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!摘(要" 目的!L)NU\$ +̀#D 是北京大学基础医学院发现和鉴定的一个肿瘤驱动基因 C4.&=D6所编码的蛋白质

同型分子!125]56?#之一"其在多种恶性肿瘤中(如肝癌0肺癌!包括非小细胞肺癌和小细胞肺癌#0胃癌0结直肠癌0

胰腺癌0胆囊癌0胆管癌0乳腺癌0前列腺癌0宫颈癌0子宫内膜癌等)均超高表达/ 实验室和临床资料均证明"

L)NU\$ +̀#D 蛋白的过表达促进肿瘤生长0转移和多药耐药"L)NU\$ +̀#D 的蛋白表达水平与肝癌的复发相关/ 本

文的目的在于鉴定患者体内的肝癌细胞和体外培养的肝癌细胞系是否释放出 L)NU\$ +̀#D 蛋白到血液和细胞培

养液中"以及其可能的存在形式"为建立肝细胞癌等肿瘤的血清学诊断新方法奠定基础/ 方法!采用免疫印迹分析

!b72=763 Y@5=#0酶联免疫吸附实验!73cA?7+@13E79 1??<35256Y73=;22;A"OLQT)#鉴定L)NU\$ +̀#D 蛋白"应用超滤和

超离心方法从肝癌细胞培养上清液中分离0纯化外排体!7a525?7#/ 结果!特异性抗体的 OLQT)结果表明"肝细胞

癌患者的血液中存在L)NU\$ +̀#D 蛋白"体外培养的肝癌细胞以外排体形式释放L)NU\$ +̀#D 蛋白到培养基的上

清液中/ OLQT)夹心法检测表明"肝细胞癌患者!" j$##血
"

中 L)NU\$ +̀#D 蛋白的平均水平和中位值均显著高

于正常人!" j###/ 结论!肝癌细胞以外排体形式释放到其外环境中的 L)NU\$ +̀#D 蛋白有望成为肝细胞癌血清

学诊断的新标志物/

!关键词" 肝细胞癌$外排体$L)NU\$ +̀#D$生物标记" 肿瘤
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((L)NU\$ +̀#D 是北京大学基础医学院细胞生物

学系肿瘤细胞分子生物学研究室发现0克隆并鉴定

的一个新的人类 C4.&=D6基因 !K4̀QR73 ;̀3E

K\+"!F$"*"R737Q̂ jDD#D##编码的蛋白质同型分

子之一(!)

/ 经免疫组织化学和免疫印迹分析!b72+

=763 Y@5=#表明"L)NU\$ +̀#D 蛋白分别在 *!.FZ

!D!/*!#和 *&.'Z !D"/&D#的人肝癌组织中表达水

平升高 - 倍以上"其表达水平与肝癌的恶性程度

!病理分级#0转移和耐药性呈正相关"与患者的术

后存活期呈负相关$ 多因素回归分析表明"

L)NU\$ +̀#D 蛋白是肝癌的独立预后因子(- X#)

/ 更

有意义的是"L)NU\$ +̀#D 蛋白的过表达还与肝癌

这一高复发肿瘤的复发率呈正相关(#)

/ 可见"

L)NU\$ +̀#D 蛋白可能是一个肝癌诊断0病情监测

和预后判断的新标志物/ 我们的前期研究还表明"

L)NU\$ +̀#D 蛋白的过表达可导致细胞的恶性转化

和肿瘤生成($ XD)

"促进细胞的生长失控0迁移0侵袭

潜能增强(&)和多药耐药(*)

/ 通过 %K)干扰!%K)

13=76]7673C7" %K)1#敲低肿瘤内源性 C4.&=D6基因

及其编码的L)NU\$ +̀#D 蛋白可抑制裸鼠体内人肝

细胞癌移植物的生长和转移(F)

"因此 L)NU\$ +̀#D

蛋白可能是一个重要的肿瘤治疗新靶标/

很多肿瘤标志物的血清学检测是通过酶联免疫

吸附实验!73cA?7+@13E79 1??<35256Y73=;22;A"OLQT)#

方法进行的/ OLQT)所检测的血清抗原多为可溶性

蛋白质"而 L)NU\$ +̀#D 是一个 $ 次穿膜的蛋白

质(!)

"因结构中含 $ 个疏水性的穿膜结构域而具有

很强的亲脂性"用去垢剂处理细胞裂解液时"其存

在于去垢剂相而非水相(')

"因此"欲建立适用的血

清学检测方法就需要了解其在血液中的存在形

式/

近年的大量研究表明"脂类和蛋白质在细胞膜

中并非均匀分布而是组装成不同成分0不同特性和

不同功能的微区/ 细胞表面的膜微区经内化形成

!胞#内体"进而或再循环至细胞表面"或形成晚期

内体/多泡体"多泡体可与质膜融合而释放多泡体内

的小膜泡到细胞外"如此释放的小膜泡称为外排体

!7a525?7#/ 各种正常细胞和肿瘤细胞都释放多种

由不同分子组成的外排体"因此可存在于血液0尿

液0羊水0胸水和腹水中/ 各种外排体均具有一些共

同的特性"如直径在 #" G!"" 3?0具有相同的密度

和脂双层膜0具有共同的和细胞类型特异的蛋白质

位于其膜中或腔内/ 在外排体膜中最普遍存在的是

$ 次穿膜蛋白质(!" X!!)

/ 外排体含有其来源细胞所

特有的蛋白质"来自于肿瘤细胞的则含有肿瘤相关抗

原"因而可用于肿瘤的诊断或作为肿瘤疫苗(!- X!F)

/

本文通过OLQT)和 b72=763 Y@5=方法鉴定肝癌

患者血清中和肝癌细胞的培养上清液中是否存在

L)NU\$ +̀#D 蛋白"旨在探讨体内生长的恶性肿瘤

细胞是否释放L)NU\$ +̀#D 抗原到血液中以及其在

血液中的存在形式"为建立血清学定量检测诊断方

法奠定基础"并探讨 L)NU\$ +̀#D 蛋白作为肝癌诊

断新标志物的应用价值/

$%资料与方法

$.$(材料

ÒL+*$"- 人肝细胞癌细胞系由本研究室保存"

针对L)NU\$ +̀#D 蛋白两个表位的多抗!L)NU\$ +̀

K!"+8)Y和L)NU\$ +̀O4-+8)Y#由本研究室用钥孔

血蓝蛋白!E7A>5@7@1?87=>7?5CA;313" PLW#耦联的

两个 !" 肽抗原免疫兔制备抗血清"并经 N65=713 )

和抗原+亲和柱纯化为高亲和性的 Q:R/ L)NU\$ +̀

O4!+?)Y由北京晶美生物技术公司制备" T̀)+O4-+

!" 肽抗原由中国科学院化学研究所合成及耦联/

肝癌组织!手术切除标本#和患者血清由中国

人民解放军第 #"- 医院!现名中国人民解放军总医

院第五医学中心#肝胆外科提供"新鲜组织于手术

离体后立即放入液氮中冷冻"然后置XF" u冻存/

应用的仪器和试剂包括%!"" E< \b4I473+

=618@<2离心超滤管 !\1@@18567公司#0'& 孔酶标板

!K<3C公司#0 \̂O\培养基!Q3_1=65:73公司#0新生

牛血清! 1̀5C>65?"德国#0重水!美国 4QL"国内分

装#0考马斯亮蓝R-D" 和%-D"!T1:?;公司#0K4硝

酸纤维素膜!b>;=?;3 公司#0O4L化学发光试剂盒

!N176C7公司#0 4̀)蛋白定量试剂盒!N176C7公司#0

N<61]179 ?5<27;3=1+Q3=7:613

*

D \)Y!`̂ 公司#0R5;=

)3=1+%;YY1=Q:R+W%N和 R5;=)3=1+?5<27Q:R+W%N

!T;3=;46<c公司#/

细胞裂解液%U612+4@!8W*.&# !" ??5@/L0K;4@

!D" ??5@/L0 Ô U)! ??5@/L0".DZ !体积分数#

KN$"0N\TM! ??5@/L0;865=1313 ! ?:/L0N782=;=13 )

! ?:/L/

'!!*'庞(泳"等(L)NU\$ +̀#D 蛋白作为肝癌血清学诊断新标志物的探讨



OLQT)包被缓冲液为 "."D ?5@/L碳酸盐缓冲

液!8W'.&#"封闭液为含 #Z!体积分数# T̀)的

Ǹ T溶液!8W*.$#"洗板液为含 "."DZ!体积分数#

U[773+-" 的 Ǹ T 溶液! 8W*.$#"稀释液为含 !Z

!体积分数# T̀)的 Ǹ T溶液!8W*.$#"底物反应液

为 ".! ?5@/L柠檬酸+磷酸盐缓冲液!8WD."#"反应

终止液为 $ ?5@/LW

-

TI

$

/

$.)(细胞培养

ÒL+*$"- 人肝细胞癌细胞用内含 !Z!质量分

数#青霉素0链霉素"!"Z!体积分数#新生牛血清的

\̂O\培养基培养"置于 #* u0DZ!体积分数#4I

-

细胞培养箱中"细胞生长至对数期时收集细胞培养

上清液/

$.*(总蛋白的提取

$.*.$(细胞总膜蛋白的提取(取长势良好的细胞"

经 Ǹ T漂洗后"用 ".-DZ!质量分数#粗胰酶消化"

离心"弃去上清液"在细胞沉淀中加入适量预冷的含

去垢剂的细胞裂解液"于 ! -"" b功率0冰浴中间断

超声处理共 - ?13 !实际超声 ! ?13#"然后置于冰浴

中 #" G&" ?13/ 于 !- """ hG0$ u下离心 !D ?13以

去除细胞碎片"上清液中含细胞的总膜蛋白"冻存于

XF" u备用/

$.*.)(组织总膜蛋白的提取(将冻存的经组织病

理确诊为肝细胞癌的肿瘤组织置于冰上"用剪刀剪

成小碎块"挑取约 ".! :湿重组织放入手动玻璃匀

浆器中"每管加入 ! ?L预冷的含去垢剂的细胞裂解

液"于冰浴中充分匀浆"超声处理及之后的操作同

上/

$.+(外排体的分离与纯化

将收集的细胞培养上清液 D"" ?L经 #"" hG0$

u离心 !" ?13"去除细胞取上清液$! -"" hG0$ u离

心 !" ?13"去除死细胞"收集上清液$!" """ hG0$ u

离心 -" ?13"去除细胞碎片"收集上清液/ 经 !"" E<

\b4I473=618@<2离心超滤管超滤浓缩!! -"" hG0$

u离心 $D ?13#得到 !" ?L浓缩液"将浓缩液均分

为 $ 份"每份用 Ǹ T溶液稀释补足至 $ ?L并混匀"

然后移至 D ?L超速离心管中"该管底铺有 ! ?L用

重水配置的 #"Z!质量分数#蔗糖垫"经 !"" """ h

G0$ u超速离心 $D ?13"收集底部的液体 !.D ?L"再

连续两次使用 Ǹ T溶液稀释至 D ?L"同等条件下超

速离心"收集底部含外排体的沉积物"用 Ǹ T 稀释

至 -.D ?L"作为外排体提取物置于 XF" u保存备

用(!')

/

$.,(外排体所含蛋白质的定量测定

使用 6̀;9]569法检测外排体的蛋白质浓度/

$.-(分离蛋白质组分

取外排体悬液 #"

$

L或同等蛋白质含量的

ÒL+*$"- 细胞膜提取物"加入适量的 $ h上样缓冲

液"!"" u煮沸 # ?13"上样于 !"Z!体积分数#的十

二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳!2591<?9597CA@

2<@];=7 85@A;C6A@;?197 :7@ 7@7C=658>567212" T T̂+

N)RO#分离胶的顶部"电泳结束后进行考马斯亮蓝

染色"脱色后使用凝胶成像系统扫描"并用 TC153

Q?;:7对凝胶图像进行分析/

$..(b72=763 Y@5=分析

取肝癌患者血清 D

$

L0或正常人血清 D

$

L0或

外排体悬液 &"

$

L及同等蛋白质含量的肝癌组织膜

提取物"于 T T̂+N)RO电泳后"将分离胶转移至硝酸

纤维素膜/ DZ!质量分数#脱脂牛奶室温封闭 - >"

加入;3=1+L)NU\$ +̀K!"8)Y或;3=1+Q3=7:613

*

D ?)Y

作为一抗"分别按照体积比 ! g! """0! g- """ 稀释"

$ u孵育过夜/ 分别加入 R5;=)3=1+%;YY1=Q:R+

W%N0R5;=)3=1+?5<27Q:R+W%N!体积比 ! g# """ 稀

释#室温孵育 ! >"最后用O4L化学发光试剂盒进行

放射自显影并扫描结果/

$.P(OLQT)直接法分析肝癌细胞释放的外排体及

肝癌患者血清中的L)NU\$ +̀#D 蛋白

用包被液将 T̀)+O4-+!" 肽以体积比 ! g! """

稀释!原液浓度为 ! :/L#"外排体提取物原液及肝

癌患者血清按照体积比 ! g!" 稀释!即原液 !"

$

L"

包被液 '"

$

L#后包被酶标板"同时设置阴性对照

组"$ u孵育过夜/ 用 #Z!体积分数# T̀)于 #* u

封闭 - >后"加入 L)NU\$ +̀O4-+8)Y 作为一抗!体

积比 ! g! """ 稀释# #* u孵育 !.D >"加入 R5;=

)3=1+%;YY1=Q:R+W%N作为二抗!体积比 ! g- """ 稀

释##* u孵育 $" ?13"其余步骤按照常规的直接法

OLQT)程序操作"但洗板时动作要轻柔"最后测定光

密度!H

$'- 3?

#并分析结果/

$.V(OLQT)夹心法分析正常人和原发性肝细胞癌

患者血清中的L)NU\$ +̀#D 蛋白

以)3=1+L)NU\$ +̀K!"+8)Y为捕获抗体包被酶

标板!! ?:/L#"置于 $ u过夜"封闭 - >"常规洗板

$ 次!用 Ǹ TU洗 # 次"第 $ 次用双蒸水洗"每孔

#""

$

L"每次 # ?13#"然后加入血清 D"

$

L/孔"于 #*

u孵育 - >"洗板后加入检测抗体 )3=1+O4!+?)Y

!!""

$

L/孔#"于 #* u孵育 !.D >"洗板 $ 次后加入

新鲜配制的底物反应液!!""

$

L/孔#"于 #* u避光

显色至空白 H

$'- 3?

的读数值控制在 !." 左右"用 -

?5@/LW

-

TI

$

终止反应"加 D"

$

L/孔"震荡混匀"测

定 $'- 3?处光密度值!H

$'- 3?

#/

'-!*'
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$.$W(统计学分析

采用 TNTT !-." 软件进行统计学分析"计量资

料以三次独立实验数据的均值 i标准差表示"等级

资料以中位数!最小值"最大值#表示"组间两两比

较采用 T=<973=&2$检验".l"."D 为差异有统计学

意义/

)%结果

).$(肝癌患者血液中L)NU\$ +̀#D 蛋白的鉴定

).$.$(b72=763 Y@5=鉴定肝癌患者和正常人血清中

的 L)NU\$ +̀#D 蛋 白 ( 用 自 制0 纯 化 的 ;3=1+

L)NU\$ +̀K!"8)Y多抗对肝癌患者和正常人血清

中的L)NU\$ +̀#D 蛋白进行b72=763 Y@5=分析"结果

表明"不论是肝癌患者还是正常人血清中都含有

L)NU\$ +̀#D 蛋白"肝癌患者血清中的L)NU\$ +̀#D

蛋白似乎高于正常人!图 !#/

N! ;39 N-" 276<?]65?W448;=173=2$ W!" 276<?]65?356?;@1391_1+

9<;@.

图 $%b72=763 Y@5=分析正常人与肝癌患者血清中

L)NU\$ +̀#D 蛋白的表达

L#7:;9$%b72=763 Y@5=;3;@A2125]L)NU\$ +̀#D 865=713 13 276<?

5]>7;@=>A1391_19<;@;39 >78;=5C7@@<@;6C;6C135?;8;=173=2

(

).$.) (OLQT)直接法鉴定肝癌患者血清中的

L)NU\$ +̀#D 蛋白(直接以肝癌患者的血清或化学

合成的 T̀)+O4-+!" 肽多价抗原包被酶标板"用

L)NU\$ +̀O4-+8)Y多抗进行 OLQT)检测"与 b72+

=763 Y@5=结果一致"OLQT)直接法检测的肝癌患者血

清中存在L)NU\$ +̀#D 抗原"且含量显著高于阴性

对照组"两组差异有统计学意义!.l".""!" 图 -#/

但是"L)NU\$ +̀#D 含量低于 T̀)+O4-+!" 肽抗原的

阳性对照组"其原因一方面可能由于外排体中含有

多种蛋白质"L)NU\$ +̀#D 蛋白只占其中的一部分"

而 T̀)+O4-+!" 肽是多价的纯抗原"故可与抗体结

合的有效抗原浓度差别很大$另一方面可能由于血

液中的L)NU\$ +̀#D 蛋白并非可溶性分子"而以外

排体形式存在"以致其被酶标板表面吸附的效率和

牢度不如可溶性的合成抗原短肽/

).)(肝癌细胞培养上清液中的外排体蛋白质定量

根据标准曲线得出的公式%Ij"."!- $5w

"."FD #"计算出肝癌细胞培养上清液的外排体提取

物中蛋白质浓度约为 ".'&' " :/L/

).*(肝癌细胞培养上清液中外排体的 T T̂+N)RO

分析谱

以 T T̂+N)RO分析肝癌细胞培养上清液中外排

体的蛋白质组分"结果见图 #/ 在蛋白质总量相等

的情况下"来源于 ÒL+*$"- 肝癌细胞培养上清液

的外排体蛋白质组分总体上比细胞膜总提取物的蛋

白质组分简单"其中有的成分得到富集"有的成分有

所减少"表明外排体中的蛋白质组分与细胞膜总提

取物中的组分不同/

#

.l".""!" 276<?:65<8 ,#-Y@;3E C53=65@:65<8.

图 )%OLQT)直接法分析肝癌患者血清中L)NU\$ +̀#D 蛋白的表达

L#7:;9)% 1̂67C=OLQT);3;@A2125]L)NU\$ +̀#D 865=713 13

276<?5]>78;=5C7@@<@;6C;6C135?;8;=173=2

(

!" ?5@7C<@;6?;6E76$ -" C7@@<@;67a=6;C=2$ #" 7a525?72.

图 *%T T̂+N)RO分析 ÒL+*$"- 肝癌细胞来源的外排体和

细胞膜提取物中的蛋白质组分

L#7:;9*%T T̂+N)RO865]1@725]C7@@<@;67a=6;C=2;39

7a525?72]65? ÒL+*$"- >78;=5C7@@<@;6C;6C135?;C7@@2

(

).+ (肝癌细胞培养上清液的外排体中所含

L)NU\$ +̀#D 蛋白

采用 b72=763 Y@5=分析 L)NU\$ +̀#D 蛋白在肝

癌组织膜提取物和 ÒL+*$"- 肝癌细胞培养上清液

来源的外排体中的表达"结果表明二者均存在

L)NU\$ +̀#D 蛋白"其在肝癌组织膜提取物中的表

'#!*'庞(泳"等(L)NU\$ +̀#D 蛋白作为肝癌血清学诊断新标志物的探讨



达量高于外排体!图 $#/

)., (OLQT)检测肝癌细胞释放的外排体中的

L)NU\$ +̀#D 蛋白

直接用外排体提取液或 T̀)+O4-+!" 肽包被 '&

孔板"使用L)NU\$ +̀O4-+8)Y 进行检测"得到阳性

结果"即外排体中含有 L)NU\$ +̀#D 蛋白/ T̀)+

O4-+!" 肽对照组的 H

$'- 3?

为 ".'$$ * i".!"D D"外

排体组的H

$'- 3?

为 ".D'$ # i".!!! !!空白对照组的

H

$'- 3?

为 ".!"& " i"."!D D#/

! ;39 -" =<?56=122<72$ # ;39 $" 7a525?72.

图 +%b72=763 Y@5=鉴定L)NU\$ +̀#D 蛋白在肝癌组织膜

提取物和来源于 ÒL+*$"- 肝癌细胞外排体中的表达

L#7:;9+%b72=763 Y@5=865]1@725]L)NU\$ +̀#D 865=713 13 ?7?Y6;3C7

7a=6;C=2]65?>78;=5C7@@<@;6C;6C135?;=122<72;39 7a525?72

]65? ÒL+*$"- >78;=5C7@@<@;6C;6C135?;C7@@2

(

外排体组的包被蛋白质总量远高于 T̀)+O4-+

!" 肽组!!"." g".!

$

:#"但是前者的 H

$'- 3?

值约为

后者的 -/#"一方面是因为在外排体中还含有

L)NU\$ +̀#D 蛋白以外的其他蛋白质"另一方面是

因为外排体以小囊泡的形式存在"不容易被 '& 孔板

吸附"而且在洗板时容易脱落/

图 D 结果显示"OLQT)直接法检测肝癌细胞释

放的外排体中的L)NU\$ +̀#D 蛋白含量显著高于空

白对照组"两组差异有统计学意义!.l".""!#/

#

.l".""!" 7a525?72:65<8 ,#-Y@;3E C53=65@:65<8.

图 ,%OLQT)直接法鉴定外排体中的L)NU\$ +̀#D 蛋白

L#7:;9,%L)NU\$ +̀#D 865=713 13 7a525?721973=1]179 YA9167C=OLQT)

(

).-(OLQT)检测肝细胞癌患者和正常人血清中的

L)NU\$ +̀#D 蛋白

采用以 )3=1+L)NU\$ +̀K!"+8)Y 为捕获抗体"

以;3=1+O4!+?)Y 为检测抗体的 OLQT)双抗体夹心

法检测 ## 例正常人和 $# 例肝细胞癌患者血清中的

L)NU\$ +̀#D 蛋白"结果显示"肝癌患者血清中的

L)NU\$ +̀#D 蛋白含量显著高于正常人"两组差异

有统计学意义!图 &".l".""!#/

.l".""!" 356?;@,#-W44.K56?;@" 356?;@1391_19<;@2! " j###$

W44" >78;=5C7@@<@;6C;6C135?;8;=173=2!" j$##.

图 -%OLQT)夹心法检测正常人和肝癌患者

血清中L)NU\$ +̀#D 蛋白水平

L#7:;9-%L)NU\$ +̀#D 865=713 @7_7@213 276<?]65?356?;@1391_19<;@2

;39 >78;=5C7@@<@;6C;6C135?;8;=173=297=7C=79 YA2;39[1C> OLQT)

(

*%讨论

在世界范围肝癌占肿瘤死亡的第 $ 位或第 D

位"在中国为第 # 位"某些地区为第 ! 位/ 每年全球

肝癌新发病例 F$.! 万"中国新发病例 #'.# 万"占全

球肝癌新发病例的 $&.*Z"每年全球因肝癌死亡病

例 *F.- 万"中国为 #&.' 万"占全球肝癌死亡病例的

$*.-Z"而且发病年龄也趋于年轻化/ 肝癌的治愈

率低而复发率高"严重威胁人们健康/ 肝癌治愈率

低的主要原因之一是缺乏早期诊断和病情监测的灵

敏指标/ 影像诊断的准确性高而灵敏度低"组织病

理诊断是诊断的金标准但需要有创采得肿瘤组织/

目前广泛采用的肝癌血清学标志物甲胎蛋白!;@+

8>;+]7=5865=713" )MN#灵敏度高而特异性不够"其假

阴性和假阳性率均为 #"Z"因此"迫切需要探索新

的肝癌诊断标志物/ 本研究室发现0克隆和鉴定的

C4.&=D6基因编码的 L)NU\$ +̀#D 蛋白在 *&.'Z

的肝癌组织中表达上调 - 倍以上"&!.DZ上调 $ 倍

以上"其表达水平与肝癌的恶性度0生长速度0转移0

复发0多药耐药以及患者的术后存活期等均有良好

相关性"而且是一个很好的独立预后因子和治疗靶

标(-")

/ 本文通过b72=763 Y@5=和OLQT)法检测到肝

癌细胞培养上清液中存在含L)NU\$ +̀#D 蛋白的外

排体"两种方法都表明肝癌患者的血液中也存在

L)NU\$ +̀#D 蛋白"鉴于其不溶于水的亲脂性"推测

其存在形式可能也是外排体/

关于外排体的生物生成0释放和生物学活性以

及在疾病诊断与治疗上的应用近年颇受重视"近年

的相关研究数量很多/ 血液0尿液及各种分泌物中

'$!*'
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外排体的检测和应用已引起医学界关注"被认为在

肿瘤诊断和治疗中有良好的应用前景"特别是在前

列腺癌(!#)

0卵巢癌(!$)和鼻咽癌(!D)的诊断中/ 然而"

由于外排体是不均一的小囊泡而非可溶性分子"而

且整合在外排体中的膜分子存在方向性"在建立

OLQT)检测方法上难度较大/

本研究采用 OLQT)双抗体夹心法检测结果表

明"肝癌患者血清中的 L)NU\$ +̀#D 蛋白水平显著

高于正常人"为建立适用于临床血清学诊断的方法

奠定了基础/ 由于观察时间短"对于患者血清中的

L)NU\$ +̀#D 蛋白水平与肿瘤复发0转移的关系尚

难得出结论/ 应用这种检测方法诊断肝癌的特异性

和灵敏度"以及与 )MN相比的优劣情况"有待进行

更大样本量的分析以得出结论/

-"!' 年美国\À15T5<6C7Q3C.公司推出了检测

L)NU\$ +̀#D 蛋白的 OLQT)试剂盒"德国明斯特

!\r32=76#大学医院与武汉大学肝胆疾病研究院合

作使用该试剂盒检测胰腺导管腺癌患者!!&' 例#0

慢性胰腺炎患者!$" 例#和正常人!#" 例#血清中

L)NU\$ +̀#D 蛋白的水平"结果表明"L)NU\$ +̀#D

蛋白在胰腺导管腺癌的肿瘤组织和患者血清中的表

达水平比正常人和慢性胰腺炎患者显著增加"且血

液中L)NU\$ +̀#D 蛋白水平低的患者术后无复发存

活期和总存活时间较长(-!)

/ 这项研究为采用

OLQT)方法检测血液中L)NU\$ +̀#D 蛋白水平的可

行性和以其作为某些恶性肿瘤的诊断和预后标志物

提供了进一步的佐证/

(志谢%感谢中国医学科学院肿瘤医院肝胆外科吴健雄

主任和刘立国医生0中国人民解放军第 #"- 医院!现名中国

人民解放军总医院第五医学中心#肝胆外科刘振文主任和

齐瑞兆医生以及北京大学肿瘤医院检验科张青云主任对本

研究提供的帮助)/
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