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[bookmark: _Toc183032145]中枢神经系统自身免疫性疾病脑脊液生物标志物检测及应用标准
[bookmark: _Toc183032146]范围
本文件规定了中枢神经系统自身免疫性疾病相关脑脊液生物标志物的种类、检测方法、质量控制要求及临床应用指南。
本文件适用于使用脑脊液标志物进行疾病诊断、监测与治疗效果评估的操作流程规范。
[bookmark: _Toc183032147]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB／T 26124—2011 临床化学体外诊断试剂(盒) 一般要求
WS/T 662—2020 临床体液检验技术要求
T/CRHA 040.2—2024 神经系统变性疾病生物样本与数据库建设规范 第2部分：人类脑脊液样本采集与处理
[bookmark: _Toc183032148]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
[bookmark: _Toc183032149]
中枢神经系统 central nervus system, CNS
包含脑和脊髓的神经系统组成部分。脑分大脑、间脑、脑干和小脑等部分，脊髓有含有神经细胞的灰质和含上下行传导束的白质组成。
[bookmark: _Toc183032150]
脑脊液 cerebrospinal fluid, CSF
一种透明、无色的体液，主要存在于各脑室、蛛网膜下腔和脊髓中央管内，对脑和脊髓具有保护、支持和营养作用。
[bookmark: _Toc183032151]
血脑屏障 blood-brain barrier, BBB
由内皮细胞、星形胶质细胞等组成的选择性渗透屏障，可限制大分子和有害物质进入中枢神经系统，维持脑内环境的稳定性。
[bookmark: _Toc183032152]
生物标志物 biomarkers
可反映健康或疾病状态的分子或化合物，具有诊断、疾病进展监测和治疗反应评估价值。
[bookmark: _Toc183032153]
炎症反应 inflammatory response
指中枢神经系统对感染、损伤等刺激的反应。CSF中炎症细胞或标志物的检测是判断神经炎症疾病的重要依据。
[bookmark: _Toc183032154]缩略语
下列缩略语适用于本文件。
Alb - 白蛋白（Albumin）
BBB - 血脑屏障（Blood-Brain Barrier）
CNS - 中枢神经系统（Central Nervous System）
CSF - 脑脊液（Cerebrospinal Fluid）
ELISA - 酶联免疫吸附测定法（Enzyme-Linked Immunosorbent Assay）
GFAP - 胶质纤维酸性蛋白（Glial Fibrillary Acidic Protein）
IgG - 免疫球蛋白G（Immunoglobulin G）
IL - 白细胞介素（Interleukin）
MBP - 髓鞘碱性蛋白（Myelin Basic Protein）
MRI - 磁共振成像（Magnetic Resonance Imaging）
MS - 多发性硬化（Multiple Sclerosis）
NFL - 神经丝轻链（Neurofilament Light Chain）
NMOSD - 视神经脊髓炎谱系疾病（Neuromyelitis Optica Spectrum Disorder）
OCBs - 寡克隆区带（Oligoclonal Bands）
PCT - 聚合酶链反应（Procalcitonin Test）
sBCMA - 可溶性B细胞成熟抗原（Soluble B-Cell Maturation Antigen）
sTREM2 - 可溶性触发受体表达在髓系细胞2上（Soluble Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 2）
TNF - 肿瘤坏死因子（Tumor Necrosis Factor）
[bookmark: _Toc183032155]技术要求
[bookmark: _Toc183032156]样本采集
采集方法
	通过腰椎穿刺技术采集CSF，推荐取5 mL样本，使用无菌样本管，避免污染。采集时保持无菌环境，避免样本接触皮肤及空气污染源。
样本处理
采集后立即分装入多份小体积的无菌冻存管，避免多次冻融。样本应保持在低温运输，实验室到达后迅速冷冻（-80°C），以防止生物标志物降解。
运输与储存
样本采用干冰运输，运输时间不得超过4小时；若需长期保存，建议使用液氮。
[bookmark: _Toc183032157]检测方法
免疫学检测
酶联免疫吸附试验（ELISA）
使用商业化检测试剂盒，按说明进行样本稀释、孵育和显色检测。每日检测前应设立阳性和阴性对照，以确保结果准确性和一致性。推荐ELISA分别以弱阳性（3.0~7.9 U/ml）、中度阳性（8.0~ 79.9 U/ml）、强阳性（80.0~160.0 U/ml）、高度强阳性（>160.0 U/ml）作为阳性结果解读。
TBA（原位免疫荧光法）
TBA是一种高灵敏度的检测方法，广泛应用于神经系统自身免疫疾病中，尤其是抗体的检测。通过原位免疫荧光法，可以直接在神经细胞或组织切片中检测到特定的抗体，如抗神经节苷脂抗体、抗离子通道抗体等。
CBA（细胞基础免疫荧光法）
CBA通过使用特定的细胞株，检测脑脊液中与细胞表面抗原结合的抗体。这种方法能高效地识别神经系统自身免疫病中常见的抗体，包括抗AQP4、抗MOG、抗NMDA受体抗体等。与ELISA相比，CBA具有更高的灵敏度和特异性。CBA法具有可以保留抗原构 象及蛋白修饰等优点，能更真实地反映抗原抗体 结合的特性，且其敏感度（70%以上）和特异度 （97%~100%）均高于上述其他检测方法， 适于临 床辅助检测。。推荐CBA采用倍 比稀释的方法对于靶抗体滴度进行半定量检测， 即分别采用 1∶10、1∶32、1∶100、1∶1 000。
间接免疫荧光
通过荧光标记的二抗检测目标抗体与固定的抗原结合。通常使用冷冻切片（如小鼠或猴脑组织切片）作为抗原，或细胞系表达的目标抗原。能够形象化抗体的分布和结合特性，尤其适用于检测未知抗原的抗体或复杂的抗体模式.
荧光免疫沉淀分析
通过荧光标记抗原与靶抗体形成复合物，随后沉淀并检测荧光信号。具有较高的灵敏度和特异性，适合对特定抗体的定量分析。
Luminex
Luminex技术是一种基于多重免疫分析的平台，可以同时检测多种生物标志物，广泛用于脑脊液中的细胞因子检测。该方法基于微球技术，可以并行检测炎症相关细胞因子（如IL-6、TNF-α、IFN-γ等）以及与神经系统免疫反应相关的生物标志物。
MSD（Meso Scale Discovery）技术
MSD是一种电化学发光技术，常用于定量检测脑脊液中的细胞因子、化学因子等。通过测量标记分子的电化学发光信号，MSD能够实现高灵敏度和高通量的多重分析，适用于多种免疫学标志物的同时检测。
质谱分析法
液相色谱-串联质谱法（LC-MS/MS）
规定样本前处理步骤（如去蛋白处理）、液相色谱柱型号、流动相配方及质谱检测条件。使用已知浓度的标准品校准，进行内部和外部质控样本测定，以确保设备的灵敏度和稳定性。
分子检测法
实时荧光定量PCR（qPCR）
包括核酸提取步骤、引物设计、反应体系和扩增条件。使用已知含特异性DNA序列的对照样本，设定Ct值以确保检测灵敏度。
数字滴度聚合酶链反应（ddPCR）
一种高精度的分子检测技术，包括将PCR反应混合物分配到大量微小的反应池中，每个反应池中只包含一个或零个目标分子，从而实现数字化定量。这种方法通过计数每个池中是否有目标分子，从而获得更加精确和稳定的定量数据。
蛋白质检测技术
等电聚焦电泳（Isoelectric Focusing，IEF）
将脑脊液和血清通过等电聚焦分离，根据等电点差异检测IgG亚型的分布。采集脑脊液和同期血清。在聚丙烯酰胺凝胶上运行样本，分离蛋白。通过抗IgG抗体显影，确定特异性寡克隆带。脑脊液中出现血清中不存在的IgG条带，提示中枢免疫异常。
细胞检测
流式细胞术（Flow Cytometry）
流式细胞术是一种高通量的细胞分析技术，可通过荧光标记对单个细胞的蛋白表达进行检测。适用于脑脊液中不同细胞群体的蛋白量化，尤其在检测免疫细胞活性和炎症状态方面具有重要价值。
多组学分析技术
蛋白质组学（Proteomics）
采用质谱分析对复杂样本中的蛋白质进行定量和鉴定。广泛用于检测脑脊液中的蛋白质组变化，适用于识别与CNS疾病相关的蛋白标志物。
单细胞转录组学（Single-Cell Transcriptomics）
单细胞转录组学可以在单细胞水平上对基因表达情况进行高分辨率分析。这种方法对于脑脊液中的细胞成分进行深入解析，有助于理解神经炎症、免疫细胞亚群在疾病中的功能。揭示单个细胞的特异性基因表达特征，适用于研究脑脊液中免疫细胞的活性变化和免疫微环境的特征。
外泌体测序（Exosome Sequencing）
通过提取和分析脑脊液中外泌体的内容物（如蛋白质、RNA）来检测潜在的生物标志物。外泌体作为细胞间通讯的媒介，用于监测疾病状态和发展，特别在神经退行性疾病中有重要作用。
小RNA测序（Small RNA Sequencing）
高通量测序小RNA分子，主要包括miRNA等。在CNS疾病中，miRNA作为潜在调控因子，具有生物标志物意义，有助于疾病的早期筛查和病理分析。
[bookmark: _Toc183032158]质量控制
仪器与试剂校准
要求在检测前校准检测仪器，记录校准数据，检查试剂批次和储存条件。
内外部质控
建议使用不同浓度的内控样本和外部质控样本，以确保精确度和重复性。
精确度与重复性
针对不同标志物设定最低精确度要求，确保结果具有可重复性和一致性。
[bookmark: _Toc183032159]中枢神经系统脑脊液生物标志物及其应用
[bookmark: _Toc183032160]蛋白质类标志物
炎症相关标志物
IL-6 (白介素-6)
IL-6 是一种参与体内的免疫和炎症反应的细胞因子。它调节急性期炎症反应，还对神经系统中的免疫反应具有重要作用。IL-6 的高表达通常与神经炎症相关。作为炎症标志物，IL-6 被广泛应用于监测中枢神经系统疾病的炎症反应。
IL-8 (白介素-8)
IL-8主要作用是招募中性粒细胞至炎症区域。它在免疫反应中扮演重要角色，尤其是在感染和炎症过程中。IL-8 在神经系统疾病中的研究主要集中在通过促进免疫细胞的聚集来加剧神经炎症。
IL-10 (白介素-10)
IL-10 是一种抗炎症细胞因子，能够抑制其他促炎细胞因子的产生，从而起到免疫调节作用。它在维持免疫耐受性和控制慢性炎症方面至关重要。IL-10 在中枢神经系统中的作用主要体现在它对神经炎症的抑制作用。在自身免疫性疾病中，IL-10 的表达常常用于评估免疫调节状态。
IFN-γ (干扰素-γ)
IFN-γ 是由T细胞和自然杀伤细胞分泌的细胞因子，具有强烈的免疫激活作用。它在抗病毒免疫、肿瘤免疫监视和自身免疫疾病中起着关键作用。IFN-γ 在神经系统免疫疾病中的应用广泛，通常用于评估疾病的免疫反应性。
TNF-α (肿瘤坏死因子-α)
TNF-α 是一种促炎细胞因子，广泛参与免疫反应、炎症及细胞凋亡。它在神经系统的慢性炎症中起着重要作用，并可加剧神经损伤。TNF-α 被用于监测中枢神经系统的免疫反应。
趋化相关标志物
C-X-C类趋化因子配体13（CXCL13）
CXCL13对B细胞迁移以及B细胞滤泡和次级淋巴结构的发育至关重要。CXCL13在自身免疫性疾病患者中增高，并与疾病严重程度、活动性和预后有关。MS患者脑脊液CXCL13水平在治疗后显著下降。因此，脑脊液CXCL13可能成为MS药物治疗反应和疾病进展的生物标志物。此外，CXCL13也可能是自身免疫性脑炎的一个有希望的生物标志物。
C-X-C类趋化因子配体10（CXCL10）
CXCL10是一种趋化因子，主要在免疫反应中发挥作用，尤其是T细胞的招募。它在自身免疫性疾病中起着关键作用，尤其在多发性硬化（MS）等疾病中，通过促进免疫细胞穿过血脑屏障，参与中枢神经系统的炎症反应。CXCL10的水平在MS患者的脑脊液和血清中通常升高，成为评估疾病活动性和复发的重要生物标志物。
C- C类趋化因子配体19（CCL19）
CCL19是一种趋化因子，主要在免疫反应中发挥作用，尤其是参与T细胞的激活和迁移。它通过与CCR7受体结合，诱导免疫细胞向淋巴结或病变区域迁移。CCL19在多发性硬化等自身免疫性疾病中表现出升高的水平，可能与免疫细胞的局部聚集和炎症反应相关，因此被认为是一个潜在的生物标志物，用于评估疾病活动性及治疗效果。
神经损伤标志物
NFL (神经丝轻链)
NFL是神经细胞的结构蛋白，主要在轴突中发现。当神经细胞受损时，NFL会释放到脑脊液或血液中。NFL是神经损伤的敏感标志物，在神经疾病中有着广泛的应用。
GFAP (胶质纤维酸性蛋白)
GFAP是一种由星形胶质细胞分泌的蛋白质，作为胶质细胞活化的标志物，参与中枢神经系统的免疫反应。GFAP主要用于监测神经系统的损伤和炎症。
S100蛋白
S100蛋白属于钙结合蛋白家族，有两个重要成员：相关的同源二聚体蛋白S100A和S100B。S100B是一种中枢神经系统特异性蛋白，主要由星形胶质细胞产生，是神经损伤的生物标志物，S100B浓度与损伤程度、治疗疗效及预后密切相关
MBP (髓鞘碱性蛋白)
MBP是髓鞘中的重要结构蛋白，参与髓鞘的形成和稳定。它在中枢神经系统的损伤中释放，成为神经损伤的标志物。MBP是评估髓鞘损伤和神经系统炎症的重要指标，在中枢神经系统免疫疾病中是重要的脱髓鞘标志物，常用于脱髓鞘疾病的监测。
寡克隆带（Oligoclonal bands, OB)
OB是脑脊液中出现的一种带状免疫球蛋白聚集物，通常由B细胞产生的抗体（免疫球蛋白）形成。这些带状物通常出现在中枢神经系统的炎症或免疫反应中，并且在多种神经系统疾病中表现为标志物，尤其是与多发性硬化症相关。寡克隆带的出现提示脑脊液中存在特异性免疫反应，通常用于帮助区分中枢神经系统的免疫性疾病与其他类型的神经系统疾病。
Alb (白蛋白)
Alb具有维持渗透压的功能。由于其分子量较低，白蛋白正常情况下很难通过完整的血脑屏障。因此，脑脊液中白蛋白的含量变化可以作为评估血脑屏障通透性改变的敏感指标。在脑脊液中，Alb的浓度变化可反映血脑屏障的功能障碍。Alb的水平常用于评估血脑屏障的通透性，尤其是在评估神经系统免疫疾病时。Qalb是通过比较CSF中的白蛋白浓度（AlbCsf）和血清中的白蛋白浓度（AlbS）来计算的。具体的计算公式为：白蛋白商值＝Albcsf／Albs×1000。随QAlb增高BBB功能障碍程度加重。
IgG指数
IgG指数是通过计算脑脊液和血清中的IgG和白蛋白比值来评估IgG在中枢的合成情况。正常情况下中枢神经系统不合成IgG，脑脊液中IgG含量很低。但在病理情况下发生体液免疫应答时，鞘内IgG合成，含量增高。IgG指数 > 0.7 提示中枢IgG合成增加，支持MS等中枢免疫相关疾病的诊断。
前颗粒蛋白 (PGRN)
PGRN是一种多功能免疫调节分子，在自身免疫性疾病中起重要作用。其具有双重炎症作用，既可以通过调控IL-6信号通路促进炎症，又可以通过拮抗TNF-α信号通路或调控IL-10等信号通路起抗炎作用。抗NMDAR脑炎患者脑脊液中PGRN水平升高，提示脑脊液中PGRN浓度可能是急性抗NMDAR脑炎的潜在生物标志物。
[bookmark: _Toc183032161]自身抗体类标志物
抗AQP4抗体（Aquaporin-4 Antibody）
AQP4是一种水通道蛋白，主要在神经胶质细胞的膜上表达。AQP4是视神经脊髓炎谱系疾病（NMOSD）的特异性靶点，AQP4抗体的存在表明免疫系统对中枢神经系统的攻击。在视神经脊髓炎谱系疾病中，AQP4抗体的异常表达与病理状态密切相关。AQP4抗体阳性用于NMOSD的确诊和疾病活动度监测。针对不同标志物设定最低精确度要求，确保结果具有可重复性和一致性。
抗MOG抗体（Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein Antibody）
MOG抗体主要针对髓鞘中的髓鞘抗原蛋白，它是髓鞘稳定性的关键组成部分。在一些脱髓鞘病（如MOG抗体相关脱髓鞘病，MOGAD）中，MOG抗体会破坏髓鞘，导致神经功能障碍。MOG抗体检测有助于诊断MOGAD，在ADEM疾病中尤其是儿童ADEM患者中大约40%存在抗MOG抗体阳性能够提供对脱髓鞘病理的鉴别意义。
抗MBP抗体（Myelin Basic Protein Antibody）
髓鞘碱性蛋白（MBP）当因炎症或损伤暴露或释放至脑脊液后，会诱发免疫反应，刺激机体产生抗MBP抗体，从而可能引发多种神经系统疾病。近年来研究表明，MBP水平的动态变化与多发性硬化（MS）的临床活动密切相关：在复发期和钆增强病灶出现的无症状阶段，MBP水平会显著升高，而在复发后的一周内迅速下降，提示MBP可作为疾病活动和进展的重要生物标志物。然而，抗MBP抗体也可以在其他疾病患者及部分健康人群中被检测到，其在多发性硬化诊断中的特异性仍需进一步验证和研究.
抗NMDA受体（N-methyl-D-aspartate receptor）抗体
抗NMDA受体抗体通常与一种称为抗NMDA受体脑炎的疾病相关，该病以精神症状、癫痫发作、记忆丧失等神经精神症状为特征。NMDA受体在神经元的信号传递中起着重要作用，抗体的存在会干扰这些信号的正常传递。用于诊断抗NMDA受体脑炎。
抗LGI1抗体（Anti-LGI1 Antibody）
LGI1是一种分泌的神经元蛋白，其IgG4亚型具有主要的致病作用。抗LGI1抗体阳性与癫痫发作、记忆丧失等神经精神症状相关。LGI1抗体的检测有助于确诊和监测自体免疫性癫痫。一般血清检测的敏感度较脑脊液高。关于脑脊液LGI1⁃IgG4抗体滴度与疾病预后的相关性目前仍存在争议。
抗γ⁃氨基丁酸（GABA）受体抗体
抗GABAA受体脑炎通常以早期行为或认知功能异常为特征，并可逐步发展为难治性癫痫发作。患者的脑部MRI常显示多灶性病变，大部分病例脑脊液检查可发现淋巴细胞增多，并可能伴有或不伴有寡克隆带（OCB）的出现。抗GABAB受体脑炎主要表现为严重癫痫发作或癫痫持续状态，并伴有认知障碍。此外，抗GABA受体脑炎患者可能会同时患有其他自身免疫性疾病，如甲状腺炎或重症肌无力。
抗AMPA受体抗体
抗AMPA受体脑炎患者的典型症状为边缘叶脑炎，主要表现为亚急性起病的意识混乱、定向障碍、记忆丧失以及精神症状和癫痫发作。AMPA受体是一种离子型谷氨酸受体，在突触可塑性和兴奋性神经传递中起关键作用。当免疫系统产生针对AMPA受体的抗体时，会导致中枢神经系统的异常，尤其是影响边缘系统，从而引发上述临床症状。
抗胶质纤维酸性蛋白（GFAP）抗体
GFAP抗体是自身免疫性GFAP星形胶质细胞病的关键生物标志物。研究表明，GFAP抗体在患者的血清中呈阳性率约为1.5%，而在脑脊液中的阳性率为0.9%左右。GFAP星形胶质细胞病的临床表现多样，包括意识障碍、癫痫发作、运动障碍等。脑脊液检查中，GFAP抗体阳性是其诊断的重要依据，但需要注意的是，GFAP抗体阳性患者也可能同时携带其他CNS自身免疫性抗体，如NMDAR抗体和AQP4抗体。
抗接触蛋白相关蛋白2（CASPR2）抗体
抗接触蛋白相关蛋白2（CASPR2）脑炎是一种自身免疫性中枢神经系统（CNS）疾病，通常与自身免疫性神经病理病变有关，尤其与自体抗体对CASPR2的攻击相关。CASPR2是一种在神经轴突上的重要分子，参与髓鞘的形成和神经信号的传导。抗CASPR2抗体的存在与一系列临床症状相关，尤其是运动障碍、癫痫和记忆障碍等。脑脊液分析可以检测到CASPR2抗体，但该抗体并不是所有患者都表现为阳性，且需要结合其他临床检查来做综合诊断。。
抗IgLON5抗体
抗IgLON5抗体相关脑病是一种罕见的自身免疫性脑病，通常表现为一系列神经系统症状。最典型的表现是睡眠障碍，包括非快速眼球运动期和快速眼球运动期睡眠异常，伴有阻塞性睡眠呼吸暂停、间歇性中枢性低通气。其他症状包括痴呆、步态不稳、舞蹈病、构音障碍、吞咽困难、自主神经功能障碍以及核上性凝视麻痹。脑脊液分析显示轻度的淋巴细胞增多，抗IgLON5抗体在脑脊液中阳性。
抗二肽基肽酶样蛋白6（DPPX）抗体
抗DPPX抗体相关脑炎通常表现为神经精神症状，包括肌阵挛、震颤、惊吓反射、癫痫和僵人综合征。此外，患者可能出现前驱性腹泻，且可能伴有自主神经功能障碍，表现为心律失常、体温调节障碍、出汗过多、尿路症状及睡眠障碍等。脑脊液分析通常会显示细胞增多及蛋白质水平升高，抗DPPX抗体阳性。
抗谷氨酸脱羧酶（GAD）65抗体
抗GAD65抗体脑炎是一种自身免疫性疾病，通常伴随僵人综合征、小脑性共济失调、癫痫和边缘性脑炎。与抗GAD65抗体相关的共济失调通常缓慢进展，可能在数月或数年内发展。约7%的患者可能出现颞叶癫痫或癫痫持续状态，5%患者可发展为边缘性脑炎。脑脊液分析和临床症状需结合特异性抗体的检测。
抗代谢型谷氨酸受体（mGluR）抗体
抗代谢型谷氨酸受体（mGluR）1和抗mGluR5抗体是针对两种G蛋白偶联受体的抗体，二者在氨基酸序列上的同源性为85%。这两种受体在神经系统中都参与调节突触功能，尤其是在突触可塑性和神经信号传递中发挥重要作用。在临床表现方面，具有抗mGluR1抗体的患者通常会出现亚急性起病的小脑性共济失调，部分患者可能伴有偏执、味觉障碍、复视和认知障碍等症状。抗mGluR5抗体是伴随癫痫或精神症状的神经系统疾病的良好生物标志物。
[bookmark: _Toc183032163]细胞外囊泡类标志物
细胞外囊泡（extracellular vesicles，EVs）是从细胞释放出来的颗粒，由脂质双层分隔，无法自行复制。根据来源，EVs可分为不同类型，例如外泌体和胞外小体。外泌体是指从细胞内部通过多泡体释放出来的EVs，而胞外小体（也称为微泡、微粒）是指从细胞表面释放出来的EVs。EVs的内容非常多样化。其货物包括非编码RNA、蛋白、脂质和代谢物。
EV衍生非编码RNA
microRNA代表了更广泛研究和表征的EV衍生的RNA生物类型。已证中枢神经系统自身免疫性疾病中miRNA谱的变化与临床病程、炎症过程和治疗反应有关。微小RNA（miRNA）是长度为19-23个核苷酸的单链非蛋白质编码RNA分子，可作为转录后调节剂，通过促进mRNA降解或减少蛋白质翻译来微调蛋白质表达水平。多种miRNA在MS患者脑脊液中的表达发生紊乱（miR-181c；miR-150；miR-328；miR-34c-5p；miR-142-3p；miR-let-7b-5p），其中miR-181c和miR-150与CIS向MS的早期转变有关。此外miR-223、miR-146a、miR-125b-5p等miRNA可以通过调控中枢神经系统固有免疫细胞—小胶质细胞的表型调节中枢神经系统免疫炎症。
EV衍生蛋白
多发性硬化症患者脑脊液中的EV蛋白含量中髓鞘少突胶质细胞糖蛋白(MOG)与疾病活动性密切相关。研究表明MS和视神经脊髓炎(NMO)患者的脑脊液中可以提取到442种重要EV衍生蛋白的蛋白质组学特征，揭示了与MS密切相关的纤维蛋白原和与NMO相关的神经胶质纤维酸性蛋白(GFAP)的存在。因此EV的货物不仅可以作为生物标志物，还可以帮助正确识别神经炎症疾病。
EV衍生脂质
脂质成分在 EV 中更为常见。由于脂质稳态在中枢神经系统中的关键作用以及脂质在囊泡中的关键功能，EV 衍生的脂质会影响神经炎症和中枢神经系统修复。硫苷脂与胆固醇、磷脂和复杂的鞘脂一起构成髓鞘的主要成分。由MS患者提取的EV中硫苷脂相对增加，表明其潜在的生物标志物作用。此外，EVs中富含这些对于髓鞘再生至关重要的脂质类别，EVs衍生的脂质参与了髓鞘再生这一关键过程。
细胞标志物
记忆B细胞
记忆B细胞（CD19+/CD27+）在抗原呈递过程中通过增殖与分化形成，属于次级免疫反应的一部分。它们能够快速产生免疫球蛋白，且被认为是NMOSD患者治疗监测和复治的生物标志物。尤其是类别转换记忆B细胞（CD19+/CD27+/IgM-/IgD-），作为一种早期再生的记忆B细胞亚群，可能在疾病复发风险的监测中起到重要作用。
浆细胞
	浆细胞是B细胞分化后产生抗体的细胞。它们通过分泌大量免疫球蛋白，起到抗体介导免疫的关键作用。在自身免疫性疾病中，浆细胞的产生常常反映了免疫系统的活跃程度。在NMOSD等疾病中，浆细胞的数量与免疫反应的强度相关，因此在监测疾病活动性中也可能成为一个重要的指标。
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sTREM2 (可溶性触发受体表达在髓样细胞2)
sTREM2是一种通过蛋白水解或选择性剪接产生的副产物，主要在小胶质细胞表面表达，参与神经免疫反应，尤其是在神经炎症中起着重要作用。sTREM2 用于评估小胶质细胞的激活状态。在多种神经系统疾病患者的脑脊液中，sTREM2的水平明显升高。sTREM2在视神经脊髓炎谱系疾病（NMOSD）患者的脑脊液中水平显著高于健康受试者，可以作为良好生物标志物反应视神经脊髓炎谱系疾病中的疾病活动状态。
sBCMA (可溶性B细胞成熟抗原)
sBCMA是由膜B细胞表面成熟抗原脱落而来的，主要由BCMA蛋白在γ-分泌酶的作用下切割产生。sBCMA是B细胞参与人类自身免疫性疾病的潜在生物标志物。sBCMA可被用于评估神经免疫性疾病的免疫状态。在视神经脊髓炎谱系疾病中，sBCMA水平升高可提示疾病活动状态。
新蝶呤
新蝶呤是由单核细胞和巨噬细胞释放的嘌呤样分子，被γ-干扰素激活，是细胞免疫激活的标志。新蝶呤的产生与感染尤其是病毒感染密切相关，在多种炎症性和自身免疫性中枢神经系统疾病中均可见到新蝶呤水平升高。新蝶呤参与B淋巴细胞增殖，与自身免疫和炎症密切相关，可作为中枢神经系统自身免疫病新型生物标志物
CHI3L1 (YKL-40)
CHI3L1 (YKL-40)主要在急性和慢性炎症反应期间的小胶质细胞中表达，被认为是许多疾病中持续性炎症的可能标志物。IL-6信号传导可刺激 B 细胞增殖并上调炎症标志物 CHI3L1 的表达。在中枢神经系统免疫相关疾病中，如多发性硬化症 (MS)和自身免疫性脑炎，有脑脊液中CHI3L1水平的升高。表明 CHI3L1 可能是中枢神经系统免疫相关疾病的生物标志物
骨桥蛋白 (OPN)
OPN是一种在多种细胞中表达的磷酸化蛋白，在炎症和免疫反应等多种病理生理过程中起着重要作用。OPN可诱导B细胞增殖和抗体产生，在Th17细胞分化中也起着重要作用。Th17细胞参与鞘内抗体合成和B细胞活化，从而导致自身免疫疾病。因此，OPN可作为中枢神经系统自身免疫疾病的生物标志物。
线粒体来源无细胞DNA(cf-mtDNA) 
无细胞DNA (cfDNA) 是由体液中发现的不同长度的外化、短而碎片化的 DNA 组成的，是程序性细胞死亡、坏死或细胞活化的产物。线粒体来源的DNA（cf-mtDNA）作为脑脊液中的生物标志物，近年来得到了广泛研究。cf-mtDNA可以作为损伤相关分子模式（DAMPs）激活受体，引发炎症反应。在多发性硬化（MS）中，cf-mtDNA的变化具有一定的临床意义。
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适用于神经系统自身免疫性疾病的检测与诊断。
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在影像学检查后，通过CSF生物标志物的检测结合MRI、PET等结果，形成系统的CNS疾病诊断流程。
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[bookmark: _Toc183032168]实验室生物安全
样本采集、处理和检测过程中，严格执行实验室生物安全操作规程。操作人员需穿戴手套、防护衣、护目镜等PPE。
[bookmark: _Toc183032169]操作规范
每次操作后应清洁和消毒工作区域，避免样本交叉污染。确保CSF样本在低温保存，减少降解风险。
[bookmark: _Toc183032170]废弃物处理
CSF样本和检测试剂的废弃物需按医疗废弃物的处理标准执行，防止环境污染和生物危害。
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