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　　[摘要]　目的:采用基于背景荧光猝灭-免疫层析技术研制的尿纤维连接蛋白(Fn)定量检测卡,建立一种快

速、简单、无创的定量检测膀胱癌肿瘤标记物的方法。方法:使用Fn定量检测卡,分别检测尿液样本膀胱癌组50
例、健康人组100例、其他部位肿瘤组50例和良性泌尿系统疾病组14例,利用统计分析确定出膀胱癌患者cut-
off值、灵敏度、特异度,对检测结果进行LSD-t多重比较显著性分析。结果:在Fn检测结果统计分析中,膀胱癌

患者组与其他各组Fn值比较差异均有统计学意义(P<0.05),而其他各组之间两两比较差异均无统计学意义

(P>0.05),ROC-Fn曲线中得出cut-off为324.05ng/ml,灵敏度为70.0%,特异度为99.9%。结论:Fn检测卡

能定量检测尿液中Fn含量,有较高的专属性,检测速度快,有望成为膀胱癌辅助诊疗的新方法。
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Abstract　Objective:Basedonbackgroundfluorescencequenching--immunochromatographytechnologyand
theprincipleofantigen-antibodyreaction,thepaperdevelopedaquantitativedetectioncardforurinaryfibronectin
(Fn),andestablishedarapid,simple,non-invasiveandhighlyaccuratemethodforthequantitativedetectionof
bladdercancertumormarkers.Method:Fnquantitativedetectioncardwasusedtodetect50urinesamplesinblad-
dercancergroup,100healthypeoplegroup,50inothertumorgroupand14inbenignurinarysystemdiseases
group,andstatisticalanalysiswasusedtodeterminecut-offvalue,sensitivityandspecificityofbladdercancerpa-
tients,LSD-tmultiplesignificantanalysiswasperformedonthetestresults.Result:Inthestatisticalanalysisof
Fntestresults,Fnvaluesofbladdercancerpatientsgroupandothergroupsshowedextremelysignificantdiffer-
ence(P<0.05),whilenosignificantdifferencewasfoundamongothergroups(P>0.05).Cut-off=324.05ng/

mlwasobtainedfromtheROCFncurve,withasensitivityof70.0%andaspecificityof99.9%.Conclusion:Fn
detectioncardcanquantitativelydetectthecontentofFninurine,whichhashighspecificityandfastdetection
speed.Itisexpectedtobecomeanewmethodforauxiliarydiagnosisandtreatmentofbladdercancer.
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　　尿纤维连接蛋白(fibronectin,Fn)是一种高分

子糖蛋白,广泛分布于成纤维细胞表面、基膜,是细

胞外连接组织的主要组成部分,正常膀胱组织中

Fn分布在基底膜及黏膜下组织,上皮层无 Fn〔1〕。
在肿瘤细胞侵犯膀胱组织基底膜后,随着浸润程度

不同,尿中Fn的浓度会随着侵犯程度增大而增加。
Fn在膀胱肿瘤发生发展中可以作为诊断的标志

物,对膀胱癌诊断有较高的灵敏度与特异度,为膀

胱癌临床早诊早治提供了较好依据〔2〕。
目前,国内外常用的Fn检测方法主要是酶联

免疫分析(ELISA)、Fn试纸等。ELISA 具有检测

过程冗长、重复性较差、试剂寿命短、需要低温保存

等缺点;也有文献报道采用胶体纳米金免疫层析试

纸法(GICA)测定 Fn,但该方法只能定性不能定

量,且无规格化商品。上述方法均不适合临床快速
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检测。因此,建立非侵入、简单、低成本、快速的Fn
定量检测技术,依据检测的Fn浓度快速确诊膀胱

癌,是临床研究的热点课题。
背景荧光猝灭-免疫层析法(backgroundfluo-

rescencequenchingimmunochromatographicas-
say,bFQICA)是将免疫层析与荧光光谱技术结合

的定量检测技术〔3~5〕。本课题组人员已利用该技

术原理研制的检测卡准确成功的定量检测出人体

液中敏感炎症递质指标 C-反应蛋白〔6〕及食用油中

黄曲霉毒素B1 含量〔7〕,使该技术在医疗卫生、食品

安全中应用奠定了基础。本研究采用背景荧光猝

灭-免疫层析原理研制的Fn检测卡定量检测Fn含

量,利用该方法检出的50例膀胱癌患者及100例

健康人尿液样本 Fn浓度,绘制 ROC 曲线,求得

cut-off值(区分膀胱癌患者和健康人的Fn最佳临

界值)并利用该cut-off值对50例其他部位肿瘤患

者及14例良性泌尿系统疾病患者尿检测结果进行

统计验证,确认该cut-off准确性,从而评价依据背

景荧光猝灭-免疫层析原理制备的 Fn定量检测卡

在诊断膀胱癌中的意义。

1　资料与方法

1.1　仪器与材料

背景荧光猝灭-免疫分析仪;示踪抗体(25nm
胶体 金 加 5.5 μl K3CO3);Fn 标 准 品 (批 号

211305615QH);捕获抗体(克隆号1G10);示踪抗

体(克隆号2F6);Na2HPO4;K2HPO4;NaCl;肌酐

(SigmaC4255);尿素(BioFrooxGmbh);尿液标

本(新疆医科大学附属肿瘤医院)。
1.2　溶液的配制

2% 小 牛 血 清 PBS 溶 液:取 NaH2PO4、
Na2HPO4、NaCl各100、500、1500mg,精密称定,
与20g小牛血清,加入蒸馏水1L,混匀,即得。基

质溶液的配制:将随机获取的20例健康人尿液混

合,用2%小牛血清 PBS溶液稀释5倍,作为基质

溶液。Fn系列标准溶液的配制:用基质溶液将Fn
标准品配成浓度为31.25、62.50、125.00、250.00、
500.00、1000.00、2000.00ng/ml的系列标准溶液

备用。供试样品的制备:分别量取尿液样本200μl,
用2%小牛血清PBS溶液稀释5倍备用。
1.3　样本收集

1.3.1　研究对象分组　膀胱癌组尿样:50例,其
中男28例,女22例,年龄30~80岁,平均46岁,
均来自于新疆医科大学附属肿瘤医院检验科,患者

均行膀胱癌镜检证实为膀胱恶性肿瘤。良性泌尿

系统疾病组尿样:患者14例,其中男8例;女6例,
年龄25~75岁,平均35岁;均来自于新疆医科大

学附属肿瘤医院确诊为非肿瘤泌尿系统疾病患者。
健康人组尿样:患者100例,其中男55例,女45

例;年龄15~79岁,平均38岁;均来自于新疆医科

大学附属肿瘤医院体检健康人群,所有人均排除良

性泌尿系统相关疾病。其他部位肿瘤组尿样:患者

50例,其中消化道肿瘤20例,男11例,女9例,年
龄26~85岁,平均40岁;淋巴瘤16例,男7例,女
9例,年龄30~82岁,平均44岁;肺部肿瘤14例,
男6例,女8例,年龄32~80岁,平均42岁,均来

自于新疆医科大学附属肿瘤医院经过相关检验确

定为相关部位肿瘤的患者。
1.3.2　尿液样本收集　采集人群前1d晚上10
点起禁水,晨起后第1次中段尿,样本收集后离心

10min,取上清,置-80℃冰箱保存。
1.4　实验原理及检测方法

1.4.1　实验原理　取一定量待测样品溶液,加入

固定有金标抗体的小杯中,充分混匀,定量吸取该

混匀溶液于检测卡加样孔,层析15min。若检测样

本中含有待测物,则在层析至 T线处(包被有捕获

抗体)时会形成“抗体-目标物-抗体”的双抗体夹心

复合物而被截留此处,由于胶体金的猝灭作用,从
而使得硝酸纤维素膜上 T线处的背景荧光发生猝

灭,测量值记为F2,T线处的荧光猝灭程度与目标

物浓度相关。若检测样品中不含待测物,则该处保

留原有背景荧光 F1。荧光猝灭程度(F1/F2)与供

试品中待测目标物含量有关(图1)。C线为检测卡

质量控制线〔8〕。
1.4.2　检测方法　吸取待测液100μl,加入固定

有Fn金标抗体的小试杯中,充分混匀,吸取60μl
滴加到加样孔,层析15min,将检测卡插入背景荧

光猝灭-免疫分析仪的插卡口,点击检测界面上的

测样图标,即可读出 F1/F2 值,仪器自动带入已建

立的标准曲线方程,即可得出Fn浓度。
1.5　统计学方法

基于SPSS19.0软件根据各组Fn浓度检测结

果,绘制工作特征曲线(ROC)〔9,10〕,计算曲线下面

积 Az值及相应的灵敏度与特异度,并求出最佳

cut-off值。并对膀胱癌患者组、其他部位肿瘤患者

组、良性泌尿系统疾病组、健康人组Fn浓度检测结

果进行LSD-t检验。

2　结果

2.1　100例健康人及50例膀胱癌患者尿液样本

检测结果

用含2%小牛血清PBS溶液稀释5倍待测尿

样进行检测,记录数据见表1。150例样本中Fn的

约登指数列出见表2,约登指数最大的0.69对应的

Fn浓度为324.05ng/ml即为cut-off值,相应的灵

敏度为 70.0%,特异 度 为 99.9%。本 检 测 方 法

ROC曲线下面积 Az值为0.795(图2)。
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图1　背景荧光猝灭-免疫层析检测示意图

表1　150例样本Fn含量测定统计结果

组别 例数
Fn含量/(ng·ml-1)

中位数 均数 最大值 最小值

健康人组 100 72.4 93.7 416.0 4.4

膀胱癌组 50 647.0 1615.7 12313.0 11.2

表2　Fn约登指数

Fn含量/(ng·ml-1) 灵敏度 特异度 特异度 约登指数

… … … … …

299.3000 0.700 0.030 0.970 0.670

301.1500 0.700 0.020 0.980 0.680

324.0500 0.700 0.010 0.990 0.690

352.4000 0.680 0.010 0.990 0.670

383.0426 0.660 0.010 0.990 0.650
… … … … …

　　注:表中“…”表示已检测150份样本中未列出的检测

结果。

图2　FnROC曲线面积诊断膀胱癌分析图

100例健康人尿样检出结果大于 cut-off值

(324.05ng/ml)的阳性样本为1例,小于cut-off
值及未检出样本判定阴性样本为99例;50例膀胱

癌患者尿样中检出结果大于cut-off值确诊为阳性

膀胱样本为35例,小于cut-off值及检出阴性样本

为15例。说明ROC得出的cut-off值符合临床诊

断实际。
2.2　临床尿液样本检测验证

2.2.1　50例其他部位肿瘤患者尿液样本检测结

果　用2%小牛血清PBS溶液稀释5倍尿液样本,
检测,记录数据。由表3可见,在背景荧光猝灭-免

疫层析检测技术检测50例其他部位肿瘤尿液样本

中,低于cut-off值47例,高于cut-off值3例,符合

临床诊断结果。高于cut-off值3例患者均为临床

已确定的其他部位肿瘤患者,但未做膀胱癌检测,
可以跟踪确认。
2.2.2　14例良性泌尿系统疾病患者尿液样本检

测结果　用2%小牛血清 PBS溶液稀释5倍良性

泌尿系统疾病患者尿液,检测,记录数据。由表4
可见,在14例良性泌尿系统疾病患者尿液样本中

检测结果均低于cut-off值,且有8例未检出,与临

床实际检测结果相符。

表3　50例其他部位肿瘤尿液样本检测结果 例

指标 Fn检出 Fn未检出 合计

高于cut-off值 3 0 3
低于cut-off值 32 15 47
合计 35 15 50

表4　14例良性泌尿系统疾病患者尿液样本检测结果

例

指标 Fn检出 Fn未检出 合计

高于cut-off值 0 0 0
低于cut-off值 6 8 14
合计 6 8 14
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2.3　统计结果分析

ROC曲线下面积 Az值为0.795,证明背景荧

光猝灭-免疫层析检测技术在诊断膀胱癌中具有较

好的准确性,与 Az=0.5比较差异有统计学意义

(P<0.05),说明该方法检测出的 Fn指标在膀胱

癌患者和健康人尿液之间存在显著性差异,该检测

卡有临床诊断应用价值。LSD-t检验膀胱癌组与

其他部位肿瘤组、良性泌尿系统疾病组、健康人组

比较差异有统计学意义(P<0.05),而其他部位肿

瘤组、良性泌尿系统疾病组、健康人组两两比较差

异均无统计学意义(P>0.05)。

3　讨论

本研究利用背景荧光猝灭-免疫层析原理制得

的检测卡检测100例健康人和50例膀胱癌患者获

得的Fn含量,利用 ROC曲线原理得到cut-off值

为324.05ng/ml,检测灵敏度为70.0%,特异度为

99.9%,约登指数为0.690。利用确立的cut-off值

统计分析了膀胱癌患者与正常人、其他部位肿瘤患

者、良性泌尿系统疾病患者的尿液样本,差异均有

统计学意义(P<0.05)。
通过检测50例其他部位肿瘤患者和14例良

性泌尿系统疾病患者尿液样本验证该检测方法,数
据结果表明该方法是可靠的,但在50例其他部位

肿瘤患者检测结果中3例高于cut-off值,将进一

步追踪确认这3例患者是否也患有膀胱癌。
目前,膀胱癌的早期诊断和术后随诊主要依靠

尿脱落细胞学和膀胱镜检查,分析研究表明尿细胞

学(UC)诊断膀胱癌检测灵敏度为61.0%,特异度

为95.0%〔11〕,本检测方法灵敏度和特异度分别为

70.0%和99.9%,均高于 UC检查方法。此外,当
尿液标本中癌细胞数量少、细胞的不典型或退行性

变、泌尿系统感染均会影响 UC检查结果,本检测

方法原理为抗原-抗体反应,特异度强,保证了检测

结果有较高的专属性。膀胱镜检查属于侵入性检

查,但该方法有创伤较大、操作不便、费用相对较

高、某些情况下尚有导致尿路感染的可能等缺点,
不适用于膀胱癌群体性筛查和随诊〔12〕。基于背景

荧光猝灭-免疫层析技术研制的Fn定量检测卡,检
测时尿液样本无需前处理,可以直接加至检测卡

孔,15min即可完成待检者尿液中 Fn含量检测。
对于临床身体状况较差不能直接做膀胱镜检查的

患者,可取患者尿液检测,方便无创,实现“床旁检

测”;对于健康人体检群体,可大样本批量检测。本

定量检测技术灵敏度、特异度均较高,操作简便,反
应时间短,既可用于医疗机构及社区体检人群膀胱

癌初筛,又可用于膀胱癌患者复查随诊,有望成为

膀胱癌临床诊断新方法。在后续的研究中,本课题

组拟在此定量检测技术的基础上进行大样本量的

随机对照试验验证,并对膀胱癌不同分型、分级、制
定出相对应的临界值,进一步研究Fn定量检测技

术与各型、各级膀胱癌之间的内在联系,为Fn检测

卡商品化奠定基础。
综上所述,基于背景荧光猝灭-免疫层析技术

研制的Fn定量检测卡是一种灵敏度高、特异度强、
优于传统的尿脱落细胞学检查,适合于临床大样本

筛查的无创性定量检测技术,对膀胱癌的早期辅助

诊断及检测复发都有重要的意义。
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