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应用鼠源性抗星形胶质细胞上调基因
!
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#单克隆荧光抗体检测恶性浆膜腔积液中的肿瘤细胞$方法

!

应用
*+,

及
-./0.12)3450

方法检测浆膜腔积液脱落细胞中的
&'()!

表达%用鼠源性抗
&'()!

单克隆荧光抗体与恶性浆膜腔

积液中的肿瘤细胞共孵育!同时采用良性病变的浆膜腔积液作为阴性对照$结果
!

恶性浆膜腔积液脱落细胞中
&'()!

表达呈阳

性!而良性病变的浆膜腔积液脱落细胞中
&'()!

表达为阴性或弱阳性%同时鼠源性抗
&'()!

单克隆荧光抗体直接标记脱落细胞

的结果与
*+,

和
-./0.12)3450

检测结果一致$结论
!

鼠源性抗
&'()!

单克隆荧光抗体为浆膜腔积液中的肿瘤细胞鉴定提供了

新的实验手段$
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星形胶质细胞上调基因
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%是近年来发现的新的

癌基因#

'?D@D@

等'

!

(于
<##7

年对其做了进一步证实)该基因

位于与多种恶性肿瘤发生密切相关的人类
%

号染色体$

%

M

<<

%

上#进一步研究表明其是促进肿瘤发生*发展的一个关键因

子'

<)$

(

)相关研究表明#

&'()!

基因与多种恶性肿瘤#如肝细

胞癌*神经胶质瘤*食管癌*胃癌*乳腺癌*前列腺癌*肺癌*结肠

癌*卵巢癌等的发生*发展密切相关'

;

(

)另有研究表明#人

&'()!

基因的启动子$

N<"!#

"

O;7

%缺少
=&=&

或
+&&=

盒#但含有多个
P

I

4

基序并富含
(+

序列#其中
P

I

4

基序可以与

核因子
)

!

Q

$

RS)

!
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%相互作用#可能是
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发挥功能的重要

片段'

T)8

(

)现已证实
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是
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"

*U$V

"

&K0

"

A)L

B

A

信号转

导通路的下游靶分子#可以通过调控
*U$V
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&K0

*

RS)
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Q

*

-20

"

"

)A@0.2:2

*丝裂原活化蛋白激酶$

L&*V

%等多条信号途径参与

正常细胞转化#肿瘤细胞增殖*侵袭*转移#血管生成等多个肿

瘤发生*发展的环节#并能介导肿瘤细胞自噬活性和化疗耐药)

该基因对多种恶性肿瘤的诊断和预后具有重要的临床意义#可

能成为肿瘤治疗和抗癌药物研发的新靶点)本实验室前期通

过杂交瘤技术获得
!

株能稳定分泌抗
&'()!

单克隆抗体的杂

交瘤细胞株$

U'$

%)本研究培养
U'$

细胞小鼠#腹腔内注射制

备腹水#提取并纯化单克隆抗体#并用异硫氰酸荧光素$
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%

对单克隆抗体进行荧光标记)

B

!

材料与方法
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!

标本来源
!

收集临床确诊为恶性肿瘤#且常规中能查见

大量异形有核细胞的浆膜腔积液#其中诊断为卵巢癌患者的腹

水标本
!$

份#诊断为肺癌并全身转移患者的胸腔积液标本
!"

份)并收集良性病变的浆膜腔积液作为阴性对照#其中诊断为

肝硬化患者的腹水标本
<<

份#诊断为心力衰竭患者的胸腔积

液标本
%

份)
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仪器与试剂
!

<"<#

型
*+,

仪由美国基因泰克工程技术

公司提供#

WXX)%+

双稳定时电泳仪*

WX+*);#+

半干式碳板

转移槽由北京六一生物科技有限公司提供#凝胶图像分析仪由

美国阿尔法科技有限公司提供#

YQ,;

型干浴器由
(1@20

Q150G.1

公司提供#

Q+W)8<%-&+-

冰箱由海尔公司提供#超

净工作台由富康公司提供#生化培养箱由重庆永生实验仪器厂

提供)

WR&

标记物由西安润德公司生物技术有限公司提供&

*150.:2

标记物由美国
=G.1?5/A:.20:F:A

公司提供&山羊抗小鼠
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二抗由中山生物技术有限公司提供&
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及二甲基亚砜$

WL)

P]

%由美国
P:

E
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公司提供&

,R&:/5*4>/

及反转录试剂盒由

日本
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公司提供&氯仿*异丙醇*
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乙醇由天津市津北

精细化工有限公司提供)
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检测方法
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蛋白检测
!

收集胸腔积液及腹水细胞提取

,R&

#反转录为
AWR&

#

*+,

检测
&'()!

)$

!

%收集浆膜腔积

液中的细胞提取
,R&

)

#

将胸腔积液及腹水离心收集细胞#

$###1

"

?:2

离心
!#?:2

#弃上清)

$

收集细胞#移入
!6T?[

离心管中#加入
!?[,R&:/5*4>/

#混匀放置
!#?:2

)

%

加入

<##

&

[

氯仿#震荡混匀
!T/

以上#室温放置
T?:2

#离心$

;_

#

!;###1

"

?:2

#

!#?:2

%)

'

离心后液体分层#上层无色液体含

,R&

#小心吸取上层无色液体移入新的
!6T?[

离心管中)

(

加入等体积异丙醇#混匀#

!T

)

$#_

下孵育
!#

)

$#?:2

#离心

$

;_

#

!<###1

"

?:2

#

!#?:2

%)

*

去上清#沉淀加入
"T̂

乙醇
!

?[

#震荡
$#/

#离心$

;_

#

"T##1

"

?:2

#

T?:2

%)

+

小心去上

清#管内沉淀在超净台中鼓风干燥
$

)

T?:2

)

,

加入
<#

&

[

焦

磷酸二乙酯$

W'*+

%水溶液溶解沉淀)$

<

%将
,R&

反转录为

AWR&

)反转录
<#

&

[

体系为!提取细胞的
,R&

模板
<
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扩增!
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*
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*
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检测
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蛋白)

L:H<#

&

[

体

系为!
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M

L:H!#

&

[

*

DDa
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*引物异黏蛋白$
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%

!

&

[

*模板
AWR&!
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[

)
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检测细胞蛋白
!

$

!

%收集浆膜腔积液中的

脱落细胞提取蛋白)

#

将胸腔积液及腹水离心收集细胞#用磷

酸盐缓冲液清洗一遍)

$

加入
<##

&

[

细胞裂解液*

<

&

[WL)

P]

#

;_

摇床
$#?:2

裂解细胞)

%

离心$

;_

#

!;###1

"

?:2

#

!T

?:2

%#取上清)$

<

%
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检测细胞蛋白)将浆膜腔积液

细胞裂解蛋白上样#用纯化后的抗
&'()!

单克隆抗体作为一抗

$

!cT##

稀释%#用山羊抗小鼠作为二抗$

!cT###

稀释%)
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!

鼠源性抗
&'()!

单克隆荧光抗体检测恶性浆膜腔积

液中的肿瘤细胞
!

$

!

%取新鲜抽取的浆膜腔积液
!?[

#加入
<

&

[

鼠源性抗
&'()!

单克隆荧光抗体$

!cT##

稀释%)$

<

%

$"_

避光摇床
!##1

"

?:2

反应
$#?:2

)$

$

%用磷酸盐缓冲液离

心$

!<##1

"

?:2

#

T?:2

%清洗
$

遍#除去未结合上的荧光单克隆

抗体)$

;

%压片#荧光显微镜镜检)

C

!

结
!!

果

C6B

!

病理科脱落细胞检测
!

卵巢癌及肺癌患者浆膜腔积液的

脱落细胞中查见肿瘤细胞)

C6C

!

*+,

检测
&'()!

表达
!

收集浆膜腔积液中的细胞提取

,R&

#反转录为
AWR&

#

*+,

检测
&'()!

#见图
!

)恶性浆膜腔

积液脱落细胞中
&'()!

呈阳性#而良性病变的浆膜腔积液脱

落细胞中
&'()!

呈阴性或弱阳性)

!!

!

*

8

!肝硬化腹水
"

)@A0:2

*

&'()!

结果&

<

*

"

!心力衰竭胸腔积液
"

)

@A0:2

*

&'()!

结果&

$

*

%

!卵巢癌腹水
"

)@A0:2

*

&'()!

结果&

;

*

7

!肺癌胸

腔积液
"

)@A0:2

*

&'()!

结果&

L

!蛋白标记物)

图
!

!!

*+,

检测
&'()!

表达

C6D

!
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检测浆膜腔积液细胞
&'()!

表达
!

细胞

蛋白检测结果见图
<

)恶性浆膜腔积液脱落细胞中
&'()!

呈

阳性#而良性病变的浆膜腔积液脱落细胞中
&'()!

呈阴性或

弱阳性#与
*+,

的检测结果一致)

!!

!

!肝硬化腹水细胞裂解蛋白&

<

!心力衰竭胸腔积液细胞裂解蛋

白&

$

!卵巢癌腹水细胞裂解蛋白&

;

!肺癌胸腔积液细胞裂解蛋白&

Q

!对

应
;

种细胞的
"

)@A0:2

结果)

图
<

!!

-./0.12)3450

检测细胞蛋白

C6E

!

浆膜腔积液中的异形有核细胞
!

鼠源性抗
&'()!

单克

隆荧光抗体检测浆膜腔积液中的异形有核细胞结果见图
$

)

;

$见,国际检验医学杂志-网站主页.论文附件/%)在恶性浆膜

腔积液中#

SU=+

标记的抗
&'()!

单克隆抗体可与脱落的肿瘤

细胞膜表面的
&'()!

特异性结合#而在良性病变的浆膜腔积

液中呈阴性)抗
&'()!

单克隆荧光抗体直接标记脱落细胞的

结果与
*+,

和
-./0.12)3450

检测结果一致)

D

!

讨
!!

论

&'()!

是近年来发现的新的癌基因)到目前为止的恶性

肿瘤研究中#

&'()!

表达于多种相关组织恶性肿瘤#包括肝细

胞癌*乳腺癌*前列腺癌*胃癌*肾癌*非小细胞肺癌$

RP+[+

%*

食管鳞状细胞癌$

'PP+

%*黑色素瘤*多形性胶质瘤$

(QL

%等#

但其在正常组织和良性病变中表达不明显'

")!!

(

)对比分析癌

组织和良性病变组织#已经确定
&'()!

是一项潜在的诊断癌

症及判断预后的指标)浆膜腔积液是在疾病情况下#胸腔*腹

腔或心包腔内集聚的过多液体的总称#是一种常见的临床现

象)最常见病因为恶性肿瘤$

$!6$̂

%#其次为结缔组织疾病*

结核*肝硬化*心功能不全等)由于
&'()!

是一个在大多数恶

性肿瘤中均表达的基础性癌基因#因此检测脱落细胞的
&'()

!

即可辨别浆膜腔积液的性质#且具有很高的特异度)

杂交瘤技术是将经抗原免疫的小鼠脾细胞和小鼠骨髓瘤

细胞$

P*)<#

%在体外融合在一起#融合后的杂交瘤细胞兼有骨

髓瘤细胞无限繁殖和脾细胞分泌抗体的能力)这种细胞通过

克隆化即可成为单克隆系#能产生大量针对同一抗原决定簇的

抗体#这种抗体就称为单克隆抗体)与多克隆抗体相比#单克

隆抗体的特点是理化性状高度均一*生物活性单一*与抗原结

合的特异性强#性质稳定#且便于人为处理和质量控制#这些优

点使它一问世就受到高度重视)目前为止#人们已经研究出各

种单克隆抗体#其应用已经涉及医学*食品*农业*卫生*环境等

众多领域#单抗药物的开发已经成为生物医学的新热点)单克

隆抗体广泛用于基础研究#疾病的诊断治疗*预防#环境与食品

卫生的检测#提纯蛋白#优生优育#而且随着单克隆抗体技术的

发展#将出现更加广阔的前景)

本研究将鼠源性抗
&'()!

单克隆抗体
SU=+

标记可放大

信号#有利于临床检测)在恶性浆膜腔积液中#

SU=+

标记的抗

&'()!

单克隆抗体可与脱落的肿瘤细胞膜表面的
&'()!

特

异性结合#而在良性病变的积液中呈阴性#结$下转第
<7$
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疫分析#能够进行标准化操作#更符合实验室室内和室间质量

控制的要求)其结果判读客观#原始资料易于保存#具有溯源

性)所以
'[UP&

法是目前梅毒血清学诊断的最佳方法之

一'

!<

(

)

金标法是结合了抗原抗体反应与色谱层析技术的一项快

速检测技术#具有方便快捷*成本低*对实验室环境要求不高*

判读结果直观等特点#可在诊断领域中迅速推广'

!$

(

)本研究

结果显示#金标法阳性检出率为
#6%7̂

#与试剂
&

*

Q

比较#差

异无统计学意义$

E

$

#6#T

%)金标法的灵敏度为
%;6%T̂

$

T8

"

88

%#与试剂
&

*试剂
Q

比较#差异有统计学意义$

E

%

#6#T

%)

因其灵敏度较低#易出现假阴性#所以只适合大批量的健康体

检及急诊手术的初筛试验)

综上所述#

'[UP&

法具有较高的灵敏度*特异度和阳性符

合率#与
=**&

法相比#其成本低廉#且较易实现自动化酶联

免疫分析#适用于大批量的临床手术或输血前标本的筛查工

作)金标法具有检测时间快*假阳性少的优点#但其灵敏度较

低#适用于大批量的健康体检及急诊手术前的初筛试验)为避

免医疗纠纷#对
'[UP&

法检测阳性的标本和金标法检测阳性

的标本#均应采用
=**&

法来确诊)
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