
徐州医学院学报 ����年 第�期

胃癌相关杭原杭血清的制备及应用双向

琼脂扩散试验诊断胃癌的初步研究

流行病学教研室

李学信

王少林

李 瑛

翟新民

楚建军

于鸣娟

胃癌是我国较为常见的恶 性 肿 瘤 之

一
。

在各种肿瘤中
，
胃癌约占���

，
死亡

顺位常居一
、

二
。

胃癌的诊断方法
，
多沿

用�线
、 �

胃液分析
、

脱落细胞学检 验
、

内

窥镜检查等手段
，
难以大面积使用

。

关于胃

癌抗原及其免疫学诊断方法的研究
，
有不

少报道 �‘ 一 ” �，
但由于特异性不高

，
待 检

标本多系胃液
，
故难以采用

，
至今多不能

应用于临床及流行病学调查研究
。

我们 自

� � � �年以来
，
开展了

一

胃癌的免疫学诊

断研究工作
，
目的是为摸索一种既特异性

高又灵敏度高的实验免疫学诊断方法
，
以

应用于胃癌的临床诊断及现场流行病学调

查
，
本文仅就我们的第一步工作

，
胃癌相

关抗原抗血清的制备及应用双向琼脂扩散

试验诊断胃癌的初步研究
，
小 结 讨 论 如

下
。

材料与方法

一
、

胃癌相关抗原的制备
�
取手术切

除
，
经病理证实的胃癌标本 �个

，
在无菌

条件下剔除正常胃组织
、

脂肪等
，
留下癌

组织块
， �

称重
，
用无菌生理盐水冲洗至无

色
，
在

�

无菌接种罩内将癌组织块剪成米粒

样颗粒
，
再洗至无色

，
加入 �倍�

�

���

�� �
�

� ������
��

，

置磁力搅拌 器 上

慢速搅拌 � �分钟
，
后用 � � �目尼龙布

过滤
。

滤液涂 片
，
瑞 氏染色

、

镜 检
，

观察脱落癌细胞
，
滤渣同法反 复 � 一 �

次
，
直至滤液镜检无脱落癌细胞

。

合并滤

液
，
经���������分钟

，
反 复 � 次

，
沉

渣加�倍量 �
�

� �� �� �
�

� ���液
，

顺序置 一 ��℃和常温下
，
反复 冻 溶 � 次

�同上法染色镜检
，
直至无完整细胞止�

，

置����
�����分钟

，
取上清液

，
加入硫柳

汞 �终浓度为 ��万 �
，
此即为胃癌相关

抗原
。

经�� �型紫外分光光度计
，
定氮量

平均为�
�

��毫克�毫升
， 一 ��℃保存备用

。

二
、

正常胃抗原的制备
�
取材为因溃

疡病而手术切除的胃标本 �经病理证实胃

癌早期病变者除外�
，
在剔除溃疡部分组织

后
，
剩下正常胃组织

，
即可用来制备正常

胃抗原
，
方法与制备胃癌相关抗原基 本相

同
，
只是不用磁力搅拌器

，

而用组织匀浆机

�� � � � �转�分�匀浆
，
将冲洗净的正

常胃组织微粒加等量生理盐水
，

每次一分

钟
，
共八次

。

制得正常胃组织匀浆
，
然后

顺序置 一 ��℃ 、

常温
，
反复冻溶 �次

，
镜检

无完整细胞
，
用����

��� ��分钟
，
留上

清液
。

经紫外分光光度计
，
定 氮 为 �

�

��

毫克�毫升
。

加入终浓度为 �� 万 硫 柳

汞
， 一 ��℃保存备用

。



三
、
�� “ ���

‘ “
完全佐剂抗原的制备

�

将石腊油和羊毛脂
，
按 � � �比例混合分

装大号试管
，
高压灭菌

， �℃保存备用
。

取两只 � �毫升无菌注射器
，
一只取 �毫

升抗原
，
另一只取 �毫升����� ��

产 “完 全

佐剂 �配方为石腊油
、

羊毛脂棍合液 �毫

升
，
�� ���一�� �

�

�毫升
，
死卡介苗�毫

克 �
，
中间连接一聚 乙稀塑料管

。

二人反

复来回抽拉 � �分钟
，
待充分乳化后 �乳

剂滴加在冰水上不扩散 �即可使用
。

四
、

抗血清的制备
�

免疫动物为年轻

健壮雄性山羊
，
体重��公斤

，
其免疫方法

如下
�

第一次
，
取胃癌相关抗原 �毫升

，
要

求含氮量为 �毫克�毫升 �原胃癌相关抗

原经浓缩而成 �
，
加等量�

��� ��
‘ “
完 全

佐剂
，
充分乳化后

，
分点注射 于 四 足 足

垫
，
每点�

�

�毫升
。

第二至第四次
，
每次间隔 � �天

，
除

注射部位不同外
，
方法均同第一次

。

第五次
，
水剂抗原 �毫升

，
分点注射

于大腿肌肉
。

在末次注射水剂抗原后第 � 。 天
，
颈

静脉取血
，
分离血清

，
并与胃癌相关抗原

做琼脂双扩试验
，
抗血清效价为 � ����

，

颈动脉放血
，
收集血清

，
加入 终 浓 度 为

��万硫柳汞
，

一

，��℃保存
。

一

为去除抗血清中非特异成分
，
在使用

之前 以正常人���型混合新鲜血清 吸 附

抗血清
，
�其比例为�

�

� � �
·

�置��℃ �

小时
，
然后 �℃过夜

，
次晨����

��� ��

分钟取上清液
。

该上清液再用正常胃抗原

吸附
，
比例为

】

� � �
�

��正常胃抗原含氮

量为�
�

�谨毫克�毫升 �并用上法 处 理
，

所得上清液即为吸附后的抗血清
， �℃ 保

存备用
。

五
、

双向琼脂扩散试验
�
用 生 理 盐

水
、

国产琼脂糖制 板 �琼 脂 糖 浓 度 为

�
�

�� �
，
打孔

，
加样

，
然后放入带盖湿

搪瓷盘内
，
置��℃分别在��

、
��

、
��小时

观察结果
。

凡抗血清孔与被检孔之间出现

白色细沉淀线者
，
判为阳性

。

琼脂板经氨

基黑 ���染色
，
凉千后

，
保存备查

。

结果与分析

一
、

抗血清是否吸附对沉 淀 线 的 影

叫句
�

我们用正常人���型混合新鲜 血 清

及正常胃抗原
，
对抗血清进行吸附

，
在吸

附前后
，
分别作双向琼脂扩散试验

，
中间

孔为抗血清
，
外周孔为被检血清

，
结果发

现在未经吸附的抗血清板上与被检标本之

表 � 抗血清吸附与否其沉淀线出现情况

未经吸附的抗血清 吸附后的抗血清
被检标本

沉淀线条数 出现时间 ��� 沉淀线条数 出现时间 ���

�

住注﹃月仔月仔勺自�乙�自�‘�︸八”
，‘︷�工�任盛�

‘
往︸��，自�自��山白��自��八�正常人血清

正常胃抗原

胃癌病人血清

胃癌相关抗原





表 � 不同疾病人血清坏本检测结果

疾病名称 例 数 阳性例数 阴性例数

�
�

�一，曰，土�乙���土

间有 �� �条沉淀线
，
但经过上述方法对

抗血清进行吸附后
，

其间只有一条特异性

沉淀线
。

见表 � 图 �一�
。

图 �一�标本位置
�

中间为抗血清孔
，

左上为正常人血清孔
，
右上为正常人胃抗

原孔
，
左下为胃癌病人血清孔

，
右下为胃

癌相关抗原孔
。

抗血清经吸附后
，
与被检标本作双向

扩散试验
，
见吸附后抗血清孔与胃癌病人

血清孔之间有一条特异性沉淀线
。

图 �是吸附以后抗血清孔与胃腺癌病

人血清
、

胃腺癌淋巴转移病人血清之间有

一条相互融合的特异性沉淀线
，
而与正常

人对照血清之间不出现沉淀线
。
� � �正

常对照血清
，
���抗血清

，
���胃腺癌

血清
，
� � �胃腺癌转移血清

。

二
、

胃癌病人和正常人血清标血检出

情况
�

我们对��例术后经病理证实为胃癌的

病人血清标本和��例正常人血清标本与吸

附后抗血清双扩试验
，
结果见表 �

。

在��例胃癌病人中
，
阳性 � �人

，
可

疑阳性 �人和 阴 性 � 人
，
阳 性 符 合 率

��
�

��夕石�������
，
癌阴性率 �漏检率�

为��
�

��� ����� �
。

止常人��例
，

阴性

��人
，
阴性符合率为��

�

�������� �
，

假阳性率 �误检率 ��
�

��� ����� �
。

三
、

不同疾病病人的血清标本双向扩

散法检测情况
。

我们在收集胃癌血清标本的同时
，
亦

收集到少量的其它病人血清标本
，
检测结

果如表 �
。

上表提示
，
在 �例肺癌中有 �例出现

阳性结果
，
从而说明不同肿瘤之间有某些

抗原交叉现象存在
。

讨 论

随着肿瘤流行病学研究的深入开展
，

人们对胃癌病因
、

实验诊断柑治疗的研究

日趋重视
，
在生化免疫学诊断方面

，
文献

曾有过不少报道
，
如测定胃液中的乳酸脱

氢酶同功酶试验
，
尿中叫 叭朵乙酸试验

、

血清

中的四环素萤光试验及皮试等
，
这类非特

异性指标诊断胃 癌 阳 性 率 一 般 在 ���

��
�

��
，
但假阳性率较高���

�

����
�

���
。

近年来
，
在特异性免疫学诊断研究方面

，

出现了不少可喜的苗头
，
如胎盘促凝血因

子
“ �，

胎盘硫糖蛋白抗原 �“ �
，
胃癌一癌

胚抗原 〔��� 〕 叱��，·

月中瘤相关胃癌抗原

〔���一��� �� ，，
和癌组织蛋 白抗 原



等
。

其阳性符合率多在������之间
，
但

假阳性率高达��
�

���
。

此外
，
它们的待检

标本均为胃液或组织提取液
，
故难以推广

普及
。
����年

，
沈阳医学院附属一院报道

，

� �
��肿瘤抗原 �” �，

阳性符合率 在 ��
�

�

一��
�

��之间
，
假阳性率在���左右

。

我

们采用的方法阳性符合率较前为低
，
但假

阳性率只有�
�

��
。

由于我们要求病 例 必

须是经病理证实
，
阳性血清一般取 自术后

肿瘤患者
，
可能体液中癌抗原浓度下降而

影响了检出率
。

本试验方法灵 敏 度 虽 为

��
�

���
，
漏检率��

�

���
，
但特异性却高

达��
�

���
，
误检率只有�

�

���
。

除与�例

肺癌病人有交叉外
，
其它尚未见有交叉现

象的发生
。

尽管本实验例数尚少
，
不足以

下结论
，
但从总的情况看

，
如果能取术前

胃愿患者的血清
，
阳性符合率将会提高

，

故本方法可作为临床辅助诊断指标之一
，

亦可用来作为现场流行病学调查研究中的

初筛手段
，
具有一定的实用价值

。

二
、

在特异性免疫学诊断研究中
，
不

少作者在探索胃癌抗原与相应抗体的免疫

学反应的新方法
，
但由于抗原和抗血清成

分复杂
，
以致特异性较差

。

我们为了提高

这一方法的灵敏度
、

特异性
，
首先在抗原

取材上
，
尽量剔除正常胃组织

、

脂肪和残

留血液 �块 �等
，
并将癌组织剪成米粒样

细小颗粒备用
。

其次根据癌细胞易于脱落

特点
，
我们采用电磁搅拌器慢速搅拌的方

法
，
收集在搅拌作用下脱落下来的胃癌细

胞
，
制备胃癌相关抗原

。

第三为去除非特

异性成分
，
我们曾先后使用胃干粉

、

冻干

人混合血浆粉
、

正常人���混 合 新新鲜

血清
、

正常胃抗原等对抗血清进行纯化吸

附
。

结果表明
，
正常胃干粉

、

冻干人混合

血浆粉的吸附效果不好
，
而用��� 棍合

血清及正常胃抗原吸附效果较为理想
。

胃

癌病人血清孔与抗血清孔之间出现单一白

色沉淀线
，
而与阴性对照血清不出现沉淀

线
。

总结本实验结果
，
阴性符合率��

�

���
，

假阳性率�
�

���
，
与胃溃疡

、

直肠癌食管

癌
、

肝癌和宫颈癌不出现交叉现象
，
从而

提示我们所制备的抗原和抗血清特异性较

高
。

三
、

用本方法在对不同待检血清检测

中
�

正常人中有二例显现阳性反应�����》
，

肺癌病例中有一例亦呈阳性反应 �����
，

从而看出尚有交叉现象存在
。

这就提出我

们制备的胃癌相关抗原是否为胃癌病人所

特有
，
还有为肿瘤病人乃至正 常人 所 共

有
、

该抗原的特异性成分是什么等问题
，

尚有待研究解决
。

为进一步提高检测方法

的灵敏性
、

特异性
，
摸索一种更加新的实

验方法
，
是胃癌防治研究中急待解决的间

题之一
。

小 结

本文介绍了用经病理证实为胃癌的术

后癌组织块
，

�

通过电磁搅拌器慢速搅拌使
癌细胞脱落等手段制备胃癌相关抗原�及

免疫山羊制备特异性较高的抗血清的技术

方法
。

其次介绍了分别使用胃干粉
、

正常

人胃抗原
、

正常 人混 合 血浆 冻干粉
、

及

正常人���血型混合新鲜血清等吸 附 抗

血清非特异性成分的不同效果
。

第三
，
在

临床实验研究中
，
我们初步认为

，
用琼脂

双向扩散试验检测血中胃癌相关抗原
，
可

以作为胃癌临床辅助诊断指标和现场流行

病学调查研究中的初筛手段
，
胃癌的阳性

符合率��
�

��� �������
，
正常人 阴性

符合率��
�

��� �������
。

�在本课题研讨中
，
得到本院病理教

研室
、

附院内科消化组
、

外科等单位的大

力支持
，
仅致谢意

。
�
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