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(单核细胞趋化蛋白
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X&[#$

$(粒细胞巨噬细胞集落刺激因子"

UX#&4V

$的量值变化在
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发生发展过程中的作用%方法
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白芯片法检测
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例
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例健康者血清
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的浓度%结果
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与健康对照组比
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期患者相比!
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UX#&4V
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$!差异有统计学意义!血清
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血清
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UX#&4V

的改变与
Z4&"&

的发生(发展密切相关!其血清学检测有助于了解
Z4&"&

患者的免疫功能状态!对

Z4&"&

分期(分型具参考价值%
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肺癌是全球范围内最常见的恶性肿瘤之一#严重威胁人类

健康*世界卫生组织
),$)

年全球肿瘤统计数据显示#肺癌的

发病率和病死率分别为
$*+,T

和
$5+=T

#居所有肿瘤之首#已

成为全球性的健康威胁+

$
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*非小细胞肺癌$
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&是肺癌中
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最常见的一类#其发生发展与机体的免疫功能状态密切相关*

机体存在复杂的调节免疫功能的细胞因子工作网络#各种细胞

因子互相协调共同维持机体免疫功能稳态#而细胞因子与肿瘤

的关系一直是肿瘤免疫学研究的热点之一*多种细胞因子联

合定量检测是判断机体免疫功能的有效方法#具有重要的研究

价值*本研究采用高灵敏度)高通量的蛋白芯片法检测

Z4&"&

患者和健康者血清中的细胞因子浓度#并结合
Z4&"&

患者的临床资料探讨其在肺癌发生发展过程中的作用和意义#

为
Z4&"&

患者免疫功能评价和免疫治疗提供依据*

$
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资料与方法
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!

一般资料
!

选取
),$=

年
=

'

5

月苏州大学附属第一医院

收治的初诊
Z4&"&

患者
-,

例#其中男
).

例#女
)=

例#平均年

龄$

.1+=\5+.

&岁*所有病例均经组织病理学检查确诊#其中

鳞癌
))

例#腺癌
)%

例*根据国际抗癌联盟$

O!&&

&

>ZX

分期

标准!

-

期
$*

例#

$

期
$$

例#

+

期
$)

例#

*

期
$=

例*收集同

期本院预防保健科健康体检者
-,

例#其中男
).

例#女
)=

例#

平均年龄$

.-+-\.+*

&岁*

Z4&"&

组和健康对照组一般资料

差异无统计学意义$

B

#
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&*患者与健康对照者均知情

同意*
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仪器与试剂
!

3e#[B@A]H8GK&

'

D?LJK@=#

6

B@A

细胞因子

检测芯片$苏州聚生物材料有限公司&)

U3!8G

7

@gHGKD

"/4=,,,8JKJ

化学成像分析仪$美国
U@K@CGB3B@MDCJM&?8

6

G#

K

'

&)

>4#$

脱色摇床$杰瑞尔电器有限公司&)

g"#5,$h

型漩涡

混合器$海门其林贝尔仪器制造有限公司&)

"h#$,,

手掌型离

心机$海门其林贝尔仪器制造有限公司&*

$+'

!

方法
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标本采集
!

采集肺癌患者及健康对照组清晨空腹静脉

血
*8"

#室温下静置
$E

后以
*,,,C

"

8JK

离心
$,8JK

#将血

清分装后置于
_%,`

冰箱保存备用*

$+'+/
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细胞因子检测
!

血清细胞因子定量检测采用蛋白芯片

夹心法*首先制备标准品并根据需要进行稀释#同时使用样品

稀释液以
$a$,

稀释血清样本*取出蛋白芯片并于室温下平

衡
),8JK

#从加样孔往每个反应器内加入洗液
),,

#

"

润洗#静

置
*8JK

%使用移液枪将洗液吸尽后加入
),,

#

"

配置好的血清

样品液或标准品#室温)

$-,C

"

8JK

孵育
)E

#洗涤芯片后加入检

测抗体混合液
),,

#

"

#室温)

$-,C

"

8JK

孵育
$E

%洗涤芯片#加

入
]W[

标记链霉亲和素溶液
),,

#

"

#室温)

$-,C

"

8JK

孵育

,+-E

%洗涤芯片后向芯片表面滴加等比混好的发光底物液
*,

#

"

#将发光架移入化学发光成像仪中成像#所得图像使用
U@#

K@[JA

6

C?.+,

软件进行分析*以标准品信号值为横坐标#标准

品浓度为纵坐标绘制标准曲线#根据样品信号值在标准曲线上

求出样品浓度$
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统计学处理
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采用
4[44$1+,

软件进行数据处理及统计

学分析#计量资料不服从正态分布#以
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&形式表示#两

组间比较采用
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为差异有

统计学意义*
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和健康对照组血清各细胞因子浓度
!

与健康对

照组比较#
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Z4&"&

不同病理状态下血清各细胞因子浓度的比较
!

依据
Z4&"&

患者不同临床病理参数进行分析分组#比较分析

-

,=*)
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%
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发现#与
-

i

$

期患者相比#

+

i

*

期患者血清
!"#.

浓度明显

升高$

B

%

,+,$

&#血清
X&[#$

浓度降低$

B

%

,+,-

&#血清
UX#

&4V

浓度明显降低$

B

%

,+,$

&#差异有统计学意义#血清
!"#%

浓度的差异无统计学意义$

B

#

,+,-

&%与无淋巴结转移的患者

相比#有淋巴结转移的患者血清
!"#.

浓度升高$

B

%

,+,-

&#差异

有统计学意义#血清
!"#%

)

X&[#$

)

UX#&4V

浓度的差异无统计

学意义$

B

#

,+,-

&%与肺鳞癌患者相比#肺腺癌患者血清
!"#%

浓

度升高$

B

%

,+,-

&#差异有统计学意义#血清
!"#.

)

X&[#$

)

UX#

&4V

浓度的差异无统计学意义$

B

#

,+,-

&*见表
)

*

'

!

讨
!!

论

细胞因子是由活化的免疫细胞$

>

细胞)

9

细胞)

Z0

细胞)

单核巨噬细胞)中性粒细胞&#成纤维细胞等产生的一类分泌型

糖蛋白#其以多种多样的生物学活性#在体内构成功能性细胞

因子网络#彼此协作或相互制约#介导和调节机体免疫应答)炎

性反应)造血功能#对维持机体正常的免疫功能状态起着非常

重要的调控作用*在异常情况下#细胞因子也会成为一系列病

理过程的重要介质#参与炎性反应和肿瘤的发生+

)

,

*血清中细

胞因子含量普遍较低#传统的
3"!4/

方法难以达到良好的检

测效果*本研究采用高灵敏度)高通量的蛋白芯片法$可同时

检测数个或数十个指标&#其基本技术手段是基于一种新型的

固体支撑材料///改性聚二甲基硅氮烷$

J[:X4

&#

J[:X4

独

特的表面化学能够有效地固定蛋白质并保持其生物活性#在复

杂环境下仍然能实现蛋白质的0绝对零1非特异性吸附#从而保

证其满足体外诊断的要求+

*

,

*基于这些优点#本研究使用
J[#

:X4

作为载体#同时高效地检测肺癌患者血清中多种细胞因

子浓度*

!"#.

和
!"#%

都属于细胞因子网络中具有多种效应的炎性

介质#其产生受多种因素的调控#一方面可由机体免疫系统接

受病毒)脂多糖)糖皮质激素等的刺激后产生#另一方面#当机

体处于荷瘤状态时#肿瘤细胞也可通过自分泌和旁分泌的方式

产生这类细胞因子+

=#-

,

*

!"#.

主要通过介导信号传导与转录激

活因子
*

$

4>/>*

&通路来调节肿瘤细胞的增殖与分化#抑制肿

瘤细胞凋亡#刺激肿瘤新生血管生成+

.

,

*

!"#%

也具有调节肿

瘤血管生成的作用#通过促进肿瘤组织血管的生成来促进肿瘤

的生长)侵袭和转移+

1

,

*本研究显示#

Z4&"&

患者血清
!"#.

)

!"#%

浓度显著高于健康对照组#

!"#.

随着病理分期的增加以

及淋巴结转移的出现而升高#提示
!"#.

在
Z4&"&

侵袭)转移

过程中发挥重要作用#这与陈春莉等+

%

,的研究结果基本一致*

多项研究表明#血清
!"#.

和
!"#%

浓度升高是
Z4&"&

预后不

良的指标#血清
!"#.

和
!"#%

浓度的检测有助于了解患者的免

疫功能状态)判断疾病进展和评估预后+

5#$,

,

*本研究还发现肺

腺癌血清
!"#%

浓度显著高于肺鳞癌#而此前未见有关血清

!"#%

浓度在
Z4&"&

不同组织类型中表达浓度不一的报道#王

振元等+

$$

,在应用逆转录
[&W

技术研究肺癌组织
!"#%8WZ/

表达时曾发现肺腺癌
!"#%8WZ/

表达高于其他组织学类型的

肺癌#对于此现象的产生原因仍不清楚#可能与肺腺癌的一些

生物学行为相关#如肺腺癌在早期即可侵犯血管和淋巴管#常

在原发瘤引起症状前即已转移*

X&[#$

是一种具有重要生理作用的趋化因子#可由单核

细胞)巨噬细胞)成纤维细胞等接受一定刺激后诱导分泌#在体

内发挥介导免疫细胞迁移#调节血细胞发育)胚胎器官发育)血

管生成)细胞凋亡等作用*

UX#&4V

是一种多功能造血因子#

可以选择性地刺激粒细胞)巨噬细胞增殖)分化和成熟*体外

研究表明#将表达
X&[#$

的纤维母细胞和癌细胞共同接种动

物时#其能抑制肿瘤的生长和转移%而添加
UX#&4V

培养的单

个核细胞用于治疗早期和复发性
Z4&"&

的研究也已经进入

$

期临床实验阶段#表明
X&[#$

和
UX#&4V

具有抗肿瘤活

性+

$)#$*

,

*本研究显示#

Z4&"&

患者血清
X&[#$

)

UX#&4V

浓

度高于健康对照组#这些炎性因子的升高一方面反映了机体免

疫系统发挥积极的抗肿瘤效应#另一方面细胞因子)趋化因子

的持续存在和由其引发的级联反应能够诱导细胞增殖#趋化炎

性细胞聚集#增加活性氧产物的产生#导致
:Z/

氧化损伤#有

:Z/

损伤或发生了基因突变的增殖细胞在富含炎性细胞和多

种生物因子的微环境中继续失控性增殖#修复程序混乱#最终

癌变#也反映了细胞因子作用网络的双向性和复杂性+

$=

,

*肿

瘤微环境中组成性表达的
X&[#$

)

UX#&4V

对肿瘤的发生)发

展)转移等病理过程有着重要作用#

X&[#$

)

UX#&4V

均可通过

招募多种炎性细胞)加速血管生成的作用来促进肿瘤细胞的生

长+

$-#$.

,

*本研究显示#

X&[#$

和
UX#&4V

浓度在肿瘤后期出

现下降#推测可能是由于肿瘤细胞产生的免疫抑制因子所

导致*

细胞因子浓度的改变与
Z4&"&

的发生)发展密切相关#

通过细胞因子的血清学检测有助于及时了解患者的免疫功能

状态#评估肿瘤病变的分期和预后转归等#其同时也提示对于

Z4&"&

的治疗可以通过干预细胞因子通路来实现*然而目前

细胞因子血清学检测未得到足够的重视和普及#究其原因可能

是由于细胞因子在血清中含量较低#缺乏高灵敏度)高通量的

检测平台#而蛋白芯片检测技术的建立为血清细胞因子的检测

提供了高灵敏度)高通量)低成本的检测平台#具有很高的临床

应用前景*
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,+,-

为检验水准#

B

%

,+,-

为差异有统计学意义*

/

!

结
!!

果

/+$

!

方法
/

!

观察加样针的携带现象#所用酶联免疫分析仪

有
=

根针#

$

'

=

号标本作为对照组#后面每
=

个阳性标本后跟

着
=

个阴性对照作为试验组#结果均值为
)+$5)

#结果明显低

于对照组#差异有统计学意义$

B

%

,+,$

&*

/+/

!

方法
9

!

观察加样针的污染现象#

$

'

=

号作为对照组#

后面每加
$

次阳性对照#加样针接触
$

次阴性对照#共接触
*

次#结果均值为
$+1=$

#明显低于对照组#差异有统计学意义

$

B

%

,+,$

&*

/+'

!

*

种方法试验结果对比
!

方法
&

作为纠正后加样方案#

阴性对照组结果没有明显变化*方法
/

评价单次吸样阳性标

本对后面标本或阴性对照的污染和拖带现象*方法
9

是多次

吸样阳性标本#多次接触阴性对照#是对阴性对的污染情况评

价*方法
&

与前两次试验作比较#评价调整加样程序对结果

的影响*见表
$

*

表
$

!

*

种方法试验结果对比表%

b:

&

分组 方法
/ %

方法
9 %

方法
& %

阳性标本
,+,,)\,+,,= )= ,+,,)\,+,,= )% ,+,,)\,+,,= )=

对照组
*+),.\,+$- $) *+),.\,+$- $) *+),.\,+$- $)

试验组
)+$5)\,+*1*

&

% $+1=$\,+)%$

&

$) *+,-%\,+)). %

!!

注!与对照组比较#

&

B

%

,+,-

*

'

!

讨
!!

论

!!

]9M/Q

是病毒刺激肝细胞产生的一种免疫球蛋白#它是

感染病毒后最早呈阳性#也是最晚转阴性的一项#其阳性不仅

代表乙肝接触史#也可能是隐性乙肝病毒感染后的一种表现#

由于
]9M/Q

并不作为诊断指标#往往
]9M/Q

阳性标本不被

复查#一直以来
]9M/Q

的阴性对照稳定性很差#尤其是不及

时更换阴性对照情况下#时常阴性对照
b:

值明显下降#而此

b:

值直接用来计算
&b

值#其结果对于
]9M/Q

滴度低的标

本造成假阴性结果*

]9M/

7

的强抗原性#使既往接触史人群或乙肝患者人群

产生大量的
]9M/Q

#而且目前试剂的灵敏度能达到纳克水平#

很可能造成全自动酶免疫的加样携带现象#已有文献报道加样

针污染标本的情况*虽然酶联免疫分析仪加样针有特殊涂层#

能有效地防止挂液现象#但大多医院只用去离子水清洗钢针#

一旦遇到高滴度标本或高黏度样本时#加样针往往不能冲洗干

净#从而造成携带现象+

-

,

*仪器在加样过程中#为了加样量的

准确#吸样完成后再吐出部分标本#并且随着钢针被重复使用

次数的增加#其内壁可能吸附蛋白质或脂质等污物#这样携带

的残留直接污染下一标本#方法
/

)方法
9

中的试验组标本明

显已被污染#而且接触阳性标本次数越多污染越严重+

.#1

,

*

综上所述#

]9M/Q

在日常检测中的质量难以保证#以往#

检测乙肝
-

项一般是
-

项平行加样#加样针内吸样至少
)*-

#

"

#虽然加样针内部经过了特殊处理#单靠去离子水仍然难以

彻底清洗干净%改变流程后#单加
]9M/Q

#吸样
$,

#

"

就可以#

很大程度减少了标本与加样针内部的接触面积#也就减少了残

留#降低了加样针携带概率*阴阳对照调整为先加#这样可以

避免加样针对阴性对照的污染#确保
&b

值的准确)稳定#由

此#用
>3&/Z

全自动酶联免疫分析仪
:0$-,=

检测乙肝
-

项

中的
]9M/Q

#方法
&

是较为理想的工作程序*
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