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　　［摘要］　目的　探讨结直肠癌患者血清ＡＰＥ１蛋白的表达及其在临床诊断中的价值。方法　利用
ＥＬＩＳＡ法检测本院２０１０年１月至２０１５年 ９月肿瘤中心收治的 ２０２例结直肠癌患者和健康体检中心
２４２例健康对照人群血清ＡＰＥ１蛋白的表达水平，通过免疫组化确定相应患者肿瘤组织ＡＰＥ１蛋白的表
达特征，同时采用Ｃ１２肿瘤蛋白芯片试剂盒检测上述人群 ＣＥＡ的表达水平。分析血清 ＡＰＥ１蛋白与
肿瘤组织ＡＰＥ１蛋白表达水平及年龄、性别、分期等临床指标的相关性，并绘制受试者工作特征曲线
（ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｕｒｖｅ，ＲＯＣ）评估血清 ＡＰＥ１蛋白及 ＣＥＡ在结直肠癌诊断中的应用价
值。结果　２０２例结直肠癌患者中位血清ＡＰＥ１蛋白浓度为０．３３１（０．００７～４．３５９）ｎｇ／ｍＬ，显著高于对
照组０．０９１（０～１．３７４）ｎｇ／ｍＬ（Ｐ＜０．０１）。Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析显示血清 ＡＰＥ１蛋白水平与肿瘤组织中
ＡＰＥ１蛋白表达呈正相关（ｒ＝０．３３１，Ｐ＝０．０２５），而与年龄、性别、分期等指标不相关。ＲＯＣ曲线显示血
清ＡＰＥ１蛋白的ＡＵＣ为０．７９９（９５％ＣＩ＝０．７５６～０．８４３），灵敏度为 ７６．２０％，特异性为 ７６．４０％，血清
ＣＥＡ的ＡＵＣ为０．７３６（９５％ＣＩ＝０．６８７～０．７８５），其灵敏度为５１．００％，特异性为９９．６０％。血清ＡＰＥ１蛋
白与ＣＥＡ联合后其ＡＵＣ为０．８５７（９５％ＣＩ＝０．８１９～０．８９６），灵敏度和特异性分别为７２．３０％和９１．３０％。
结论　结直肠癌患者血清 ＡＰＥ１蛋白水平与肿瘤组织 ＡＰＥ１表达呈正相关且较健康对照人群显著增
高。血清ＡＰＥ１蛋白可与ＣＥＡ联合作为结直肠癌辅助诊断的血清学标志物。
　　［关键词］　 ＡＰＥ１；结直肠癌；肿瘤标志物；诊断
　　［中图法分类号］　Ｒ３４１；Ｒ７３０．４３；Ｒ７３５．３５ ［文献标志码］　Ａ
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　　结直肠癌是在美国发病率与病死率均排名第３位
的恶性肿瘤［１］。虽然在我国目前结直肠癌的发病与病

死率排名第５［２］，但统计数据显示近年来我国结直肠癌
的发病率和病死率分别以３．３３％和３．０５％的速度逐年
升高，已经严重危害我国国民的生命健康［３］。目前，手

术仍然是早期结直肠癌的首选治疗方式，但是由于发病

隐匿，早期症状不典型，多数结直肠癌患者就诊时已处

于晚期而失去手术机会。因此，提高早期诊断水平对于

延长结直肠癌患者生存和提高生存质量都尤为重要。

　　癌胚抗原（ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃａｎｔｉｇｅｎ，ＣＥＡ）仍是目
前最常用的结直肠癌临床诊断参考标志物。然而临床

实践证实，单独检测血清ＣＥＡ无法满足结直肠癌早期
诊断的要求［４］。脱嘌呤脱嘧啶核酸内切酶１（ａｐｕｒｉｎｉｃ／
ａｐｙｒｉｍｉｄｉｎｉｃｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ１，ＡＰＥ１）是碱基切除修复
（ｂａｓｅｅｘｃｉｓｉｏｎｒｅｐａｉｒ，ＢＥＲ）途径的关键限速酶，负责
ＢＥＲ中切除脱嘌呤脱嘧啶位点，除此之外 ＡＰＥ１还具
有氧化还原功能，作为共刺激因子与 ＨＩＦ、ＴＰ５３等分
子相互作用，参与多种细胞生理过程［５－６］。研究证实，

ＡＰＥ１在维持基因组的稳定性方面发挥着重要的作
用，不仅参与肿瘤的发生、发展，而且与肿瘤预后以及

治疗反应有着密切的关系［７］。本课题组前期分别在

非小细胞肺癌和结直肠癌患者的外周血中检测到显著

高于健康人群的 ＡＰＥ１抗体［８－９］，随后又发现在非小

细胞肺癌患者外周血中能够检测到 ＡＰＥ１蛋白，并且
其水平与肿瘤组织中的表达显著相关［１０］。但是ＡＰＥ１
抗体是机体免疫系统对血清中 ＡＰＥ１蛋白的间接反
映，而ＡＰＥ１蛋白在结直肠癌患者血清中的表达情况
尚不清楚。因此，本研究检测结直肠癌患者血清

ＡＰＥ１蛋白的表达，进一步与ＣＥＡ联合分析，评价血清
ＡＰＥ１在结直肠癌诊断中的作用及潜在临床价值。

１　资料与方法

１．１　研究对象及分组
　　本研究纳入从２０１０年１月到２０１５年９月就诊于
本院肿瘤中心，经组织病理学确诊为结直肠癌且未接

受过任何治疗患者 ２０２例（病例组）。其中包括男性
１２４例，女性７８例，中位年龄６３岁。入组的结直肠癌
患者均排除创伤、感染、其他恶性肿瘤、自身免疫性疾

病以及其他特殊疾病等。利用医院电子病历系统，收

集其年龄、性别、吸烟史、饮酒史、ＴＭＮ分期等临床信
息。同时，纳入同期于本院健康体检中心行体检确定

无肿瘤病史及其他疾病的 ２４２例健康人群作为对照
组，其中男性１２８例，女性１１４例，中位年龄为５５岁。
１．２　血清样本采集
　　于清晨空腹条件下采集研究对象静脉血，在室温
下静置３０ｍｉｎ后以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分离出血
清，保存于－８０℃。检测前进行筛选，剔除溶血等不合
格血清样本。

１．３　血清ＡＰＥ１蛋白检测
　　采用由本实验室与天津华博特生物科技有限公司
共同研发的ＡＰＥ１定量检测试剂盒进行检测，其中制
备试剂盒所需ＡＰＥ１纯化蛋白、ＡＰＥ１单克隆抗体以及
ＡＰＥ１多克隆抗体按照Ｗｉｌｓｏｎ实验室方法纯化［７］。实

验前１ｄ将待测血清标本置于４℃冰箱缓融。检测前
将标本与试剂平衡至室温（２０～２８℃）。具体检测方
法：①将３．１ｍｇ／ｍＬ蛋白原液配制成浓度为０、０．１、０．４、
１．６、４、８ｎｇ／ｍＬ的蛋白检测标准品；②将标准品和待
测血清标本１００μＬ分别加至相应的微孔底部，轻轻振
荡混匀，盖板后置于恒温箱３７℃条件下温育６０ｍｉｎ；
③倒掉孔内液体，每孔加入清洗液 ２００μＬ，轻轻振荡
后倒掉，共洗板５次。将微孔板置于吸水纸上轻拍，以
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去除孔内残液；④分别于每孔加入１００μＬ酶结合物，
轻轻振荡混匀，盖板后再次置于 ３７℃恒温箱中温育
６０ｍｉｎ；⑤重复步骤３过程洗板；⑥每个微孔分别加入
显色剂Ａ和 Ｂ的混合液；⑦再次于３７℃恒温箱中反
应 １５ｍｉｎ；⑧取出微孔板，每孔加入 ５０μＬ终止液
（２ｍｏｌ／Ｌ硫酸）终止显色，轻轻振荡混匀后，利用酶标
仪（测定波长 ４５０ｎｍ，参比波长 ６２０ｎｍ）测定各孔的
光密度值［Ｄ（４５０）］。再利用 Ｏｒｉｇｉｎ ９．０软件将
Ｄ（４５０）值推算成浓度水平。
１．４　血清ＣＥＡ水平的检测
　　采用Ｃ１２肿瘤诊断用蛋白芯片试剂盒（浙江湖州
数康生物科技有限公司）进行检测。ＣＥＡ的正常参考
范围＜５ｎｇ／ｍＬ。高于５ｎｇ／ｍＬ则判定为阳性。
１．５　ＡＰＥ１免疫组化染色
　　结直肠癌患者组织ＡＰＥ１蛋白表达检测采用二步
法。鼠抗人 ＡＰＥ１单克隆抗体购自 ＮｏｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ
公司（Ｌｉｔｌｌｅｔｏｎ，ＣＯ），工作浓度为１∶２０００；ＳＰ免疫组
化试剂盒ＰｏｗｅｒＶｉｓｉｏｎＴＭ（ＩｇＧ抗体ＨＲＰ多聚体）购自
北京中山公司。４μｍ连续石蜡切片，二甲苯脱蜡，乙
醇梯度水化，３％Ｈ２Ｏ２甲醇室温１０ｍｉｎ，ＥＤＴＡ热修复
抗原，滴加一抗，４℃过夜，复温后ＰＢＳ冲洗３次，Ｐｏｗ
ｅｒＶｉｓｉｏｎＴＭ复合物５０μＬ，３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＤＡＢＨ２Ｏ２
显色，苏木精复染。以ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。
　　ＡＰＥ１免疫组化评分＝染色强度×着色细胞数量。
染色强度计０～３分，０：无着色，１：轻度着色，２：中度着
色，３：高度着色；着色细胞数量计０～３分，０：无阳性细
胞，１：阳性细胞比例≤２５％；２：２５％＜阳性细胞比例＜
７５％；３：阳性细胞比例≥７５％。根据免疫组化评分判
断ＡＰＥ１的表达强度，阴性（Ｓｃｏｒｅ０）：ＡＰＥ１免疫组化
评分为０；低表达（Ｓｃｏｒｅ１）：免疫组化评分１～３；中度
表达（Ｓｃｏｒｅ２）：免疫组化评分４～６；高表达（Ｓｃｏｒｅ３）：
免疫组化评分７～９。
１．６　统计学分析
　　运用ＳＰＳＳ２３．０和ＧｒａｐｈＰａｄ７．０软件进行统计学
分析和绘图。两组临床基线资料比较采用卡方检验；

两组血清 ＡＰＥ１水平比较采用非参数检验。运用
Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析血清 ＡＰＥ１和 ＣＥＡ与结直肠癌发病
相关性，Ｓｐｅａｒｍａｎ法分析 ＡＰＥ１在肿瘤组织中的表达
与血清表达水平的相关性。绘制受试者工作特征曲线

（ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｖｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｕｒｖｅ，ＲＯＣ曲线），通
过计算曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）和约登系
数（Ｙｏｕｄｅｎ’ｓｉｎｄｅｘ，灵敏度＋特异性－１）判定血清
ＡＰＥ１在结直肠癌诊断中的合理性及其决断值（ｃｕｔｏｆｆ
值），将血清 ＡＰＥ１水平高于此 ｃｕｔｏｆｆ值定义为阳性。
检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　两组人群临床基线资料和血清ＡＰＥ１水平对比
　　２０２例结直肠癌患者中位年龄为６３（２４～９０）岁，
２４２例健康对照人群中位年龄为５５（２９～８９）岁，两组
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。其他临床基线资料（性
别、吸烟、饮酒、肿瘤家族史）之间差异均无统计学意

义（表１）。ＥＬＩＳＡ检测结果显示，结直肠癌患者的中位
血清ＡＰＥ１蛋白浓度为０．３３１（０．００７～４．３５９）ｎｇ／ｍＬ，
健康对照人群的中位血清 ＡＰＥ１浓度为 ０．０９１（０～
１．３７４）ｎｇ／ｍＬ，病例组的血清 ＡＰＥ１浓度显著高于健
康对照组（Ｐ＜０．０１，图１）。

表１　病例组与对照组的一般临床信息［例（％）］

临床因素　　　 病例组 对照组 Ｐ值

年龄／岁

　＜６０ ８０（３９．６０） １５６（６４．４６） ＜０．０５

　≥６０ １２２（６０．４０） ８６（３５．５４）

性别

　男 １２４（６１．３９） １２８（５２．８９） ０．０７２

　女 ７８（３８．６１） １１４（４７．１１）

吸烟史

　有 ６５（３２．１８） ９７（４０．０８） ０．０８５

　无 １３７（６７．８２） １４５（５９．９２）

饮酒史

　有 ４２（２０．７９） ５６（２３．１４） ０．５５２

　无 １６０（７９．２１） １８６（７６．８６）

肿瘤家族史

　有 ２９（１４．３６） ３１（１２．８１） ０．６３５

　无 １７３（８５．６４） ２１１（８７．１９）
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图１　病例组血清ＡＰＥ１浓度与对照组血清ＡＰＥ１浓度的比较

２．２　血清ＡＰＥ１浓度与结直肠癌患者临床因素的关系
　　结直肠癌患者血清ＡＰＥ１浓度与年龄、性别、吸烟
史、饮酒史、肿瘤家族史以及 ＴＮＭ分期等临床因素之
间均无明显的统计学相关性（表２）。
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表２　结直肠癌患者血清ＡＰＥ１浓度与临床因素之间的关系

临床因素　　 ｎ 中位ＡＰＥ１／ｎｇ·ｍＬ－１ Ｐ值

年龄／岁

　＜６０ ８０ ０．３６０ ０．２９４

　≥６０ １２２ ０．３０７

性别

　男 １２４ ０．３５８ ０．０６２

　女 ７８ ０．２９０

吸烟史

　有 ６５ ０．３３０ ０．７２０

　无 １３７ ０．３３２

饮酒史

　有 ４２ ０．２８１ ０．３５４

　无 １６０ ０．３４５

ＴＮＭ分期

　Ⅰ＋Ⅱ ７５ ０．２９７ ０．１１９

　Ⅲ＋Ⅳ １２７ ０．３６０

２．３　结肠癌患者组织 ＡＰＥ１的表达与血清 ＡＰＥ１浓
度的关系

　　在２０２例结直肠癌患者样本中，收集匹配了其中

４６例患者的肿瘤组织进行 ＡＰＥ１蛋白免疫组化检测。
结果显示，ＡＰＥ１在结直肠癌中呈高表达状态（图２），
其中ｓｃｏｒｅ３为２８例，ｓｃｏｒｅ２为 ９例，ｓｃｏｒｅ１为５例，
ｓｃｏｒｅ０为４例。ＡＰＥ１高表达（ｓｃｏｒｅ２＋ｓｃｏｒｅ３）和低表
达（ｓｃｏｒｅ１＋ｓｃｏｒｅ０）与患者的年龄、性别、吸烟史、饮酒
史及ＴＭＮ分期等临床因素之间均无明显的统计学相关
性（表３）。相关分析显示，ＡＰＥ１在肿瘤组织中的表达
水平与血清ＡＰＥ１浓度呈正相关（ｒ＝０．３３１，Ｐ＝０．０２５）。
２．４　利用ＲＯＣ曲线分析血清ＡＰＥ１在结直肠癌中的

诊断价值

　　在血清ＡＰＥ１的ＲＯＣ曲线中，曲线下面积（ＡＵＣ）
为０．７９９（９５％ＣＩ＝０．７５６～０．８４３），根据约登指数，其
ｃｕｔｏｆｆ值为０．１３６，在此ｃｕｔｏｆｆ值时，利用血清ＡＰＥ１诊
断结直肠癌的灵敏度为７６．２０％，特异性为７６．４０％。在
血清ＣＥＡ的 ＲＯＣ曲线中，其 ＡＵＣ为０．７３６（９５％ＣＩ＝
０．６８７～０．７８５），其灵敏度为５１．００％，特异性为９９．６０％。
利用Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型，分析血清ＡＰＥ１和ＣＥＡ联合效
果，绘制ＲＯＣ曲线，ＡＵＣ、灵敏度及特异性均得到综合
性提升，其ＡＵＣ为０．８５７（９５％ＣＩ＝０．８１９～０．８９６），灵敏
度为７２．３０％，特异性为９１．３０％（图３）。
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图２　结肠癌组织ＡＰＥ１的表达　（ＳＰ×２００）
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图３　血清ＡＰＥ１、ＣＥＡ以及两者联合诊断结直肠癌的ＲＯＣ曲线分析
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表３　ＡＰＥ１在结直肠癌组织中的表达与临床因素的关系

ＡＰＥ１低表达 ＡＰＥ１高表达
临床因素 ｎ Ｐ值

ｓｃｏｒｅ０ ｓｃｏｒｅ１ ｓｃｏｒｅ２ ｓｃｏｒｅ３

总数 ４６ ４ ５ ９ ２８

年龄／岁

　＜６０ ２２ １ ２ ６ １３ ０．４６４

　≥６０ ２４ ３ ３ ３ １５

性别

　男性 ２６ ２ ３ ５ １６ １．０００

　女性 ２０ ２ ２ ４ １２

吸烟史

　有 １９ １ ２ ４ １２ ０．７１６

　无 ２７ ３ ３ ５ １６

饮酒史

　有 １２ １ １ ４ ６ １．０００

　无 ３４ ３ ４ ５ ２２

ＴＮＭ分期

　Ⅰ＋Ⅱ １０ ０ ２ １ ７ １．０００

　Ⅲ＋Ⅳ ３６ ４ ３ ８ ２１

３　讨论

　　ＤＮＡ损伤修复相关蛋白通过维持基因组稳定性，
参与肿瘤发生、发展及肿瘤细胞耐药等多个病理过程，

并且在肿瘤的诊断及预后评估等方面显示出了巨大的

潜力［１１－１２］。ＡＰＥ１是ＢＥＲ途径中的关键酶，具有氧化
还原功能。既往研究证实ＡＰＥ１是结直肠癌等恶性肿
瘤稳定的组织标志物［１３］。首先，ＡＰＥ１在结直肠癌肿
瘤组织中的表达模式与正常组织明显不同，主要体现

在表达强度增高和胞质异位表达，而这种异常的表达

形式与结直肠癌的发生、放化疗抵抗以及不良预后等

密切相关［１４－１５］。向德兵等［１５］利用人 ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ重
组腺病毒 Ａｄ５／Ｆ３５ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ转染直肠癌 ＬＯＶＯ细
胞株，可显著增强ＬＯＶＯ细胞对５ＦＵ化疗敏感性及放
射敏感性。此外，ＬＡＩ等［１６］研究表明ＡＰＥ１的基因多态
性（Ａｓｐ１４８Ｇｌｕ和Ｔ６５６Ｇ）也与结直肠癌的发病相关。
　　我们的前期研究与其他研究均发现在血清中能够
检测到ＡＰＥ１蛋白，并可作为多种肿瘤的诊断标志物。
２０１５年，ＳＨＩＮ等［１７］首次在膀胱癌患者中检测到血清

ＡＰＥ１的表达，其浓度显著高于对照人群，被认为是膀
胱癌潜在的血清标志物。同时本课题组首次在非小细

胞肺癌患者外周血中检测到高水平的 ＡＰＥ１蛋白，其
浓度与肿瘤组织中 ＡＰＥ１的表达水平呈正相关，且与
非小细胞肺癌化疗敏感性有关，提示血清 ＡＰＥ１是非
小细胞肺癌的潜在肿瘤标志物，并且是预测患者的化

疗预后的有效指标［１０］。随后，ＰＡＳＣＵＴ等［１８］在晚期肝

癌患者血清中再次证实存在 ＡＰＥ１的表达，其浓度显
著高于正常人和肝硬化患者，可作为肝癌诊断的标志

物，其诊断效力优于现有标志物 ＡＦＰ。最近，ＨＵＡＪＵＮ
等［１９］对６０例结直肠癌患者进行血清学 ＡＰＥ１抗体的
检测，结果显示结直肠癌患者的 ＡＰＥ１自身抗体显著
高于正常对照人群，ＡＰＥ１自身抗体联合 ＣＥＡＣＡＭ１
检测的敏感性和诊断正确率更优。上述研究均提示血

清ＡＰＥ１可能在结直肠癌的诊断中也有意义。本研究
结果显示，结直肠癌患者血清中的 ＡＰＥ１浓度显著高
于正常对照人群，且与组织中 ＡＰＥ１的表达水平呈正
相关，与上述国内外研究结果基本一致。然而，目前对

于外周血中出现 ＡＰＥ１蛋白的原因尚不明确，我们推
测其可能与外泌体机制有关，并已在肺癌、肝癌等肿瘤

中进行探索研究。

　　目前，临床上用于结直肠癌诊断的经典标志物仍
是ＣＥＡ。其在评价肿瘤进展，特别是监测疗效方面具
有较大的应用价值，而作为单项指标的敏感性仍达不

到早期诊断的要求［２０－２１］。因此，合理选择肿瘤标志物

联合检测，对于提高肿瘤诊断的敏感性和特异性至关

重要。本研究通过绘制 ＲＯＣ曲线发现血清 ＡＰＥ１诊
断结直肠癌有较高的灵敏度，但特异性较低，进而运用

Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析，绘制 ＲＯＣ曲线发现血清 ＡＰＥ１和
ＣＥＡ联合后的综合预测效力得到显著提升，提示血清
ＡＰＥ１可以与ＣＥＡ联合作为结直肠癌早期筛查指标。
　　综上，结直肠癌患者血清 ＡＰＥ１水平与肿瘤组织
ＡＰＥ１表达正相关且较健康对照人群显著增高。血清
ＡＰＥ１可与ＣＥＡ联合作为结直肠癌辅助诊断的血清学
标志物。由于样本量有限，且临床数据中预后部分尚

未完善，本研究的结论仍需扩大样本量进一步验证，血

清ＡＰＥ１水平与结直肠癌患者预后相关性仍有待进一
步研究。
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［２０］陈虞梅，黄钢．肿瘤标志物 ＣＥＡ，ＣＡ５０和 ＣＡ１９９在大

肠癌诊断中的意义［Ｊ］．放射免疫学杂志，２００５，１８（１）：

８－１０．

ＣＨＥＮＹＭ，ＨＵＡＮＧＧ．Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆｔｕｍｏｒ

ｍａｒｋｅｒｓＣＥＡ，ＣＡ５０ａｎｄＣＡ１９９ｆｏｒｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．

ＪＲａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｌ，２００５，１８（１）：８－１０．

［２１］ＦＡＫＩＨＭＧ，ＰＡＤＭＡＮＡＢＨＡＮＡ．ＣＥＡｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｉｎｃｏｌｏ

ｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ．Ｗｈａｔｙｏｕｓｈｏｕｌｄｋｎｏｗ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｌｏｇｙ（Ｗｉｌｌｉｓ

ｔｏｎＰａｒｋ），２００６，２０（６）：５７９－５８７．
（收稿：２０１９０７０９；修回：２０１９１１０１）

（编辑　汪勤俭）

３９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１）


