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摘
!

要"目的
!

建立基于抗体
1

适配子双夹心的高尔基体蛋白
('

"

JI('

$

HMPK2

检测方法!并用于血清
JI('

的检测%方法
!

以抗体
1

适配子双夹心的模式!通过正交试验和方阵滴定试验确定
JI('

特异性抗体和适配子最佳工作水平&反应的温度和时间

等%以
JI('

重组蛋白建立标准曲线并评价该方法灵敏度&精确度&线性及准确度等%利用该方法对
&)

例对照组患者及
((

例肝

癌患者血清进行
JI('

水平检测!并同步进行电化学发光定量测定甲胎蛋白"

2EI

$水平%结果
!

该方法标准曲线的批内变异系

数"

)U

$为
'#,(*

!批间
)U

平均为
$#$$*

#平均回收率为
)&#,*

!灵敏度达
!"#%0

8

(

BM

%肝癌患者血清
JI('

水平均明显高于对

照组&肝炎组和肝硬化组"

!

$

%#%&

$%

JI('

对原发性肝癌诊断灵敏度为
,&#(*

!而
2EI

为
+"#'*

#而早期肝癌中
JI('

和
2EI

灵敏度分别为
(+#(*

&

'+#(*

%结论
!

成功建立基于抗体
1

适配子夹心的
JI('HMPK2

检测方法!该方法可用于临床检测
JI('

水平%

关键词"高尔基体蛋白
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高尔基体蛋白
('

$

JI('

&是相对分子质量约为
('h!%

' 的

'

型跨膜糖蛋白#在健康人肝脏中表达甚微或不表达)

!

*

%但研

究发现其在肝癌细胞中表达明显升高#

JI('

被认为是肝癌诊

断的新型标志物)

"

*

'近年来的研究更是表明#

JI('

诊断原发

性肝癌的灵敏度可达
((#%*

!

,,#+*

#明显优于甲胎蛋白

$

2EI

&的
$%#%*

!

+"#)*

%特别是在
2EI

阴性原发性肝癌的

诊断中
JI('

更具优势)

'1&

*

'在以往的研究中#免疫印迹试验

和
HMPK2

两种方法最常用于
JI('

蛋白水平的检测'其中免

疫印迹试验由于操作步骤繁多#且仅用蛋白水平半定量#无法

在临床应用推广%

HMPK2

中的单抗(多抗的制备时间周期长#

过程复杂#纯度要求高#难以控制#且抗体的修饰困难#长期保

存难等限制了其临床应用'适配子是指经筛选后得到能与靶

分子特异性结合的核酸片段#适配子能够分辨出靶分子结构上

细微的差别#甚至可以区分
!

个甲基或
!

个羟基的差别#具有

高度特异性'而与抗体相比#适配子具有筛选周期短(可人工

合成(方便修饰和保存(可重复利用等优势%迄今筛选到的凝血

酶(茶碱(抗血管内皮因子等适配子已在诊断中彰显出广阔的

应用前景)

+

*

'因此本研究将获得的适配子用生物素标记作为

检测分子#并以
JI('

的特异性多克隆抗体为捕获分子#建立

抗体
1

适配子双夹心
HMPK2

方法#并应用于临床血清标本

JI('

水平的检测'

@

!

资料与方法

@#@

!

一般资料
!

选取广州医学院第一附属医院
"%!!

年
'

!

!!

月的住院患者
!((

例为研究对象#其中肝癌患者
((

例#男

&)

例#女
!,

例#年龄
"'

!

,"

岁#诊断以组织病理学为依据#肿

瘤分期根据美国器官分配联合网络$

UTcK

&改良的
3TR

分

期进行#其中早期肝癌
'%

例#包括
3!

期$单个肿块小于
"AB

&

和
3"

期$单个肿块直径为
"

!

&AB

%或少于
'

个肿块#但每个

肿块直径小于
'AB

&%肝硬化患者
"!

例#其中男
!$

例#女
(

例#

年龄
'&

!

,$

岁%肝炎患者
"%

例#其中男
!&

例#女
&

例#年龄

%#'

!

,%#%

岁'另选择同期健康体检者
&)

例纳入对照组#排

除消化道疾病及肿瘤患者#年龄
"$

!

,(

岁'

@#A

!

仪器与试剂
!

纯化的
JI('

重组蛋白(

JI('

特异性多克

隆抗体由本课题组制备%生物素标记的
JI('

适配子由本课题

组前期制备与验证)

(

*

#并交上海
P05.7;4

8

60

公司合成和修饰

$适配子序列专列号!

eM"%!"!%"'&)&"#"

&%辣根过氧化物酶标

-

("+!

-

国际检验医学杂志
"%!+

年
+

月第
'(

卷第
!"

期
!
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!
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!
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记的链霉亲和素购自美国
K.

8

B9

公司%酶标板购自
J;6.06;

V.41406O6>>/79;

公司%全自动洗板机购自
V.4\9?

公司%

H>f,%%

酶标仪为美国宝特公司产品%

H!(%

电化学发光仪购自罗氏

公司'

@#B

!

方法

@#B#@

!

抗体
1

适配子双夹心
HMPK2

基本操作过程
!

以
%#%&

B4>

"

M

:

])#+T9

"

Oc

'

1T9]Oc

'

缓冲液稀释
JI('

特异性多抗

按试验设定浓度包被酶标板#

$N

过夜%用含有
%#%&*

$

5

"

5

&吐

温
1"%

$

3<6601"%

&的
IVK

$

IVK3

&洗涤
'

次#拍干后加封闭液

)

"*

牛血清清蛋白溶液$

VK2

&的
IVK3

*封闭#

$N

过夜%然后

用
IVK3

洗涤
'

次#按设定浓度每孔加入
!%%

%

MJI('

重组蛋

白#均作复孔#酶标板在
'(N

孵育
!=

后用
IVK3

洗涤
'

次#

并拍干'按设计的方案在酶标孔中加入生物素标记的
JI('

适配子
!%%

%

M

每孔#酶标板在
'(N

作用
!=

后用
IVK3

洗涤

'

次#并拍干'加辣根过氧化物酶标记的链霉亲和素
!%%

%

M

每孔#

'(N

作用
!=

%

IVK3

洗涤
$

次后#加底物四甲基联苯胺

$

3RV

&

!%%

%

M

每孔#

'(N'%B.0

%之后终止反应并在
$&%0B

波长测定吸光度$

c[

&值'

@#B#A

!

抗体
1

适配子双夹心
HMPK2

法检测
JI('

蛋白最适工

作条件的确定
!

$

!

&主要试剂工作浓度确立!将
JI('

特异性

多抗$

&B

8

"

BM

&包板设立了
!i&%%

(

!i!%%%

(

!i"%%%

三个

稀释度#

JI('

蛋白稀释成
"%%

(

!%%

(

&%0

8

"

BM

#

V.47.0

标志的

JI('

适配子$

'%

%

8

"

BM

&及辣根过氧化物酶标记的链霉亲和

素则设立了
!i!%%%

(

!i"%%%

(

!i&%%%

三个工作浓度'选

用四因素三水平的正交表设计各因素的交叉试验方案#筛选确

定最佳工作浓度'$

"

&最适封闭液的选择!最佳工作浓度确定

后#固定蛋白标准品的浓度#采用方阵试验测试不同封闭液

$

:

](#$

的含
!*VK2

的
IVK3

(

:

](#$

的
!*

脱脂奶粉及

:

](#$

的含
"*VK2

的
IVK3

&与稀释条件对结果的影响#根

据标本与空白对照的差值#最终确定最适封闭液'

@#B#B

!

受试者工作特征$

7N)

&曲线及灵敏度的制作
!

按所得

到的最佳工作浓度与反应条件#进行抗体
1

适配子双夹心

HMPK2

检测#制备标准曲线'

JI('

重组蛋白用磷酸盐缓冲液

$

IVK

#

:

](#$

&配制成
,

个浓度!

,%%#%

(

+%%#%

(

$%%#%

(

"%%#%

(

!%%#%

(

&%#%

(

"&#%

(

!"#&0

8

"

BM

#以稀释液为空白对照#每个浓

度做
"

个复孔'以蛋白浓度为横坐标#以
c[

值为纵坐标#绘

制
7N)

曲线并建立回归方程'计算空白对照的
c[

值#以空

白对照的
=L'H

为判定标准#根据
7N)

曲线计算该系统的最

低检测限#即灵敏度'

@#B#C

!

精确度
!

以标准曲线批内误差和批间误差来表示该方

法的精确度'$

!

&批内误差!每一标准样品浓度做
!%

次重复#

以其批内变异系数$

)U

&表示批内误差'$

"

&批间误差!将

JI('

标准品各浓度平行测定
!%

次#以其批间
)U

表示批间

误差'

@#B#P

!

回收试验
!

于已知
JI('

浓度的正常混合血清标本

$

&b!%

&内各加入系列浓度的
JI('

$

&%%

(

$%%

(

"%%0

8

"

BM

&#重

复测定
'

次测定#计算回收率'

@#B#Q

!

血清标本
JI('

和
2EI

水平测定
!

对
&)

例对照者(

((

例肝癌患者(

"!

例肝硬化患者(

"%

例肝炎患者进行血清

JI('

的测定$参照
!#'#!

中步骤&#同时对
&)

例对照组患者及

((

例肝癌患者血清用
H!(%

全自动电化学发光分析仪测定

2EI

水平'

@#C

!

统计学处理
!

采用
KIKK!,#%

统计软件进行数据处理及

统计学分析'计量资料以
=LH

表示#组间比较采用
B

检验#

!

$

%#%&

为差异有统计学意义'

A

!

结
!!

果

A#@

!

抗体
1

适配子双夹心
HMPK2

检测
JI('

最佳工作浓度的

确定
!

经测试和对正交实验结果比较分析后发现#在检测系统

中#采用
&

%

8

"

BM

$稀释度为
!i!%%%

&浓度的
JI('

特异性抗

体包板(生物素标记的
JI('

特异性适配子工作浓度为
!&

0

8

"

BM

$稀释度为
!i"%%%

&#辣根过氧化物酶标记的链霉亲和

素工作浓度为
!i"%%%

#获得的标本与空白对照之间的
c[

差

值最大#见表
!

#因此初步确定了包板的
JI('

特异性抗体浓度

为
&

%

8

"

BM

$稀释度为
!i!%%%

&(生物素标记的
JI('

特异性

适配子工作浓度为
!&0

8

"

BM

$稀释度为
!i"%%%

&#辣根过氧

化物酶标记的链亲和素工作浓度为
!i"%%%

'

表
!

!!

JI('

夹心
HMPK2

检测系统的正交试验

适配子"链霉

亲和素工作

浓度

JI('

特异性抗体$

&B

8

"

BM

&稀释度

!i"%%%

$

"#&

%

8

"

BM

&

试验组 空白组

!i!%%%

$

&

%

8

"

BM

&

试验组 空白组

!i&%%

$

!%

%

8

"

BM

&

试验组 空白组

!i!%%%

"

!i"%%% %#!!" %#%), %#!,$ %#%,! %#!"$ %#%)!

!i"%%%

"

!i"%%% %#!)! %#%,( %#!), %#%,+ %#!+( %#%,)

!i!%%%

"$

`

&

%#%+, %#%&! %#%+' %#%$+ %#%(! %#%+%

!i"%%%

"$

`

&

%#%+, %#%&) %#%&+ %#%$( %#%(" %#%+'

KDF/7;97640>

@

%#%(! %#%++ %#%+$ %#%&! %#%$+ %#%$,

!!

注!试验组为在检测系统中加有
&%0

8

"

BMJI('

蛋白#空白组未加蛋白标准品#其他条件同试验组'$

`

&表示未加链霉亲和素#

KDF/7;97640>

@

表示仅加有底物而未加适配体和链霉亲和素'

A#A

!

最佳封闭条件的确定
!

在最适工作浓度下#采用方阵滴

定试验#分别测试
'

种封闭液#结果发现含
"*VK2

的
IVK3

作封闭液能明显减低系统的本底
c[

值而对蛋白标准品的影

响不大#所产生的标本与空白对照之间的差值最大#见表
!

'

因此#最终确定
JI('

双抗体夹心
HMPK2

检测系统的最佳封

闭液条件为
:

](#$

含
"*VK2

的
IVK3

'

A#B

!

JI('

标准曲线的制备及灵敏度的确定
!

用稀释液稀释

JI('

蛋白为
,%%#%

(

+%%#%

(

$%%#%

(

"%%#%

(

!%%#%

(

&%#%

(

"&#%

(

!"#&0

8

"

BM

系列浓度#采用前述建立的双夹心
HMPK2

法重复

检测
"

次#结果表明其具有良好线性关系的检测区间为
!"#&

!

$%%#%0

8

"

BM

'通过
J;9

:

=

:

9?I;./B

绘制
JI('

检测方法标

准曲线#见表
"

#回归方程为
<b%#%%",4_%#%)%+

#

A

"

b

%#)+)$

'空白对照
N?

值的
=

为
%#%)&

#

H

为
%#%!%

'按照空

白对照的
=L'H

为判定标准#在标准曲线上所对应的
JI('

蛋

-

,"+!

-
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白浓度为该方法最小检出量#即灵敏度'计算得出的最低检测

限为
!"#%0

8

"

BM

'

A#C

!

抗体
1

适配子双夹心
HMPK2

检测
JI('

方法的系统评

价
!

批内
)U

为
'#,(*

$

"#(%*

!

$#)%*

&#批间
)U

均值为

$#$$*

$

"#'%*

!

+#$%*

&%

'

个浓度点的回收率均值为
)&#,*

$

)"#+*

!

!%"#!*

&#见表
'

'

A#P

!

血清标本
JI('

和
2EI

水平测定
!

((

例肝癌患者
JI('

水平为$

!(,#"L,)#+

&

0

8

"

BM

#明显高于肝硬化患者的$

+,#(L

!,#&

&

0

8

"

BM

#肝炎患者的$

''#,L!%#'

&

0

8

"

BM

#以及对照组的

$

!,#(L+#(

&

0

8

"

BM

$

!

$

%#%&

&'肝癌患者血清
2EI

水平为

$

!$"#+L&+#$

&

0

8

"

BM

#比对照组的$

$#'L%#)

&

0

8

"

BM

#肝炎患

者的$

!"#"L!'#,

&

0

8

"

BM

及肝硬化患者的$

!+#)L""#'

&

0

8

"

BM

都明显升高$

!

$

%#%&

&'但早期肝癌患者血清
2EI

水平

为$

!'#,L)#'

&

0

8

"

BM

#与其他
'

组比较#差异均无统计学意义

$

!

#

%#%&

&%而早期肝癌组血清
JI('

水平为$

!"$#'L',#)

&

0

8

"

BM

#比肝硬化(肝炎患者#以及对照组都明显升高$

!

$

%#%&

&'见表
$

'

表
"

!!

抗体
1

适配子双夹心
HMPK2

检测
JI('

方法的批内

!!!

与批间差异

浓度

$

0

8

"

BM

&

批间差异

=LH

$

0

8

"

BM

&

)U

$

*

&

批内差异

=LH

$

0

8

"

BM

&

)U

$

*

&

% %#%,)%L%#%%$) &#+ %#%,+%L%#%%$" $#)

&% %#"!$%L%#%%)" $#' %#"!%%L%#%%)% $#'

!%% %#'!)%L%#%!!& '#+ %#'!,%L%#%%,+ "#(

"%% %#&$$%L%#%'++ +#$ %#&&+%L%#%!() '#"

$%% !#'+"%L%#%'!+ "#' !#'$!%L%#%&(% $#'

表
'

!!

回收率的测定

混合血清
JI('

水平$

0

8

"

BM

&

加入
JI('

量

&%%0

8

"

BM

理论值

$

0

8

"

BM

&

测定值

$

0

8

"

BM

&

回收率

$

*

&

$%%0

8

"

BM

理论值

$

0

8

"

BM

&

测定值

$

0

8

"

BM

&

回收率

$

*

&

"%%0

8

"

BM

理论值

$

0

8

"

BM

&

测定值

$

0

8

"

BM

&

回收率

$

*

&

,) ""+ "!! )'#& !)' !)( !%"#! !"+ !"! )&#,

!!+ "$$ "'% )$#" "!! "%' )+#' !$$ !'' )"#+

表
$

!!

各组受试者
JI('

(

2EI

表达水平$

=LH

'

0

8

)

BM

%

组别
& JI(' 2EI

肝癌组
(( !(,#"L,)#+ !$"#+L&+#$

早期肝癌组
'% !"$#'L',#) !'#,L)#'

肝硬化组
"!

+,#(L!,#&

"(

!+#)L""#'

"(

肝炎组
"%

''#,L!%#'

"(

!"#"L!'#,

"(

对照组
&)

!,#(L+#(

"(

$#'L%#)

"(

!!

注!与肝癌组比较#

"

!

$

%#%&

%与早期肝癌组比较#

(

!

$

%#%&

'

A#Q

!

2EI

与
JI('

的
7N)

曲线
!

由
7N)

曲线计算
JI('

和

2EI

用于诊断肝细胞肝癌的临界值$

OD714CC

值&分别为
&)#+

(

!,#"

%

8

"

M

%

2EI

对肝细胞肝癌的诊断灵敏度明显低于
JI('

$

+"#'*

低于
,&#(*

#

!

$

%#%&

&%早期原发性肝癌
JI('

的灵

敏度为
(+#(*

#

2EI

的灵敏度仅为
'+#(*

'

JI('

曲线下面

积为
%#,,$

#

)&*

置信区间为
%#,'$

!

%#)'$

'

2EI

曲线下面积

为
%#((+

#

)&*

置信区间为
%#(%+

!

%#,$&

'

B

!

讨
!!

论

!!

JI('

又称
'

型高尔基体膜蛋白#少量表达于人胆管上皮

细胞#在肝细胞中几乎不表达#但在肝炎(肝硬化等疾病中

JI('

表达明显上调#特别是在原发性肝癌中)

,1)

*

'目前#众多

研究表明
JI('

作为新型原发性肝癌肿瘤标志物#其诊断特异

度与灵敏度优于
2EI

#特别是在早期原发性肝癌中)

!%

*

'

K=.

等)

!!

*研究显示原发性肝癌诊断中
JI('

灵敏度为
+,#&*

#而

2EI

则仅为
",#,*

'

"%!%

年一项超过
$%%%

例的大样本(多

中心(多种族
JI('

系列相关研究结果显示#

JI('

诊断原发性

肝癌的灵敏度及特异度分别达到了
(&*

和
)(*

#而
2EI

仅为

&,*

和
,&*

)

!"

*

'但
V;ra6;

等)

!'

*研究中
JI('

的灵敏度与特

异度为
+%*

和
((*

#均不及
2EI

的
((*

和
)+*

'综合以上

研究#除了各研究入选病例不同的影响外#主要由于目前并没

有统一的
JI('

检测方法与严格精确的临界值#导致各研究间

JI('

灵敏度差异很大'

本试验利用
JI('

特异性多抗和适配子建立了检测
JI('

水平的方法#精密度与准确性均符合临床应用要求#灵敏度可

达
!"#&0

8

"

BM

#检测肝癌患者血清标本的
JI('

水平明显高

于其他组$

!

$

%#%&

&#也验证了本方法的实用性'此外本试验

中
JI('

用于原发性肝癌的诊断的灵敏度为
,&#(*

#优于
2EI

的
+"#'*

%两者
7N)

曲线下面积分别为
%#,,$

和
%#((+

#据此

推断
JI('

可考虑为原发性肝癌诊断指标'而在早期肝癌组

$包括
3!

(

3"

期&血清
JI('

平均水平明显高于肝硬化组$

!

$

%#%&

&#而血清
2EI

在两组中差异无统计学意义$

!

#

%#%&

&%

早期原发性肝癌患者检测
JI('

的灵敏度为
(+#(*

#

2EI

灵

敏度仅为
'+#(*

%显示了
JI('

在早期诊断原发性肝癌中的优

越性'此结果与
e=94

等)

!$

*研究在
2EI

阴性病例中
JI('

灵

敏度达
("*

的结果相符'此后还需要开展肝癌患者的大样本

研究#才能进一步明确肝癌患者各分期与阶段血清
JI('

水平

的变化#以明确
JI('

在肝癌诊断中的应用价值'

本研究中建立了基于抗体
1

适配子检测
JI('

的方法#具

有方便(快速(灵敏度和精确度高等特点#为
JI('

更广泛的应

用于临床诊断奠定了基础%同时为适配子进一步用于临床诊断

检测提供了依据'
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]F2!A

(三酰甘油(总胆固醇(低密度脂蛋白胆固醇和高密度脂

蛋白胆固醇数据比较#差异无统计学意义$

!

#

%#%&

&#与无肾

病组比较#低蛋白尿组和高蛋白尿组的病程较长#收缩压(微量

清蛋白水平较高#视网膜病变人数多$

!

$

%#%&

&#高蛋白尿组

尿素氮(肾小球滤过率(血清肌酐(尿酸和清蛋白水平较高

$

!

$

%#%&

&%与低蛋白尿组比较#高蛋白尿组
"$=

微量清蛋白(

尿素氮(肾小球滤过率(血清肌酐(尿酸水平较高$

!

$

%#%&

&%

'

组患者
SHJE

和
HK

间比较#差异有统计学意义$

!

$

%#%&

&#低

蛋白尿组和高蛋白尿组的
SHJE

和
HK

水平均比无肾病组高

$

!

$

%#%&

&#且高蛋白尿组
SHJE

和
HK

水平高于低蛋白尿组

$

!

$

%#%&

&'进行回归分析结果显示#

SHJE

和
HK

与
"

型糖

尿病肾病有相关性%线性相关性分析结果显示#

SHJE

和
HK

与患者的肾小球滤过率和清蛋白呈负相关%与患者的
"$=

尿

液中微量清蛋白和视网膜病变呈正相关'糖尿病患者
"$=

尿

液中微量清蛋白和视网膜病变也是临床用于诊断
"

型糖尿病

肾病的诊断标准#故笔者认为
SHJE

联合
HK

对
"

型糖尿病肾

病患者进行诊断有一定价值'

综上所述#血浆
SHJE

和
HK

在
"

型糖尿病不同临床分期

有不同程度的升高#对
"

型糖尿病肾病诊断中#对
SHJE

和
HK

进行检测具有一定的诊断价值'
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