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本发明涉及疾病检测领域，具体公开了一种

用于检测缺血性脑卒中血脑屏障早期损伤的特

异性抗体及其应用。所述抗体的特点在于，其仅

特异性识别occludin蛋白的降解片段中的

DHYETDYTTGGESC，而不识别occludin全长蛋白，

因此，可用于特异性检测缺血性脑卒中的血脑屏

障早期损伤，并可以排除血清中occludin全长蛋

白对检测结果的影响，显著提高针对缺血性脑卒

中血脑屏障早期损伤检测的特异性和准确率。
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1.一种用于特异性检测缺血性脑卒中血脑屏障早期损伤的抗体，其特征在于，所述抗

体仅特异性识别occludin蛋白降解片段中的DHYETDYTTGGESC，而不识别occludin全长蛋

白。

2.根据权利要求1所述的抗体，其特征在于，其制备方法包括如下步骤：

(1)合成多肽DHYETDYTTGGESC；

(2)合成抗原：将步骤(1)合成的多肽与KLH偶联，得到KLH-多肽，作为免疫抗原；

(3)使用所述免疫抗原免疫动物，获得抗血清；

(4)使用抗原亲和柱，对所述抗血清进行抗体纯化，获得特异性抗体。

3.根据权利要求2所述的抗体，其特征在于，所述动物为新西兰白兔。

4.根据权利要求2或3所述的抗体，其特征在于，使用所述免疫抗原免疫动物，每14天加

强免疫一次，共免疫4次，颈动脉取血，获得抗血清。

5.含有权利要求1所述抗体的试剂盒。

6.根据权利要求5所述的试剂盒，其特征在于，所述试剂盒为ELISA试剂盒，包括：包被

权利要求1～4任一项所述抗体的固相载体，检测抗体、酶标抗体、标准抗原。

7.根据权利要求6所述的试剂盒，其特征在于，包被固相载体的抗体的使用浓度为0.1

～1μg/mL。

8.根据权利要求6所述的试剂盒，其特征在于，所述标准抗原为人工合成的可与权利要

求1～4任一项所述抗体相结合的小肽。

9.权利要求1～4任一项所述的抗体在制备检测缺血性脑卒中血脑屏障早期损伤试剂

盒中的应用。

10.根据权利要求9所述的应用，其特征在于，所述试剂盒为ELISA试剂盒，包括：包被权

利要求1～4任一项所述抗体的固相载体，检测抗体、酶标抗体、标准抗原。
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用于检测缺血性脑卒中血脑屏障早期损伤的抗体及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及疾病检测领域，具体地说，涉及用于检测缺血性脑卒中血脑屏障早期

损伤的特异性抗体及其应用。

背景技术

[0002] 脑卒中以其高发病率和高致残率成为当前严重威胁人类健康的重要疾病，其中

80％为缺血性脑卒中。最新发表在《柳叶刀》杂志的《全球疾病负担报告》表明，脑卒中已经

成为中国第一位死亡原因。由于人口老龄化加速以及危险因素控制欠佳，我国脑卒中发病

率正以每年8.7％的速度迅速攀升；仅北京地区每年卒中病人治疗费用就超过100亿，是沉

重的社会和经济负担。

[0003] 静脉溶栓是目前公认的治疗急性缺血性脑卒中最有效的方法之一。静脉溶栓可以

最大限度地挽救缺血脑组织，改善神经功能，降低病人残疾程度，提高生存质量。组织纤溶

酶原激活物(tissue-type  plasminogen  activator，tPA)是目前唯一通过FDA批准的用于

治疗急性缺血性脑卒中的溶栓药物。但是，tPA溶栓有非常苛刻的时间窗限制，安全期为脑

卒中发生3小时内，3-4.5小时为谨慎期。

[0004] 由于时间窗苛刻，现阶段符合溶栓治疗适应症的病人比例很低。统计数字表明，发

病后能够在时间窗内(3-4.5小时之内)到达医院、并且使用tPA溶栓的病人比例很低：发达

国家不到5％，在我国仅有不到1.6％。

[0005] 延迟溶栓的主要风险是脑出血并发症增加，导致病情加重甚至死亡。而脑血管破

坏是出血转化发生的主要原因。早在脑缺血溶栓之前，脑血管就已经出现损伤，并随着缺血

时间延长、血管损伤加重。溶栓治疗血流再通后，再灌注的血液从受损的血管中漏出，导致

出血；加之tPA溶栓过程中血液纤溶系统活性亢进，一旦发生出血很难及时止住，加重出血。

[0006] 因此，亟需找到一种可以在发病早期评估血管损伤程度的标记物，用来筛选那些

在溶栓时间窗外(超过4.5h)但血管条件良好、可以接受溶栓的病人，以及排除在3-4.5h溶

栓时间窗内但有高出血转化风险的病人，从而使更多的脑卒中病人可以接受溶栓治疗。

[0007] 目前，快速、准确地血液标记物检测早期血管损伤的方法，可以帮助评估早期出血

转化风险，从而指导临床上脑卒中早期的tPA溶栓。而且，该方法还可以进一步预测脑组织

保护药物的效能，因为绝大部分脑保护药物都不能直接通过血脑屏障。早期的血脑屏障损

伤还可以用于评价脑损伤及判断预后，因此血脑屏障损伤的快速血液标记物检测还可以用

于评价脑创伤的脑损伤程度。

[0008] 研究发现，occludin降解片段可以作为评价血脑屏障损伤的血液标记物，从而确

定血脑屏障损伤程度。但是目前还没有特异性识别occludin降解片段的方法，无法排除血

清中occludin全长蛋白对检测结果的影响。而对血清中occludin全长蛋白的识别，会影响

检测结果的准确性，造成误判。

[0009] 因此，亟需提供一种可特异性识别occludin降解片段的物质或方法，提高检测的

特异性和准确率。
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发明内容

[0010] 为了解决现有技术中存在的问题，本发明的目的是提供一种可以特异性识别血清

中occludin降解片段的抗体及其应用，利用所述抗体对患者进行检测，可以排除血清中

occludin全长蛋白对检测结果的影响，显著提高检测结果的特异性。通过检测样品中蛋白

片段浓度，将可以用于判断缺血性脑卒中是否发生，以及发病程度。

[0011] 为了实现本发明目的，本发明的技术方案如下：

[0012] 第一方面，提供一种可以特异性识别血清中occludin降解片段的抗体，所述抗体

可用于特异性检测缺血性脑卒中的血脑屏障早期损伤。

[0013] 所述抗体的特点在于，其仅特异性识别occl ud i n蛋白的降解片段中的

DHYETDYTTGGESC，而不识别occludin全长蛋白。

[0014] 进一步地，所述抗体的制备方法包括如下步骤：

[0015] (1)合成多肽DHYETDYTTGGESC；

[0016] (2)合成抗原：将步骤(1)合成的多肽与KLH偶联，得到KLH-多肽，作为免疫抗原；

[0017] 偶联时，选择SuLfo-SMCC作为偶联剂；

[0018] (3)使用所述免疫抗原免疫动物，获得抗血清；

[0019] (4)使用抗原亲和柱，对所述抗血清进行抗体纯化，获得特异性抗体。

[0020] 需要说明的是，上述多肽序列代表母本蛋白的序列，化学合成的多肽往往携带游

离的氨基和游离的羧基，为了与母本蛋白更为接近，肽末端往往需要封闭，即N端乙酰化和C

端酰胺化，这些修饰会减少多肽的总电荷，降低多肽的溶解度，也可以使肽模拟它在母本蛋

白中α氨基和羧基的原始状态。

[0021] 所述抗原亲和柱由步骤(1)合成的多肽连接到活化的SuLfolink  Resin上制备得

到。

[0022] 所述动物可为家兔、小鼠、羊、马等，在本发明的一个具体实施方式中，选择新西兰

白兔作为免疫动物，但在实际制备所述抗体的过程中，可使用的免疫动物并不局限于此。

[0023] 在将新西兰白兔作为免疫动物的基础上，使用所述免疫抗原免疫动物，优选对其

每14天加强免疫一次，共免疫4次，颈动脉取血，获得抗血清。

[0024] 当选择其他动物作为免疫动物时，可根据具体情况，调整免疫间隔时间和免疫次

数。

[0025] 也可通过取心脏取血、静脉采血法，获得抗血清。

[0026] 第二方面，本发明提供了所述抗体在制备检测缺血性脑卒中血脑屏障早期损伤试

剂盒中的应用。

[0027] 具体表现为，提供一种含有本发明所述抗体的试剂盒，所述试剂盒可用于检测缺

血性脑卒中血脑屏障早期损伤。

[0028] 其是通过借助本发明所述抗体能够特异性识别由缺血性脑卒中血脑屏障早期损

伤所引起的occludin蛋白降解而产生的特异性降解片段，来检测缺血性脑卒中血脑屏障早

期损伤是否发生。

[0029] 作为优选，所述试剂盒为ELISA试剂盒，包括：包被有本发明所述抗体的固相载体，

检测抗体、酶标抗体、标准抗原。
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[0030] 所述固相载体可为酶标板、聚苯乙烯或聚氯乙烯微量反应板及塑料管等。

[0031] 进一步地，用于包被固相载体的所述抗体的使用浓度为0.1～1μg/mL。

[0032] 更为具体地，本发明提供一种固相载体的制备方法：

[0033] (1)包被：用200mM  NaHCO3缓冲液(pH9.6)稀释特异性抗体XW-OCLN-2，至终浓度为

0.1～1μg/mL，向酶标板每孔加入100μL  occludin特异性抗体稀释液，4℃冰箱过夜；

[0034] (2)冲洗：PBST冲洗酶标板各孔4次，每次5-10min；

[0035] (3)封闭：加封闭液1-10％BSA，37℃孵育1-2h；

[0036] (4)再冲洗：冲洗4次，晾干。

[0037] 所述PBST  1000mL的制备方法为：Na2HPO4  2.72g；NaH2PO4  0.28g；NaCl9g；双蒸水

1000mL；Tween20  500μL。

[0038] 上述试剂或原料的用量进行等比例扩大或者缩小后的技术方案，与上述制备方法

的实质相同，因此，所述固相载体的制备方法并不局限于上述具体用量条件。

[0039] 例如，在上述制备方法中，可替换NaHCO3缓冲液为Na2CO3/NaHCO3缓冲液(pH9.6)，

加或不加叠氮钠等防腐剂。

[0040] 封闭液可替换为不同浓度的明胶、Casein或山羊、马等动物血清。

[0041] 所述检测抗体为经检测不予本特异性抗体结合，但可识别occludin蛋白的不同种

属抗体(Thermo  Fisher货号33-1500)。

[0042] 所述酶标抗体为与检测抗体同种属的酶标二抗(中杉金桥ZB-2305)。

[0043] 所述标准抗原为人工合成的可与本发明所述抗体相结合的小肽。

[0044] 第三方面，本发明提供了所述抗体或试剂盒在检测缺血性脑卒中血脑屏障早期损

伤中的应用。

[0045] 具体为，利用本发明所述试剂盒对待检样本进行检测，依据检测结果(如光密度

值)判断待检样本是否为发生血脑屏障早期损伤的急性缺血脑卒中病人。

[0046] 本发明的有益效果在于：

[0047] 本发明提供了仅特异性识别occludin蛋白的降解片段，而不识别occludin全长蛋

白的特异性抗体，可以排除血清中occludin全长蛋白对检测结果的影响，显著提高针对缺

血性脑卒中血脑屏障早期损伤检测的特异性和准确率。

附图说明

[0048] 图1为本发明实施例1所述的人occludin蛋白序列的疏水性分析。

[0049] 图2为本发明实施例1中血清中occludin水平的western  blot检测图。

[0050] 图3为本发明实施例3中急性缺血脑卒中病人和健康人血清中的occludin特异性

降解片段的水平。

具体实施方式

[0051] 下面将结合实施例对本发明的优选实施方式进行详细说明。需要理解的是以下实

施例的给出仅是为了起到说明的目的，并不是用于对本发明的范围进行限制。本领域的技

术人员在不背离本发明的宗旨和精神的情况下，可以对本发明进行各种修改和替换。

[0052] 下述实施例中所使用的实验方法如无特殊说明，均为常规方法。
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[0053] 下述实施例中所用的材料、试剂等，如无特殊说明，均可从商业途径得到。

[0054] 实施例1特异性抗体的开发

[0055] 本实施例用于说明本发明所述特异性抗体的开发过程，具体步骤如下：

[0056] 1、根据人的occludin全长蛋白序列(AAB00195.1，如SEQ  ID  NO.1所示)，经过疏水

性分析(图1)，判断该蛋白为多次跨膜蛋白，并预测适合进行抗原识别和抗体制备的多肽序

列。从N-端至C-端，选取4段序列，进行多肽合成。

[0057] 序列1#YRPDEFKPNHYAPSNC；

[0058] 序列2#KTRRKMDRYDKSNIL；

[0059] 序列3#DHYETDYTTGGESC；

[0060] 序列4#SKLSHIKKMVGDYDR。

[0061] 2、合成抗原：

[0062] 分别将上述1#～4#多肽与KLH偶联(偶联剂为SuLfo-SMCC)，得到KLH-多肽，作为1#

～4#免疫抗原；

[0063] 分别将上述1#～4#多肽与BSA偶联(偶联剂为戊二醛)，得到BSA-多肽，作为1#～4#

检测抗原。

[0064] 3、用皮下注射多肽法，分别使用1#～4#免疫抗原免疫新西兰白兔。每14天加强免

疫一次，共免疫4次。颈动脉取血，获得抗血清。

[0065] 4、将步骤1合成的4种多肽连接到活化的SuLfolink  Resin上，制备抗原亲和柱。

[0066] 使用抗原亲和柱，对步骤3所得的抗血清进行抗体纯化，分别获得特异性抗体，对

应的抗体编号为XW-OCLN-1，XW-OCLN-2，XW-OCLN-3，XW-OCLN-4。收集的洗脱液检测280nm处

的吸光度，吸光度大于1.0的组分合并，对PBS透析。对透析后的抗体检测蛋白浓度，ELISA法

测定抗体效价。

[0067] 5、特异性抗体效价：采用BSA-多肽(1#～4#检测抗原)进行ELISA检测免疫反应效

果(表1)。

[0068] 表1  ELISA检测抗体效价

[0069]

[0070] 分别用浓度为1μg/mL的1#～4#检测抗原分别包被ELISA板，对应加入不同浓度的

特异性抗体(XW-OCLN-1，XW-OCLN-2，XW-OCLN-3，XW-OCLN-4)和空白IgG。检测结果显示，纯

化得到的特异性抗体可以特异识别检测抗原，效价很高，在浓度为1：80000时，仍可见明显

特异性结合信号。

[0071] 6、检测抗体对病人血清中occludin全长和片段的识别情况。

[0072] 对同一个急性缺血脑卒中病人的血清，进行电泳、转膜，分别用XW-OCLN-1，XW-

OCLN-2，XW-OCLN-3和XW-OCLN-4抗体孵育，western  blot检测血清中occludin的水平，结果

见图2。
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[0073] 由图2可以看到，XW-OCLN-1抗体可以识别occludin全长蛋白和20kDa的蛋白片段。

[0074] 而XW-OCLN-2，XW-OCLN-3和XW-OCLN-4抗体则只识别蛋白片段，不识别occludin全

长蛋白。

[0075] 由此确定，XW-OCLN-2，XW-OCLN-3和XW-OCLN-4抗体可以特异性识别血清中

occludin降解片段，可以排除血清中occludin全长蛋白对检测结果的影响，显著提高检测

结果的特异性。

[0076] 实施例2特异性检测缺血性脑卒中血脑屏障早期损伤的试剂盒

[0077] 本实施例以实施例1步骤4获得的特异性抗体XW-OCLN-3为例，说明特异性检测缺

血性脑卒中血脑屏障早期损伤的试剂盒，所述试剂盒为ELISA试剂盒，包括：包被有特异性

抗体XW-OCLN-3的固相载体、检测抗体、酶标抗体、标准抗原。

[0078] 其中：

[0079] 所述固相载体的制备方法具体为：

[0080] (1)包被：用200mM  NaHCO3缓冲液稀释特异性抗体XW-OCLN-3，至终浓度为1μg/mL，

向酶标板每孔加入100μLoccludin特异性抗体稀释液，4℃冰箱过夜；

[0081] (2)冲洗：PBST冲洗酶标板各孔4次，每次5min；

[0082] (3)封闭：加封闭液10％BSA，37℃孵育2h；

[0083] (4)再冲洗：冲洗4次，室温晾干。

[0084] 所述PBST1000mL的制备方法为：Na2HPO4  2.72g；NaH2PO40.28g；NaCl  9g；双蒸水

1000mL；Tween  20  500μL。

[0085] 所述检测抗体为经检测不予本特异性抗体结合，但可识别occludin蛋白的不同种

属抗体(Thermo  Fisher货号33-1500)。

[0086] 所述酶标抗体为与检测抗体同种属的酶标二抗(中杉金桥ZB-2305)。

[0087] 所述标准抗原为人工合成的可与本发明所述特异性抗体相结合的小肽。

[0088] 实施例3检测试剂盒的应用

[0089] 本实施例用于说明如何利用实施例2所制备的ELISA试剂盒，检测急性缺血脑卒中

病人血清中occludin特异性降解片段的水平，从而衡量脑卒中病人血脑屏障早期损伤的情

况。

[0090] 本实施例利用实施例2所制备的ELISA试剂盒，针对6个急性缺血脑卒中病人和5个

健康人的血清进行检测。

[0091] (1)采集急性缺血脑卒中病人和健康体检病人的血清；加入人血清100μL，37℃孵

育2h，冲洗；

[0092] (2)加100μL检测抗体(Thermo  Fisher货号33-1500)，孵育2h，冲洗4次；

[0093] (3)加100μL二抗(中杉金桥ZB-2305)，37℃温浴30min，冲洗；

[0094] (4)每孔加入TMB底物显色液90μL，37℃避光显色，30min后在酶标仪450nm波长，检

测光密度值。根据已知不同浓度的标准品的光密度值，绘制标准曲线，根据标准曲线得出血

清中occludin的片段的水平。

[0095] 结果如图3所示，由图可知，急性缺血性脑卒中病人血清中occludin特异性降解片

段的水平明显高于健康体检病人，表明本试剂盒可以识别血清中occludin的特异性降解片

段。
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[0096] 应当理解的是，对上述实施例所用试剂或原料的用量进行等比例扩大或者缩小后

的技术方案，与上述实施例的实质相同。

[0097] 虽然，上文中已经用一般性说明及具体实施方案对本发明作了详尽的描述，但在

本发明基础上，可以对之作一些修改或改进，这对本领域技术人员而言是显而易见的。因

此，在不偏离本发明精神的基础上所做的这些修改或改进，均属于本发明要求保护的范围。
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序列表

<110>首都医科大学宣武医院

<120>   用于检测缺血性脑卒中血脑屏障早期损伤的抗体及其应用

<160>   1

<170>SIPOSequenceListing  1.0

<210>   1

<211>   522

<212>   PRT

<213>   Homo  sapiens

<400>   1

Met  Ser Ser Arg  Pro  Leu Glu Ser  Pro  Pro Pro  Tyr  Arg  Pro  Asp  Glu

1                5                    10                   15

Phe  Lys  Pro  Asn  His  Tyr  Ala  Pro  Ser Asn  Asp  Ile  Tyr  Gly Gly Glu

             20                   25                   30

Met  His  Val  Arg  Pro  Met  Leu Ser Gln  Pro  Ala  Tyr  Ser Phe  Tyr  Pro

         35                   40                   45              

Glu  Asp  Glu  Ile  Leu  His  Phe  Tyr  Lys  Trp Thr Ser  Pro  Pro Gly  Val

     50                   55                   60     

Ile  Arg  Ile  Leu Ser  Met  Leu  Ile  Ile  Val  Met  Cys  Ile  Ala  Ile  Phe

65                   70                   75                   80

Ala Cys  Val  Ala Ser Thr Leu Ala Trp  Asp  Arg Gly  Tyr  Gly Thr Ser

                 85                   90                   95

Leu Leu Gly Gly Ser  Val  Gly  Tyr  Pro  Tyr  Gly Gly Ser Gly Phe Gly

             100                  105                  110

Ser  Tyr  Gly Ser Gly  Tyr  Gly  Tyr  Gly  Tyr  Gly  Tyr  Gly  Tyr  Gly  Tyr

         115                  120                  125

Gly Gly  Tyr  Thr  Asp  Pro  Arg Ala Ala  Lys  Gly Phe  Met  Leu  Ala  Met

     130                  135                  140                 

Ala Ala Phe Cys Phe  Ile  Ala Ala Leu  Val  Ile  Phe  Val  Thr Ser  Val

145                  150                  155                  160

Ile  Arg Ser Glu  Met  Ser Arg Thr Arg Arg  Tyr  Tyr Leu Ser  Val  Ile

                 165                  170                  175

Ile  Val  Ser Ala  Ile  Leu Gly  Ile  Met  Val  Phe  Ile  Ala Thr  Ile  Val

             180                  185                  190

Tyr  Ile  Met  Gly  Val  Asn  Pro  Thr Ala Gln Ser Ser Gly Ser Leu  Tyr

         195                  200                  205

Gly Ser Gln  Ile  Tyr  Ala Leu Cys Asn Gln Phe  Tyr  Thr  Pro  Ala Ala

     210                  215                  220                 
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Thr Gly Leu  Tyr  Val  Asp  Gln  Tyr  Leu  Tyr  His  Tyr  Cys  Val  Val  Asp

225                  230                  235                  240

Pro  Gln Glu Ala  Ile  Ala  Ile  Val  Leu Gly Phe  Met  Ile  Ile  Val  Ala

                 245                  250                  255

Phe Ala Leu  Ile  Ile Phe Phe Ala  Val  Lys  Thr Arg Arg  Lys  Met  Asp

             260                  265                  270

Arg  Tyr  Asp  Lys  Ser Asn  Ile  Leu Trp  Asp  Lys  Glu  His  Ile  Tyr  Asp

         275                  280                  285

Glu Gln  Pro  Pro Asn  Val  Glu Glu Trp  Val  Lys  Asn  Val  Ser Ala Gly

     290                  295                  300                 

Thr Gln  Asp  Val  Pro  Ser  Pro  Pro Ser  Asp  Tyr  Val  Glu Arg  Val  Asp

305                  310                  315                  320

Ser  Pro  Met  Ala  Tyr  Ser Ser Asn Gly  Lys  Val  Asn  Asp  Lys  Arg Phe

                 325                  330                  335

Tyr  Pro  Glu Ser Ser  Tyr  Lys  Ser Thr  Pro  Val  Pro  Glu  Val  Val Gln

             340                  345                  350

Glu Leu  Pro  Leu Thr Ser  Pro  Val  Asp  Asp Phe Arg Gln  Pro  Arg  Tyr

         355                  360                  365

Ser Ser Gly Gly Asn Phe Glu Thr  Pro  Ser  Lys  Arg Ala  Pro  Ala  Lys

     370                  375                  380                 

Gly Arg Ala Gly Arg Ser  Lys  Arg Thr Glu Gln  Asp  His  Tyr  Glu Thr

385                  390                  395                  400

Asp  Tyr  Thr Thr Gly Gly Glu Ser Cys  Asp  Glu Leu Glu Glu  Asp  Trp

                 405                  410                  415

Ile  Arg Glu  Tyr  Pro  Pro  Ile  Thr Ser  Asp  Gln Gln Arg Gln Leu  Tyr

             420                  425                  430

Lys  Arg Asn Phe  Asp  Thr Gly Leu Gln Glu  Tyr  Lys  Ser Leu Gln Ser

         435                  440                  445

Glu Leu  Asp  Glu  Ile  Asn  Lys  Glu Leu Ser Arg Leu  Asp  Lys  Glu Leu

     450                  455                  460                 

Asp  Asp  Tyr  Arg Glu Glu Ser Glu Glu  Tyr  Met  Ala Ala Ala  Asp  Glu

465                  470                  475                  480

Tyr  Asn Arg Leu  Lys  Gln  Val  Lys  Gly  Ser  Ala  Asp  Tyr  Lys  Ser  Lys

                 485                  490                  495

Lys  Asn  His  Cys  Lys  Gln Leu  Lys  Ser  Lys  Leu Ser  His  Ile  Lys  Lys

             500                  505                  510

Met  Val  Gly  Asp  Tyr  Asp  Arg Gln  Lys  Thr

         515                  520
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