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等电聚焦法检测碱性磷酸酶同工酶在肝癌和肝癌

骨转移鉴别诊断中的应用

庞　博
１，吴丽娟２△（１．四川省彭州市中医院检验科　６１１９３０；２．成都军区总医院实验

医学中心，成都　６１００８３）

　　【摘要】　目的　探讨碱性磷酸酶（ＡＬＰ）同工酶在肝癌和肝癌骨转移鉴别诊断中的应用。方法　用等电聚焦法

（ＩＥＦ）分离测定８０例健康体检者和１５３例肝脏疾病患者血清中的ＡＬＰ同工酶。结果　采用神经氨酸苷酶处理标

本后，ＩＥＦ能分辨出ＡＬＰ同工酶ｐＩ６．０、ｐＩ６．１、ｐＩ６．４和ｐＩ６．５共４个亚型。ＡＬＰ的ｐＩ６．０和ｐＩ６．４亚型的检出率在

健康体检组、非肝癌组、肝癌组之间差异无统计学意义（犘＞０．０５）；ｐＩ６．５亚型的检出率在肝癌患者组明显高于健康

体检组和非肝癌组（犘＜０．０１）；ｐＩ６．１检出率在肝癌骨转移组明显高于肝癌无骨转移组、健康体检组和非肝癌组

（犘＜０．０１）。ｐＩ６．５用于肝癌诊断的灵敏度是６０．７％，特异性是８３．３％，阳性预测值是６９．２％，阴性预测值是

７７．４％，符合率为７４．７％。ｐＩ６．１用于肝癌骨转移的诊断灵敏度是７０．０％，特异性是８１．３％，阳性预测值是８４．５％，

阴性预测值是８４．８％，符合率为７７．６％。结论　ＩＥＦ法能分离 ＡＬＰ同工酶不同亚型，ｐＩ６．５亚型可作为肝癌鉴别

诊断指标，ｐＩ６．１亚型可作为肝癌骨转移鉴别诊断指标。
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　　肝病是严重危害人类身体健康的常见病和多发病，为了进

一步探讨碱性磷酸酶（ＡＬＰ）同工酶在不同类型肝病之间的临

床意义，帮助预测肝病的转归和预后，本文采用特异性较强，敏

感性较高的琼脂糖等电聚焦电泳法对健康体检者、慢性肝炎、

梗阻性黄疸、肝硬化及原发性肝癌患者血清 ＡＬＰ同工酶进行

了分析测定，探讨了ＡＬＰ同工酶在肝脏疾病特别是肝癌诊断

中的应用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１０～２０１２年成都军区总医院健康体

检者８０例，其中男４０例，女４０例，年龄３５～７５岁。选择
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２０１０～２０１２年成都军区总医院住院部肝癌患者８９例，男４９

例，女４０例，年龄３５～７５岁，其中发生肝癌骨转移７０例，包括

男４５例，女２５例，年龄３５～７１岁。选择２０１０～２０１２年成都

军区总医院住院部非肝癌组６４例，包括慢性肝炎３２例（年龄

３５～７５岁，男２２例，女１０例）、梗阻性黄疸２１例（年龄３５～７５

岁，男１２例，女９例）、肝硬化１１例（年龄３５～７５岁，男７例，

女４例）。上述各组年龄分布之间差异无统计学意义（犘＞

０．０５），具有可比性。

１．２　材料及方法

１．２．１　标本及采集　采集健康体检者和患者的非抗凝空腹血

３ｍＬ，分离血清，进行等电聚焦电泳分析。

１．２．２　主要仪器　仪器 ＬＫ２００６多用途等电聚焦电泳仪，光

密度扫描仪。

１．２．３　主要试剂及配制　两性电解质（ｐＨ３．０～９．５）４００ｇ／

Ｌ，甘油、山梨醇、固兰Ｂ琼脂糖、Ａ萘磷酸钠均为南京精细化

工公司生产，蛋白标准品为Ｓｉｇｍａ公司生产。试剂配制方法：

电极溶液阳极液为柠檬酸溶液０．２ｍｏｌ／Ｌ。阴极液为乙醇胺

溶液０．５ｍｏｌ／Ｌ。底物液：Ａ萘磷酸钠３０ｍｇ溶于１０ｍＬ

１０．５％二乙醇胺，加入２０ｇ／Ｌ硫酸镁溶液（硫酸镁２００ｍｇ溶

于去离子水１０ｍＬ）２００μＬ。呈色剂：ｐＨ４．７的乙酸缓冲液１０

ｍＬ溶解固兰Ｂ５ｍｇ中。胶液的配制：琼脂糖０．１ｇ，硫酸锌

０．００８ｇ，加去离子水５ｍＬ，隔水煮沸１５ｍｉｎ后，加入５０％甘

油５ｍＬ，混合，至７０℃左右时，加入两性电解质０．８ｍＬ。

１．２．４　神经氨酸苷酶处理标本
［１］
　神经氨酸苷酶（１０Ｕ／Ｌ，

ＴｙｐｅＶ，来源于产气荚膜梭状芽孢杆菌属）溶于磷酸二氢钠／柠

檬酸缓冲液１ｍＬ中，神经氨酸苷酶１０μＬ加入４０μＬ标本，３７

℃水浴１５ｍｉｎ。

１．２．５　热失活实验　５ｍｉｎ５６℃水浴，骨 ＡＬＰ失活，１０ｍｉｎ

６５℃水浴，肝ＡＬＰ失活。

１．２．６　电泳检测
［２］

１．２．６．１　等电聚焦　将准备好的胶板置于电泳槽冷却板上，

其间涂煤油，用相应的电极液润湿阴极和阳极电极条分别放在

模板标记的位置上。预电泳１５ｍｉｎ。加样滤纸放在离阴极端

２．５ｃｍ处后电泳，上限电压７００Ｖ，上限电流５０ｍＡ，功率１５

Ｗ，冷却水温度４℃，时间８５ｍｉｎ。

１．２．６．２　呈色和扫描　ＩＥＦ结束后，取出胶板，在胶面涂布

１．５ｍＬ底物液，４０℃２５ｍｉｎ，用蒸馏水洗去多余底物，加入

０．５ｍＬ呈色液，光密度计扫描，滤光片５７０ｎｍ，狭缝１ｍｍ。

１．２．６．３　测等电点　取２０μＬ蛋白标准品加样，与标本同时

进行电泳，ＩＥＦ后将带有蛋白标准液的胶片切割下来，进行考

马斯亮蓝染色，以区带离阴极的距离为横坐标，蛋白标准品的

等电点为纵坐标，作标准曲线，根据标本的区带离阴极的距离，

查标准曲线求得等电点（ｐＩ）。

１．３　统计学处理　数据分析采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行处

理，计量数据以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，计数资料以

率表示，比较采用 χ
２ 检验。以 犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　等电聚焦法血清 ＡＬＰ同工酶亚型检测电泳扫描图阅读

　结果见图１。该法分析血清ＡＬＰ亚型可以在获得的电泳扫

描图上清晰见到４个亚型，即ｐＩ为６．０、６．１、６．４和６．５对应

的电泳结果扫描峰；其中ｐＩ６．０和ｐＩ６．４两个亚型见于健康对

照组和各疾病组，对与肝脏疾病包括非肝癌、肝癌和肝癌是否

骨转移均无鉴别诊断意义；ｐＩ６．５亚型主要见于肝癌患者，而

ｐＩ６．１见于肝癌发生骨转移患者。

　　注：Ａ为健康体检者；Ｂ为肝癌患者；Ｃ为肝癌骨转移患者。

图１　等电聚焦法检测ＡＬＰ同工酶亚型电泳扫描图

２．２　等电聚焦法ＡＬＰ同工酶亚型检出率　结果见表１。表１

结果提示，ｐＩ６．０和ｐＩ６．４的出现率在健康体检组和非肝癌组

以及肝癌组之间差异无统计学意义（犘＞０．０５）；ｐＩ６．１和ｐＩ

６．５的出现率在健康体检组和非肝癌组之间差异无统计学意义

（犘＞０．０５）；ｐＩ６．１和ｐＩ６．５的出现率在肝癌组和健康体检组

以及非肝癌组之间差异有统计学意义（犘＜０．０１）；ｐＩ６．５的出

现率在肝癌无骨转移组和有骨转移组比较差异无统计学意义

（犘＞０．０５）；ｐＩ６．１的出现率在肝癌无骨转移组和有骨转移组

之间差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

表１　等电聚焦法ＡＬＰ同工酶亚型检测结果

组别 狀
总ＡＬＰ活性

（狓±狊，Ｕ／Ｌ）

不同亚型的检出率（％）

ｐＩ６．０ ｐＩ６．１ ｐＩ６．４ ｐＩ６．５

健康对照组 ８０ ８８．８±１１．５ ８６．１ １７．５ ６５．２ １６．２

非肝癌组 ６４ １１０．８±２８．６ ８２．９ａ ２０．３ａ ６０．１ａ １７．２ａ

肝癌组 ８９ ４９８．９±５９．３ ８０．１ａ ６２．３ｂ ６１．１ａ ５６．１ｂ

　肝癌无骨转移组 １９ ４９６．８±４５．５ ７８．３ １９．３ｄ ５８．５ ５９．３ｃ

　肝癌骨转移组 ７０ ５０２．９±６１．３ ８０．１ ６５．０ ５５．１ ５４．９

　　注：与健康对照组比较，ａ犘＞０．０５，ｂ犘＜０．０１；与肝癌骨转移组比

较，ｃ犘＞０．０５，ｄ犘＜０．０１。

表２　等电聚焦法分离ＡＬＰ同工酶（ｐＩ６．５）用于

　　　肝癌的诊断效率

肝癌组
健康体检组和非肝癌组

＋ －

＋ ５４ ２４

－ ３５ １２０

　　注：＋表示阳性，－表示阴性。

２．３　等电聚焦法 ＡＬＰ同工酶用于肝癌及肝癌骨转移的诊断

效率　结果见表２、３。经过统计学计算，ｐＩ６．５用于肝癌诊断

的灵敏度是６０．７％，特异性是８３．３％，阳性预测值是６９．２％，

阴性预测值是７７．４％，符合率为７４．７％。ｐＩ６．１用于肝癌骨转
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移的诊断灵敏度是７０．０％，特异性是８１．３％，阳性预测值是

８４．５％，阴性预测值是８４．８％，符合率为７７．６％。

２．４　等电聚焦法ＡＬＰ同工酶亚型检出率与总ＡＬＰ活性之间

的关系　ＡＬＰ总活性的升高不能判断是来源于肝还是骨ＡＬＰ

同工酶的升高，采用ＩＥＦ可分离 ＡＬＰ同工酶亚型，其中ｐＩ６．５

的出现率在肝癌患者组明显升高，而ｐＩ６．１的出现率在肝癌骨

转移组明显升高，若ｐＩ６．５和ｐＩ６．１同时出现在ＡＬＰ总活性升

高的患者血清中，提示该患者可能存在肝癌骨转移。

表３　等电聚焦法分离ＡＬＰ同工酶（ｐＩ６．１）用于

　　肝癌骨转移的诊断效率

肝癌骨转移组
健康体检组和非肝癌组

＋ －

＋ ４９ ２７

－ ２１ １１７

　　注：＋表示阳性，－表示阴性。

３　讨　　论

ＡＬＰ广泛存在于人体各组织器官中，由４种不同的基因

位点（小肠、组织非特异性、胎盘和生殖细胞）编码小肠，很多疾

病都会导致其发生变化，检测 ＡＬＰ同工酶及亚型有助于临床

诊断、治疗疾病和判断预后，目前分离ＡＬＰ同工酶有很多种方

法，所用的支持物有聚丙烯酰胺、琼脂糖、蔗糖和甲基化的醋酸

纤维膜［３４］。这些方法中，有的分辨率低，有的所用时间长，有

的所用的支持物是剧毒的［５１０］。本研究以琼脂糖为支持物，对

制胶和电泳条件进行了改进，缩短了分离时间，提高了灵敏度

和分辨率。

本试验发现肝病患者中肝癌、慢性肝炎、梗阻性黄疸和肝

硬化的总 ＡＬＰ活性差异无统计学意义（犘＞０．０５），说明总

ＡＬＰ的升高对判断肝病的来源是很困难的。本试验发现

ｐＩ６．０和ｐＩ６．４的出现率在健康对眼组和非肝癌组以及肝癌组

之间差异无统计学意义（犘＞０．０５），ｐＩ６．１和ｐＩ６．５的出现率

在健康对照组和非肝癌组之间差异无统计学意义（犘＞０．０５），

而ｐＩ６．１和ｐＩ６．５的出现率在肝癌组和健康体检组以及非肝

癌组之间差异有统计学意义（犘＜０．０５），ｐＩ６．１的出现率在肝

癌无骨转移组和有骨转移组之间差异有统计学意义。在８９例

肝癌患者中５４例有一ｐＩ为６．５的区带，经热失活试验处理

后，区带消失，作者分析可能来源于原发性肝癌，因此，ｐＩ６．５

的区带对鉴别诊断肝癌有一定的临床意义。７０例肝癌骨转移

患者中４９例有一ｐＩ为６．１的区带，出现此区带的阳性率为

７３．０％，这条带的出现与总酶活性无关，将血清进行６５℃水浴

１０ｍｉｎ后，这条区带消失了，作者认为这条等电点为６．１的区

带可能来源于骨 ＡＬＰ，对于肝癌骨转移的鉴别诊断具有一定

的临床参考价值。本研究结果还提示，若ｐＩ６．５和ｐＩ６．１同时

出现在ＡＬＰ总活性升高的患者血清中，提示该患者可能存在

肝癌骨转移。

综上所述，经改良的琼脂糖等电聚焦电泳法可有效分离

ＡＬＰ同工酶，其操作简单，价格低廉，不需要特殊的仪器设备，

是一种值得推荐的实验室诊断方法。
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医学统计工作的基本内容

按工作性质及其先后顺序，可将医学统计工作分为实验设计、收集资料、整理资料、分析资料。实验设计是开展某项医

学研究工作的关键，包括医学专业设计和统计学设计，医学专业设计的内容包括研究对象纳入和排除标准、样本含量、获取

样本的方法、分组原则、观察（检测）指标、统计方法等。收集资料的方法包括各种试验、检测或调查，要求资料完整、准确、及

时、有足够数量、具有代表性和可比性等。整理资料包括原始资料的检查与核对、对资料进行分组与汇总等。分析资料即对

资料进行统计学分析，包括进行统计描述和统计推断。
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