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本发明涉及用于诊断早期心力衰竭的方法。

确切地说，本发明涉及基于纽约心脏病协会

(NYHA)分级系统诊断I级和II级心力衰竭。本发

明还能区分健康对照和NYHA III/IV级心力衰竭

患者。
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1.一种用于检测受试者的早期心力衰竭的方法，所述方法包括分析获自所述受试者的

生物样品并且测定所述样品中至少一种生物标志物的浓度，以及如果所述至少一种生物标

志物的浓度高于或低于所述至少一种生物标志物的预定参考浓度，则为所述受试者指定心

力衰竭分级。

2.根据权利要求1所述的方法，其中所述至少一种生物标志物的所述预定参考浓度从

获自健康受试者的生物样品测定。

3.一种检测受试者的早期心力衰竭的方法，所述方法包括分析获自所述受试者的生物

样品并且测定所述样品中至少一种生物标志物的浓度，测定获自健康受试者的生物样品中

所述至少一种生物标志物的浓度，以及如果来自所述受试者的样品中所述至少一种生物标

志物的浓度高于或低于获自所述健康受试者的生物样品中所述至少一种生物标志物的浓

度，则为所述受试者指定心力衰竭分级。

4.一种筛查受试者的早期心力衰竭的方法，所述方法包括分析获自所述受试者的生物

样品并且测定所述样品中至少一种生物标志物的浓度，以及如果所述至少一种生物标志物

的浓度高于或低于所述至少一种生物标志物的预定参考浓度，则为所述受试者指定心力衰

竭分级。

5.根据权利要求1到4中任一项所述的方法，其中所述至少一种生物标志物选自由下列

组成的蛋白质的组：KLK1、TCPD、S10A7、DLDH、IGHA2、CAMP、KV110、NAMPT、COPB、SPR2A和

HV311。

6.根据权利要求5所述的方法，其中所述至少一种生物标志物选自由下列组成的蛋白

质的组：KLK1、TCPD、S10A7、DLDH、IGHA2和CAMP。

7.根据权利要求6所述的方法，其中所述至少一种生物标志物是包括所述蛋白质中的

两种、三种、四种、五种或六种蛋白质的生物标志物组。

8.根据权利要求7所述的方法，其中所述生物标志物组包括所述蛋白质中的三种蛋白

质。

9.根据权利要求8所述的方法，其中所述生物标志物组包括KLK1、S10A7和CAMP。

10.根据权利要求5所述的方法，其中所述至少一种生物标志物选自由下列组成的蛋白

质的组：KV110、NAMPT、COPB、SPR2A和HV311。

11.根据权利要求10所述的方法，其中所述至少一种生物标志物是包括所述蛋白质中

的两种、三种、四种或五种蛋白质的生物标志物组。

12.根据权利要求5到11中任一项所述的方法，其中所述生物样品选自由全血、血清、血

浆、痰或唾液组成的组。

13.根据权利要求12所述的方法，其中所述生物样品是唾液。

14.一种用于检测与早期心力衰竭相关的至少一种生物标志物的存在的试剂盒，所述

试剂盒包括固体载体，所述固体载体上固定有与所述至少一种生物标志物特异性结合的至

少一种分子。

15.一种用于检测与早期心力衰竭相关的至少一种生物标志物的存在的试剂盒，其中

所述至少一种生物标志物选自由KLK1、TCPD、S10A7、DLDH、IGHA2、CAMP、KV110、NAMPT、COPB、

SPR2A和HV311组成的组，所述试剂盒包括固体载体，所述固体载体上固定有与所述至少一

种生物标志物特异性结合的至少一种分子。
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16.根据权利要求14或15所述的试剂盒，其中与所述至少一种生物标志物特异性结合

的所述至少一种分子是与所述至少一种生物标志物特异性结合的抗体。

17.根据权利要求16所述的试剂盒，其中所述固体载体具有固定在其上的两种、三种、

四种、五种或六种抗体。

18.根据权利要求17所述的试剂盒，其中所述固体载体具有固定在其上的三种抗体。

19.根据权利要求18所述的试剂盒，其中所述抗体是针对KLK1、S10A7和CAMP的抗体。
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诊断早期心力衰竭的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及用于诊断早期心力衰竭的方法。确切地说，本发明涉及基于纽约心脏

病协会(NYHA)分级系统诊断I级和II级心力衰竭。本发明还能区分健康对照和NYHA  III/IV

级心力衰竭患者。

背景技术

[0002] 当心肌衰弱以致无法再泵送足够的血液来满足身体对血液和氧气的需求时，发生

心力衰竭。换言之，心脏无法跟上其工作负荷。在心力衰竭的早期期间，存在多种起作用的

补偿机制，包括增大、增加肌肉质量和更快地泵送。在不治疗和/或改变生活方式的情况下，

这些补偿机制最终将不再有效，因此人开始经历心力衰竭的症状，例如疲劳和呼吸问题。

[0003] 在20世纪初期，尚无测量心功能的方法，因此诊断也不一致。NYHA开发了一种分级

系统，该分级系统至今仍用于心力衰竭的临床描述(纽约心脏病协会标准委员会(The 

Criteria  Committee  of  the  New  York  Heart  Association)，1994年)。根据NYHA分级系

统，基于患者体力活动中的限制、正常呼吸过程中的任何限制或症状以及呼吸短促和/或心

绞痛而将患者分为四类。

[0004] 该分级系统列于表1中。

[0005] 表1.心力衰竭的NYHA功能分级

[0006]

[0007]

[0008] 心力衰竭主要因其全球性高患病率而给社会带来了巨大的社会和经济负担。例

如，据估计，全世界每年有2300万人被诊断出此疾病(澳大利亚卫生与福利研究所

(Australian  Institute  of  Health  and  Welfare,AIHW)2011)。生存率也很低，澳大利亚

总死亡人数中约有30％归因于心力衰竭(Palazzuoli等,2007)。心力衰竭的主要风险因素

包括年龄、缺乏体力活动、饮食习惯不良导致肥胖、吸烟和过量饮酒(Palazzuoli等,2007)。

随着许多国家正经历人口的老龄化，预期心力衰竭将成为更加普遍的问题(Marian和
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Nambi,2004)。

[0009] 由于此疾病的复杂性，目前尚无心力衰竭的诊断标准。确切地说，没有针对心力衰

竭的简单诊断测试。虽然可以使用医学成像技术来检测心脏结构或功能的早期变化，例如

上述补偿机制，但是，对所有潜在心力衰竭患者进行成像是不切实际或不符合成本效益的。

[0010] 现有许多非侵入性风险评分系统，其被设计成用来评估个人罹患心血管疾病(如

冠心病、心力衰竭、心肌病、先天性心脏病、周围血管疾病和中风)的概率。例如，弗雷明汉风

险评分(Framingham  Risk  Score)是一种用于评估10年内发生冠心病、外周动脉疾病和心

力衰竭的风险的算法(McKee等,1971)。其它实例为用于诊断心力衰竭的波士顿(Boston)标

准(Carlson等,1985)以及杜克(Duke)标准(Harlan等,1977)，其中波士顿标准已被证明具

有最高灵敏性和特异性(Shamsham和Mitchell ,2000)。这些类型的标准利用患者病史、体

检、常规临床程序和实验室测试的组合，以得出诊断结论(Krum等,2006)，并且对诊断晚期

或严重心力衰竭特别有用。但是，预防心力衰竭的进展和临床恶化需要早期诊断。因此，需

要改善早期心力衰竭的非侵入性诊断的准确性。

[0011] 应清楚地理解，如果本文中引用现有技术出版物，则这种引用并不表示认可所述

出版物构成澳大利亚或任何其它国家的所属领域公知常识的一部分。

发明内容

[0012] 本发明一般涉及心力衰竭的早期诊断方法，尤其地，涉及根据NYHA分级的I级和II

级心力衰竭的早期的诊断方法。尤其地，本发明涉及与早期心力衰竭高度相关的生物标志

物的鉴别和使用。

[0013] 在第一方面中，本发明提供了一种用于检测受试者的早期心力衰竭的方法，该方

法包括分析获自受试者的生物样品并测定该样品中至少一种生物标志物的浓度，以及如果

至少一种生物标志物的浓度高于或低于该至少一种生物标志物的预定参考浓度，则为受试

者指定心力衰竭分级。可以从获自健康受试者的生物样品中测定至少一种生物标志物的预

定参考浓度。

[0014] 在第二方面中，本发明提供了一种用于检测受试者的早期心力衰竭的方法，该方

法包括：分析获自受试者的生物样品并且测定该样品中至少一种生物标志物的浓度，测定

从健康受试者获取的生物样品中该至少一种生物标志物的浓度，并且如果来自受试者的样

品中至少一种生物标志物的浓度高于或低于来自健康受试者的生物样品中该至少一种生

物标志物的浓度，则为受试者指定心力衰竭分级。

[0015] 在第三方面中，本发明提供了一种用于检测受试者的早期心力衰竭的方法，该方

法包括分析获自受试者的生物样品并且测定该样品中至少一种生物标志物的浓度，其中该

至少一种生物标志物选自由KLK1、TCPD、S10A7、DLDH、IGHA2、CAMP、KV110、NAMPT、COPB、

SPR2A和HV311组成的组，以及如果至少一种生物标志物的浓度高于或低于该至少一种生物

标志物的预定参考浓度，则为受试者指定心力衰竭分级。

[0016] 在第四方面中，本发明提供了一种用于检测受试者的早期心力衰竭的方法，该方

法包括分析获自受试者的生物样品并且测定该样品中至少一种生物标志物的浓度，其中该

至少一种生物标志物选自由KLK1、TCPD、S10A7、DLDH、IGHA2、CAMP、KV110、NAMPT、COPB、

SPR2A和HV311组成的组，测定获自健康受试者的生物样品中该至少一种生物标志物的浓
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度，以及如果来自受试者的样品中至少一种生物标志物的浓度高于或低于获自健康受试者

的生物样品中该至少一种生物标志物的浓度，则为受试者指定心力衰竭分级。

[0017] 在第五方面中，本发明提供了一种用于筛查受试者的早期心力衰竭的方法，该方

法包括分析获自受试者的生物样品并且测定该样品中至少一种生物标志物的浓度，以及如

果该至少一种生物标志物的浓度高于或低于该至少一种生物标志物的预定参考浓度，则为

受试者指定心力衰竭分级。

[0018] 在第六方面中，本发明提供了一种用于检测与早期心力衰竭相关的至少一种生物

标志物的存在的试剂盒，该试剂盒包括固体载体(support)，所述固体载体上固定有与至少

一种生物标志物特异性结合的至少一种分子。

[0019] 在第七方面中，本发明提供了一种用于检测与早期心力衰竭相关的至少一种生物

标志物的存在的试剂盒，其中该至少一种生物标志物选自由KLK1、TCPD、S10A7、DLDH、

IGHA2、CAMP、KV110、NAMPT、COPB、SPR2A和HV311组成的组，该试剂盒包括固体载体，所述固

体载体上固定有与至少一种生物标志物特异性结合的至少一种分子。

[0020] 在整个说明书中，除非上下文另有要求，否则词语“包含/包括(comprise，

comprises，comprising)”应理解为暗示包括所述的整数或整数组，但不排除任何其它整数

或整数组。

[0021] 在本发明范围内，本文描述的任何特征均可以与本文描述的任何一个或多个其它

特征以任何组合形式组合。

附图说明

[0022] 图1的图示出了通过ProteinPilot数据库搜索(表3)鉴别的每种蛋白质的肽丰度，

如从LC-ESI-MS/MS数据的提取离子色谱图中确定的；

[0023] 图2的一系列图比较了健康对照及NYHA  I级和III/IV级心力衰竭患者中各种唾液

蛋白的相对丰度，如通过SWATH-MS测定的；图2A，通过SWATH-MS验证的各种蛋白质；图2B，

SPLC2(BNP:对照)；图2C，KLK1(BNP:对照)；图2D，KLK1:SPLC2(BNP:对照)；图2E，S10A7(BNP:

对照)；图2F，S10A7:SPLC2(BNP:对照)；图2G，AACT(BNP:对照)；以及图2H，AACT:SPLC2(BNP:

对照)。

[0024] 图3的一系列点图比较了健康对照和心力衰竭患者中所选唾液蛋白的比率。图3A，

KLK1:SPLC2；图3B，S10A7:SPLC2；以及图3C，AACT:SPLC2。

[0025] 图4A、4B和4C是图3中唾液蛋白比率的ROC曲线。图4A，KLK1:SPLC2；图4B，S10A7:

SPCL2；以及图4C，AACT:SPLC2。

[0026] 图5的一系列图比较了健康对照与NYHA  I级和III/IV级心力衰竭患者中各种唾液

蛋白(KV110、NAMPT、COPB、SPR2A和HV311)的相对丰度，如通过SWATH-MS测定的。

[0027] 图6是用于比较各队列(cohort)(NYHA  I级、NYHA  III/IV级和对照)之间的、图5中

所示唾液蛋白的组合的ROC曲线叠加图。

[0028] 图7的一系列图比较了健康对照与NYHA  I级和III/IV级心力衰竭患者中各种唾液

蛋白(KLK1、TCPD、S10A7、DLDH、IGHA2和CAMP)的相对丰度，如通过SWATH-MS测定的。

[0029] 图8是用于比较各队列(NYHA  I级、NYHA  III/IV级和对照)之间的、图7中所示唾液

蛋白的组合的ROC曲线叠加图。
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[0030] 图9的一系列图比较了健康对照、患心力衰竭风险高的个体和心力衰竭患者中各

种唾液蛋白(S10A7、KLK1和CAMP)的浓度，如通过免疫分析测定的；以及用于比较唾液蛋白

组合的ROC曲线。通过结合这些唾液蛋白的浓度来生成预测评分。图9A，S10A7；图9B，CAMP；

图9C，KLK1；图9D，唾液蛋白的组合预测评分；图9E，ROC曲线，用于比较心力衰竭患者和对照

之间的唾液蛋白的组合；图9F，ROC曲线，用于比较SCREEN-HF(心力衰竭筛查)队列与对照之

间的唾液蛋白的组合；

[0031] 图10的图示出了在参加研究后已经患有心血管疾病的研究受试者与没有因心血

管疾病入院的受试者之间的预测评分。

[0032] 图11(A)为6名健康对照和6名心力衰竭患者的唾液样品中KLK1、TCPD、S10A7、

DLDH、IGHA2和CAMP的蛋白质印迹。(B)为健康对照和心力衰竭患者的唾液样品中KLK1、

TCPD、S10A7、DLDH、IGHA2和CAMP的具有标准误差的相对带强度。

[0033] 图12是12名健康对照和12名心力衰竭患者的另外的唾液样品中的S10A7的蛋白质

印迹。

具体实施方式

[0034] 缩写

[0035] 全文使用以下缩写：

[0036] AACT＝α1抗胰凝乳蛋白酶

[0037] BNP＝脑钠肽

[0038] CAMP＝抗菌肽(Cathelicidin)抗微生物肽

[0039] COPB＝外被体(coatomer)亚基β

[0040] DLDH＝二氢硫辛酸脱氢酶，线粒体

[0041] ESI＝电喷雾电离

[0042] GELS＝凝溶胶蛋白

[0043] h＝小时

[0044] HV311＝Ig重链V-III区KOL

[0045] IGHA2＝Igα-2链C区

[0046] IGJ＝免疫球蛋白J链

[0047] IQR＝四分位距

[0048] KLK1＝激肽释放酶1

[0049] KV110＝Igκ链V-I区HK102

[0050] LC＝液相色谱

[0051] LC-ESI-MS/MS＝液相色谱-电喷雾电离-串联质谱

[0052] LPLC1＝长腭、肺和鼻上皮癌相关蛋白1

[0053] min＝分钟

[0054] MMP9＝基质金属蛋白酶-9

[0055] MS＝质谱

[0056] MS/MS＝串联质谱

[0057] NAMPT＝烟酰胺磷酸核糖基转移酶
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[0058] NPV＝阴性预测值

[0059] NYHA＝纽约心脏病协会

[0060] PBS＝磷酸盐缓冲盐水

[0061] PPV＝阳性预测值

[0062] rcf＝相对离心力

[0063] ROC＝接收者操作特征

[0064] s＝秒

[0065] S10A7＝S100钙结合蛋白A7

[0066] SPLC2＝短腭、肺及鼻相关蛋白2

[0067] SPR2A＝小脯氨酸丰富蛋白2A

[0068] SWATH＝所有理论碎片离子光谱的顺序窗口采集

[0069] TCPD＝T-复合蛋白1亚基δ

[0070] TOF＝渡越时间(time  of  flight)

[0071] VIME＝波形蛋白

[0072] 本发明部分基于以下发现：与获自健康受试者的生物样品相比，获自患有早期心

力衰竭的受试者的生物样品中的蛋白质的丰度不同。本发明人已经使用高丰度蛋白质去除

和SWATH-MS来鉴别唾液蛋白，作为具备早期心力衰竭诊断效用的推定生物标志物。

[0073] 因此，在第一方面中，本发明提供了一种用于检测受试者的早期心力衰竭的方法，

该方法包括分析获自受试者的生物样品并且测定该样品中至少一种生物标志物的浓度，以

及如果该至少一种生物标志物的浓度高于或低于该至少一种生物标志物的预定参考浓度，

则为受试者指定心力衰竭分级。可以从获自健康受试者的生物样品中测定至少一种生物标

志物的预定参考浓度。

[0074] 出于本发明的目的，描述心力衰竭阶段的短语“早期(early  stage)”是指纽约心

脏病协会定义的功能分级：NYHA  I级和/或NYHA  II级。

[0075] 本文所使用的术语“生物样品”是指从受试者提取的样品。该术语包括未处理、已

处理、稀释或浓缩的生物样品。从受试者获取的生物样品可以是任何合适的样品，例如全

血、血清或血浆。优选地，生物样品获自受试者的颊腔。因此，生物样品可以是痰或唾液。根

据提供一种用于诊断早期心力衰竭的非侵入性的具有成本效益的方法的本发明，获自受试

者的生物样品优选为唾液。

[0076] 至少一种生物标志物是存在于生物样品中的蛋白质，该蛋白质已被鉴定为与早期

心力衰竭相关。可以分析生物样品中至少一种、两种、三种、四种、五种、六种等生物标志物

的浓度。例如，至少一种生物标志物可以是选自由以下项组成的组中的任何数量的蛋白质：

KLK1、TCPD、S10A7、DLDH、IGHA2、CAMP、KV110、NAMPT、COPB、SPR2A和HV311。在一个实施方案

中，至少一种生物标志物选自由KLK1、TCPD、S10A7、DLDH、IGHA2和CAMP组成的蛋白质的组。

优选地，至少一种生物标志物是由这些蛋白质中的两种、三种、四种、五种或全部六种蛋白

质组成的生物标志物组。在特别优选的实施方案中，生物标志物组包括KLK1、S10A7和CAMP。

在替代实施方案中，至少一种生物标志物选自由KV110、NAMPT、COPB、SPR2A和HV311组成的

组。在特别优选的实施方案中，至少一种生物标志物是由这些蛋白质中的两种、三种、四种、

或全部五种蛋白质组成的生物标志物组。
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[0077] 生物标志物的预定参考浓度可以是浓度范围的形式，使得此范围之外的生物标志

物浓度指示早期心力衰竭。可选地，生物标志物的预定参考浓度可以是具体值的形式，使得

高于或低于此值的生物标志物浓度指示早期心力衰竭。因此，对于用于检测受试者的早期

心力衰竭的每种生物标志物，已经测定或已知来自健康受试者的生物样品中生物标志物的

预定参考浓度。

[0078] 在本发明的上下文中，对于测定获自健康受试者的生物样品中的至少一种生物标

志物的预定参考浓度而言，“健康受试者”是没有心力衰竭的受试者。也就是说，健康受试者

是没有任何心力衰竭的外在症状并且不会被归为NYHA  I级或II级的受试者。

[0079] 本发明人惊奇地发现，与健康受试者中特定蛋白质的丰度相比，相同蛋白质在被

归为NYHA  I级或II级受试者的唾液中的丰度提高。相反地，与健康受试者中特定蛋白质的

丰度相比，相同蛋白质在被归为NYHA  I级或II级受试者的唾液中的丰度降低。

[0080] 尽管可以基于来自受试者的生物样品中仅一种生物标志物的浓度为受试者指定

心力衰竭分级，但是基于生物样品中两种、三种、四种、五种或更多种生物标志物的浓度来

指定分级是更有利的，因为使用更多的生物标志物可以实现更高程度的分级确定性。

[0081] 当使用由两种或更多种生物标志物组成的生物标志物组来检测受试者的早期心

力衰竭时，此组可以由这样的生物标志物组成：所述生物标志物在心力衰竭受试者唾液中

的浓度比健康受试者唾液中相同生物标志物的浓度高。可选地，此组可以由这样的生物标

志物组成：所述生物标志物在心力衰竭受试者唾液中的浓度比健康受试者唾液中相同生物

标志物的浓度低。进一步作为替代，此组可以由生物标志物的组合组成，其中至少一种生物

标志物在心力衰竭受试者唾液中的浓度高于相同的生物标志物在健康受试者唾液中的浓

度，并且至少一种生物标志物在心力衰竭受试者唾液中的浓度低于相同的生物标志物在健

康受试者唾液中的浓度。

[0082] 在第二方面中，本发明提供了一种用于检测受试者的早期心力衰竭的方法，该方

法包括分析获自受试者的生物样品并且测定该样品中至少一种生物标志物的浓度，测定获

自健康受试者的生物样品中该至少一种生物标志物的浓度，以及如果来自该受试者的样品

中该至少一种生物标志物的浓度高于或低于获自健康受试者的生物样品中该至少一种生

物标志物的浓度，则为受试者指定心力衰竭分级。

[0083] 生物样品中至少一种生物标志物的浓度，无论是来自潜在心力衰竭受试者还是健

康受试者，都可以通过用于测定蛋白质浓度的任何适当方法来测定。例如，该浓度可以通过

质谱分析来测定。将特定生物标志物在来自潜在心力衰竭受试者的样品的质谱中的峰强度

与在来自健康受试者的样品的质谱中的峰强度进行比较，可以提供这两个样品中生物标志

物丰度的相对差异的指示。更准确的比较可以通过使用以下实例中详述的SWATH-MS来获

得。

[0084] 可选地，可以使用与至少一种生物标志物特异性结合的一种或多种试剂来测定生

物样品中至少一种生物标志物的浓度。例如，所述试剂可以包括针对生物标志物的表位的

抗体，其中抗体任选地包括用于检测抗体-生物标志物复合物的存在的标签(例如，荧光标

记)。

[0085] 在第三方面中，本发明提供了一种用于检测受试者的早期心力衰竭的方法，该方

法包括分析获自受试者的生物样品并且测定该样品中至少一种生物标志物的浓度，其中该
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至少一种生物标志物选自由KLK1、TCPD、S10A7、DLDH、IGHA2、CAMP、KV110、NAMPT、COPB、

SPR2A和HV311组成的蛋白质的组，以及如果至少一种生物标志物的浓度高于或低于该至少

一种生物标志物的预定参考浓度，则为该受试者指定心力衰竭分级。可以从获自健康受试

者的生物样品中测定至少一种生物标志物的预定参考浓度。

[0086] 可以分析生物样品中至少一种、两种、三种、四种、五种、六种、七种、八种、九种、十

种或全部十一种蛋白质的浓度。尽管可以基于生物样品中仅一种蛋白质的浓度为受试者指

定心力衰竭分级，但是基于生物样品中两种、三种、四种、五种、六种、七种、八种、九种、十种

或十一种蛋白质的浓度来指定分级是更有利的，因为使用更多的生物标志物可以实现更高

程度的分级确定性。

[0087] 可以通过测定比较数据的灵敏度和特异性来评估分级的确定性。

[0088] 在第四方面中，本发明提供了一种用于检测受试者的早期心力衰竭的方法，该方

法包括分析获自受试者的生物样品并且测定该样品中至少一种生物标志物的浓度，其中该

至少一种生物标志物选自由KLK1、TCPD、S10A7、DLDH、IGHA2、CAMP、KV110、NAMPT、COPB、

SPR2A和HV311组成的蛋白质组，测定获自健康受试者的生物样品中该至少一种生物标志物

的浓度，以及如果来自受试者的样品中至少一种生物标志物的浓度高于或低于获自该健康

受试者的生物样品中该至少一种生物标志物的浓度，则为该受试者指定心力衰竭分级。

[0089] 在第五方面中，本发明提供了一种用于检测与早期心力衰竭相关的至少一种生物

标志物的存在的试剂盒，该试剂盒包括固体载体，该固体载体上固定有与该至少一种生物

标志物特异性结合的至少一种分子。

[0090] 与至少一种生物标志物特异性结合的至少一种分子可以是任何适当的分子。优选

地，该至少一种分子包括与至少一种生物标志物特异性结合的抗体。因此，固体载体可以具

有固定在其上的一种、两种、三种、四种等等的抗体。

[0091] 固体载体可以是可被适当地修饰以用于固定抗体并且适合于至少一种检测方法

的任何合适的材料。适用于固体载体的材料的代表性实例包括玻璃和改性玻璃或功能化玻

璃、塑料(包括丙烯酸、聚苯乙烯以及苯乙烯与其它材料的共聚物，聚丙烯、聚乙烯、聚丁烯、

聚氨酯、聚四氟乙烯等)、多糖、尼龙或硝化纤维素、树脂、二氧化硅或基于二氧化硅的材料

(包括硅和改性硅)、碳、金属、无机玻璃和塑料。固体载体可允许在没有明显发荧光的情况

下进行光学检测。

[0092] 固体载体可以是平面的，但是也可以使用其它构造的基材。例如，固体载体可以是

内表面上放置有抗体的管。

[0093] 在第六方面中，本发明提供了一种用于检测与早期心力衰竭相关的至少一种生物

标志物的存在的试剂盒，其中该至少一种生物标志物选自由KLK1、TCPD、S10A7、DLDH、

IGHA2、CAMP、KV110、NAMPT、COPB、SPR2A和HV311组成的组，该试剂盒包括固体载体，该固体

载体上固定有与至少一种生物标志物特异性结合的至少一种分子。

[0094] 实施例

[0095] 实施例1

[0096] 材料和方法

[0097] 研究参加者

[0098] 这项研究得到了昆士兰大学医学伦理机构委员会(University  of  Queensland 
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Medical  Ethical  Institutional  Board)和梅特卫生服务人类研究伦理委员会(Mater 

Health  Services  Human  Research  Ethics  Committee)以及皇家布里斯班妇女医院研究

管理机构(Royal  Brisbane  and  Women’s  Hospital  Research  Governance)的批准。所有

研究参加者均>18岁，并在收集样品前给予知情同意。健康对照的排除标准基于一项简单的

问卷，要求志愿者表明其是否存在任何合并症(comorbid  disease)和口腔疾病(例如牙周

病和牙龈炎、自身免疫性、传染性、肌肉骨骼或恶性疾病以及最近有过手术或外伤)。如果存

在任何病症，则参加者将被排除在研究之外。志愿者来自白种人和亚洲种族，没有发烧或感

冒的症状，并且口腔卫生良好。

[0099] 从2012年1月至2014年7月，从澳大利亚布里斯班的昆士兰大学、梅特成人医院

(Mater  Adult  Hospital)或皇家布里斯班妇女医院(Royal  Brisbane  and  Women’s 

Hospital)招募了总计30名健康对照和33名有症状的心力衰竭患者。梅特成人医院和皇家

布里斯班妇女医院的心脏病专家们使用纽约心脏病协会(NYHA)功能分级系统根据患者的

临床症状对这些患者进行了分级。所有参与研究的患者均被分类为NYHA  III级或IV级患

者。心力衰竭患者的平均年龄为67.6岁，健康对照的平均年龄为49.7岁。心力衰竭患者队列

中男性占63.3％，健康对照队列中男性占43.3％。

[0100] 唾液样品收集

[0101] 根据先前公布的方法，从早期和晚期心力衰竭患者以及健康对照中收集非刺激性

静息全唾液(Martinet  W等,2003；Punyadeera  C等,2011；Foo  JY等,2013；Castagnola  M

等,2011；Helmerhorst  EJ和Oppenheim  FG,2007；Loo  JA等,2010)。要求志愿者在收集唾液

前至少30分钟不要进食或饮用(水除外)。要求志愿者用水冲洗口腔以去除食物颗粒和碎

屑，向前和向下倾斜头，在口腔中蓄积唾液，然后将其吐出到置于冰上的Falcon管(50mL ,

Greiner,Germany)中。将样品通过干冰转移到实验室，并且等分到Eppendorf低蛋白吸附管

(Eppendorf,USA)中，并保存在-80℃，用于后期分析。

[0102] 唾液样品中的总蛋白质浓度

[0103] 对于初步筛查，使用2D  Quant试剂盒(GE  Healthcare  Bio-Sciences  AB,Sweden)

测量了来自患者(n＝10)和对照(n＝10)的唾液样品中的总蛋白浓度。使用

190酶标仪(Molecular  Devices,LLC,California,USA)在480nm下测量吸光度。使用Quick 

StartTM  Bradford  Protein  Assay(Bio-Rad ,USA)对获自患者(n＝30)和对照(n＝30)的唾

液样品中的总蛋白浓度进行定量，以进行SWATH-MS验证(见下文)。

[0104] 用于质谱分析的唾液样品制备

[0105] 分别汇合从心力衰竭患者和健康对照收集的蛋白质含量标准化的唾液样品。汇合

来自每个个体的等量的总蛋白质，以便得到对照和患者各10mg的总的汇合蛋白质。根据制

造商的说明，使用 小容量试剂盒(Bio-Rad ,Hercules,CA)对汇合样品进行

处理。将珠粒填充床(20μL)添加到汇合唾液中，并在25℃在旋转振动器上孵育16小时。通过

在1,000相对离心力(rcf)下离心1分钟使珠粒团粒化，并弃去上清液。将珠粒用磷酸盐缓冲

盐水(PBS)洗涤三次，并在8M尿素、2％CHAPS和5％乙酸(20μL)中洗脱结合的蛋白。通过加入

1:1的甲醇:丙酮(80L)沉淀出洗脱的蛋白质，将其在-20℃孵育16小时，并在18,000rcf离心

10分钟。将蛋白质团粒重新悬浮于含1％SDS的pH  8的50mM  Tris-HCl缓冲液中。通过添加
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DTT至10mM并在95℃孵育10分钟来还原半胱氨酸，然后通过添加丙烯酰胺至25mM并在23℃

孵育1小时进行烷基化。如上所述沉淀蛋白质，将其重新悬浮于含有蛋白质组学级胰蛋白酶

(1μg)(SigmaAlrdich,USA)的50mM  NH4HCO3(50μL)中，并在37℃孵育16小时。

[0106] 对于使用个体样品进行的SWATH-MS验证，向含有50μg总蛋白的唾液中补充等体积

的100mM  Tris-HCl缓冲液(pH  8)、2％SDS和20mM  DTT，并在95℃孵育10分钟。然后如上所述

将蛋白质烷基化、沉淀和消化。

[0107] 质谱和数据分析

[0108] 使用C18  Zip  Tips(Millipore,USA)对肽进行脱盐，并在配备Nanospray  III接口

(AB  SCIEX)的Triple  TOF  5600质谱仪上使用Prominence  nanoLC系统(Shimadzu,Japan)

通过LC-ESI-MS/MS对其进行分析，基本上如先前所述(Foo等,2013；Ovchinnikov等,2012)。

在Agilent  C18捕集器(孔径 ，粒径5μm，0.3mm  i.d.x  5mm)上，以30μL/min的流速，将

约2μg的肽脱盐3分钟，然后在Vydac  EVEREST反相C18  HPLC柱(孔径 ，粒径5μm，150μm 

i.d.x  150mm)上以流速1μL/min进行分离。在2分钟内用1-10％梯度的缓冲液B分离肽，然后

在45分钟内用10-60％的缓冲液B分离，其中缓冲液A(1％乙腈和0.1％甲酸)，缓冲液B(80％

乙腈和0.1％甲酸)。气体和电压设置根据需要进行调整。在350-1800的m/z进行MS-TOF扫描

0.5秒，接着进行MS/MS的信息依赖型采集，以每频谱0.05秒在40-1800的m/z进行前20种肽

的自动CE选择。使用相同LC参数进行SWATH分析，在350-1800的m/z进行MS-TOF扫描0.05秒，

接着在400-1250的m/z范围，以26m/z隔离窗口(isolation  window)、1m/z窗口重叠进行高

灵敏度信息独立型采集，每次0.1秒。碰撞能量由Analyst软件(AB  SCIEX)根据m/z窗口范围

自动指定。

[0109] 使用ProteinPilot(AB  SCIEX)，通过使用标准设置搜索LudwigNR数据库(截至

2012年1月27日从http://apcf.edu.au下载；16,818,973个序列；5,891,363,821个残基)来

鉴别蛋白质，其中所述标准设置为：样品类型，鉴别；半胱氨酸烷基化，无；仪器，Triple-TOF 

5600；种类，没有限制；ID焦点，生物修饰；酶，胰蛋白酶；搜索工作，详细的ID。对所有搜索都

使用ProteinPilot进行伪发现率分析。置信度大于99％且局部伪发现率小于1％的鉴别出

的肽用于进一步分析。如先前所述，基于蛋白质等级、得分、肽覆盖百分比和肽数目进行蛋

白质丰度的半定量比较(Bailey和Schulz,2013)。使用Peak  View  1.1获得提取的离子色谱

图。使用ProteinPilot数据作为离子库用于SWATH分析。使用Peak  View  1.2软件以标准设

置自动测量蛋白质丰度。将每种蛋白质的丰度标准化为每个单独样品中已鉴别的蛋白质的

总丰度，进行对数转换并使用ANOVA进行比较。使用基于R(RDevelopment  Core  Team,2011)

的开源(open-sourced)统计包Msstats(Clough等,2012；Chang等,2012)对用SWATH分析生

成的数据进行蛋白质重要性分析。使用组比较功能来比较心力衰竭患者与对照之间蛋白质

丰度的显著变化。

[0110] 实施例2

[0111] 通过LC-ESI-MS/MS鉴别蛋白质

[0112] 针对心力衰竭的推定的新型唾液蛋白质生物标志物可以通过如下手段鉴定：分别

汇合BNP升高患者的唾液和健康对照的唾液，减少ProteoMiner动态范围，使用胰蛋白酶消

化蛋白质以及使用LC-ESI-MS/MS和数据库搜索来鉴别肽。为检测在心力衰竭患者与对照之
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间存在丰度变化的蛋白质，使用半定量方法来比较针对每种蛋白质所鉴别的肽的等级、得

分、肽覆盖百分比和肽数目。这种半定量方法鉴别出多种推定的丰度不同的蛋白质，如表2

所示。

[0113] 表2比较心力衰竭患者与对照，丰度不同的唾液蛋白质

[0114]

[0115] 为了初步验证这些推定的生物标志物，对根据LC-ESI-MS/MS数据的提取的离子色

谱图(图1)确定的、通过ProteinPilot数据库搜索(表3)鉴别的每种蛋白质的肽的丰度进行

比较。肽丰度的比较鉴别出与对照样品相比，心力衰竭患者中丰度明显更高的两种蛋白质

(长腭、肺和鼻上皮癌相关蛋白1，即LPLC1(P＝0.0004)以及基质金属蛋白酶-9，即即MMP9(P

＝0.02))以及丰度明显更低的两种蛋白质(凝溶胶蛋白，即GELS(P＝0.03)以及短腭、肺和

鼻相关蛋白2，即SPLC2(P＝0.0003))。几种其它蛋白质显示出大的丰度变化(激肽释放酶1，

KLK1；免疫球蛋白J链，IGJ；以及波形蛋白，VIME)，由于检测到的被确信鉴别出的肽的数量

少，因此无法对其进行统计比较。因此，该初步分析鉴别出心力衰竭的几种推定的唾液蛋白

生物标志物。

[0116] 表3使用ProteinPilot鉴别的每种蛋白质的相对肽丰度
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[0117]

[0118] 实施例3

[0119] 使用SWATH-MS进行验证

[0120] 为了验证根据汇合样品的 分析而鉴别出的推定的新型生物标志

物，对从心力衰竭患者和对照中收集的各唾液样品进行了SWATH-MS检测。通过对心力衰竭

患者和对照的唾液的无偏SWATH-MS蛋白质组学比较，鉴别出了丰度差异>2倍且校正的P<

0 .01的七种蛋白质。这包括通过ProteoMiner分析鉴别为推定的心力衰竭生物标志物的

SPLC2蛋白。对照中SPLC2的相对丰度是心力衰竭患者中的1.89倍。具有高特异性的唾液(几

乎完全组分离)(参见图2A，校的值P<0.0001)证明SPLC2是心力衰竭的唾液蛋白生物标志

物。由于KLK1在心力衰竭患者唾液中的丰度比在对照唾液中的丰度更高，因此通过

ProteoMiner分析还推定地将KLK1鉴别为潜在生物标志物(图1)。KLK1丰度的提高也通过

说　明　书 11/15 页

14

CN 111465857 A

14



SWATH-MS分析得到验证，这表明KLK1丰度在心力衰竭患者体中比在对照中增加1.3倍(图

2B，校正的P＝<0.0001)。

[0121] 由于心力衰竭患者与对照相比SPLC2丰度降低而KLK1丰度升高，因此对这些经过

单独验证的生物标志物的丰度比率在鉴别心力衰竭中的效用进行了研究。观测到在心力衰

竭患者与对照之间存在较大且高度显著的区别，比率和高特异性的差异为5.3倍(图2C，P＝

0.00001)。进行接收者操作特性(ROC)曲线分析，以确定SPLC2和KLK1作为生物标志物的诊

断能力。KLK:SPLC2的分析(图3A，图4A)显示曲线下面积(AUC)值为0.75，灵敏度为70.0％，

特异性为66.7％。

[0122] 实施例4

[0123] 生物标志物组的预测能力

[0124] 使用基于R(R  Development  Core  Team,2011)的Msstats(Clough等,2012；Chang

等,2012)评估了包括推定的生物标志物KV110、NAMPT、COPB、SPR2A和HV311的组对早期心力

衰竭的预测能力(图5)。表4列出了各种队列(NYHA  I级，n＝20；NYHA  III/IV级，n＝19；健康

对照，n＝20)中生物标志物组合的灵敏度和特异性。

[0125] 表4生物标志物组合的灵敏度和特异性

[0126]

[0127]

[0128] 图6中的ROC曲线提供了五种生物标志物KV110、NAMPT、COPB、SPR2A和HV311的组合

的诊断潜力的有用汇总。ROC曲线下的面积越接近1，诊断潜力越好。与健康对照中的五种生

物标志物相比，NYHA  I级患者中的五种生物标志物组合的ROC曲线的AUC为0.96，灵敏度为

95.0％，特异性为90.0％(图6)。这些结果表明五种生物标志物的组合具有高诊断能力。

[0129] 使用基于R(R  Development  Core  Team,2011)的Msstats(Clough等,2012；Chang

等,2012)评估了包括推定的生物标志物KLK1、TCPD、S10A7、DLDH、IGHA2和CAMP的组对早期

心力衰竭的预测能力(图7)。表5列出了各种队列(NYHA  I级，n＝20；NYHA  III/IV级，n＝19；

健康对照，n＝20)中生物标志物的组合的灵敏度和特异性。

[0130] 表5生物标志物的组合的灵敏度和特异性

[0131]

[0132] 图8中的ROC曲线提供了六种生物标志物KLK1、TCPD、S10A7、DLDH、IGHA2和CAMP的

组合的诊断潜力的有用汇总。ROC曲线下的面积越接近1，诊断潜力越好。与健康对照中的六
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种生物标志物相比，NYHA  I级患者中的六种生物标志物组合的ROC曲线的AUC为0.86，灵敏

度为80.0％，特异性为70.0％(图8)。这些结果表明六种生物标志物的组合具有高诊断能

力。

[0133] 使用基于R(R  Development  Core  Team,2011)的Msstats(Clough等,2012；Chang

等,2012)评估了包括推定的生物标志物KLK1、S10A7和CAMP的组对心力衰竭高风险个体的

预测能力(图9)。表6列出了各种队列(心力衰竭患者，n＝100；患心力衰竭风险高的个体

(SCREEN-HF)，n＝121；健康对照，n＝88)中生物标志物的组合的灵敏度和特异性。

[0134] 表6生物标志物的组合的灵敏度和特异性

[0135]

[0136] 图10示出在参加研究后患有心血管疾病的研究受试者与没有因心血管疾病入院

的受试者之间的预测评分。

[0137] 在SCREEN-HF队列的99名参加者中，有11人因初步诊断为心血管疾病而入院。在这

11人中，由三个标志物的组产生的预测评分在0.139到0.996的范围，中值为0.517(IQR：

0.256–0.920)，而在没有因心血管疾病入院的个体中，此预测评分范围为0.086到0.992，中

值为0.294(IQR：0.172–0 .679)。两组SCREEN-HF队列之间存在统计学上的显著差异(p＝

0.0382)。

[0138] 为验证作为诊断组的成员的KLK1、TCPD、S10A7、DLDH、IGHA2和CAMP，对随机选择的

6名健康对照和随机选择的6名心力衰竭患者进行了蛋白质印迹分析。如图11所示，在个别

唾液样品中检测到S10A7和IGHA2。6个心力衰竭患者样品中有5个检测到S10A7，而6个健康

对照样品中只有1个检测到S10A7。将每个样品的带强度针对健康对照的平均带强度进行标

准化。与SWATH-MS的结果相似，S10A7和IGHA2这两者在心力衰竭患者样品中均呈现出高于

健康对照样品的蛋白质丰度。心力衰竭患者中S10A7的平均带强度是健康对照样品中的6

倍。IGHA2在心力衰竭患者样品中的丰度高于健康对照样品(1.06:1)，但未观测到显著差

异。与初始筛查的结果相反，KLK1在健康对照中的表达与患者样品相似(1:0.98)。CAMP表达

也不同，在心力衰竭患者中的表达高于对照(1:1.452)。蛋白质印迹未检测到TCPD和DLDH。

[0139] 整个说明书中所提及的“一个实施方案”或“一种实施方案”是指结合此实施方案

描述的特定特征、结构或特性包括在本发明的至少一个实施方案中。因此，贯穿本说明书在

多个地方出现的短语“在一个实施方案中”或“在一种实施方案中”并不一定都指同一个实

施方案。此外，特定的特征、结构或特性可以以任何适当方式组合成一个或多个组合。

[0140] 根据法规，已经以或多或少针对结构或方法特征的语言描述了本发明。应理解，本

发明不限于所示出或描述的特定特征，因为本文所述的方式包括实施本发明的优选形式。

因此，在由本领域技术人员适当解释的所附权利要求书(如果有)的适当范围内，可以以任

何形式或修改主张本发明。
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