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急性心梗患者血液中全长心肌肌钙蛋白I及其水解片段
——试剂开发过程的抗体选择

心肌标志物

血液中心肌肌钙蛋白I（cTnI）的免疫检测是诊断急性

心肌梗死（AMI）的重要手段。然而，目前的检测试剂存在

若干问题，从而影响了检测结果。其中，最主要的问题源自

于cTnI的降解。通过对心肌坏死组织进行体外研究可以发现

若干 14-28KDa的cTnI片段（完整的cTnI分子量约为

29KDa）。cTnI分子中间区域30-110氨基酸区域被认为是

cTnI最稳定的区域，因此目前绝大多数的免疫检测系统均使

用了识别该区域的特异性抗体。

最近的研究发现，ST段抬高型心梗患者的血清中存在

高达11种cTnI片段。尽管这些片段已经被广泛研究，但是研

究仍然不够深入。而这些信息却是试剂开发过程中抗体选择

的关键。因此在本研究中，研究者对AMI患者灌注前的血液

cTnI片段组分及比例进行了分析；同时，还对支架手术患者

术后不同时间点的cTnI稳定区域进行了检测。研究结果对于

新一代cTnI试剂的开发具有重要参考价值。
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实验材料与方法：

试剂：所有cTnI抗体、抗原均由HyTest提供，详细信

息见原文。

样本：所有样本均来自于AMI患者，患者AMI由ECG和

TnT（Roche）检测结果确诊。样本采集于胸痛发作后

的1-36小时，并分为5个时间段进行采血（胸痛发作

1 - 4 h及支架手术后 2 - 7 h， 7 - 1 2 h， 1 2 - 2 3 h和

23-36h）。更多信息请参见原文。

cTnI免疫提取（亲和层析）：

亲和层析所使用的抗体均由HyTest提供，抗体特

异性识别cTnI不同区域，基本上包含cTnI所有的分子区

域。更多信息请参见原文。

WB和增强化学发光检测（ECL）：

具体详细信息，请参见原文。

ECL图像定量：

具体详细信息，请参见原文。

FIA平台上的cTnI降解研究：

本研究使用了两种内部FIA检测系统，抗体对分别

为19C7（41-49aa）--560（83-93aa）和MF4

（190-196aa）--4C2（23-29aa）。更多信息请参见

原文。

AMI患者血液中由不同抗体检出的cTnI总量定量：

具体信息，将参见原文。

统计分析：

具体详细信息，请参见原文。

结果分析：

AMI患者血清cTnI的WB分析及片段分离

对26例AMI患者血清样本进行cTnI免疫亲和纯化，

WB结果显示：（a）所有患者均呈现出相似的12条条带，

分别对应全长cTnI分子和11个分子片段；（b）片段数量不

会随采血时间的改变而发生改变（Fig. 1）。
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使用15株不同位点的cTnI单抗对AMI患者血清样本中

的cTnI分子片段进行染色，结果显示N端截断和C端截断形

式的cTnI分子片段均存在于患者血清中（Fig. 2）。在分子

N端区域，主要存在3个蛋白水解位点。第一个蛋白水解位

点位于单抗909（识别位点18-22aa）和单抗4C2（识别位

点23-29aa）的识别区域之间（见片段2和4），第二个蛋

白水解位点位于单抗4 C 2和单抗M 1 5 5（识别位点

26-35aa）的识别区域之间（见片段3和5），第三个蛋白

水解位点位于单抗M155和单抗10F4（识别位点34-37aa）

的识别区域之间（见片段5和7）。而在分子C端区域，则可

发现多种蛋白水解位点。根据可被单抗84（识别位点

2.3AMI患者血清中cTnI片段丰度随时间变化的免疫检测分析

为了使用其他方法进一步确认之前的实验结论，研究

者使用了两组夹心免疫检测系统对之前研究的系列血清cTnI

浓度进行了定量检测（两组单抗配对分别为MF4-4C2和

1 9 C 7 - 5 6 0），并计算了两组检测系统结果的比率

（MF4-4C2/19C7-560）。如果cTnI的末端区域在本研究

的时间框架外发生了降解，那么两组检测系统结果比率将发

生显著下降；若末端区域未发生显著降解，则比率不会发生

显著变化。

最终免疫检测的结果显示，支架手术前后两组检测系

统结果的比率并未发生显著变化，与之前WB的结果一致。

进一步证实了支架手术并不会改变cTnI分子片段的组成和比

率。

此外，研究还发现在AMI发作36小时内，两组检测系

统结果的比率仅降低了两倍（Fig. 4）,进一步支持了WB的

结果，同时提示在AMI发作的前36小时，AMI患者血液

cTnI片段并不会发生显著变化。

Fig. 1.5例代表性AMI患者血清cTnI(经免疫亲和纯化)的

WB分析。

1：cTnI标准品（ITC三元复合物）

2：阴性对照（由正常人血清免疫纯化的蛋白）

3-7：从5例代表性AMI血清中免疫亲和纯化的cTnI。胸

痛发作后的采血时间和cTnI浓度标示于条带号码下方，

全长cTnI及其11个分子片段用箭头标示于图右侧。

为了能清晰的展示结果，研究者使用增强化学发光进行

了若干次不同样本量的测试。

免疫染色：标记了HRP的单抗560。

2.4 不同抗体检出的cTnI的总量的定量化

通过对不同抗体识别出的AMI患者血清cTnI的总量进

行定量，结果显示尽管C末端存在若干蛋白水解位点，但是

相比于C末端而言N末端更易发生降解（Table. 1）。特异性

识别cTnI N末端片段的单抗9F6和909（识别位点分别为

11-15aa和18-22aa）仅能识别出55%总量的cTnI，而特异性

识别C末端的单抗p45-10（识别位点为195-209）则可检出

70%总量的cTnI。

识别N段和中间区域的单抗4C2（识别位点为23-29）

可识别不低于90%总量的cTnI。识别C末端的单抗MF4

（识别位点为190-196aa）可识别约80%总量的cTnI。因

此，对于AMI发作后36小时内的患者，使用识别位点位于

23-196aa区域内的单抗可检出总量80%以上的cTnI。

117-126aa）染色的条带结果来看，AMI患者血液中cTnI分

子的主要稳定区域位于34-126aa区域。

2.2 cTnI片段丰度随时间变化的WB分析

26例AMI患者血清样本中cTnI分子及分子片段丰度的

定量结果显示，全长cTnI对应的条带约占全部cTnI的40%

（单抗560染色），而两个最短的片段（片段10 和11）则仅

占cTnI总量的10%（Fig. 3）。

对AMI患者支架术前和术后1-2小时进行采血，然后分

别进行cTnI及其分子片段的WB分析。结果显示，经皮介入

治疗并不会对cTnI片段的数目和比率造成显著影响（Fig.3 

A和Fig.3 B）。 对支架手术患者进行了4次不同时间的采

血，分析结果显示AMI发作的前36小时，全长cTnI分子与

其片段的比率并不会发生显著改变（Fig.3 C和Fig.3 D）。
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使用15株不同位点的cTnI单抗对AMI患者血清样本中

的cTnI分子片段进行染色，结果显示N端截断和C端截断形

式的cTnI分子片段均存在于患者血清中（Fig. 2）。在分子

N端区域，主要存在3个蛋白水解位点。第一个蛋白水解位

点位于单抗909（识别位点18-22aa）和单抗4C2（识别位

点23-29aa）的识别区域之间（见片段2和4），第二个蛋

白水解位点位于单抗4 C 2和单抗M 1 5 5（识别位点

26-35aa）的识别区域之间（见片段3和5），第三个蛋白

水解位点位于单抗M155和单抗10F4（识别位点34-37aa）

的识别区域之间（见片段5和7）。而在分子C端区域，则可

发现多种蛋白水解位点。根据可被单抗84（识别位点

2.3AMI患者血清中cTnI片段丰度随时间变化的免疫检测分析

为了使用其他方法进一步确认之前的实验结论，研究

者使用了两组夹心免疫检测系统对之前研究的系列血清cTnI

浓度进行了定量检测（两组单抗配对分别为MF4-4C2和

1 9 C 7 - 5 6 0），并计算了两组检测系统结果的比率

（MF4-4C2/19C7-560）。如果cTnI的末端区域在本研究

的时间框架外发生了降解，那么两组检测系统结果比率将发

生显著下降；若末端区域未发生显著降解，则比率不会发生

显著变化。

最终免疫检测的结果显示，支架手术前后两组检测系

统结果的比率并未发生显著变化，与之前WB的结果一致。

进一步证实了支架手术并不会改变cTnI分子片段的组成和比

率。

此外，研究还发现在AMI发作36小时内，两组检测系

统结果的比率仅降低了两倍（Fig. 4）,进一步支持了WB的

结果，同时提示在AMI发作的前36小时，AMI患者血液

cTnI片段并不会发生显著变化。

Fig. 2. 一例代表性AMI患者血清cTnI片段定位的免疫分析。

用于染色的单抗名和其识别位点标示于条带上方。不同片段的“预测”氨基酸区域标示于图右侧。非特异性染色用星号

标示。

2.4 不同抗体检出的cTnI的总量的定量化

通过对不同抗体识别出的AMI患者血清cTnI的总量进

行定量，结果显示尽管C末端存在若干蛋白水解位点，但是

相比于C末端而言N末端更易发生降解（Table. 1）。特异性

识别cTnI N末端片段的单抗9F6和909（识别位点分别为

11-15aa和18-22aa）仅能识别出55%总量的cTnI，而特异性

识别C末端的单抗p45-10（识别位点为195-209）则可检出

70%总量的cTnI。

识别N段和中间区域的单抗4C2（识别位点为23-29）

可识别不低于90%总量的cTnI。识别C末端的单抗MF4

（识别位点为190-196aa）可识别约80%总量的cTnI。因

此，对于AMI发作后36小时内的患者，使用识别位点位于

23-196aa区域内的单抗可检出总量80%以上的cTnI。

117-126aa）染色的条带结果来看，AMI患者血液中cTnI分

子的主要稳定区域位于34-126aa区域。

2.2 cTnI片段丰度随时间变化的WB分析

26例AMI患者血清样本中cTnI分子及分子片段丰度的

定量结果显示，全长cTnI对应的条带约占全部cTnI的40%

（单抗560染色），而两个最短的片段（片段10 和11）则仅

占cTnI总量的10%（Fig. 3）。

对AMI患者支架术前和术后1-2小时进行采血，然后分

别进行cTnI及其分子片段的WB分析。结果显示，经皮介入

治疗并不会对cTnI片段的数目和比率造成显著影响（Fig.3 

A和Fig.3 B）。 对支架手术患者进行了4次不同时间的采

血，分析结果显示AMI发作的前36小时，全长cTnI分子与

其片段的比率并不会发生显著改变（Fig.3 C和Fig.3 D）。
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Fig.3. 一定时间内AMI患者血清中cTnI片段比率的变化。

A : AMI患者支架手术前（B）和支架手术后约1小时（A）的全长cTnI和其分子片段丰度的WB分析结果。胸痛发作后

的时间及cTnI浓度标示于条带号码下方。使用标记了HRP的单抗560进行染色。

1：cTnI标准品（ITC三元复合物）；

2：阴性对照（由正常人血清提取的蛋白）；

3-8：3例代表性AMI患者血清的cTnI免疫亲和纯化结果，为了能清晰地展示分析结果，研究了若干不同的样本量和曝

光时间。

B：支架术前与术后血清中不同cTnI片段的比率变化（10例患者结果的均值），须状图上下限分别代表25th和75th百

分位值。

C：3例AMI患者在支架术后进行4个不同时间的连续采血，之后对全长cTnI及其分子片段的丰度进行WB分析。胸痛

发作后的采血时间和cTnI浓度标示于条带号码下方。使用标记了HRP的单抗560进行染色。

1：cTnI标准品（ITC三元复合物）；

2：阴性对照（由正常人血清提取的蛋白）；

3-14: 3例代表性AMI患者系列采血样本的cTnI免疫亲和纯化结果。

为了能清晰地展示分析结果，研究了若干不同的样本量和曝光时间。

D：支架术后4个不同时间节点采血的系列样本的cTnI分子片段比率的变化（26例AMI患者结果的均值）。

须状图展示了3种最高丰度片段的比率变化（分别为全长分子、片段2和片段10及11），须状图上下限分别代表25th和

75th百分位值。



Fig.4. cTnI降解的荧光免疫检测研究

两组检测系统的配对分别为MF4-4C2（特异性识别末端区域）和19C7-560（特异性识别分子中间稳定区域），两组

结果的比率变化为64例AMI患者的检测均值计算而来。采血共分为4个时间段，须状图的上下限分别代表25th和75th

百分位值。

5

精品文章解读| 心肌标志物



3. 启示与讨论：

对于免疫检测试剂而言，如果所使用单抗的识别位点

位于分析物的易降解区域，那么将极有可能得到严重低估的

检测结果。早期的研究显示，c Tn I的N端和C端区域

（1-30aa和110-210区域）非常容易降解，这使得识别这些

不稳定区域的抗体的应用收到了严重限制。然而，同时还有

若干研究显示，大多数识别中间区域的抗体很容易受到患者

血液中自身抗体的干扰。因此，cTnI的末端降解问题及中间

区域的自身抗体均会对检测试剂的准确性造成影响，这也是

近些年来一直困扰着cTnI试剂开发者关于抗体选择的巨大难

题。因此本研究旨在通过分析AMI患者血液中cTnI分子片段

的存在情况，进一步分析识别cTnI 分子30-110aa稳定区域

之外的抗体应用于检测试剂的可行性。

本研究的WB结果显示，不同AMI患者在发病的不同时

间进行采血，其cTnI的碎片组成及分布均不会出现显著差

异。通过使用识别不同位点的单抗，研究者对cTnI的降解片

段进行了区域定位。其中可发现的最小的片段的两端分别由

单抗4C2（23-26aa）和84（117-126）定位（Fig. 2）。

肽段5和7则由识别N末端的单抗10F4（34-37）而得，其

氨基酸序列大概为34-126aa的最稳定区域。以上数据与研

究者先前的研究结果一致，特异性识别cTnI 34-126的单抗

可以识别出AMI患者血液中所有的cTnI分子片段。

同时，为了能够在WB平台中可靠地检出低丰度的cTnI

分子片段，研究者使用了相对较高浓度的cTnI样本（约

1-200ng/mL）。研究结果显示，在如此宽范围浓度的样本

中，不同样本间的cTnI分子片段的分布情况并未出现显著差

异。因此，可以推测即使在浓度小于1ng/mL的样本中，

cTnI分子片段的分布情况基本也不会出现显著差异。

本研究者无法检出低于1.4KDa的cTnI分子片段（本研

究所使用的凝胶电泳仅能检出1-2KDa的蛋白）。研究者推

测，如果cTnI分子片段小于30-130aa，将不会再与cTnC结

合（cTnC的存在可保护cTnI免于降解）。因此，若cTnI的

分子片段小于30-130aa，由于没有cTnC的保护将迅速发生

降解从而在外周循环中被快速清除，最终的低分子量片段将

无法被任何单抗所识别。

早期的cTnI在心肌组织中降解的体外研究结果显示，

cTnI由全长分子降解为更小分子量的片段的过程是时间依赖

性，全长分子会随时间推移逐渐降解为30-130aa左右甚至

更短的分子片段。基于以上发现，可认为在AMI发病早期，

患者血液cTnI的主要存在形式为全长分子，然后逐渐降解为

大分子量片段进而降解为包含30-110aa的小分子量片段甚

至更小分子量的片段。

然而，根据本研究的最新结果来看，患者支架手术前

及术后的2-36小时样本的cTnI片段存在情况并未发生显著

改变，且在WB和FIA两个方法学上均得到了验证。说明在

一定时间内，AMI患者血液中cTnI全长分子和分子片段并不

会发生显著变化。

基于以上发现，可以推测cTnI的降解主要发生于坏死

的心肌中而非患者AMI血液中。在缺血性心肌中，细胞死亡

是连续发生的，一旦心肌细胞及其附属的收缩系统达到了降

解的临界水平，肌丝中的cTnI及其分子片段便会被冲刷至血

液当中。由于降解和冲刷平衡机制的存在，释放入血液中的

全长cTnI和分子片段的比例将会在一定时间内保持不变。早

期的支架手术可以使缺血心肌组织的血流恢复，同时也会阻

止心肌组织的进一步坏死及cTnI的降解。然而，也仍不能排

除若推迟支架手术会造成更多小分子cTnI片段释放进入血液

的可能。此外，本研究所针对的患者群里仅限于AMI患者，

对于其他心脏疾病的cTnI及其分子片段的存在情况仍然有待

验证。

早期Madsen等人的研究认为，在再灌注的前90分钟

仅能检出全长cTnI。而cTnI逐步降解为更小的分子片段则发

生于支架手术后的90-120分钟。而本研究的结果则直接驳

斥了上述结论。这可能是由于当初研究缺乏足够灵敏的检测

系统，从而无法检出cTnI降解片段。另外，Madsen等人的

后期研究发现患者血液中存在大量全长cTnI及分子片段，即

使是在经皮介入治疗的50小时之后，这也间接地证实了本

研究的结论。

本研究的结果显示，使用识别位点位于23-196aa区域

内的抗体可以检出80%总量的cTnI，而且在AMI发病后36

小时内，全长cTnI及其分子片段的比率并不会发生变化，这

对于临床实践具有重要意义。尽管之前若干研究均建议cTnI

抗体的识别别位点应位于30-110aa，而且该区域包含了完

整cTnI分子的三分之二的区域，并且是cTnI参与cTnC及

cTnT的结合的主要区域。同时，大多数特异识别cTnI 

50-80aa和90-130aa的抗体很难识别IC和ITC复合物。因

此，识别位点位于30-110aa区域的单抗仅有少数能够用于

开发cTnI试剂。而基于本研究的结果，若使用特异识别cTnI 

23-40aa和140-196aa的单抗，即使采血时间相对靠后，依

然可以检出70%-90%的cTnI及其分子片段。同时，识别这

两个区域的单抗对自身抗体不敏感，可以很大程度上避免自

身抗体造成的假阴性结果。由此可以看出，使用识别

23-40aa和140-196aa的单抗可以很大程度上解决目前cTnI

试剂面临的两大挑战，即cTnI蛋白水解和自身抗体造成负面

干扰。

综上所述，可以得出结论：1. AMI患者血液中不仅存在

cTnI全长分子，还存在11种末端部分水解的片段分子；2. 在

AMI发作的36小时内，AMI患者血液中cTnI全长分子与片

段分子的比率不会发生改变；3. 患者血液中cTnI最稳定的区

域约为34-126aa区域；4. 识别位点位于23-196aa区域的抗

体可以检出总量80%以上的cTnI；5. 使用识别23-40aa和

140-196aa区域的单抗进行试剂开发，可以解决目前cTnI面

临的两个主要难题，即蛋白水解和自身抗体造成的负面干

扰。
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