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摘 要!$目的% 探讨血清
+,!$

蛋白在肺癌&食管癌&乳腺癌及结直肠癌患者的血清浓度及其
临床意义' $方法% 采用

F?@&<

方法定量检测
%!

例肺癌患者&

G!

例食管癌患者&

HI

例乳腺癌
患者&

G!

例结直肠癌患者及
GJ

名健康体检者的血清
+,!$

浓度($结果% 肺癌组血清
+,!$

浓度
!

AK$%LMJ /9N*D

)显著高于其他
O

组肿瘤及健康体检者!

AKJLOM/9N*D

)!

4PILII#

)(结直肠癌
QAK

$$L!R/9N*DS

与食管癌!

AK$"THR /9N*D

)血清
+,!#

浓度均高于健康体检者!

4KILI#G

"

4KILI%G

)(

乳腺癌血清
+,!#

浓度!

AKILII/9N*D

)显著低于其他
O

组肿瘤及健康体检者!

4PILIHS

( $结论%

与正常人相比"肺癌&结直肠癌患者血清
+,!#

浓度升高"而乳腺癌患者降低"提示不同器官来
源的肿瘤患者血清

+,!#

的浓度有差异(

关键词!

+,!#
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据美国癌症协会
Q<*'(302/ -2/0'( &.03'1]

"

<-&S

统计"

!""%

年全球新发癌症病例
$ !""

万"死亡
%G"

万"其中发展中国家癌症新发病例
G%"

万"死亡
J%"

万( 世界不同地区癌症的发病率明显不同"肺癌+食

管癌& 结直肠癌和乳腺癌是我国发病率较高的
J

种

恶性肿瘤(

恶性肿瘤的发生往往是环境致癌因素与人体内

基因长期相互作用" 导致某些基因异常表达并最终

破坏了细胞增殖和死亡的动态平衡的结果( 肿瘤相

关的基因表达异常可引起血清中相应蛋白的变化"

因此许多肿瘤相关蛋白被发现且应用于临床" 主要

用于恶性肿瘤的辅助诊断及疗效监测(

+,!$

是近年来新发现的癌基因"其编码的
+,!$

蛋白在多种肿瘤组织和肿瘤细胞系中表达升高( 在

本实验室前期工作中" 通过原代培养肺癌和正常对

照组织"质谱鉴定其条件培养基中的总蛋白"构建了

的肺癌相关游离蛋白质数据库"

+,!$

蛋白是在肿瘤

组织培养基中丰度较高的蛋白之一" 因此我们选择

该蛋白进行血清学验证(

$

材料与方法

!"!

患者资料

本研究病例均取自
!""%

年
M

月至
!""M

年
!

月

中国医学科学院肿瘤医院外科初诊患者" 均经组织

病理学确诊(病例的临床资料见表
$

(肺癌
%!

例"男

性
H"

例"女性
!!

例(食管癌
G!

例"男性
JG

例"女性

$G

例(结直肠癌
G!

例"男性
J"

例"女性
!!

例(乳腺

癌
H"

例"均为女性( 健康对照
GJ

名"年龄
J!^%J

岁

!平均年龄
HO

岁)"男性
O%

名"女性
!%

名"来自中国

医学科学院肿瘤医院的体检者"均无肺部&胃肠及肝

肾疾患(

!"#

样品采集

本研究所用的肿瘤患者及正常人的血清标本均

为完成临床常规检测后的剩余血清( 采用带有惰性

分离胶的进口真空采血管" 分别抽取患者和健康体

论 著 HHG
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特征 肺癌 食管癌 结直肠癌 乳腺癌

年龄范围!岁"

!&'%( )*'(+ ),'(% !,'%,

男性
*" -, -" "

女性
!! $, !! *"

病理类型

腺癌
)! " ,! "

鳞癌
)* ,$ " "

小细胞癌
* $ " "

浸润性导管癌
./ + + -)

导管内癌
./ + + ,

小叶癌
./ + + $

分化程度

高分化
- ( - ./

高中分化
( & ( ./

中分化
!% )$ -- ./

中低分化
$- ! - ./

低分化
$* ( ) ./

不详
- - + ./

临床分期

!

期
!- ( $$ $*

"

期
$* )- $% !,

#

期
!* $& !& *

$

期
* + + !

不详
) $ * !

合计
%! ,! ,! *+

性别

均值
*( ,+ *& *+

检者空腹静脉血
-01

# 室温下自然凝集
)+ 023

$

(!

- +++ 45023

离心
$*023

$分离血清$完成临床所需检

测后$将剩余血清分装$保存于
6(+!

冰箱待测#

!"# 78"$

蛋白检测体系的建立

78"$

蛋白的特异性结合抗体购自
92:0;

$ 标准

蛋白购自
<9=2>1>:2?;1

$采用双抗体夹心法测定血清

78"#

蛋白的浓度#

检测过程!以
78"#

鼠源单克隆抗体作为固相抗

体包被微孔板$

78"#

兔源多克隆抗体作为捕获抗

体$ 标记
@AB

的羊抗兔多克隆抗体为酶标抗体$四

甲基联苯胺为酶促发光底物$建立双抗体夹心的
78"#

检测体系# 在包被板的微孔中加入倍比稀释的
78"#

标准蛋白或待测血清$温育后充分洗涤$加入捕获抗

体$再次温育后充分洗涤$加入酶标抗体$温育后充

分洗涤$加入显色液$于
)+023

后终止显色反应$以

=2>A;CD**+E

酶标仪检测
-*+5*%+30

波长下各测定孔

的
F7

值# 根据标准曲线计算样品中
78"$

的浓度#

标准曲线的建立!分别以浓度为
+

%

)G#!*

%

,G!*

%

#!G*

%

!*

%

*+

%

#++

和
!++3:501

的
78"#

标 准 蛋 白 为

9+'9%

标准点$检测其
F7

值$以
9+

点为空白对照$

以
9#'9%

的浓度为纵坐标$相应的
F7

值为横坐标$

制作标准曲线$求得标准曲线公式及相关系数$根据

公式计算相应样品的浓度值
D3:501H

#

质量控制!同一血清样品分装冻存$在同一批次

实验及不同批次实验中多次重复测定$ 计算其变异

度$以验证本实验的重复性#

!"$

统计学处理

统计学分析采用
9B99 $)G+

软件# 由于本研究

结果呈偏态分布$采用中位数与四分位间距&

IDJ

A

H

'

表示$两组间比较采用
I;33"KL2M3NO <

检验$多组

间比较采用
P4QRS;1"K;112R @

检验# 双侧检验$

B#

"G"*

为差异有统计学意义#

!

结 果

%"! 78"$

检测体系的方法学评价

78"$

浓度的计算公式为(

OT!,,G(-UV)G($)* W3:5

01H

# 标准曲线见图
#

#

78"#

标准曲线线性关系良好$

决定系数
A

!

T+G&&,*

#

本实验重复性好# 批内变异系数与批间变异系

数分别为
(G-X

和
$!G+X

#

%"% 78"$

血清浓度

健康对照组 $

78"$

的血清中位浓度为
-G)(3:5

01

$其中男性
78"$

的浓度!

3T)%

$

IT,G))3:501

"与女

性!

3T!,

$

IT-G$!3:501

"无显著性差异!

BT+G,%&

"#

表
$

纳入病例临床资料

注(

./

(无资料#

图
$ 78"$

检测的标准曲线

!*+

!++

$*+

$++

*+

+ +G! +G- +G, +G(

F7

值

7
8
"
$

浓
度

!

3
:
5
0
1

"

论 著**%
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肺癌组!

&'$%()*+,-./

"

01"(""$

#和结直肠癌组

2&'$$(!3+,-./

"

0'"("$45 67!$

的血清浓度均显著高

于正常对照组$食管癌组
8&'#9(:3 +,-./;

血清
67!$

浓度亦高于正常对照组"但差异无统计学意义%

0'

9(9%4;

$乳腺癌患者血清
67!$

浓度
2&'9(99+,-./;

显

著低于正常对照组!

019(99$;

&各组血清中
67!$

浓度

见表
!

&

肿瘤组中" 以肺癌组血清
67!$

的浓度最高"显

著高于食管癌
20'9(9<<;

和结直肠癌
20'9(9<:;

& 食管

癌与结直肠癌组
67!$

的中位浓度相近 !

0'9()*9

'&

乳腺癌组
67!$

的血清浓度最低"其中
43=

患者血清

中未检测到
67!$

蛋白&

!"# 67!$

与肿瘤患者临床特征的关系

在肺癌组中"肺鳞癌组
67!$

的血清浓度!

+'<:

"

&'!:(34+,-./

"

>

?

'<)(%:

' 高于肺腺癌组 !

+'<!

"

&'

$*(<< +,-./

"

>

?

'<9(!4

'"但无显著性差异!

0'9(<<3

'&

分析
67!$

蛋白的血清浓度与肿瘤分化程度(临

床分期的关系发现"

67!$

血清浓度与各肿瘤的分化

程度及临床分期均无相关性"见表
<

&

67!$

蛋白的血清浓度与乳腺癌患者雌激素受

体!

@ABCD,@+ C@E@FBDC

"

G?

'(孕激素受体!

FCD,@AB@CD+@

C@E@FBDC

"

0?

'表达水平无相关性"见表
*

&

<

讨 论

67!$

是近年来新发现的癌基因"在乳腺癌)

$

*

(非

小细胞肺癌 )

!

*

(胰腺癌 )

<

"

*

*

(食管癌 )

:

*

(甲状腺癌 )

4

*

(卵

巢癌)

%

*

(前列腺癌等多种恶性肿瘤组织中表达升高&

多种肿瘤细胞可分泌
67!$

)

$

"

*

"

%

"

)

*

"使
67!$

蛋白的血清

学检测成为可能& 目前"

67!$

蛋白的血清学检测较

少)

3

*

"较少见
67!$

的血清浓度与肺癌(食管癌(结直

肠癌及乳腺癌相关的报道&在本研究中"我们首次采

用双抗体夹心
GHIJK

方法定量检测上述
*

种肿瘤

及正常人的血清
67!$

蛋白浓度&

本研究发现"肺癌(食管癌和结直肠癌患者的血

清
67!$

的中位浓度均高于正常对照组"其中肺癌患

者血清
67!$

浓度升高"显著高于其他
<

种肿瘤& 结

直肠癌与食管癌组的血清
67!$

的中位浓度均高于

正常对照组&

乳腺癌组
67!$

浓度显著低于其他
<

种肿瘤及

正常对照组"约
43=

的乳腺癌患者血清中未检测到

67!$

蛋白&

H@ LMDNC

等 )

#

*以
O@AB@C+ P/DB

方法检测

了
<9

例原发性乳腺癌患者血清中的
67!#

蛋白"其

中
<#=

的患者血清
67!#

蛋白水平升高&本研究与国

外的研究结果存在较大差异"其原

因可能有两方面+第一"方法学的

差 异 "

H@ LMDNC

等 的 研 究 采 用

O@AB@C+ P/DB

法检测乳腺癌患者血

清中变性的
67!#

蛋白" 而本研究

采用
GHIJK

方法检测血清中
67!#

蛋白的天然构象"两者可能存在差

异& 第二"

67!#

蛋白的浓度可能存

在人种的差异&

67!#

在乳腺癌患者

血清中的蛋白水平与其他肿瘤显

著不同"这可能有助于某些原发灶

不明患者的辅助诊断& 后续研究中

表
! 67!#

在四种肿瘤组的血清浓度

组别 例数
&

%

+,-./

'

>

?

8+,-./5 0

值 Q

肺癌
%! $%()* <*(%) 19(99$

结直肠癌
4! $$(!3 $4(3$ 9(9$4

食管癌
4! $9(:3 !*(3$ 9(9%4

乳腺癌
:9 9(99 !(4< 19(99$

正常对照组
4* *(<) )(3: R

Q

+与对照组比较&

表
< 67!$

浓度与肿瘤分化程度!临床分期的关系
8+,-./5

注+

LK

+无资料&

表
* 67!$

浓度与乳腺癌
G?

!

0?

关系

阳性
$4 9(99 8!(435

阳性
$$ 9(99 89(995

阴性
<% 9(99 89(9%5

指标 例数
&

%

>

?

'%

!,-./

'

0

值

G? 9(%49

阴性
<! 9(99 8<(*35

0? 9(<4<

临床分期

"

期
S#

期
$3()* 8<%():5 $$(:4 8!*("45 $"(%! 8$<(3$5 "("" 8"(""5

$

期
S%

期
$*(%$ 8<<(!%5 4(4" 8!*(%<5 $$()* 8!$("35 "("" 8<(<%5

!0

值
"(%*" "(*<" "(:"* "(:!3

分化程度

高分化
$<(4< 8!$($:5 $"(!< 8**(*45 $:(<< 8<*(!*5 LK

中
S

高中分化
$3()* 8::("35 $"(:3 8!<(3*5 $"(%! 8$4(3)5 LK

中低
S

低分化
$%()* 8!)(4$5 $!(*" 8<<($35 $$(%" 843(<!5 LK

! 0

值
"(:%" "()$: "(!<* LK

肺癌 食管癌 结直肠癌 乳腺癌
特征

67!$

浓度%

&

"

>

?

'

8+,-./5

论 著 ::)
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需补充检测已有远处转移的肿瘤患者血清
&'!$

的浓

度!从而进一步分析
&'!$

在转移性肿瘤的表达情况"

&'!$

在不同肿瘤的血清表达水平存在显著性

差异!这可能有两方面原因#第一!乳腺癌的发病机

制异于其他肿瘤" 研究表明! 乳腺癌的发病与雌激

素水平显著相关! 而本研究涉及的其他
(

种肿瘤的

发病与雌激素水平均无明确的关联!提示
&'!$

的血

清浓度或许与机体的雌激素水平有关" 本研究结果

显示
&'!$

的血清浓度与
)*

$

+*

表达无明显关系!

需进一步研究" 第二!

&'!$

蛋白在乳腺癌细胞的定

位可能与其他肿瘤不同" 研究发现!

&'!$

可定位于

细胞的胞浆$胞核和线粒体!在细胞周期的
,

期!

&'!

$

由胞浆转位至胞核!提示
&'!$

可能具有与细胞生

长相关的功能%

$-

&

" 定位于胞浆的蛋白可由细胞分泌

至外周血!易于检出!而定位与胞核的蛋白在外周血

中往往较难检出" 后续研究中需要使用免疫组化的

方法进一步检测
&'!$

在不同肿瘤细胞的表达及细

胞内定位是否存在差异"

分析发现!肺鳞癌与肺腺癌患者的
&'!$

浓度无

显著性差异!肿瘤分化程度$临床分期与
&'!$

的血

清浓度无相关性"由于本研究病例数较少!尚需扩大

样本量进一步验证"

总之!

&'!$

作为一种肿瘤相关蛋白!在肺癌$结

直肠癌患者的血清中浓度升高! 而在乳腺癌患者血

清中浓度较低! 提示不同器官来源的肿瘤患者血清

中
&'!$

的浓度有差异"

&'!$

在乳腺癌中表达降低的

原因尚待进一步研究"
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