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ＣＳＦＤＫＫ１作为标志物在神经母细胞瘤诊断与治疗监测中的临床价值
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　　［摘要］　目的　定量检测神经母细胞瘤（ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＮＢ）患者脑脊液（ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄ，ＣＳＦ）中 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ相关
蛋白１（ＤＫＫ１），探讨其作为诊断ＮＢ及疗效评估标志物的临床价值。方法　 实验组４８例：ＮＢ患者经ＣＴ、骨髓检查确诊，
年龄５个月至１１岁，包括男性２５例，女性２３例；Ｅｖａｎｓ分期：Ⅰ期５例，Ⅱ期２０例，Ⅲ期１５例，Ⅳ期８例。对照组５０例：
神经系统良性肿瘤２５例，年龄５个月至６５岁，包括男性１３例，女性１２例；化脓性脑膜炎１０例，年龄５个月至６岁，包括
男性４例，女性６例；脑外伤１５例，年龄２～４５岁，包括男性１０例，女性５例。ＮＢ患者分别于治疗前、化疗结束后３ｄ及化
疗联合手术治疗后３ｄ采集ＣＳＦ样本各１次。ＥＬＩＳＡ法定量检测ＣＳＦ中ＤＫＫ１水平并做ＲＯＣ曲线分析，对ＮＢ患者治疗
后（化疗及化疗联合手术治疗）的ＣＳＦＤＫＫ１水平进行随访检测。结果　 与对照组［（５７．０±１３．７）ｐｇ／ｍＬ］相比，ＮＢ患者
ＣＳＦＤＫＫ１水平显著增高［（８８．７±２２．９）ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＜０．０１］；ＲＯＣ曲线分析表明，ＣＳＦＤＫＫ１诊断ＮＢ（Ｃｕｔｏｆｆ＝６５．０ｐｇ／ｍＬ）
的灵敏度为８３％，特异性为７６％。与治疗前相比，化疗缓解组［ｎ＝３５，（４８．５±９．７）ｐｇ／ｍＬ］及化疗联合手术组［ｎ＝１５，
（４６．４±７．８）ｐｇ／ｍＬ］的 ＣＳＦＤＫＫ１水平均显著下降（Ｐ＜０．０１），而化疗无效组的 ＣＳＦＤＫＫ１水平无明显变化［ｎ＝１３，
（８９１±２５．７）ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＞０．０５］。结论 　 ＮＢ患者脑脊液中ＤＫＫ１水平显著升高且与疗效密切相关，可作为ＮＢ筛查诊断
及疗效评估的标志物。
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　　神经母细胞瘤（ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＮＢ）因缺乏特异性
诊断与治疗监测的标志物，导致误诊率高，影响治疗预

后［１］。ＮＢ患者间存在广泛的肿瘤异质性，在化疗等
过程中易产生耐药［２－３］，从而延误治疗。目前已有ＮＢ
诊断及预后判断的报道［４－８］，均对切除组织以ＲＴＰＣＲ
或免疫组化检测相关蛋白与基因的表达，存在样本难

以获取、无法定量分析等问题。分泌性糖蛋白 ＤＫＫ１
是Ｄｉｃｋｋｏｐｆ（ＤＫＫ）蛋白家族成员。血清ＤＫＫ１在多种
恶性肿瘤中显著升高［９－１２］，诊断特异性差；ＤＫＫ１直接
释放到脑脊液中（ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄ，ＣＳＦ），但 ＣＳＦ
ＤＫＫ１能否及时、完整地出现在外周血，将受血脑屏
障、血浆蛋白酶等因素影响。显然直接检测 ＣＳＦ
ＤＫＫ１，更能特异、客观地反应患者ＤＫＫ１的真实水平；
此外，ＣＳＦＤＫＫ１的水平及其与ＮＢ疗效的关系尚不清
楚。本研究分别收集并检测治疗前、后 ＮＢ患者 ＣＳＦ
ＤＫＫ１水平，探讨其作为ＮＢ辅助诊断及疗效评估标志
物的临床价值。

１　资料与方法

１．１　研究对象与样本收集
　　ＣＳＦ样本于２０１１－２０１２年在重庆医科大学附属第二医院、
重庆医科大学附属儿童医院收集，入选病例或家属知情同意。

试验组与对照组纳入标准：①首次确诊且无其他并发症；②于
治疗前采集ＣＳＦ进行诊断性检查。试验组排除标准：①化疗
结束后不适合进一步手术的ＮＢ患者；②化疗联合手术治疗后
未进行ＣＳＦ采集的ＮＢ患者。试验组：ＮＢ患者４８例（年龄５个
月至１１岁，包括男性２５例，女性２３例），经ＣＴ、骨髓检查确诊；
Ｅｖａｎｓ分期：Ⅰ期５例，Ⅱ期２０例，Ⅲ期１５例，Ⅳ期８例。对照
组：神经系统良性肿瘤２５例（年龄５个月至６５岁，包括男性
１３例，女性１２例）、化脓性脑膜炎１０例（年龄５个月至６岁，包
括男性４例，女性６例）、脑外伤１５例（年龄２～４５岁，包括男
性１０例，女性５例）。
　　ＮＢ患者于确诊后、化疗前采集 ＣＳＦ样本１次。化疗主要
采用ＣＡＶ方案（ＣＴＸ７５０ｍｇ／ｍ２静脉滴注，ＡＤＲ５０ｍｇ／ｍ２静脉
滴注，ＶＣＲ１．５ｍｇ／ｍ２静脉滴注），化疗后疗效评估参照文献
［１３］方案进行：完全缓解：骨扫描、骨髓涂片、ＣＴ及体检均未发
现明确残留肿瘤迹象并维持１个月以上；部分缓解：肿瘤缩小
＞５０％，病情稳定１个月以上；化疗后无效：出现新的病灶或原
肿瘤增大。于４个疗程化疗结束３ｄ后采集ＣＳＦ样本１次。化
疗后符合手术指征患者（１５例）于手术结束３ｄ后采集 ＣＳＦ样
本１次。所有样本采集后及时离心取上清（１０００ｒ／ｍｉｎ，４℃，

５ｍｉｎ），－８０℃分装保存，３个月内检测完毕。
１．２　主要试剂与仪器
　　ＨｕｍａｎＤＫＫ１ＱｕａｎｔｉｋｉｎｅＥＬＩＳＡＫｉｔ定量检测试剂盒购自美
国Ｒ＆Ｄ公司（ＤＫＫ１００），最低检测限：１５．６ｐｇ／ｍＬ，检测线性范
围：３１．２～２０００．０ｐｇ／ｍＬ；酶标仪为Ｔｅｃａｎ公司产品。
１．３　ＥＬＩＳＡ法定量检测ＣＳＦＤＫＫ１
　　ＣＳＦ样本检测前置冰上溶解，ＥＬＩＳＡ试剂盒平衡至室温。
具体操作参考 ＥＬＩＳＡ试剂盒操作说明进行。主要操作如下：
①每孔加入１００μＬ样本稀释液；②每孔分别加入标准品、对照
或ＣＳＦ样本１００μＬ，封板，室温温育１２０ｍｉｎ；③自动洗板机洗
板４次；④加入酶结合物 ２００μＬ，室温温育 １２０ｍｉｎ后洗板
４次；⑤每孔加入底物液２００μＬ，室温避光显色３０ｍｉｎ；⑥加入
终止液５０μＬ，于３０ｍｉｎ内测量 Ｄ（４５０）值。仪器软件根据已
知的标准品浓度和Ｄ（４５０）值作出标准曲线，求出标准方程，通
过样本Ｄ（４５０）值计算浓度。
１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件，经统计检验，对照组与试验组检
测数据近似正态分布。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示；单因素方差分
析检验多组均数的差异，如有显著性差异再进行组间两两比较

ｔ检验；不符合正态分布的各组数据用非参数统计方法
ＫｒｕｓｋａｌｌＷａｌｌｉｓＨ进行检验，如有显著性差异，则进一步采用
ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ进行组间两两比较。

２　结果

２．１　ＮＢ患者治疗前ＣＳＦＤＫＫ１水平
　　与对照组相比，治疗前试验组 ＣＳＦＤＫＫ１水平显著增高
（Ｐ＜０．０１，表１）。对照组神经系统良性肿瘤、化脓性脑膜炎与
脑外伤之间的ＣＳＦＤＫＫ１水平差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
进一步进行两两比较，神经系统良性肿瘤与脑外伤之间的ＣＳＦ
ＤＫＫ１水平差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＣＳＦＤＫＫ１水平与
ＮＢ患者年龄、性别、肿瘤分期差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表１　治疗前试验组与对照组的ＣＳＦＤＫＫ１水平比较

组别　　　 例数 ＣＳＦＤＫＫ１（珋ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ）
试验组 ４８ ８８．７±２２．９ａ

对照组 ５０ ５７．０±１３．７
　Ｂｎｓｔ ２５ ６３．０±１４．１
　ＰＭ １０ ５２．９±１１．３
　ＴＢＩ １５ ４９．８±１０．３ｂ

Ｂｎｓｔ：神经系统良性肿瘤；ＰＭ：化脓性脑膜炎；ＴＢＩ：脑外伤；ａ：Ｐ＜
０．０１，Ｕ＝２７０．５，与对照组相比；ｂ：Ｐ＜０．０５，Ｕ＝７９．０，与 Ｂｎｓｔ相
比；Ｂｎｓｔ、ＰＭ、ＴＢＩ间比较：Ｐ＜０．０５，Ｈ＝１０．４

２．２　ＣＳＦＤＫＫ１的ＲＯＣ分析
　　ＣＳＦＤＫＫ１辅助诊断 ＮＢ的 ＲＯＣ曲线分析见图 １。ＣＳＦ
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ＤＫＫ１曲线下面积为 ０．８８１。取 ＣＳＦＤＫＫ１的 Ｃｕｔｏｆｆ值为
６５０ｐｇ／ｍＬ时，辅助诊断ＮＢ的灵敏度为８３％，特异性为７６％。
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图１　ＣＳＦＤＫＫ１辅助诊断ＮＢ的ＲＯＣ曲线分析

２．３　化疗后ＣＳＦＤＫＫ１的水平
　　４８例ＮＢ患者均进行了４个疗程的化疗，化疗结束后经临
床评估３５例获得缓解（完全缓解２例，部分缓解３３例），１３例化
疗无效。分别与治疗前以及化疗无效患者［（８９．１±２５．７）ｐｇ／ｍＬ］
相比，获得缓解的样本ＣＳＦＤＫＫ１的水平均明显下降［（４８．５±
９．７）ｐｇ／ｍＬ，Ｐ＜０．０１］；而化疗无效患者的 ＣＳＦＤＫＫ１与治疗
前水平无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。说明ＣＳＦＤＫＫ１水平与疗效
密切相关，通过定量检测 ＣＳＦＤＫＫ１浓度变化可直接、客观地
反映患者对化疗疗效的反应性。

２．４　化疗联合手术切除后ＣＳＦＤＫＫ１的水平
　　化疗结束后获得部分缓解且符合手术指征患者共１５例
（１～９岁，包括男性９例，女性６例），于手术结束３ｄ后采集ＣＳＦ
样本１次。这１５例患者获得手术切除，对术后的ＣＳＦＤＫＫ１水
平进一步随访检测发现，与化疗后、手术前相比［（４６．９±
９．８）ｐｇ／ｍＬ］，术后ＣＳＦＤＫＫ１水平［（４６．４±７．８）ｐｇ／ｍＬ］维持
在稳定的范围，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。提示患者对化
疗及术后反应性良好时，其ＣＳＦＤＫＫ１浓度显著下降并维持在
稳定的水平。

２．５　ＣＳＦＤＫＫ１对诊断ＮＢ与评估疗效的效能
　　ＣＳＦＤＫＫ１检测辅助诊断 ＮＢ的诊断效能达９３％（表２）。
在１３例化疗无效的ＮＢ患者中，１０例ＮＢ患者的ＣＳＦＤＫＫ１浓
度显著超过正常水平（Ｐ＜０．０１），其疗效评估效能为７７％；而
化疗后缓解患者（ｎ＝３５）以及化疗联合手术切除患者（ｎ＝１５）
的ＣＳＦＤＫＫ１浓度均降至正常水平，疗效评估效能达１００％。

表２　ＣＳＦＤＫＫ１诊断ＮＢ及其评估疗效的效能

ＮＢ患者
组别

ＣＳＦＤＫＫ１
Ｃｕｔｏｆｆ值

灵敏度 特异性 效能
例数 阳性数

治疗前 ６５．０ｐｇ／ｍＬ ４８ ４１ ８３％ ７６％ ９３％
化疗后缓解 ６５．０ｐｇ／ｍＬ ３５ ０ １００％ １００％ １００％
化疗后无效 ６５．０ｐｇ／ｍＬ １３ １０ ７７％ ８１％ ８８％
化疗联合手术 ６５．０ｐｇ／ｍＬ １５ ０ １００％ １００％ １００％

３　讨论

　　ＤＫＫ１为分泌性蛋白，最早发现于胚胎发育过程。

众多研究证实 ＤＫＫ１在肿瘤的发生发展中起重要作
用，并可以作为诊断及预后评估的指标，血清中 ＤＫＫ１
也在部分肿瘤中被证实有较理想的诊断价值。ＮＢ细胞
所分泌的ＤＫＫ１将直接释放到ＣＳＦ中，是血清ＤＫＫ１的
主要来源，显然直接检测ＣＳＦＤＫＫ１更为理想。
　　本研究定量检测了 ＮＢ患者血清 ＣＳＦＤＫＫ１水平
并探讨其作为疗效评估标志物的临床应用价值。结果

显示，ＮＢ患者的 ＣＳＦＤＫＫ１水平显著增高（Ｐ＜
００１），ＲＯＣ曲线表明，取Ｃｕｔｏｆｆ值为６５．０ｐｇ／ｍＬ时，
诊断灵敏度为８３％，特异性为７６％。与血清ＤＫＫ１相
比，ＣＳＦＤＫＫ１水平明显高于血清 ＤＫＫ１，且升高的幅
度较大（约血清水平的１０倍）；其诊断灵敏度（８３％）
显著高于血清 ＤＫＫ１（６２％，Ｃｕｔｏｆｆ＝５．２ｐｇ／ｍＬ）［９］。
此外，ＣＳＦＤＫＫ１水平具有较宽的波动范围（是对照组
水平的２～５倍），显著区别于良性 ＮＢ患者与非肿瘤
患者。为验证ＣＳＦＤＫＫ１作为疗效监测标志物的临床
价值，我们检测了化疗结束及手术后的 ＣＳＦＤＫＫ１水
平。与治疗前相比，３５例化疗缓解患者 ＣＳＦＤＫＫ１水
平明显下降（Ｐ＜０．０１），而化疗无效组的水平无显著
性差异（Ｐ＞０．０５）。进一步对化疗联合手术治疗的患
者术后的 ＣＳＦＤＫＫ１水平进行随访检测发现，术后
ＣＳＦＤＫＫ１水平相对稳定：当患者对化疗及术后反应
性良好时，ＣＳＦＤＫＫ１浓度显著下降并维持在较低水
平（Ｐ＞０．０５）。ＣＳＦＤＫＫ１水平变化可直接、客观地反
映ＮＢ患者对化疗的反应性，提示病情的动态变化。
此外，手术后ＮＢ患者 ＣＳＦＤＫＫ１浓度迅速下降，也提
示可作为ＮＢ患者预后判断的指标，有待进一步验证。
因样本量较少，本研究未发现 ＣＳＦＤＫＫ１水平与 ＮＢ
患者年龄、性别、肿瘤分期有显著性差异（Ｐ＞０．０５），
后续工作将扩大样本量进一步探讨其作为ＮＢ预后评
估标志物的临床意义。

　　综上所述，ＮＢ患者误诊率较高且不同ＮＢ患者的
治疗效果有显著差别，及时早期筛查诊断以及采用合

理有效的治疗方案，是提高 ＮＢ患者生存率的关键之
一。目前缺乏临床早期筛查诊断ＮＢ及其疗效判断的
可靠指标。本研究初步表明，ＣＳＦＤＫＫ１具有较好的
特异性与灵敏度，有望成为 ＮＢ诊断及疗效判断的理
想标志物；此外，定量检测ＣＳＦＤＫＫ１具有所需样本量
少（１００μＬ），无需对样本进行特殊前处理，检测方法
简单易推广，可自动化快速批量检测以及费用较低等

优点，具备较好的临床应用前景。
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　　（上接１５８６页）
石（直径≤０．４ｃｍ）行体位排石等保守治疗。８例因穿刺引流
液为脓性行Ⅰ期肾造瘘，Ⅱ期清石后治愈。１８例双侧上尿路结
石中，Ⅰ期手术１０例，分期手术８例。术后大出血行高选择性
肾动脉栓塞术治愈１例；术后发现气胸行胸腔闭式引流后治愈
２例。术后发热４５例，５例高热，根据中段尿培养或肾盂尿培
养＋药敏结果，予敏感抗生素控制感染后治愈。１例患者重度
肾积水伴感染，术后出现反复肾盂感染行肾切除术后治愈。

３　讨论

　　目前经皮肾镜取石术采用 Ｆ１６２４的通道，利用现代的碎
石及清石设备已彻底改变了传统的外科手术的方式，成为泌尿

外科微创手术重要组成部分［３］。建立适当、正确的工作通道，

是经皮肾镜取石术成功的关键，而经皮肾穿刺又是重中之重。

术前利用彩超探查肾脏的结构与周围组织的毗邻关系及结石

的位置，选定穿刺的目标肾盏。彩超定位具有准确、安全、简便

等多项优势［４］。通常穿刺肾上盏或中盏后组，手术成功率较

高，可明显提高清石率［５］，肾镜易于进入输尿管上段，引起大出

血的可能性较小。对于孤立结石或鹿角状结石也可将结石定

为穿刺目标。穿刺成功后，扩张一定要遵行“宁浅勿深”的原则，

扩张时筋膜扩张器在突破深筋膜层、肾筋膜层及肾盂时有３个
突破感，如果扩张过深存在肾蒂损伤的可能。

　　出血和感染是经皮肾镜取石术最为常见的两大并发症。
穿刺扩张中损伤肋间血管、肾叶间血管或肾门血管，操作过程

中工作通道摆动角度过大，出现肾实质或盏颈口的撕裂均是术

中术后大出血的原因。术中出血往往会导致手术视野不清，盲

目操作会增加手术风险和残石的风险，出血量大还会威胁患者

的生命，切忌术中出血影响手术操作时，开大灌注泵压力，高压

冲洗，导致患者血流动力学改变。术中出血、视野不清时，应及

时终止手术，置肾造瘘管，并夹闭６ｈ，待患者尿色转清１周后，
再行Ⅱ期清石。Ⅱ期清石的手术视野往往优于Ⅰ期清石，会带
来事半功倍的效果。感染是经皮肾镜取石术风险最大的并发

症。重视围手术期的处理，术前详细询问病史，了解基础疾病，

全面评估患者手术和麻醉的耐受性，常规作清洁中段尿培养＋

药敏，根据药敏试验，预防使用抗生素。提高碎石、清石技巧，

尽量缩短手术时间，术中尽量保持低压灌注，防止细菌入血。

术前判断患肾积脓时应及时行经皮肾造瘘术，待充分引流控制

感染１～２周后再行Ⅱ期经皮肾镜取石术清石［６］。合并有感染

的结石，建议尽量用Ｆ２４标准通道，应用 ＥＭＳ４代负压清石系
统清除。优点在于超声负压清石系统工作效率高、清石快，同

时可以保持肾盂低压，防止肾盂高压细菌毒素入血。术毕，应

置肾造瘘管及双“Ｊ”管充分引流。手术时间尽量控制在２ｈ以
内，术中严格无菌操作，出现寒战时应用地塞米松１０～２０ｍｇ
静推，保持肾内低压。术后继续或调整使用敏感抗生素，严密

观察患者体温变化［７－８］。本组患者中有１例即是术后引流不
畅导致反复发热，最终导致患肾切除。
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