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人胰弹力蛋白酶Ⅰ 放射免疫测定方法的建立

Establishment of the radio-immunoassay of human pancreatic elastaseⅠ

达四平
 
　徐纬中　 于世远　 赵小晏　 郭　萍　 邓居有

  
　 叶恒光** 　　 (第三军医大学附属新桥医院消化内科 )

重庆 , 400037

　　提　要　目的: 建立改良的人胰蛋白酶Ⅰ 放射免疫测定 ( HPE1 RIA)法并观察此法对临床诊断胰腺癌的

价值。方法:纯化 HPE1 ,制备兔抗人 HPE1 IgG ,在此基础上建立改良 HPE1 RIA法 ,临床测定了 82例健康成

人和 222例各类疾病病人血清 HPE1值。结果: 82例健康成人血清 HPE1值为 73～ 320 ng /dl, 93例胰腺癌患者

血清 HPE1值为 833± 734 ng /dl( x-± s )。在胰腺癌患者中 , 8例肿瘤直径小于 3 cm的胰头癌 HPE1值 ( 1225±

1218 ng /dl)明显高于胰腺癌各分组中任何一组的血清 HPE1值 ( P < 0. 01)。结论: 改良 HPE1RIA法可作为

胰腺癌诊断筛选的一种有价值的新方法。

　　胰弹力蛋白酶 I是胰弹力蛋白酶的同功酶之一 ,

用放射免疫法 ( RIA)测定血清中人弹力蛋白酶Ⅰ (

HPE1 )的含量敏感性高、特异性强 ,且不受血液中酶抑

制物的影响。自 Satake
等
[1 ]建立了改良人胰弹力蛋白

酶Ⅰ RIA以来 ,临床研究证实 HPE1 RIA法对胰腺癌

早期诊断有重要的筛选价值 [2, 3 ]。为此本研究建立了改

良的 HPE1RIA法。可在 4 h内完成检测 ,符合临床需要。

1　方法与结果

1. 1　 HPE1的分离、提纯及抗血清制备
　　参照 La rgman等 [4]的方法 ,将意外死亡健康成人胰腺加适

量丙酮制成匀浆 ,经浸提、硫酸铵盐析后 ,依次过 CM-Sephadex

C50、 DEAE-Sephadex A50离子交换层析和 Sephadex G75分子筛

层析 ,获得纯化的 HPE1。以纯化的 HPE1 1 mg免疫纯种雄性

日本大耳白兔 ,每次间隔 12 d共 4次 ,第 4次免疫后 4 d耳静脉采

血对流免疫电泳测得抗体效价为 1: 64,次日颈动脉放血 ,分离

血清 ,硫酸铵盐析及 DE32纤维素层析纯化 ,免疫电泳和圆盘电

泳测得其成分为 IgG,蛋白定量的 5. 5 mg /ml,按 1 ml /管分装 ,

- 30℃保存备用。

1. 2　 HPE1 RIA的建立

1. 2. 1　 HPE1的
125 I标记　　为了防止标记抗原与血清中蛋白

酶抑制物 (α1抗胰蛋白酶 ,α2巨球蛋白 )的结合 ,先参照

La rgman[4 ]的方法 ,将纯化的 HPE1制成 PM S-HPE1 ( PM S为氟

化磺酰苯甲烷 ,德国 M erck公司 )。取 PM S- HP1 20μg和 Na125 I

1. 5m Ci,按 Greenwood [5]的方法进行碘化标记。过 Sephadex G50

层析柱 ,收集第一峰即 125 I-PMS-HPE1。经计算利用率为 51. 7% ,

标记率为 57. 6% ,比放射性为 80 m Ci /mg。抗血清稀释曲线证实

其免疫活性良好 , B / T% = 42%时血清稀释度 1: 6400作为抗血

清最佳稀释度。

1. 2. 2　改良的 HPE1 RIA建立　　以平衡法反应 ,按表 1加样。

标准液、抗血清及待测样品均用 0. 05 mo l / L、 pH7. 6PB(含 1%

BSA和 1% EDTA)缓冲液稀释。所有操作均作复管。

1. 2. 3　亲和常数的计算　　按王正品 [6]的方法 ,以 HPE1 RLA

标准曲线数据计算出本系统中 HPE1抗血清稀释度在 1: 6400亲

和常数 K值为 1. 816× 109 L /M。

1. 3　临床初步应用
　　临床检测 82例健康成人 (献血员 )和 222例各类病人血清

HPE1值 ,结果见表 2。健康成人组血清 HPE1值男 、女间无显著差

异 ( P > 0. 05)。以 306 ng /dl( x-± 2s )为正常上限 ,超过此值为
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阳性 ,本组 1例超过此值。胰腺癌组 93例血清 HPE1值为 833±

734 ng /dl( x-± s ) ,与健康成人组相差非常显著 ( P < 0. 01) ,阳

性率 66. 67% ,而急性胰腺炎组明显高于健康成人组和胰腺癌

组 , 23例病人全部 HPE1值阳性。

　　在胰腺癌患者中 , 8例肿瘤直径小于 3 cm的胰头癌 HPE1值

( 1512± 624 ng /dl)和 6例肿瘤直径小于 2 cm的胰腺癌的 HPE1

值 ( 1225± 1218 ng /dl)明显高于胰腺癌各分组中任何一组的血

清 HPE1值 ,相差均非常显著 ( P < 0. 01)。

表 1　 HPE1RIA加样程序 (单位: μl)

零管 标准品管 样品管 非特异结合管 抗血清滴度管

稀释液 100 200 100

标准液 100

待测样品 100

第一抗体 100 100 100 100
125 I-PM S-HPE1 100 100 100 100 100

37℃水浴 3 h

第二抗体 20 200 200 200 200

37℃水浴 15 min

8%　　 PEG** 500 500 500 500 500

37℃水浴 10 min

离心 ( 3500 r /min) 20 min,测定 ,计算结合率

* :标准品为 50、 150、 500、 5000 ng等五管 ,** : PEG为分子量 6000的聚乙二醇

表 2　各组 HPE1 RIA结果 (单位: ng /dl)

　　对象 例数 x-± s ( ng /dl) 范围 ( ng /dl) P值* 阳性

健康成人组 82 238± 34 73～ 320

胰腺癌组 93 833± 734 64～ 5080 < 0. 01 62

转移性胰腺癌组 24 312± 74 86～ 769 > 0. 05 4

非胰腺肿瘤组 50 257± 67 58～ 769 > 0. 05 5

急性胰腺炎组 23 2186± 1632 617～ 6700 > 0. 01 23

慢性胰腺炎组 12 309± 78 50～ 688 > 0. 01 2

消化性溃疡组 20 240± 58 82～ 334 > 0. 05 1

* :与健康成人组相比

2　讨论

　　 1982年 Satake
[ 1 ]
建立 HPE1 RIA法 ,该方法具有

敏感性高、特异性强、且不受血液中酶抑制物的影响等

特点 ,提高了人胰弹力蛋白酶 I测定的临床实用价值。

国外临床研究结果已经证实 ,多项肿瘤标志物联合检

测 (包括用 RIA法测定血清 HPE1含量 ) ,对胰腺癌的

诊断、特别是对胰腺癌的亚临床筛选 具有重要意

义 [2, 3 ]。国内学者也有同样的见解 [ 7] ,戴小晶等 [8 ]用日

本 HPE1 RIA试剂盒检测胰腺癌患者血清的研究结果

已见报道。

　　本试验在分离、提纯 HPE1的基础上 ,参照 Sa take

等
[1 ]
的方法建立了改良的 HPE1 RIA,用双抗体加

PEG沉淀法分离结合的与游离的标记抗原 ,仅需 4 h

即可完成检测 ,并且操作简便 ,方法稳定。

　　临床应用 HPE1 RIA测得 82例健康成人血清

HPE1值为 238± 34 ng /dl( x-± s )。男女之间无显著性

差异 ( P > 0. 05)。93例胰腺癌病人血清 HPE1值低于

急性胰腺炎组 ( P < 0. 01) ,高于正常对照 ( P <

0. 01) ,也高于另外 4组的血清 HPE1值 ( P < 0. 01) ,其

中 8例肿瘤直径 < 3 cm的胰头癌、 6例肿瘤直径 < 2 cm

的胰腺癌的 HPE1值高于其余的胰腺癌患者的 HPE1

值水平 ( P < 0. 01或 P < 0. 05)。以上结果提示: ①本

试验所建立的 HPE1 RIA对胰腺癌和急性胰腺炎 (该

疾病临床易与胰腺癌相鉴别 )的诊断均有一定价值。胰

腺癌患者血清 HPE1升高的机理可能与癌肿阻塞胰管

引起继发性胰腺炎 ,胰腺腺泡细胞破坏 ,胰酶释放人血

有关
[1 ]
,但确切机理尚街进一步研究。② HPE1 RLA能

发现肿瘤直径较小的胰腺癌 ,有用于胰腺癌亚临床筛

选 的价值 ,值得进一步研究和推广应用。

　　关键词　人胰弹力蛋白酶Ⅰ ;放射免疫测定 ;胰腺癌诊断

　　中图法分类号　 R735. 9
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犬实验性残胃癌前病变的核仁组成区相关嗜银蛋白定量研究

Quantitative study of the nucleolus organizer reigon argentophil associat-

ed protein of the precancerous condition in the residual stomach in dogs

麻晓林
 
　周丁华　 汤礼军　　 (第三军医大学附属新桥医院普通外科 ) 重庆 , 400037

谢　青　　 (第三军医大学附属新桥医院病理科 ) 重庆 , 400037

　　提　要　目的:研究胃手术后残胃粘膜癌前期检测方法及用于预测癌变趋势的价值。方法:犬施行 Bill-

ro th I I式胃手术 2月后开始喂饲 MNNG,分别于喂饲 MNNG第 2, 3, 4, 6, 8, 10月各时相点进行胃镜检查及粘

膜活检 ,病理学检查及核仁组成区相关嗜银蛋白 ( AgNORs)染色。结果: 从浅表性胃炎到异型增生 , AgNO Rs

数目呈递增性增多 ,颗粒亦渐增大。正常胃粘膜与浅表性胃炎差异不显著 ( P > 0. 05) ,而与萎缩性胃炎、肠

上皮化生、异型增生相比有显著差异 ( P < 0. 05)。肠上皮化生和异型增生的 AgNORs变化在反映细胞增殖、

染色体倍数及转录活力方面与其它病变类型相比更具癌前意义。结论: AgNO Rs作为癌前病变细胞增殖活

性及细胞分化异常的指标 ,具有较好的可靠性和可重复性。可为残胃粘膜癌前期病变的早期检测及癌变趋势

的预测提供有价值的依据。

　　核仁组成区嗜银技术 ( AgNO Rs)是近年来发展起

来的能够定量反映细胞生长、生物学特性的新技术 ,由

于其在肿瘤和癌前病变的鉴别、分级及预后方面的价

值 ,受到肿瘤病理学家的高度重视。本文应用 Ag-

NORs技术对犬残胃癌变过程各期病变标本进行了定

量测定 ,以期能为临床认识胃手术后残胃癌前病变细

胞增殖和分化异常 ,判断其癌变趋势 ,进行有效防治残

胃癌提供一定的实验依据。

1　材料与方法

　　本地健康雄性杂种犬 9只 , 2～ 3岁 ,体重 8～ 14. 5 kg ,平均

11. 2 kg ,施行 Billro th II式胃切除术后 1月始 ,自由饮用 200

μg /ml的甲基硝基亚硝基胍 ( MNNG)溶液 10个月。喂饲 MN-

NG第 2、 3、 4、 6、 8、 10个月各时相点进行胃镜 ( Olym pus GIF-

XQ10)活检。

　　标本用 10%福尔马林固定 ,石蜡包埋、切片 , HE染色。病理

诊断与分级参照全国胃癌研究协作组病理组制定的标准 [1 ]。

AgNORs染色采用 Smith银染法 [2 ]。置油镜下观察 ,根据 HE

染色诊断结果 ,选择相应区域观察 AgNORs颗粒数量、大小、

形态、位置。每例随机观察 100个细胞 ,计数位于核仁和核内的

单人银染颗粒。计数方法参照 1993年 6月在上海召开的全国核

仁组成区 ( NO RS) 学术讨论会所制定的标准 [3]。
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