
书书书

·研究原著· 文章编号：!"""#$%&"（$""%）"’#"(()#"*

卵巢癌患者 !"#$#%!$来源初探

李奇灵!，孙阳珍$，于月成)，方 + 静!，张媛丽!，辛晓燕) + （ ! 西安交通大学医学院第一附属医院妇产科，陕西 西安

%!""’!，$西安市黄河医院妇产科，陕西 西安 %!""*)，) 第四军医大学西京医院妇产科，陕西 西安 %!""))

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
）

收稿日期：$""’#!!#"%；+ 接受日期：$""’#!$#!,

基金项目：陕西省科学技术研究发展计划［$""’-"&#.!!（!"）］

通讯作者：辛晓燕/ 012：（"$&）,*%%(),%+ 34562：789:;<= >44?/ 1@?/ A9

作者简介：李奇灵/ 博士生（导师辛晓燕），主治医师/ 012：（"$&）

,!$’(,%%+ 34562：BC5:259;:= !$’/ A:4

&#%’()*$#+ #, !"-)(.-*#+ %!-/#0$ #,
!"#$#%!$ ,)#% ’(-*!+-$ 1*-/ #2()*(+
.(+.!)
!" #$%!$&’!，()* +,&’%-./&$，+) +0/%1./&’)，23*4 5$&’!，

-63*4 +0,&%!$!，7"* 7$,8%+,&)

!D1E5FG419G :> .891A:2:78 59@ H;<G1GF6A<， I6F<G J>>6265G1@
K:<E6G52，L1@6A52 M:22171， N6O59 P65:G:97 Q96R1F<6G8， N6O59
%!""’!，MC695，$D1E5FG419G :> .891A:2:78 59@ H;<G1GF6A<，N6O59
K?597C1 K:<E6G52， N6O59 %!""*)， MC695， )D1E5FG419G :>
.891A:2:78 59@ H;<G1GF6A<， N6S697 K:<E6G52， I:?FGC L626G5F8
L1@6A52 Q96R1F<6G8，N6O59 %!""))，MC695

【34$-)(.-】356：0: A:4E5F1 GC1 1TGF5AG6:9 41GC:@< :> 1T:#
<:41< >F:4 G6<<?1 :F 5<A6G1< :> 59 5@R59A1@ :R5F659 A59A1F E5#
G619G，G: @1G1AG GC1 1TEF1<<6:9 :> 1T:<:41< :> GU: <:?FA1，59@ G:
1TE2:F1 GC1 ;1<G E5GCU58 :> 5AV?6F697 1T:<:41</ 6789:;<：
0C1 G6<<?1 :> :R5F659 A59A1F U5< G5W19 59@ GC1 A59A1F A122< U1F1
<1E5F5G1@ 59@ A?2G?F1@/ 0C1 A122 A?2G?F1 <?E1F95G59G U5<
A:221AG1@/ 0C1 5<A6G1< U5< A:221AG1@ >F:4 GC1 <541 E5G619G/ 0C1
1T:<:41< U1F1 1TGF5AG1@ ;8 ?2GF5A19GF6>?75G6:9 59@ ?2GF5>62GF5G6:9
>F:4 GC1 A122 A?2G?F1 <?E1F95G59G 59@ GC1 5<A6G1< 59@ U1F1 1T54#
691@ ?9@1F 121AGF:9 46AF:<A:E1/ KXY%"，KXY&"，LKM A25<< !
4:21A?21 59@ LKM A25<< " 4:21A?21 :9 1T:<:41< U1F1 G1<G1@ ;8
Z1<G1F9 ;2:GG697/ 0C1 EF:G169 A:9A19GF5G6:9 :> 1T:<:41< U5<
G1<G1@ ;8 [MJ 41GC:@/ =7<>?8<：0C1 G641 >:F GC1 A19GF6>?75#
G6:9 :> 5<A6G1< U5< 2:971F GC59 GC5G :> <?E1F95G59G/ 0C1 1T:<:41<
A:?2@ ;1 :;G5691@ >F:4 522 :> GC1 <?E1F95G59G< 59@ GC1 5<A6G1< U6GC
A59A1F A122<，9:G >F:4 GC1 5<A6G1< U6GC:?G A59A1F A122</ 0C1
1T:<:41< 1TEF1<<1@ LKM A25<< ! 4:21A?21，KXY%" 59@ KXY&"
1TA1EG LKM A25<< " 4:21A?21/ 0C1 EF:G169 A:9A19GF5G6:9 :> 1T:#
<:41< 69 GC1 5<A6G1< U5< C67C1F GC59 GC5G :> GC1 <?E1F959G59G :>
A122 A?2G?F1（9 \ "/ "(）/ &:@&?><5:@：J<A6G1< 6< 5 ;1GG1F
<:?FA1 :> 1T:<:41< >:F GC1 :R5F659 A59A1F E5G619G U6GC 45267959G
1>>?<6:9 U6GC E:<6G6R1 A59A1F A122</ 0C1 1T:<:41< A59 ;1 1TGF5AG1@
>F:4 :R5F659 A59A1F G6<<?1 >:F GC1 E5G619G< U6GC:?G 5<A6G1< :F U6GC

5<A6G1< 69 UC6AC A59A1F A122< 5F1 9175G6R1/
【A!B1#)0$】1T:<:41<；5<A6G1<；:R5F659 91:E25<4<；A122 A?2G?F1

G1AC96V?1<

【摘+ 要】目的：同一晚期卵巢癌患者，对组织来源和腹水来
源的 1T:<:41<进行方法和数量的比较，探讨获得卵巢癌患者
1T:<:41<的最佳途径/ 方法：收集晚期卵巢癌患者卵巢癌组
织，分离癌细胞进行培养，留上清液，取同一患者的腹水，通过

超速离心和超滤等方法提取上清液及腹水中的 1T:<:41<，电
镜下检测；Z1<G1F9 [2:G测定 1T:<:41< 上 KXY%"，KXY&"，LKM
!类分子和 LKM"类分子的表达；用 [MJ 蛋白测定法测定
1T:<:41<的蛋白浓度，计算蛋白总含量/ 结果：腹水离心时间
比上清液离心时间长，所有细胞培养上清液和癌细胞阳性的

腹水均能分离出 1T:<:41<，癌细胞阴性的腹水中未分离出 1T#
:<:41<；两种来源的 1T:<:41<共同表达 LKM!类分子、KXY%"
和 KXY&"，均不表达 LKM"类分子，腹水中分离出来的 1T:#
<:41<蛋白含量比细胞培养上清液的含量高（9 \ "/ "(）/
结论：腹水中癌细胞阳性的患者，腹水是 1T:<:41< 的比较理
想的来源；无腹水或腹水中癌细胞阴性的患者，1T:<:41< 可来
源于卵巢癌组织/
【关键词】1T:<:41<；腹水；卵巢肿瘤；细胞培养技术
【中图号】]%)%/ )!+ + +【文献标识码】J

CD 引言
1T:<:41<是许多种细胞都能分泌的直径 )" ^ &"

94的小囊泡，由蛋白质和脂质组成的亚细胞器/ 近
年来，癌症患者的肿瘤细胞和树突状细胞（ @19@F6G6A
A122，DM）分泌的 1T:<:41<，由于它携带所分泌细胞的
一些抗原信息，被作为肿瘤特异性抗原的来源，用于

恶性肿瘤免疫治疗［! _ $］的研究/ 由 DM 分泌的 1T:#
<:41<已经在黑色素瘤和非小细胞肺癌进入了临床
!期试验［)］，但 1T:<:41< 在卵巢癌中的研究进展较
慢/ 本研究我们对晚期卵巢癌患者组织来源和腹水
来源的 1T:<:41<分离方法、获得量比较，探讨卵巢癌
患者最佳 1T:<:41<来源途径/

ED 对象和方法
E/ ED 对象D 选择 $""(#"! ‘ $""(#!$ 在西安交通大学
第一附属医院妇产科住院的原发性卵巢癌患者 !(
例，年龄（() a ’）岁/ 临床分期# ^$期，均伴有腹

!""第四军医大学学报（# $%&’() *+, *-. /0+1）2334，25（6）7 )((8：9 9 :%&’0;,< =>>&< -.&< ?0



水，腹水中查出癌细胞者 !" 例（!" # !$），腹水中癌细
胞阴性者 $ 例（$ # !$）% 取标本前未经化疗，均为第一
次剖腹探查，术中无菌操作留取卵巢癌组织，术前或

术中留取腹水% 术后病理诊断，浆液性囊腺癌 & 例，
黏液性囊腺癌 ’ 例%
( ( &&% &)*重水购自 +,-./ 公司；0123!’4" 培养液
购自 5,678 公司；9:;<=,>?@A 离心超滤管（!""BC/）、
D.,78; E?<=/ 高回收率高流速切向流超滤离心管
（!""BC/）购自美国 2,??,>8=: 公司；兔抗人热休克蛋
白（F+1G"）多克隆抗体、兔抗人 F+1&" 多克隆抗体
购自武汉博士德生物工程公司；鼠抗人 2F9!类分
子（FHDIDJ9）.D6、鼠抗人 2F9"类分子（FHDI
C0）.D6购自华美公司；K:A<:=; J?8<试剂盒（包括酶
标记二抗、D 液和 J 液）购自 1,:=7: 公司，J9D 蛋白
浓度测定试剂盒，购自碧云天生物技术研究所%
!% "# 方法
!% L% !( 细胞培养( 采用机械分散法获得肿瘤细胞悬
液：将肿瘤组织剪成 $ M !" ..) 的小块组织，弃去结

缔组织、坏死组织、血管等% 轻轻挤压肿瘤组织过 !""
目的筛网，悬液再过 L"" 目筛网，将所得的细胞悬液
置于含 L ..8? # H HI谷氨酰胺和青霉素 ! N !"$ E # H、
链霉素 !"" .- # H 的无血清 0123!’4" 全培养液中，
于 )GO含 $" .H # H 9PL 细胞培养箱中常规培养，隔

日传代，待细胞生长至对数期时，收集上清液% 用 L$
- # H胰酶消化收集细胞，用 1J+ 洗涤重悬，调整细胞
浓度为 ! N !"!" # H% 实验均用对数生长期的细胞%
!% L% L( :Q8A8.:A的获得( 分别取腹水和细胞培养上
清液，以 )"" -离心 $ .,;，取上清液；以 R"" -离心 )"
.,;，去沉淀；再以 !" """ -离心 4" .,;，取上清液；加
入 9:;<=,>?@A超滤离心管中，以 !$"" - 离心 ! S，取浓
缩液% 将 )" - # H的蔗糖 #重水垫、浓缩液和 !" ..8? #
H 1J+依次放入离心管中，低温下以 !"" """ ! 超速
离心 ! S% 取出混有 :Q8A8.:A 的蔗糖 #重水垫，!"
..8? # H 1J+ 悬浮，加入 D.,78; E?<=/ 高回收率高流
速切向流超滤离心管中，以 !$"" ! 离心 )" .,;，重复
) 次% 取浓缩液用!" ..8? # H 1J+悬浮成$ .H，为待测
液% 记录离心和超滤次数，置于 4O冰箱中保存备用%
!% L% )( :Q8A8.:A的鉴定
!% L% )% !( 电镜( 将待测液各取 L" #H滴于载样铜网
上，于室温静置 ! .,;；用滤纸从侧面吸干液体，滴加
L" - # H磷钨酸（>F ’% R）约 )" #H 于铜网上，室温负
染 ! .,;；用滤纸吸干负染液，在白炽灯下烤干后，于
透射电镜下观察，并照相%
!% L% )% L( K:A<:=; J?8< 方法( $ 灌制 +C+I1D5T 电
泳胶（’*浓缩胶，!L*分离胶）；% 用细胞培养上清

液中 :Q8A8.:A 阳性的待测液、腹水中 :Q8A8.:A 阳性
的待测液、癌细胞裂解液和腹水中 :Q8A8.:A 阴性的
待测液各 !$ #H，上样于四块 1D5T 凝胶的对称位
置，恒压 !"" U 电泳，至溴芬蓝带泳至胶底以上约 !
7.处，终止电泳；& 用电转移装置将蛋白转至 V9膜
上；’ 电泳转移完毕后，取出膜，用 WJ+洗涤 ! 次；(
将膜放入封闭液，室温下封闭 ! S，或 4O封闭过夜；
) 用封闭液稀释各抗体上清（F+1G" !X$"；F+1&"
!X$"；2F9! !X!""；2F9 " !X!""），与含有目的蛋
白条带的膜在室温下作用 ! S；* WJ+W洗膜 4 次，每
次 !$ .,;；+ 按试剂盒说明稀释酶（F01）标记二抗，
与膜室温下作用 )" .,;；, WJ+W 洗膜 4 次，每次 !$
.,;；- 按试剂盒说明混合 D 液和 J 液，与膜作用 !
.,;后进行 Y光片曝光；显影和定影后观察结果%
!% L% 4( :Q8A8.:A浓度测定( 取腹水和细胞培养上清
液中 :Q8A8.:A 阳性的待测液，用 J9D 蛋白浓度测定
试剂盒分别测定的蛋白浓度，步骤如下：$ 按 $" 体
积 J9D试剂 D加 ! 体积 J9D 试剂 J（$" X!）配制适
量 J9D工作液，充分混匀% % 完全溶解蛋白标准品，
取 !" #H用 1J+稀释至 !"" #H ，使终浓度为 "% $ - #
H% & 将标准品按 "，!，L，4，R，!L，!’，L" #H加到
&’ 孔板的标准品孔中，加标准品稀释液补足到 L"
#H% ’ 加 !" #H样品到 &’ 孔板的样品空中，加标准
品稀释液到 L" #H% ( 各孔加入 L"" #H J9D 工作
液，)GO放置 )" .,;% ) 测定 "$’L ;.值，根据标准曲

线计算出蛋白浓度%
统计学处理：统计学处理采用 +1++!"% " 统计软

件包分析，两组之间均数比较采用 # 检验，$ Z "% "$
为差异有统计学意义%

"# 结果
"% !# 离心及超滤过程的比较# 腹水标本与细胞培养
上清液标本离心次数相同，而超滤次数多于细胞培养

上清液，腹水标本超滤慢，时间长，!"" .H 标本需要
（G" [ &）.,;，易堵塞超滤管的超滤孔；而细胞培养上
清液则需要（L" [ G）.,;，两者相比有显著性差异（$
Z "% "$），相对腹水标本而言，从细胞培养上清液中
分离 :Q8A8.:A可节省时间和超滤管%
"% "# 电镜# 分别将两种标本置于透射电子显微镜下
观察，可见具有明显异质性的圆形或椭圆形小囊泡，

直径约 )" M &" ;.，有完整的包膜，内为低电子密度
物质（图 !）% !" 例晚期卵巢癌患者癌细胞阳性腹水
标本和 !$ 例细胞培养上清液中，均能分离出 :Q8I
A8.:A，电镜下形态无区别% $ 例晚期卵巢癌患者癌
细胞阴性腹水标本中未分离出 :Q8A8.:A%
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!：腹水来源的 "#$%$&"%（ ’ ()*）；+：细胞培养上清液来源的 "#$,

%$&"%（ ’ (**）-

图 (. 电镜下人晚期卵巢癌患者来源的 "#$%$&"%

!- "# 免疫蛋白的表达 # 在细胞培养上清 "#$%$&"%
阳性待测液、腹水中 "#$%$&"% 阳性的待测液、癌细胞
裂解液标本中发现大约在 !/（ ’ (*0）为 1*，02 和 30
处有一明显的特异蛋白带，通过 4"%5"/6 +$75 检测
后，该蛋白带可被 89:1*，;8<!类分子抗体和
89:3* 抗体特异性识别（图 )），从而肯定其为
89:1*，;8<!类分子和 89:3* 基因的蛋白表达产
物- 在 !/（ ’ (*0）为 =* 处无蛋白带表达，故无 ;8<
"类分子表达- 腹水中 "#$%$&"% 阴性的待测液中无
蛋白表达-

!：热休克蛋白 3*；+：#,>?5@6；<：热休克蛋白 1*；A：#,>?5@6；B：主要组

织相容性抗原!类分子；C：#,>?5@6- (：细胞培养上清待测液 ；)：癌细

胞阳性腹水待测液；0：癌细胞裂解液；=：癌细胞阴性腹水待测液-

图 ). 89:3*，89:1*和;8<!类分子的4"%5"/6 +7$5表达情况

!- $# 腹水及细胞培养上清液中分离 "#$%$&"% 的各
种参数（表 % 和表 !）. 蛋白总量（&D）E最终体积
（&F）’ +<! 法测的蛋白浓度（ D G F）- 腹水来源标
本：平均每个患者的 "#$%$&"% 蛋白总量为（0- )3 H
(- ==）&D- 组织来源标本的 "#$%$&"% 蛋白总量为
（*- 33 H *- =*）&D，与腹水来源标本蛋白含量（0- )3 H
(- ==）&D相比，" # *$ **，" I *- *(，有显著性差异-

表 (. 晚期卵巢癌 (* 例患者癌细胞阳性的腹水中分离的 "#$,

%$&"%参数

患者
编号

开始体积
（&F）

最终体积
（&F）

蛋白浓度
（D G F）

蛋白总量
（&D）

( ()=* 2- J *- 00 (- 1(

) 10* 2- * *- 1= =- 3*

0 (2** 3- 2 *- == 0- 0*

= )(** J- 2 *- K3 2- 3*

2 (2** 3- 2 *- KJ 2- (*

K (3** J- * *- )) (- 3K

3 (K** J- * *- 00 )- K=

J )*** 1- 2 *- )3 )- 23

1 (2** 3- 2 *- =0 0- ))

(* (2** 3- * *- )2 (- 32

表 ). 晚期卵巢癌 (2 例患者组织来源的 "#$%$&"%参数

患者
编号

开始体积
（&F）

最终体积
（&F）

蛋白浓度
（D G F）

蛋白总量
（&D）

( (** (- = *- 00 *- =K

) (*2 (- 2 *- 1= (- =(

0 1K (- ) *- == *- 20

= (** (- = *- K3 *- 1=

2 (*0 )- * *- KJ (- 0K

K (*) (- K *- )) *- 02

3 (** (- 2 *- 00 *- 2*

J 1J (- 3 *- )3 *- =K

1 1J (- K *- =0 *- K1

(* (** (- 2 *- )2 *- 0J

(( 13 (- ) *- =2 *- 2=

() (*) (- 1 *- 3J (- =J

(0 (** (- J *- 2K (- *(

(= (*0 (- 0 *- 02 *- =K

(2 11 (- 2 *- KJ (- *)

"# 讨论
经研究证实 "#$%$&"% 来源于细胞内的多囊体，

多囊体内的富含肽段,;8< 分子的小泡被释放到细
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胞间隙中，形成所谓的 !"#$#%!$& 在鼠实验中，’( 来
源的 !"#$#%!$显示了具有免疫原性的特征，可以消
除肿瘤，表明 !"#$#%!$是具有生物活性的囊泡，具有
免疫调节作用和潜在的抗肿瘤作用［)］& 面向临床应
用的 *+, 级外来体的制备和纯化程序，即通过一系
列标准离心和超滤的方法分离 !"#$#%!$，用电镜鉴定
其形态和直径，-!$.!/0 12#. 或免疫电镜方法证明其
上表达细胞膜成分，目前已用于肿瘤免疫治疗，其来

源包括肿瘤细胞来源，’(来源以及恶性浆液［3 4 5］&
本研究我们利用标准方法制备 !"#$#%!$，从 67

例癌细胞阳性的卵巢癌患者腹水和 63 例组织来源的
细胞培养上清液中分离出了 !"#$#!%$，用电镜证实了
其形态& 我们发现对同一卵巢癌患者肿瘤细胞培养
上清液和腹水来源的 !"#$#%!$ 进行了比较，发现从
细胞培养上清液和腹水中分离的 !"#$#%!$ 与腹水中
的癌细胞裂解液表达相同的免疫原性蛋白分子

89,57、89,:7 和 +8(!类分子，这些与肿瘤密切相
关的分子表明腹水和细胞培养上清液中 !"#$#%!$ 均
来源于卵巢癌细胞& 有学者研究发现，肿瘤来源的
!"#$#%!$除了含有携带高浓度的肿瘤抗原候选分子、
抗原提呈分子及其伴侣分子外，还含有四次跨膜蛋

白，*,;锚定蛋白等［<］& 1=/>等［:］从 ) 例间皮瘤、? 例
肺癌、? 例乳腺癌和 6 例卵巢癌的胸水中分离出外来
体，其上包含有特异性抗原：9@A?3，1B*，,C’D，
.E/#%F#$G#0>H0?& 卵巢癌患者的腹水来源的 !"#$#%!$
所携带的抗原信息可能也是很丰富的，需要进一步

证实&
每次抽腹水可获得 :I7 J ?677 %K，其内含有 !"L

#$#%!$蛋白总量为（I& ?5 M 6& ))）%N，而经过 67 余次
的细胞培养传代，可获得细胞培养上清液 677 %K，获
得 !"#$#%!$的蛋白总量为（7& 55 M 7& )7）%N，明显少
于腹水来源的 !"#$#%!$& 所以对于腹水中癌细胞阳
性的患者而言，腹水是 !"#$#%!$ 的理想来源，不但量
丰富，而且采集方法简单、痛苦小，可直接分离& 相对
于体外培养细胞上清而言，腹水来源的 !"#$#%!$ 具
有几个优势：" 可以大量制备，免除了繁琐的细胞
培养& # 电镜结果证实腹水中含有大量的大小不一

的 !"#$#%!$& $ !"#$#%!$ 上的 89,57，89,:7 和
+8(!类分子为相关性最密切的肿瘤抗原，这些是
被自身抗原呈递细胞摄取和呈递的关键分子& % !"L
#$#%!$表达 89,57，89,:7 和 +8(!类分子，这些
本源性肿瘤抗原表明这些 !"#$#%!$ 是来自于肿瘤细
胞& O0>/!等用抗 +8(!类分子 O1( %OF 进行的免
疫吸附试验证实每毫升恶性积液中平均含有 < P 6767

个 !"#$#%!$性 +8(!分子，而体外培养的肿瘤细胞
上清约为每毫升 5 P 67: 个 !"#$#%!$性 +8(!分子&
所有这些数据说明恶性积液是肿瘤细胞源性 !"#L
$#%!$的丰富来源，而且其上的肿瘤抗原 Q +8(!复
合物非常适合临床应用&
本研究虽然发现对于同一卵巢癌患者来说，在分

离方法和获得量上比较，从癌细胞阳性的腹水中获得

!"#$#%!$比细胞培养理想，但哪一种来源的 !"#$#%!$
在免疫治疗中会发挥更大的作用需进一步研究&
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