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　　提　要　胆管癌相关抗原 ( CCRA)是我们从人胆管癌组织中提取的一种新的肿瘤标志物。 建立了检测

CCRA的 ELISA方法 ,检测了 40例正常人及 268例良恶性疾病病人血清的 CCRA浓度 ,后者包括胆管癌 36

例、原发性肝癌 40例、胰腺癌 26例、胃癌 31例、结直肠癌 34例、肺癌 17例、肝硬变 20例、胆石症 40例及胃

溃疡 24例。 结果显示: 40例正常对照组的血清 CCRA浓度为 ( 14. 38± 7. 34)μg /ml( x-± s ) ,正常上限为

28. 95μg /ml( x-+ 2s );血清 CCRA诊断胆管癌的敏感性是 77. 78% ,明显高于其它肿瘤组 ( 0～ 25)% ( P <

0. 001) ,特异性是 ( 75～ 100)%。 认为对于胆管癌的诊断 , CC RA可能是一种较特异的肿瘤相关抗原。

　　关键词　胆管肿瘤 ;胆管癌相关抗原 ;肿瘤标志物

　　中图法分类号　 R735. 8

　　虽然胆管癌多属于高分化腺癌 ,但是由于其毗邻

重要器官和组织 ,所以一旦确诊 ,多属晚期 ,已侵犯周

围组织 ,临床手术切除率较低 ,不能进行有效的治疗 ,

导致极低的 5年生存率。目前还没有一个特异、实用的
临床检测手段用于胆管癌的早期诊断。传统的肿瘤标
志物对胆管癌有一定的诊断价值 ,但是缺乏特异性 ,远

不能满足早期诊断的要求。 目前国内外文献还未见相
对特异于胆管癌的肿瘤标志物报道。 本研究将从人胆
道癌组织中提纯的一种新的胆管癌相关抗原 ( Cholan-

gio carcinoma-related antig en, CCRA) ,对 308例血清

进行了检测和分析 ,现将结果报告如下。

1　材料和方法
1. 1　血清标本
1. 1. 1　正常对照组　　健康成人 40例 ,系本院健康献血员。
1. 1. 2　肿瘤组　　胆管癌 36例 ,胰腺癌 26例 ,肝癌 40例 ,胃

癌 31例 ,结直肠癌 34例 ,肺癌 17例 ,均经手术和病理证实。

1. 1. 3　良性疾病组　　肝胆管结石伴胆管炎 40例 ,肝硬化 20

例 ,胃溃疡 24例 ,均经手术和病理证实。

1. 2　 CCRA和抗 CCRA-IgG

　　 CCRA是我们从人胆管癌组织中提纯的一种新的抗原物

质 ,分子量 114× 103 u;将 CCRA免疫家兔 ,并提纯出抗 CCRA-

IgG[1]。

1. 3　建立检测 CCRA的 ELISA方法

1. 3. 1　酶结合物的制备　　应用改良的过碘酸钠法 ,将辣根

过氧化物酶 ( HRP)标记在抗 CCRA-IgG上。 取 10 mg HRP溶

于 0. 02 mo l / L pH 5. 6醋酸 钠 -醋 酸缓冲 液 2 ml中 , 加

0. 1 mo l / L NaIO4 0. 5 ml, 4℃下放置 30 min,加入 2. 5%乙二

醇 1 ml,室温下放置 30 min。 加入 5 mg /ml的抗 CCRA-IgG 1

ml(用 0. 05 mo l / L pH 9. 5 NaHCO3-Na2CO3缓冲液稀释 ,并调

定 p H 9. 0) , 4℃下过夜。 再加入 Na HO4 1 mg , 4℃下作用 2 h

后置入透析袋内对 0. 01 mo l /L p H 7. 4 PBS透析过夜 ,每 4 h

更换透析液 1次。 A 403 nm、 A 280 nm测定 ,计算酶、 IgG的产
率 , mol比例 ,酶标抗体 RZ值及偶联值。

1. 3. 2　酶联双抗夹心法

1. 3. 2. 1　抗体包被　　将抗 CCRA-Ig G用 0. 05 mo l / L pH

9. 6碳酸盐缓冲液稀释为 60μg /ml,加入酶联板中 ,每孔 100

μl, 4℃下包被 24 h。
1. 3. 2. 2　洗涤　　用 PBS-吐温 20( pH 7. 4)洗涤液洗 3次 ,每

次 5 min,甩干。

1. 3. 2. 3　抗原抗体反应　　纯化 CCRA以保温液稀释成每毫

升 ( 256、 128、 64、 32、 16、 8、 4、 2、 1)μg ,加入酶联板中 ,每份 2孔 ,

每孔 100μl,依序加入正常人血清及各种疾病患者的血清 ,每

份 2孔 ,每孔 100μl, 4℃下孵育 12 h。

1. 3. 2. 4　洗涤　　 p H 7. 4 PBS-吐温 20洗涤 3次 ,每次 5 min,

甩干。
1. 3. 2. 5　加结合物　　将酶结合物以不含 NaN3的保温液稀

释成 1∶ 20,每孔加 100μl, 37℃下孵育 3 h。
1. 3. 2. 6　洗涤　　 p H 7. 4 PBS-吐温 20洗涤 3次 ,每次 5 min,

甩干。

1. 3. 2. 7　加酶底物　　取 0. 01 mo l / L pH 5. 0柠檬酸 -磷酸二

氢钠缓冲液稀释 1倍后 ,加入 0-邻苯二胺 ( OPD) 4 mg /ml,溶解

后加入 30% H2O2 0. 15 ml,制备成 O PD溶液。 每孔加 100μl

OPD溶液 , 37℃下孵育 1 h后 ,于每孔中加入 50μl 12 mol /L

H2 SO4终止反应。 每板设有非特异性反应孔 (即不含 CCRA保

温液 ) ,酶标分光光度计仪 A 490 nm非特异性反应孔调零后测

定各孔 A 490 nm值。标准曲线经电子计算机线性回归 ,曲线拟

合 ,得出最佳指数回归方程 ,据此求出各标本相应的 CCRA含

量 (μg /ml)。
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1. 4　统计学处理
　　采用 Student t检测、χ2检验和线性回归 ,并根据数据绘制

出各种图表。

2　结果
2. 1　检测 CCRA的 ELISA方法的建立情况

2. 1. 1　辣根过氧化物酶过碘酸钠标记　　采用改良的过碘酸
钠标记法进行标记 ,结果酶产率达 43. 25% , IgG产率达 99% ,

酶 /IgG mo l比值为 2. 746,标记之结合物 RZ为 0. 84,提示标

记效果良好 ,符合检测要求。
2. 1. 2　结合物最适稀释率的选择　　取正常人混合血清和胆

管癌患者混合血清各一份 ,将结合物稀释成 1∶ 10、 1∶ 20、

1∶ 40、 1∶ 80、 1∶ 160五个稀释度。 结果显示: 1∶ 20的稀释度

时其测值位于曲线的平坦部 ,以 1∶ 20为结合物稀释度较适宜。

2. 1. 3　包被抗体浓度的选择　　将抗 CCRA-IgG用包被液稀

释成每毫升 ( 100、 80、 60、 40、 20、 10)μg ,结果显示: 以 60μg /ml

的包被抗体浓度较适宜。

2. 1. 4　时间因素对 ELISA法的影响　　在酶结合物稀释度
和包被抗体浓度已定的条件下 ,用纯化 CCRA( 128μg /ml)分

别作 37℃条件下抗原抗体反应 4 h、 8 h, 4℃条件下反应 12 h

的测定 , A 490 nm测定分别为 0. 40、 0. 47和 0. 48。统计学分析

37℃下作用 8 h与 4℃下作用 12 h差异不显著 ,但两者与 4 h

组差异有显著性 ( P < 0. 001) ,为了使实验条件规范化 ,抗原抗

体反应最佳时间定为 4℃下作用 12 h。

2. 1. 5　 ELISA法可靠性检验　　 ELISA法的批内差异: 取 1

份胆管癌病人混合血清 ,在同一时间内反复做 10次 ; ELISA法

的批间差异:取 1份胆管癌病人混合血清 ,每隔 1 d检测一次 ,

每次 5孔。ELISA检测方法显示其批内变异系数和批间变异系
数分别为 7. 5%和 4. 0% ,提示稳定性良好。

2. 1. 6　检测 CCRA的工作曲线　　将纯化的 CCRA以保温

液稀释为每毫升 ( 1、 2、 4、 8、 16、 32、 64、 128、 256)μg , EL IS A法检
测 , A 490 nm值分别是 0. 01、 0. 05、 0. 09、 0. 16、 0. 24、 0. 28、

0. 36、 0. 44、 0. 50。经电子计算机线性回归、曲线拟合 ,得出最佳

指数回归方程: Y = 0. 3539· e9. 85· X ,相关系数 r = 0. 9866,决

定系数 r2为 0. 9734;由此绘出检测 CC RA的工作曲线。

2. 2　血清中 CCRA含量的测定

2. 2. 1　 308例各种疾病血清标本 CCRA浓度的测定　　 308

例病人血清 CCRA浓度见表 1。以 28. 95μg /ml( x-+ 2s )为正

常上限 ,其中 40例正常平均值为每毫升 ( 14. 38± 7. 34)μg ( x-

± s ) ,有 1例血清 CCRA浓度超过 28. 95μg /ml; 36例胆管癌

血清 CCRA浓度的平均值是每毫升 ( 81. 15± 42. 72)μg ( x-±

s ) ,范围是每毫升 ( 9. 54～ 256. 7)μg ,其中 28例超过正常上限 ,

阳性率为 77. 78% ; 40例肝癌病人中 10例阳性 ,阳性率为

25% ; 26例胰腺癌中有 5例阳性 ,阳性率为 19. 23% ; 31例胃癌

中有 5例阳性 ,阳性率是 16. 13% ; 34例结直肠癌中 3例阳性 ,

阳性率 8. 82% ;在肺癌和胆石症、肝硬化、胃溃疡病人中无一例

阳性。

表 1　各组疾病血清 CCRA的测定结果

Tab 1　 Serum CCRA of patients with dif ferent diseases

Group n
x-± s

(ρB /μg· ml- 1 )
Range

(ρB /μg· m l- 1)
Posi tiv e cases % P -valu e

　 Cont rol 40 14. 38± 7. 34 4. 36～ 38. 30 1 2. 5 -

　 Cholangiocarcinoma 36 81. 15± 42. 72 9. 54～ 256. 70 28 77. 78 < 0. 001

　 Primary h epatic cancer 40 24. 41± 18. 08 8. 02～ 106. 43 10 25. 00 > 0. 05

　 Pancreatic cancer 26 18. 44± 10. 68 6. 45～ 42. 54 5 19. 23 > 0. 05

　 Gas t ric cancer 31 17. 83± 9. 47 6. 12～ 43. 76 5 16. 13 > 0. 05

　 Colorectal cancer 34 15. 11± 7. 64 5. 39～ 40. 58 3 8. 82 > 0. 05

　 Lung cancer 17 12. 35± 5. 88 5. 08～ 26. 37 0 0 > 0. 05

　 Cholangioli thiasi s 40 12. 96± 3. 93 6. 31～ 26. 84 0 0 > 0. 05

　 Cirrhosi s 20 13. 50± 5. 02 5. 46～ 26. 14 0 0 > 0. 05

　 Gas t ric ulcer 24 13. 42± 4. 57 5. 16～ 27. 61 0 0 > 0. 05

　 To tal 308 52

28. 95μg /ml ( x-+ 2s ) as cut-o ff v alue
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2. 2. 2　比较血清 CCRA诊断各组疾病的敏感性和特异性　　

分别以 3个不同的正常上限 ,分析血清 CCRA诊断胆管癌的敏

感性和特异性。 从表 2中可见 ,检测血清 CCRA对鉴别胆道良

恶性疾病很有价值 ,如果以 x-+ 2s ( 28. 95μg /ml)为正常上限 ,

其对良性疾病的特异性高达 100%。

表 2　血清 CCRA临界值与敏感性和特异性的关系 (x-± s ,% )

Tab 2　Relationships of cut-of f value and sensitivity

and specif icity of serum CCRA (x-± s, % )

Cut-of f valu e of serum CCRA

x-+ s x-+ 2s x-+ 3s

Sensi tivi ty 88. 89 77. 78 75. 00

Speci fici ty

Malig nan t:

vs. Primary h epatic cancer 72. 50 75. 00 82. 50

vs . Pancreatic cancer 76. 92 80. 77 88. 46

vs . Gast ric cancer 74. 19 83. 87 93. 55

vs . Colorectal cancer 88. 24 91. 18 94. 12

vs . Lung cancer 88. 24 100. 00 100. 00

Benign:

vs . Ch oleli thiasi s 97. 50 100. 00 100. 00

vs . Ci rrh osis 95. 00 100. 00 100. 00

vs . Gast ric ulcer 95. 83 100. 00 100. 00

x-+ s = 21. 62μg /ml; x-+ 2s = 28. 95μg /ml; x-+ 3s

= 36. 29μg /ml

3　讨论

　　胆管癌是一种恶性程度低、生长缓慢的肿瘤 ,常常

在肿瘤侵犯主要胆管出现阻塞性黄疸之后才得到诊

断 [2 ] ,所以其切除率和生存率很低 [3 ] , Kosuge等 [4 ]报

道其 4年生存率小于 6% 。胆管癌的早期诊断是提高

其切除率和生存率的关键 [5 ]。目前认为肿瘤标志物是

早期诊断肿瘤和对高危人群进行筛选比较有 希望的

检测方法。但是迄今仍无相对特异于胆管癌的肿瘤标

志物。 本研究采用我们从人胆管癌组织中提纯的一种

新的肿瘤标志物—— CCRA,检测了 40例正常人血清

和 268例良恶性疾病病人血清 ,评价了血清 CCRA诊

断胆管癌的临床价值。

　　血清 CCRA的正常值: 40例正常对照组的检测结

果每毫升为 ( 14. 38± 7. 34)μg( x-± s )。 x-+ s为每毫

升 21. 62μg , x-+ 2s为每毫升 28. 95μg, x-+ 3s为每

毫升 36. 29μg ,以上述三项为正常上限 ,其对胆管癌

诊断的敏感性分别是 88. 89%、 77. 78%和 75. 00% 。

CCRA的特异性 ,对于各种不同的疾病有不同的特异

性。在恶性疾病中的特异性从 72. 5%至 100% ,在胰腺

癌、肝癌和结肠癌中的特异性根据不同的正常上限而

有所不同。 而在良性疾病中的特异性则较高 ,为 95%

～ 100% 。

　　血清 CCRA诊断胆管癌的价值:根据 x-± 2s代表

95%以上个体的正常值 ,所以我们取每毫升 28. 95μg

为正常上限 ,对各种疾病血清 CCRA浓度进行分析。

在 40例正常对照组织中 ,血清 CCRA检测结果每毫

升为 ( 14. 38± 7. 34)μg ( x-± s ) ,只有 1例血清 CCRA

浓度超过每毫升 28. 95μg;在 36例胆管癌中 ,血清

CCRA检测结果每毫升为 ( 81. 15± 42. 72)μg ( x-±

s ) ,范围每毫升 ( 9. 54～ 256. 7)μg ( x-± s ) ,阳性例数

为 28例 ,阳性率为 77. 78% ;胆管癌患者显著高于正

常对照组 ( P < 0. 001)。在 40例肝癌病人中有 10例

阳性 ,阳性率为 25% ; 26例胰腺癌病人中有 5例阳性 ,

阳性率为 19. 23% ; 31例胃癌中有 5例阳性 ,阳性率为

16. 13% ; 34例结直肠癌中有 3例阳性 ,阳性率为

8. 82% ; 17例肺癌中无阳性病例 ;在 40例胆石症、 20

例肝硬化和 24例胃溃疡病人中均无一例阳性发现。胆

管癌 77. 78%的阳性率较其它各组良、恶性病变明显

升高 ( P < 0. 001)。

　　目前无特异性较强的胆管癌肿瘤标志物 ,传统的

肿瘤标志物如 CEA已公认是一个泛癌指标 ,其主要

在胃肠道癌及其转移癌中升高 ,在胆管癌中的阳性率

只有 40%左右 ,而且常常是在肿瘤晚期病人的血中

CEA才有所升高
[6, 7 ]。 本研究表明 ,检测血清 CCRA

有较高的阳性率 ( 77. 78% ) ,对诊断胆管癌有较好的前

景。虽然最近发展起来的单克隆抗体 CA19-9和

CA125及 CA50已经在消化道肿瘤的血清学诊断中

发挥了一定的作用 ,在消化道肿瘤中 (包括胆管癌 )也

有较高的阳性率 ( 70% ～ 80% )
[ 2, 8]

,但是它们在消化道

肿瘤之间无鉴别诊断意义 ,尤其是在胆胰肿瘤之间几

乎不能进行鉴别诊断。 本研究中 ,血清 CCRA在胆管

癌中的阳性率 ( 77. 78% ) ,相似或略低于这些碳水化合

物抗原 (尤其是 CA19-9) ,但是 CCRA在其它消化道

肿瘤中的阳性率却很低 ( 16%～ 25% ) ,对其它消化道

肿瘤的特异性较高 ( 72. 5% ～ 91. 0% ) ,这有助于消化

道肿瘤的鉴别诊断 ,尤其是对胆胰肿瘤的鉴别很有价值。

　　在良性疾病中 ,传统的肿瘤标志物有不同的假阳

性 [9～ 11 ]。 CEA和碳水化合物抗原 ( CA19-9、 CA125和

CA50)在良性胆胰疾病中有较高的假阳性 ,最高可达

40%左右 [11, 12 ] ,尤其是在有梗阻性黄疸时 ,往往带来

良恶性疾病的鉴别困难 ,因为胆道梗阻时 ,胆管上皮细

胞产生 CA19-9,使血中浓度升高。 本研究中 ,血清

CCRA浓度在 40例胆石症病人中无一例升高 ,只有
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40例正常对照组中有 1例血清 CCRA浓度超过正常

上限。 提示胆道上皮细胞在非肿瘤状态下不产生

CCRA, CCRA是鉴别胆道良恶性疾病有价值的肿瘤

相关抗原。
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Clinical significance of detection of serum cholangiocarcinoma-related

antigen in patients with cholangiocarcinoma
 

Liang Ping , Han Benli , Zhao Xiaoyan, Yu Shiyuan, Guo Ping ( Depar tment o f Hepatobiliar y Surg er y, Xinqiao Hospi-

tal, Third M ilita ry Medical Univ er sity , Chongqing , 630037)

　　 Abstract　 Cho lang io ca rcinoma-rela ted antig en ( CCRA) is a new tumo r marker iso la ted f rom human

cho lang io ca rcinoma tissue. The double antibody enzyme linked immunoassa y ( ELISA) w as established to de-

tect th e serum CCRA o f 40 no rmal subjects and 268 patients who we re consisted of 36 with cho langiocar-

cinoma, 40 primary hepa tocellula r ca rcinoma , 26 pancreatic cancer , 31 gastric cance r, 34 color ectal cancer ,

17 lung cancer , 20 live r cir rho sis, 40 cholelithiasis and 24 ga stric ulce r. It w as found tha t the concentra tion

of serum CCRA and its cut-off v alue w ere ( 14. 38± 7. 34)μg /ml ( x-± s ) and 28. 95μg /ml ( x-+ 2s ) r espec-

tiv ely in the no rma l contr ols. The diagnostic sensitivity o f serum CCRA to cho langiocar cinoma w as 77. 78% ,

which was significantly higher than that to o ther diseases ( P < 0. 001) and the specificity w as 75% ～ 100% .

These finding s suggest tha t CC RA might be a specific and useful tumo r-rela ted antig en for the diagnosis of

cho lang io ca rcinoma.

　　 Key Words　 cho lang io ca rcinoma; cholangiocarcinoma-rela ted antigen; tumor marker
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