
新的肿瘤标志物—— 胆管癌相关抗原 (CCRA)
 

梁　平　 韩本立
  
　 赵晓晏   　 于世远

   　 郭　萍  
　　 (第三军医大学附属新桥医院肝胆外科 ) 重庆 , 630037

　　提　要　从人胆管癌组织中提纯了一种新的胆管癌相关抗原 ( CCRA)。将人胆管癌组织匀浆经饱和硫酸

铵沉淀、 DE-52层析柱阶段洗脱和连续梯度洗脱、两次琼脂糖 6 B过滤后获得纯化的 CCRA,抗原纯化程度达

105. 72倍 ,抗原活力达 980. 00μg /mg蛋白质 ;经鉴定认为 CCRA是一种不同于 CE A、 AFP和 β2-M G的一种

新的肿瘤相关抗原 ;分子量为 114× 103 u,蛋白电泳迁移于α2和 β带之间 ,对胰蛋白酶和胃蛋白酶敏感 ,易被

其破坏。 免疫组化显示 CCRA主要分布在胆管癌组织中 ,在胰腺癌和肝癌组织中为弱阳性 ,在其它肿瘤和正

常消化道组织中无 CCRA着色。

　　关键词　胆管癌 ;胆管癌相关抗原 ;肿瘤标志物

　　中图法分类号　 R735. 8

　　近 20年来 ,胆管癌的发病率有上升的趋势 [1～ 5 ] ,

在尸解中的发生率为 0. 54% ～ 1. 01% ,其中肝门部胆

管癌的发病率最高 ,约占 20. 1%～ 76% , Schiv ato报

道胆管癌占消化道癌的第 4位或第 5位。 虽然胆管癌

分化好 ,但是由于早期诊断困难 ,常浸润及毗邻重要器

官和组织 ,故切除率低 ,预后不佳 ,平均生存期为 6～

12月 ,而五年生存率则为 0%～ 16. 5% ,手术切除后生

存期明显较姑息手术长 [6, 7 ]。由此可见早期诊断是提高

手术切除率和五年生存率的关键 ,而目前的诊断方法

(如 B超、 CT等 )的早期诊断率较低 ,又不适于普查。

从 80年代中期开始 ,国外学者采用肿瘤标记物对胆管

癌进行了一些研究 ,其主要为单克隆抗体对胆管癌患

者血清和胆汁进行检测 ,结果各说不一。从文献分析可

见 ,已有的肿瘤标志物对胆管癌的诊断缺乏特异性 ,远

不能满足早期诊断的要求。 所以 ,寻找特异性强、敏感

性高、稳定性好的胆管癌相关抗原是当务之急。本研究

从人胆管癌组织中提取、纯化和鉴定了一种新的胆管

癌相关物质 ,我们暂且称之为胆管癌相关抗原

( Cholangiocarcinoma-related antig en, CCRA ) ,现将

结果报告如下。

1　材料与方法

1. 1　组织标本
　　胆管癌组织: 用于提取胆管癌相关抗原的胆管癌组织标本

来源于女性病人 , 43岁 ,肝门部胆管癌侵犯左肝 ,行肝方叶及左

肝叶切除 ,病理学证实为高分化腺癌。正常人组织:取意外死亡

30 min以内的正常人肝脏、胆管、胆囊、胰腺组织。

1. 2　实验动物
　　健康成年家兔 20只 ,雄性 , 3～ 4月龄 , 1500 g。

1. 3　主要仪器及试剂
　　 UV-365双光束扫描分光光度计 , GXN-20酶标分光光度

计。 抑肽酶 ( Sigma , U SA) ,琼脂糖 6B( Sigma , USA) , DEAE-纤

维素 52( Sigma, US A) ,辣根过氧化物酶 (上海生物制品研

究所 )。

1. 4　胆管癌相关抗原 ( CC RA)的提取和纯化
　　 CCRA的提取、纯化及 CCRA兔抗血清的制备 ,参考 Kita-

da等 [8]方法 ,全部操作在 4℃下进行 ,每一步骤均加入适量胰

蛋白酶抑制剂。

1. 4. 1　饱和硫酸铵粗提 CCRA　　胆管癌组织匀浆以 20% ～

45%和 50% ～ 80%饱和度的饱和硫酸铵沉淀 ,分为第一段粗提

物 ( C1 )和第二段粗提物 ( C2 )。

1. 4. 2　制备 CCRA“示踪抗血清”　　分别用稀释的 C1和 C2

免疫家兔 ,获 C1兔抗血清 ( TC1 )和 C2兔抗血清 ( TC2 );应用戊

二醛偶联法 ,取多份正常人血清和正常人胆管组织、肝组织匀

浆混合 ,用 0. 1mo l /L pH7. 0 PBS稀释至蛋白浓度 50 mg /ml,

对兔抗血清 TC1和 TC2进行吸附 ,即获得粗提的 TC1和 TC2。

TC1和 TC2与胆管癌粗提物 ( C1、 C2 )、正常人血清、胆管、肝和

胰腺组织匀浆进行免疫扩散。

1. 4. 3　抗正常人胆管组织抗血清的制备　　正常人胆管组织

匀浆的硫酸铵沉淀方法同 1. 4. 1,兔抗血清的制备方法同 1. 4. 2

获得的兔抗血清作为提纯 CCRA的对照。

1. 4. 4　胆管癌相关抗原 ( CCRA)的纯化　　将胆管癌组织粗

提物 ( C1 )少量多次上柱 ,经下述 4步进行纯化 ,每一步收集与

“示踪抗血清”有免疫沉淀反应的蛋白洗脱液作进一步的纯化。

　　阶段洗脱: DE-52层析柱 ( 1. 2 cm× 20 cm) ,分别以含 0. 1、

0. 2、 0. 3、 0. 4、 0. 5、 0. 6、 0. 7、 0. 8 mo l /L NaCl的 0. 05 mol /L

p H7. 5 PBS缓冲液进行洗脱。 连续梯度洗脱: DE-52层析柱

( 1. 5 cm× 30 cm ) ,经含 0. 1～ 0. 5 mo l /L NaCl的上述 PBS液

洗脱。第一次琼脂糖 6B层析 ( 1. 5 cm× 70 cm) ,以 0. 05 mol /L

p H7. 5 PBS液洗脱。 第二次琼脂糖 6B层析 ( 1. 5 cm× 70 cm) ,
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洗脱方法同上。

1. 5　胆管癌相关抗原 ( CCRA)兔抗血清的制备、纯化

及鉴定
　　将纯化的 CC RA( 300μg /ml)与等量不完全佛氏佐剂混合

乳化免疫家兔 ,获兔抗血清 ;参考文献 [9 ]方法 ,将 CCRA兔抗

血清进行硫酸铵多次沉淀后过 DE-32层析柱纯化抗血清 ,收集

蛋白洗脱峰。 最后进行抗 CCRA-IgG的鉴定: 将纯化的 CCRA

兔抗血清与羊抗兔 Ig G、 IgM、 IgD和 Ig A进行琼脂免疫电泳。

1. 6　胆管癌相关抗原 ( CCRA)的鉴定
1. 6. 1　 CCRA分子量测定　　纯化 CCRA与标准蛋白质分子

量试剂同时进行 SDS-聚丙烯酰胺垂直平板电泳。 SDS-PAGE

次高分子量标准蛋白 (分子量 43～ 200× 103 u)。

1. 6. 2　免疫纯鉴定　　抗 CCRA-IgG与纯化 CCRA、正常人

胆管和肝组织匀浆、正常人血清进行免疫电泳。

1. 6. 3　免疫电泳　　抗 CCRA-IgG与 CEA、 AFP和 β2 -M G

进行免疫电泳。

1. 6. 4　 CCRA的电泳迁移　　按血清蛋白醋酸纤维素薄膜电

泳方法 ,将纯化的 CCRA与正常人血清标本一起进行免疫电泳。

1. 6. 5　 CCRA对酶的敏感性　　 CCRA粗提物分别经胰蛋白

酶、胃蛋白酶、神经氨酸酶、β -葡萄糖苷酶处理后与抗 CCRA-

IgG进行免疫电泳。

1. 6. 6　免疫组化定位　　人胆管癌组织、肝癌组织、胰腺癌组

织、胃癌组织和结肠癌组织 ;正常胆管组织、肝组织、胰腺组织 ,

石腊包埋、切片 ( 5μm)。二甲苯脱蜡 ,抗 CCRA-IgG孵育过夜 ,

S-P法免疫组化染色。

2　结果

2. 1　胆管癌相关抗原 ( CC RA)的提取和纯化

　　新鲜人胆管癌组织匀浆经饱和硫酸铵分两段沉淀后 ,获得

粗提物 C1和 C2 ,分别免疫家兔后获胆管癌组织粗提物兔抗血

清 TC1和 TC2 ,经正常人混合血清和正常胆管组织匀浆吸附 ,

免疫扩散显示: TC1与胆管癌粗提物 ( C1 )有明显的免疫沉淀反

应 ,而与胆管癌粗提物 ( C2 )和正常人胆管、肝脏、胰腺组织以及

正常人血清无免疫沉淀反应 ; TC2则与这些物质均无免疫沉淀

反应。 将兔抗血清 ( TC1 )作为“示踪抗血清” ,监测 CCRA的提

纯 ,认为 CCRA主要存在于 20% ～ 45%饱和度的饱和硫酸铵

所沉淀的胆管癌粗提物 ( C1 )中。

　　在 CCRA的分离、提取、纯化过程中 ,硫酸铵沉淀起着重要

作用 , 20% ～ 45%饱和度的饱和硫酸可使 68. 89%的活性

CCRA分离出来 ,以两次 DE-52离子交换层析柱和两次琼脂糖

6B层析柱凝胶过滤后 ,最终产物纯化 CCRA的总活力达

980. 00μg /mg蛋白质 ,纯化倍数达 105. 72倍 (见附表 )。火箭免

疫电泳显示: CCRA与“示踪抗血清”有一受阻融合的免疫沉淀

带 ,提示两孔抗原为同一抗原物质 (图 1)。

附表　胆管癌相关抗原 (CCRA)的提纯结果

Table　 Purif ication of cholangiocarcinoma-related ant igen

Procedure
Total p rotein

( mg) 
To tal an tigen

(μg)+
Sepeci fic activity

(μg /mg protein )■
Yield
(% )

Purifi cation fold

Tumorti ssue homogenate 4389. 00 40782. 9 9. 29 100. 00 -

Ammonium sulfate precipi tation 532. 20 28075. 8 52. 75 68. 89 　 5. 68

1s t DEAE-seph acel 52 ch romatography 47. 87 10246. 3 214. 04 25. 12 23. 04

2nd DEAE-Seph acel 52 ch romatography 24. 42 8571. 5 351. 00 21. 02 37. 86

1s t Sepharose 6B chromatograph y 12. 49 7347. 4 588. 26 18. 02 63. 32

2nd Sepharose 6B ch romatograph y 6. 56 6428. 8 980. 00 15. 76 105. 72

* : To ta l pr otein w as de termined by the method o f Low ry; + : CCRA was monito red and quantitated by EL IS A;

■: The purified CCRA was used fo r th e standard o f immunologic r eac tiv ity.

图 1　纯化 CCRA与“示踪抗血清”的火箭电泳结果

Fig 1　 Immunologic reaction between the purif ied

CCRA and “ mornitoring ant isera” by

rocket-IEF

2. 2　纯化 CCRA兔抗血清的制备和抗 CCRA-IgG的

纯化结果

　　纯化 CCRA免疫家兔后获兔抗血清 ,经饱和硫酸铵沉淀和

DE-32离子交换层析柱纯化 ,所获得的蛋白洗脱液经琼脂免疫

电泳 ,显示峰 1与羊抗兔 IgG有单一带免疫沉淀反应 ,而与羊

抗兔 IgM、 IgD和 Ig A无免疫沉淀带 ,提示所获得的抗体为

IgG。

2. 3　纯化 CC RA的鉴定
2. 3. 1　纯化 CCRA分子量测定　　 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电

泳 (图 2) ,可见 CC RA呈单一沉淀带。 经对数回归方程计算出

CCRA分子量为 114× 103 u。
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图 2　 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳

　　 A:标准蛋白质 ; B、 C、 D分别是纯化 CC RA带 (按

1∶ 4、 1∶ 2、 1∶ 1进行稀释 )

Fig 2　 SDS-PAGE gel electrophoresis

　　 A: the molecular w eight ma rker s; B, C and D

w ere the lanes of CCRA deluted by 1∶ 4, 1∶ 2 and

1∶ 1, respectiv ely

2. 3. 2　 CCRA免疫纯鉴定　　纯化的 CCRA与抗 CCRA-IgG

发生免疫沉淀反应 ,不与正常人血清 、胆管和肝组织匀浆发生

免疫沉淀反应。

2. 3. 3　 CCRA与 CEA、 AFP、β2 -M G的关系　　抗 CCRA-IgG

和纯化 CCRA间有单一免疫沉淀带 ,而与 CE A、 AFP和 β2 -M G

无免疫沉淀反应。 提示 CCRA不同于 CEA、 AFP和 β2 -M G,是

一种新的肿瘤标志物。

2. 3. 4　纯化 CCRA的电泳迁移　　在血清蛋白醋酸纤维素薄

膜电泳中可见纯化的 CCRA电泳迁移于α2和 β带之间。

2. 3. 5　纯化 CCRA对酶的敏感性　　 CCRA对胰蛋白酶和胃

蛋白酶敏感 ,而对神经氨酸酶和 β -葡萄糖苷酶不敏感。

2. 3. 6　免疫组织化学　　 S-P法免疫组化染色 ,显示抗

CCRA-IgG着色于胆管癌细胞浆和近细胞膜处 ,在部分胆管癌

腺腔中可见着色 (图 3) ;正常胆管组织中无着色 (图 4)。在原发

性肝癌和胰腺癌中也有部分染色 ,程度较胆管癌轻 ;而在胃癌、

结直肠癌、肺癌和正常肝脏、胰腺组织中未见着色。

图 3　胆管癌组织 CCRA的阳性染色　 ( S-P× 400)

Fig 3　 Tissue sections of cholangiocarcinoma were positive for CCRA　 ( S-P× 400)

图 4　正常胆管组织 CCRA染色阴性　 ( S-P× 100)

Fig 4　 Tissue sections of normal bile duct were negat ive for CCRA　 ( S-P× 100)

3　讨论

　　胆管癌是一种恶性程度低、生长缓慢的肿瘤 ,常常

是肿瘤侵犯大部分胆管 ,出现阻塞性黄疸时才得到诊

断 [10 ]。 同时 ,由于其部位的特殊性 ,导致其切除率低 ,

大部分文献报道为 10%～ 30%左右
[6, 7 ]
。 胆管癌的早

期诊断是提高其切除率和生存率的关键。经过近 10余

年的发展 ,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导物。本研究从人胆管癌

组织中提纯了一种与胆管癌相关的抗原物质 ,暂命名

为 CCRA,探讨了胆管癌相关抗原的提纯方法 ,了解了

一些胆管癌相关抗原的基本特性。

　　胆管癌相关抗原 ( CCRA)的提取和纯化: CCRA

“示踪抗血清”的制备是整个实验的开始 ,也是重要的

一步。 首先用饱和硫酸铵将胆管癌组织匀浆分为两部

分 ,胆管癌组织粗提物免疫家兔获得的抗血清经正常

胆管和肝组织免疫吸附后 ,作为监测抗原提纯过程的

“示踪抗血清” ,胆管癌组织粗提物 C1 ,作为可能含有
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胆管癌相关抗原 ( CCRA)的蛋白物质进行提取和纯

化。 20%～ 45%饱和度的饱和硫酸铵在 CCRA提纯中

起重要作用 ,使 68. 89%的 CCRA活性成分保留下来 ;

经两次 DE-52离子交换层析及两次琼脂糖 6B凝胶过

滤后 ,抗原纯化程度达 105. 72倍 ,抗原活力达 980. 00

μg /mg ,因此视其为纯化的胆管癌相关抗原 ( CC RA)。

　　 CCRA兔抗血清的制备及抗 CCRA-IgG的提纯:

将纯化的 CCRA免疫家兔获得兔抗血清 ,按照李思善

的方法纯化 CCRA兔抗血清。经与羊抗兔 IgG、 IgM、

Ig A、 IgD进行免疫电泳 ,显示抗 CCRA只与羊抗兔

IgG有免疫反应 ,证明所获得的抗 CCRA为兔抗

CCRA-IgG。

　　胆管癌相关抗原 ( CCRA)的特性: 从我们的研究

中可见 , CC RA是一种新的胆管癌相关抗原 ,其在蛋白

电泳中迁移于α2-β带之间 ,分子量为 114 kD,对胰蛋

白酶和胃蛋白酶敏感 ,易被该两种酶破坏。 抗 CCRA-

IgG只与 CC RA有免疫沉淀反应 ,而与 C EA、 AFP和

β2-M G无反应 ,提示 CCRA是不同于 CEA、 AFP和

β2-M G的一种新的肿瘤相关抗原。

　　胆管癌相关抗原 ( CC RA)的组织分布: CCRA主

要存在于胆管癌组织中 ,其次是胰腺癌组织和肝癌组

织中也有阳性或弱阳性反应 ,染色主要集中于细胞浆 ,

且以靠近细胞膜处染色更深 ,在部分细胞的细胞膜上

也有染色 ,在一些胆管癌组织中的腺腔内也有染色 ,提

示胆管癌细胞可能产生和分泌 CCRA。在正常胆管、肝

脏、胰腺和结肠组织中未见染色 ,在胃癌、结肠癌和肺

癌组织中也未见阳性染色。所以就 CCRA的组织分布

而言 ,对胆管癌有相对较高的特异性 ;在胰腺癌和肝癌

组织中的染色 ,认为可能是这两种肿瘤细胞也能产生

CCRA,或者在它们的细胞中有某种与 CCRA有交叉

反应的物质存在。

　　由于胆管癌相关抗原 ( CC RA)是我们从人胆管癌

组织中提取的一种新有肿瘤相关抗原 ,经查阅近 20年

来的国内外文献 ,还未见报道 ,所以需要进一步的研究

才能对 CCRA有更深入的了解。
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Acquisition and identif ication of a new tumor marker—— cholangiocar-

cinoma-related antigen
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 M edical Univ er sity , Chongqing , 630037)

　　 Abstract　 A new tumor ma rker , cho langiocar cinoma-related antig en ( CCRA) , a pro tein with a antigenic

purifying deg r ee o f 105. 72 fold and an antig enic activity o f 980. 00μg /mg , w as isolated fr om the tissue o f hu-

man cho langioca rcinoma and purified in the fo llowing pr ocedure: ( 1) The tumor tissue was firstly mixed with

ammonium sulfate in 20% ～ 45% satura tion. ( 2) The dia ly zed solution was concentra ted and applied to tw o

columns o f DE AE-sephacel 52 of 1. 2 cm× 20 cm and 1. 5 cm× 30 cm in size and two co lumns o f Sepharo se 6B

both o f 1. 5 cm× 70 cm in size r espectiv ely. It w as identified that the purified CCRA was a new tumor-rela ted

antig en which was diffe rent f rom carcinombryonic antig en ( CE A) , α-fetopro tein ( AFP ) and β2 -microg lobin

(β2-M G) and had a mo lecula r weight of 114 kD. Electropho resis of serum pro tein rev ealed tha t it w as loca ted

betw een theα2 and β lines. T reatm ent o f CCRA with tr ypsin and pepsin resulted in loss o f its immune activi-

ty , w hich indicates that CCRA is sensitiv e to and easily destro yed by the tw o enzymes. Immunohistochemica l

examination revealed that CCRA mainly ex isted in the tissue of cho langiocar cinoma.

　　 Key words　 cholangiocar cinoma; cho langioca rcinoma-related antig en; tumo r ma rker

巯基供体对低温缺血 -再灌注心脏保护作用的研究

A study of protective effects of thiol donors on hypothermic ischemia-

reperfused heart

肖颖彬　 韩本立　 刘欲团　 杨素娟　　 (第三军医大学附属西南医院肝胆外科中心 )重庆 , 630038

　　心脏手术中心肌保护不完善是导致低心输出量综合征的

重要原因 ,可造成病人住院时间延长甚至死亡 ,也可能引起远

期心肌纤维化 ,影响心脏功能。谷胱甘肽及其相关氧化 -还原循

环在维持细胞还原状态 ,抗自由基氧化损伤中具有重要意义。

使用巯基供体可改善谷胱甘肽贮存和心肌还原巯基库含量 ,增

强心肌抗自由基损伤能力。

　　本实验采用离体心脏灌注模型 ,研究附加巯基供体谷胱甘

肽 ( G组 )、 N-乙酰 -L-半胱氨酸 ( N组 )或 S-8744( S组 ) 2 mmo l /

L的 St. Thomas液对低温缺血 -再灌注心脏的保护作用 ,并采

用 31 P-NM R技术就巯基供体对低温缺血 -再灌注心脏高能磷酸

化合物代谢的影响进行研究。对线粒体呼吸功能、线粒体肌酸

激酶和心肌肌原纤维肌酸激酶、 ATP酶活性进行测定。探讨巯

基供体对心肌代谢的作用环节。主要结果如下:

　　 ( 1)应用双心室顺灌做功模型 ,观察 4℃保存豚鼠心脏 240

min,再灌注 60 min心功能恢复情况 ,结果表明 ,附加巯基供体

显著改善心脏左、右室功能的恢复。

　　 ( 2)应用 Langendo rff-Neeley顺灌做功模型 ,观察附加巯

基供体对 20℃低温停搏 180 min,再灌注 60 min大鼠心脏功能

的影响。结果表明附加巯基供体可显著改善 St. Thomas液的

心肌保护作用。并能改善心肌磷酸腺苷代谢 ,超微结构观察损

伤较轻。

　　 ( 3)在 NM R条件下的 Langendo rff心脏模型上 ,应用 31 P-

NM R技术动态观察心肌高能磷酸化合物代谢 ,结果表明 ,附加

巯基供体明显改善再灌中 PCr、 ATP、 Pi的恢复。

　　 ( 4)线粒体氧化磷酸化功能在低温缺血 -再灌注中明显受

抑制 ,附加巯基供体可明显减轻线粒体功能障碍。机理可能与

提高线粒体内还原巯基库含量 ,增强抗自由基氧化损伤能力有关。

　　 ( 5)附加巯基供体还对低温缺血 -再灌注中心肌线粒体肌

酸激酶活性和肌原纤维 AT P酶活性有一定保护作用 ,改善心

肌 ATP传输和利用。

　　总之 ,本文所研究的 GSH, N AC, S-8744可能是低温心脏

麻痹液有价值的添加药物 ,对于改善低温下心肌保护有显著作用。

　　关键词　巯基供体 ,谷胱甘肽 , N-乙酰 -L-半胱氨酸 ;心肌

保护 ;线粒体 ;心肌 /代谢 ;核磁共振 ( NM R)
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