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Abstract Objective To explore the value of neutiophil gelatinase-associated lipocalin ( NGAL) taken from blood
and urine samples in early diagnosis of acute kidney injury ( AKI) after heart valves replacement surgeries． Meth-
ods A total of 56 patients received heart valves replacement surgeries were selected prospectively in this study．
NGAL from blood and urine samples and serum creatinine ( Scr) were tested among them at different moments．
AKI and non-AKI groups were divided based on Scr levels and the value of NGAL taken from blood and urine sam-
ples was estimated in early diagnosis of AKI with receiver operating characteristic curve ( ＲOC) ． Ｒesults 16 AKIs
were observed among all of them． The peak value of Scr in AKI group was shown between 12 and 24 hours after
surgeries，while blood-NGAL was seen high significantly ( P ＜ 0. 05) since 2 hours after surgeries，peak value at 4
hours，for urine-NGAL，peak value was seen at 2 hours． The area of ＲOC of blood-NGAL 4 hours and urine-NGAL
2 hours after surgeries for AKI diagnosis were 0. 891 and 0. 934，respectively． The better sensitivity and specificity
were shown in both threshold set as 50 μg /L and 110 μg /L． Conclusion Blood-NGAL and urine-NGAL can be
used as early diagnostic markers of AKI after heart valves replacement surgeries，whose change is significantly earli-
er than that of Scr．
Key words acute kidney injury; neutiophil gelatinase-associated lipocalin; valvular heart surgery

tM2-PK 蛋白在结直肠癌中的表达及临床意义
喻 鑫，刘 弋

摘要 目的 研究肿瘤型丙酮酸激酶( tM2-PK) 在结直肠癌

( CＲC) 患者中的表达及相关性，为 CＲC 的早期诊断、预后判

断和治疗后随访，寻求一种简便可靠、无创的检测方法。方

法 分别应用免疫组化 ( IHC) 法和酶联免疫吸附 ( ELISA)

法检测 68 例 CＲC 患者癌组织和术前血清 tM2-PK 水平，并

与 40 例结直肠息肉患者和 40 例健康体检者作比较。结果

① CＲC 组血清 tM2-PK 水平明显高于结直肠息肉组、正常

组( P ＜ 0. 05) ，其表达与肿瘤大小、Duke 分期均显著相关; ②
CＲC 组织中 tM2-PK 阳性表达率明显高于结直肠息肉组织

和癌旁正常组织( P ＜ 0. 05) ，其表达与肿瘤大小、分化程度、
Duke 分期均显著相关; ③ 血清与癌组织的 tM2-PK 水平密
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切相关( r = 0. 357，P = 0. 003) 。结论 血清和癌组织 tM2-PK
测定对 CＲC 诊断、预后评估及监测有一定的临床意义。
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结直肠癌 ( colorectal cancer，CＲC) 是严重危害

人类健康的恶性肿瘤，但由于缺乏比较敏感和特异

性的早期诊断指标，很大一部分 CＲC 患者被发现并

确诊时已到晚期而失去手术机会。而提高 CＲC 患

者的早期诊断率和早期治疗是提高 CＲC 患者生存

率的关键［1］。目前筛检 CＲC 的所用标志物在敏感

性、特异性方面还不能达到要求，临床上急需开发新

的早期诊断和治疗 CＲC 的方法。肿瘤型丙酮酸激

酶( tumor M2 pyruvate kinase，tM2-PK) 是近年来发现

的一种新型肿瘤标志物，在消化系统肿瘤中高表达，

而国内组织及血清中 tM2-PK 在 CＲC 中的研究报道
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相对较少。该研究旨在探讨 CＲC、结直肠息肉患者

的血清、组织中 tM2-PK 的表达水平，为 CＲC 的早期

诊断、预后判断和治疗后随访，寻求一种可靠、无创

的检测方法。

1 材料与方法

1． 1 研究对象 收集安徽医科大学第一附属医院

普通外科 2012 年 8 月 ～ 2013 年 3 月 68 例初治可手

术 CＲC 患者( CＲC 组) 术前清晨空腹血清、术后肿

瘤组织及癌旁正常组织标本，其中男 38 例，女 30
例，男女比例为 1. 27 ∶ 1，年龄 37 ～ 89 岁，中位年龄

68 岁。肿瘤部位: 结肠癌 36 例，直肠癌 32 例; 肿瘤

大小: 最大  ＜ 5 cm 者 37 例，最大 ≥5 cm 者 31
例; 分化程度: 中等分化 47 例，低分化 21 例; Duke
分期: A /B 期 24 例，C /D 期 44 例; 结直肠息肉组 40
例，男 22 例，女 18 例，男女比例为 1. 22 ∶ 1，年龄 25
～ 78 岁，中位年龄 54 岁; 其中管状腺瘤 26 例、绒毛状

腺瘤 8 例、混合性腺瘤 6 例; 正常组( 同期健康体检

者) 40 例，男 27 例，女 13 例，男女比例为 2. 08 ∶ 1，年

龄 25 ～72 岁，中位年龄 47 岁。
1． 2 主要试剂 tM2-PK ELISA 试剂盒，包括底物、
检测抗体、结合抗体、稀释液及终止剂均购自北京中

杉金桥生物技术有限公司; 兔抗人 tM2-PK 多克隆

抗体试剂盒，包括 A 液( 3% H2O2 ) 、B 液( 封闭液) 、
C 液( tM2-PK 多克隆抗体) 、D 液( 生物素标记的二

抗) 、E 液( 链亲和素标记的辣根过氧化酶) 、DAB 溶

液( 临用前配置) 等试剂均由安徽安科生物工程( 集

团) 股份有限公司提供。
1． 3 主要仪器 ELISA 检测仪、Nikon eclipse E800
光学显微镜( 日本 Nikon 公司) ; JD801 形态学图像

分析仪( 江苏省捷达科技发展有限公司) 。
1． 4 实验方法

1． 4． 1 免疫组化染色及结果判定 每张病理切片

严格按照 SP 试剂盒说明书步骤操作，以 PBS 代替

一抗作为阴性对照。在高倍镜下每张切片选择 5 个

有代表性的视野，每个视野计数 100 肿瘤细胞，共计

数 500 个细胞。tM2-PK 主要定位于细胞质，出现黄

色或棕黄色颗粒为阳性细胞。阳性结果判断: 免疫

组化结果采用半定量计分法判定: 按阳性着色程度

评分，0 分为无着色; 1 分为浅黄色; 2 分为棕黄色; 3
分为棕褐色。按阳性细 胞 占 比 例 评 分，0 分 为 ＜
5% ; 1 分为 5% ～10% ; 2 分为 11% ～50% ; 3 分为

51% ～ 80% ; 4 分为 ＞ 80%，两者乘积判定阳性结

果: 0 分阴性( － ) ; 1 ～ 4 分为弱阳性 ( + ) ; 5 ～ 8 分

为中度阳性( ) ; 9 ～ 12 分为强阳性(  ～) 。
1． 4． 2 血清 tM2-PK 浓度测定及阳性结果判断

采用 ELISA 法检测血清 tM2-PK，经分光光度仪扫

描，以空白对照孔调零后测各孔吸光度( OD) 值，根

据标准品浓度与 OD 值绘出标准曲线，即可得出每

样本血清 tM2-PK 的浓度。血清 tM2-PK≥15 U /ml
为阳性，tM2-PK ＜15 U /ml 为阴性。
1． 5 统计学处理 采用 SPSS 13. 0 统计软件进行

分析，计量资料用 珋x ± s 表示。两样本均数比较采用

t 检验; 一般率的比较采用 χ2 检验和 Fisher' s 确切

概率法; 二分类变量之间的关联采用 χ2 检验，同时

计算列联系数。

2 结果

2． 1 各组血清中 tM2-PK 水平测定结果 CＲC 组

血清 tM2-PK 水平( 28. 78 ± 10. 04 ) U /ml 明显高于

结直肠息肉组( 13. 34 ± 6. 67) U /ml、正常组( 11. 15
± 5. 81) U /ml ( F = 15. 601，P ＜ 0. 01) ，结直肠息肉

组与正常组血清 tM2-PK 水平比较，差异无统计学

意义。68 例 CＲC 患者血清中，其中 tM2-PK≥15 U /
ml 有 46 例，40 例健康体检者血清中，其中 tM2-PK
≥15 U /ml 有 6 例，其敏感性为 67. 6% ( 46 /68 ) ，特

异性为 85. 0% ( 34 /40) 。
2． 2 各组组织中 tM2-PK 表达水平测定结果

CＲC 组中 tM2-PK 阳性表达率( 82. 4%，56 /68) 明显

高于结直肠息肉组( 32. 5%，13 /40) ( χ2 = 14. 365，P
= 0. 000) ，同时也明显高于癌旁正常组织( 36. 8%，

25 /68) ( χ2 = 21. 823，P = 0. 000) ; 结直肠息肉组与

癌旁正常组织 tM2-PK 表达水平比较，差异无统计

学意义( P = 0. 760) 。tM2-PK 在结直肠癌组织中的

表达呈细胞质分布，阳性信号表现为棕黄色颗粒，见

图 1。
2． 3 CＲC 患者血清 tM2-PK、组织中 tM2-PK 表达

与临床病理参数之间的关系 经数据统计学分析显

示，CＲC 患者血清 tM2-PK 阳性表达与肿瘤大小、
Duke 临床分期密切相关 ( P ＜ 0. 05 ) ，而与年龄、肿

瘤部位、淋 巴 转 移 及 分 化 程 度 无 关; CＲC 组 织 中

tM2-PK 阳性表达与肿瘤大小、Duke 临床分期及分

化程度密切相关( P ＜ 0. 05 ) ，而与年龄、肿瘤部位、
淋巴结转移无关。见表 1。
2． 4 血清 tM2-PK 水平与组织中 tM2-PK 表达的

相关性 CＲC 患者中血清中 tM2-PK 表达与 CＲC 组

织中阳性表达共 39 例，血清中 tM2-PK表达与组织

中阴性表达 共9例 ，经χ2 分 析 并 计 算 列 联 系 数 显
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图 1 CＲC、结直肠息肉及癌旁

正常组织中 tM2-PK 的 表 达

SP × 200

A: CＲC 组织; B: 结直肠息

肉组织; C: 癌旁正常组织

表 1 血清和组织中 tM2-PK 表达与临床病理参数的关系

项目 n
组织 tM2-PK

阳性
P 值

血清 tM2-PK

阳性
P 值

年龄( 岁)

≥65 35 29 0． 201 26 0． 228
＜ 65 33 23 20

肿瘤部位

结肠癌 38 30 0． 588 28 0． 231
直肠癌 30 22 18

肿瘤大小( cm)

≥5 31 28 0． 029 25 0． 036
＜ 5 37 24 21

分化程度

中等分化 47 32 0． 033 28 0． 065
低分化 21 20 18

Duke 分期

A /B 期 24 14 0． 009 10 0． 001
C /D 期 44 38 36

淋巴结转移

有 32 25 0． 762 25 0． 082
无 36 27 21

示，血清 tM2-PK 水平与组织中 tM2-PK 表达呈正相

关( χ2 = 8. 698，r = 0. 357，P = 0. 003) 。

3 讨论

丙酮酸激酶 ( pyruvate kinase，PK) 是糖酵解的

关键酶，也在三磷酸核苷的合成过程中起着决定性

作用。tM2-PK 是糖酵解限速酶丙酮酸激酶的一种

同工酶，其主要存在于胚胎细胞、增殖及未分化的组

织中，在正常细胞中主要以四聚体形式存在，而在肿

瘤细胞中则主要以二聚体形式大量表达，称为肿瘤

型 tM2-PK［2］。研究［3］证明，tM2-PK 在肿瘤的发生

发展过程中，一方面是由于 tM2-PK 酪氨酸位点磷

酸化使四聚体解离为二聚体，而二聚体形式的 tM2-

PK 与磷酸烯醇丙酮酸亲和力很低，从而导致磷酸烯

醇类物质的增多，有利于使 1、6-二磷酸果糖降解为

丙酮酸明显减少，从而使 DNA 合成增加; 同时也增

加了肿瘤细胞进行有氧糖酵解，为肿瘤细胞的增殖

提供所需要的能量。相关研究［4］显示 tM2-PK 在乳

腺癌、胃肠道肿瘤、肾癌等肿瘤细胞中 tM2-PK 在高

活性的四聚体与低活性的二聚体之间的相互转化，

可以使肿瘤细胞无论是在血供不好，还是在葡萄糖

及氧供变化的情况下，都能增生、扩散。
倪田根 等［5］ 研究胃癌组织中 tM2-PK 表达水

平，发现 tM2-PK 在 胃 癌 组 织 中 的 阳 性 表 达 率 为

78. 2%明显高于胃良性病变组织 39. 1%，其表达与

胃癌分化程度、浸润深度均显著相关。国内有关

tM2-PK 在 CＲC 组织中表达尚无报道，本实验结果

表明: CＲC 组中 tM2-PK 水平明显高于结直肠息肉

组者及正常组; 且在肿瘤 ≥5 cm 者明显高于  ＜ 5
cm 者; Duke 分期 C /D 期者明显高于 A /B 者; 低分

化患者 tM2-PK 水平，明显高于中等分化患者。这

可推断出组织中 M2-PK 的表达上调与 CＲC 的发

生、发展可能有关。Christofk et al［6］在体外研究利

用小发夹结构的 ＲNA 抑制 M2-PK 的表达，同时使

用 M1-PK 代替 M2-PK，结果表明乳酸产物减少、氧

消耗增加，同时在裸鼠异体移植中的肿瘤形成能力

降低，这说明了肿瘤中 M2-PK 的表达对肿瘤细胞的

增殖起着不可或缺的作用，这为分子靶向药物治疗

胃肠道肿瘤提供了一定的理论基础。
结直肠癌患者血清中 tM2-PK 水平在肿瘤 ≥5

cm 者明显高于  ＜ 5 cm 者; 血清中 Duke 分期 C /D
期者明显高于 A /B 期，这说明肿瘤较大者，肿瘤所

需要的能量增加，肿瘤细胞为适应代谢的需要，tM2-
PK 的表达增加，为肿瘤细胞提供更多的能量，肿瘤

细胞的中间坏死组织变多，就可能有更多的 tM2-PK
释放进入血液。tM2-PK 在正常细胞内呈低表达，但

在癌变细胞中，tM2-PK 呈高表达，同时随着肿瘤的

局部浸润和发展，tM2-PK 水平逐步升高，随之释放

入血中，引起血清水平上升。故认为 tM2-PK 水平

可以初步反应肿瘤大小和病期，检测血清中的 tM2-
PK 对推测 CＲC 的侵袭程度具有重要的临床价值，

与叶维洁 等［7］研究结果相似。
目前癌胚抗原( CEA) 是公认的较可信的结直

肠癌相关肿瘤指标［8］，但其作为早期诊断的敏感性

不高，阳性率仅为 47. 8% 且在不少良性疾病也可引

起升高［9］。Hard et al［10］检测 34 例 CＲC 患者血清

tM2-PK，当临界值为 15 U /ml 时，其诊断的敏感性为
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76. 5%，特异性为 96. 7%，明显高于 CEA。Schnei-
der et al［11］研究 CＲC 中血清 tM2-PK 的敏感性明显

高于 CEA 和 CA19-9，表明 tM2-PK 联合 CEA 检测能

够很大提高结直肠癌诊断的敏感性。本研究中血清

肿瘤 tM2-PK 对 CＲC 诊断的敏感性为 67. 6%，特异

性为 85. 0%。
本研究结直肠息肉患者血清 tM2-PK 水平比正

常者稍高，但差异不显著，但 CＲC 患者血清中 tM2-
PK 水 平 明 显 升 高，这 为 今 后 通 过 检 测 术 前 血 清

tM2-PK 水平判断结直肠息肉有无癌变，提供了一定

的实验和理论依据，但仍需要更多的结直肠腺瘤的

病例来证实。另外本研究表明: 组织与血清中的

tM2-PK 水平密切相关，这说明血清中的 tM2-PK 水

平可以替代组织 tM2-PK 的测定。
综上所述，tM2-PK 可以作为潜在的 CＲC 血清

标志物，因血清 tM2-PK 的表达与病变大小、肿瘤

Duke 分期有关，有可能成为诊断和监测 CＲC 发生、
发展，评估预后的标志物。但 tM2-PK 水平变化程

度是否可作为肿瘤复发及疾病动态监测的有效指

标，则仍需长时间的追踪随访进行明确。
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The expression and clinical signification of tM2-PK in colorectal cancer
Yu Xin，Liu Yi

( Dept of General Surgery，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the expression and clinical signification of tumor M2 pyruvate kinase in pa-
tients with CＲC，and to try to find a reliable and atraumatic method to predict the progress and pronosis in the
CＲC． Methods ELISA method was used to determine the serum levels of tM2-PK in 68 patients with CＲC，40 pa-
tients with colorectal polyps and 40 cases of normal subjects; immunohistochemistry ( IHC) methods were respec-
tively used to detect the expression of tM2-PK in tissues． Ｒesults ① The level of serum tM2-PK in patients with
CＲC was significantly higher than the group of patients with polyps and the normal subjects ( P ＜ 0. 05) ． The serum
tM2-PK levels was closely correlated to tumor size and Duke stage．② The positive rate of tissue tM2-PK was signif-
icantly higher in CＲC than in colorectal polyps and normal subjects ( P ＜ 0. 05) ． Tissue tM2-PK levels was closely
correlated to tumor size，Duke stage and differentiation grade． ③ Serum tM2-PK levels was correlated to tissue tM2-
PK levels ( r = 0. 357，P = 0. 003) ． Conclusion Combined detection of expression of tM2-PK can provide the basis
theory for the diagnosis and prognosis evaluation of CＲC．
Key words colorectal carcinoma; tumor M2 pyruvate kinase; IHC; ELISA

·932·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2014 Feb; 49( 2)


