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!摘要"
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目的
!

测定结肠癌患者血清中
$Z6":K5/G+M'6

$的含量及其潜在的意义$方法
!

采用酶联免疫吸附法

!

<GH,2

"#建立人血清
$Z6":K5/G+M'6

$抗原的测定方法#对不同年龄+性别的非肿瘤健康人血清样本测定#通过与

健康对照组的比较#探讨在结肠癌病人中血清
$Z6":K5/G+M'6

$含量变化的潜在意义$结果
!

该方法在
"
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范围内具有良好的测定线性关系#因此血清标本需要稀释$样品溶血对测定结果没有显著影响#不同的

包被时间会有一定的影响$不同年龄+性别的血清
$Z6":K5/G+M'6

$含量没有差别$健康志愿者的血清标本检测

结果显示#血清
$Z6":K5/G+M'6

$含量的平均值为!
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例结肠癌病人血清测定结果显示#

$Z6":K5/G+M'6

$血清含量为!
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#与正

常相比显著降低!

!/">"'%&

"#而且与转移相关#无转移组的病人
$Z6":K5/G+M'6

$血清含量为!
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#两者相差显著#
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$结论
!

我们建立起了血清
$Z6":K5/G+M'6

$定量

测定方法#初步观察了健康人群血清
$Z6":K5/G+M'6

$表达值#率先探讨了血清
$Z6":K5/G+M'6

$的潜在意义#研究结

果具有临床应用价值$
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肿瘤作为人类健康最大威胁之一#受到高度的

关注$肿瘤疫苗和标记分子一直是全世界科学家研

究的热点#每年都投入大量的经费从事此项研究#但

迄今为止还没有一种疫苗可以广泛应用于各种肿瘤

的预防与治疗$寻找肿瘤标记分子一直是很多肿瘤

研究人员研究的目的$理想的肿瘤标记分子应该是

仅存在于肿瘤细胞#而在正常细胞则没有$一旦发

现这种肿瘤标记分子#无论对于肿瘤诊断和随访都

有非常大的帮助#因为这种标记物是来自于肿瘤组

织$人们也可利用这种肿瘤标记分子设计出针对性

的疫苗#从而杀伤肿瘤细胞$

G+M'6

抗原广泛分布

于一些分泌性的组织细胞和肿瘤细胞)

'

*

#该类抗原

结构作为潜在的肿瘤标记物受到人们注意)

!

*

$但

是#至今没有血清中
$Z6":K5/G+M'6

$抗原表达含量的

报告$我们先前的研究)

$

*表明在肿瘤发生转移以

后#

G+M'6

抗原可以修饰成
$Z6":K5/G+M'6

抗原而参

与肿瘤细胞的转移#提示其高表达可能与肿瘤细胞

的转移机制以及发生有关#但是肿瘤标记物如果仅

能在组织中检测不利于临床的观察和预后随访$为

此#我们初步建立了血清中
$Z6":K5/G+M'6

$抗原的检

测方法#观察该抗原在健康人群中的表达#建立起正

常值范围#并比较了在不同年龄+性别的表达差异#

为进一步探讨这一指标作为一种高效+快速+便捷的

标志物直接应用于临床治疗和公共卫生调查提供

依据$

资 料 和 方 法

研究对象
!

健康志愿者
%$

例作为对照#血清标

本的采集根据自愿为原则#健康志愿者无恶性肿瘤

的既往病史#采血时也无恶性肿瘤证据的现病史#但

是在既往病史中可以有胃炎的经历$成功测定
&)

例#其中男性
!'

例#女性
$*

例#最大年龄
*$

岁#最

小年龄
!'

岁#中位数年龄
("

岁$选择结肠癌和胃

癌手术前患者$结肠癌
*(

例#其中男性
(%

例#女性

!)

例#最大年龄
)$

#最小年龄
!%

岁#中位数年龄为

%'

岁"$胃癌
'""

例#其中男性
*"

例#女性
$"

例#

最大年龄
)'

岁#最小年龄
!(

岁#中位数年龄为
&#

岁$以上病例均经病理诊断$

#&=

+

#&Q

细胞株来

自于北京
$"'

医院#建株细胞来自于同一巨细胞肺

癌患者$

,**=/**!'

肝癌细胞来自于中国科学院

细胞研究所$

酶联免疫吸附试验#

&SWF;

$

!

血清样品
!>&

%

G

稀释于
!#*>&

%

G

碳酸缓冲液!

&";;5:

-

G

碳酸钠

0">"&;;5:

-

G

氯化镁"中!共计
&""

%

G

"#包被于

#%

孔酶标板!

J'7+87+V

公司"#每孔加入
&"

%

G

#标准

品为
$Z6":K5/G+M'6

$偶联
3,2

!牛血清白蛋白"#

$*T

孵育
!?

后%弃去包被溶液后#加入封闭液!磷

酸缓冲液
">'S 3,2 0 ">"&S JM++%0 ">"!S

叠氮钠"

&"

%

G

#

$*T

孵育
!?

%除去封闭液#加入抗

人
$Z6":K5/G+M'6

$特异性小鼠单克隆抗体!

*5%6$%

公司#

H

B

*

"作为第一抗体#抗体稀释比例为
'+'""

#

稀释于含有
">'S 3,2

+

">"!S

叠氮钠的磷酸缓冲

液!

R3,

"中#每孔加入
!"

%

G

#室温反应
!?

%吸去第

一抗体溶液#并洗涤酶标板
&

次!洗板液&含有

">"&S JM++%

+

">"!S

叠氮钠的
R3,

"#每次
!;'%

$

加入第二抗体!碱性磷酸酶标记的山羊抗小鼠免疫

球蛋白"#

'+&"""

比例稀释#抗体稀释于含有
">'S

3,2

+

">"!S

叠氮钠的
R3,

中#每孔加入
&"

%

G

#室

温反应
!?

%倒去第二抗体的溶液#再洗涤酶标板
&

次#每次
!;'%

#加入含有
">""'S

对硝基苯磷酸钠

!

.

1RR

"的碳酸缓冲液#每孔
*&

%

G

#

$*T

孵育
'?

%

最后每孔加入终止液
">&;5:

-

G1$ND!&

%

G

#经

酶标仪!

<GI)""&%'(+86$:*'-85

.

:$7+0+$#+8

"在

("&%;

波长#读取吸光值#本底用
%$"%;

波长读

数$每次实验每个样品放置
$

&

&

个重复孔进行测

定#并进行
$

次重复实验$

蛋白质测定
!

38$#K58#

方法测定$

质粒构建与转染
!

按我们先期发表论文的方

法)

$

*进行$

统计学方法
!

以统计学软件
,R,,'&>"

对检

测数据进行统计分析#两组均数差别用
21NU2

和
'

检验分析+多组因素差别用方差分析进行检验#

以
!

#

">"&

作为差异具有统计学显著性意义的判

断标准$

结
!!!

果

健康人群血清
$_+58',#S(B/+

7水平的测定
!

我

们采取标准样品
$Z6":K5/G+M'6

$牛血清白蛋白

!

3,2

"#吸附于
#%

孔酶标板上#经特异性抗人

$Z6":K5/G+M'6

$单克隆抗体检测#制定标准曲线#发

现在
"

&

!""%

B

-

;G

范围内具有稳定的线性关系#

相关系数可达
">##

$但当浓度高于
&""%

B

-

;G

以

后就不再呈现线性关系$因此#我们就采用
"

&

!""

%

B

的标准品浓度制定标准曲线$

%)&
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鲍伟奇#等
>

结肠癌患者血清
$Z6":K5/G+M'6

$含量的测定和意义

血清样品经过不同比例的稀释以后#进行酶联

免疫吸附试验的方法测定人血清中的
$Z6":K5/

G+M'6

$含量#发现
'+(""

比例稀释的血清样品#吸光

度读数处于标准曲线的中下端$因此#采用
'+(""

的比率稀释血清样品以后进行测定$经过我们建立

的酶联免疫吸附试验方法#测定了健康人群血清样

品中的
$Z6":K5/G+M'6

$水平#其平均值以及
#&S

的

可信区间范围总结在表
'

中$

表
!

!

健康人群血清
$_+58',#S(B/+

7水平

H72!
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8(%(8/04(78*4
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=
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8$; U$:"+
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$_+58',#S(B/+

7测定的影响因素
!

为了了解其他

因素是否会影响测定的水平#我们观察了性别+年龄

的影响$如表
!

中所示#男性和女性的
$Z6":K5/

G+M'6

$水平很接近#没有显著性差别!

!

%

">"&

"$

通过各个年龄段进行分析显示也没有显著性差别

!

!

%

">"&

"$

表
I

!

性别和年龄对血清
$_+58',#S(B/+

7的影响

H72I
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可见#性别和年龄对
$Z6":K5/G+M'6

$的测定没有

显著的影响#各年龄组之间#性别之间没有显著性

差异$

此外#我们还对各种标本进行了比较#有些标本

由于抽血过程中会产生难以避免的溶血现象#所以

我们考虑对溶血和不溶血标本进行比较$溶血标本

'!

例#不溶血标本
$)

例#比较结果如图
'

所示#两

者水平非常接近#没有显著性差异!

!

%

">"&

"$另

外我们比较了血清和血浆中
$Z6":K5/G+M'6

$含量的

差别#也未发现有明显的不同#可见标本采用血清和

血浆没有显著性差别!数据未出示"$

图
!

!

溶血和不溶血标本的血清
$_+58',#S(B/+

7水平比较

G/

:

!

!

@,6

-

7./+,0,'$_+58',#S(B/+2(*B((04(6,8

3

+/+

7010,0#4(6,8

3

+/++(.56

!!

结肠癌患者血清
$_+58',#S(B/+

7水平测定
!

为

了了解
$Z6":K5/G+M'6

$在肿瘤患者血清中的含量#我

们测定了
*(

例结肠癌患者的血清标本#结果发现结

肠癌患者的血清
$Z6":K5/G+M'6

$含量显著低于正常

值!图
!

"$虽然结肠癌患者只有
*(

例#但是统计结

果显示结肠癌病患者的
$Z6":K5/G+M'6

$表达水平为

!

**&#-!)')

"

%

B

-

;G

#比正常对照组显著降低

!

!/">"'%&

"$

图
I

!

结肠癌患者血清
$_+58',#S(B/+

7含量与健康人群比较

G/

:

I

!

@,6

-

7./+,0,'$_+58',#S(B/+

7

8(%(8/0

-

7*/(0*+

B/*4),8,0)70)(.7014(78*4+52

=

()*+

!!

我们还发现并不是所有的肿瘤患者的
$Z6":K5/

G+M'6

$水平都降低#一些转移倾向比较明显的患者

$Z6":K5/G+M'6

$水平降低更加显著$在
*(

例结肠癌

患者中#具有淋巴结转移的患者分为一组#无淋巴结

转移的患者分为另一组#结果发现淋巴结转移组患

者的血清
$Z6":K5/G+M'6

$表达水平为!

*$!$-!"&*

"

%

B

-

;G

#无转移的患者为!

)(*$-!%**

"

%

B

-

;G

#

!

组比较#差异显著!

!/">"((

"$根据有无侵袭局部

血管的现象再把患者分成
!

组#

!'

例具有侵袭血管

现象#其血清
$Z6":K5/G+M'6

$为!

%(!#-'$))

"

%

B

-

;G

#

&$

例患者没有侵袭局部血管的现象#其血

清
$Z6":K5/G+M'6

$为!

)&)"-!&%*

"

%

B

-

;G

#

!

组比

较差异显著 !

!

#

">"&

"$综合分析所有的转移情

况#发现无转移组的
$Z6":K5/G+M'6

$血清含量为

*)&
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B

-

;G

#转移组含量则为!

%)%*-

'*!!

"

%

B

-

;G

#两者相差显著#

!

#

">"&

!表
$

"$

表
$

!

结肠癌患者血清
$_+58',#S(B/+

7

H72$

!

@47.7)*(./+*/),'Y"

-

7*/(0*+B/*4),8,.()*78)7.)/0,67

=?$8$-7+8'67'-

1";9+85K

.

$7'+%76

!

S

"

$Z6":K5/G+M'6

$

!

>

.

-.

"

!($:"+

2

B

+

!

L

"
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!
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!
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!
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%
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!
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L

$"

!
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"
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*+7$67$6'6

!
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!
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"
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#
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!
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!
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!!

培养细胞中
$_+58',#S(B/+

7的测定
!

我们不仅

测定血清中的含量#还对肿瘤细胞株细胞直接进行

测定$

#&=

+

#&Q

细胞为来自于巨细胞肺癌患者#具

有不同的转移特性#但是来自于同一患者#

#&=

为低

转移潜能细胞株#

#&Q

为高转移潜能细胞株$细胞

经过裂解以后#以不同的蛋白量包被
#%

孔板#结果

&

&

'"

%

B

蛋白测定结果较好#我们选定
'"

%

B

蛋白

作为包被蛋白$结果如图
$

所示#

#&Q

高转移潜能

细胞株表达的
$Z6":K5/G+M'6

$显著高于
#&=

低转移

潜能细胞株#显示
$Z6":K5/G+M'6

$的表达量可能与肿

瘤转移潜能有关$

图
$

!

低&高转移潜能的
XR@

&

XRM

细胞
$_+58',#S(B/+

7比较

G/

:

$

!

$_+58',#S(B/+

7

/0XR@

'

XRM)(88+B/*4

1/''(.(0*6(*7+*7+/+

-

,*(0*/78+

!!

,**=/**!'

肝癌细胞经过的
$Z6":K5/G+M'6

$合

成关键酶
ER$,J

基因转染以后#细胞的
$Z6":K5/

G+M'6

$含量从!

)'">"'-'"&>#"

"

%

B

-

'"

%

B

蛋白上

升到!

'"##>)-!%'>$*

"

%

B

-

'"

%

B

蛋白!

)/(

"$相

反#若经过
ER$,J

基因片段)

$

*的
012

干扰以后#

细胞的
$Z6":K5/G+M'6

$含量就下降$

讨
!!!

论

目前常用的肿瘤标记分子有甲胎蛋白!

2!R

"+

#

/

葡糖苷酸酶+

#

/!/

微球蛋白+降钙素+癌胚抗原

!

=<2

"+

=2/'!&

+

=2'&/$

!

30!*>!#

"+

=2'#/#

+细胞

角蛋白+

&/

羟基吲哚乙酸 !

&/DH22

"+高香草酸

!

DU2

"+

#

/

人绒毛膜促性腺激素!

#

/D=E

"+免疫球

蛋白+乳酸脱氢酶同功酶+神经元特异性烯醇化酶

!

1,<

"+前列腺特异性抗原!

R,2

"+前列腺酸磷酸酶

!

R2R

"+末端脱氧核苷酰转移酶!

J#7

"+甲状腺球蛋

白+尿激酶纤溶酶原激活剂!

%

R2

"+香草扁桃酸

!

U*2

"等#它们在临床上用以检测各种不同的肿

瘤$目前用于鉴测肿瘤转移的指标仍然缺少$

糖链抗原具有重要的生物学作用)

(

*

$关于

6'$:

L

:/G+M'6

有大量的报告与结肠癌的转移相关)

&

*

#

6":K5/G+M'6

与前者不同#虽然都属于酸性糖链#但

是基团不同#有人认为后有更强的配体结合能力$

6":K5/G+M'6

可以有两种不同的结构#一是在半乳糖

的
%Z

位置上接上
6":K5

基团)

%

*

#另一种是在
$Z

位置

上$过去认为
$Z6":K5/G+M'6

抗原广泛分布于一些

分泌性的组织细胞和肿瘤细胞所合成的黏蛋白上#

我们的前期研究发现在肝癌细胞和肺癌细胞均有表

达)

*

*

#并且证实正常组织与肿瘤组织之间
$Z6":K5/

G+M'6

$合成的关键酶有显著性差异#这种差异还与

肿瘤的转移有关$因此我们希望能够通过临床观察

来进一步的验证我们的前期试验#提供一种新的肿

瘤分子用于肿瘤治疗和预后评估的分析$用肿瘤标

本直接检测
$Z6":K5/G+M'6

抗原无法在随访过程中

应用#而且不方便#所以我们建立了血清
$Z6":K5/

G+M'6

$水平的测定方法#以便在临床预测+诊断+治

疗和预后评价中的应用$本文测定了
*(

例结肠癌

患者血清样品#结果发现结肠癌病人的
$Z6":K5/

G+M'6

$血清含量显著低于正常对照组#具有显著性

差异$而且具有转移表现的患者
$Z6":K5/G+M'6

$血

清含量更低#达到!

%)%*-'*!!

"

%

B

-

;G

#显著低于

无转移组的患者!

!

#

">"&

"$这充分显示结肠癌患

者的血清含量变化与转移倾向具有一定的关系#因

此具有潜在的临床应用价值#可应用于临床观察随

访和转移的跟踪$而且年龄因素+男女性别组织分

化并不影响该测定值$但是在不同的肿瘤#血清

$Z6":K5/G+M'6

$的改变可能并不一样$另外#本文还

))&



!

鲍伟奇#等
>

结肠癌患者血清
$Z6":K5/G+M'6

$含量的测定和意义

对其中
!%

例患者进行了手术前+后的对比分析#由

于观察时间比较短#还没有发现显著性差异$

血清
$Z6":K5/G+M'6

$的变化在胃癌患者表现完

全不一样#我们先前的研究)

)

*观察到胃癌患者的

$Z6":K5/G+M'6

$含量比正常对照明显升高#而且也与

肿瘤的转移相关#与胃癌组织的肠型化生相关$胃

组织的肠型化生则是胃癌发生的一个重要危险因

素$因此#

$Z6":K5/G+M'6

$的变化趋向类似于肠型转

变也是肠型化生的一个重要依据$

本文的测定不受溶血等现象影响$我们实验中

发现有一些血清样本有溶血现象#因此将溶血样品

与不溶血样品进行分析比较#发现两者并没有显著

性差异!

!

%

">"&

"#因此可以认为#溶血基本不会影

响该实验$这次实验由于周期的原因#样本数例比

较少#可能会存在一些随机误差#如果将样本量扩

充#可提高数据的可信性和精确性#更能反映整个健

康人群体血清
$Z6":K5/G+M'6

$的水平$本次实验主

要针对中国沿海地区#而中国其他地区+或者其他国

家+其他人种血清
$Z6":K5/G+M'6

$的水平尚不得而

知#需要进一步实验或得到更多的相关报道$本次

试验测定发现
$Z6":K5/G+M'6

$在健康人群和不同的

肿瘤患者中的表现不一样#血清含量的临床意义也

不一样#我们将有另文报告评估其临床意义$至于

肿瘤以外的其他疾病未被纳入本次试验的考虑中#

与肿瘤以外的其他疾病的关系也完全不清楚$
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