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尿中脱落细胞的环氧化酶２、ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ和透明质酸酶

联合检测在膀胱癌早期诊断中的应用

崔国兴

（河北省涿州市医院泌尿外科，河北涿州０７２７５０）

　　摘　要：目的　评价尿中脱落细胞的环氧化酶２（Ｃｏｘ２）、ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ和透明质酸酶（ＨＡａｓｅ）测定在膀胱癌早期诊断中的应

用价值，寻找早期诊断膀胱癌的有效方法。方法　选择６０例早期膀胱移行细胞癌和６０例非膀胱肿瘤患者，对尿中脱落细胞的

Ｃｏｘ２、ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ和透明质酸酶（ＨＡａｓｅ）进行检测，并行尿脱落细胞学检查。结果　尿中脱落细胞的Ｃｏｘ２、ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ、ＨＡａｓｅ

和尿脱落细胞学的敏感度分别为６０％、６１．６％、６６％、２６．６％；准确度分别为７６％、７４％、８０％和８７％；特异度分别为９２％、９０％、

９４％和１００％。Ｃｏｘ２＋ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ＋ＨＡａｓｅ联合检测与Ｃｏｘ２、ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ和 ＨＡａｓｅ单独检测相比，敏感度和准确度都有所提

高（犘＜０．０５）；尿中脱落细胞的Ｃｏｘ２、ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ和 ＨＡａｓｅ联合检测的敏感性和准确性均高于尿脱落细胞学，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。结论　尿中脱落细胞的Ｃｏｘ２、ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ和 ＨＡａｓｅ是早期诊断膀胱移行细胞癌的一种高特异性指标，三者联合

检测能提高膀胱癌的早期诊断率。
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　　膀胱癌是中国最常见的泌尿系统恶性肿瘤之一，早期诊断

对膀胱癌的诊断和治疗有着重要的意义［１３］。目前尿脱落细胞

学和膀胱镜检查仍然是膀胱癌诊断和监测的＂金标准＂，但尿脱

落细胞学检查的敏感度较低，而膀胱镜检查是有创检查，且不

能进行早期诊断。因此，寻找特异度、敏感度均较高的无创性

检查方法具有着重要的临床意义［４５］。本文旨在研究尿环氧化

酶２（Ｃｏｘ２）、ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ和透明质酸酶（ＨＡａｓｅ）联合检测对

膀胱癌的早期诊断价值，探讨三者联合检测的意义，并与脱落

细胞学检测进行比较，试图找到一种膀胱癌早期诊断的理想方

法，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取本院２００９年１月至２０１１年１２月明确

病理诊断为早期膀胱移行细胞癌患者６０例（膀胱癌的诊断除

了病史、症状和体格检查外，主要依靠膀胱镜活组织检查来确

诊，同时通过Ｂ超检查和静脉肾盂造影来排除肾盂、输尿管肿

瘤），其中男３３例，女２６例，平均年龄３～７８岁；另外收集同期

治疗的非膀胱肿瘤患者６０例设为对照，其中前列腺增生１９

例，尿路感染１８例，尿石症１９例，肾积水４例，经病理检查排

除膀胱肿瘤。所有患者于晨起时留取新鲜中段尿１５０ｍＬ，血

尿标本离心取上清液。分别进行 Ｃｏｘ２ 蛋白、ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ、

ＨＡａｓｅ和尿液脱落细胞学的检测。

１．２　方法

１．２．１　Ｃｏｘ２蛋白检测　取１份新鲜尿液离心，舍弃上清液，

将红细胞裂解液加入后作用５ｍｉｎ，离心并弃上清液，取干燥后

的沉渣细胞涂片，４％的多聚甲醛固定５ｍｉｎ后，微波进行抗原

修复，加入３％Ｈ２Ｏ２ 作用５ｍｉｎ后加入ＣＯＸ２抗人单克隆抗

体工作液（购自北京中山生物技术有限公司），按ＳＰ免疫组化

法标准进行操作。通过光镜观察细胞涂片中央部分，以正常膀

胱组织标本为阴性对照，阳性结果以超过２０个棕黄色细胞颗

粒出现在肿瘤细胞、间质细胞胞质中，而胞核处为空泡状或染

色较淡，即可判定尿Ｃｏｘ２蛋白表达阳性。

１．２．２　ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ检测　ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ试剂盒（Ｄｉａｇｎｏｃｕｒｅ公

司），阳性和阴性对照的准备、滤过尿液、细胞固定、免疫反应、

封片等严格按试剂盒说明书标准进行操作，分别在２０和４０倍

荧光显微镜下进行观察。细胞膜或囊泡内有绿色荧光点

（Ｍ３４４抗原）或红色荧光点（１９Ａ２１１抗原）的为阳性，计算阳

性细胞数，通过普通光镜确定阳性细胞的性质。

１．２．３　ＨＡａｓｅ检测　ＨＡａｓｅ标准品与 ＨＡａｓｅ活性测定试剂
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盒（由上海生物化学制剂公司提供），采用ＥＬＩＳＡｌｉｋｅＡｓｓａｙ方

法检测。用北京普朗新技术有限公司ＤＮＭ９６０２Ｇ酶标分析

仪测定，实验步骤按照试剂盒说明书进行。

１．２．４　尿脱落细胞学检查　取患者新鲜尿液，常规 ＨＥ染色

方法寻找肿瘤细胞，根据巴氏分级Ⅰ～Ⅱ级为阴性，Ⅲ～Ⅴ级

为阳性，以找到肿瘤细胞为尿脱落细胞学检查阳性。

１．３　统计学处理　所有数据均采用ＳＰＳＳ１１．０软件分析处

理，组间比较采用χ
２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｃｏｘ２蛋白检测结果　早期膀胱癌组６０例患者中尿液

Ｃｏｘ２蛋白检测发现３６例，阳性率６０．０％（３６／６０）；而对照组

６０例患者中有５例表达阳性，可见Ｃｏｘ２诊断膀胱移行细胞

癌的敏感度为６０．０％（３６／６０），特异度为９１．７％（５５／６０），准确

度为７５．８％（９１／１２０），见表１。

２．２　ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ检测结果　早期膀胱癌组６０例患者中Ｉｍ

ｍｕｎｏＣｙｔ检测发现３８例，阳性率６３．３％（３８／６０）；而对照组６０

例患者中有４例表达阳性，可见ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ诊断膀胱移行细

胞癌的敏感性为６３．３％（３８／６０），特异性为９３．３％（５６／６０），准

确性为７８．３％（９４／１２０），见表１。

２．３　ＨＡａｓｅ检测结果　早期膀胱癌组６０例患者中尿液

ＨＡａｓｅ检测发现３９例，阳性率６５．０％（３９／６０）；而对照组６０

例患者中有２例表达阳性，可见 ＨＡａｓｅ诊断膀胱移行细胞癌

的敏感性为６５．０％（３９／６０）；特异性为９６．７％（５８／６０），准确性

为８０．８％（９７／１２０），见表１。

２．４　Ｃｏｘ２、ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ和 ＨＡａｓｅ单独检测与联合检测的敏

感性、特异性、准确性比较　三者联合检测发现膀胱癌的敏感

性比单独检测有显著提高，特异性稍有降低，准确性也有提高

（犘＜０．０５），见表１。

表１　　４种检测方式分别及联合检测敏感度、特异度

　　　及准确度的比较［％（狀／狀）］

检测方式 敏感性 特异性 准确性

Ｃｏｘ２ ６０．０（３６／６０） ９１．７（５５／６０） ７５．８（９１／１２０）

ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ ６３．３（３８／６０） ９３．３（５６／６０） ７８．３（９４／１２０）

ＨＡａｓｅ ６５．０（３９／６０） ９６．７（５８／６０） ８０．８（９７／１２０）

三者联合 ８６．７（５２／６０） ８６．０（５８／６０） ８７．０（９７／１２０）

２．５　尿脱落细胞学检查结果　早期膀胱癌组的６０例患者中

尿脱落细胞学检测发现１２例，阳性率为２０．０％（１２／６０）；对照

组的尿脱落细胞学检查均阴性，可见尿脱落细胞学检测诊断膀

胱移行细胞癌的敏感度为２０．０％，而特异度为１００％。

３　讨　　论

目前临床上膀胱癌诊断的金标准是膀胱镜检查和活检，创

伤性大，又受检查者操作经验及技巧的影响，作为一种膀胱癌

筛查方法在临床工作中受到制约；尿脱落细胞学检测是临床诊

断膀胱癌的方法之一，特异度高，敏感性较低，但由于炎症或放

化疗影响会有一定的假阳性率［６］。因此，多年来泌尿外科专家

一直追求对膀胱癌早期诊断敏感度和特异度均较高，且无创、

简便经济的新肿瘤标记物，但是单一的肿瘤标记物均无较高的

特异度，因此采用多个肿瘤标记物联合检测，提高其对膀胱癌

早期诊断敏感度和特异度，具有重要的临床意义［７］。

环氧化酶（Ｃｏｘ）是机体内催化花生四烯酸转变为前列腺

素的限速酶，存在Ｃｏｘ１和Ｃｏｘ２两种同工酶，其中Ｃｏｘ２是

一种可诱导型酶，主要位于内质网与核膜，在正常生理状态下

检测不到，但在接受刺激后Ｃｏｘ２能在２４ｈ内数十倍的表达，

催化花生四烯酸转化为前列腺素，促进细胞增殖、促进肿瘤相

关血管形成、抑制凋亡、以及使局部免疫抑制等，并且能通过不

同的途径促进肿瘤的浸润及转移参与肿瘤的病理进程［８］。其

表达水平的增加是肿瘤发生的一个早期事件，目前已应用于膀

胱癌的早期诊断［９］。

ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ是一种结合了荧光免疫细胞化学和尿细胞学

的独创技术，即通过单克隆抗体检测癌胚抗原的高分子量形

式，来检测尿液中特异性标记的移行细胞癌细胞［１０］。Ｉｍｍｕ

ｎｏＣｙｔ可查出尿路脱落上皮细胞中３种抗移行细胞癌的单克

隆抗体：Ｍ３４４、ＬＤＱ１０和１９Ａ２１１。本研究单独应用Ｉｍｍｕｎｏ

Ｃｙｔ的敏感度为６３．３％，单独应用尿细胞学的敏感度为

２０．０％，明显高于尿细胞学的敏感性，此结果与文献报道一

致［１１］。研究表明，ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ是一种无创的、高度敏感性的检

测移行细胞癌的方法［１２］。由于ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ检查商品化的设

备已经应用于临床，检测方法简单，有希望大规模的应用于临

床的尿液检测指标。

透明质酸酶（ＨＡａｓｅ）是细胞外基质的降解酶，是一种具有

高度底物特异性的内生性糖苷酶，可特异性的作用于透明质酸

葡萄糖胺及葡萄糖醛酸的分子键，从而导致透明质酸的解聚和

降解，并从胶原细纤维间隙中释放出来、重新分布，因而在胚胎

发育、免疫监视、血管形成以及肿瘤发生发展的过程中都具有

重要作用［１３］。有研究表明，ＨＡａｓｅ随着膀胱癌的分级分期而

升高［１４］。因此，可通过 ＨＡａｓｅ与膀胱癌组织学分级和临床分

期密切相关，在一定程度上反映出了膀胱癌的生物学行为，可

作为无创性措施用于膀胱癌的早期诊断。膀胱癌组织与尿液

接触时，ＨＡａｓｅ被分泌到尿液中，因此，可通过检测尿 ＨＡａｓｅ

来早期诊断膀胱癌。

本研究结果显示，Ｃｏｘ２蛋白、ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ、ＨＡａｓｅ联合检

测的敏感度、准确度和特异度均明显高于尿脱落细胞学，并且

与Ｃｏｘ２蛋白、ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ和 ＨＡａｓｅ单独检测相比，Ｃｏｘ２蛋

白、ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ、ＨＡａｓｅ联合检测的敏感度和准确度都有所提

高，差异均有统计学意义。膀胱癌的发生、发展是受多基因、多

因素影响的极复杂的过程，单一的肿瘤标记物不能完全准确的

反映膀胱癌的恶性潜能，不能早期诊断膀胱癌。本研究结果表

明，尿Ｃｏｘ２蛋白、ＩｍｍｕｎｏＣｙｔ和 ＨＡａｓｅ三者联合检测能提高

膀胱癌的早期诊断率，具有敏感度及特异度均较高，无创、简便

经济的特点，值得在临床工作中推广。
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表２　　ＥＤＴＡ血浆标本的放置时间对ＢＮＰ的

　测定结果的影响（狓±２狊，ｐｇ／ｍＬ）

时间
温度

室温 ４℃

＜１ｈ ３７５±２５２ ３７２±２１０

２ｈ ３７２±２１９ ３７０±２１２

３ｈ ３６８±２１０ ３７１±２１４

４ｈ ３２５±１６２ ３６８±２０９

３　讨　　论

ＢＮＰ是一个含３２个氨基酸的多肽，从分子结构来说，

ＢＮＰ基因首先编码出含１３４个氨基酸的ＰｒｅｐｒｏＢＮＰ，储存于

心房或心室的心肌颗粒中，ＰｒｅｐｒｏＢＮＰ在切去Ｎ端２６个氨基

酸的信号肽后成为含１０８个氨基酸的ｐｒｏＢＮＰ，之后可进一步

被弗林蛋白酶切割为含Ｎ端７６个氨基酸的ＮＴｐｒｏＢＮＰ１２７６

和含Ｃ端３２个氨基酸的ＢＮＰ。这一过程发生在分泌中还是

血浆中并不清楚，但可以肯定的是这三者共存于血浆中［５］。因

此，测定血浆ＢＮＰ水平，对慢性心力衰竭患者有较好的临床诊

断价值，是慢性心力衰竭患者死亡风险较准确的评价指标之

一，也是心血管事件发生的独立危险因素［６７］。ＢＮＰ水平与心

力衰竭的严重程度呈正相关，是心力衰竭患者疗效观察的指

标，对心源性及单纯性肺源性呼吸困难，ＢＮＰ有着明显的鉴别

诊断依据［８９］。因此其检测备受临床医生的青睐和重视，ＢＮＰ

在体内的半衰期较短，约２０ｍｉｎ，从临床的角度考虑，ＢＮＰ更

能及时反映患者的病情变化，利于临床监测治疗效果［５］。它的

降解清除主要通路一是利尿纳肽家族的Ｃ型受体介导，内吞

入细胞后由溶解酶降解；二是经中性内肽酶（ＮＥＰ）降解
［１０１１］。

ＢＮＰ检测的临床运用及自身的特性决定它所面临患者的特殊

性，临床上影响ＢＮＰ检测水平的因素较多，如利尿剂、血管紧

张素转换酶抑制剂、肾上腺素拮抗剂等药物的使用都能改变血

液中心肽类激素水平，因此实验前误差的有效控制，决定检测

的准确性。有文献报道用ＥＤＴＡ抗凝时ＢＮＰ丢失最少，ＢＮＰ

在塑料试管比玻璃试管要更稳定［５］。为此，本实验选择肝素和

ＥＤＴＡ抗凝血进行比较。有文献报道分离胶管与干燥管血清

检测结果随放置时间的延长而明显下降，ＥＤＴＡ或肝素抗凝血

浆在放置２ｈ内对ＢＮＰ检测稳定，ＥＤＴＡ抗凝血浆ＢＮＰ测定

值明显高于肝素抗凝血浆［１２］。该报道与本实验肝素抗凝血浆

测定值略高于ＥＤＴＡ抗凝血浆的结果有所不同，原因有待于

在今后的工作中进一步摸索。标本存放的温度和保存的时间，

均可对测定结果产生影响，尤其部分地区夏季温度有时可高达

３７℃会严重影响测定结果。心血管科和老年病科的ＢＮＰ检

测已常态化，护士抽血大多凌晨４时就开始了，检验科大多在

８：３０以后开始测试，部分标本检测时间延后，为此，建议ＢＮＰ

检测标本应立即送检，短时间内进行测定，夏季检测最好不超

过２ｈ，不能及时送检的标本可暂时放置科室冰箱冷藏。另外，

ＢＮＰ检测结果受抗凝剂的影响，不同的抗凝剂抗凝标本的结

果差异较大。实验证明，肝素与ＥＤＴＡ抗凝标本的结果存在

恒定的差异，其影响机制具体的原因有待进一步讨论。综上所

述，实验室在进行ＢＮＰ检测过程中选用单一、固定的抗凝剂为

佳，以避免抗凝剂对ＢＮＰ检测影响，标本应立即送检，３ｈ内进

行测定，不能及时送检的标本可暂时放置冰箱冷藏。
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