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岩藻糖化甲胎蛋白的结构特点、 

检测方法及其对原发性肝癌的诊断价值 
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血清 甲胎 蛋 白 (AFP)在原发性肝癌 

(PHC)的早期诊断，鉴别诊断和疗效考核 

中，占有十分重要的地位 。但是，通过对 

AFP的临床研究和实践，发现AFP对PHC 

诊断还存在假阳性和假阴性问题，即2o一40嘶 

的良性肝病电可见 AFP升高，30嘶以上的 

PHC患者AFP始终阴性 J。为了提高AFP 

对诊断 PHC诊断的特异性和敏感性，达到 

早期诊断的目的，国内外学者对 AFP的分 

子结构进行了更为深人的研究，对于AFP异 

质体，尤其是岩藻糖化 甲胎蛋白(FucAFP) 

方面，取得较大进展。现就其结构特点、检 

测方法及其对PHC的诊断价 值综述如下。 
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1 Fuc AFP的结构特征 

Kornfeld等 用放射性同位素标记人 

骨髓瘤IgG糖多肽，经 LCA-Sepharose柱 

分离检测小扁豆凝集素 (LCA)结合型糖多 

肽的结构特点，发现该 糖 多 肽 之所以能与 

LCA结台，关 键是糖多肽寡糖链上有岩藻糖 

基残基，此残基连接在门冬酰胺相连的N一乙 

酰葡萄糖残基上，用牛附睾 一L一岩藻糖苷酶 

(AFU)处理糖多肽后，则不再 与LCA— 

Sopharose柱结台。 

Aoyagi等 分离纯 化 4例 肝 细 胞癌 

(HCC)病人 血 清 AFP，经 LCA-Sep一 

18：l797 
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harose柱制备LCA结合型和非结台型AF— 

P，}{]放射性同位素标记，亲和交义 免疫电 

泳及高压液相色谱分析等测定，发 现 LCA 

结台型AFP的结构特点也表现为两条寡糖 

倒链上有较多岩藻糖(表 I)，经牛附睾AFU 

处理后，AFP不再 与 LCA—Sepharose拄 

结 台，电 泳谱 上LCA结 台型AFP峰几 乎完 

垒消失。青柳丰等 也证 实，LCA结台型 

AFP中每克分子的岩藻糖含量平均为0．95j 

而LCA非结合型AFP中仅为 0．2。 因此将 

LCA结台型AFP称为 FueAFP，其所 占 

AFP总量的百分率称为AFP岩藻糖化指数 

(FucI)； 。 

表 I 4~JHCC病人血清AFP中r陛糖组成(用mol／mol表示) 

HCC血睹AFP 

4 LCA结台型 

岩藻糖 

甘露糖 

半乳糖 

O
．
5 

2
．

8 

2 2 

0 4 

2
．
9 

2 2 

0 1 
●  

2 7 

2 8 

0
．

1 

2
．

8 

2 2 

0
．
8 

2
．

9 

2
． 3 

LCAt~结台型 

o 

2
．

8 

2 2 

2
． Fuc AFP的检测 

(1) 亲和交义凫 疫 电 泳 Bog—Han- 

sen等” 描述了亲和交叉免疫电 泳方法，用 

于，疗辩不同糖 蛋白中寡糖链的异质性，是一 

种蒋电泳原理与生物特异性相结合前分新技 

术。姻内外学者根据这一原理，第一相电泳 

加LeA (亲 和电泳)，第二相电泳加适 当抗 

AFP抗沐 (免疫电泳)，同时加放射性标记 

物 I-AFP,建立了亲 和 交 叉免疫电沐自 

显影方法，用于测定PHC患者血清中与LCA 

亲和；'~FucAFP ” 该方法简单，炙敏度 

较高，AFP≥2Ong／mll的标本均可测定，若 

PHCI~清AFP<20ng／ml J可将血清浓缩 

数倍后，再用该法检测，能提高灵敏 度 】。 

Albanese等 将亲和交叉免疫电泳法 

加以改进：(】)第二相电泳 中 加甲基化糖衍 

生物，(2)在 37℃，用 相同衍生物冲洗活化 

凝胶，( )运用免疫酶染色技术 改进后怕 

方法不再用放射自显影技术，便可检测AFP 

≤50ng／mtjIE清标本中的FueAFP。 

最近，Tsuchida等：“， 改进LCA亲 

和交叉免疫电冰，印在亲和电泳和免疫电泳 

结束后，将 含AFP多克隆抗体的琼脂糖凝 

咬板与联接有过氧化物酶的蛋白A溶液发生 

反应，再用4一甲基一{一蔡酚染色。改进后附方 

法仅需24小时便可完成全部实验，峰形效果 

好，作者用改进法裣澳【正常婴儿 、儿童和肝 

胚细胞瘤患儿血 清 FucAFP，认为能够较 

好地鉴别盱胚细胞瘤与正常新生几及新生儿 

肝炎等良性病变 

(2) 亲和层析法 Buamah等 ， 用 

LCA-Sepharose柱 层 析 分 离 检测Fu 

AFP，血 清 AFP与 LCA-Sepharose结 

台后，用含甲基的糖衍生物缓冲液冲洗，将 

LCA结台型与非结台型AFP分离，用放射 

免疫法或酶免疫法测定总血 清 AFP及Fuc 

AFP的量，从而得出 FucI值，该方法虽然 

可以定量，但复杂，常规应用较为困难。 

(3) 抗 静 植 物 凝 集 素 酶 免 疫 法 

(NIA)Kinoshita等 用EIA检测不同肝 

瘸血清的 AFP糖链。该法的原理是：用抗 

AFPIgG 抗体包被子微量滴定板上，并预 

先用高碘酸铺 (NalO )处理抗体，以留除 

IgG上的糖链，然后将 含有 AFP的血清同 

过氧化物酶联接的植物凝集索一起加人微量 

滴定板内，植物凝集素与AFP结台的量可 

通过测定过氧化物酶活性反映出来 (图 I所 

示)。作者用该法’坝4定 LCA、ConA，WaA． 

EpHA 与血清 AFP结合『 量，计算LCA 
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与其他植物凝集素的比值，以鉴 别 PHC和 

良性肝病。 

图 I：抗体一植物凝集素酶免疫法原理示 

意 图 

(4) 抗体亲和印迹法Taketa等 设 

计的抗体亲和印迹法自 大致步骤为：先在琼 

脂糖凝胶中进行LCA与血清AFP的亲和电 

泳，然后印迹到包被有羊抗人 AFP多克隆 

抗体的硝酸纤维薄膜上，再用 免 抗人AFP 

免疫球蛋白处理，最 后用羊抗兔 Iga一辣根 

过氧化物酶处理，经 3 二 氨 基 联 苯胺 

(DAB)显色。该洼灵敏 度高，仅用3 1血清， 

便可测定总AFP为4ng／ml的FucAFP。 

Moriwaki等 用该 法测定肝组织中Fuc 

AFP，以鉴~JPHCSN转移性肝癌。 

(5) 单克隆抗体酶免疫技术：岩藻糖 

化后 的AFP糖链不 仅与LCA反应时表现出 

不厨的亲和性，而且单克隆抗体 (McAb) 

亦可识别不 同糖链结 构 的 AFP。Suzuki 

等[1 用P。U 小鼠骨髓瘤细胞与经人胎脐血 

AFP免疫过的鼠脾细 胞 杂交，成功地制备 

出McAb H．，该McAb能特征性地识别由 

HCC细胞产生的 LCA 结合型 AFP。因为 

McAb H。能与包被在固相上的LCA 结合 

型AFP发生特异性结合，而预先用LCA处 

理固相后，使LCA先与LCA结合型AFP结 

合，从而抑制了McAb H．的结合反应。该 

现象在LCA非结合型AFP的固相中则不 能 

见到，说 明这种 McAb能 专一地识别Fuc 
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AFP。因 此，用酶免疫吸附试验(ELISA) 

检测 PHC血清 FucAFP，特异性好，灵敏 

度高，是一个很有前途的方法，值得进一步 

探 讨并应用于临床。 

3
．
血清FucAFP检测在PHC诊断中的 

应 用 

(1) 早期诊断PHC：1985年，Aoy— 

agi等 用LCA亲和交义免疫电泳检测172 

例PHC和7l例 良性肝病，PHC血清 FucI 

为45±32％，良性肝病为4±6％，相差非常 

显著 (P<0 01)。1988年，该作者又用同 

样 的方法测定 258例PHC和114例 良性肝病 

患者血清FucI，对诊断PHC的特异性和敏 

感挂分别为96绐，69绐 其中 28例 AFP< 

10o0ng／ml，肿瘤大 小<3c ’16例AFP 

<400ng／ml，肿瘤大 小<3cm，8例AFP 

<4o0ng／ml，肿瘤大小 <2cm 的PHC患者 

血清Fuc1分别 为 26±30％，82±31％，27 

±27啊与 良性肝病组4±7％比较，均有显著 

洼差异 ，提出TFucI对PHC的早期诊断 

价值。 

国内屠振兴等 用 亲 和 交 叉免疫电泳 

自显影法检测PHC血清FucAFP亦支持上 

述观点，并提出FucAFP与AFP联合检测 

以提高PHC前检出率 ，降低AFP诊断PHC 

的假阳性率 。 

针对血清AFP阴性 的PHC患者诊断问 

题，李伟道 等 提 出 AFP<20ng／ml的 

PHC血清通过浓缩将AFP浓度提高，再用 

LCA亲和交叉免疫 电 泳 自 显影 法测定其 

FUCAFP，诊断PHC的阳性率为84．2嘶， 

特异性为96嘶，提示PHC患者血清AFP浓 

度未升高时，其AFP分子结构已有改变，为 

提高PHC的早期检出率提供了新的途径。 

(2) PHC与良性肝病的鉴别诊断l国 

内外众多资料一致 表 明：PHC血 清 Fuc 

AFP 明 显高于 良性肝病，二者的统计学差 

异极为 明显(P<0．o01)，尤其是对AFP> 

400ng／ml的 良性肝病如慢性肝炎、暴发性 
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肝炎、肝硬化等 的 鉴 别 诊断，意义尤为重 

大 ， 口 

(3) 动态监测 秆 硬 化 患 者 的 癌 变 

Aoyagi等[2 认 为慢性肝病患者，定期 随访 

FucAFP，有助于早期发现癌变。该作者随 

访5例首次入院时诊断为肝硬化的患者，血清 

AFP为 8l一580ng／ml，FucI占0一】3呖， 

经23一]09个月随访，血清 AFP增至310-,~ 

132000rig／m]，FucI增至 5]一89％}最 后 

确诊为 HCC，癌 径 均<5cm。国内屠振兴 

等 对12侧 FucAFP阳性而B超仅显示旰 

占位病变患者进行外科手术，证实为HCC。 

(4) HCC手 术切除或化疗后的动态 

观察 

用FueAFP监测HCC手术切除或化疗 

效果的研究报道较少。左国庆等 对4例手 

术切除和坤 手术后肝动脉插管化疗的HCC 

患者采用亲和交叉免疫电泳自显影法可检测 

血清 AFP~20ng／ml患者的 FucAFP变 

化情 况，并随访】一9月，发现手术切除或化 

疗后，患者血清 FucI呈下降趋势，当肿瘤 

复发或病情恶化时，下降的FucI又可再度升 

高。故血清Fuel测定对HCC患者手术 切除 

或化疗效果的评估及其转归的监测，有一定 

的意义。我们的结果与BUamah等 用Co— 

nA测定AFP异质体来判断 HCC化疗效果 
一 致 该作者认为：肝癌细胞的增殖部分可 

产生ConA结台型AFP，因此，化疗后Co— 

nA结合型AFP所占比例明显下降，可在一 

定程度上反映癌细胞被杀灭的程度。 

4． PHC血清FucAFP升高的机理 

PHC血 清FuoAFP升 高的机理尚不 

清楚。大多数作者认为PHC血清FucAFP 

的升高可能系秆细胞在增生增殖的恶性转化 

中，细胞内AFP的糖基化不能正常地调控， 

导致AFP糖基化异常，从 而 台成分泌Fuc 

AFP E 。鉴于 PHC血清常伴AFU活性升 

高[28】，有作者认为PHC患者血清 FucAFP 

升高与AFU活性增加有关0日]，但缺乏实验 

证据支持J我们观察 72例 PHC患者 血 清 

FucI与血清AFU，发现两者并无相关性(r 

= O
．
1，P>O．5) 】。Aoyogi等 认为PHC 

患者血清 FucAFP的升高与肝岩藻糖苷转 

移酶活性增加有关，可能是因恶性j扦细胞使 

该酶的活性增加或控制该酶的基因表达加强 

所 致。 
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文； PcR中耐热DNA聚合酶催化DNA合成错误 
一  ～  

重庆医科大学生化教研室 刘先傻 吕懿娟 

中国科学 院上海生化 孵 杜建国 冯佑民 

PCR(Polyme~ase ChMn Reaction)是近年来发展起来的用于俸外扩增特定DNA片段的方法 工]， 

PCR早期使用的DNA聚台酶为大肠杆菌DNA聚台酶 I的大片段 (Klenow片段)“】， 随后采用耐热DNA 

襄台酶(Taq DNA polymerase)。 】 不仅使PcR撵作过程大为简化 而且其催化DNA台成片段的长度、 

忠实性都有较大改进。但仍有极低的错误率发生 。错琨率发生的高低与PCR扩增条件有关 我们应用PCR 

技术从 I型糖尿病人 ( 腱岛素依赖型糖尿病)基图组DNA中扩增出胰岛素基因片段 (大小为1128bp)．并 

将PCR产物直接克隆到M 栽体中 (Miampl8／Mt~mpl9 RFDNA)，再用双脱氧链终止法作DNA序列分析 
的过程中．在一个扩增样品中发现PCR中DNA复制错误存在．现将结果报告如下： 

PCR在100ul反应体系中进行．内含25ram T ris—Hc1 pHi,．2 25ram(NHd)2S04 1．5ram MgCI~， 

2mg／ml ge1atin 各25pmol~l物．200uM每种脱氧棱糖桉苷三磷酸 <Sigma)和1．5—2“ĝ 基因组DNA 
(提取纯化的人外周血白细胞DNA)，2单位耐热DNA聚合酶 (F．D．DNA polymerase，复旦大学遗传所 

产品)．100ul石腊{由 匣应按94℃1min．(变性) 55℃ 2min(退火)和 70℃ 3min(延伸)手工完成 30 

轮扩增 用Sephadex G一50旋转拄击除反应体系l扣过量的小分子物质 将 PcR产 物 克隆 到M~3mplS／ 
-M 3mp19 RFDNA (Biolabs) 双脱氧链终止法作DNA序列分析 (Pharmacia--LKB T摘 列分析试剂 

盘)=在分析的lO个样品中 (包括 1例正常人与 9例 I型糖屎病人)．有一个病人的j荦品经DNA序 歹u分析表 
明，一个克隆岣胰岛素基因片段巾发生了单一点突变 (位于M链偏码区第 17个碱基，由T专A)．另一个 克 

隆 (同一个病人)的胰岛素基因片段中不仅发生了点突变 (位于B链编码区第31个碱基处 由c A) 而且 
同时发生了删除变异 (位于前肽编序医ATG之后第 5O个 碱基处．由 AC一+G)。随后疆们采用同样的模板 

DNA并以正常^作对照，同时按原来的扩增条件进行PCR扩增 (F．D．DNB polymerase为复旦大学遗传 

所同一批号产品)．M 克隆和DNA序列分析．未能再次发现上述突变。因此．我们认为．上 述突变的出现 

为PCR过程中耐热DNA聚台酶催化DNA台成时发生了复制错误所致． 

据Eckert等人⋯报道．耐热DNA聚台酶在确定条件下，在PCR中催化DNA台成的错误率为；单 碱基 

突变率为l0—0／碱基，而移码突变(frameshift error)的发生率为lO ／碱基。突变率发生的高低与反应体系 

中的pH值和游离Mg ‘浓度有关。因此，应严格控制反应条件．以保证PCR中耐热DNA聚台酶催化DNA台 

或时有较高的忠实性 (fldeIi y)。 
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