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本文提供了使用结合剂来检测来自妊娠妇

女的生物样品中的PEE蛋白和/或PEE自身抗体的

存在的方法、组合物和试剂盒。这样的方法和组

合物可以用于预测先兆子痫的发作、监控先兆子

痫的进展、监控先兆子痫的消退、评价先兆子痫

治疗的功效、鉴别应当对先兆子痫进行治疗的患

者亚群或鉴别应当对监控先兆子痫症状进行监

控的患者亚群。
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1.结合剂组合物在制备通过以下方法用于检测妊娠妇女产生先兆子痫的风险的试剂

中的用途，该方法包括：

a.将来自所述妇女的生物样品与结合剂组合物接触，所述结合剂组合物包含与三种先

兆子痫即PEE蛋白特异性结合的抗体，所述三种PEE蛋白由GSN、THBS1和PRG2组成；和

b.检测所述结合剂组合物与所述样品中存在的所述三种PEE蛋白的结合；

其中所述结合剂组合物以10-12M至10-5M的Kd结合PEE蛋白，并且其中与所述结合剂组合

物与来自相同三个月的健康妊娠妇女的生物样品中的PEE蛋白的结合相比，所述结合剂组

合物与样品中的PEE蛋白的结合改变，由此结合的改变表明产生先兆子痫的风险达至少

80％的准确度,

其中所述生物样品为血清。

2.权利要求1的用途，其中妇女在其妊娠的末三个月。

3.权利要求1的用途，其中妇女在其妊娠的中间三个月。

4.权利要求1的用途，其中妇女在其妊娠的头三个月。

5.权利要求1的用途，其中结合的改变表明产生先兆子痫的风险达至少90％的准确度。

6.权利要求1的用途，其中结合的改变表明产生先兆子痫的风险达至少95％的准确度。

7.权利要求1的用途，其中抗体包括荧光标记。

8.权利要求1的用途，其中结合通过免疫测定来进行。

9.权利要求8的用途，其中免疫测定是酶联免疫吸附测定。

10.权利要求8的用途，其中免疫测定包括珠子。

11.权利要求8的用途，其中免疫测定包括磁性颗粒。

12.权利要求8的用途，其中免疫测定不包括磁性颗粒。

13.权利要求1的用途，其中该方法进一步用于预测先兆子痫的发作、监控先兆子痫的

进展、监控先兆子痫的消退、评价先兆子痫治疗的功效、鉴别应当针对先兆子痫进行治疗的

患者亚群或鉴别应当监控先兆子痫症状的患者亚群。

14.结合剂组合物在制备通过以下方法用于检测妊娠妇女产生先兆子痫的风险的试剂

中的用途，该方法包括

a.将来自所述妇女的生物样品与结合剂组合物接触，其中所述生物样品为血清，并且

其中所述结合剂组合物与所述样品中存在的PEE自身抗体结合，

其中所述结合剂组合物结合CSNK1D、CUEDC1和ZRANB2的PEE自身抗体；或者

其中所述结合剂组合物结合CSNK1D、SULT4A1和连接桥粒斑珠蛋白的PEE自身抗体；和

b.检测所述结合剂组合物与所述样品中存在的所述PEE自身抗体的结合；

其中所述结合剂组合物以10-12M至10-5M的Kd结合PEE自身抗体，并且其中与所述结合剂

组合物与来自相同三个月的健康妊娠妇女的生物样品中的PEE自身抗体的结合相比，所述

结合剂组合物与样品中的PEE自身抗体的结合改变，由此结合的改变表明产生先兆子痫的

风险达至少80％的准确度。

15.权利要求14的用途，其中所述结合剂组合物包括蛋白质。

16.权利要求15的用途，其中所述结合剂组合物包括蛋白质，所述蛋白质包括标记。

17.权利要求16的用途，其中标记是荧光标记。

18.权利要求14的用途，其中与所述结合剂组合物与来自健康妊娠妇女的生物样品中
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的自身抗体的结合相比，所述结合剂组合物与样品中的PEE自身抗体的结合提高。

19.权利要求14的用途，其中与所述结合剂组合物与来自健康妊娠妇女的生物样品中

的自身抗体的结合相比，所述结合剂组合物与样品中的PEE自身抗体的结合降低。

20.权利要求14的用途，其中所述结合剂组合物结合CSNK1D、CUEDC1和ZRANB2的PEE自

身抗体。

21.权利要求14的用途，其中所述结合剂组合物结合CSNK1D、SULT4A1和连接桥粒斑珠

蛋白的PEE自身抗体。

22.权利要求14的用途，其中妇女在其妊娠的末三个月。

23.权利要求14的用途，其中妇女在其妊娠的中间三个月。

24.权利要求14的用途，其中妇女在其妊娠的头三个月。

25.权利要求14的用途，其中结合的改变表明产生先兆子痫的风险达至少90％的准确

度。

26.权利要求14的用途，其中结合的改变表明产生先兆子痫的风险达至少95％的准确

度。

27.权利要求14的用途，其中结合通过免疫测定来进行。

28.权利要求27的用途，其中免疫测定是酶联免疫吸附测定。

29.权利要求27的用途，其中免疫测定包括珠子。

30.权利要求27的用途，其中免疫测定包括磁性颗粒。

31.权利要求27的用途，其中免疫测定不包括磁性颗粒。

32.权利要求28的用途，其中该方法进一步用于预测先兆子痫的发作、监控先兆子痫的

进展、监控先兆子痫的消退、评价先兆子痫治疗的功效、鉴别应当针对先兆子痫进行治疗的

患者亚群或鉴别应当监控先兆子痫症状的患者亚群。

33.结合剂组合物在制备通过以下方法用于检测妊娠妇女产生先兆子痫的风险的试剂

中的用途，该方法包括：

a.将来自所述妇女的生物样品与结合剂组合物接触，所述结合剂组合物包含与三种先

兆子痫即PEE蛋白特异性结合的抗体，所述三种PEE蛋白由GSN、THBS1和PRG2组成；和

b.检测所述结合剂组合物与所述样品中存在的所述三种PEE蛋白和至少一种PEE自身

抗体的结合；

其中所述结合剂组合物以10-12M至10-5M的Kd结合所述三种PEE蛋白的每一种，其中所述

结合剂组合物以10-12M至10-5M的Kd结合所述至少一种PEE自身抗体，并且其中与所述结合剂

组合物与来自相同三个月的健康妊娠妇女的生物样品中的所述三种PEE蛋白和至少一种

PEE自身抗体的结合相比，所述结合剂组合物与样品中的所述三种PEE蛋白和所述至少一种

PEE自身抗体的结合改变，由此结合的改变表明产生先兆子痫的风险达至少80％的准确度，

其中所述生物样品为血清。

34.权利要求33的用途，其中自身抗体选自表4或表5。

35.权利要求33的用途，其中与所述结合剂组合物与来自健康妊娠妇女的生物样品中

的PEE自身抗体的结合相比，所述结合剂组合物与样品中的PEE自身抗体的结合提高，其中

所述生物样品为血清。

36.权利要求33的用途，其中与所述结合剂组合物与来自健康妊娠妇女的生物样品中
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的PEE自身抗体的结合相比，所述结合剂组合物与样品中的PEE自身抗体的结合降低，其中

所述生物样品为血清。

37.权利要求33的用途，其中所述结合剂组合物结合超过一种的PEE自身抗体。

38.权利要求37的用途，其中所述结合剂组合物结合CSNK1D、CUEDC1和ZRANB2的PEE自

身抗体。

39.权利要求37的用途，其中所述结合剂组合物结合CSNK1D、SULT4A1和连接桥粒斑珠

蛋白的PEE自身抗体。

40.权利要求33的用途，其中妇女在其妊娠的末三个月。

41.权利要求33的用途，其中妇女在其妊娠的中间三个月。

42.权利要求33的用途，其中妇女在其妊娠的头三个月。

43.权利要求33的用途，其中结合的改变表明产生先兆子痫的风险达至少90％的准确

度。

44.权利要求33的用途，其中结合的改变表明产生先兆子痫的风险达至少95％的准确

度。

45.权利要求33的用途，其中所述结合剂组合物包含标记抗体和标记蛋白。

46.权利要求33的用途，其中标记是荧光标记。

47.权利要求33的用途，其中结合通过免疫测定来进行。

48.权利要求33的用途，其中免疫测定是酶联免疫吸附测定。

49.权利要求47的用途，其中免疫测定包括珠子。

50.权利要求47的用途，其中免疫测定包括磁性颗粒。

51.权利要求47的用途，其中免疫测定不包括磁性颗粒。

52.权利要求33的用途，其中该方法进一步用于预测先兆子痫的发作、监控先兆子痫的

进展、监控先兆子痫的消退或评价先兆子痫治疗的功效。

53.包含一个或多个固体表面的组合物，所述固体表面由特异性结合GSN、THBS1和PRG2

的抗体组成。

54.诊断测定试剂盒，其包括：

a.用于检测来自妊娠妇女的生物样品中的GSN、THBS1和PRG2的试剂；

b.包含一个或多个固体表面的组合物，所述固体表面由特异性结合GSN、THBS1和PRG2

的抗体组成；和

c.测定的使用说明。

权　利　要　求　书 3/3 页

4

CN 105308455 B

4



用于诊断先兆子痫的方法和组合物

[0001] 相关申请的交叉参考

[0002] 本申请要求2013年3月14日提交的美国临时专利申请系列No.61/785,934的优先

权权益，其完整内容按引用并入本文中。

[0003] 发明背景

[0004] 先兆子痫(PEE)是妊娠过程中发生的障碍，并且会导致母体和胎儿的发病和死亡。

这种病症在美国(U.S.)和国外的妊娠母体中是普遍的。PEE影响全世界所有出生的5-15％。

在全世界，每年1千3百万早产中的20％是由PEE引起的。每年只在美国，每年总的500,000例

早产中的100,000例是PEE的结果。在全世界，在每年出生的3千万子宫内生长迟缓婴儿中，

15％(450万)与PEE相关。每年全世界大约50万婴儿，和美国10,500婴儿死于母体PEE。美国

每年还有大约2200个来自PEE的出生。此外，组合这些数字是因为全世界很少报道PEE。

[0005] PEE涉及妊娠诱发的高血压，其中在患者尿液中常常观察到蛋白质。目前，通过通

常只在妊娠第20周后出现的孕妇血压升高，结合尿液中过量蛋白质的出现来诊断PEE。目前

通过没有高血压、肾病、糖尿病或其他重大疾病病史的妇女后半段妊娠中出现的血压升高

(>140/90mm  Hg)和尿液中的蛋白质(>300mg/24小时)来限定PEE。PEE还可包括许多其他异

常。

[0006] 没有精确的方式来诊断是否存在病症，并且因此对超过20周妊娠的呈现那些特殊

症状的妇女，常常考虑PEE的可能性。已经证明了PEE特别难以诊断，因为其症状酷似许多其

他疾病并且包括如头痛、腹痛、视力障碍、意识模糊、焦虑、呼吸短促、恶心和呕吐这样的症

状。如果未得到确诊，或诊断太晚，则对母体及其婴儿都存在严重影响。此外，PEE可以从中

度快速进展到重度。疾病的严重征兆包括高血压、脑损伤的风险、损伤的肾和肝功能、凝血

问题、肺水肿乃至癫痫。一些妇女呈现出预先存在的高血压，其常常难以与PEE的发作区分，

因此进一步增加了诊断的复杂性。迄今为止，没有有效的方式在症状发作之前诊断这种潜

在的致命病症。

[0007] PEE能够导致母体并发症，如惊厥和HELLP症状(溶血、升高的肝酶和降低的血小

板)。PEE能够导致胎儿并发症，如早熟、子宫内生长限制；酸中毒，未来生活的挑战，如学习

障碍、脑瘫、癫痫、失明和耳聋，或甚至能够导致胎儿死亡。

[0008] PEE发作的早期检测、诊断和/或预测将防止或延迟PEE许多不利的母体和胎儿结

果。现在仅仅认识到先兆子痫妇女中存在早期分子异常，但仍然需要准确和/或灵敏的诊断

需要治疗的妇女的方式。因此，对用于将可能经历PEE的母体的早期检测的准确测试存在未

能满足的需求。本文中所述的发明解决了这个需求并且还提供了额外的益处。

[0009] 在整个说明书中，引用了各种参考文献、出版物、专利和/或专利申请。将这些参考

文献、出版物、专利和/或专利申请全部按引用并入本文中，用于所有用途。

[0010] 发明简述

[0011] 本文中所述的发明尤其涉及用于鉴别产生先兆子痫(PEE)的风险、预测PEE的发

作、监控PEE的进展、监控PEE的消退、鉴别应当对PEE进行治疗或继续对PEE进行治疗的患者

亚群、评价妊娠妇女中PEE治疗的功效和/或鉴别应当对PEE症状进行监控的患者亚群的方
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法、组合物和试剂盒。

[0012] 在一个方面中，本发明提供了用于检测妊娠妇女中产生先兆子痫的风险的方法，

该方法包括将来自该妇女的生物样品与结合剂接触和检测结合剂与样品中存在的至少三

种PEE蛋白的结合，其中结合剂以10-12M至10-5M的Kd结合PEE蛋白，并且其中与结合剂与来自

相同三个月的健康妊娠妇女的生物样品中的PEE蛋白的结合相比，结合剂与样品中的PEE蛋

白的结合提高，由此结合的提高表明产生先兆子痫的风险达至少80％的准确度。在一些实

施方案中，结合的提高表明产生先兆子痫的风险达至少90％的准确度。在其他实施方案中，

结合的提高表明产生先兆子痫的风险达至少95％的准确度。在一个实施方案中，将该方法

用于预测先兆子痫的发作、监控先兆子痫的进展、监控先兆子痫的消退、评价先兆子痫的治

疗功效、鉴别应当针对PEE进行治疗的患者亚群或鉴别应当监控PEE症状的患者亚群。在一

个实施方案中，至少三种PEE蛋白选自表1中所列的PEE蛋白。在另一个实施方案中，至少三

种PEE蛋白选自表2中所列的PEE蛋白。在另一个实施方案中，至少三种PEE蛋白选自表3中的

PEE蛋白的组合。在另一个实施方案中，结合剂进一步结合选自表1或表2的再另一种PEE蛋

白。在某些实施方案中，结合剂结合不超过48种PEE蛋白。在某些实施方案中，妇女在其妊娠

的末三个月。在某些实施方案中，妇女在其妊娠的中间三个月。在某些实施方案中，妇女在

其妊娠的头三个月。在一些实施方案中，生物样品是非胎儿母体样品。在一些实施方案中，

生物样品是尿液、血液或胎盘组织。在一些实施方案中，结合剂包括PEE蛋白GSN、THBS1和

PRG2的单独抗体的混合物。在其他实施方案中，结合剂进一步结合样品中存在的自身抗体。

在一些这样的实施方案中，结合剂进一步结合选自表4或表5的自身抗体。在一个特定的实

施方案中，结合剂结合CSNK1D、CUEDC1和ZRANB2的PEE自身抗体。在另一个特定的实施方案

中，结合剂结合CSNK1D、SULT4A1和连接桥粒斑珠蛋白(Junction  Plakoglobin)的PEE自身

抗体。在本文中提供的方法的一个实施方案中，结合通过免疫测定来进行。在另一个实施方

案中，免疫测定是酶联免疫吸附测定。在另一个实施方案中，免疫测定包括珠子。在另一个

实施方案中，免疫测定包括磁性颗粒。在另一个实施方案中，免疫测定不包括磁性颗粒。在

另一个实施方案中，结合剂是包括蛋白结合位点的核蛋白。

[0013] 在另一个方面中，本发明提供了用于检测妊娠妇女中产生先兆子痫的风险的方

法，该方法包括将来自该妇女的生物样品与结合剂接触，和检测结合剂与样品中存在的PEE

自身抗体的结合，其中结合剂以10-12M至10-5M的Kd结合PEE自身抗体，并且其中与结合剂与

来自相同三个月的健康妊娠妇女的生物样品中的PEE自身抗体的结合相比，结合剂与样品

中的PEE自身抗体的结合改变，由此结合的改变表明产生先兆子痫的风险达至少80％的准

确度。在一个实施方案中，结合的提高表明产生先兆子痫的风险达至少90％的准确度。在另

一个实施方案中，结合的提高表明产生先兆子痫的风险达至少95％的准确度。在一个实施

方案中，PEE自身抗体选自表4或表5。在另一个实施方案中，结合剂包括蛋白质。在另一个实

施方案中，结合剂包括蛋白质阵列。在另一个实施方案中，与结合剂与来自健康妊娠妇女的

生物样品中的自身抗体的结合相比，结合剂与样品中的PEE自身抗体的结合提高。在另一个

实施方案中，与结合剂与来自健康妊娠妇女的生物样品中的自身抗体的结合相比，结合剂

与样品中的PEE自身抗体的结合降低。在另一个实施方案中，结合剂结合CSNK1D、CUEDC1和

ZRANB2的PEE自身抗体。在另一个实施方案中，结合剂结合CSNK1D、SULT4A1和连接桥粒斑珠

蛋白的PEE自身抗体。在另一个实施方案中，结合剂进一步结合选自表1或表2的PEE蛋白。在
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另一个实施方案中，结合剂进一步结合选自GSN、THBS1或PRG2的PEE蛋白。在另一个实施方

案中，结合剂结合不超过48种PEE蛋白。在一个实施方案中，结合剂包括蛋白质。在另一个实

施方案中，结合剂包括蛋白质，所述蛋白质包括标记。在某些实施方案中，标记可以是荧光

标记。在一个实施方案中，妇女在其妊娠的末三个月。在一个实施方案，妇女在其妊娠的中

间三个月。在一个实施方案中，妇女在其妊娠的头三个月。在另一个实施方案中，生物样品

是非胎儿母体样品。在另一个实施方案中，生物样品是尿液、血液或胎盘组织。在另一个实

施方案中，结合通过免疫测定来进行。在另一个实施方案中，免疫测定是酶联免疫吸附测

定。在另一个实施方案中，免疫测定包括珠子。在另一个实施方案中，免疫测定包括磁性颗

粒。在另一个实施方案中，免疫测定不包括磁性颗粒。在一个实施方案中，结合剂包括抗体。

在另一个实施方案中，结合剂包括核蛋白。在另一个实施方案中，结合剂包括肽。在另一个

实施方案中，结合剂包括荧光标记。在另一个实施方案中，结合剂包括标记的抗体。

[0014] 在再另一个方面中，本发明提供了用于检测妊娠妇女中产生先兆子痫的风险的方

法，该方法包括将来自妇女的生物样品与结合剂接触，检测结合剂与样品中存在的至少一

种PEE蛋白和至少一种PEE自身抗体的结合，其中结合剂以10-12M至10-5M的Kd结合至少一种

PEE蛋白，其中结合剂以10-12M至10-5M的Kd结合至少一种PEE自身抗体，并且其中与结合剂与

来自相同三个月的健康妊娠妇女的生物样品中的至少一种PEE蛋白和至少一种PEE自身抗

体的结合相比，结合剂与样品中的至少一种蛋白质和至少一种PEE自身抗体的结合改变，由

此结合的改变表明产生先兆子痫的风险达至少80％的准确度。在一个实施方案中，结合的

提高表明产生先兆子痫的风险达至少90％的准确度。在另一个实施方案中，结合的提高表

明产生先兆子痫的风险达至少95％的准确度。在一个实施方案中，该方法进一步用于预测

先兆子痫的发作、监控先兆子痫的进展、监控先兆子痫的消退或评价先兆子痫的治疗功效。

在一个实施方案中，PEE自身抗体选自表4或表5。在一个实施方案中，与结合剂与来自健康

妊娠妇女的生物样品中的自身抗体的结合相比，结合剂与样品中的PEE自身抗体的结合提

高。在另一个实施方案中，与结合剂与来自健康妊娠妇女的生物样品中的自身抗体的结合

相比，结合剂与样品中的PEE自身抗体的结合降低。在一个实施方案中，PEE蛋白选自表1或

表2。在另一个实施方案中，结合剂进一步结合选自GSN、THBS1或PRG2的蛋白质。在一个实施

方案中，结合剂结合超过一种的PEE蛋白。在一个特定的实施方案中，结合剂结合PEE蛋白

GSN、THBS1和PRG20在一个实施方案中，结合剂结合不超过48种PEE蛋白。在一个实施方案

中，结合剂结合不超过一种PEE自身抗体。在一个特定的实施方案中，结合剂结合CSNK1D、

CUEDC1和ZRANB2的PEE自身抗体。在另一个实施方案中，结合剂结合CSNK1D、SULT4A1和连接

桥粒斑珠蛋白的PEE自身抗体。在一个实施方案中，结合剂包括标记的抗体和标记的蛋白

质。在某些实施方案中，标记是荧光标记。在一个实施方案中，妇女在其妊娠的末三个月。在

一个实施方案，妇女在其妊娠的中间三个月。在另一个实施方案中，妇女在其妊娠的头三个

月。在一个实施方案中，生物样品是非胎儿母体样品。在一个实施方案中，生物样品是尿液、

血液或胎盘组织。在一个实施方案中，结合通过免疫测定来进行。在另一个实施方案中，免

疫测定是酶联免疫吸附测定。在另一个实施方案中，免疫测定包括珠子。在另一个实施方案

中，免疫测定包括磁性颗粒。在另一个实施方案中，免疫测定不包括磁性颗粒。

[0015] 在另一个方面中，本发明提供了包含一个或多个固体表面的组合物，所述表面包

含针对GSN、THBS1和PRG2的结合剂。
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[0016] 在另一个方面中，本发明提供了包含一个或多个固体表面的组合物，所述表面包

含针对CSNK1D、CUEDC1或ZRANB2自身抗原的结合剂。

[0017] 在另一个方面中，本发明提供了包含一个或多个固体表面的组合物，所述表面包

含针对CSNK1D、SULT4A1或连接桥粒斑珠蛋白的结合剂。

[0018] 在另一个方面中，本发明提供了诊断测定试剂盒，其包括：(a)用于检测来自妊娠

妇女的生物样品中的GSN、THBS1和PRG2的试剂；(b)包含一个或多个固体表面的组合物，所

述表面含有一种或多种针对GSN、THBS1和PRG2的结合剂；(c)测定的使用说明。

[0019] 在另一个方面中，本发明提供了诊断测定试剂盒，其包含：(a)用于检测来自妊娠

妇女的生物样品中的自身抗体的试剂；(b)包含一个或多个固体表面的组合物，所述表面含

有一种或多种针对PEE自身抗体的结合剂；(c)测定的使用说明。在一个实施方案中，试剂盒

的组合物包含能够结合CSNK1D、CUEDC1和ZRANB2PEE自身抗体的固体表面。在另一个实施方

案中，试剂盒的组合物包含能够结合CSNK1D、SULT4A1和连接桥粒斑珠蛋白PEE自身抗体的

固体表面。

[0020] 附图简述

[0021] 图1是当与来自正常健康妊娠妇女的血清相比时，区分PEE中的血清蛋白的48种

PEE蛋白的主成分分析的图示(按照ANOVA，p<0.001)。轴表示通过针对研究中每位患者的48

种PEE蛋白的光谱计数的相应特征值的平方根分级的协方差矩阵的特征向量(n＝35正常妊

娠，n＝25患有PEE的妊娠)。还可以参见表1。

[0022] 图2显示了针对PEE高预测性的8种蛋白质的分散图。这8种PEE蛋白是图1中的48种

PEE蛋白的子集：THBS1、PRG2、GSN、ITIH4、HPX、TF、APCS和F5。显示的是针对来自健康和PEE

样品的每种蛋白质的平均光谱计数值加SEM。这8种蛋白质中的三种的随机组合产生0.95或

更高的平均AUC。还可以参见表2。

[0023] 图3是用于生物标志物模式分析的蛋白质表达图解，以鉴别在三个月中显示出可

比较模式的蛋白质组。鉴别的蛋白质模式对应于表1和2中标记为“生物标志物模式分析”的

那栏。

[0024] 图4显示了针对表1中48种PEE蛋白集的针对每位患者的单独光谱计数的分散图；

显示的是针对每位患者的平均光谱计数加SEM。

[0025] 图5是按照75种PEE自身抗体的ANOVA的主成分分析的图示，具有qFDR<0.05的假发

现率调整的p-值以及正常和1.5PEE之间的最小倍数变化差异，发现在来自健康妊娠妇女和

患有PEE的妊娠妇女的血样样品中得到差异测量。还可以参见表4。

[0026] 图6显示了针对来自75种PEE自身抗体集的10种PEE自身抗体的子集的针对每位患

者的单独平均荧光强度(MFI)计数(图5和表5)的分散图，其在取自患有和未患先兆子痫的

妊娠妇女的血清中显著不同(qFDR<0.05；倍数变化>1.5)。显示的是来自25位健康妊娠妇女

(正常)和20位患有PEE的妊娠妇女的血清样品中的每种自身抗体的平均MFI计数加SEM。每

张图左侧的浅灰色垂直条表示头三个月(三角形)或末三个月(长方形)的正常妊娠妇女。每

张图右侧的深灰色垂直条表示末三个月(长方形)的PEE妇女。选择可以在头三个月的正常

妊娠中测量的生物标志物，头三个月中具有最小重叠并且具有PEE超越正常妊娠的显著

(qFDR<0.05)提高或降低，具有倍数变化>1.5。

[0027] 图7显示了针对来自75种PEE自身抗体集的最显著的10种自身抗体的针对每位患
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者的单独平均荧光强度(MFI)计数的分散图，其在取自患有和未患先兆子痫的妊娠妇女的

血清中是显著不同的(qFDR<0.05；倍数变化>1.5)；显示的是在来自25位健康妊娠妇女和20

位患有PEE的妊娠妇女的血清样品中的每种自身抗体的平均MFI计数加SEM。

[0028] 发明详述

[0029] 本文中描述的发明尤其提供了用于鉴别产生先兆子痫(PEE)的风险、预测PEE的发

作、监控PEE的进展、监控PEE的消退、鉴别应当针对PEE进行治疗或继续对PEE进行治疗的患

者亚群、评价妊娠妇女中PEE治疗的功效和/或鉴别应当监控PEE症状的患者亚群的方法、组

合物和试剂盒。如以下进一步详述的，已经鉴别出特定的肽、蛋白质和自身抗体标志物，其

可以用于准确地鉴别在早期至中期妊娠期间之后可能产生PEE的妊娠妇女。这样的标志物

可以允许PEE和呈现相似症状的其他病症之间的诊断区分。处于较高PEE风险下的受试者的

早期鉴别对于帮助挽救婴儿和母体的生命以及改善其健康具有相当大的价值。

[0030] 定义

[0031] 为了解释这个说明书的目的，以下定义将是适用的，并且只要适当，以单数使用的

术语也将包括复数，反之亦然。

[0032] 如本文中使用的，“先兆子痫”或“PEE”是指妊娠妇女产生高血压(相对于其妊娠前

的血压)和/或妊娠过程中尿液中的蛋白质时的病症。在许多病例中，在妊娠第20周(中间三

个月后期或末三个月)后发生高血压和/或尿液中的蛋白质。先兆子痫的症状可以包括，但

不限于，高血压(血压升高、尿液中过量蛋白质(蛋白尿)、头痛、视力变化(包括暂时性失明、

视力模糊或光敏感)、腹痛(如上腹痛，例如，右侧肋骨下)、恶心、呕吐、头晕、减少的排尿量、

突然的体重增加、视力障碍(例如，对光的过度敏感、视力模糊、看到闪光点或光环)、意识模

糊、焦虑和/或呼吸短促。在一些病例中，严重的PEE体征包括，但不限于：高血压、脑损伤的

风险、损伤的肾和肝功能、凝血问题、肺水肿和/或癫痫。其他PEE症状描述于本文中并且是

本领域技术人员(包括主治医生)已知的。

[0033] 处于产生PEE“风险中”的个体在本文中所述的治疗方法之前，可以具有或不具有

可检测的疾病或疾病症状，并且可以已经显示或尚未显示出可检测的疾病或疾病症状。“处

于风险中”表示个体具有如本文中所述的和本领域已知的一个或多个风险因素，其是与PEE

的产生相关的可测量参数。具有这些风险因素中的一个或多个的受试者比不具有这些风险

因素中的一个或多个的受试者具有更高的产生PEE的可能性。例如，在一些实施方案中，处

于产生PEE“风险中”的受试者显示出表1或表2中所示的一种或多种PEE蛋白的表达水平的

变化。

[0034] “个体”可以是“患者”。“患者”是指在主治医生护理下的“个体”。在一个实施方案

中，患者是妇女。在另一个实施方案中，患者是尚未诊断出患有PEE的妇女。在再另一个实施

方案中，患者是已经诊断出患有PEE但尚未有任何解决PEE治疗的妇女。

[0035] 如本文中使用的，“患者亚群”及其语法变化，是指特征在于具有将该患者亚群从

其属于的更宽疾病类别中的其他患者中区分出来的一个或多个不同的可测量和/或可鉴别

特征的患者子集。这样的特征包括具有本文中描述为处于产生PEE风险中的特征性的PEE蛋

白和/或自身抗体谱，任选地结合本文中所述的和本领域技术人员(包括主治医生)已知的

任一种症状。

[0036] 如本文中使用的，术语“生物样品”是指获自或源自个体的组合物，所述个体含有
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例如基于物理、生化、化学和/或生理特征而待表征和/或鉴别的细胞和/或其他分子实体。

在一些实施方案中，生物样品是来自母体的血液、血清、生物流体或组织。在其他实施方案

中，生物样品含有来自婴儿的一些材料。

[0037] 如本文中使用的“预测(predicting)”和“预测(prediction)”不是表示将以100％

确定性发生的事件。而是用来表示事件将更有可能发生。“预测(predict)”或“进行预测

(make  a  prediction)”所采取的行动可以包括测定事件将更有可能发生的可能性。本文中

所述的多个因素的评估可以用于进行这样的确定或预测。

[0038] “相关(correlate)”或“相关(correlating)”表示以任何方式将第一个分析或实

验方案的性能和/或结果与第二个分析或实验方案的性能和/或结果进行比较。例如，可以

在进行第二个实验方案中所使用第一个分析或实验方案的结果和/或可以使用第一个分析

或实验方案的结果来确定是否应当进行第二个分析或实验方案。关于对来自个体的生物样

品进行的PEE蛋白分析或PEE自身抗体分析的实施方案，可以使用结果来确定是否应当对该

个体执行特定的治疗方案。

[0039] 术语“诊断”在本文中用来表示医学或病理状况的鉴别或分类。例如，“诊断”可以

指PEE的鉴别，“诊断”还可以指PEE严重程度的分类。可以根据本领域技术人员(例如，产科

医生)将使用的任一种实验方案来进行PEE的诊断，例如，“Pre-eclampsia:Etiology  and 

Clinical  Practice(先兆子痫：病因学和临床实践)”(F.Lyall编辑和M.Belfort编辑)，剑

桥大学出版社(2007)和/或“Chesley′s  Hypertensive  Disorders  in  Pregnancy(妊娠中

的Chesley′s高血压障碍)”，第3版(M.Lindheimer，J.Roberts，F.G .Cunningham编辑)，

Elsevier(2009)。

[0040] 本文中使用术语“帮助诊断”来表示帮助进行关于PEE特定类型的症状或病症的存

在、程度或其他性质的临床决定的方法。例如，帮助PEE诊断的方法可以包括测量来自个体

的生物样品中的一种或多种PEE蛋白和/或PEE自身抗体的含量或检测来自个体的生物样品

中的一种或多种PEE蛋白和/或PEE自身抗体的存在或不存在。

[0041] 本文中使用术语“预后”来表示产生PEE的可能性的预测(包括PEE的复发)。通过选

择针对任何特定患者的最合适治疗形式，本发明的预测方法可用于在临床上进行治疗决

定。本发明的预测方法在预测患者是否可能产生PEE、具有PEE复发和/或PEE症状恶化中和/

或在诊断患者是否可能产生PEE、具有PEE复发和/或PEE症状恶化中是有价值的工具。

[0042] “治疗”是指尝试改变个体自然过程的临床干预并且可以在临床诊断或预后过程

之前、之中或之后进行。理想的治疗作用包括防止PEE或其病症或症状的出现或复发，减轻

PEE的病症或症状，减少PEE的任何直接或间接病理结果，降低PEE进展的速率或严重程度，

和/或改善或减轻PEE。在一些实施方案中，本发明的方法和组合物用于鉴别为处于产生PEE

风险中的患者亚群。在一些情况中，本发明的方法和组合物用于尝试延缓PEE的发展。

[0043] 应当明白本文中所述的各个方面和实施方案包括“由各个方面和实施方案组成”

和/或“基本上由各个方面和实施方案组成”。

[0044] 如本文中使用的，术语“肽”用来表示包括两个或多个通过一个氨基酸的羧基与另

一个氨基酸的α氨基连接的氨基酸的天然或合成分子。本发明的肽不受长度的限制，并且因

此“肽”可以是较长多肽和/或蛋白质的一部分，或可以指较长多肽/蛋白质本身。术语肽可

以与蛋白质和/或多肽互换使用。
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[0045] 如本文中使用的，术语“检测”是指不可检测、低、正常或高血清浓度的一种或多种

生物标志物(如，例如，蛋白质、肽和其他生物分子)的定量测量。

[0046] 如本文中使用的，术语“定量(quantify)”和“定量(quantification)”可以互换使

用，并且是指测定样品中物质(例如，生物标志物)的含量或丰度的过程，不管是相对的还是

绝对的。

[0047] 关于本文中的数值或参数的“约”包括(和描述)涉及该数值或参数本身的实施方

案。例如，关于“约X”的描述包括“X”的描述。术语“约”通过提供给定的数值可以比终点“高

一点”或“低一点”而没有影响所需结果，用来给数字范围终点提供灵活性。浓度、含量和其

他数字数据在本文中可以以范围形式来表述或呈现。应当明白使用这样的范围形式只是为

了方便和简洁，并且因此应当灵活地理解，不仅包括作为该范围限制明确记述的数值，还包

括该范围内涵盖的所有单独的数值或亚范围，如同明确记述每个数值和亚范围一样。

[0048] 如说明书和所附权利要求中使用的，单数形式“一个(a)”、“一个(an)”和“该

(the)”包括复数指代物，除非文中另外清楚地指明。

[0049] “任选的”或“任选地”表示随后所述的事件或情况可以发生也可以不发生，并且表

示该描述包括其中所述事件或情况发生的实例和其中所述事件或情况没有发生的实例。

[0050] 一般技术

[0051] 除非另外限定，本文中使用的技术和科学术语具有本发明所属领域的普通技术人

员通常了解的相同含义。

[0052] 除非另外指出，本发明的实践将使用蛋白质生物学、蛋白质化学、分子生物学(包

括重组技术)、微生物学、细胞生物学、生物化学和免疫学的常规技术，其在本领域技术人员

的能力范围内。这样的技术在文献中有全面解释，如“Preeclampsia:Etiology  and 

Clinical  Practice(先兆子痫：病因学和临床实践)”(F .Lyall编辑和M.Belfort编辑)，

Cambridge  UniversityPress(2007)；“Chesley 's  Hypertensive  Disorders  in 

Pregnancy，第3版(M.Lindheimer,J.Roberts,F.G.Cunningham编辑)，Elsevier(2009)；”

“Molecular  Cloning:A  Laboratory  Manual(分子克隆：实验室手册)”，第2版(Sambrook

等，1989)；“Oligonucleotide  Synthesis(寡核苷酸合成)”(M .J .Gait编辑，1984)；

“Current  Protocols  in  Molecular  Biology(分子生物学通用实验方案)”(F.M.Ausubel

等编辑，1987，周期性更新)；“PCR:The  Polymerase  Chain  Reaction(PCR:聚合酶链反

应)”，(Mullis等，编辑，1994)；和Singleton等，Dictionary  of  Microbiology  and 

Molecular  Biology(微生物学和分子生物学词典)，第2版，J.Wiley&Sons(New  York ,

N.Y.1994)。

[0053] 从妊娠妇女收集生物样品

[0054] 通常，从妊娠妇女收集生物样品。可以收集任何类型的生物样品，包括但不限于血

清、血浆、血液、尿液、粘液、唾液、脑脊髓液、羊水、滑液、宫颈阴道液、灌洗液、胎盘、其他周

围组织、组织，及其组合。在一个实施方案中，从妊娠妇女收集的生物样品只含有非胎儿组

织。在另一个实施方案中，与母体非胎儿组织一起收集一些胎儿组织。

[0055] 当表示PEE的生物标志物(如蛋白质、肽和自身抗体)可定量时，使用本文中所述的

方法测试妇女的PEE可以在妊娠过程的任何时间进行。可以在妊娠的头、中或末三个月过程

中收集并测试生物标志物。在一个实施方案中，在约4周至约6周妊娠时；在约6周至约8周

说　明　书 7/28 页

11

CN 105308455 B

11



时；在约8周至约10周时；在约10周至约12周时；在约12周至约14周时；在约14周至约16周

时；在约16周至约18周时；在约18周至约20周时；在约20周至约22周时；在约22周至约24周

时；在约24周至约26周时；在约26周至约28周时；在约28周至约30周时；或约30周时及以后，

收集并测试生物标志物。这些范围不应当看作是限制性的，因为这样的测试可以在妊娠过

程中的任何点进行。相反，提供这些范围来证明其中大部分妊娠妇女最可能进行该测试的

妊娠周期的时间段。

[0056] PEE蛋白和肽的鉴别以及生物样品的测试

[0057] 用于测试妊娠妇女PEE的方法可以包括检测与没有产生PEE的健康妊娠妇女相比

的生物样品中存在的与PEE相关的一种或多种肽、蛋白质和/或自身抗体的浓度、表达、胞内

迁移或活性的差异。如本文中进一步所述的各种系统和方法可以用于鉴别、表征和定量肽、

蛋白质或自身抗体。本文中提供了非限制性系统和方法。

[0058] 在一个实施方案中，可以使用质谱来鉴别在PEE或怀疑处于产生PEE风险中的妊娠

妇女与妊娠健康妇女之间差异表达的肽或蛋白质。在这样的实施方案中，本文中可以使用

比较来自不同生物样品的多个质谱，将使用补偿非生物可变性的方法后数量上不同的大量

离子定位，分离和表征目标蛋白质或肽生物标志物。

[0059] 在另一个实施方案中，可以使用毛细管液相色谱来鉴别在PEE或怀疑处于产生PEE

风险中的妊娠妇女与妊娠健康妇女之间差异表达的肽或蛋白质。本领域技术人员将认识到

其他技术可以用于鉴别PEE蛋白和/或肽。下文描述了能够使其用作PEE诊断标志物的PEE蛋

白和/或肽的特征。

[0060] 在分位数标准化后可以通过方差的单向或多向分析(ANOVA)来分析差异表达的蛋

白质或肽，以鉴别在PEE和健康妊娠之间差异表达的蛋白质。参见，例如，图1和表1。在一个

实施方案中，使用具有低于0.05假发现率的p-值，具有高于1.5倍数变化的上调蛋白质，或

具有高于1.5倍数变化的下调蛋白质，可以认为是显著的并用于构建预测模型。在另一个实

施方案中，使用具有低于0.05假发现率的p-值，具有高于2倍数变化的上调蛋白质，或具有

高于2倍数变化的下调蛋白质，可以认为是显著的并用于构建预测模型。各种类型的软件可

以用于统计学分析。此类软件的一个实例是Partek  Genomics  Suite。可以将蛋白质或肽接

受统计学分析，以选择用于以下表征模型中检测和/或预测PEE的强有力模型：K-最近邻、最

近质心、区别分析、支持向量机、偏最小二乘法、对角判别分析、随机森林和逻辑回归。如实

施例中进一步详述的，使用少至3种蛋白质，多个模型可以产生具有>0 .9的曲线下面积

(AUC)的接收者工作特征曲线(ROC)。通常，ROC曲线下面积是考虑了灵敏度和特异性度量的

测试准确度度量。1.0的AUC表示在该群中具有100％准确度。在不同的实施方案中，ROC曲线

下面积可以是PEE检测准确度、PEE诊断准确度、PEE预测准确度、PEE发作预测准确度等的统

计学测量。

[0061] 使用这种方法，在实施例1和表1中描述了发现与PEE相关的示例性肽和/或蛋白

质。这些肽和/或蛋白质可以互换地称为“PEE蛋白”或“PEE肽”或“PEE多肽”并且可用于PEE

的诊断、帮助诊断和/或治疗中。这些PEE蛋白还可以用于鉴别用于PEE治疗的患者亚群。

[0062] 生物样品的测试和PEE自身抗体的鉴别

[0063] 取自妊娠妇女的生物样品可以用于鉴别可以用于评估妊娠妇女是否已经产生或

将产生PEE的自身抗体(即，PEE自身抗体)。测量自身抗体的各种技术是本领域技术人员已
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知的。一种非限 制性方法是使用 人蛋白 质微阵列V 5 (微阵列)

(Invitrogen，Carlsbad，CA)，以测量来自健康妊娠妇女和PEE妊娠妇女的生物样品中的各

种自身抗体。表示健康和PEE妊娠血清中的每种自身抗体丰度的相对荧光单位可以上传至

任何类型的统计学软件并使用任何类型的统计学软件分析，所述软件如Partek′s 

Genomics  Suite(Partek  Inc，St.Louis，MO)。数据可以分位数标准化，接着进行方差的单

向或多向分析(ANOVA)，以鉴别在PEE和健康妊娠之间差异表达的自身抗体。

[0064] 示例性的在PEE和健康妊娠之间差异表达的自身抗体显示于表4、表5和图5-7中。

在一个实施方案中，使用具有低于0.05假发现率的p-值，具有高于1.5倍数变化的上调蛋白

质，或具有高于1.5倍数变化的下调蛋白质，可以认为是显著的并用于构建预测模型。在一

个实施方案中，至少约8种抗体可以提供PEE和健康妊娠样品之间70％变化的解释。在另一

个实施方案中，约15种抗体可以提供样品之间全部的95％差异的解释。本文中公开的PEE抗

体可以用于评估产生PEE的风险，监控PEE的发展和选择用于治疗的患者以及本文中所述的

其他用途的各种方法。

[0065] 使用PEE蛋白和/或PEE自身抗体来检测PEE或诊断产生先兆子痫的风险的结合剂

和方法

[0066] 本发明的结合剂可以用于鉴别取自怀疑处于产生PEE的风险中、已经患有PEE的妊

娠妇女，或取自健康妊娠妇女的生物样品中存在的蛋白质、肽和/或自身抗体。结合剂可以

是一种或多种蛋白质、一种或多种肽、一种或多种抗体、一种或多种核酸，或一种或多种核

蛋白。结合剂可以包括多个用于蛋白质、肽和自身抗体的结合位点。在一个实施方案中，结

合剂可以用于鉴别将预测妊娠妇女是否将产生PEE或患有PEE或正从PEE恢复的蛋白质或

肽。在这样的情况中，结合剂可以用于帮助PEE或PEE状况的诊断。

[0067] 可以以本领域技术人员已知的方式来标记或修饰本发明的结合剂。例如，结合剂

可以包括标记。标记可以包括，但不限于，荧光标记、免疫标记、磁性标记、DNA标记、小分子

标记或放射性标记。

[0068] 可以以一定的方式来标记或修饰蛋白质结合剂。例如，蛋白质结合剂可以包括标

记。标记可以包括，但不限于，荧光标记、免疫标记、磁性标记、DNA标记、小分子标记或放射

性标记。

[0069] 可以以一定的方式来标记或修饰肽结合剂。例如，肽结合剂可以包括标记。标记可

以包括，但不限于，荧光标记、免疫标记、磁性标记、DNA标记、小分子标记或放射性标记。

[0070] 可以以一定的方式来标记或修饰核酸结合剂。例如，核酸结合剂可以包括标记。标

记可以包括，但不限于，荧光标记、免疫标记、磁性标记、DNA标记、小分子标记或放射性标

记。

[0071] 可以以一定的方式来标记或修饰核蛋白结合剂。例如，核蛋白结合剂可以包括标

记。标记可以包括，但不限于，荧光标记、免疫标记、磁性标记、DNA标记、小分子标记或放射

性标记。

[0072] 结合剂可以以10-15M、10-14M、10-13M、10-12M、10-11M、10-10M、10-9M、10-8M、10-7M、10-6M、

10-5M、10-4M、10-3M或10-2M的离解常数(Kd)结合一宗或多种蛋白质、肽或自身抗体。在某些实

施方案中，结合剂可以以10-12M至10-5M、10-10M至10-5M、10-8M至10-5M、10-7M至10-5M、10-10M至

10-8M、10-9M至10-7M或10-8M至10-6M的Kd范围结合一种或多种蛋白质、肽或自身抗体。
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[0073] 在一个特定的实施方案中，结合剂可以结合1种蛋白质、肽和/或自身抗体。在另一

个实施方案中，结合剂可以结合2种蛋白质、肽和/或自身抗体。在再另一个实施方案中，结

合剂可以结合3种蛋白质、肽和/或自身抗体。在相关的实施方案中，结合剂可以结合1种或

更多种、2种或更多种、3种或更多种、4种或更多种、5种或更多种、6种或更多种、7种或更多

种、8种或更多种、9种或更多种、10种或更多种、11种或更多种、12种或更多种、13种或更多

种、14种或更多种、15种或更多种、16种或更多种、17种或更多种、18种或更多种、19种或更

多种、20种或更多种、21种或更多种、22种或更多种、23种或更多种、24种或更多种、25种或

更多种蛋白质、肽和/或自身抗体，多达最多30、40、50、60、70、80、90或100种蛋白质、肽和/

或自身抗体。在一个特定的实施方案中，结合剂可以结合最多48种PEE蛋白和/或肽。在另一

个特定的实施方案中，结合剂可以结合2、3、4、5、6、7、8、9、10或更多种蛋白质、肽和抗体组

合的任意组合。

[0074] 本文中所述的PEE蛋白和PEE自身抗体可以用于诊断或帮助诊断处于产生PEE风险

中的个体。PEE蛋白和PEE自身抗体还可以用于鉴别产生先兆子痫的风险、预测PEE的发作、

监控PEE的进展、监控PEE的消退、鉴别应当对PEE进行治疗或继续对PEE进行治疗的患者亚

群、评价妊娠妇女中PEE治疗的功效和/或鉴别应当监控PEE症状的患者亚群。

[0075] 在一个实施方案中，本发明的结合剂选自抗体、自身抗体、肽、多肽、寡核苷酸、小

分子等。在一个特定的实施方案中，本发明的结合剂包括荧光标记或荧光免疫标记。在另一

个特定的实施方案中，本发明的结合剂包括磁性标记或磁免疫标记。在另一个特定的实施

方案中，本发明的结合剂包括放射性标记或磁放射性标记。在再另一个实施方案中，用寡核

苷酸或小分子标记结合剂。

[0076] 在一个实施方案中，结合剂包括免疫测定。免疫测定可以用于检测、鉴别和/或定

量取自怀疑处于产生PEE风险中的妊娠妇女和健康妊娠妇女的生物样品中存在的蛋白质或

肽。在某些实施方案中，免疫测定可以是酶联免疫吸附测定(ELISA)。本文中使用的任何免

疫测定可以掺入荧光、磁或放射性免疫标记。

[0077] 在另一个实施方案中，结合剂包括诊断阵列。诊断阵列可以用于检测、鉴别和/或

定量取自怀疑处于产生PEE风险中的妊娠妇女和健康妊娠妇女的生物样品中存在的蛋白质

或肽。阵列可以包括蛋白质或抗体覆盖的基质，在基质上包括多个离散的已知区域。阵列可

以包括颗粒、纳米颗粒、珠子、纳米珠子或其他固体表面，其可以是多孔的或非多孔的，并且

可以是各种大小的。在一个实施方案中，诊断阵列不包括荧光颗粒。在另一个实施方案中，

诊断阵列包括荧光颗粒。在一个实施方案中，诊断阵列不包括磁性颗粒。在另一个实施方案

中，诊断阵列包括磁性颗粒。

[0078] 在相关的实施方案中，本发明的结合剂包括颗粒、纳米颗粒、珠子、纳米珠子。在一

个实施方案中，纳米颗粒、珠子或纳米珠子是荧光标记的。在另一个实施方案中，纳米颗粒、

珠子或纳米珠子是磁性标记的。在另一个实施方案中，纳米颗粒、珠子或纳米珠子是放射性

标记的。在再另一个实施方案中，用寡核苷酸或小分子标记纳米颗粒、珠子或纳米珠子。

[0079] 在另一个实施方案中，结合剂包括基于磁的蛋白质测定组分和/或纳米标记物。在

这样的实施方案中，借助于磁纳米标记物，使用磁多重蛋白质测定来检测、鉴别和/或定量

生物样品中存在的蛋白质或肽(Osterfeld等，“Multiplex  Protein  Assays  Based  on 

Real-Time  Magnetic  Nanotags  Sensing,”PNAS，105，20637-20640(2008年12月12日在线
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公开))。例如，MagArray蛋白质芯片可以用于诊断阵列。在这个实施方案中，使用三步进行

蛋白质或肽检测。首先，基质上的探针特异性地结合样品中的蛋白质或肽。其次，纳米标记

物-标记的抗体结合结合的蛋白质或肽，形成三明治-样结构。最后，将外部磁场施加于芯片

并且通过电测量由纳米标记物产生的杂散磁场，以确定样品中靶标分子的存在。

[0080] 在相关的实施方案中，本发明的结合剂包括纳米标记物。在一个实施方案中，纳米

标记物是荧光标记的。在另一个实施方案中，纳米标记物是磁性标记的。在另一个实施方案

中，纳米标记物是放射性标记的。在再另一个实施方案中，用寡核苷酸或小分子标记纳米标

记物。

[0081] 在另一个实施方案中，羧基珠子集可以用于测量目标蛋白质、肽。在此，任何蛋白

质或肽可以共价连接稳定的微珠表面，接着进行荧光标记和荧光强度测量。Illumina的The 

VeraCode技术(Illumina  Inc.，Hayward，CA)允许在标准96-孔微平板中的单个反应中，以

各种组合进行多达48种免疫测定。

[0082] 在再另一个实施方案中，可以通过电化学发光ELISA来测量蛋白质、肽和自身抗

体。Meso  Scale  Discovery(MSD，Gaithersburg，MD)的多重电化学发光ELISA平台是高通量

多重ELISA，客户可设计的，具有在同一孔中同时测量多达几种分析物的能力。

[0083] 在另一个实施方案中，基于功能性蛋白质的测定可以用于检测目标蛋白质、肽或

自身抗体的活性、结合、胞内迁移或翻译后加工中的差异。这样的测定包括竞争性结合测

定、western印迹免疫印迹测定、脂质体免疫测定等。在一个特定的实施方案中，并且只是举

例，如Invitrogen′s  微阵列这样的测定可以用于检测目标的蛋白质-蛋

白质相互作用。这个阵列允许剖析生物样品，如来自怀疑处于PEE风险中的妊娠妇女的血清

或尿液，并且可以用于在生物上鉴别相关蛋白激酶底物、小分子结合伴侣、泛素连接酶底物

和抗体的蛋白质相互作用。在一个实施方案中，光谱成像可以用于检测蛋白质特征中的差

异。

[0084] 可以通过结合剂，使用以上部分中所述的功能性参数来检测PEE蛋白和/或PEE自

身抗体。在其他实施方案中，结合剂可以用于定量PEE蛋白、肽和/或自身抗体。这对于预测

PEE发作、预测产生PEE的风险、诊断PEE或确定PEE症状的严重程度是有用的。

[0085] 使用本文中公开的PEE蛋白和/或PEE自身抗体的一个益处是可以以高水平的准确

度来进行产生先兆子痫的风险的确定。可以分别通过灵敏度(正确鉴别先兆子痫阳性患者

的准确度)和通过特异性(正确鉴别先兆子痫阴性患者的准确度)；阳性预测值(PPV)和阴性

预测值(NPV)来描述准确度。

[0086] 在本文中提供的实施方案中，针对怀疑处于产生PEE风险中的妊娠妇女，使用PEE

蛋白和/或PEE自身抗体或肽/蛋白质和自身抗体两者的组合，确定产生PEE的风险对于PEE

的检测或预测是高度准确的。在本文中提供的实施方案中，所述方法提供至少60％、至少

65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、

至少98％、至少99％或100％准确度。此外，在本文中提供的实施方案中，对于PEE的检测或

预测，所述方法提供至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少

90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％准确度。

[0087] 在本文中提供的实施方案中，对于PEE的检测或预测，使用PEE蛋白和/或PEE自身

抗体或肽/蛋白质和自身抗体组合确定怀疑处于产生PEE风险中的妊娠妇女产生PEE的风险
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是高度灵敏的。在本文中提供的实施方案中，所述方法提供至少60％、至少65％、至少70％、

至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少

99％或100％灵敏度。此外，在本文中提供的实施方案中，对于PEE的检测或预测，所述方法

提供至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、

至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％灵敏度。

[0088] 此外，在本文中提供的实施方案中，来自怀疑处于产生PEE风险中的妊娠妇女的蛋

白质、肽和/或自身抗体生物标志物的分析对于PEE的检测或预测是高度特异性的。在本文

中提供的实施方案中，所述方法提供至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、

至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％特异性。

此外，在本文中提供的实施方案中，对于PEE的检测或预测，所述方法提供至少60％、至少

65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、

至少98％、至少99％或100％特异性。

[0089] 此外，在本文中提供的实施方案中，来自怀疑处于产生PEE风险中的妊娠妇女的蛋

白质、肽和/或自身抗体生物标志物的分析对于PEE的检测或预测具有阳性预测值(PPV；真

实阳性/正确诊断的阳性测试结果的比例)。在本文中提供的实施方案中，对于PEE的检测或

预测，所述方法提供至少60％、至少65％、至少70％、至少75％、至少80％、至少85％、至少

90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少99％或100％PPV。此外，来自怀疑处于

产生PEE风险中的妊娠妇女的蛋白质、肽和/或自身抗体生物标志物的分析对于PEE的检测

或预测具有阴性预测值(NPV；具有正确诊断的阴性测试结果的受试者的比例)。在本文中提

供的实施方案中，对于PEE的检测或预测，所述方法提供至少60％、至少65％、至少70％、至

少75％、至少80％、至少85％、至少90％、至少95％、至少96％、至少97％、至少98％、至少

99％或100％NPV。

[0090] 在本文中提供的实施方案中，来自怀疑处于产生PEE风险中的妊娠妇女的生物标

志物的分析提供曲线下面积(AUC)，其是PEE检测的可能性的统计学测量，或预测产生PEE的

可能性的统计学测量。在本文中提供的实施方案中，对于PEE的检测或对于产生PEE的预测，

所述方法提供了至少0.80、至少0.81、至少0.82、至少0.83、至少0.84、至少0.85、至少0.86、

至少0.87、至少0.88、至少0.89、至少0.90、至少0.91、至少0.92、至少0.93、至少0.94、至少

0.95、至少0.96、至少0.97、至少0.98、至少0.99和1.0的AUC。

[0091] 取自怀疑处于产生PEE风险中的妊娠妇女或取自健康妊娠妇女的生物样品的分析

包括只测试1种蛋白质、肽和/或自身抗体，测试1种或更多种、2种或更多种、3种或更多种、4

种或更多种、5种或更多种、6种或更多种、7种或更多种、8种或更多种、9种或更多种、10种或

更多种、11种或更多种、12种或更多种、13种或更多种、14种或更多种、15种或更多种、16种

或更多种、17种或更多种、18种或更多种、19种或更多种、20种或更多种、21种或更多种、22

种或更多种、23种或更多种、24种或更多种、25种或更多种蛋白质、肽和/或自身抗体的组

合，多达最多30、40、50、60、70、80、90或100种本文中公开的PEE蛋白、PEE肽和/或PEE自身抗

体。

[0092] 在一个实施方案中，来自怀疑处于产生PEE风险中的妊娠妇女的生物标志物的分

析包括检测至少一种选自表1的蛋白质的升高或降低。在这样的实施方案中，产生PEE的风

险可以包括IGLC1、C8G、C2、APOA4、TF、SERPIND1、C1S、THBS1、APCS、CRP、IGFBP3、IGKC  V-IV、
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ITIH1、CLU、APOC2、PROS1、PAPPA、AFM、VWF、PRG2、APOB、FCN3、C8A、IGHG1、CD14、IGHG3、HPX、

IGHG1、IGHG1、CLEC3B、APOE、PSG9、CP、GSN、FN1、FBLN1、KRT86、A2M、APOB、F5、ITIH4、hCG、

KRT31、APOL1、HP、MBL2、C4BPB和/或F13B的蛋白质浓度的变化。在另一个实施方案中，来自

怀疑处于产生PEE风险中的妊娠妇女的生物标志物的分析包括至少一种选自表2的蛋白质

的变化。在这样的实施方案中，产生PEE的风险可以包括APCS、THBS1、PRG2、ITIH4、GSN、HPX、

F5和/或TF的蛋白质浓度的变化。

[0093] 在一个实施方案中，可以使用3种蛋白质，以高水平的准确度(例如，至少约90％、

95％、99％或100％)，来鉴别处于产生PEE风险中的妊娠妇女。在一个实施方案中，3种蛋白

质选自表1。在另一个实施方案中，任意3种蛋白质选自APCS、THBSl、PRG2、ITIH4、GSN、HPX、

F5、TF、APOB、A2M、C4BPB、FN1、PAPPA和VWF。在相关的实施方案中，3种蛋白质的组合选自表3

中呈现的组合。

[0094] 在另一个实施方案中，分析可以包括测试多达表1中公开的48种PEE蛋白中的任何

一种或组合(2种或更多种，或3种或更多种)；或表2中公开的8种蛋白质中的任何一种或组

合(2种或更多种，或3种或更多种)。表1的48种PEE蛋白的组合可以提供用于测定健康妊娠

产生PEE风险的最小蛋白质组。表3提供了可以用于检测妊娠妇女中产生PEE风险的示例性3

种蛋白质组合。在这些实施方案中的任一个中，测试可以任选使用下文中进一步公开的一

种或多种PEE自身抗体来进行。

[0095] 在一些实施方案中，对于分离怀疑处于产生PEE风险中的妇女与将经历正常妊娠

的妇女，最小的3种蛋白质组(3种蛋白质组合的性质可以不同)可以给出>0.96的AUC。在一

个实施方案中，3种蛋白质的任意组合可以选自APCS、THBSl、PRG2、ITIH4、GSN、HPX、F5、TF、

APOB、A2M、C4BPB、FN1、PAPPA和VWF。例如，3种蛋白质的一种组合可以是GSN、THBSl和PRG2。

在其他实施方案中，对于分离怀疑处于产生PEE风险中的妇女与将经历正常妊娠的妇女，最

小的2种蛋白质组可以给出>0.95的AUC。例如，2种蛋白质的一种组合可以是THBSl和PRG2。

[0096] 在本文中提供的实施方案中，来自怀疑处于产生PEE风险中的妊娠妇女的生物标

志物的分析包括至少一种选自表4或表5的自身抗体的变化(升高或降低)。表4提供了75种

在PEE和健康妊娠之间差异表达的PEE自身抗体。表5提供了10种在PEE和健康妊娠之间差异

表达的PEE自身抗体的一个子集。在一个实施方案中，产生PEE的风险包括RNF111、ACY3、

GSTZ1、SCAMP1、KIAA1826、OSBPL1A、NDUFB2、JAK3、PI16、SCP2、SULT4A1、LOC283861、DLX1、

KRT33B、PRKD2、BNIP1、UlsnRNP68、KLHL29、PSPH、MEIS3、C16orf28、JUP、CTN  NA3、CUEDC1、

EMILIN1、CCDC53、UBE1DC1、JAK2、CD40、CAPZA2、DSN1、LOC284837、IGHA1、DACT3、CLIP3、TEC、

PSMA1、SNURF、CSNK2A1、CSNK1D，或其组合的自身抗体的浓度的提高。在另一个实施方案中，

产生PEE的风险包括AKT1、GAGE7B、SUGT1L1、SLC5A2、HMGB1、GPBP1L1、APEX1、RPS28、RPS10、

RBMX、RPL39L、C18orf22、TSLP、GPR45、PIM1、RBMS3、IGLV2-14、CCL19、FGFR3、ANKHD1、ACP1、

BEX5、GLOl、PIK3CG、MGC16075、PRC1、ZRANB2、HSPA5、CDK5、HOXC8、TNFSF13B、SUPT4H1、

ORC6L、FKSG44，或其组合的自身抗体的浓度的降低。在一个示例性实施方案中，产生PEE的

风险包括谷胱甘肽转移酶ζ1(马来酰乙酰乙酸异构酶，GSTZ1)、磺基转移酶家族4A，成员1

(SULT4A1)、连接桥粒斑珠蛋白(JUP)、含CUE结构域1(CUEDC1)、假定蛋白LOC284837，及其组

合的自身抗体的浓度的提高。在另一个示例性实施方案中，产生PEE的风险包括酪蛋白激酶

1、δ(CSNK1D)、pim-1致癌基因(PIM1)、胞质分裂的蛋白调节子1(PRC1)、锌指、含RAN-结合结
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构域2(ZRANB2)、细胞周期蛋白依赖性激酶5(CDK5)，或其组合的自身抗体的浓度的降低。

CSNK1D、CUEDC1和ZRANB2，是可以检测PEE的3种自身抗体的一个实例，具有93％的准确度，

0.93的曲线下面积。CSNK1D、SULT4A1和连接桥粒斑珠蛋白是可以检测PEE的3种自身抗体的

另一个实例，具有94％的准确度，0.94的曲线下面积。

[0097] 在其他实施方案中，评估怀疑处于产生PEE风险中的妊娠妇女涉及测试至少一种

选自表1或2的蛋白质的变化、至少一种选自表4或表5的自身抗体的变化，及其组合，包括蛋

白质和自身抗体的组合。

[0098] 本发明的PEE蛋白和/或PEE自身抗体还可以用于为了治疗目的鉴别处于先兆子痫

风险中的妊娠妇女的患者亚群。在一些实施方案中，健康该亚群的PEE症状的产生、进展或

消退。

[0099] 在一些实施方案中，在PEE症状发作之前或发作时，针对PEE进行治疗该亚群。在一

些实施方案中，治疗是婴儿的分娩。在其他实施方案中，治疗可以是给药于妊娠妇女合适的

抗高血压药物以降低血压、皮质类甾醇和/或抗惊厥药。在其他实施方案中，治疗是妊娠妇

女卧床休息，以降低妊娠母体的血压和/或给胎盘提高血流。可以在全部阶段监控这个患者

亚群的主治医生已知的各种生理参数，以确保她们的安全和她们孩子的安全。在一些情况

中，进行监控以确定是否应当继续治疗或观察治疗是否是有效的。

[0100] 因此，使用本发明的PEE蛋白和/或PEE自身抗体和本文中所述的方法，本领域技术

人员可以确定产生PEE的风险、可以确定PEE的发作、监控PEE的进展、监控PEE的消退、鉴别

应当对PEE进行治疗或继续对PEE进行治疗的患者亚群、评价妊娠妇女中PEE治疗的功效和/

或鉴别应当监控PEE症状的患者亚群。

[0101] 用于PEE的诊断、检测或预测的试剂盒

[0102] 本发明进一步提供了用于PEE的诊断、检测和预测的测定试剂盒。试剂盒包括用于

检测来自妊娠妇女的生物样品中的PEE中涉及的蛋白质、肽或自身抗体或蛋白质、肽和自身

抗体组合的试剂。试剂可以包括本发明的结合剂。试剂盒中发现的结合剂和试剂可以是标

记的。例如，可以用荧光标记、放射性标记、免疫标记、磁性标记、小分子标记、基于DNA的标

记和/或本领域已知的任何标记，来进行标记。试剂盒进一步包括组合物，其包括一个或多

个至少含有结合剂的固体表面，所述结合剂能够特异性地结合生物样品中的目标蛋白质、

肽或自身抗体生物标志物(或其组合)。试剂盒还包括测定的使用说明。在一个实施方案中，

结合剂能够结合肽或蛋白质。在另一个实施方案中，结合剂能够结合自身抗体。在一个特定

的实施方案中，试剂盒包括组合物，其包括一个或多个固体表面，所述固体表面包括选自

APCS、THBS1、PRG2、ITIH4、GSN、HPX、F5、TF、APOB、A2M、C4BPB、FN1、PAPPA和VWF的PEE蛋白的

结合剂。在另一个特定的实施方案中，试剂盒包括组合物，其包括固体表面，所述固体表面

包括PEE蛋白THBS1和PRG2的结合剂。在另一个特定的实施方案中，试剂盒包括组合物，其包

括固体表面，所述固体表面包括PEE蛋白GSN、THBS1和PRG2的结合剂。在另一个特定的实施

方案中，试剂盒包括组合物，其包括固体表面，所述固体表面包括PEE自身抗体CSNK1D、

CUEDC1和ZRANB2的结合剂。在另一个特定的实施方案中，试剂盒包括组合物，其包括固体表

面，所述固体表面包括PEE自身抗体CSNK1D、SULT4A1和连接桥粒斑珠蛋白的结合剂。

[0103] 用于PEE的诊断、检测或预测的组合物

[0104] 本发明提供了包含一个或多个固体表面的组合物，所述固体表面包括PEE蛋白和
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PEE自身抗体特异性的结合剂。在某些实施方案中，固体表面包括至少1种、1种或更多种、2

种或更多种、3种或更多种、4种或更多种、5种或更多种、6种或更多种、7种或更多种、8种或

更多种、9种或更多种、10种或更多种、11种或更多种、12种或更多种、13种或更多种、14种或

更多种、15种或更多种、16种或更多种、17种或更多种、18种或更多种、19种或更多种、20种

或更多种、21种或更多种、22种或更多种、23种或更多种、24种或更多种、25种或更多种蛋白

质、肽和/或自身抗体，多达最多30、40、50、60、70、80、90或100种蛋白质、肽和/或自身抗体

的结合剂。在一个实施方案中，测量最多48种PEE蛋白和/或肽，用于风险评估。在另一个实

施方案中，结合剂能够结合最多48种PEE蛋白和/或肽。在另一个实施方案中，固体表面可以

包括能够结合2、3、4、5、6、7、8、9、10或更多种PEE蛋白、肽和抗体组合的任意组合的结合剂。

在另一个特定的实施方案中，本发明提供了包含一个或多个固体表面的组合物，所述固体

表面包括APCS、THBS1、PRG2、ITIH4、GSN、HPX、F5、TF、APOB、A2M、C4BPB、FN1、PAPPA和VWF的结

合剂。在另一个特定的实施方案中，本发明提供了包含固体表面的组合物，所述固体表面包

括PEE蛋白THBS1和PRG2的结合剂。在另一个特定的实施方案中，本发明提供了包含固体表

面的组合物，所述固体表面包括PEE蛋白GSN、THBS1和PRG2的结合剂。在另一个特定的实施

方案中，本发明提供了包含固体表面的组合物，所述固体表面包括PEE自身抗体CSNK1D、

CUEDC1和ZRANB2的结合剂。在另一个特定的实施方案中，本发明提供了包含固体表面的组

合物，所述固体表面包括PEE自身抗体CSNK1D、SULT4A1和连接桥粒斑珠蛋白的结合剂。

[0105] 在一些实施方案中，固体表面包含标记。在一个实施方案中，标记是免疫标记，例

如，包含标记的一种或多种抗体或自身抗体。在另一个实施方案中，标记是磁性标记。在另

一个实施方案中，标记是荧光标记。

[0106] 提供以下实施例用于说明的目的。这些实施例旨在显示本发明的某些方面和实施

方案，而不是用来以任何方式限制本发明。

实施例

[0107] 实施例1：通过基于质谱的蛋白质组学鉴别血清蛋白生物标志物

[0108] 用ProteoPrep20血浆免疫耗竭试剂盒(Sigma-Aldrich，目录no.PROT20)耗尽来自

健康和PEE妊娠的血清样品的20种最大量的血清蛋白。随后使来自每个样品的洗脱液接受

胰蛋白酶消化，使用标准的胰蛋白酶消化实验方案。将胰蛋白酶肽在含有0.2％甲酸，2％乙

腈和97.8％水的缓冲液中重建，接着进行质谱。所用的高性能液相色谱(HPLC)是Eksigent 

nano2D(Eksigent)，使用自填充150uM  ID  C18，15cm柱。电喷雾来源是在LTQ  Orbitrap 

Velos(Thermo  Fisher)上以600nL/min运行的Michrom  Advance。以数据依赖性方式进行数

据获取，其中选择头12个(Velos)最强带电的肽离子用于电荷态2+和3+的MS/MS分段。随后

用Msconvert  Script将提取的数据转换成mzXML形式，随后用Sequest算法进行Sorcerer

(SAGE-N)分析。使用前体离子的50ppm质量窗口，搜索国际蛋白质指数(IPI)人数据库。考虑

了Cys上的丙酰胺的静态修正以及Met氧化和Lys乙酰化的可变修正。将所有搜索汇合并显

示于Scaffold(Proteome  Software)界面，其列出了鉴别的蛋白质，具有所鉴别的每种蛋白

质的累积谱计数。

[0109] 将蛋白质ID与相应的谱计数一起上传至Partek′s  Genomics  Suite(Partek 

Inc.，St.Louis，MO)并用其进行分析。将数据分位数标准化，接着方差(ANOVA)分析，以鉴别

说　明　书 15/28 页

19

CN 105308455 B

19



PEE和健康妊娠之间差异表达的蛋白质。图1和表1。使用具有低于0.05假发现率的p-值，具

有高于或低于1.5倍数变化的蛋白质，或具有高于1.5倍数变化的下调蛋白质，可以认为是

显著的并用于构建预测模型。利用Partek  Genomics  Suite在以下分类模型中选择一种有

力的模型，用于PEE的预测：K-最近邻、最近质心、区别分析、支持向量机、偏最小二乘法、对

角判别分析、随机森林和逻辑回归。使用少如3种蛋白质，多个模型产生了具有0.95-1.0曲

线下面积(AUC)的接收者工作特征曲线(ROC)。使用少如2种(例如，THSB1和PRG2)或3种(例

如：GSN、THBS1、PRG2)蛋白质，这些模型中的任一种可用于PEE的诊断并且提供0.9或更高的

灵敏度，1.0(100％)的特异性，PPV  1.0(100％)，NPV  0.92(92％)。表2提供了与健康妊娠妇

女相比，PEE妊娠妇女中8种差异表达的蛋白质的一个子集。表3提供了可以用于检测妊娠妇

女产生PEE风险的3种蛋白质的示例性组合。
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[0110]
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[0111]
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[0112]
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[0113]

[0114] 表3：可以用于妊娠妇女诊断PEE、检测产生PEE的风险或健康PEE的进展或消退的3

种PEE蛋白的示例性组合。
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[0115]

  蛋白质1 蛋白质2 蛋白质3

组合1 APCS THBSl PRG2

组合2 APCS THBSl ITIH4

组合3 APCS THBSl GSN

组合4 APCS THBSl HPX

组合5 APCS THBSl F5

组合6 APCS THBSl TF

组合7 APCS PRG2 ITIH4

组合8 APCS PRG2 GSN

组合9 APCS PRG2 HPX

组合10 APCS PRG2 F5

组合11 APCS PRG2 TF

组合12 APCS ITIH4 GSN

组合13 APCS ITIH4 HPX

组合14 APCS ITIH4 F5

组合15 APCS ITIH4 TF

组合16 APCS GSN HPX

组合17 APCS GSN F5

组合18 APCS GSN TF

组合19 APCS HPX F5

组合20 APCS HPX TF

组合21 APCS F5 TF

组合22 THBS1 PRG2 ITIH4

组合23 THBS1 PRG2 GSN

组合24 THBS1 PRG2 HPX

组合25 THBS1 PRG2 F5

组合26 THBS1 PRG2 TF

组合27 THBS1 ITIH4 GSN

组合28 THBS1 ITIH4 HPX

组合29 THBS1 ITIH4 F5

组合30 THBS1 ITIH4 TF

组合31 THBS1 GSN HPX

[0116]

组合32 THBS1 GSN F5

组合33 THBS1 GSN TF

组合34 THBS1 HPX F5

组合35 THBS1 HPX TF

组合36 THBS1 F5 TF
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组合37 PRG2 ITIH4 GSN

组合38 PRG2 ITIH4 HPX

组合39 PRG2 ITIH4 F5

组合40 PRG2 ITIH4 TF

组合41 PRG2 GSN HPX

组合42 PRG2 GSN F5

组合43 PRG2 GSN TF

组合44 PRG2 HPX F5

组合45 PRG2 HPX TF

组合46 PRG2 F5 TF

组合47 ITIH4 GSN HPX

组合48 ITIH4 GSN F5

组合49 ITIH4 GSN TF

组合50 ITIH4 HPX F5

组合51 ITIH4 HPX TF

组合52 ITIH4 F5 TF

组合53 GSN HPX F5

组合54 GSN HPX TF

组合55 GSN F5 TF

组合56 HPX F5 TF

[0117] 实施例2：通过高密度蛋白质微阵列鉴别基于抗体的生物标志物

[0118] 利用 人蛋白质微阵列V5(微阵列)(Invitrogen，Carlsbad，CA)来

鉴别血清IgG与一组抗原的相互作用。每个微阵列含有9400个分开的双份打印的蛋白质抗

原，具有在杆状病毒中表达的N-端GST表位，并且在维持其细胞酶活性/天然构象的天然条

件下进行亲和性纯化。每个蛋白质源自Ultimate  ORF收集(Invitrogen，Carlsbad，CA)。将

微阵列储存在-80℃，在使用前，平衡至4℃，持续20分钟。用5.0mL阻断缓冲液(100mM磷酸钠

pH7.4，200mM  NaCl，0.08％Triton  X-100，25％甘油，20mM还原谷胱甘肽，1.0mM  DTT，1％哈

默斯坦级酪蛋白)阻断微阵列载玻片，在4℃下在4-孔托盘中温和摇动1hr。阻断步骤后，通

过抽吸除去阻断缓冲液，并将PBST缓冲液(1XPBS，1％哈默斯坦级酪蛋白，0.1％Tween  20)

中的5.0mL稀释血清(1:150)加入平板中，在4℃下温和振荡孵育90分钟。在下一个步骤中，

除去血清样品，并用5.0mL新鲜PBST缓冲液洗涤平板5次，每次洗涤用温和振荡孵育5分钟。

加入PBST缓冲液中稀释的5.0mL部分的二抗(抗-人抗体-Alexa 647缀合物)，并将

平板在4℃下温和振荡孵育90分钟。通过抽吸除去二抗溶液。然后用5.0mL新鲜PBST缓冲液

洗涤平板5次，每次洗涤用温和振荡孵育5分钟。最后，通过离心干燥载玻片并使用Axon 

GenePix  4000B扫描仪(Molecular  Devices，Sunnyvale，CA)扫描。通过使用微阵列分析软

件GenePix  pro6.0(Molecular  devices，Sunnyvale，CA)获取数据。在635nm下用600的PMT

增益，100％的激光功率和0μm的焦点，来扫描载玻片。通过提交每个蛋白质微阵列的条形

码，从Invitrogen网站(www.invitrogen.com/ProtoArray)上的ProtoArray中心门户获得
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“.gal”文件。根据制造商的说明，使用Prospector 5 .2(Invitrogen，

Carlsbad，CA)，从.gpr文件提取数据。

[0119] 将表示健康和PEE妊娠的血清中的每种自身抗体丰度的相对荧光单位上传至

Partek′s  Genomics  Suite(Partek  Inc.，St.Louis，MO)并用其进行分析。将数据分位数标

准化，接着方差(ANOVA)分析，以鉴别PEE和健康妊娠之间差异表达的自身抗体。(表4-5，图

5-7)。图5是根据75种PEE自身抗体的ANOVA的主成分分析，使用p值<0.05，发现在来自健康

妊娠妇女和PEE妊娠妇女的血清样品中是差异测量的。从这组自身抗体的不同组合，可以准

确地预测PEE。如果将自身抗体的倍数变化设定为>2倍的阈值，那么以下10种自身抗体鉴别

为区分PEE的一个示例性集：CSNK1D、GSTZ1、CDK5、PIMl、ZRANB2、PRCl、CUEDCl、SULT4A1、

LOC283861、连接桥粒斑珠蛋白。通过统计学建模可以选择3种自身抗体的集，以获得PEE的

预测率。CSNK1D、CUEDCl和ZRANB2是给出具有0.93AUC的PEE预测率的3种自身抗体的一个示

例性集。另一个3种自身抗体集，CSNK1D、SULT4A1和连接桥粒斑珠蛋白，对于PEE，给出了

0.94的AUC。

[0120] 使用具有低于0.05假发现率的p-值，具有高于2倍数变化的自身抗体，可以认为是

显著的并用于构建预测模型。利用Partek  Genomics  Suite在以下分类模型中选择一种有

力的模型，用于PEE的预测：K-最近邻、最近质心、区别分析、支持向量机、偏最小二乘法、对

角判别分析、随机森林和逻辑回归。使用少如3种自身抗体，多个模型产生了具有0.9或更高

AUC的ROC。这些模型中的任一个或多个可以用于PEE的诊断。
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[0121]
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[0122]
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[0123]
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[0124]

[0125] 实施例3：来自妊娠妇女的样品中PEE的预测

[0126] 在妊娠13周或之后，从呈现高血压并因此怀疑患有或正在产生PEE的妊娠妇女获
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取50毫升血样。将血液凝固，以产生血清。用ProteoPrep20血浆免疫耗竭试剂盒(Sigma-

Aldrich，目录no.PROT20)耗尽血清样品的20种最大量的血清蛋白。

[0127] 然后使用标准实验方案，使用酶联免疫吸附测定(ELISA)鉴别和定量血清蛋白。在

一个实施方案中，以下蛋白质特异性的抗体可以用于ELISA测定中：APCS、THBS1、PRG2、

ITIH4、GSN、HPX、F5和TF。

[0128] 在另一个可替换的测定中，使用广谱成像仪来鉴别和定量血清蛋白。

[0129] 在再另一个测定中，使用MagArray蛋白质芯片来鉴别和定量血清蛋白。对于

MagArray蛋白质芯片，将血清施加于芯片上，其中表面上的探针特异性地结合样品中的血

清蛋白。其次，目标蛋白特异性的纳米标记物-标记的抗体结合探针所结合的血清蛋白，形

成三明治样结构。第三，将外部磁场施加于芯片，通过电测量由纳米标记物产生的杂散磁

场，以确定每种目标蛋白质的存在和含量。在一个实施方案中，以下靶标蛋白特异性的抗体

可以用于MagArray测定中：APCS、THBS1、PRG2、ITIH4、GSN、HPX、F5和TF。在一个测定形式中，

从之前的列表选择3个靶标，用于检测和定量，并用于该测定中，以形成三明治样结构。将3

种蛋白质的结合数据定量。测定蛋白质的浓度，并与参照样品浓度值进行比较，所述参照样

品浓度值取自大致相同孕龄的健康妊娠妇女的血清。

[0130] 在再另一个测定中，可以将羧基珠子集用于测量目标蛋白质、肽和自身抗体。在这

个测定中，任何蛋白质或肽可以共价连接高度温度的微珠表面，接着进行荧光标记和荧光

强度测量。Illumina的The  VeraCode技术(Illumina  Inc.，Hayward，CA)允许在标准96-孔

微平板中的单个反应中，以各种组合进行多达48个免疫测定。

[0131] 在再另一个可替换的方案中，可以通过电化学发光ELISA来测量蛋白质、肽和自身

抗体。Meso  Scale  Discovery(MSD，Gaithersburg，MD)的灵敏多重电化学发光ELISA平台是

高通量多重ELISA，客户可设计使用，具有在同一孔中同时测量多达10种分析物的能力。

[0132] 与取自健康妊娠妇女的血清样品中的那些蛋白质的水平相比，取自怀疑患有PEE

的妇女的血清样品中3种蛋白质的任何浓度变化(上调或下调)表示PEE的诊断。然后将该结

果传送回妊娠妇女的医生，并可以采取合适的治疗手段，以保护妊娠母体和生长中的胎儿。
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专利名称(译) 用于诊断先兆子痫的方法和组合物

公开(公告)号 CN105308455B 公开(公告)日 2019-04-09

申请号 CN201480013907.X 申请日 2014-03-14

[标]申请(专利权)人(译) 伊穆科GTI诊治股份有限公司

申请(专利权)人(译) 伊穆科GTI诊治股份有限公司

当前申请(专利权)人(译) 伊穆科GTI诊治股份有限公司

[标]发明人 S罗德
I阿布杜拉赫
MM萨尔瓦

发明人 S·罗德
I·阿布杜拉赫
M·M·萨尔瓦

IPC分类号 G01N33/53

CPC分类号 C07K14/00 G01N33/564 G01N33/689 G01N2800/368 C07K14/003 G01N2800/60

代理人(译) 李瑛

审查员(译) 周洋

优先权 61/785934 2013-03-14 US

其他公开文献 CN105308455A

外部链接  Espacenet SIPO

摘要(译)

本文提供了使用结合剂来检测来自妊娠妇女的生物样品中的PEE蛋白和/
或PEE自身抗体的存在的方法、组合物和试剂盒。这样的方法和组合物
可以用于预测先兆子痫的发作、监控先兆子痫的进展、监控先兆子痫的
消退、评价先兆子痫治疗的功效、鉴别应当对先兆子痫进行治疗的患者
亚群或鉴别应当对监控先兆子痫症状进行监控的患者亚群。
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