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　　由于卵巢癌在妇女肿瘤疾病中的高发病率、高转移率及高

复发率，寻找特异的肿瘤标志物一直是卵巢癌研究的热点。癌

抗原ＣＡ１２５是目前临床应用最广的卵巢癌肿瘤标志物，在卵

巢癌的临床应用中发挥了重要作用，但仍有较大的局限性。新

型肿瘤标志物人血清附睾蛋白４（ＨＥ４）作为附睾分泌蛋白家

族的一员，因其在卵巢癌的高表达性，已被用于卵巢癌的筛查、

诊断及预后疗效判断。现就 ＨＥ４及其检测在卵巢癌临床诊疗

中的应用展开讨论。

１　ＨＥ４的生物学特征

１．１　ＨＥ４的结构　１９９１年，Ｋｉｒｃｈｈｏｆｆ等
［１］从人附睾远端上

皮细胞发现一种酸性、小分子、以半胱氨酸为主的多肽，命名为

人血清附睾蛋白４（ＨＥ４）。基因又名为 ＷＦＤＣ２（ＷＡＰｆｏｕｒｄｉ

ｓｕｌｆｉｄｅｃｏｒｅｄｏｍａｉｎｓ２），编码 ＨＥ４ 的基因位于人染色体

２０ｑ１２～１３．１，长约１１．７８ｋｂ，由５个外显子和４个内含子组

成，包含了２个高度保守的乳酸清蛋白结构域，该结构域含有

由８个半胱氨酸组成的４二硫键核心区域，与乳酸清蛋白

（ＷＡＰ）结构具有同源性，如弹性蛋白酶抑制剂、人白细胞蛋白

酶抑制剂、附睾蛋白酶抑制剂及细粒蛋白等［２］。

１．２　ＨＥ４的分布　Ｇａｌｇａｎｏ等
［３］利用寡核苷酸及组织芯片技

术发现该基因在正常人气管上皮细胞及唾液腺中表达水平最

高，其次为肺、前列腺、垂体、甲状腺和肾。Ｂｉｎｇｌｅ等
［４］用免疫

组织化学染色法发现 ＷＦＤＣ２基因除大部分分布于唾液腺外，

于鼻窦部、舌尾部及扁桃体的小部分腺体都有该基因的强染

色，同时 ＨＥ４在女性生殖系统上皮（输卵管上皮、子宫内膜腺

体、宫颈腺体和前庭大腺）及男性生殖系统的附睾及输精管上

皮中高表达。Ｇｏｏｄｅ等
［５］在对人卵巢癌组织表面的基因表达

进行测序时，证实相对于正常卵巢组织而言，表达水平最高的

是编码 ＨＥ４的基因；同时发现，ＨＥ４在卵巢癌细胞株ＯＶｃａｒ

３、ＯＶｃａｒ４、ＯＶｃａｒ５、ＣａｏＶ３、和ＳＫＯＶ３中有高表达；而针对

不同的卵巢癌病理组织而言，ＨＥ４在卵巢子宫内膜样癌、浆液

性癌和透明细胞癌中的表达率分别为１００％、９３％、５０％，在卵

巢黏液性癌及癌旁正常组织中不表达。但在分析２１种血清肿

瘤标志物在不同类型卵巢癌中的表达时，发现 ＨＥ４在黏液性

卵巢癌中也有一定低水平的表达。在其他肿瘤组织，如肺腺癌

有较高水平的表达，在乳腺癌、肾癌、胰腺癌、膀胱移行细胞癌

及恶性间皮瘤也有一定水平的表达［６］。

１．３　ＨＥ４的功能　早在 Ｋｉｒｃｈｈｏｆｆ等
［１］首次分离出 ＨＥ４时

就发现其ｍＲＮＡ编码的分泌蛋白与细胞外蛋白酶抑制剂有同

源性，人染色体２０ｑ１２～１３．１上包含有１４个编码 ＷＡＰ同源

蛋白的基因，产物多为蛋白抑制剂，且 ＨＥ４的编码基因也在其

中。与 ＨＥ４一样具有 ＷＡＰ４二硫键核心区域的其他蛋白家

族成员（如丝氨酸蛋白酶抑制剂、胰蛋白酶抑制剂、弹性蛋白酶

抑制剂、胰凝乳蛋白酶抑制剂等）均具有蛋白酶抑制作用，故考

虑 ＨＥ４可能是某种蛋白酶的抑制剂
［７］。精子在附睾管的转运

成熟过程中其精子膜上的一些糖蛋白会被附睾分泌蛋白中具

有蛋白酶抑制剂作用的蛋白酶解加工，这些具有抑制顶体蛋白

酶的小分子蛋白与 ＨＥ４结构类似；且已进入女性生殖道的精

子，其整个表面的 ＨＥ４抗肽抗血清反应在顶体部分会有轻微

减轻，故推测 ＨＥ４还可能在精子成熟的过程中发挥了某种重

要的作用。除此之外，ＷＦＤＣ２还可能是肺、鼻腔和口腔先天

免疫防御功能的一个组成部分［８］。

２　ＨＥ４检测在卵巢癌应用

卵巢癌在女性生殖恶性疾病中发病率占第３位，仅次于宫

颈癌和子宫内膜癌，其病死率却排第１位，是由于卵巢为腹膜

内器官，其各种病变在早期时症状不明显。６０％的卵巢癌患者

诊断明确时多已至晚期（Ⅲ～Ⅳ期），５年生存率已低于１０％，

而早期患者（Ⅰ期）治愈率可大于９０％，且该病早期腹腔转移

率及术后复发率高。所以迫切需要敏感度和特异度较强的指

标来提高卵巢癌的诊断水平［９］。

Ｈｅｌｌｓｔｒｍ等
［１０］制备出针对 ＨＥ４不同表位的单克隆抗体

杂交瘤细胞：２Ｈ５和３Ｄ８，前者作为包被抗体，再将后者标记上

辣根过氧化物酶 ＨＲＰ，创建了一种双抗体夹心法，将此法用来

检测包括良、恶性卵巢癌及健康对照组在内的血清 ＨＥ４水平，

发现了 ＨＥ４具有卵巢癌肿瘤标志物的潜在作用。其在卵巢癌

的筛查、早期诊断、鉴别诊断及临床转归判断上的优越性渐渐

被人们所重视。

２．１　ＨＥ４在卵巢癌早期筛查中的作用　虽然目前对于高危

卵巢癌患者，多采用ＣＡ１２５和经阴道超声进行筛查，但是已有

报道证实在疾病早期时，只有５０％患者ＣＡ１２５高于临界值，

且阴道超声的假阳性率较高，常引起较多不必要的手术［１１］。

Ａｎｄｅｒｓｅｎ等
［１２］在一项前瞻性病例对照研究中，使用ｌｏｇｉｓｔｉｓ回

归分析评价７４名卵巢癌患者和１３７名健康对照者的血清

ＨＥ４、ＣＡ１２５水平及ＳｙｍｐｔｏｍＩｎｄｅｘ在卵巢癌预测中的作用

时，发现将这三者联合起来进行筛查，患者的辨识、早期疾病的

明确及高危患者的确认，各自的概率分别为８３．３％、６７．７％和

１００％，提示可将三者联合起来作为一线筛查工具。

２．２　ＨＥ４及ＣＡ１２５在卵巢癌诊断上的价值　Ｍｏｏｒｅ等
［１３］检

测了２３３名已病理证实盆腔包块性质的患者（浸润性上皮卵巢

癌６７例，良性卵巢肿瘤１６６例）包括 ＨＥ４在内多项肿瘤标志

物的血清含量，ｌｏｇｉｓｔｉｓ回归模型中，就单一肿瘤标志物而言，

在特异度为９５％时，ＨＥ４检测出恶性肿瘤的敏感度最高

（７２．９％），而所有的肿瘤标志物组合中又以 ＨＥ４结合ＣＡ１２５
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在特异度为９５％时的敏感度最高（７６．４％）。再将处于Ⅰ期的

卵巢癌患者与良性肿瘤患者进行分析，发现这两个组的 ＨＥ４、

ＣＡ１２５与 ＣＡ７２４的血清水平有明显的统计学意义（犘＜

０．０１），并且特异度为９５％时 ＨＥ４的敏感度最高（４５．９％），提

示对于早期卵巢癌患者 ＨＥ４是最佳的单用检测标志物。

Ｈａｖｒｉｌｅｓｋｙ等
［１４］检测了２００例卵巢癌患者血清ＨＥ４水平（１３３

例为Ⅰ～Ⅱ期，６７例为Ⅲ期），与３９６名健康对照组进行比较，

Ⅰ～Ⅱ期患者特异度和敏感度分别为７３．７％、９３．２％，ＩＩＩ期则

各为９８．５％和７３．７％，均高于同实验中的其他肿瘤标志物

（ＣＡ１２５、Ｇｌｙｃｏｄｅｌｉｎ和ＰｌａｕＲ）。卢仁泉等
［１５］检测了１１６例上

皮性卵巢癌ＥＯＣ患者、４０例卵巢良性疾病患者、６１例其他肿

瘤患者及１００名健康对照者血清 ＨＥ４浓度，ＥＯＣ组水平明显

高于其他各组，ＨＥ４测定诊断ＥＯＣ的灵敏度为７２．４％，特异

度为９０．１％，阳性预测值为８０．８％，阴性预测值为８５．５％，可

以满足临床辅助诊断 ＥＯＣ 的需求。Ｍａｃｕｋｓ等
［１６］将血清

ＨＥ４、ＣＡ１２５水平、超声声像图特征及绝经状态联合起来应用

于卵巢良恶性病变的辨别，发现与超声声像图结果、绝经水平

联合进行评价时，ＨＥ４比ＣＡ１２５精确（前者ＡＵＣ＝０．９３，９５％

犆犐＝０．８９１～０．９６９，后者 ＡＵＣ＝０．９０２，９５％犆犐＝０．８５５～

０．９４９），但是四者共同进行评价时，精确度有所提高（ＡＵＣ＝

０．９３９，９５％犆犐＝０．９０２～０．９７７），这次发现或许可以创建一个

新的卵巢癌风险评估准则。

２．３　ＨＥ４在卵巢癌治疗疗效及临床转归中的关系　疾病的

转归是指疾病发展的最后阶段，一般可分为痊愈、死亡、缠绵、

后遗和复发。在寻找能更好地动态监测卵巢癌发展及预后的

方法中，发现原发性卵巢癌患者 ＨＥ４水平与预后有明显相关

性，术前或化疗前水平较高者无进展生存期也较短，多变量分

析也提示 ＨＥ４可作为无进展生存期的独立预测因子；完全缓

解组 ＨＥ４中位水平在术后首次化疗前降至正常水平，而非完

全缓解组在第４次化疗前才降至正常水平，故化疗期间动态监

测 ＨＥ４下降变化情况，有助于判断初治的效果。首次化疗前

ＨＥ４水平与残余瘤灶大小呈中度相关（狉＝０．４５８，犘＜０．０１），

是否可提示 ＨＥ４水平与手术疗效相关
［１７］？不过最近也有研

究发现 ＨＥ４在卵巢癌的过表达与该病的预后无相关性，详细

评估后发现该次研究纳入的患者样本以早期为主（８３．２％），疾

病早期的病人预后本来就较好，这有可能削弱了其统计学意

义［６］。Ｈａｖｒｉｌｅｓｋｙ等
［１４］和 Ａｎａｓｔａｓｉ等

［１８］均发现了 ＨＥ４在监

测卵巢癌复发的作用，且其血清水平升高的时间早于ＣＡ１２５。

但他们都没有描述 ＨＥ４独自监测时的具体特异度和敏感度。

Ｐｌｏｔｔｉ等
［１９］将 ＨＥ４的临界值设置在不同水平：７０ｐｍｏｌ／Ｌ和

１５０ｐｍｏｌ／Ｌ，进行了一次前瞻性对照研究，研究对象包括３４名

卵巢癌复发可疑患者及３４名良性病变患者，发现在特异度为

１００％时，ＨＥ４在２个临界值的敏感度分别为７５．５３％和

２６．４７％，而ＣＡ１２５的敏感度和特异度为３５．２９％、５８．８２％，尽

管还未确定出一个标准的 ＨＥ４临界值，但从该研究仍可看出

ＨＥ４比ＣＡ１２５更适合于用于卵巢癌复发的监测。

３　展　　望

程洪艳等［２０］在探讨 ＨＥ４联合ＣＡ１２５水平在卵巢恶性肿

瘤与子宫内膜异位症鉴别诊断中的价值时，卵巢癌组患者

ＨＥ４中位水平为５０７．５ｐｍｏＬ／Ｌ，与其他３组（子宫内膜异位

囊肿组、卵巢非内膜异位良性肿瘤组和健康妇女对照组）分别

比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；卵巢癌组以内异症组

为参照时，ＨＥ４单项检测的 ＡＵＣ为０．９３３，其特异度为９５％

时的敏感度为７９．６％，优于ＣＡ１２５的０．８２１和４９．０％；两者

联合后，ＡＵＣ 为 ０．９３６，其特异度为 ９５％ 时的敏感度为

８１．０％。故 ＨＥ４水平可作为卵巢内异症囊肿的鉴别诊断依据

之一，同时 ＨＥ４联合ＣＡ１２５水平检测能有效鉴别卵巢内异症

囊肿和卵巢恶性肿瘤。

基于前期研究发现 ＨＥ４基因在另外一些肿瘤组织上也有

一定水平的表达，Ｉｗａｈｏｒｉ等
［２１］检测了４９例肺癌患者的 ＨＥ４

水平，以健康组为参照时，ＨＥ４检测的 ＡＵＣ为０．９８８，其特异

度为１００％时的敏感度为８９．８％（临界值为６．５６ｎｇ／ｍＬ），且

后续追踪发现若肺癌患者化疗后 ＨＥ４处于高水平（＞１５

ｎｇ／ｍＬ），则患者治疗后的总体生存期较差，故 ＨＥ４或许也可

作为肺癌诊断及预后判断的一个有效指标。

虽然人们已经发现了 ＨＥ４的诸多临床意义，但许多研究

都只是针对于上皮性卵巢癌，卵巢癌病理类型繁多，未来还需

结合其他病理类型进一步进行研究；且其与５年生存率的相关

性也是我们关注的重点，多中心大样本的缺乏阻碍了研究的进

展；基于 ＨＥ４基因在卵巢癌特异性高表达，而癌旁正常组织不

表达，或许还可以将其作为卵巢癌治疗的新靶点。
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肿瘤基因ＥＧＦＲ检测方法的研究进展


周　泉 综述，李　艳△，童永清 审校

（武汉大学人民医院检验科，湖北武汉４３００６０）

　　关键词：ＥＧＦＲ；　突变；　检测方法
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　　表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）是一种受体酪氨酸激酶，其基

因位于７ｐ１２～１４区，含２８个外显子，相对分子质量为１７０×

１０３，是一种跨膜糖蛋白，由１１８６个氨基酸残基组成，广泛存

在于人体中。在结构上分为３个区：细胞外配体结合区、跨膜

区和细胞内酪氨酸激酶活性区。其中酪氨酸激酶活性区由

１８～２４外显子编码，有５４２个氨基酸，并且有典型的 ＡＴＰ结

合位点与酪氨酸激酶区，对细胞的增殖和分化有重要调节作

用。ＥＧＦＲ在与胞外配体特异性结合后改变其构象形成二聚

体，激活酪氨酸激酶区。ＥＧＦＲ活化后激活多条下游的信号转

导通路介导细胞正常或异常生长。ＥＧＦＲ诱导癌变至少通过

３种机制：ＥＧＦＲ基因突变活化、ＥＧＦＲ基因扩增及ＥＧＦＲ蛋

白过表达。其中ＥＧＦＲ基因突变活化是导致肿瘤细胞异常生

物学行为最主要的因素。目前研究表明，在体外实验中，ＥＧ

ＦＲ酪氨酸激酶抑制剂（ＴＫＩ）对一系列肿瘤细胞株，如口腔癌、

膀胱癌、前列腺癌、乳腺癌、肝癌、胰腺癌、子宫癌、卵巢癌、非小

细胞肺癌和结直肠癌的癌细胞系显示出明显的抑制作用，ＥＧ

ＦＲ突变是肿瘤患者是否对 ＥＧＦＲＴＫＩ敏感的强预测因子。

因此，检测ＥＧＦＲ基因突变对临床医生选择肿瘤药物具有重

要的参考价值，现就ＥＧＦＲ检测方法的研究进展综述如下。

１　ＥＧＦＲ蛋白免疫组化法检测

免疫组化技术从上世纪４０年代出现，直至９０年代才逐渐

运用到分子生物学领域，近几年各种免疫组化技术更加成熟，

成为当今生物医学研究的一项有力工具。ＥＧＦＲ基因突变会

导致ＥＧＦＲ蛋白高表达，诸如放射标记免疫法，竞争性免疫检

测法，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹和免疫组化等方法均可检测ＥＧＦＲ蛋白的

表达水平。大部分实验室采用间接免疫荧光法，通过细胞着色

的强度和染色的细胞数量定量判断免疫组化结果，但是目前对

于ＥＧＦＲ蛋白的表达水平能否预测ＥＧＦＲＴＫＩ的生存获益仍

有争议［１］。

由于免疫组化方法因抗体类型与来源不同，以及所使用的

评分系统的差异而导致结果差异，不同抗体可使结果范围从

１２％变至１４％
［２］，故免疫组化法对于评价患者是否使用ＥＧ

ＦＲＴＫＩ治疗并非最佳的手段
［３］。

２　ＥＧＦＲ基因突变检测

随着对肿瘤发生发展的深入探讨，医学研究已精确到分子

水平，单一病理切片的形态学检查已经无法满足临床医生对不

同患者确定相应诊疗方案和用药指导的需求，直接对ＥＧＦＲ

基因进行检测成为确定肿瘤治疗药物的重要依据，如非小细胞

型肺癌和膀胱癌等。对于ＥＧＦＲ基因突变的检测手段各种各

样，介绍如下。

２．１　ＤＮＡ直接测序法　７０年代末ＦｒｅｄｅｒｉｃｋＳａｎｇｅｒ发明双

脱氧终止法手动测序之后，８０年代中期出现应用双脱氧终止

法原理、使用荧光代替同位素及计算机图像识别的自动测序

仪。２００６年，《Ｓｃｉｅｎｃｅ》杂志发表题为“人类乳腺癌和结直肠癌

共有编码序列”的论文［４］，该文不仅对癌基因组图解计划得出

有利的结论，也提供了宝贵的技术经验。它所发现的候选癌基

因也为肿瘤的研究提供重要的线索，对于突变的检测起到重要

的指导作用；此后，ＤＮＡ直接测序成为比显微镜下组织学检查

更重要的项目［５］。

目前，ＤＮＡ直接测序法仍然是检测ＥＧＦＲ基因突变使用

最多的方法，但需要获取肿瘤组织、分离肿瘤细胞、提取核酸并

进行测序，所需的时间长，费用高，对于取材与技术的要求都很
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