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  摘 要:目的 基于于四川大学华西医院诊断为阿尔兹海默病(AD)的89例患者及89例健康对照人群,研
究血β-淀粉样蛋白(Aβ)、Aβ1-40、Aβ1-42及其比值在两组人群中表达水平的差异及各指标对AD的诊断效能。
方法 根据临床诊断将研究对象分为AD组和健康对照组,各89例。血清Aβ、Aβ1-40、Aβ1-42检测均采用双

抗体夹心酶联免疫吸附试验。建立受试者工作特征曲线计算各指标诊断效能,采用逐步回归分析AD发生的

危险风 险。结果 AD组 中 位 Aβ1-40(94.586
 

pg/mL)、Aβ1-40/Aβ(0.825)高 于 健 康 对 照 组 中 位 Aβ1-40
(73.419

 

pg/mL)、Aβ1-40/Aβ(0.609),差异有统计学意义(Z=-9.506,-9.704,P<0.001)。AD组中位

Aβ1-42(56.536
 

pg/mL)、Aβ1-42/Aβ1-40(0.588)、Aβ1-42/Aβ(0.491)低于健康对照组中位Aβ1-42(82.653
 

pg/

mL)、Aβ1-42/Aβ1-40(1.141)、Aβ1-42/Aβ(0.680),差异有统计学意义(Z=-9.968,-10.507,-10.958,P<
0.001)。Aβ1-42/Aβ曲线下面积为0.977

 

5,最佳截断值为0.58。回归模型显示Aβ1-42/Aβ和Aβ1-40/Aβ是

AD发生的重要危险因素。结论 血浆Aβ1-42/Aβ和Aβ1-40/Aβ比值对AD有着良好的诊断效能,为人群中

广泛筛查AD和实现AD的早期诊断提供了依据。
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Abstract:Objective To

 

evaluate
 

the
 

diagnostic
 

efficacy
 

of
 

the
 

plasma
 

amyloid
 

β-protein
 

(Aβ),Aβ1-42,

Aβ1-40
 

and
 

their
 

ratios
 

and
 

differences
 

in
 

expression
 

levels
 

in
 

Alzheimer’s
 

disease
 

(AD)
 

based
 

on
 

89
 

AD
 

pa-
tients

 

diagnosed
 

in
 

West
 

China
 

Hospital
 

of
 

Sichuan
 

University
 

and
 

89
 

healthy
 

control
 

people.Methods Ac-
cording

 

to
 

clinical
 

diagnosis,the
 

study
 

subjects
 

were
 

divided
 

into
 

an
 

AD
 

group
 

and
 

a
 

healthy
 

control
 

group,

with
 

89
 

cases
 

each.Serum
 

Aβ,
 

Aβ1-40,Aβ1-42
 

both
 

tests
 

were
 

performed
 

using
 

dual
 

antibody
 

sandwich
 

en-
zyme-linked

 

immunosorbent
 

assay.Establish
 

a
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

to
 

calculate
 

the
 

diagnostic
 

efficacy
 

of
 

each
 

indicator,and
 

use
 

stepwise
 

regression
 

analysis
 

to
 

analyze
 

the
 

risk
 

of
 

AD
 

occurrence.
Results The

 

median
 

levels
 

of
 

Aβ1-40
 

(94.586
 

vs.
 

73.419
 

pg/mL)
 

and
 

Aβ1-40/Aβ(0.825
 

vs.
 

0.609)
 

in
 

AD
 

patients
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

healthy
 

people
 

(Z=-9.506,-9.704,P<0.001).The
 

median
 

levels
 

Aβ1-
42

 

(56.536
 

vs.
 

82.653
 

pg/mL),Aβ1-42/Aβ1-40
 

(0.588
 

vs.
 

1.141),Aβ1-42/Aβ
 

(0.491vs.
 

0.680)
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

healthy
 

people
 

(Z=-9.968,-10.507,-10.958,P<0.001).The
 

area
 

under
 

curve
 

of
 

Aβ1-42/

Aβ
 

was
 

the
 

biggest
 

(0.977
 

5),and
 

the
 

best
 

cut-off
 

value
 

of
 

Aβ1-42/Aβ
 

was
 

0.58.Regression
 

model
 

showed
 

that
 

Aβ1-42/Aβ
 

and
 

Aβ1-40/Aβ
 

were
 

important
 

risk
 

factors
 

for
 

AD
 

occurrence.Conclusion The
 

plasma
 

Aβ1-
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42/Aβ
 

and
 

Aβ1-40/Aβ
 

ratios
 

have
 

excellent
 

diagnostic
 

efficacy
 

for
 

AD,providing
 

the
 

basis
 

for
 

extensive
 

screening
 

of
 

AD
 

and
 

achieving
 

an
 

early
 

diagnosis
 

of
 

AD
 

in
 

the
 

population.
Key

 

words:Alzheimer’s
 

disease; amyloid
 

β-protein; blood-based
 

biomarkers

  阿尔兹海默病(AD)是造成痴呆最常见的原

因[1],是一种进行性、致命性的神经退行性疾病,主要

的临床表现为记忆进行性丧失以及认知能力下降[2]。

AD发病机制复杂,主要的病理学特征有细胞外淀粉

样蛋白β(Aβ)聚集、细胞内过度磷酸化tau蛋白形成

神经原纤维缠结(NFT)和进行性神经细胞死亡[3]。
通常,AD是根据临床表现如神经心理测试和神经影

像学检查来诊断。这种诊断模式可以较好地区分出

AD的痴呆期和影响到日常生活交际的认知障碍

期[4],但对于 AD早期的诊断效能较低。为了提高

AD诊断模式的准确性,国际工作小组(IWG)建议使

用诊断标志物如神经影像学———用于评估大脑淀粉

样蛋白沉积的淀粉样蛋白-PET(Amyloid-PET)、用于

评估葡萄糖代谢的18F-氟脱氧葡萄糖(18F-FDG),以及

测定脑脊液生物标志物来进行评估[5]。
长期以来,Aβ的积累及其在淀粉样斑块中的聚

集和 沉 积 被 认 为 是 AD 发 生 的 关 键 致 病 机 制[6]。

Aβ1-40和 Aβ1-42是不同长度的 Aβ片段肽,其中

Aβ1-42因更易于聚集和形成斑块而具有更强的神经

毒性[7]。有研究证实,AD患者脑脊液中 Aβ1-42减

少,Aβ1-42水平与脑内淀粉样斑块数量之间呈负相

关[8]。通过对脑脊液中生物标志物的检测,AD诊断

的正确率已经提升到了80%[9]。然而,要想实现AD
的早期筛查和广泛的人群普查,采用神经影像学和脑

脊液生物标志物检测并不切合实际。因此,开发基于

血液检测的 AD生物标志物是非常有必要的。国内

外部分研究着眼于血浆Aβ及其片段水平对AD的诊

断效能,李娜等[10]针对天津市北辰地区105例AD患

者的研究发现,AD患者外周血 Aβ1-42水平降低,

Aβ1-40水平升高,Aβ1-42/Aβ1-40比值降低;VER-
BERK等[11]报道血浆 Aβ1-42/Aβ1-40比值和 Aβ1-42
水平可以区分健康者和脑脊液淀粉样蛋白异常的患者;

VERGALLO等[12]报道血浆Aβ1-40/Aβ1-42比值具有

较好的预测脑Aβ正电子发射断层扫描状态的作用。
本文基于在四川大学华西医院诊断为 AD的89

例患者及89例健康对照人群,研究Aβ、Aβ1-40、Aβ1-
42及其比值在两组人群中表达水平的差异及各指标

对AD的诊断效能。

1 资料与方法

1.1 一般资料 AD组纳入2020年6月至2021年7
月于四川大学华西医院神经内科就诊的89例AD患

者,纳入标准根据IWG及美国国家老龄问题研究所

阿尔兹海默病协会推出的诊断标准(任何时期的A加

B两方面):A为特异临床表现为存在早期及显著情

景记忆障碍(孤立或与暗示痴呆综合征或轻度认知障

碍相关的其他认知、行为改变),包括(1)患者或知情

者诉有超过6个月、逐步进展的记忆能力下降;(2)海
马类型遗忘综合征的客观证据,基于AD特异检测方

法———通过线索回忆测试等发现情景记忆能力显著

下降。B为体内AD病理改变的证据(下述之一),(1)
脑脊液中 Aβ1-42表达水平的下降及 T-tau或P-tau
蛋白表达水平的上升;(2)淀粉样PET成像,示踪剂

滞留增加;(3)AD常染色体显性突变的存在(常携有

PSEN1、PSEN2、APP基因突变)。排除标准:(1)非

AD性痴呆;(2)重度抑郁;(3)脑血管疾病;(4)中毒、
炎症、代谢紊乱;(5)诊断为混合型AD,同时患有其他

中枢神经系统疾病。对照组选取同一时期四川大学

华西医院健康体检中心无任何疾病诊断,以及年龄、
性别与AD组比例一致的89例体检健康者。本研究

得到四川大学华西医院生物医学伦理审查委员会

批准。

1.2 仪器与试剂 血浆Aβ、Aβ1-40、Aβ1-42检测均

采用双抗体夹心酶联免疫吸附试验(ELISA),试剂盒

购于江苏酶免实业有限公司,分别为Aβ
 

ELISA试剂

盒(货号:MM-1669H1)、Aβ1-40
 

ELISA试剂盒(MM-
0201H2)、Aβ1-42

 

ELISA 试剂盒(MM-0562H2),采
用最低检测限均为1.0

 

ng/mL,检测范围分别为15~
480

 

ng/mL、10~320
 

ng/mL、7.5~240.0
 

ng/mL。以上

3种试剂的批内精密度和批间精密度的变异系数CV
均≤15%。酶标 仪 采 用 Thermo

 

Scientific
 

Multiskan
 

GO全波长酶标仪,波长范围200~1
 

000
 

nm。

1.3 方法 AD组和健康对照组患者静脉采血后,

3
 

500
 

r/min离心10
 

min,分离出上层血浆,于-80
 

℃
冰箱保存,测试当日取出于4

 

℃溶解,测试前复温至

室温。试剂盒于室温平衡15~30
 

min,于96孔板前6
孔分别加入50

 

μL不同浓度标准品,最后1孔不加样

品为空白孔,其余89孔均先加入稀释液40
 

μL、后加

入相应样品10
 

μL,除空白孔外每孔加入辣根过氧化

物酶标记的二抗100
 

μL,37
 

℃水浴箱温育60
 

min,每
次浸泡30

 

s反复洗涤5次,拍干后加入显色液 A、B
各50

 

μL,37
 

℃水浴箱温育15
 

min,加入终止液50
 

μL,15
 

min内于Thermo
 

Scientific
 

Multiskan
 

GO全

波长酶标仪测定吸光度(A)值,波长设置为450
 

nm,
每孔测量3次。计算每板标准曲线,换算A值为浓度
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值,3次浓度值的平均值作为该孔的浓度值。

1.4 统计学处理 采用SPSS25.0统计学软件进行

数据 分 析,所 有 的 连 续 变 量 使 用 Kolmogorov-
Smirnov(K-S)方法进行正态性检验,服从正态分布的

变量使用x±s表示,不服从正态分布的变量使用 M
(Q)表示。采用χ2 检验和 Mann-Whitney秩和检验

分别比较两组患者的年龄、性别、Aβ、Aβ1-40、Aβ1-42
及其比值间水平的差异;建立受试者工作特征(ROC)
曲线,计算Aβ、Aβ1-40、Aβ1-42及其比值预测AD的

最佳截断值及相应的灵敏度、特异度、准确性、阳性预

测值(PPV)和阴性预测值(NPV)。采用逐步回归分

析,建立最优的多元线性回归方程预测AD发生的风

险。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 一般资料及 Aβ指标比较 AD组和健康对照

组均为89例,其中AD组男性占41.67%,年龄48~
98岁,中位年龄77岁;健康对照组男性占46.07%,
年龄68~93岁,中位年龄79岁。两组性别、年龄比

较差异无统计学意义(P>0.05),具有可比性。两组

Aβ表达水平分别为121.225(70.92~232.24)
 

pg/

mL、114.021(79.70~901.95)
 

pg/mL,差异无统计学

意义(Z=-1.907,P=0.057)。AD组Aβ1-40、Aβ1-
40/Aβ表达水平高于健康对照组Aβ1-40、Aβ1-40/Aβ
表达水平,差异有统计学意义(Z=-9.506,-9.704,

P<0.001)。AD 组 Aβ1-42、Aβ1-42/Aβ1-40、Aβ1-
42/Aβ表达水平低于健康对照组 Aβ1-42、Aβ1-42/

Aβ1-40、Aβ1-42/Aβ表达水平,差异有 统 计 学 意 义

(Z=-9.968,-10.507,-10.958,P<0.001)。见

表1。

表1  健康对照组和AD组一般资料及Aβ指标比较[n(%)或M(P25~P75)]

项目 健康对照组 AD组 χ2/Z P

人数(n) 89 89 - -

性别(男) 41(46.07) 37(41.57) 0.365 0.546

年龄(岁) 79.000(68.000~93.000) 77.000(48.000~98.000) -1.566 0.117

Aβ(pg/mL) 121.225(70.920~232.240) 114.021(79.700~901.950) -1.907 0.057

Aβ1-42(pg/mL) 82.653(46.340~141.030) 56.536(33.490~578.740) -9.968 <0.001

Aβ1-40(pg/mL) 73.419(16.560~223.470) 94.586(7.470~548.440) -9.506 <0.001

Aβ1-42/Aβ1-40 1.141(0.390~4.500) 0.588(0.270~7.570) -10.507 <0.001

Aβ1-42/Aβ 0.680(0.506~0.933) 0.491(0.324~0.642) -10.958 <0.001

Aβ1-40/Aβ 0.609(0.130~1.780) 0.825(0.070~1.574) -9.704 <0.001

  注:-表示无数据。

2.2 Aβ各指标对 AD的诊断效能 分别建立 Aβ、

Aβ1-40、Aβ1-42、Aβ1-42/Aβ1-40、Aβ1-42/Aβ和 Aβ1-
40/Aβ的 ROC曲 线,其 中,Aβ1-42/Aβ曲 线 下 面 积

(AUC)最大,为0.977
 

5(95%CI:95.78%~99.32%),
比值以0.58为最佳截断值预测患AD时,约登指数最

大,对应的灵敏度和特异度分别为91.0%和95.5%,准

确度为93.3%,阳性预测值(PPV)为95.3%,阴性预

测值(NPV)为91.4%;其次AUC最大的是Aβ1-42/

Aβ1-40,为0.955
 

9(95%CI:91.82%~99.37%),以
0.82为最佳截断值时,约登指数最大为0.910,灵敏

度、特异度、准确度、PPV和NPV均为95.5%。其余

指标对AD的诊断效能参数见表2。

表2  各Aβ指标对AD诊断效能评价

项目 AUC P 95%CI 最佳截断值
灵敏度

(%)

特异度

(%)

阳性

预测值(%)

阴性

预测值(%)

准确度

(%)

Aβ 0.582
 

8 0.056
 

5 49.82~66.74 — — — — — —

Aβ1-42 0.932
 

6 <0.000
 

1 88.71~97.80 70.60
 

pg/mL 96.6 92.1 92.5 96.5 94.4

Aβ1-40 0.912
 

5 <0.000
 

1 86.04~96.46 86.13
 

pg/mL 88.8 93.3 93.0 89.2 91.0

Aβ1-42/Aβ1-40 0.955
 

9 <0.000
 

1 91.82~99.37 0.82 95.5 95.5 95.5 95.5 95.5

Aβ1-42/Aβ 0.977
 

5 <0.000
 

1 95.78~99.32 0.58 91.0 95.5 95.3 91.4 93.3

Aβ1-40/Aβ 0.921
 

1 <0.000
 

1 87.20~97.02 0.73 91.0 92.1 92.0 90.1 91.0

  注:-表示无数据。
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2.3 逐步回归建立回归方程 为排除变量间共线性

干扰,以是否患AD为因变量,患者的年龄、性别、Aβ、

Aβ1-40、Aβ1-42、Aβ1-42/Aβ1-40、Aβ1-42/Aβ和 Aβ1-
40/Aβ为因变量,进行逐步回归分析,模型摘要见表

3,其中模型5
 

R值最大,模型拟合效果最好。模型5
参数检验见表4,其中Aβ1-42/Aβ和Aβ1-40/Aβ对是

否患AD的影响最大,B 值分别为-2.982、2.57。预

测AD患病风险的模型为Y=1.44-(2.982×Aβ1-
42/Aβ)+(2.57×Aβ1-40/Aβ)+(0.009×Aβ)-
(0.014×Aβ1-40)+(0.086×Aβ1-42/Aβ1-40)。

表3  逐步回归分析模型摘要

模型 R R2 调整R2 标准误差

1 0.803a 0.646 0.644 0.299
 

35

2 0.851b 0.724 0.721 0.264
 

70

3 0.856c 0.732 0.727 0.261
 

75

4 0.863d 0.744 0.738 0.256
 

59

5 0.867e 0.751 0.744 0.253
 

82

  注:a
 

预测变量为常量,Aβ1-42/Aβ;
b

 

预测变量为常量,Aβ1-42/Aβ、

Aβ1-40/Aβ;
c

 

预测变量为常量,Aβ1-42/Aβ、Aβ1-40/Aβ、Aβ;
d

 

预测变量

为常量,Aβ1-42/Aβ、Aβ1-40/Aβ、Aβ、Aβ1-40;
e

 

预测变量为常量,Aβ1-

42/Aβ、Aβ1-40/Aβ、Aβ、Aβ1-40、Aβ1-42/Aβ1-40。

表4  模型5参数表

模型
非标准化系数

B 标准误差

标准化系数

(β)
t P

5 常量 1.44 0.367 - 3.928 <0.001

Aβ1-42/Aβ -2.982 0.168 -0.727 -17.761 <0.001

Aβ1-40/Aβ 2.57 0.559 1.066 4.598 <0.001

Aβ 0.009 0.003 1.268 3.338 0.001

Aβ1-40 -0.014 0.005 -1.301 -3.111 0.002

Aβ1-42/Aβ1-40 0.086 0.039 0.113 2.19 0.030

  注:-表示无数据。

3 讨  论

  对于AD患者,临床的诊断多基于神经心理测试

和神经影像学检查,这些传统的诊断模式受患者和测

试者的主观影响较大,因此开发更多的生物诊断标志

物是非常有必要的。针对 AD的发病机制———大脑

Aβ沉积等,测定脑脊液中的 Aβ、tau蛋白等指标水

平,可以更好地诊断出早期 AD及非典型 AD[4]。鉴

于脑脊液获取的有创性以及在人群中广泛进行 AD
早期筛查的经济效益,以及据报道[13]30%~50%的

Aβ蛋白肽段从中枢神经系统转运至外周血进行清

除,因此血浆中AD生物诊断标志物的开发近年来成

为研究的热点[14-15]。很多研究表明血浆生物标志物

与大脑中Aβ沉积程度有显著关联,AKINORI
 

等[16]

在一项多中心研究中证实基于血浆检测的Aβ生物标

志物水 平 对 大 脑 Aβ负 担 具 有 较 好 的 预 测 作 用。
OVOD

 

等[17]发现Aβ1-42在血浆中Aβ相关的改变与

其在脑脊液中的改变具有相似性,血浆中Aβ的测量

显示出良好的稳定性及灵敏度。基于以上前提,本文

旨在探究血浆 Aβ、Aβ1-40、Aβ1-42水平及其比值在

AD人群和健康人群中的差异及各指标对AD的诊断

效能。
在本研究中,AD组和健康对照两组中位 Aβ水

平分别为114.021
 

pg/mL、121.225
 

pg/mL,差异无统

计学意义(Z=-1.907,P=0.057)。Aβ是AD病程

发展中的一个重要蛋白质,它在中枢神经系统中的聚

集诱导了一系列复杂的病理过程[18]。近年有研究发

现Aβ不仅产生于中枢神经系统,也产生于外周系统

如肾上腺、肾脏、心脏、肝脏、脾脏、胰腺和肌肉等[19],
这些混杂因素可能是血浆总Aβ对AD诊断效能较弱

的原因。而Aβ的片段肽Aβ1-40和Aβ1-42更受到广

泛关注,Aβ1-42更容易聚集为原纤维,而Aβ1-40会阻

碍Aβ1-42的聚集,所以 Aβ1-42/Aβ1-40的比值更具

有临 床 意 义[20-21]。在 本 文 中,AD 组 中 位 Aβ1-40
(94.586

 

pg/mL)、Aβ1-40/Aβ(0.825)高于健康对照组

中位Aβ1-40(73.419
 

pg/mL)、Aβ1-40/Aβ(0.609),差异

具有统计学意义(Z=-9.506,-9.704,P<0.001)。
AD组中位 Aβ1-42(56.536

 

pg/mL)、Aβ1-42/Aβ1-40
(0.588)、Aβ1-42/Aβ(0.491)低于健康对照组中位

Aβ1-42(82.653
 

pg/mL)、Aβ1-42/Aβ1-40(1.141)、
Aβ1-42/Aβ(0.680),差 异 具 有 统 计 学 意 义 (Z=
-9.968,-10.507,-10.958,P<0.001)。

Aβ1-42和Aβ1-40单个指标显示出良好的诊断效

能,Aβ1-42比Aβ1-40的诊断效能更优,与国内外相关

研究[11,22-23]结论一致。这一结果可能与AD的病理发

病机制有关,Aβ1-42较Aβ1-40疏水性更强,更易聚集

和导致阿尔兹海默老年斑(ADSP)形成。Aβ各个指

标的比值比单个 Aβ指标显示出更好的诊断效能,
Aβ1-42/Aβ、Aβ1-42/Aβ1-40

 

AUC 超 过0.95,这 与

PALMQVIST等[24]报道一致。近年来,Aβ指标比值

成为AD诊断标志物中研究的热点,有研究表明Aβ1-
42/Aβ1-40具有筛查普通人群中脑Aβ沉积水平升高

的临床应用潜能[25]。将患者的年龄、性别、Aβ、Aβ1-
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40、Aβ1-42、Aβ1-42/Aβ1-40、Aβ1-42/Aβ和 Aβ1-40/
Aβ为因变量进行逐步回归分析,发现 Aβ1-42/Aβ、
Aβ1-40/Aβ、Aβ、Aβ1-40、Aβ1-42/Aβ1-40为预测变量

构建的模型对是否患 AD的拟合度最优,其中 Aβ1-
42/Aβ、Aβ1-40/Aβ两个比值对结局的影响最大,这也

进一步印证了血浆 Aβ1-42/Aβ和 Aβ1-40/Aβ对 AD
的良好诊断效能。

开发血浆中的AD生物诊断标志物,不仅可以诊

断早期AD和临床表现不特异的 AD,具有很高的临

床应用价值和人群筛查价值,还可以监测AD的疾病

进展情况,促进治疗手段的发展。在针对AD生物标

志物轨迹的研究中[26-27],发现Aβ水平的变化发生在

Tau、NfL之前,说明Aβ较其他AD生物标志物更有

早期诊断价值。但是对于中枢神经系统疾病而言,开
发基于血浆检测的生物标志物仍存在很多困难,如血

脑屏障使得血浆中生物标志物的水平远低于脑脊

液[28],导致检测的灵敏度降低;Aβ在血浆中与多种蛋

白结合[29],导致检测的特异度降低。但在本文中,血
浆Aβ1-42及相关比值显示出了对于AD良好的诊断

效能,为开发基于血浆检测的AD生物标志物打下了

一定的基础。本研究的局限性在于样本来自单中心,
具有一定的选择偏差,因此下一步笔者将收集更多医

疗中心的患者血样,扩大样本量进行检测,并设计验

证实验检验结果的准确性。
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