次，在D.W中接种溶解有1％的Block  Ace的240

μl的封闭液后，在常温条件下进行了2小时的反应。利用磷酸盐缓冲液将上述板清洗3次，在

常温条件下干燥30分钟后使用。

[0087] 实施例3：3B6板的制备

[0088] 在10ml的碳酸盐缓冲液(西格玛公司)中稀释20μg的3B6抗体(抗α-突触核蛋白蛋
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白质，Novus  Biologicals公司)，在板(Nunc公司)中将100μl接种于各孔后，在4℃的冰箱中

进行了1天的反应。在磷酸盐缓冲液中将上述板清洗3次，在D.W中接种溶解有1％的Block 

Ace的240μl的封闭液后，在常温条件下进行了2小时的反应。利用磷酸盐缓冲液将上述板清

洗3次，在常温条件下干燥30分钟后使用。

[0089] 实施例4：准备对照组

[0090] 作为阳性对照组(positive  control)，向10μl的重组β-淀粉样蛋白1-42(rec.β-

淀粉样蛋白)(1μg/ml)添加990μl的磷酸盐吐温缓冲液来使用了100μl。作为阳性对照组

(positive  control)在10μl的重组α-突触核蛋白(1mg/ml)添加990μl的磷酸盐吐温缓冲液

来使用了100μl。作为阴性对照组(negative  control)使用了100μl的磷酸盐缓冲液。

[0091] 实施例5：准备样品

[0092] 将2样品作为基准准备了样品。在37℃的微量恒温仪(heat  block)中，将冷冻的血

浆样品溶解15分钟后，进行30秒钟的涡流(vorte  xing)，然后使用。在20μl的血浆中混合

8.08μl的HBR1(0.123mg/ml)、180μl的磷酸盐吐温缓冲液及20μl的rec.β-淀粉样蛋白1-42

(1n  g/10μl)来准备掺加有1ng的rec.β-淀粉样蛋白1-42的样品，使得总体积为228.08μl。

在20μl的血浆中混合8.08μl的HBR1(0 .123mg/ml)、180μl的磷酸盐吐温缓冲液及20μl的

rec.β-淀粉样蛋白9-42生物素(1ng/10μl)来准备掺加有1ng的rec.β-淀粉样蛋白9-42生物

素的样品，使得总体积为228.08μl。在20μl的血浆中混合8.08μl的HBR1(0.123mg/ml)、180μ

l的磷酸盐吐温缓冲液及20μl的rec .β-淀粉样蛋白9-42(1ng/10μl)来准备掺加有1ng的

rec .β-淀粉样蛋白9-42的样品，使得总体积为228.08μl。在20μl的血浆中混合8.08μl的

HBR1(0.123mg/ml)、180μl的磷酸盐吐温缓冲液及20μl的重组α-突触核蛋白(1μg/10μl)来

准备掺加有1μg的重组α-突触核蛋白的样品，使得总体积为228.08μl。并且，在20μl的血浆

中混合8.08μl的HBR1(0.123mg/ml)和200μl的磷酸盐吐温缓冲液来准备未掺加重组肽的样

品，使得总体积为228.08μl。

[0093] 实施例6：培养(incubation)

[0094] 作为在上述实施例5中通过处理rec.β-淀粉样蛋白1-42来准备的样品，在37℃培

养箱中分别培养4天、6天。作为在上述实施例5中通过处理rec.β-淀粉样蛋白1-42来准备的

样品，在37℃培养箱中分别培养2天、3天、4天、5天。作为未处理rec.β-淀粉样蛋白1-42的样

品，在37℃的培养箱中分别培养0天、5天。并且，作为在上述实施例5中通过处理rec.β-淀粉

样蛋白9-42生物素来准备的样品，培养了6天。作为在上述实施例5中通过处理rec.β-淀粉

样蛋白9-42来准备的样品，分别培养了2天、3天、4天。并且，作为在上述实施例5中通过处理

重组α-突触核蛋白来准备的样品，分别培养了0天、2天、4天、6天。

[0095] 实施例7：在处理rec.β-淀粉样蛋白1-42后培养4天、6天的样品中利用多聚体检测

系统(MDS，multimer  detection  system)的β-淀粉样蛋白低聚物(oligomer)检测

[0096] 在6E10涂敷板(3μg/ml)分别接种100μl的阳性对照组及阴性对照组及处理rec.β-

淀粉样蛋白1-42，来培养4天和6天的样品后，在常温条件下进行了1小时的反应。利用TBST

将上述板清洗3次，并在缓冲液A中使FF51-HRP抗体稀释成1/1000来每次接种100μl后，在常

温条件下进行了1小时的反应。利用TBST将上述板清洗3次后，接种了100μl的增强化学发光

溶液。将与增强化学发光进行反应的板插入于luminometer仪(珀金埃尔默仪器有限公司

(perkinelmer))，并测定了发光(uminescent)信号。其结果如图1a所示。
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[0097] 图1a和图1b示出添加rec.β-淀粉样蛋白1-42后，AD样品的信号与Non  AD样品的信

号相比，随着培养时间而增加。示出在培养4天和6天的各个条件下AD和Non  AD之间的差异。

[0098] 通过图1a和图1b观察，当与Non  AD患者样品进行比较时，在AD患者的样品中的β-

淀粉样蛋白低聚物的信号呈现得高，这是判断为在AD患者样品中用于抑制形成β-淀粉样蛋

白低聚物的防御系统在AD患者样品中与Non  AD患者相比不太活化。

[0099] 实施例8：在处理rec.β-淀粉样蛋白1-42后分别培养2天、3天、4天、5天的样品中利

用多聚体检测系统的β-淀粉样蛋白低聚物检测

[0100] 在6E10涂敷板(3μg/ml)分别接种100μl的阳性对照组及阴性对照组及处理rec.β-

淀粉样蛋白1-42，来分别培养2天、3天、4天、5天的样品后，在27℃的培养箱中以静置的状态

进行了1小时的反应。利用TBST将上述板清洗3次，并在缓冲液A中使FF51-HRP抗体制备成

10ng/ml来每次接种100μl。在27℃的培养箱中以静置的状态进行了1小时的反应，利用TBST

将上述板清洗3次后，接种了100μl的增强化学发光溶液。将与增强化学发光进行反应的板

插入于lumino  meter仪(珀金埃尔默仪器有限公司)，并测定了发光信号。其结果如图1c所

示。

[0101] 图1c示出添加rec.β-淀粉样蛋白1-42后，AD样品的信号与Non  AD样品的信号相

比，随着2天、3天、4天、5天的培养时间而增加1.15倍、1.34倍、1.65倍及1.84倍。示出AD和

Non  AD之间的差异随着培养天数增加而逐渐变大。

[0102] 通过图1c观察，当与Non  AD患者样品进行比较时，在AD患者的样品中的β-淀粉样

蛋白低聚物的信号呈现得高，这判断为在用于抑制形成β-淀粉样蛋白低聚物的防御系统在

AD患者样品中与Non  AD患者相比不太活化。

[0103] 实施例9：在处理rec.β-淀粉样蛋白1-42后5天、无处理rec.β-淀粉样蛋白1-42后

培养0天、5天的样品中利用多聚体检测系统的β-淀粉样蛋白低聚物检测

[0104] 在6E10涂敷板(3μg/ml)分别接种100μl的阳性对照组及阴性对照组及处理rec.β-

淀粉样蛋白1-42，来培养5天、未处理rec.β-淀粉样蛋白1-42，来分别培养0天、5天的样品

后，在27℃的培养箱中以静置的状态进行了1小时的反应。利用TBST将上述板清洗3次，并在

缓冲液A中使FF51-HRP抗体制备成10ng/ml来每次接种100μl。在27℃的培养箱中以静置的

状态进行了1小时的反应，利用TBST将上述板清洗3次后，接种了100μl的增强化学发光溶

液。将与增强化学发光进行反应的板插入于luminometer仪(珀金埃尔默仪器有限公司)，并

测定了发光信号。其结果如图1d所示。

[0105] 图1d作为在添加rec.β-淀粉样蛋白1-42后培养5天、不添加rec.β-淀粉样蛋白1-

42培养0天、5天的样品中测定β-淀粉样蛋白低聚物的数据，当掺加β-淀粉样蛋白1-42时和

未掺加β-淀粉样蛋白1-42时，根据时间AD样品的信号示出Non  AD样品的信号的增加状态，

添加rec.β-淀粉样蛋白1-42后仅在培养5天的样品中示出AD和Non  AD之间的差异。

[0106] 通过图1d观察，在AD患者的样品中β-淀粉样蛋白低聚物的信号呈现得高，这是判

断为在用于抑制形成β-淀粉样蛋白低聚物的防御系统在AD患者样品中与Non  AD患者相比

不太活化，判断为呈现当掺加β-淀粉样蛋白1-42时与用于抑制形成β-淀粉样蛋白低聚物的

防御系统有关的效果。

[0107] 实施例10：在处理rec.β-淀粉样蛋白9-42生物素后培养6天的样品中利用多聚体

检测系统的β-淀粉样蛋白低聚物检测
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[0108] 在6E10涂敷板(3μg/ml)分别接种100μl的处理阳性对照组及阴性对照组及rec.β-

淀粉样蛋白9-42生物素，来培养6天的样品后，在常温条件下进行了1小时的反应。利用TBST

将上述板清洗3次，并在缓冲液A中使FF51-HRP抗体稀释成1/1000来每次接种100μl后，在常

温条件下进行1小时的反应。利用TBST将上述板清洗3次后，接种了100μl的增强化学发光溶

液。将与增强化学发光进行反应的板插入于luminometer仪(珀金埃尔默仪器有限公司)，并

测定了发光信号。其结果整理于图2a所示。

[0109] 图2a示出当掺加与β-淀粉样蛋白进行捆绑的rec.β-淀粉样蛋白9-42生物素来培

养6天时，AD患者组的信号与正常组的信号相比高。

[0110] 通过图2a观察，判断为rec.β-淀粉样蛋白9-42生物素与β-淀粉样蛋白进行捆绑，

来促进聚集，从而借助抗原的数量部分和大小部分的变化来进行区分。

[0111] 实施例11：在处理rec.β-淀粉样蛋白9-42生物素后培养2天、3天、4天的样品中利

用多聚体检测系统的β-淀粉样蛋白低聚物检测

[0112] 在6E10涂敷板(3μg/ml)分别接种100μl的处理阳性对照组及阴性对照组及rec.β-

淀粉样蛋白9-42，来培养2天、3天、4天的样品后，在27℃的培养箱中以静置的状态进行了1

小时的反应。利用TBST将上述板清洗3次，并在缓冲液A中使FF51-HRP抗体制备成10ng/ml来

每次接种100μl。在27℃的培养箱中以静置的状态使上述板反应1小时，利用TBST将上述板

清洗3次后，接种了100μl的增强化学发光溶液。将与增强化学发光进行反应的板插入于

luminometer仪(珀金埃尔默仪器有限公司)，并测定了发光信号。其结果整理于图2b所示。

[0113] 图2b示出当掺加与β-淀粉样蛋白进行捆绑的rec.β-淀粉样蛋白9-42生物素来培

养2天、3天、4天时，AD患者组的信号与正常组的信号相比，随着时间增加1.1倍、1.52倍、

1.84倍。

[0114] 通过图2b观察，判断为rec.β-淀粉样蛋白9-42生物素与β-淀粉样蛋白进行捆绑，

来促进聚集，从而借助抗原的数量部分和大小部分的变化来进行区分。

[0115] 实施例12：在处理重组α-突触核蛋白后培养0天、2天、4天、6天的样品中利用多聚

体形式检测系统的α-突触核蛋白低聚物检测

[0116] 在3B6涂敷板(2μg/ml)分别接种100μl的处理阳性对照组及阴性对照组及重组α-

突触核蛋白，来培养0天、2天、4天、6天的样品后，在27℃的培养箱中以静置的状态进行了1

小时的反应。利用TBST将上述板清洗3次，并在缓冲液A中使3B6-生物素抗体制备成2μg/ml

来每次接种100μl。在27℃的培养箱中以静置的状态使上述板反应1小时，利用TBST将上述

板清洗3次。在缓冲液A中将链霉亲和素-辣根过氧化物酶稀释成1/5000来每次接种100μl

后，在27℃的培养箱中以静置的状态使上述板反应1小时，利用TBST将上述板清洗3次。接种

了100μl的增强化学发光溶液。作为与增强化学发光进行反应的板插入于luminometer仪

(珀金埃尔默仪器有限公司)，并测定了发光信号。其结果整理于图3所示。

[0117] 图3作为示出掺加重组α-突触核蛋白后，培养0天、2天、4天、6天，随着时间增加PD

样品的信号与Non  PD信号的变化的数据，当培养0天时，示出与Non  PD信号相比PD样品的信

号的比例(ratio)为0.92倍，当培养2天、4天、6天时示出增加1.34倍、1.76倍、1.78倍。

[0118] 通过图3观察，当与Non  PD患者样品进行比较时，在PD患者的样品中α-突触核蛋白

的信号高，这是判断为在用于抑制形成α-突触核蛋白低聚物的防御系统在PD患者样品中与

Non  AD患者相比不太活化。
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[0119] 以上，对本发明的特定部分进行了详细说明，就本发明所属技术领域的普通技术

人员来说，这种详细说明只属于优选实例，本发明的范围并不局限于此，这是显而易见的。

因此，本发明的实质性的范围应根据所附的发明要求保护范围和其等同技术方案来定义。
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图1a

说　明　书　附　图 1/7 页

19

CN 107110872 A

19



图1b
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图1c
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图1d
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图2a
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图2b
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图3
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