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肝素ＥＬＩＳＡ法检测血清中期因子及其对肝癌诊断的初步应用
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［摘要］　目的：建立中期因子（ｍｉｄｋｉｎｅ，ＭＫ）的测定方法，初步探讨血清 ＭＫ浓度测定对肝癌的诊断价值。方法：根据 ＭＫ
可结合肝素的特点，应用肝素抗体双夹心原理，建立肝素ＥＬＩＳＡ，并检测２０例健康献血者、２０例良性肝占位性病变患者、２０

例肝硬化患者以及１０４例肝细胞癌（ＨＣＣ）患者血清 ＭＫ的质量浓度。结果：肝素ＥＬＩＳＡ检测 ＭＫ的最小值为１５ｎｇ／Ｌ，可

测范围为１５～１０００ｎｇ／Ｌ，＜５００ｎｇ／Ｌ时呈线性关系（ｒ＝０．９７）。测定结果表明，正常献血者、良性肝占位性病变患者和肝硬

化患者血清 ＭＫ浓度分别为（５６±１１）、（７４±１９）和（８９±４３）ｎｇ／Ｌ，而 ＨＣＣ患者血清 ＭＫ浓度为（１９９±８７）ｎｇ／Ｌ，与前３组之

间有显著差异（Ｐ＜０．０５）。ＨＣＣ患者血清 ＭＫ阳性率达８３．７％，与其他３组之间具有显著性差异（Ｐ＜０．００１）。结论：应用

肝素ＥＬＩＳＡ测定血清 ＭＫ的质量浓度对肝癌具有诊断价值。
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　　中期因子（ｍｉｄｋｉｎｅ，ＭＫ）是一种肝素结合性生

长因子，在发育过程中表达高度上调，表达高峰出现

在胚胎发生中期，成年后除肾脏外各种正常组织基

本不表达［１，２］。作为一种细胞生长因子，ＭＫ具有多

种生物学活性和功能，并且在许多恶性实体瘤及其

衍生肿瘤细胞系中表达增高［３～６］。我们以前的研究

也表明，ＭＫ在肝癌组织中高度表达，并且与肝癌侵

袭、转移有关［７，８］。

　　本研究应用肝素抗体双夹心原理，建立一种可

检测 ＭＫ的肝素酶联免疫吸附（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍ

ｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ），并初步将其应用于临

床样本的检测，探讨血清 ＭＫ质量浓度的测定在肝

癌诊断中的价值。

１　材料和方法

１．１　实验材料　ＭＫ蛋白为本实验室自制［９］；螯合
剂硼氢化氰钠为Ｓｉｇｍａ公司产品；羊抗人 ＭＫ抗体
为Ｒ＆Ｄ公司产品；辣根过氧化物酶标记的兔抗羊

ＩｇＧ为武汉博士德生物工程有限公司产品；小牛血
清白蛋白（ＢＳＡ）为上海普飞生物科技有限公司产
品；肝素钠为上海伯奥生物科技有限公司产品；
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ＴＭＢ为Ａｍｒｅｓｃｏ公司产品；９６孔板为 Ｎｕｎｃ公司
产品。ＥＬＸ８００Ｇ 型全自动酶标仪为美国 ＢＩＯ
ＲＡＤ公司生产。

１．２　血清标本收集　收集肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）患者血清样本１０４例，肝细胞腺
瘤、肝血管瘤、肝囊肿等良性肝占位性病变患者血清
样本２０例，肝硬化患者血清样本２０例，所有病例均
经病理学检查证实。健康献血者血清样本２０例。
样本于２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清分装并储存
于－４０℃，避免反复冻融。

１．３　肝素ＢＳＡ复合物的合成　将肝素和ＢＳＡ溶
解于０．２ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．０磷酸钾缓冲液，加入螯合
剂，混匀后于３７℃温育２ｄ，充分透析后冻干。残余
部分溶解于０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４ＴｒｉｓＨＣｌ。肝素
ＢＳＡ定量以分光光度计测定的ＢＳＡ浓度为标准。
溶液分装并储存于－８０℃。

１．４　肝素ＥＬＩＳＡ 法　用０．０５ｍｏｌ／ＬｐＨ７．４
ＴｒｉｓＨＣｌ稀释肝素ＢＳＡ 至所需浓度，加入９６孔
板，１００μｌ／孔，４℃过夜。次日，弃去肝素ＢＳＡ 溶
液，用体积分数为０．０５％ Ｔｗｅｅｎ２０的ＰＢＳ缓冲液
洗板，用３０％ＢＳＡ４℃封闭过夜。每孔加入１００μｌ
样本，３７℃温育２ｈ。ＰＢＳ缓冲液洗板后加入０．２５
ｍｇ／Ｌ羊抗人 ＭＫ１００μｌ，３７℃温育１ｈ。ＰＢＳ缓冲
液洗板后加入１６０００辣根过氧化物酶标记的兔
抗羊ＩｇＧ１００μｌ，３７℃温育１ｈ。ＰＢＳ缓冲液洗板后
加入 ＴＭＢ液１００μｌ，室温避光放置３０ｍｉｎ，加２
ｍｏｌ／Ｌ硫酸终止液。全自动酶标仪检测光密度
（Ｄ４５０）。以纯化 ＭＫ蛋白倍比稀释后作为参考标准
品，绘制标准曲线。

１．５　统计学处理　计量资料用珚ｘ±ｓ表示，差异显
著性检验用方差分析及直线相关分析；计数资料用
百分率（％）表示，差异显著性检验用χ

２检验。

２　结　果

２．１　肝素ＥＬＩＳＡ方法学分析　通过“方阵法”筛
选，优化分析条件。在９６孔板中加入肝素ＢＳＡ复
合物（质量浓度为０．００２～０．２μｇ／Ｌ），４℃稳定结合
过夜，然后加入不同浓度纯化ＭＫ蛋白，通过特异性
抗体检测结合反应，发现最大结合反应点发生在肝
素ＢＳＡ复合物浓度为０．０２μｇ／Ｌ（图１）。选用０．０２

μｇ／Ｌ肝素ＢＳＡ复合物包被９６孔板，建立ＭＫ检测
标准曲线，检测的最小值为１５ｎｇ／Ｌ，可测范围为

１５～１０００ｎｇ／Ｌ，＜５００ｎｇ／Ｌ 呈 线 性 关 系 （ｒ＝
０．９７）。用正常人血清作添加回收试验，回收率为

８８．１％～１１５．６％，平均１０４．７％。选择３份 ＭＫ浓

度不同的血清作批内、批间重复性试验，结果表明，
在同一板内重复测定４次，对应变异系数为５．２％、

４．８％和６．７％；在不同板间重复测定３次，对应变
异系数为５．８％、７．７％和９．２％。

图１　不同浓度的肝素ＢＳＡ复合物与

纯化 ＭＫ蛋白的结合反应

Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄｈｅｐａｒｉｎＢＳＡｏｎｂｉｎｄｉｎｇｏｆＭＫ

２．２　ＨＣＣ患者血清 ＭＫ浓度　检测结果显示，正
常献血者血清 ＭＫ的质量浓度为（５６±１１）ｎｇ／Ｌ，良
性肝占位性病变患者血清 ＭＫ的质量浓度为（７４±
１９）ｎｇ／Ｌ，肝硬化患者血清 ＭＫ 质量浓度为（８９±
４３）ｎｇ／Ｌ，而 ＨＣＣ 患者血清 ＭＫ 的质量浓度为
（１９９±８７）ｎｇ／Ｌ，与前３组之间有显著差异（Ｐ＜
０．０５）。但良性肝占位性病变和肝硬化患者血清 ＭＫ
的质量浓度与正常献血者无统计学差异 （Ｐ＞
０．０５）。如果以７０ｎｇ／Ｌ作为阳性判定值，正常献血
者无１例阳性，良性肝占位性病变患者阳性率为

１５％（３／２０），肝硬化患者阳性率为２５％（５／２０），

ＨＣＣ患者１０４例阳性率为８３．７％（８７／１０４），与前３
组间具有显著性差异（Ｐ＜０．００１）。

３　讨　论

　　甲胎蛋白（ＡＦＰ）用于肝癌诊断已在临床沿用多
年。但是，作为一种肝癌标记物的ＡＦＰ不仅具有假
阴性问题，而且具有假阳性问题，即相当一部分肝硬
化等良性肝病也会升高。因此，有必要寻找新的肝
癌标记物。

　　越来越多的研究资料表明，ＭＫ与致癌和肿瘤
演变有关，是一个可用于肿瘤诊断及治疗的候选靶
分子。比如，亲和纯化的 ＭＫ抗体能部分抑制培养
的维尔姆斯瘤生长［１０］，ＭＫ反义核酸治疗对建立的
小鼠肾癌细胞瘤具有抑制作用［１１］，ＭＫ基因启动子
被用来介导自杀基因在肿瘤组织特异性表达被作为

一种新的肿瘤基因治疗策略［１２，１３］，而血清 ＭＫ浓度
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升高作为一个肿瘤标志物已用于多种恶性肿瘤的实

验诊断［３～６］。我们以前的研究也表明［７，８］，ＭＫ高表
达是肝癌发生过程中的一个早期分子事件，并可能
参与肝癌细胞局部侵袭、转移。进一步研究还表
明［１４］，ＨＣＣ高表达 ＭＫ蛋白与肝癌细胞血行播散
有关。为了进一步研究ＭＫ作为一个新的肝癌标记
物的临床应用价值，需要建立一种测定血清 ＭＫ的
实验方法。

　　ＭＫ的相对分子质量为１３０００，富含碱性氨基
酸和半胱氨酸残基。ＭＫ的活性形式为二聚体，Ｎ
端结构域是细胞外分泌所必需的信号肽，能保护Ｃ
端免受蛋白水解酶降解，Ｃ端结构域含有两个肝素
结合位点［１，２］。基于这一特点，本研究参照文献［１５］，
应用肝素抗体双夹心原理，初步建 立 了 肝 素
ＥＬＩＳＡ。将肝素ＢＳＡ复合物包被于聚苯乙烯微量滴
定板内，待检样本加入后，其中的肝素结合性分子与
肝素结合，随后加入适量的特异抗体就能结合绑定的
分子。研究结果表明，该方法具有可行性且特异性
好，可测范围为１５～１０００ｎｇ／Ｌ。在１５～５００ｎｇ／Ｌ范
围内线性关系良好，ｒ＝０．９７。标准曲线较为低平，可
能与酶底物结合浓度有关，可通过ＡＢＣ放大作用或
改用荧光素标记等方法提高其灵敏度。该方法的原
理还适用于其他肝素结合性分子的检测。

　　在我国，ＨＣＣ通常是在肝硬化基础上发展而
来。ＨＣＣ的临床诊断往往需要与肝硬化以及良性
肝占位性病变加以鉴别。为此，本研究选择肝硬化
和良性肝占位性病变作为对照，以便评价血清 ＭＫ
对ＨＣＣ的诊断价值。测定结果表明，ＨＣＣ患者血
清ＭＫ浓度明显高于良性肝占位性病变患者和肝硬
化患者（Ｐ＜０．０５），且 ＨＣＣ患者血清 ＭＫ阳性率显
著高于其他组（Ｐ＜０．０１）。这与 Ｍｕｒａｍａｔｓｕ等［１６］

报道的阳性率相近。但是，由于所用的测定方法不
同，Ｍｕｒａｍａｔｓｕ等［１６］测得的数据高于本研究测得的

数据。总之，现有的资料表明 ＭＫ 是一个较好的

ＨＣＣ标记物。因此，有必要进一步完善检测方法，
扩大研究样本，较全面地评价血清 ＭＫ测定对肝癌
的临床诊断价值。
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