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早在
)I((

年#即有科学家发现在癌症患者血浆和血清中

循环游离
:E<

$

.[:E<

%异常增高'

)

(

)然而直到近期#人们才

意识到癌症患者外周血
.[:E<

可以作为癌症早期诊断和预

后的标志物#并加以研究)至今#已发现在多种类型肿瘤患者

中#包括结直肠癌*胰腺癌*肺癌等#

.[:E<

出现特征性基因

改变#包括点突变*微卫星不稳定*

:E<

超甲基化*杂合子缺失

等'

K65

(

)多项研究表明#

.[:E<

的变化与肿瘤原发部位基因

改变完全相同)虽然#

.[:E<

的基因改变与数量上升不能鉴

别特定肿瘤#但是处于肿瘤晚期且发生转移的患者往往伴有

.[:E<

的显著升高)因此#利用
.[:E<

传递的遗传信息#

对肿瘤患者进行早期分子诊断和预后评估#具有潜在临床

价值)

C

!

.[:E<

的特征与起源

.[:E<

在健康人外周血浓度平均值为
+*'

D

"

%G

)推定

每个细胞
:E<

水平为
F4F

2D

#则
)%G

血中平均含有
5***

个

:E<

基因组)在系统红斑狼疮*关节炎*肝炎*癌症患者外周

血中#

.[:E<

常表现为高水平)癌症患者外周血
.[:E<

平

均值为
),*'

D

"
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为双链#常与蛋白结合成为

核蛋白复合物#但是目前复合物的具体成分还不清楚'

(

(

)对

.[:E<

实行低百分率琼脂糖凝胶电泳分析#显示
*4),

$

K)4**ZP

2

的
:E<

片段在标本间差异最大)

.[:E<

在血液

中清除速率极快#它对
:E<@?4)

等血浆核酸酶极为敏感)但

是肝脏和肾对
.[:E<

的生理清除作用还未彻底阐明)胎儿

分娩后#对母体中胎儿
.[:E<

的清除研究表明#

.[:E<

的

半衰期为
)F4+%&'

'
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(

)如果肿瘤患者
.[:E<

的半衰期类似

母体中胎儿
.[:E<

的清除率#那么每小时必须有数百万个

:E<

基因组释放入血才能维持血中
.[:E<

浓度达到
),*

'
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"
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)这个数目看似巨大#但与同时机体内新陈代谢更新的

细胞相比#只占很小一部分)

.[:E<

的肿瘤起源说的产生是因为在肿瘤患者的肿瘤

位点和
.[:E<

发现了原癌基因和抑癌基因发生相同突变)

与此结果相符的是#肿瘤患者
.[:E<

的生物物理特性与肿瘤

细胞极为相似)肿瘤患者的
.[:E<

经体外致癌物处理后#相

比正常
:E<

双链稳定性下降#健康志愿者的
.[:E<

同样处

理后却与正常
:E<

一样保持双链稳定)

源自肿瘤的
.[:E<

占全部
.[:E<

比例在个体间差异

极大)

X#$A

等'
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(通过定量
-./

发现外周血中肿瘤
.[:E<

占

全体
.[:E<

的比例维持在
)*;

$

I*;

#肿瘤比例最高者总

体
.[:E<

较低)但是#

W&P&

等'

)*

(的研究却表明肿瘤
.[:E<

所占比例相当低$为
*4K;

$

)*4*;

%)这些差异有可能反映

肿瘤状态$组织学*肿瘤起源*分级*大小%也可能是技术问题

$外周血标本处理*

.[:E<

分离*突变检测%)肿瘤的位点*组

织学*分级分期对于
.[:E<

有很大影响#然而目前还缺乏合

适的数据系统比较不同类型肿瘤之间
.[:E<

的差异)高水

平的
.[:E<

并不能特异反映肿瘤#因为其他炎症病理状况#

如肝硬化*肝炎*系统性红斑狼疮都会出现
.[:E<

的升高)

所以#确定肿瘤特异的遗传改变是评估
.[:E<

肿瘤起源的最

好办法)
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释放入血的机制

游离
:E<

释放入血的生物机制目前仍不明晰)目前研

究人员主要提出了
K

种主要机制!一是凋亡和坏死&二是完整

细胞释放入血并发生裂解)

肿瘤位点发生凋亡和坏死都较为频繁)凋亡细胞具有特

征化的
:E<

片断典型模式$.凋亡阶梯/%)在某些情况下#

.[:E<

表现出凋亡细胞才有的阶梯模式)但是#大片段甚至

接近全基因组大小的
:E<

片段也常能检测到)对
:E<

特定

大小片段进行定量
-./

发现#血浆中完整
:E<

的量相比正常

人有升高)近期#
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(发现#发生
:E<

突变的大多为小

片段#而大片段大多为野生型)据此#他们提出突变
:E<

来

自坏死细胞经巨噬细胞消化后的产物)按照这个理论#突变

.[:E<

的水平应该与肿瘤坏死的程度相一致)但是也有报

道发现在前列腺癌*乳腺癌*肝癌患者中有完整细胞释放入血)

值得注意的是#这些细胞并非转移细胞#它们仅仅能够进入血

液而不能侵袭其他器官#它们在血液中的降解产物构成了

.[:E<

的大片段)
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(提出细胞会主动分泌
:E<

#

以核蛋白复合物的形式入血)该假说基于培养细胞基质中出

现新合成的双链
:E<

)许多附加实验表明
:E<

释放进入基

质并不受到细胞周期的影响)然而#目前仍然缺乏数据阐明

:E<

主动分泌的机制)

目前对于
.[:E<

在机体内发挥何种生物学功能还不确

定)有人提出释放入血*发生基因突变的
.[:E<

可能会重新

进入细胞发挥功能)它会整合进入细胞并改变接受细胞的遗

传信息)这种学说甚至导致了.基因组转移/概念的提出)认

为肿瘤
:E<

具有改变远端器官中干细胞基因组的潜在能力)

E
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外周血
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的检测方法
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可由酚"氯仿或者商业化离子交换试剂盒抽提获

得)已有多种高灵敏度方法检测血浆或血清中的
.[:E<

)

其中包括竞争性放射免疫测定#灵敏度可达
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#以及对经切口翻译纯化的
:E<

进行直接放射标记$灵敏

度可达
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嵌入染料#如
!91/7A??'

#

WC6

?S$@"

等#灵敏度还无法达到检测微量
:E<

的水平)利用免疫

测定检测组蛋白和双"单链
:E<

已有商业化试剂盒$
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#

/CS$?

#

Y#''$?&%

#
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%#但

是试验结果无法与其他方法比较确定敏感性)现在#最简单*

最适宜进行
.[:E<

浓度测定的方法还是应用特异结合于

:E<

双链的染料$
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YCB?SRB#A-ACP?@

#

3'S

#

=R

D

?'?

#

a/

%#能够检测到
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的双链
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早期#人们采用微卫星分析检测
.[:E<

中等位基因变

化#发现与肿瘤
:E<

具有较高一致性)然而#必须考虑到源

自肿瘤的
.[:E<

只占了全部
.[:E<

中很小一部分#肿瘤

:E<

等位基因改变在野生型的大背景下难以检测得到)通过

附加
-./

测定微卫星不稳定可检测到
.[:E<

中
*4);

$

*4K;

的不稳定
:E<

)
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基因点突变的检测#如
L-5+

*

0/<!K

#相比肿瘤组织需要更加精密的方法)在很多情况下#

直接基因测序的灵敏度并不能保证#因为它无法检测到野生型

基因背景下小于
K5;

的突变信号)后来出现了
K

种改进方

法#一种是限制性位点突变$

/!Y

%#对
:E<

先进行限制性酶

消化后再行
-./

)另一种是限制性片段长度多态性$

/[G-

%#

即
-./

完成后再进行限制性内切酶消化)但是这两种方法只

能检测到限制性酶切位点特异的点突变#无法大量应用'

)86)F

(

)

最近#人们应用
K

种较高灵敏度的方法定量检测特定位点的突

变#分别是短片断寡核苷酸质谱分析$

!aY<

%和乳胶颗粒扩增

磁性$

1=<Y&'

D

%)在
!aY<

方法中#通过
-./

和酶消化产生

突变点周围的小
:E<

片段#然后根据
W-G.6

电喷离子质谱确

定特征)一项在非洲冈比亚的病例对照研究采用
!aY<

检测

突变
.[:E<

#

L-5+

基因在
K8I

位丝氨酸突变在肝细胞癌患

者中位数水平较高$

K,**SC

2U

"

%G

#范围
5**

$

))***SC

2U

"

%G

%#肝硬化和健康者中位数水平均为
5**SC

2U

"

%G

)

K8I

位

丝氨酸突变对于鉴别诊断肝细胞癌具有统计学意义'

)(

(

)在

1=<Y&'

D

方法中#第一轮
-./

的产物经标记转移到颗粒上#

然后对于突变位点进行单碱基延伸#使得野生型与突变型和不

同的荧光染料结合#最后进行流失细胞术分析)该方法对晚期

结直肠癌患者定量分析发现#血浆中
<-.

突变平均值为
5+**

SC

2U

"

%G

'

),

(

)

对于非特定位点突变的检测#大部分研究倾向于从采用预

先筛选法)比如变性高压液相色谱$

:W-G.

%*时间温度梯度

电泳$

LL7=

%*单链构相多态性$

!!.-

%)这些方法的灵敏度范

围为
+;

$

5*;

$根据突变的位置和类型%#因此只适合在肿瘤

.[:E<

所占比例较大时检测突变'

)I

(

)

F

!

.[:E<

与临床研究

肿瘤患者体内
.[:E<

相比健康人有升高使得
.[:E<

成为肿瘤早期诊断和预后评估的有用工具)然而#目前还无法

确定
.[:E<

应用于筛选的临床决定浓度)而且
.[:E<

浓

度与患者实际的临床*生物学*组织学特征之间的联系还未建

立起来)比较有希望的是检测基因改变的
.[:E<

应用于早

期诊断或预后评估)突变
.[:E<

检测早于传统肿瘤诊断的

例子还不多)对
8I

例支气管镜检查疑似肺癌患者的
.[:E<

测定中#

<BB#'

等'

K*

(发现有
)+

例可检测到杂合子缺失#其中有

K

例#遗传改变的
.[:E<

检测早于肿瘤诊断几个月)所以#

对于一些传统方法难以检测的肿瘤#遗传改变的
.[:E<

可能

是有用工具)

.[:E<

的浓度变化和遗传改变也可作为疾病

治疗后监测复发的有用标志)研究发现临床症状的改善往往

伴有
.[:E<

浓度下降)有多项研究表明#肿瘤治疗后患者

.[:E<

的基因改变#如
0/<!K

突变*多位点微卫星不稳定*

.:0EK<

的超甲基化#可反映疾病的复发程度)在一项大规

模的结直肠癌患者回访研究中#

/

U

#'

等'

K)

(发现血清中

0/<!K

突变对于疾病复发具有
I)4*;

的灵敏度*

,,4*;

的特

异度*

FK45;

的阳性预测值)

在过去的
)*

年中#对
.[:E<

的多项研究使得它成为认

识肿瘤的有用工具)然而#进一步的临床应用和群体研究还需

要更深入了解
:E<

释放入血的机制#

.[:E<

与疾病进展的

联系基本问题)目前而言#

.[:E<

作为肿瘤标志物的优势在

于它可以经非侵入性方法获得#患者痛苦较少#操作性好#结构

稳定#易于保存)缺点在于特异性较差$遗传改变的
.[:E<

无法反应肿瘤类型和部位%#而且在非肿瘤患者中也会出现

.[:E<

的改变)进一步研究工作应该是寻找并确定具有最

大预后和诊断价值的遗传改变#以发挥优点克服不足)

参考文献

'

)

(

G?C'!<

#

!$#

2

&AC1

#

!ZB#ACQQ:Y

#

?"#B4[A??:E<&'"$?@?AR%CQ

.#'S?A

2

#"&?'"@#'N"$??QQ?S"CQ"$?A#

2U

'

X

(

4.#'S?A/?@

#

)I((

#

+(

$

+

%!

F8F6F5*4

'

K

(

]&#!

#

WR#'

D

..

#

G?Y

#

?"#B47?'C%&SM#A&#"&C'@&'

2

B#@%#S?BB

QA??:E<N&QQ?A?'"&#"??#AB

U

@"#

D

?BR'

D

S#'S?A@QAC%'CA%#BSC'6

"ACB@

'

X

(

4GR'

D

.#'S?A

#

K*)5

#

I*

$

)

%!

(,6,84

'

+

(

L#P?A'?ACX

#

G?'_WX

#

!&?'#!

#

?"#B4<'#B

U

@&@CQS&ASRB#"&'

D

:E<

#'N

2

AC"?&'P&C%#AZ?A@"C

2

A?N&S""$?SB&'&S#B#S"&M&"

U

CQA?

D

C6

A#Q?'&P#'N#@@?@@

2

AC

D

'C@&@&'

2

#"&?'"@T&"$%?"#@"#"&SSCBCA?S"#B

.#'S?A

!

#A?"AC@

2

?S"&M?

#

?O

2

BCA#"CA

U

#'#B

U

@&@CQ"$?.a//=.L"A&6

#B

'

X

(

4G#'S?"a'SCB

#

K*)5

#

)F

$

,

%!

I+(6I8,4

'

8

(

-&'_#'&-

#

!#BM&#'"&[

#

aAB#'NC.

#

?"#B4.&ASRB#"&'

D

S?BB6QA??:E<

&'.#'S?A

'

X

(

4Y?"$CN@YCB1&CB

#

K*)8

#

))F*

!

)++6)854

'

5

(

L$&?AA

U

</

#

YCRB&?A?[

#

=BY?@@#CRN&!

#

?"#B4.B&'&S#BM#B&N#"&C'

CQ"$?N?"?S"&C'CQ0/<!#'N1/<[%R"#"&C'@QAC%S&ASRB#"&'

D

"R%CA:E<

'

X

(

4E#"Y?N

#

K*)8

#

K*

$

8

%!

8+*68+54

'

F

(

>C'

D

1.

#

GC9Y4.?BB6QA??:E<#'N/E<&'

2

B#@%##@'?T

"CCB@QCA%CB?SRB#AN&#

D

'C@"&S@

'

X

(

4=O

2

?A"/?MYCB:&#

D

'

#

K**+

#

+

$

F

%!

(,56(I(4

'

(

(

!"ACR'Y

#

<'Z?A-

#

G

U

#R"?

U

X

#

?"#B43@CB#"&C'#'NS$#A#S"?A&_#"&C'

CQ:E<QAC%"$?

2

B#@%#CQ.#'S?A

2

#"&?'"@

'

X

(

4=RAX.#'S?A.B&'

a'SCB

#

)I,(

#

K+

$

F

%!

(*(6()K4

'

,

(

GC9Y

#

b$#'

D

X

#

G?R'

D

LE

#

?"#B4/#

2

&NSB?#A#'S?CQQ?"#B:E<

QAC%%#"?A'#B

2

B#@%#

'

X

(

4<%XWR% 7?'?"

#

)III

#

F8

$

)

%!

K),6

KK84

'

I

(

X#$A!

#

W?'"_?W

#

='

D

B&@S$!

#

?"#B4:E<QA#

D

%?'"@&'"$?PBCCN

2

B#@%#CQ.#'S?A

2

#"&?'"@

!

V

R#'"&"#"&C'@#'N?M&N?'S?QCA"$?&ACA&6

D

&'QAC%#

2

C

2

"C"&S#'N'?SAC"&SS?BB@

'

X

(

4.#'S?A/?@

#

K**)

#

F)

$

8

%!

)F5I6)FF54

'

)*

(

W&P&0

#

/CP&'@C'./

#

1CCZ?A!

#

?"#B4YCB?SRB#AN?"?S"&C'CQ

D

?6

'?"&S#B"?A#"&C'@&'"$?@?AR%CQSCBCA?S"#B.#'S?A

2

#"&?'"@

'

X

(

4

.#'S?A/?@

#

)II,

#

5,

$

(

%!

)8*56)8*(4

'

))

(

:&?$B[

#

G&Y

#

:A?@@%#':

#

?"#B4:?"?S"&C'#'N

V

R#'"&Q&S#"&C'CQ

%R"#"&C'@&'"$?

2

B#@%#CQ

2

#"&?'"@T&"$SCBCA?S"#B"R%CA@

'

X

(

4

-ACSE#"B<S#N!S&g!<

#

K**5

#

)*K

$

85

%!

)F+F,6)F+(+4

'

)K

(

<'Z?A-

#

!"ACR'Y

#

Y#RA&S?-<4!

2

C'"#'?CR@A?B?#@?CQ:E<P

U

+

5+K)

+

国际检验医学杂志
K*)F

年
5

月第
+(

卷第
I

期
!

3'"XG#PY?N

!

Y#

U

K*)F

!
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类风湿关节炎$

/<

%是以慢性进行性软骨和骨破坏及滑膜

改变为特征的炎性自身免疫性疾病)全身和关节滑膜合成的

促炎细胞因子介导
/<

患者骨丢失#并可能导致骨质疏松症和

骨折)骨形成标志物有血清
"

型前胶原氨基端前肽$

-)E-

%*

血清
"

型胶原羧基末端前肽 $

"

.L-

%*骨碱性磷酸酶$

1<-

%*

骨钙素$

a.

%#骨吸收标志物有
"

型胶原羧基末端肽$

"

6

.L]

%*

"

型胶原氨基末端肽$

"

6EL]

%*吡啶诺林$

:-:

和

-9:

%和抗酒石酸酸性磷酸酶$

L/<-

%)促炎细胞因子通过促

进骨保护素$

a-7

%和和核因子
601

受体激活子配体$

/<E0G

%

比值下降#增加破骨细胞的生成和骨吸收#进而导致关节周围

和全身性骨丢失)近年研究发现#骨重建标志物与
/<

病情活

动和关节破坏相关#并可预测放射学进展及评估药物疗效)本

文重点探讨骨重建标志物评估生物制剂的疗效)

C

!

炎症#关节破坏和骨质量

!!

/<

是以关节破坏*关节周围骨丢失为特征的慢性疾病#

慢性炎症增加骨质疏松的风险)

/<

导致全身性骨丢失是多

因素的!糖皮质激素*体力活动减少和疾病本身$尤其是疾病未

得到控制%)无论是关节周围骨丢失#还是全身性骨丢失#其机

制都是促炎细胞因子通过促进核因子
6

.

1

受体激活子配体#间

接或直接地增加破骨细胞的生成#并促进其功能)在
/<

早期

阶段#骨丢失与炎症参数相关)用
G#A@?'

评分评估关节破坏#

关节破坏与骨密度$

1Y:

%和脊椎畸形相关)

D

!

细胞因子和信号通路

!!

/<

关节骨破坏和骨丢失的严重程度取决于破骨细胞的

数量及功能)促炎细胞因子在破骨细胞活化中起着重要作用)

核因子
601

受体激活子$

/<E0

%信号通路参与炎症过程基因

表达的调节)成骨细胞分泌
/<E0G

#

/<E0G

与破骨前体细

胞表面受体
/<E0

结合#从而刺激破骨细胞的生成)成骨细

胞和基质细胞产生
a-7

#

a-7

通过结合
/<E0G

而阻断

/<E0G

与
/<E0

的结合#从而负性调节破骨细胞的生成)

因此#

a-7

与
/<E0G

的相对比例决定了单位时间里破骨细

胞的数量及骨丢失的程度)许多促进或抑制骨吸收的因素通

过调节
/<E0G

和
a-7

的表达而起作用)肿瘤坏死因子

$

LE[

%和白细胞介素
6)

$

3G6)

%等促炎细胞因子调节
/<E0G

的表达'

)68

(

)

/<E0G

值可以评估
/<

患者对
LE[

抑制剂治

疗的疗效'

5

(

#而不是
a-7

'

F

(

)但使用英夫利昔单抗和依那西

普治疗的
/<

患者滑膜
a-7

表达增加#

/<E0G

却不受治疗

的影响)这说明
/<E0G

"

a-7

比值比每个单独指标评估骨

吸收更具有重要性'

(

(

)因此#

/<E0G

对骨密度有不利作用#

而
/<E0G

单克隆抗体狄诺塞麦可增加
/<

患者骨密度和减

少骨转换'

,

(

)炎症过程骨形成也下降#

:006)

是
N&SZZC

2

Q

家

族的一种蛋白质#

LE[6

%

能增加其表达#并对
>'"

信号通路发

挥负调控作用#阻止成骨细胞分化和诱导硬化蛋白的表达#导

致骨细胞死亡'

I

(

)

:006)

水平升高与关节侵蚀风险增加相

关#且独立于年龄*性别*基线放射学损伤*

.

反应蛋白和疾病

活动'

)*

(

)

3G6F

通 过 调 节
X#'R@

激 酶"
!L<L

*

!L<L+

和

=/0)

"

K

磷酸化信号通路直接诱导
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患者滑膜细胞
/<E0G

分泌'
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