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　　摘　要 :目的　探讨 LEA 和 CEA在大肠腺瘤与不同分化大肠癌间的关系。方法　用双抗夹心 ELISA

技术 ,检测大肠腺瘤 16例、不同分化大肠癌 93 例及正常人 32 例血清中 LEA 和 CEA。结果　LEA 在大肠

腺瘤的阳性率分别与高、中分化大肠癌间的阳性率无显著性差异 ( P >0.05 ) ,与低分化癌的阳性率存在显著

性差异 ( P <0.05 ) ;而 CEA在大肠腺瘤的阳性率分别与高、中、低不同分化大肠间的阳性率无显著性差异 ( P

>0.05 ) ;结论　LEA 在大肠腺瘤的表达可作为分化程度较高的大肠癌癌前病变的指标。
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　　Abstract:Objective　Toex ploretherelationshi pofLEAandCEAbetweencolorectaladenomaanddifferent

differentiatedcolorectalcarcinoma. Methods　UsingsandwichELISAtechnolo gy,LEAandCEAarese paratel y

detectedinserumof16colorectaladenoma,93differentdifferentiatedcolorectalcarcinomaand32normal peo2
ple. Result　LEA positiverateamon gcolorectaladenomaandwell,moderatel ydifferentiatedcolorectalcarcino 2
mahasnosi gnificantdifference ( P >0.05 ) .LEA positiverateofcolorectaladenomaissi gnificantl ydifferent

from poorlydifferentiatedcolorectalcarcinoma ( P <0.05 ) ;whileCEA positiverateofcolorectaladenomaisnot

significantl ydifferentfromthatofwell,moderatel yor poorlydifferentdifferentiatedcolorectalcarcinoma ( P >

0.05 ) . Conclusion　LEAex pressionincolorectaladenomama ybere gardedasamarkerof pre2cancerouslesion

incom parativel ywell 2differentiatedcolorectalcarcinoma.
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　　CEA是存在于胚胎胃肠粘膜上皮及一些恶性组

织细胞表面的糖蛋白。大量研究发现 ,CEA的过量表

达不仅限于大肠癌 ,而且见于消化道及其它组织肿瘤。

临床检测 CEA血清 ,有助于诊断癌症患者的预后及肿

瘤药物的疗效观察。LEA是宋今丹等用人结肠癌细胞

系CCL2187 作为免疫原免疫小鼠 ,获得能分泌单抗

ND21的杂交瘤细胞 1C2。ND21抗体所识别的大肠癌

细胞表面相关抗原 ,称为 LEA[1] (largeexternalanti gen

大外抗原)。我们应用双抗夹心 ELISA技术以 ND21

和 CEA抗体分别对大肠腺瘤和不同分化大肠癌患者

血清进行 LEA和 CEA的检测 ,探讨 LEA在大肠腺瘤

与不同分化大肠癌间的表达。

1　材料与方法

1.1 　血清、动物及细胞来源 　血清来自中国医科大

学附属第二临床学院普外科 ,其标本经病理诊断确

认 :高分化癌 43例 ,中分化癌 31例 ,低分化癌 19例 ;

大肠腺瘤 16例。正常人血清 32 例来自第一临床学

院门诊献血者。Balb/C 纯系小鼠购置本校实验动物

中心 ,杂交瘤细胞 1C2由宋今丹研制成功 ,人大肠癌

细胞系 CCL2187 由美国哈佛大学医学院 Dana2Far2
ber肿瘤研究所惠赠。

1.2 　ND21单抗的制备及纯化　常规方法制备腹水 ,

用蛋白 G柱 (安发玛西亚公司)纯化 ,真空干燥制成
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干粉 ,4℃冰箱保存。

1.3 　双抗夹心 ELISA法测定大肠腺瘤及高、中、低分

化大肠癌患者血清中 LEA抗原水平　实验为双复孔 ,

阳性对照为 CCL2187上清液 ,阴性对照为正常人血清。

方法如下 :用洗涤液 PBST洗涤酶标板 4次 ,将 ND21

抗体稀释于 0.01M 碳酸缓冲液 (pH9.6 )至蛋白质浓

度为 10μg/ml,200 μl/孔 ,37 ℃孵育 2h,4 ℃过夜。PB2
ST洗板 4 次。用含 1%BSA 的 0.01M 碳酸缓冲液

(pH9.6 )封板 ,37 ℃2h,PBST 洗板 4次。抗原待测血

清用含 1%BSA 2PBST (pH7.4 )稀释 1 倍后 ,200μl/

孔 ,37℃4h。PBST 洗板 4次。加 ND21抗体 (10μg/

ml) ,200μl/孔 ,37 ℃2h。PBST 洗涤 4次 ,加辣根过氧

化物酶标记羊抗鼠 IgG (1:3000 稀释) 200μl/孔 ,37 ℃

2h。加底物 TMB,100μl/孔 ,室温、轻轻混合 5s、至

20min 时 ,加 2MH 2 SO4 ,50μl/孔终止反应 ,在酶标仪

450nm 处 ,依次测量各孔光密度。

　　癌胚抗原试剂盒测定大肠腺瘤及高、中、低分化

大肠癌患者血清中 CEA抗原的水平 : 方法同上。

1.4 　结果判定　正常对照组平均 OD值加二倍标准

差 ( �x ±2 s)为阳性阈值 ,大于此值为阳性病例。方法

重复性 :同一样本在同一块 96孔酶标板上测定 6次 ,

其变异系数为批内变异 ;同一样本在不同的 96 孔酶

标板上 ,不同时间重复测定 6 次 ,其变异系数为批间

变异。实验为双复孔 ,并设阴性 ,阳性和空白对照。

1.5 　统计学分析　分别计算 LEA、CEA在诊断大肠

腺瘤及高、中、低不同分化大肠癌的灵敏度 ,特异度 ,

预期值及准确率 ,并进行χ2检验和非配对 t 检验。

2　结果

2.1 　LEA的阳性率在大肠腺瘤与高、中分化大肠癌以

及高、中分化癌之间相比无显著性差异 ( P >0.05 ) ,与低

分化大肠癌之间存在显著性差异 ( P <0.05 ) ,高、中分

化大肠癌分别与低分化癌之间存在非常显著性差异

( P <0.01 ) ;CEA在大肠腺瘤与高、中、低分化大肠癌

以及高分化与中分化、中分化与低分化大肠癌之间相

比无显著性差异 ( P >0.05 ) ,但 CEA在高分化与低分

化大肠癌间存在非常显著性差异 ( P≤0.01 ) ,见表 1。
　表 1LEA 及 CEA在临床大肠腺瘤

与高、中、低分化大肠癌患者血清中的比较

类型 例数
LEA

阳性数 %

CEA

阳性数 %

大肠腺瘤 16 10 63 8 50
高分化癌 43 39 91 31 72 3
中分化癌 31 26 84 19 61
低分化癌 19 2 11 5 26 3

3 CEA在高分化癌与低分化癌间存在 P≤0.01: 临界值附近

2.2 　对大肠腺瘤及高、中、低分化大肠癌与正常人血

清中 LEA 和 CEA 的 OD 值进行非配对 t 检验。结

果如下 :大肠腺瘤的 LEA、CEA分别与正常人血清的

OD值相比 ,均存在非常显著性差异 ( P <0.01 ) ,大肠

腺瘤的LEA 分别与高、中分化大肠癌患者血清的 OD

值相比 ,均无显著性差异 ( P >0.05 ) ,与低分化大肠

癌患者血清的 OD 值相比 ,存在显著性差异 ( P <0.

05) ;大肠腺瘤的 CEA 分别与中、低分化大肠癌患者

血清的 OD 值分别相比 ,均无显著性差异 ( P >0.

05) ,但与高分化大肠癌 OD值相比却存在显著性差

异 ( P <0.05 ) ,见表 2。
表 2 大肠腺瘤、高、中、低分化大肠癌患者

及正常对照组血清中 LEA 和 CEA水平 ( �x ±s)

类型 例数 LEA 水平 (OD) CEA水平 (OD)

正常对照组 32 0.26 ±0.04 0.33 ±0.05

大肠腺瘤 16 0.38 ±0.073 3 0.42 ±0.18

大肠癌 93 0.39 ±0.07 0.63 ±0.38

高分化癌 43 0.41 ±0.05 0.78 ±0.48

中分化癌 31 0.40 ±0.05 0.60 ±0.35

低分化癌 19 0.31 ±0.03 3 0.36 ±0.09

阳性阈值 �x ±2 s 0.35 0.41

LEA 在大肠腺瘤与低分化癌间 OD值的表达存在 P <0.05:

临界值附近

2.3 　从表 3可看出 ,LEA 的灵敏度、预期值及准确

率在大肠腺瘤、高、中分化大肠癌均比 CEA 高 ,在低

分化大肠癌中比 CEA 低 ;LEA 与 CEA 在大肠腺瘤

及高、中、低分化大肠癌的特异度均相似。

2.4 　双抗夹心 ELISA 法检测 LEA 在大肠腺瘤及

高、中、低分化大肠癌的批内和批间变异系数分别为

3.3% 和 6.8%;2.9% 和 6.5%;3.2% 和 6.7%;3.3%

和 6.8% 。

3　讨论

　　大肠癌是常见的恶性肿瘤 ,寻找特异性强 ,敏感

度高的标记物对早期诊断、治疗至关重要。CEA 在

大肠癌及其它良、恶性肿瘤患者血清中均可升

高[2,3] 。而 LEA 经 ND21单抗标记的阳性率 ,大肠癌

组织明显高于内胚层来源的非大肠癌的癌组织 ,

且131 I标记的 ND21单抗在体外和裸鼠体内对大肠癌

细胞有较好的特异性[4] 。

　　为深入探讨 LEA 的血清学诊断价值 ,我们对

LEA 和 CEA在大肠腺瘤、高、中、低分化大肠癌患者

血清中进行检测 ,作比较性研究结果表明 : (1) 用

ND21对大肠腺瘤、高、中分化大肠癌患者血清中
LEA 的检测比 CEA抗体对 CEA 的检测 ,其灵敏度、

预期值和准确率更高 ,而低分化大肠癌的灵敏度、预

期值及准确率比 CEA 低 ,说明 ND21 抗体检测大肠

腺瘤、高、中分化大肠癌患者血清比 CEA抗体检测
(下转第 270页)
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多数肿瘤来说血管的形成取决于血管形成正、负调节

因子之间的平衡。血管内皮生长因子 (VEGF )是高

度特异性的血管内皮细胞促分裂素 ,可通过增加微血

管通透性和直接作用于血管内皮细胞上的特异性受

体 ,刺激内皮细胞增殖 ,促进血管生成 ,是重要的正调

节因子之一。VEGF 在正常组织中低水平表达 ,在肿

瘤组织中表达增高 ,促进肿瘤新生血管形成和肿瘤生

长 ,为肿瘤侵袭转移创造条件。有研究表明 ,应用

VEGF 拮抗剂能够抑制肿瘤的生长、肿瘤血管生成及

肿瘤的转移[3] 。本实验研究发现 ,有淋巴结转移的

直肠癌组织中 VEGF 的表达率明显高于无淋巴结转

移者 ,二者之间具有相关性 ( P <0.05 ) 。这表明

VEGF 在直肠癌的转移中起重要作用。

　　肿瘤的发生是一个多步骤的过程 ,而血管生成是

肿瘤发展的限速步骤。在肿瘤进展中血管生成这一

表型可能是原癌基因激活和抑癌基因失活的结

果[4] 。

　　p53 基因是一种抑癌基因 ,在肿瘤血管生成中发

挥重要作用并与 VEGF 相互联系。p53 基因可以调

节细胞增殖活性及 VEGF 的表达 ,直接或间接影响

肿瘤血管的生成。野生型 p53 (wt2p53 )能促进体外

培养细胞血管形成抑制因子 TSP2mRNA 的表达 ,而

突变型 p53 ( mt2p53 )能下调 TSP2mRNA 的表达 ,同

时促进 VEGF2mRNA 的表达[5] 。

　　本实验结果显示 ,在 VEGF 表达较高的区域 ,

p53 表达亦强。相关分析显示 ,两者显著正性相关 ( P

<0.05 ) ,这提示 p53 突变与 VEGF 的表达具有相关

性 ,即当 wt2p53 发生突变后就失去了抑制 VEGF 转

录和表达的功能 ,导致肿瘤血管的新生。wt2p53 从

剂量依赖的方式抑制 VEGF 启动子的活性 ,而 mt2
p53 则能促进 VEGF 表达和肿瘤血管生成。
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更有意义。(2) 将大肠腺瘤与高、中、低分化大肠癌

的 OD 值进行 LEA 和 CEA 纵向比较 ,发现 LEA 在

大肠腺瘤分别与高、中分化大肠癌相比无显著性差异

( P >0.05 ) ;而 CEA在大肠腺瘤分别与中、低分化大

肠癌相比均无显著性差异 ( P >0.05 ) ,说明 LEA 在

大肠腺瘤的表达更倾向于高、中分化癌 ,而 CEA的表

达更倾向于中、低分化癌。提示 :腺瘤和癌组织中

含有共同的肿瘤相关抗原 ,其含量随腺瘤变异和异型

程度的增加 ,更趋接近大肠癌。

　　免疫组化研究发现 ,LEA 在腺瘤中表达的阳性

率明显趋于高、中分化大肠癌[5] ,与本文结果一致。

证明大肠腺瘤是大肠癌主要的癌前病变 ,而检测

LEA 有助于判断腺瘤的癌变倾向。为大肠腺瘤的恰

当处理 ,预防和减少大肠癌的发生提供了一项辅助血

清学诊断。

　　　　表 3LEA 、CEA在大肠腺瘤及高、中、低分化大肠癌血清学诊断中的价值

参数
大肠腺瘤

LEA+ CEA+

高分化大肠癌

LEA+ CEA+

中分化大肠癌

LEA+ CEA+

低分化大肠癌

LEA+ CEA+

灵敏度 ( %) 63 50 91 72 84 61 11 26

特异度 ( %) 97 94 97 94 97 94 97 94

预期值 ( %) 91 80 98 94 96 70 67 71

准确率 ( %) 85 79 93 81 90 78 65 69
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