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"研究发现其在多

种肿瘤组织中都有高表达 %
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"在肿瘤的发生发展中

起重要作用"被认为是某些肿瘤的新型标志物%
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' 我

们探讨
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在结直肠癌中的表达情况"以研究其

是否可作为结直肠癌的新型肿瘤标志物'
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材料与方法
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和病理证实的结直肠癌标本
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附属医院消化内科和胃肠外科"由病理科提供'病理
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例"中分化腺癌
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病理证实的结直肠癌血清标本
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例! 健康体检者血

清标本
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材 料

免疫组化所用抗体稀释液#
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显色试剂盒#

*(,'

均来自于北京中杉金
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单克隆抗体
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购自
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多克隆抗体由本室制备$
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标记羊抗兔
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取试剂盒购自上海贝博生物"
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底物及显色剂购

自沈阳惠民公司产品"
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酶标仪"
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免疫组化检测
+2!34

表达

采用
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法进行染色!石蜡切片
4!6

厚!用防脱

片剂
*(,'

处理过的载玻片捞片 ! 置烤箱
%E"#

FG"

!

F"60/

"切片脱蜡至水!
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洗
H

次
$H60/

"高温

高压抗原修复后!滴加
HI

甲醇
J

过氧化氢阻断过氧

化物酶!室温孵育
$%60/

!

(+'

洗
H

次
$%60/

" 滴加正

常山羊血清封闭液! 室温孵育
!G60/

! 甩去多余血

清! 滴加按
$K%GG

浓度稀释的抗人
+2!34

单抗!以
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代替一抗作空白对照!小鼠
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作为同型对照!
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冰箱孵育过夜"
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洗
H

次
$%60/

!滴加生物素标

记的二抗!室温孵育
$G60/

"
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洗
H

次
$%60/

!滴加

链霉素亲生物素蛋白
J

过氧化物酶溶液
5

三抗
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!室温

孵育
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次
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!
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显色& 蒸馏水
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! 加显色试剂盒内
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试剂各一滴! 充分混

匀!室温下显色
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和胞浆

内有阳性染色的细胞个数进行组织学分析
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的表达! 在
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倍镜下随机选择
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检测
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表达

按照试剂盒说明书提取结直肠癌组织中总蛋

白!先进行
')'!(*>,

电泳!在电泳结束后!将凝胶

浸泡于转移电泳缓冲液中
!"60/

! 将大小与凝胶一

致的滤纸和硝酸纤维素滤膜于转移电泳缓冲液中浸

泡
%60/

! 从阴极到阳极依次放置滤纸
J

凝胶
J

滤膜
J

滤纸!在转移电泳缓冲液中以恒压
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转印
$T

'取

下滤膜!观察彩色蛋白
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证实已转印至硝酸纤

维素滤膜上!切去右上角作为标记" 将滤膜以
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脱

脂奶粉室温封闭
$!G60/

! 将滤膜浸入
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+2!34
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!用
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$&%GGG

稀释的
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羊抗兔
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二抗溶液中! 室温温育
FG60/

" 用
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洗滤膜
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次! 每次
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" 按照
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加显色剂
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各
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滴的比

例配
!G6C

显色液!并加于滤膜的正面!室温放置观

察!可出现明显的棕褐色蛋白显色带'用水漂洗杂交

膜终止反应"
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双抗体夹心间接
,W='*

法检测血清
+2!34

水平

用
GX"% 6.CLW Y3&XF

的碳酸盐缓冲液按
$&!"""

稀释抗人
+2!346*7

!包被可拆酶标板!置
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过夜!

用
(+'?

洗涤
H

次" 采用
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封闭!

!GG!CL

孔!

H2"

作用
!T

后用
(+'?

洗涤
H

次" 用
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将
!GG61LW

重组小鼠
+2!34

从
$&$GGG

做倍比稀释

至
$&F4GGG

作为标准品" 在包被好的酶标板中加入

标准品或待测血清标本
$GG!CL

孔"

H2"

作用
$T

!用

(+'?

洗
H

次" 加入
$&$GGG

稀释兔抗小鼠
+2!34

多

克隆抗体 !

$GG!CL

孔 !

H2"

作用
$T

后用
(+'?

洗
H

次! 再加入
$&%GGG

稀释
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标记羊抗兔
=1>

!

H2"

作用
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后用
(+'?

洗
H

次! 按
$GG!CL

孔加显色底

物!作用
$%60/

!以
!6.CLW

硫酸终止!在酶标仪上测

*4%G

值" 所有样本均在同一批次检测!每个样本设

立两个平行检测!取平均
*

值计算样本中
+2!34

的

含量"

!"'

统计学处理

采用
'(''$HXG

软件进行分析" 计量资料采用

!'"

表示! 组间比较采用
Q

检验!

(MGXG$

为差异有统

计学意义"

!

结 果

#"! +2!34

蛋白表达

免疫组化检测结果显示!
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例结直癌组织中
!&

例
5&GXFI8+2!34

阳性(图
$

)!胞浆和胞膜上均有表

达! 其中
N%

例!

NNE

例!

NNN$F

例" 正常结直肠组织

未见
+2!34

表达!与结肠癌组织比较!差异有显著

性(

((GXG%

)"

P;9Q;R/ 7C.Q

方法检测
E

例结直肠癌组织中的

+2!34

蛋白! 结果发现
E

例均有
+2!34

蛋白表达!

能与抗
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抗体特异性结合" 见图
!
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图
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健康体检者与结直肠癌患者血清
'(!)*

水平散点图

!"!

结直肠癌患者血清
'(!)*

水平

结 直 肠 癌 患 者 血 清
'(!)*

含 量 为
%!+$* "

!*+,%!-./

! 明显高于健康体检者的
&!+,("$!+!0!-.
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!差异有显著性"
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!
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例结直肠癌

标本和
%$

例健康体检者标本血清
'(!)*

检测值的

散点图见图
&

! 显示结直肠癌血清
'(!)*

水平明显

高于正常体检者$
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讨 论

结直肠癌是人类主要的恶性肿瘤之一! 在欧美

发病率较高!但近几年来随着人民生活水平的提高!

饮食习惯的西化! 结直肠癌的发病率和死亡率在我

国有升高趋势$研究表明!结直肠癌的发生是一个多

因素%多步骤的过程!是遗传易感性和环境因素长时

间相互作用的结果$ 对结直肠癌的早期诊断和早期

治疗可望改善预后!提高生存率$

'(!)*

是最近发现的
7

细胞活化的共抑制分

子! 其
89:;

广泛表达于淋巴样和非淋巴样组织!

但其蛋白质在各种组织中不表达或低表达! 而在树

突状细胞% 单核
.

巨噬细胞%

'

细胞和
7

细胞表面诱

导性表达 &

$

!

%

'

$ 正常人类组织不表达或极低表达
'(!

)*

!但在多种肿瘤组织中发现
'(!)*

高表达!目前已

经发现的有卵巢癌 &

,

!

(

'

%乳腺癌 &

(

!

0

'

%非小细胞肺癌 &

6

'

%

肾癌&

$3

'

%前列腺癌&

$$

!

$!

'等!在肿瘤组织中
'(!)*

主要

表达在肿瘤细胞和肿瘤浸润性巨噬细胞$研究发现!

高表达
'(!)*

的前列腺癌更容易转移%复发!患者

死亡率也高&

$$

'

!高表达
'(!)*

的卵巢癌病情进展速

度更快&

$&

'

!而高表达
'(!)*

的胃癌预后更差 &

$*

'

$ 此

外!

'(!)*

还以可溶性形式存在于肿瘤患者的血液和

体液中! 研究发现卵巢癌患者血清和腹水中
'(!)*

的

含量显著高于正常人和生殖系统良性病变的妇女&

$%

'

!近

来研究也发现胃癌患者血液中
'(!)* 89:;

明显高

于正常人&

$,

'

$ 研究认为
'(!)*

与肿瘤的免疫逃逸有

关!并可能为一个较敏感的新型肿瘤标志物$

本研究结果显示!

&!

例结直肠癌组织
'(!)*

的

阳性率为
63+,<

! 表达于肿瘤细胞的胞质中和细胞

膜上$

0

例结直肠癌组织
=>?1>@A BCD1

检测均有
'(!

)*

蛋白表达! 进一步证明结直肠癌组织中高表达

'(!)*

$ 血清检测结果发现结直肠癌患者血清
'(!

)*

蛋白水平明显高于健康体检者$这可能是肿瘤组

图
$

结直肠癌组织中
'(!)*

阳性表达

高分化腺癌"

#$33

( 中分化腺癌)

$$33

( 低分化腺癌"

$$33

(

图
! =>?1>@A BCD1

检测
0

例结直肠癌组织中
'(!)*

表达

%&&
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$*3

$!3

$33
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健康者 结直肠癌
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水
平

"
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织中高表达的
&'!()

蛋白释放到血液中的结果!

综上" 肿瘤组织和血清检测结果都提示
&'!()

在结直肠癌中高表达" 其可能是结直肠癌一种较好

的肿瘤标志物!

参考文献!

*$+ ,-./ 01

"

234- 5(

"

637 0

"

89 /:; &'!()

"

/ <4:8.7:8 4=

938 &' =/<-:>

"

?8@/9-A8:> B8@7:/98C D .8:: -<<7?-9> *E+;

5<<7?-9>

"

!FGH

"

$IJKLM I)NOIK$P

*!+ Q-/? R

"

,38? 1

"

238?@ 1

"

89 /:; &'!() 8STB8CC-4? -?

A/B-47C 97<4BC U898B<-?8U 7C-?@ / ?4A8: U8A8:4T8U <4?4!

.:4?/: /?9-V4U>*E+P 2:-? WST X8U

"

!G$G

"

$$

#

H

$%

$KHO$'GP

*H+ Y:-8C Z&

"

238? 1P D38 ?8[ &'CM T:/>-?@ / T-A49/: B4:8 -?

97<4B -<<7?-9>*E+P E 5<<7?4938B

"

!GG'

"

HG\H]M !%$O!KFP

*)+

胡国艳" 郑淑华" 刘伟" 等
P

检测可溶性
&'!() W15,^

夹心法的建立
*E+;

细胞与分子免疫学杂志"

!GGI

"

!)\I]M

IH$OIHH;

*%+ 234- 5(

"

637 0

"

,-./ 01

"

89 /:; 08?4<-. 4B@/?-_/9-4?

/?U 8STB8CC-4? /?/:>C-C 4= &'!()

"

/? -<<7?8 -?3-V-94B>

<4:8.7:8 4= 938 &' =/<-:> *E+; E 5<<7?4:

"

!GGH

"

$'$\N]M

)K%GO)K%);

*K+ DB-?@:8B &

"

1-7 `

"

24BB/: 1

"

89 /:; &'!() 4A8B8STB8CC-4?

-? 4A/B-/? 97<4BC*E+; 0>?8.4: a?.4:b !FFK

"

$FF\$]M ))O%!P

*'+ ,/:.8U/ ,

"

D/?@ D

"

c<89 X

"

89 /:P D38 -<<7?4<4U7:/!

94B> TB498-? &'!() -C 4A8B8STB8CC8U -? VB8/C9 /?U 4A/B-/?

./?.8BC /?U TB4<498C 8T-938:-/: .8:: 9B/?C=4B</9-4?*E+P WST

28:: d8C

"

!FF%

"

HFK\$]M $!IO$)$P

*I+ X7@:8B c2

"

,-?@3 X

"

DB-?@:8B &

"

89 /:P &'!() 8STB8C!

C-4? -? / B/?@8 4= VB8/C9 T/934:4@>M .4BB8:/9-4? [-93 97<4B

D!.8:: -?=-:9B/9-4? *E+P ^TT: 5<<7?43-C94.38< X4: X4B!

T34:

"

!FF'

"

$%\)]M HKHOH'FP

*N+ ,7? R

"

`/?@ R

"

63/4 E

"

89 /:P &'!(H /?U &'!() 8S!

TB8CC-4? -? ?4?!C</::!.8:: :7?@ ./?.8B *E+P 17?@ 2/?.8B

"

!FFK

"

%H\!]M $)HO$%$P

*$F+ cB/<V8.e ^W

"

D34<TC4? d(

"

Z4?@ (

"

89 /:P &'!() 8S!

TB8CC-4? -? B8?/: .8:: ./B.-?4</ /?U 97<4B A/C.7:/97B8M

/CC4.-/9-4?C [-93 ./?.8B TB4@B8CC-4? /?U C7BA-A/: *E+P fB4.

g/9: ^./U ,.- h,^

"

!GGK

"

$GH\!']M $GHN$O$GHNK;

*$$+ 6/?@ i

"

D34<TC4? d(

"

^:!^3</U-8 (^

"

89 /:; &'!(H

/?U &'S /B8 3-@3:> 8STB8CC8U -? 37</? TB4C9/98 ./?.8B

/?U /CC4.-/98U [-93 U-C8/C8 CTB8/U /?U T44B 479.4<8 *E+;

fB4. g/9: ^./U ,.- h,^

"

!GG'

"

$G)\)N]M $N)%IO$N)KH;

*$!+ Q-/? R

"

R/4 (f

"

,38? 1

"

89 /:; WSTB8CC-4? 4= &'!() -?

TB4C9/98 ./?.8B /?U -9C .:-?-./: C-@?-=-./?.8 *E+; 638j-/?@

Z/ i78 i78 &/4 R- i78 &/?

"

!G#G

"

HN\)]MH)%OH)N;

*#H+ 238?@ 1

"

E-/?@ E

"

0/4 d

"

89 /:; &'!() 8STB8CC-4? TB4!

<498C 97<4B-@8?8C-C -? 4A/B-/? ./?.8B *E+; 5?9 E 0>?8.4:

2/?.8B

"

!GGN

"

#N\N]M#)I#O#)IK;

*#)+ E-/?@ E

"

637 R

"

`7 2

"

89 /:; D7<4B 8STB8CC-4? 4= &'!()

TB8U-.9C T44B C7BA-A/: 4= T/9-8?9C C7==8B-?@ =B4< @/C9B-.

./?.8B *E+; 2/?.8B 5<<7?4: 5<<7?4938B

"

!G#G

"

%N\##]M

#'G'O#'#);

*#%+ ,-<4? 5

"

6374 ,

"

24BB/: 1

"

89 /:;&'!3) -C / ?4A8: <8<!

VB/?8!V47?U TB498-? /?U / ./?U-U/98 C8B7< /?U 9-CC78

V-4</Be8B =4B 4A/B-/? ./?.8B *E+; 2/?.8B d8C

"

!GGK

"

KK

\H]M #%'GO#%'%;

*#K+ ^B-@/<- D

"

h8?4C4?4 R

"

(-B/9/ X

"

89 /:; WSTB8CC-4? 4=

&'!() -? V:44U 4= T/9-8?9C [-93 @/C9B-. ./?.8B TB8U-.9C

97<4B TB4@B8CC-4? /?U TB4@?4C-C *E+; E ,7B@ a?.4:

"

!G#G

"

#G!\']M')IO'%!;

论 著 HNG


