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,6=多表位融合蛋白在胃肠道肿瘤血清

学诊断中的研究价值

王鹏飞!朱!茜!张丽芳!朱冠保

摘!要!目的!以 ]Y+多表位融合蛋白为抗原!即 BbGJ;$-7$* 融合蛋白!检测胃肠道肿瘤患者血清中抗 ]Y+抗体!鉴定融

合蛋白的抗原性!为融合蛋白作为诊断抗原提供依据!为下一步动物免疫反应实验奠定基础$ 方法!以 ]Y+多表位融合蛋白作

为诊断抗原!采用间接 YDeC+法!分别对收集的 &, 例胃癌患者血清'%) 例结肠癌患者血清'&# 例慢性胃炎患者血清和 &# 例健康

对照者的血清中的抗 ]Y+抗体进行检测!用方差检验分析胃结肠癌患者实验组和慢性胃炎'健康患者对照组血清抗体效价之间

差异性$ 结果!胃癌和结肠癌实验组与对照组血清抗体效价之间差异均有统计学意义"!4#.#"#$ 对胃癌患者和结肠癌患者

血清抗体的诊断敏感度分别为 &).,'和 //.#'!结论!本实验通过工程菌表达纯化的 ]Y+多表位融合蛋白具有很好的抗原性!

对用于血清学诊断的研究有一定的可行性!对制备 YDeC+血清检测试剂盒提供了理论基础!为下一步免疫反应及抗 ]Y+抗体的

制备奠定基础$

关键词!]Y+!融合蛋白!抗 ]Y+抗体!胃肠道肿瘤
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!!胃癌和大肠癌是危害人体健康的主要疾病!寻找

肿瘤特异性抗原一直是肿瘤研究的热点!但迄今为止

未发现胃癌和大肠癌的特异性肿瘤标志物$ 癌胚抗

原"MNKMERBA5SK[BREMNRPE6AR!]Y+#是胃肠道肿瘤目

前最重要'最常用的肿瘤标志物!对胃肠道肿瘤的诊

断及预后有重要的参考意义!但特异性不高$ 研究发

现!血清中存在抗 ]Y+抗体!是一种比 ]Y+更敏感

的肿瘤标志物!但检测抗 ]Y+抗体的 ]Y+蛋白质多

为组织中提取!易分解!不能大批量生产!作为诊断抗

原受到限制$ 本研究以工程菌表达纯化的 ]Y+多表

位融合蛋白为诊断抗原!期望获得一种检测血清中抗

]Y+抗体的抗原!对胃肠道肿瘤血清学的诊断提供

理论基础$

材料与方法

".实验材料(收集温州医科大学附属第一医院血清学标

本!其中 &, 例胃癌患者'%) 例结肠癌患者'&# 例慢性胃炎患

者!均经临床诊断和组织病理学检查证实!&# 例健康对照组
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血清标本取自温州医科大学大学生健康体检血清$ 均取外周

静脉血 &5G!分离血清 ;*#m保存$ ]Y+多表位 "BbGJ;$-7

$*#融合蛋白和 :EI蛋白本实验室纯化后! ;*#m保存
)"*

$ 主

要试剂(包被液! VXC 洗液!封闭液及抗体稀释液!底物反应

液!显色液!反应终止液!羊抗人 e69;:(V!均为实验室配置

或保存$

%.用 YDeC+法确定 BbGJ;$-7$* 融合蛋白抗原包被浓度

及血清稀释度(以包被液稀释纯化的融合蛋白 BbGJ;$-7$* 和

:EI蛋白至不同浓度!加入酶标板孔中!"## 微升7孔!每个样

品做 & 个平行孔!并设阴性和空白对照孔!封口膜封板!/m过

夜-酶标板 &*m孵育 "F!VXC 洗板 ) 次!封闭液封闭 %F!洗涤 )

次后将阳性血清按 "p)#'"p"##'"p%## 和 "p/## 稀释!"## 微

升7孔加入酶标板孔中!每个样品加 & 个孔$ 再次洗涤后加羊

抗人 e69;:(V二抗!再次洗涤后显色!酶标仪 /,#R5波长下

读取各孔吸光度值并记录$ 以方阵滴度结果中 +/,# 值明显

下降时的抗原和血清稀释度判定为最佳抗原包被浓度和血清

稀释度$

&.用 YDeC+法检测 ]Y+抗体(用 YDeC+法分别检测胃癌

患者'结肠癌患者'慢性胃炎患者血清标本中 ]Y+抗体!用摸

索好的抗原浓度和血清稀释度!羊抗人 e69;:e69抗体为二

抗!同时用健康组血清作对照!所有标本均重复 & 孔检测$

YDeC+检测结果判断标准(每份标本 & 次读数的均值作为该

标本 YDeC+抗体检测的 +值!根据健康对照组血清抗体的平

均 +值计算出阳性判定值"MLPBJJ值!健康对照组血清抗体平

均 +值 i%C#!以此确定 YDeC+反应结果的阈值 V!评估各组

的阳性检测率$

/.统计学方法(采用 CVCC "".# 统计软件进行分析!用方

差检验分析胃癌和结肠癌实验组与对照组血清抗体效价!数

据用均数 <标准差"H<2#表示!以 !4#.#) 为差异有统计学

意义$

结!!果

".BbGJ;$-7$* 融合蛋白抗原包被浓度及血清稀

释度的确定(YDeC+检测方法在 +/,# 读数处的结果

均以血清 "p"##!抗原浓度在 "#

.

675G时 +值变化敏

感$ 因此!以血清稀释 "p"##!融合蛋白抗原被包被

浓度 "# 微克7孔为最适浓度"图 "#$

图 )"不同浓度 / %̂9!Z+ Z̀* 融合蛋白抗原包被及不同

血清稀释度的间接 6:SW=结果

!

%.YDeC+法检测 ]Y+抗体(以 BbGJ;$-7$* 融合

蛋白诊断抗原检测胃癌患者'结肠癌患者'慢性胃炎

患者及健康对照者血清标本中 ]Y+抗体均值分别为

#./#&* <#.%,)

.

675G!#.)#$% <#./-#

.

675G!#.""#$

<#.#-$

.

675G!#l#-** <#.#/-

.

675G$ 用方差检验

分析胃癌和结肠癌实验组与对照组血清抗体效价之

间差异均有统计学意义"!4#.#"#$ 胃癌组和结肠

癌组血清抗体效价比较无统计学意义"!o#.#)#!慢

性胃炎组和健康对照组血清抗体效价比较无统计学

意义"!o#.#)#$ 根据健康对照组血清抗体的平均

+值计算出阳性判定值"健康对照组血清抗体平均 +

值 i%C# 为 #./)%!判断胃癌组'结肠癌组'慢性胃炎

组和健康对照组抗体阳性率分别为 &).,'""/7&,#'

//.#'"""7%)#'# 和 #!结果表明!胃癌和结肠癌实

验组与对照组阳性率差异均有统计学意义 "!4

#l##"#!慢性胃炎组与健康对照组阳性率差异无统计

学意义"!o#.#)!图 %#$

图 M"K 种血清标本中 ,6=抗体水平比较"H<2#

!

讨!!论

癌胚抗原是 ",-) 年首次在结肠癌病人组织中分

离出来的!是一种酸性糖蛋白!是最常见的肿瘤相关

抗原和国际公认的肿瘤标志物之一$ 由于 ]Y+在人

类多种肿瘤中存在过表达现象!尤其在消化道恶性肿

瘤组织的表达率可高达 ,#'!广泛应用于临床的辅

助诊断!在胃肠道恶性肿瘤术前检测血清中的 ]Y+

可以提高肿瘤诊断的敏感度!并对临床分期'判断淋

巴结转移'肿瘤侵袭程度!从而进行有效临床治疗具

有一定的指导意义
)%!&*

$ 但血液中 ]Y+的值受诸多

因素的影响!也不是某一脏器癌的特异性抗原!只有

当肿瘤浸润血管或淋巴管后血中的 ]Y+值才升高$

因此!其血清学检查诊断缺乏特异性!进一步开展肿

瘤标志物的联合检测得到很大的推广$

目前抗 ]Y+抗体成为目前研究的热点$ 首先联

合检测肿瘤患者血清中的抗 ]Y+抗体!对胃肠道肿

瘤的诊断'预后及临床治疗有一定的临床意义$ 国内

外众多实验室报道了血液循环中抗 ]Y+抗体的检测

和意义
)/!)*

$ 伍小军等
)-*

对 -, 例结直肠癌患者血清

中的抗 ]Y+抗体进行检测!阳性率达 -&.$'$ 同时!

抗 ]Y+抗体经过荧光标记!可以检测 ]Y+阳性的胃

.)).
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肠道肿瘤!引导手术以便对胃肠道肿瘤达到根治性切

除
)**

$ TAPEGOE等
)$*

通过动物模型!利用荧光标记的

抗 ]Y+抗体提高的结肠癌的检测率和切除率$ 但抗

]Y+抗体的检测和制备是目前的重点!需要通过

]Y+来完成$ 由于 ]Y+主要成分是蛋白质!目前主

要从组织中提取获得!而且蛋白质本身易于分解'不

易保存'运输等原因限制了其作为抗原的应用$ 本研

究通过 ]Y+多表位融合蛋白作为诊断抗原!采用间

接 YDeC+法分别检测胃癌患者血清'结肠癌患者血

清'慢性胃炎患者血清和健康对照者血清中的 ]Y+

抗体水平!用方差检验分析!胃癌和结肠癌实验组与

对照组血清抗体效价之间比较!差异均有统计学意义

"!4#l#"#$ 对胃癌患者和结肠癌患者血清抗体的

诊断敏感度分别为 &).,'和 //.#'!与吴军等
),*

应

用 ]Y+纯化抗原",,'#检测 -$ 例胃肠道肿瘤血清

中抗 ]Y+抗体阳性率达 &).&'的结果基本一致$

因此!本实验通过工程菌表达纯化的多表位融合

蛋白用于血清学诊断的研究有一定的可行性!对制备

YDeC+血清检测试剂盒提供了理论基础!同时融合蛋

白具有很好的抗原性!为下一步免疫反应及抗 ]Y+

抗体的制备提供基础$
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胆管支架加中药排石治疗难治性

胆总管结石的对照研究

洪万东!朱启槐!吴文治!袁拯忠!黄学荪

摘!要!目的!探讨胆管支架加口服排石中药对难治性胆总管结石治疗效果$ 方法!收集符合难治性胆总管结石标准的

患者 $# 例!均行内镜下逆行胰胆管造影 "Y(]V#并置入胆管塑料支架!随后分为治疗组 "胆管支架 i中药#和对照组 "胆管支

架#$ 随访 - 个月后行第 % 次 Y(]V拔除支架并再次取石$ 比较两组间第 % 次结石大小和取石成功率$ 结果!第 " 次 Y(]V时!

两组之间在结石类型'平均结石大小等方面差异无统计学意义"!均 o#.#)#$ 随访 - 个月后!联合治疗组的结石大小明显小于

对照组"!4#.#)#$ 并且第 % 次 Y(]V取石成功率更高",*.)' HI$).#'!!4#.#)#$ 结论!胆管支架加中药排石优于单用胆

管支架对胆总管结石的治疗作用$

关键词!内镜下逆行胰胆管造影!胆石症!胆管支架!中药
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