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新型肝损伤血清标志物Ｐｅｐ５定量检测方法的建立及临床应用
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　　【摘要】　目的　建立定量检测血清多肽Ｐｅｐ５的酶联免疫吸附方法（ＥＬＩＳＡ），用于判定肝损伤进程的研究。方

法　以待测血清样本稀释液包被酶联板，５％脱脂奶粉封闭，辣根过氧化物酶标记的抗Ｐｅｐ５单克隆抗体作为标记抗

体，建立定量检测人血清多肽Ｐｅｐ５的ＥＬＩＳＡ，并用于临床检测６９０例肝损伤及健康血清样本。结果　灵敏度为

１．２５ｎｇ／ｍＬ；线性范围（０～２４ｎｇ／ｍＬ）内相关系数为０．９９８７；与乙酰胆碱酯酶、层黏连蛋白、透明质酸、三型前胶原

交叉反应率小于１．００％；添加回收率在９９．０９％～１０７．０８％；批内、批间变异系数（犆犞）分别为５．６２％～７．３２％、

６．２１％～６．４５％。与其他肝损伤指标乙酰胆碱酯酶试剂盒进行对比试验，表明两种检测方法有一定的相关性（狉＝

０．６８）。临床检测结果表明血清多肽Ｐｅｐ５水平随着肝损伤程度加重而升高，与正常血清差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。结论　多肽Ｐｅｐ５可用于肝损伤进程定量血清学检测，检测方法简便、可靠，为后续深入研究多肽Ｐｅｐ５的功

能及相关诊断试剂盒的研制和开发提供了科学依据。
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　　多种损肝因素引起的肝脏损害和炎症反应是肝纤维化、肝

硬化的病理学基础，也是导致发展为肝癌的必经过程［１］。尽管

对于肝硬化转为肝癌概率的报道不尽相同，多数认为肝硬化是

发生肝癌的最大风险因素［２３］；并且８０％左右的肝癌患者伴有

肝硬化或晚期肝纤维化［４５］。现今大量的试验及临床研究已证

实肝纤维化是可以逆转的，是阻止向肝硬化发展的惟一时期，

也是临床上最佳的治疗时机，因此在肝损伤初期肝纤维化阶段

早期诊断治疗，将有效降低肝硬化、肝癌的发病率及病死

率［６８］。为此，作者前期研究了一个新型肝损伤潜在血清多肽

标志物Ｐｅｐ５，它与肝病进程有着密切关系
［９１０］。本文旨在建立

血清学诊断肝损伤病程进展的Ｐｅｐ５多肽酶联免疫吸附试验

（ｐｅｐＥＬＩＳＡ）检测方法，并初步应用于临床，取得了满意效果，

现将结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集解放军３０２医院、空军总医院、北京肿瘤

医院４６９例住院患者血清样本为阳性对照，其中慢性肝炎１２３

例、肝纤维化３０例、肝硬化１７６例、肝癌１４０例。同时收集３

家医院门诊健康体检者（查体无肝炎）血清２２１例为阴性对照。

·１４６２·检验医学与临床２０１３年１０月第１０卷第２０期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．２０

 基金项目：国家高技术研究发展计划８６３项目（２０１２ＡＡ０２０２０５）；卫生部传染病重大专项（２００８ＺＸ１０００２０１６）。

△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｗｋｈ＠ｃｎｈｕｐｏ．ｃｎ。



１．２　试剂及仪器　ＤＥＭⅢ型自动酶标洗板机（北京拓普分

析仪器有限责任公司）；ＭＫ３型酶联检测仪（Ｔｈｅｒｍｏ，ＵＳＡ）；

电热恒温水箱（北京长安永创科学仪器有限公司）；美国 Ｃｏｓｔ

ｏｒ９６孔可分拆聚苯乙烯酶联板；胆碱酯酶检测试剂盒（北京万

泰德瑞诊断技术有限公司）；合成多肽Ｐｅｐ５（北京中科亚光生

物科技有限公司）；乙酰胆碱酯酶（ＡＣｈＥ）、层黏连蛋白（ＬＮ）、

透明质酸（ＨＡ）、三型前胶原（ＰＣⅢ）（上海江莱生物科技有限

公司）。

１．３　血清样品的采集　真空采血４～６ｍＬ，不加入抗凝血物

质，室温放置３０ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０～１５ｍｉｎ，取上清液

分装每管５０μＬ，取１管进行检测，剩余样本置于－８０℃冻存

备查。一般应该“当天采集、当天检测”。如当天无法检测，待

检样本应置于４℃储存。如果无法在采血后２ｄ内进行测定，

则应将血清样本置于－２０℃保存，并避免反复冻融。

１．４　校准品的配制及阴阳性质控品　取合成多肽纯品（分子

量误差允许±０．５Ｄａ，纯度大于９８％）配制０．６ｍｇ／ｍＬ的校准

品原料液，用校准品稀释液按比例稀释成２４、１８、１２、６、３、０ｎｇ／

ｍＬ系列溶液作为本检测方法的校准品，每瓶１ｍＬ分装冻存

于－２０℃保存。

１．５　酶结合物反应液的配制　抗体稀释液（１０ｇ／ＬＢＳＡ）将

辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记抗Ｐｅｐ５抗体以１∶５０００稀释后，

４℃保存。

１．６　试验条件及方法　本试验方法采用前期建立的血清多肽

Ｐｅｐ５ＥＬＩＳＡ检测方法
［１１］，包被液为０．０５ｍｏｌ／Ｌ碳酸盐缓冲

液（ｐＨ９．６），将一定比例稀释的待测血清样本和校准品分别

滴加在９６孔聚苯乙烯酶联板孔内，１００微升／孔，并设阴性对

照、空白对照，４ ℃过夜；次日甩尽包被液，用０．０５％（ｖ／ｖ）

Ｔｗｅｅｎ２０磷酸盐缓冲液（ＰＢＳＴ）洗板５次，每次３ｍｉｎ；拍干后

加封闭液（含５％脱脂奶粉的ＰＢＳＴ）３００微升／孔，３７℃２ｈ；

ＰＢＳＴ洗涤同上，拍干后加 ＨＲＰ抗Ｐｅｐ５抗体１００微升／孔，

３７℃１ｈ；洗涤彻底拍干后加入 ＴＭＢ显色剂，１００微升／孔，

３７℃１０ｍｉｎ；加２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４５０微升／孔终止反应，酶标仪

４５０ｎｍ处测量吸光度Ａ值。

１．７　方法学评价

１．７．１　检测灵敏度及线性　将合成多肽Ｐｅｐ５溶液（纯度大于

９８％，１００ｎｇ／ｍＬ）按比例稀释成２４、１８、１２、６、３各重复检测２

次，将结果平均值（平均 Ａ值）和稀释比例用最小二乘法进行

直线拟合，并计算相关系数（狉）；测定２０份空白对照孔（０ｎｇ／

ｍＬ），计算结果平均值、标准偏差（犛犇），分析灵敏度是平均值

±２犛犇。

１．７．２　特异性　取肝损伤常用生化检测指标 ＡＣｈＥ、ＬＮ、

ＨＡ、ＰＣⅢ对本方法进行特异性反应检测，重复检测３次。将

各交叉反应物Ａ值代入标准曲线中，计算各交叉反应值及交

叉反应率（即交叉反应值与理论值的比）。

１．７．３　准确性及重复性　将合成多肽Ｐｅｐ５溶液（纯度大于

９８％，１００ｎｇ／ｍＬ）按体积比１∶９加入阴性质控血清中，与阴

性质控血清同时平行重复测定３次。计算阴性质控血清添加

前后实测值及添加回收率（Ｒ）；对阴阳质控血清（正常、肝硬

化）分别进行１０孔平行重复测定，重复测定３次，计算批内、批

间测定精密度。

１．７．４　健全性分析　采用零值校准品将高值血样（２０．３１

ｎｇ／ｍＬ），依次稀释０．５、１、２、４倍后与校准品同时测定，并计算

实测浓度，以稀释倍数的倒数和实测浓度绘制曲线，计算线性

相关系数。

１．７．５　样本干扰因素　取２０份血清样本分别于４℃放置１、

３、５、７ｄ，与－２０℃放置的血清样本平行检测，重复测定２次，

并计算Ｐｅｐ５含量在４℃与－２０℃保存条件下的百分比。

１．８　统计学处理　组间数据通过ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进行

狋检验分析获得犘 值；采用 ＭｅｄＣａｌｃ软件绘制受试者工作曲线

（犚犗犆曲线）对方法检测特异性、灵敏度进行分析。

２　结　　果

２．１　本方法的主要技术指标　计算本方法线性范围０～２４

ｎｇ／ｍＬ内的狉为０．９９８７；分析灵敏度为１．２５ｎｇ／ｍＬ（该样品

孔与阴性对照孔吸光度比值大于２．１）。特异性考察本方法与

ＡＣｈＥ、ＬＮ、ＨＡ、ＰＣⅢ的交叉反应率均不高于１％（表１），说明

多肽Ｐｅｐ５的检测结果与上述４种指标检测结果无交叉。准确

性考察结果显示，阴性质控血清添加前实测平均值为４．５９ｎｇ／

ｍＬ，计算添加回收率（Ｒ）为９９．０９％～１０７．０８％。平行测定１０

孔，重复性３次，获得批内精密度为５．６２％～７．３２％（表２），批

间精密度不大于６．４５％，显示该方法具有良好的回收率及精

密度。健全性分析计算线性方程为犢＝２１．８４２犡－０．３５２７，狉２

为０．９９５０，呈良好的线性关系，说明具有良好的健全性。

表１　特异性考察结果

交叉反应物及理论值 ＡＣｈＥ２５０ ＬＮ１００ ＨＡ３００ ＰＣⅢ１５０

实测反应值（ｎｇ／ｍＬ） ０．８８ ０．５９ ０．５８ ０．５８

０．７６ ０．６３ ０．５９ ０．５９

０．９０ ０．５８ ０．６２ ０．６７

交叉反应率（％） ０．３４ ０．６０ ０．２０ ０．４１

表２　批内精密度（狀＝１０，ｎｇ／ｍＬ）

质控

血清

１次

狓±狊 犆犞（％）

２次

狓±狊 犆犞（％）

３次

狓±狊 犆犞（％）

阴性 ４．６５±０．３０ ６．４３ ４．６３±０．２９ ６．２２ ４．６１±０．３０ ６．６１

阳性１５．９７±１．１７ ７．３２ １６．３３±１．０７ ６．５７ １５．８３±０．８９ ５．６２

２．２　样本干扰因素　干扰试验结果显示，当血清样本４℃存

放时间超过５ｄ时，与－２０℃存放样本测定偏差大于１０％，且

样本测定结果普遍偏低，经狋检验分析，两组检测结果差异有

统计学意义（犘＜０．０１，图１）。因此，对于多肽标志物检测来

说，其血清样本４℃存放不宜超过３ｄ，较长时间保存时建议

在－２０℃或－８０℃。

图１　血清样本的稳定性试验

２．３　初步检测应用　用本方法检测４６９例肝损伤患者及２２１

例健康对照血清样本。结果显示，随着肝损伤程度加重（肝炎→

肝纤维化→肝硬化→肝癌），血清样本中多肽Ｐｅｐ５水平呈“Ｓ

型”曲线变化。正常健康血清多肽Ｐｅｐ５平均含量是（４．３３±

２．９０）ｎｇ／ｍＬ、肝炎、肝纤维化、肝硬化、肝癌患者多肽Ｐｅｐ５平

均含量分别是（４．２３±３．４６）、（６．６９±２．３８）、（１６．２９±５．６０）、

（１５．６２±３．１５）ｎｇ／ｍＬ。正常组与肝炎组中Ｐｅｐ５含量差异无

统计学意义（犘＝０．６５３４），肝硬化组与肝癌组间Ｐｅｐ５含量差

异无统计学意义（犘＝０．４４０６），而肝纤维化与各疾病组间多肽
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Ｐｅｐ５含量差异均有统计学意义（犘＜０．０５），说明肝纤维化是判

别肝损伤进程、早期预警肝硬化、肝癌发生的关键阶段。

２．４　敏感性及特异性分析　进一步评价血清多肽Ｐｅｐ５用于

诊断肝损伤病程进展的应用价值，应用 ＭｅｄＣａｌｃ软件对检测

的血清样本进行受试者特征工作曲线（犚犗犆曲线）的绘制。以

阴性对照组与肝纤维化组绘制曲线，可得出曲线下面积为

０．８５０，敏感性为９５．１％，特异性为７６．７％（图２Ａ）；以肝纤维

化组与肝硬化绘制曲线，可得出曲线下面积为０．９０９，敏感性

为８３．６％，特异性为９１．８％（图２Ｂ）。

　　Ａ：肝纤维化组及阴性对照组；Ｂ：肝纤维化组及肝硬化组。

图２　临床血清样本的Ｐｅｐ５检测结果

２．５　试剂盒的对比试验　随机取１６４份正常及临床肝损伤血

清样本，用本法与万泰德瑞生产的 ＡＣｈＥ 试剂盒（批号：

ＧＧ２１０４ＡＡ２１）进行对比试验。检测结果用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ

４．０软件进行相关性分析，以血清样本中Ｐｅｐ５含量为横坐标，

ＡＣｈＥ活性的自然对数为纵坐标绘制散点图，计算两组数据的

Ｋａｐｐａ＝０．６８，表明肝损伤样本中Ｐｅｐ５含量与 ＡＣｈＥ活性呈

负相关，且具有可靠的一致性（图３）。

图３　　Ｐｅｐ５含量与ＡＣｈＥ水平的相关性分析

３　讨　　论

通过检测血清标志物观察慢性肝病患者肝组织损害严重

程度，判断病程发展和预后有很重要的临床意义。临床常用的

肝损伤生化指标有：丙氨酸氨基转移酶、天门冬氨酸氨基转移

酶、碱性磷酸酶、γ谷氨酰转肽酶、总胆红素、血清清蛋白、胆碱

酯酶及凝血酶原时间等，但各有其局限性，因此很少独立使用

作为肝损伤严重程度的判别标准［１２］。

随着血清多肽组学的发展，血清多肽用于疾病的诊断越来

越受到重视。多肽标志物Ｐｅｐ５在国际肿瘤标志物研究中已有

报道。Ｖｉｌｌａｎｕｅｖａ等
［１３］发现Ｐｅｐ５可分别作为前列腺癌、乳腺

癌和膀胱癌的肿瘤多肽标志物之一。本实验室研究发现，Ｐｅｐ５

作为肝癌肿瘤标志物亦有很好效果，判断肝病组（肝硬化、肝

癌）与阴性对照的灵敏性为８０％，特异性９５％
［１１］。然而，血清

多肽Ｐｅｐ５水平在肝硬化与肝癌组间差异无统计学意义（犘＝

０．４４０６），说明在肝硬化阶段诊断为多肽Ｐｅｐ５高水平时，很有

可能同时已伴随肝癌的发生。因此，作者进一步扩大样本研究

范围，寻找多肽Ｐｅｐ５与肝病进程的关系。研究发现，Ｐｅｐ５水

平与肝损伤程度密切相关并呈现“Ｓ型”曲线变化。肝纤维化

阶段血清样本中多肽Ｐｅｐ５水平明显上升，并伴随肝损伤严重

程度继续升高，至肝硬化、肝癌阶段多肽Ｐｅｐ５含量变化趋于平

缓，说明肝损伤程度到肝硬化阶段时，Ｐｅｐ５水平变化已进入平

台期，与报道称８０％左右的肝癌患者伴随有肝硬化或晚期肝

纤维化一致［５］。因此在肝纤维化阶段早期预警肝硬化、肝癌，

通过治疗逆转或终止肝损伤进一步发展，将有效降低肝硬化、

肝癌的发病率［１４］。血清多肽Ｐｅｐ５是一个新型的血清多肽标

志物，在肝损伤进程监测方面具有重要的临床应用前景。
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