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摘 要：阿尔兹海默症是当今世界面临的最严重的神经退行性疾病之一。阿尔兹海默症患者的大脑表现出两

种主要的神经病理改变：老年斑和神经纤维缠结，其典型临床症状包括记忆丧失、情绪改变、认知能力下

降、说话、写作、行走困难等。阿尔兹海默症的早期诊断对通过早期干预策略延缓疾病或改变疾病进程甚至

预防疾病都至关重要。该文综述了与阿尔兹海默症相关的蛋白、基因、miRNA、补体系统、激肽系统以及金

属离子等生物标志物，总结了现阶段阿尔兹海默症的临床诊断方法和检测试剂盒。由于目前临床诊断方法的

有创性和高昂的费用，迫切需要简单快速、创伤性小的分子诊断技术。该文列举了基于免疫反应、荧光、探

针成像、电化学、纳米材料和miRNA等发展的新型检测技术，这些分析手段为阿尔兹海默症的早期诊断提供

了强有力的技术支持。
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Abstract：Alzheimer's disease is one of the most serious neurodegenerative diseases in the world．
The brain of Alzheimer's patient after death showed two main neuropathological changes，i. e. senile
plaques and neurofibrillary tangles，while the typical clinical symptoms of Alzheimer's disease in⁃
clude memory loss，mood swings，cognitive decline，and difficulty in speaking，writing and walk⁃
ing．Early diagnosis is essential for the prevention or treatment of Alzheimer's disease by introducing
proper intervention．Biomarkers associated with Alzheimer's disease such as proteins，genes，miR⁃
NAs，complement system，kinin system and metal ions are reviewed in this paper，and the current
clinical diagnostic methods and kits for Alzheimer's disease are also summarized．There is an urgent
need to develop simple，rapid，and less invasive diagnostic techniques due to the invasion and high
cost of the current methods．Meanwhile，the novel emerging detection methods based on immunoas⁃
say， fluorescence，bio-imaging，electrochemistry，nanotechnology and miRNAs are also present⁃
ed，which have pushed forward the way of early diagnostics of Alzheimer's disease.
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阿尔兹海默症（Alzheimer's disease，AD）是一种渐进性痴呆症，目前影响全球超过5 000万人，预计

到 2050年将影响 1. 5亿人［1］。由于AD的致病机理尚未被完全阐明，针对AD的上市药物主要为症状缓

解类，疾病修正类药物极少，因此目前人类尚无治愈AD的方法，其中一个很重要的原因在于我们尚

未检测到疾病时，它已发生不可逆进展，并产生明显的记忆丧失和神经功能下降。疾病早期诊断的生

物标志物对通过早期干预策略延缓疾病或改变疾病进程甚至预防疾病都至关重要［2－5］。本文将总结经典

的和近年来新发现的AD生物标志物，并调研针对这些生物标志物发展的新的检测技术。
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1 AD核心标志物

1. 1 β-淀粉样蛋白
β-淀粉样蛋白（Amyloid β-protein，Aβ）是由淀粉样前体蛋白（Amyloid precursor protein， APP）经 β-分

泌酶和 γ-分泌酶介导裂解产生的肽，有 37 ~ 43个氨基酸残基，是一个非常古老的、保守的分子序

列［6－8］。Aβ是一种无序的蛋白，缺乏稳定的三维结构，其分子的生命周期为从单体到低聚形式到原

纤维［9］。

Aβ的生理效应表现为浓度依赖性，即生理浓度下有助于记忆巩固；但病理浓度时会抑制记忆功

能［9］。Aβ单体通过激活烟碱乙酰胆碱受体来调节突触功能，因此Aβ单体稳态对正常的突触功能至关重

要。超过一个临界浓度（纳摩尔范围）时，单体开始聚集成不同的Aβ聚集体［10］。普遍认为Aβ的合成与

清除之间的不平衡导致Aβ的积累，引发了AD。从AD患者的脑脊液中共鉴定出 26种Aβ蛋白形态，其

中分别含有40和42个氨基酸残基的Aβ1－40和Aβ1－42是累积的Aβ的主要成分。Aβ1－42具有更大的

疏水性从而更易聚集［11］，被认为是脑内老年斑起始的罪魁祸首。Aβ1－42水平或比例的增加会诱导Aβ
淀粉样纤维形成，积累的Aβ淀粉样纤维发展为脑内老年斑，并导致神经毒性［12］。Aβ聚集物能够激活

半胱氨酸蛋白酶，该酶能够切割 tau蛋白，使正常的 tau蛋白构象发生变化，导致 tau蛋白不能与微管结

合而聚集，诱导 tau蛋白病理的产生而引发AD［13］。

目前测定大脑中 Aβ的常用方法是脑脊液分析和正电子发射断层扫描技术（Positron emission
computed tomography，PET），但这两种技术的侵入性和昂贵的费用限制了其应用。因此，通过外周体

液研究Aβ受到广泛关注［14］。Aβ单体可以通过多种方式从大脑清除到血液，例如血脑屏障清除系统和

脑脊液吸收清除循环系统等［14－15］。但是由于血浆中Aβ1－42的浓度较低，不同的检测技术之间的灵敏

度不同导致结果之间存在较大的差异［16］。

1. 2 tau蛋白
tau蛋白是大脑中最常见的微管蛋白，在中枢神经系统中表达，在远端轴突中以六种亚型存在于人

类脑中，是轴突细胞骨架的重要结构元件［17－18］。tau蛋白的翻译后修饰包括磷酸化、硝化、乙酰化、泛

素化、甲基化等，这些翻译后修饰与AD的发病机制相关［19］。tau蛋白包含多个磷酸化位点，目前已通

过质谱鉴定出超过 47个磷酸化位点，主要位于其 C端和脯氨酸结构域［19－20］。细胞内磷酸化 tau蛋白

（Phosphorylated tau，p-tau）形成的聚集体将导致微管功能、轴突运输功能损伤和神经细胞骨架破坏以及

神经元病变［21］。激酶和磷酸化酶可分别诱导 tau蛋白磷酸化和去磷酸化，tau蛋白磷酸化受多种蛋白激

酶和磷酸化酶的调控［20］。磷酸化和蛋白质去磷酸化之间的失衡将导致该蛋白与微管的结合受损，以及

神经原纤维缠结的形成。p-tau蛋白的结构还可能受到Aβ、氧化应激、神经炎症等的影响［22］。

脑脊液（Cerebrospinal fluid，CSF）中总 tau蛋白（Total-tau，t-tau）和p-tau蛋白升高是AD的明确标志［23］。

可溶性 p-tau181和 t-tau的浓度在显性遗传性AD和散发性AD的症状出现前就开始增加［24］。脑脊液中的

t-tau蛋白、p-tau蛋白和Aβ1－42可以预测轻度认知障碍（Mild cognitive impairment，MCI）和早期AD，具

有较高的敏感性和特异性［25］。与脑源性血清外泌体相关的 t-tau蛋白和 p-tau蛋白可以更准确地区分轻度

AD和MCI［26］。此外还发现，这些血清外泌体相关蛋白的水平升高可以预测长期的认知能力下降［21］。

2 AD新型生物标志物

2. 1 载脂蛋白E基因
载脂蛋白（Apolipoprotein，Apo）是血浆脂蛋白中的蛋白质成分，主要有A、B、C、D、E五大类，

能够结合和运输脂质到机体各组织进行代谢及利用，在神经元的生长、修复、重组和保护中也具有重

要作用。研究表明，与AD关系最为紧密的是载脂蛋白E（ApoE），ApoE 112位和 158位两个氨基酸的不

同使之可形成 3种ApoE亚型：ApoEε2、ApoEε3、ApoEε4，分别由 3个常见的等位基因（ε2、ε3、ε4）
编码。其中，ApoEε4可显著增加患AD的风险，这使得携带ApoEε4等位基因的AD患者发病年龄更早，

并且倾向于有更明显的神经纤维缠结和淀粉样斑块聚集［27］，然而ApoEε4对AD风险的潜在机制尚不明

确；ApoEε3等位基因是最常见的基因变体，可能会导致长期炎症反应；ApoEε2等位基因与降低AD的
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发病风险相关，可以减少神经纤维缠结和淀粉样斑块的积累。总的来说，ApoE对AD患者大脑有调节

作用［28］。进一步的研究结果表明，大脑中的 TOMM40－APOE基因座在调控ApoE水平和AD神经病理

学方面具有复杂的作用［29］。研究者通过分析脑脊液的ApoE水平与ApoE的基因变异和临床特征，发现

脑脊液ApoE水平具有性别特异性，表明脑脊液ApoE可能以性别特异性的方式参与AD病理的发病机

制［30－31］。在ApoEε2对AD的预防作用方面，有研究表明ApoEε2已被确定为长寿基因，其对衰老过程具

有系统性影响，然而ApoEε2并非完全有益，其携带者患某些脑血管疾病的风险显著增加［32］。

2. 2 β-分泌酶1
β-分泌酶 1（Beta-site app cleaving enzyme 1，BACE1），即 β-淀粉样前体蛋白裂解酶 1，是在外周神

经细胞中形成髓鞘的一种重要的天冬氨酸蛋白酶，亦是促进Aβ形成的关键酶，是一个包含两个活性位

点的跨膜蛋白，可在细胞外形成二聚体。在AD患者脑脊液中，BACE1蛋白浓度和活性均升高，并且

其升高程度与海马体体积缩小相关。此外，在MCI向AD转化的患者脑脊液中也发现BACE1的活性升

高，已经达到AD患者中BACE1活性的同等水平。研究人员发现，MCI时期患者的组织中BACE1的活

性与对照组相比显著增加 27%，但优于AD现有的临床诊断指标，可能是AD神经功能障碍或病变的早

期指标，也可能作为治疗AD的靶标［33］。此外，有研究发现在最终转化为AD的MCI患者血液中BACE1
酶的活性更高，而未转化为AD的MCI患者血液中的BACE1活性相对较低，表明检测血液中BACE1的
活性可在MCI阶段预测AD的发生及发展［34］。

2. 3 早老素
早老素（Presenilin，PSEN）有两个亚型，即PSEN1和PSEN2，是两个同源的多跨膜蛋白，有约 67%

的同源序列，其同源序列为 γ-分泌酶的催化核心。Braggin等［35］报告了早发性AD病例中一种罕见的

PSEN2移码变体（PSEN2 p. K115Efs*11），其 γ分泌酶活性异常，表明 PSEN2 K115Efs*11可能是与AD
相关的致病性变体，提示了PSEN变异可能是AD发病的潜在机制。PSEN1和PSEN2基因突变是家族性

早发型AD最常见的原因，特别是 PSEN1基因。这两个基因的突变通常会引起 γ-分泌酶活性的破坏，

可促使APP形成有致病性的Aβ，进而导致Aβ1－42过度产生或Aβ1－40产生不足，或者两种情况同时

存在，最终导致Aβ1－42和Aβ1－40之间的比值增加［36］。研究发现，大脑中的神经元信号，特别是钙

离子（Ca2+）信号受 PSEN调节，并受其基因突变的影响，而细胞内的Ca2+信号不仅控制神经元的活动，

还影响基因的表达模式、细胞骨架的结构功能、突触的信号传导；此外PSEN对AD的细胞氧化应激和

细胞活力也有一定的调节作用［37－38］。

2. 4 小胶质细胞受体（CD33）
CD33是一种介导细胞－细胞相互作用的细胞表面受体，为唾液酸结合受体跨膜蛋白家族中的一种，

是细胞生长和存活的重要受体，也是网格蛋白非依赖性内吞途径以及先天性和适应性免疫系统功能的关

键受体［39］，其基因多态性与晚发型AD有关［40］，有证据表明小胶质细胞中CD33的表达情况和淀粉样斑块

负荷与认知功能相关［41］。另有研究显示，CD33的多态性可通过使脑组织中海马回和海马旁回的神经元

变性而增加AD发病的风险［42］。然而CD33唾液酸结合域的表达下调可降低AD发生的风险，因此抑制

CD33是一种有效的抑制AD病情发展的途径，CD33上的唾液酸结合位点是一个有前景的药效团［40］。

2. 5 神经丝轻链蛋白
神经丝轻链蛋白（Neurofilament light chain，NfL）是细胞骨架蛋白的一种，其主要功能是维持轴突功

能和稳定的神经传导，是轴突损伤的非特异性标志物。正常生理条件下轴突释放少量的NfL，但在病

理条件下NfL的释放量显著增加，脑脊液和血液中的NfL浓度与神经病变程度密切相关。临床研究表明

具有患AD风险的人群在发病之前有比正常情况下更高的NfL水平，而且血液和脑脊液中的NfL水平早

在这些患者开始出现神经病变症状之前（疾病发作前 16年）就开始上升［43］。研究结果显示在有遗传风险

的非痴呆个体中，血浆NfL水平、认知能力和 tau病理学三者之间存在关联，这些个体可能会发展为

AD［44］。然而NfL水平在许多神经退行性疾病中均会升高，并不具有疾病特异性，因此是否可将其作为

AD诊断的标志物尚待考究，但其在判断疾病分期、预测疾病进展和疾病预后中仍有一定的价值［44］。
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2. 6 补体系统与激肽系统
AD与突触缺失密切相关，而补体系统已被证明参与突触的清除。一些研究指出AD与补体系统之

间存在关联。与未发展为AD的MCI相比，AD患者脑脊液中补体C3和补体C4的水平升高，这些结果

表明异常的补体水平可影响AD的发展过程，故可将其作为AD诊断的生物标志物［45］。此外Aβ蛋白可

激活血浆的激肽系统，导致激肽释放酶介导的完整的高分子量激肽原（HKi）被切割成裂解的高分子量

激肽原（HKc），可通过Western blot观察到AD患者血浆的HKi分裂增加，HKc浓度升高［46］。

2. 7 microRNA
microRNA（miRNA）是一类内源基因编码的长度约为 22个核苷酸的非编码单链RNA，参与转录后

基因表达调控。异常的miRNA水平通过调控AD相关病理蛋白影响AD的疾病发展过程，不同类别的

miRNA水平上调或下调均会影响 AD的发展过程，进而可影响 AD患者体内 Aβ或 tau蛋白的水平。

miRNA主要通过调控APP的表达、剪切以及相应酶的活性改变Aβ水平。相关研究显示，与对照组相

比，MCI和AD组的miR－193b、miR－101、miR－124的水平降低，与Aβ水平呈负相关，这些miRNA
的表达水平降低可使APP表达增加或者促进APP外显子剪切，进而影响患者体内Aβ的水平［47－49］；此

外，影响 BACE1活性和表达量的miRNA表达水平改变也会影响 Aβ的合成，miR－29c、miR－195、
miR－124基因表达的下调可通过调节BACE1蛋白水平、促进Aβ合成及细胞损伤等途径促进Aβ斑块的

形成［50－52］。已有研究表明 miRNA也会通过影响 tau蛋白的合成进而影响 AD的发生、发展，其中，

miR－219表达水平下调可抑制 tau的合成，miR－132/212水平下调将增加 tau的表达和磷酸化，miR－
34a水平上调会促进内源性 tau表达，miR－128水平上调则促进 tau的降解和聚集，miR－125b表达水

平上调可促进 tau的磷酸化［53－56］。除此之外，外周血中多种miRNAs水平显著变化也可作为AD的诊断

指标，但其诊断价值未被大规模临床研究证实。

2. 8 金属离子
2. 8. 1 铁离子 铁是大脑中含量最丰富的过渡金属，参与神经递质合成（如血清素、去甲肾上腺素和

多巴胺）、髓鞘生成、神经元发育等生理过程。然而，铁在AD患者大脑中的积累和在皮质中的异常分

布被认为是AD的致病因素，研究者已经确认铁蓄积的程度与脑组织中Aβ斑块的数量、tau病理学以及

AD疾病分期相关［57－58］。铁的异常分布导致的铁稳态失调是AD的一个特征，铁可以通过促氧化剂分子

（例如羟基自由基等）与AD病理学蛋白（淀粉样前体蛋白和 tau蛋白）相互作用，进一步促进蛋白聚集；

铁还可以与AD中的 tau蛋白结合，通过与神经原纤维缠结的相互作用增强 tau蛋白的毒性，并诱导这些

缠结的积累，这些病理变化与AD的发展和认知能力下降有关［59－60］。

2. 8. 2 铜离子 铜既是氧化剂又是抗氧化剂，在机体内主要起催化作用。许多含铜金属酶作为氧化

酶，参与体内氧化还原过程，已被证实在人体中有重要的生理功能。铜离子对AD的发生发展具有一

定的作用，在AD患者脑组织中，铜离子的稳态失调对Aβ和 tau蛋白的生理活性有一定的影响；此外，

AD患者脑内铜离子水平和定位会发生较大变化，淀粉样沉积物中有铜离子的积累，而一些脑组织区域

的铜离子水平则不足。APP和Aβ均具有铜离子结合位点，可通过与铜离子发生相互作用产生活性氧导

致神经毒性；此外，AD患者的铜代谢会发生系统性变化，脑内铜离子水平的改变也可能影响AD的神

经炎症过程［61］。

2. 8. 3 锌离子 锌是人体中枢神经系统（Central nervous system，CNS）中第二丰富的微量元素，老年人

和AD患者存在锌稳态受损的情况［62］。越来越多的证据表明，锌离子可以导致大脑中的Aβ沉积和老年

斑形成，因此大脑中的锌离子水平亦可作为AD的病理特征指标［63］。

3 检测方法

3. 1 临床诊断方法
现阶段对于AD的临床诊断大多基于四个方面，分别为基于量表的认知功能评估、PET、脑脊液诊

断以及危险基因ApoE检测。老年痴呆诊断测试量表常用Mini－Mental State Examination，即MMSE，可

评估记忆和其他认知功能，是目前最具影响的认知缺损筛选工具之一。MMSE置信度良好，总分与患

者CT的脑萎缩呈正相关；PET显像属于分子显像和功能显像范畴，可通过向病人体内注射成像剂（如
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18F－FDG、18F－FDDNP、11C－PBBB3、11C－PIB3等），直观地显示患者的神经元突触功能、Aβ沉
积、tau蛋白磷酸化程度、多种神经递质和受体变化情况等；脑脊液诊断是一种有创性检查，通过腰椎

穿刺，从脊椎骨间隙抽取一定量的脑脊液进行检测，AD患者脑脊液中的Aβ42水平明显低于正常人，

小于 550 pg/mL，而 tau蛋白水平明显高于正常人，一般大于 375 pg/mL，结合检测脑脊液的Aβ42和 tau
水平可诊断无症状AD，准确率可达 90%左右［64］；ApoE危险基因检测是通过检测患者体内ApoE基因的

表达情况预测和推断病人患AD的风险，ApoE基因检测结果分为一般风险型、较低风险型和较高风险

型3类，可反映受试者患AD的风险情况。

3. 2 临床诊断试剂盒
现有的临床诊断试剂盒大多以Aβ42和 tau蛋白作为诊断标志物，少有基于其他新型生物标志物开

发的诊断试剂盒，国内外临床诊断公司均有生产和开发AD检测试剂盒。

国内的诊断公司主要包括先声诊断、豪思生物、贝格尔生物等多家生物公司。先声诊断提供两款

AD诊断试剂盒，其一为运用ELISA方法进行脑脊液中 4种生物标志物（Aβ1－42、Aβ42/Aβ40、t－tau、
p－tau181）的检测，其二为利用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱，通过受试者外周血基因型分析

进行 ApoE基因高风险人群鉴别。而豪思生物正在研发的 AD诊断试剂盒是采用液相色谱串联质谱

（LC－MS/MS）技术检测受试者血浆中的 8种AD相关生物标志物，该试剂盒希望通过外周血测试帮助临

床医生进行AD的早期诊断、疾病分期，监测痴呆疾病进程和评价治疗效果。贝格尔生物公司正在与

海外科研团队合作研究基于血清外泌体的AD诊断技术，与PET－Aβ等临床诊断“金标准”结果相比，

AD相关血清外泌体生物标志物显示出较好的灵敏度与特异性［65］。该公司正在进行大规模临床样品测

试。可以看出，国内的生物公司对于AD检测试剂盒的研发尚处于起步阶段，简便、高效、准确的检

测试剂盒有待开发。

海外生物公司生产的AD诊断试剂盒也主要基于传统的生物标志物，其中拜尔公司开发的试剂盒

通过检测脑脊液中的Aβ1－42、t－tau和 p－tau水平进行AD诊断；德国欧蒙公司以及 Fujirebio公司的

检测项目为脑脊液中的Aβ1－40/Aβ1－42、p－tau181、t－tau等；Quanterix公司的试剂盒可通过患者

脑脊液或血液样本测定AβAβ1－40/Aβ1－42、p－tau181、t－tau的含量，进而进行AD的临床诊断；而

Seebio公司可检测组织上清液、组织匀浆、脑脊液、血浆等样品，但其测量只限于科研用途，不用做

临床诊断，其检测的生物标志物主要为Aβ1－42。
3. 3 新型检测技术研究进展
3. 3. 1 基于免疫反应的AD早期诊断 Chen等［66］通过单分子阵列（Single-molecule array，Simoa）免疫法

检测血清、血浆和CSF中的 p－tau181，其灵敏度比ELISA高出 1 000倍以上。该技术直接将蛋白质检

测技术带入到单分子、数字化检测时代，能够进行超低丰度蛋白质的检测［43］。通过单克隆抗体捕获

p－tau181，再加入生物素标记的 tau蛋白抗体进行检测，发现AD患者血浆中的 p－tau181水平是对照

组的2倍，脑脊液中的p－tau181水平是对照组的10倍。

Budde等［67］开发了一种可重复使用的表面免疫红外传感器，用于检测人脑脊液中的Aβ和 tau蛋白。

该传感器的关键元件是表面具有化学修饰的衰减全反射（Attenuated total reflectance，ATR）晶体，可将

生物标志物从体液中捕获出来。传感器表面用免疫球蛋白结合蛋白A或蛋白G共价包被，蛋白A和蛋

白G能够与 IgG抗体Fc恒定区发生高亲和力相互作用，该相互作用与常规N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）偶

联相比具有更强的特异性，并且可通过化学处理（例如 pH值变化）逆转。蛋白A和蛋白G可用于抗体的

非共价结合和抗原的分析，因此这种免疫平台可以与蛋白A和G的所有抗体联合使用。这种检测方法

为快速分析AD患者血液和CFS样本提供了一个可逆平台。

Kim等［68］将一种具有 Tau－381亚型特异性的DNA适配体和抗体应用于表面等离子体共振平台上

（Surface plasmon resonance platform，SPR）进行人血浆中Tau－381亚型的浓度分析，检测限为 10 fmol/L。
通过与商品化的 ELISA试剂盒进行比较发现，该检测方法的性能增强了 1 000倍，同时还能够测量

ELISA无法测量到的2 pmol/L的浓度。

3. 3. 2 基于荧光的AD早期诊断 Zhang等［69］首次以丁酰胆碱酯酶（Butyrylcholinesterase，BChE）和活性

氧（Reactive oxygen species，ROSs）为双靶点，亚甲蓝作为荧光指示剂进行AD的早期诊断。环丙基甲酸
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酯是BChE的特异性反应位点，而水解之后暴露的羟苯基碳酰胺则作为ROS氧化还原的基团。此探针

使BChE催化的酶水解反应与ROS诱导的氧化还原反应发生偶联，在酶水解和氧化还原两个因素的共

同作用下，亚甲蓝产生荧光。该双靶点探针还可避免假阳性反应。

Zhang等［70］开发了一种四价十字形DNA纳米结构介导的级联催化发夹结构扩增反应，用于Aβ低聚

物的检测。两个 DNA纳米结构的末端分别被修饰上带有荧光共振能量转移（Fluorescence resonance
energy transfer，FRET）供受体探针的DNA发夹结构，作为整个检测的信号放大部分。他们还设计了一

个能够识别Aβ低聚物的DNA识别发卡和一个在打开后能够释放与DNA纳米结构结合的DNA单链的激

活发夹。当Aβ低聚物存在时，识别发夹与激活发卡结合释放出激活发卡的DNA链，该链能够触发

DNA纳米结构中的发夹打开，产生FRET信号，对Aβ低聚物的检测限为0. 69 pmol/L。
3. 3. 3 基于探针成像的AD早期诊断 发射波长在近红外范围内的荧光探针允许光穿透组织，同时可

以避免生物自发荧光。近红外荧光（Near-infrared fluorescence，NIRF）已经成为光学成像的首选工具。

Seo等［71］设计了一种近红外荧光探针，该探针以不同的构象与 tau聚集物、Aβ聚集物结合，且只有与

tau聚集物识别时的构象可以产生荧光。同时该探针表现出分子转子特性，随着溶液黏度的增加，探针

的荧光强度增加。

Ge等［72］设计了一种荧光寿命探针，该探针以两个锌吡啶胺作为识别单元，可以与 p－tau的磷酸化

位点特异性结合，通过光致电子转移机制（Photoinduced electron transfer mechanism，PET）实现神经元细

胞内p－tau蛋白的荧光寿命成像。

3. 3. 4 基于电化学的AD早期诊断 Duan等［73］通过在多孔 11-巯基十一碳酸（Mercapto undecanoic acid，
MUA）修饰的Au电极上覆盖平面双层脂质膜（Bilayer lipid membrane，BLM）构建了电化学生物传感器，

根据可溶性低聚Aβ1－42（Low－mass，soluble oligomers，L－Aβ42O）和可溶性低聚Aβ40（L－Aβ40O）诱

导BLM损伤的动态差异，基于电化学阻抗谱（Electrochemical impedance spectroscopy， EIS）实现了两者

的选择性测定。Au电极上的MUA层放大了与膜损伤相对应的抗阻信号，提高了检测灵敏度。BLM的

弱电荷表面可以降低CFS中其他蛋白的非特异性吸附。该传感器可在 20 min内实现L－Aβ42O的测定，

线性范围为 5 ~ 500 pmol/L，检测限为 3 pmol/L；可在 60 min内测定L－Aβ40O，线性范围为 60 pmol/L ~
6. 0 nmol/L，检测限为26 pmol/L。
3. 3. 5 基于纳米材料的AD早期诊断 Hadjidemetriou等［74］使用纳米粒获得血浆中的蛋白冠，监测了

血浆蛋白质组随AD进展的变化。由于纳米粒与体液孵育时，可以自发在表面捕获数百种蛋白质形成

蛋白冠，因此可通过蛋白冠深入分析血浆蛋白质组。通过 LC－MS对所得的蛋白冠进行分析，发现在

Aβ斑块形成前，AD患者血浆蛋白质组的丰度开始出现波动，并可以根据丰度变化确定疾病分期。

Iglesias－Mayor等［75］将双功能Au@Pt/Au核@壳纳米粒作为电化学免疫传感的新型标签，基于水氧

化反应过程产生的催化电流的变化检测 p53的构象变化，方法在血浆中的检测限为 66 nmol/L。构象改

变的 p53在轻度认知障碍患者中表达，并与认知障碍的进展呈正相关［76］。在Au@Pt纳米粒表面的Au突
起使纳米粒更易与抗体进行生物偶联，且Au与Pt在纳米粒表面的协同作用可提高催化活性，进而提高

检测的灵敏度。

Vilela等［77］开发了一种基于上转换纳米颗粒－石墨烯氧化物的光学传感器，可特异性检测与AD相关

的miRNA。该传感器将近红外光上转换与低背景光子计数相结合，能够可靠地检测 fmol/L范围内的少量

小寡核苷酸序列。即使在血浆和细胞裂解液等复杂介质中，该传感器对特定靶标同样具有高度的选

择性。

Zhang等［78］构建了一个多路复用的表面增强拉曼散射（Surface-enhanced Raman scattering，SERS）生

物传感器，用于检测Aβ1－42低聚物和 tau蛋白。他们将一段用于靶标识别的适配体和一段用于修饰在

金纳米粒子（AuNPs）表面的 polyA偶联，当靶蛋白与适配体特异性结合后，polyA寡核苷酸会偏离

AuNPs，破坏溶液中纳米偶联物的稳定性，引发相邻AuNPs之间的等离子体共振耦合效应，进而实现

蛋白质生物标志物的 SERS检测。该生物传感器能够在 15 min内完成检测，并可以同时检测 tau蛋白和

Aβ1－42低聚物。

3. 3. 6 基于miRNA检测的AD早期诊断 Dong等［79］首先采用高通量Solexa测序筛选AD血清miRNA的
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全基因组表达谱，然后采用个体水平的多重RT－qPCR检测确定AD的特异性miRNA谱。与对照组相

比，AD患者血清中有 4种miRNA（miR－31、miR－93、miR－143和miR－146a）显著减少，MCI中的

miR－93和miR－146a显著升高，可作为通过外周血进行AD诊断的依据。

Chandrasekaran等［80］使用一种名为miRacles的技术进行AD相关RNA的检测。当识别目标miRNA
后，DNA纳米结构由线型变成环状结构，由于线型结构和环状结构的电泳速率存在差异，因此能够通

过电泳读数报告其开/关状态，实现miRNA的检测。该方法能够直接检测天然miRNA，不需要扩增、

标记以及酶的催化。该研究筛选了 56种与AD相关的miRNA，发现其中 4种在AD患者脑中表达存在异

常。该纳米开关对与AD相关的miR－107具有 fmol/L级的灵敏度。

4 结 论

综上所述，现阶段被用于AD诊断的生物标志物，包括脑脊液 tau蛋白和 β淀粉样蛋白水平，以及

能反映结构和功能的 PET成像等。但在通过早期诊断来干预AD的发展中作用有限，因为这些方法侵

入性高，费用昂贵，受众群体较小。基于外周血的生物标志物是更好的选择，但由于血脑屏障的存在，

脑脊液中各种疾病相关蛋白的表达量与外周血中相关蛋白的表达量可能相差甚远，现阶段尚无满足AD
的血清学早期诊断灵敏度和特异性需求的生物标志物供临床应用。但越来越多的生物标志物可用于AD
的诊断，相关研究也日益深入，日后有望开发出新的便捷、灵敏、高效、准确的基于外周体液的AD
分子诊断方法，以实现无创、伤害性小的辅助诊断。发掘疾病相关性高的外周体液生物标志物并开发

相应的高效灵敏检测方法是未来重要的研究方向，通过对AD的疾病筛查和早期诊断以及后续及时的

预防和干预手段，将大大降低阿尔兹海默症的疾病发病率，具有极为重要的临床价值和社会意义。
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