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钙网蛋白的
PV-.<

检测方法的建立及其在膀胱癌诊断中的应用研究&

许瑞环$

!陈章权/

#

!罗
!

艺$

!曾建蓉$

!胡劲辉$

"

$4

深圳市龙岗中心医院中心实验室!广东
5$&$$#

'

/4

广东医学院临床免疫学教研室!广东东莞
5/'&%&

#

!!

摘
!

要"目的
!

建立钙网蛋白的
PV-.<

检测方法!同时探讨其在膀胱癌诊断中的应用$方法
!

应用制备的钙网蛋白的多克

隆抗体包被酶标板!同时制备其与
O+,

交联物!应用双抗体夹心法构建钙网蛋白的
PV-.<

检测方法$应用构建的方法检测膀胱

癌患者尿液钙网蛋白的浓度!同时采用发光法检测尿液中
!<$88

和
!dX+</$*$

的浓度$结果
!

PV-.<

法检测膀胱癌尿液钙网

蛋白阳性率为
$%%4%%̂

!良性病变组阳性率为
'$4/5̂

!对照组其阳性率为
%4%%̂

$尿液钙网蛋白!其测定特异性为
&'4&0̂

!敏

感性为
$%%4%%̂

'尿液
!dX+</$*$

!当临界值为
34$5;

H

&

MV

时!其诊断膀胱癌的特异度为
00455̂

!灵敏度为
3'43&̂

$结论
!

应用建立的
PV-.<

方法检测尿液钙网蛋白!可用于膀胱癌的诊断%监测及预后评估$
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膀胱癌是常见的恶性肿瘤之一#其发病率居恶性肿瘤的第

六位#居男性泌尿生殖系统肿瘤首位)

$

*

#且膀胱癌发病率呈上

升趋势)

$*'

*

'目前#膀胱癌的诊断主要采用膀胱镜检查(肿瘤组

织活检和尿脱落细胞学检查'但是#这些方法因为损伤(敏感

性(特异性等问题而受限'所以#寻找理想的肿瘤标记物用于

膀胱癌的早期诊断(监测及预后判断已成为一个必然的趋势'

目前#膀胱癌组织的蛋白质组学研究发现存在于尿液中的一种

新的膀胱癌肿瘤特异性标志物...钙网蛋白)

3

*

#健康人尿液中

无此成分'已有研究报道#用免疫印记和免疫组化方法检测膀

胱癌和前列腺癌尿液中的钙网蛋白)

5*#

*

#但这些方法不利于临

床推广'本实验用一种简便实用的
PV-.<

方法#检测膀胱癌

尿液中钙网蛋白#同时结合膀胱癌的其他肿瘤标记物做综合分

析#以探索其作为一种新的膀胱癌无创诊断技术的临床诊断

价值'

B

!

资料与方法

B4B

!

一般资料
!

/%$%

年
$

!

$%

月在广东医学院附属医院和

广州市人民医院泌尿外科住院
'%

例膀胱癌患者为膀胱癌组'

其中男
/%

例#女
$%

例#平均年龄$

5#4&S043

%岁#均经病理活

检确诊#病理按
fOa

标准分级'泌尿系统常见良性肿瘤组

'/

例#诊断按照/大外科学0标准#取至龙岗中心医院泌尿外

科'另选
'%

例年龄(性别与膀胱癌患者相匹配的体检健康者

作为对照组#标本取至龙岗中心医院体检科'各组取晨尿
$%

MV

#尿样离心后#其上清置于
70%b

冰箱备用'

B4C

!

方法

B4C4B

!

试剂
!

钙网蛋白的多克隆抗体由实验室制备并保存'

钙网蛋白单克隆抗体购自
.@A))WA;

公司#

O+,

标记的羊抗兔

-

H

W

为
1DQ=

公司产品'

!<$88

(

!dX+</$*$

为罗氏公司产品#

检测配套仪器为罗氏
P!V$0%

#酶标仪为芬兰雷勃
ZU'

型'

B4C4C

!

钙网蛋白多克隆抗体的制备及鉴定
!

见参考文献)

0

*'

B4C4D

!

尿液标本中钙网蛋白水平的检测
!

应用棋盘滴定法确

定
PV-.<

方法中各成分的浓度'首先用
$4%

)

H

"

MV

(

%4$

)

H

"

MV

和
%4%$

)

H

"

MV

抗
!+"

单克隆抗体包板#

3b

冰箱过夜'

用
$̂

牛血清清蛋白室温封闭
/(

#洗板后加入
$%%

)

V

的尿液

和不同梯度的重组
!+"

#

'0b$(

'洗板后加入不同梯度的

多克隆抗体#

'0b$(

#洗板'随即加入不同浓度的
O+,

标记

的羊抗兔
-

H

W

#

'0b$(

#洗板'加入显色液及终止液#

3%5;M

+

'/'/

+

国际检验医学杂志
/%$$

年
$/

月第
'/

卷第
/%

期
!

-;B[VDFZAL

!

1AKAMFA@/%$$

!

\=C4'/

!

]=4/%

&

基金项目!广东省医学科研基金资助项目$

</%%&#5'

%&广东省湛江市科技招标项目'

!

#

!

共同第一作者'



和
#'%;M

比色'以
<

值大于
$4%

#同时阴性对照不显色的情

况下定义为阳性孔'

B4C4E

!

尿液标本中
!<$88

(

!dX+</$*$

水平的检测
!

尿液

离心后#批量上机'仪器的配套试剂为同一批号#并且随标本

同机操作'

C

!

结
!!

果

C4B

!

尿液标本中钙网蛋白的检测
!

见图
$

'

!!

$

组!膀胱癌组#其阳性率为
$%%4%%̂

&

/

组!良性肿瘤组#其阳性

率为
'$4/5̂

&

'

组!对照组#其阳性率为
%4%%̂

'

图
$

!!

不同组尿液钙网蛋白的阳性率直方图

C4C

!

尿液中
!<$88

(

!dX+</$*$

的检测
!

图
/

'

!!

$

组!对照组#其测定均值为$

/40$S%4&/

%

;

H

"

MV

&

/

组!良性肿瘤

组#其测定均值为$

'4$'S$4%/

%

;

H

"

MV

&

'

组!膀胱癌组#其测定均值为

$

$%&400S354$8

%

;

H

"

MV

&

!<$88

在
'

组间数据不存在可比性#故不适

用于膀胱癌的诊断'

图
/

!!

不同组尿液
!dX+</$*$

的测定结果均值直方图

C4D

!

尿液钙网蛋白和
!dX+</$*$

联合检测
!

尿液钙网蛋白

检测用于膀胱癌的诊断#其特异性为
&'4&0̂

#敏感性为

$%%4%%̂

'尿液
!dX+</$*$

用于膀胱癌的诊断#当临界值为

34$5;

H

"

MV

时#其诊断膀胱癌的特异度为
00455̂

#灵敏度为

3'43&̂

'当临界值为
/4$$;

H

"

MV

时#其诊断膀胱癌的特异

度为
'&400̂

#灵敏度为
3'430̂

'当取尿液
!dX+</$*$

临界

值为
34$5;

H

"

MV

用于膀胱癌的诊断时#其特异性和敏感性均

低于尿液钙网蛋白检测用于膀胱癌的诊断#所以尿液钙网蛋白

用于膀胱癌的诊断可以取代尿液
!dX+</$*$

'

D

!

讨
!!

论

膀胱镜检查耗时(费用较高#且可能导致尿路感染(尿道损

伤(膀胱损伤等并发症)

&

*

'尿脱落细胞学检查是一种用于诊断

膀胱癌的常规方法#具有无创伤(特异性较高等特点#但其检出

率因受多因素的影响#敏感性低$约
'%̂

%#特别是在肿瘤早期

因细胞间黏附不脱落使其敏感性大为降低#而部分患者由于炎

症(放疗或化疗使细胞形态改变#可导致
/%̂

!

3%̂

的假阴

性)

&

*

'此外#检测者主观意识(实验室偏倚等也影响其检出率'

用于膀胱癌检测的标记物为
!dX+</$*$

和
!<$8*8

)

8

*

'

在已知的
/%

多种
!U

中#

!U*$8

表达于正常泌尿系上皮#而

!U*/%

则只表达于肿瘤上皮'

P:))D

等)

$%

*报道用
+"*,!+

检

测尿脱落细胞中
!U*/%

#敏感性为
8$̂

#特异性为
#0̂

#但操

作复杂(费时#费用也高#而通过免疫组化检测#则敏感性和特

异性均会下降)

$%

*

'另外#

!U

亦存在于其他类型上皮恶性肿瘤

中#尚不是一个理想的检测指标'本实验发现应用电化学发光

方法检测膀胱癌尿液
!dX+</$*$

#当临界值为
34$5;

H

"

MV

时#其诊断膀胱癌的特异性为
00455̂

#敏感性为
3'43&̂

'其

结果低于董丽和许青霞)

$$

*报道敏感性为
&#̂

#特异性为

0/̂

'其原因可能为所用的检测方法不同#本实验为电化学发

光法#文献报道的方法为
PV-.<

方法#其敏感性和特异性均低

于电化学发光法'

!<$8*8

是新报道的膀胱癌肿瘤标记物#

!(?D;

H

和
V:D=

)

$/

*的研究结果表明其敏感性和特异性分别为

#84#̂

和
0%4&̂

#但在尿路感染和高分化的肿瘤组织中假阳

性率较高#对低分化的膀胱癌的检测和监测具有较大的价值'

本实验发现
'

组
<$88

数据分布不规律#无统计学意义'但是

有实验证实
!<$88

在膀胱癌尿液中升高)

$'

*

'

已有报道钙网蛋白的上调见于乳腺(肝和前列腺癌组织

中)

$3*$5

*

'尽管在肿瘤细胞和增生细胞中钙网蛋白升高众所周

知#但是这种升高的机制还没有确定'在肿瘤细胞中钙网蛋白

表达的升高似乎由细胞的压力引起#而不是由细胞的增生引

起)

$#

*

'

UD

H

A

J

DMD

等)

3

*收集了
0$

例膀胱癌患者尿液标本#用免疫

印记研究表明膀胱癌患者尿液中
!+"

的检测敏感性为

0'45̂

#特异性为
&#̂

'此外也有报道检测组织钙网蛋白的

表达用于前列腺癌的诊断#但用的方法为免疫组化法)

5

*

'钙网

蛋白作为肿瘤标记物用于肿瘤的诊断研究才起步#目前报道的

有关钙网蛋白检测主要是免疫印记法和免疫组化法#不利于临

床推广使用'
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度下降是预后良好的指标'这与
T],

在判断心力衰竭预后中

的报道一致)

0

*

'

患者术后心功能的恢复是衡量临床治疗效果的重要指标#

因此#围绕
]"*

E

@=T],

对手术转归的预测价值开展了许多研

究'

]=_=(==@

等)

&

*研究发现#主动脉瓣置换术后进入
-!e

时

的
T],

浓度是术后心力衰竭的独立预报因子#

T],

浓度增高

预示预后不良#并确定了预测心力衰竭的
T],

阈值以及预测

$

年死亡的临界值'

O?BNCA))

等)

8

*报道了心脏手术后
T],

升

高的峰值与术后住院日和
$

年后死亡率相关'

X:C)=?N:

等)

$%

*

观察了
3/

例二尖瓣手术患者#发现术前
]"*

E

@=T],

浓度不是

手术转归的预报因子'

1ABD:;B

等)

$$

*对
$/3

例二尖瓣反流的患

者进行了长达
343

年的随访#发现
T],

不仅是严重二尖瓣反

流的标志#而且反映了不良预后尤其是心力衰竭所致的死亡'

本组研究发现手术后
-!e

治疗时间(总住院时间和强心药应

用时间与术前和术后第
$

天
]"*

E

@=T],

浓度无明显相关#与

术后第
'

天
]"*

E

@=T],

浓度呈正相关#表明术后第
'

天
]"*

E

@=T],

浓度与预后有一定的相关性'

本组患者由于二尖瓣狭窄#长期心功能低下#几乎全部患

者术前
]"*

E

@=T],

均升高#而术后多数心功能得到明显改

善#因此#术前
]"*

E

@=T],

不适用于判断手术预后&术后第
$

天
]"*

E

@=T],

受手术等多种因素影响#升高的幅度不能真实

地反映心功能变化#因此术后即刻至术后第
$

天
]"*

E

@=T],

的浓度对评估心功能意义不大'为排除麻醉(手术(体外循环

等因素的影响#术后随访应选择合适的时间点监测
]"*

E

@=T*

],

的动态变化'
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E

@A)):=;=N

KDC@AB:K?C:;:;B(A;?KCA?)=N@DL:=@A):)BD;B)

>

?DM=?)KD@K:;=MD

KACC):;@A)

E

=;)AB=:=;:_:;

H

@DL:DB:=;

)

[

*

4!D;KA@+A)

#

$885

#

55

$

$3

%!

'%$#*'%/$4

$收稿日期!

/%$$*%&*/8

%

+

0/'/

+

国际检验医学杂志
/%$$

年
$/

月第
'/

卷第
/%

期
!

-;B[VDFZAL

!

1AKAMFA@/%$$

!

\=C4'/

!

]=4/%




