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■背景资料
结直肠癌是常见
的 消 化 系 肿 瘤 , 
易发生肝脏转移. 
目前对于结直肠
癌肝转移的监测
方式花费较高且
需要频繁进出医
院 .  尿液中含有
大量非泌尿系统
相关蛋白 ,  可用
于生物标志物的
研究. 
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Abstract
AIM: To find a more economical method for 
monitoring colorectal carcinoma liver metastasis 
by detecting whether cathepsin D can be used 
as a urinary biomarker of colorectal carcinoma 
liver metastasis.

METHODS: Random mid-stream urine samples 
were collected from patients with colorectal 
carcinoma with or without liver metastasis. The 
urine protein was enriched on NC membrane 
through pumping filtration, and Western 
blot was used to detect the concentration of 
cathepsin D after elution. Urine creatine was 
used to normalise the result.  

RESULTS: The enriched protein showed 
a good quality and Western blot results 
indicated that the concentration of cathepsin D 
in urine of patients with colorectal carcinoma 
liver metastasis was significantly higher than 
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 those of healthy controls and CRC patients 
without metastasis.

CONCLUSION: The method of urine protein 
enrichment allows to obtain high quality urine 
protein quickly, and urinary cathepsin D may 
serve as a potential biomarker of colorectal 
carcinoma liver metastasis.

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要

目的: 本文旨在寻找一种更经济的方式来监
测结直肠癌肝转移, 我们尝试使用硝酸纤维
素膜富集结直肠癌肝转移患者和结直肠癌
患者尿蛋白, 并在尿蛋白中检测Cathepsin D
是否可以作为结直肠癌肝转移尿蛋白标志
分子. 

方法: 收集结直肠癌肝转移患者及结直肠
癌患者随机中段尿, 经抽滤法将尿蛋白富集
在硝酸纤维素膜上. 用蛋白免疫印迹方法检
测硝酸纤维素膜上洗脱下来的尿蛋白中的
Cathepsin D含量, 并通过尿肌酐校正尿蛋白
中的Cathepsin D含量. 

结果: 硝酸纤维素膜可以富集到质量较好的
尿蛋白, 并可用于后续研究. 与健康对照和
结直肠癌患者相比, Cathepsin D在结直肠癌
肝转移患者尿蛋白中表达升高. 经尿肌酐校
正后, 结直肠癌肝转移患者样本中Cathepsin 
D含量显著高于健康对照和结直肠癌患者样
本(P <0.01).

结论: 硝酸纤维素膜富集法可以快速富集
到高质量的尿蛋白. 经尿肌酐校正后, 结直
肠癌肝转移患者尿蛋白中Cathepsin D含量
显著高于健康个体和结直肠癌患者, 提示
Cathepsin D可能是潜在的结直肠癌肝转移
标志物.

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: Cathepsin D在结直肠癌肝转移患者

尿液样本中含量显著上升, 提示其可能是结直

肠癌肝转移潜在标志物, 对于临床监测结直肠

癌肝转移有一定的价值.
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0  引言

结直肠癌最常见的消化系恶性肿瘤之一, 在我

国发病率居第5位[1], 超过1/3的患者会出现肝

转移, 其中至少2/3会导致死亡[2]. 目前对于结

直肠癌肝转移的诊断方法主要是肝脏的超声

和CT检测[3]. 但这两种方法对于长期监测结直

肠癌肝转移花费较高, 需要频繁进出医院. 另
外, 也可以通过检测血液中癌胚抗原(carcino-
embryonic antigen, CEA)来诊断结直肠癌肝转

移, 但该方法敏感性较低(58%-89%)[4].  因此, 
找到一种经济的、无侵入性的监测方法对结

直肠癌的诊断是非常必要的.
癌症的发展是癌基因活化和抑癌基因失

活不断累积造成的, 这些变化造成了正常细胞

和癌细胞之间基因、蛋白和代谢物的一系列

差异. 其中一些可以在体液中捕获到, 捕获到

的这些差异分子可以用于监测体内肿瘤的状

态[5]. 在人体所有的体液中, 尿液是唯一一种

可以在任意时间点通过非侵入性的方式大量

收集的体液[6]. 而尿液的生成包括至少两个连

续的生理过程, 首先是肾小球对血浆的“滤

过”, 形成原尿; 随后是肾小管对原尿的“重

吸收”. 此外, 肾小管、尿道或男性的前列腺

还会分泌或释放一些物质入尿. 因此, 尿液中

携带了大量的信息, 不仅反映了肾脏和泌尿系

统的变化, 由于肾小球对血浆的滤过作用, 尿
液还可以反映身体其他脏器、器官的生理或

病理变化[7]. 这使得尿液成为疾病诊断、监测

和预后判断的生物标志物的重要来源. 但是, 
由于尿液中缺少内参, 收集随机尿样本无法校

正因尿液体积改变而带来的影响, 而尿蛋白和

肌酐在尿中的稀释程度是相似的, 所以若1 d中
肌酐的排泄率相对恒定且个体差异较小, 则尿

■研发前沿
Cathepsin D是一
种天冬氨酸水解
酶 ,  目前已有其
在组织水平与结
直肠癌肝转移关
系的研究 .  但对
于其是否能在尿
液中检测到 ,  并
且是否能作为监
测结直肠癌肝转
移的潜在标志物
的相关研究较少.
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■相关报道
有 研 究 发 现
Cathepsin D与多
种肿瘤的形成和
发 育 密 切 相 关 , 
在结直肠癌侵袭
前沿和肝转移灶
中的表达水平高
于原发灶 ,  在晚
期患者原发灶中
的含量显著升高, 
与远端转移和不
良预后相关. 

肌酐可以用于尿蛋白含量的校正[8]. 美国NKF 
K/DOQI指南中认为, 尿肌酐校正可以排除尿

液浓度变化的影响[9], 所以尿液中标志分子研

究过程中, 需要测量尿液中尿肌酐的含量, 然
后利用尿肌酐的含量校正尿液体积改变对尿

蛋白浓度的影响. 
Cathepsin是蛋白酶中最大的家族[10], 特

定的蛋白酶在肿瘤发展过程中的作用还不明

确. 但肿瘤的侵袭与肿瘤细胞表面的蛋白酶活

性相关[11]. Cathepsin D是一个天冬氨酸肽链内

切酶, 可以水解包含芳香族, 尤其是含疏水氨

基酸的肽键[12]. 此外, 通过激活蛋白酶原3和8
参与细胞凋亡[13]及肿瘤的侵袭和转移[14]. 2012
年, Kirana等[15]利用免疫组织化学在119例结

直肠癌患者中检测了Cathepsin D的表达, 结果

显示, Cathepsin D在侵袭前沿和肝转移灶中的

表达水平高于原发灶, 原发灶中的Cathepsin D
含量在晚期患者中显著提高, 与远端转移和不

良预后相关. 但是其是否存在于结直肠癌肝转

移患者尿液中, 以及是否可以作为一个诊断结

直肠癌肝转移的尿液标志分子, 目前并没有研

究. 因此, 本研究尝试使用硝酸纤维素膜富集

的方法来富集结直肠癌肝转移患者、结直肠

癌患者及健康个体尿液中的蛋白质, 得到质

量较好的尿蛋白, 用于后续研究. 通过比较结

直肠癌肝转移患者与结直肠癌患者和健康个

体相同尿液量富集到的蛋白质中Cathepsin D
的含量, 初步得到Cathepsin D在结直肠癌肝

转移患者尿蛋白中含量高于结直肠癌患者和

健康个体. 经尿肌酐校正后仍发现, Cathepsin 
D在结直肠癌肝转移患者尿蛋白中含量显著

高于结直肠癌患者和健康个体 .  所以 ,  尿液

Cathepsin D可能是潜在的结直肠癌肝转移诊

断标志物. 

1  材料和方法

1.1 材料 结直肠癌患者尿液样本来自中国医学

科学院肿瘤医院腹部外科, 共17例(男12例, 女5
例, 平均年龄54.4岁±11.2岁, 2015-07/2015-10
收集) ,  结直肠癌肝转移患者尿液样本来自

中国医学科学院肿瘤医院介入治疗科, 共19
例(男10例, 女9例, 平均年龄56.2岁±7.6岁, 
2015-08/2015-12收集). 小鼠抗人Cathepsin D
单克隆抗体购自R&D(Minneapolis, USA)公司; 
辣根过氧化物酶标记山羊抗鼠二抗购自中杉

金桥生物技术公司(北京, 中国); LAS4000图像

分析仪为GE公司产品.
1.2  方法

1.2.1 结直肠癌肝转移患者、结直肠癌患者和

健康个体尿液的收集: 使用无菌的50 mL离心

管收集随机中段尿, 取2 mL尿液分别放入2个
1.5 mL离心管中, -80 ℃冰箱保存, 用于尿肌酐

检测; 剩余样本立即置于-80 ℃冰箱保存. 
1.2.2 尿蛋白的富集和洗脱: 收集的尿液5000 g
离心45 min, 加入1/2体积的磷酸盐缓冲液, 混
匀后将样本倒入含有1层硝酸纤维素膜和4层
滤纸的抽滤装置中, 调节真空泵压力使样本逐

滴滴下, 直到过滤完成. 取出硝酸纤维素膜, 晾
干, 封装于真空袋中, 置于-80 ℃冰箱保存.

将吸附有尿蛋白的硝酸纤维素膜裁剪 , 
置于2 m L离心管中, 依次加入1.7 m L丙酮, 
250 μL 0.5%碳酸氢铵水溶液, 强烈振荡10 min, 
4 ℃放置1 h. 14000 g离心15 min, 弃上清, 室温

放置30 min, 晾干. 加入400 μL 裂解液吹打后

强烈振摇10 min后重悬. 14000 g离心15 min后
取上清, 分装后 -80 ℃冰箱保存.
1.2.3 考马斯亮蓝染色: 取相同体积尿蛋白, 
10%SDS-PAGE电泳, 置于R250染料中于摇床

上染色过夜, 经脱色液脱色后采集图像.
1.2.4 蛋白免疫印迹分析: 考马斯亮蓝法测定

蛋白质浓度, 10%SDS-PAGE电泳, 110 V恒压

转膜, 10%脱脂牛奶室温封闭3 h, 加入稀释抗

体于4 ℃摇床上孵育过夜, 经TBST洗膜后加

入二抗室温孵育1 h, 加入ECL化学发光试剂

显色并在LAS4000图像分析仪中曝光和采集

图像.
1.2.5 尿肌酐校正: 通过尿液中的肌酐与苦味酸

盐作用, 生成黄红色的苦味酸肌酐复合物, 再
通过测定其吸光度值, 最终得到尿肌酐的浓度

值. 蛋白免疫印迹经Image J软件对蛋白免疫印

迹结果进行灰度扫描, 用灰度值与相应样本肌

酐值的比值进行统计分析.
统计学处理 应用SPSS16.0对计量资料进

行ROC曲线分析, 应用Prism5统计软件对计量

资料采用秩和检验, 计量资料选择Student's t检
验、Mann-Whitney检验, 以P <0.05为差异有统

计学意义. 

2  结果

2.1 硝酸纤维素膜富集法富集尿蛋白 传统尿蛋
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■创新盘点
本研究在尿液中
检测了之前在组
织水平研究发现
的结直肠癌肝转
移 潜 在 标 志 物
Cathepsin D, 通
过与健康对照和
结直肠癌患者样
本比较 ,  发现在
结直肠癌肝转移
患者尿液样本中
Cathepsin D含量
显著上升 ,  可能
是监测结直肠癌
肝转移的潜在尿
液标志物. 

白的提取是使用丙酮沉淀法, 该方法耗时长, 
并且使用的试剂对环境和人体有害. 所以需要

改善尿蛋白的富集方法. 通过使用真空装置将

尿液中的蛋白质吸附在硝酸纤维素膜上, 然后

将蛋白洗脱用于后续研究, 可以节省人力物力, 
并减少对环境和人体的危害. 提取硝酸纤维素

膜上富集到的尿蛋白质, 进行SDS-PAGE分析

鉴定尿蛋白的质量. 结果显示, 在20-130 kDa之
间, 蛋白条带清晰锐利, 其中110 kDa左右的尿

液蛋白质中标志性蛋白分子尿调素多聚体条

带明显, 且20 kDa以下的小分子量蛋白含量较

少, 证明该种方法富集的尿蛋白质量较高, 可
以用于后续研究(图1). 
2.2 结直肠癌肝转移患者尿蛋白与结直肠癌

患者尿蛋白及健康个体尿蛋白中Cathepsin D
的表达分析 为了检测结直肠癌肝转移患者尿

蛋白、结直肠癌患者尿蛋白和健康个体尿蛋

白中Cathepsin D的表达, 采用蛋白免疫印迹分

析相同尿液量富集到的结直肠癌肝转移患者

尿蛋白、结直肠癌患者尿蛋白和健康个体尿

蛋白中Cathepsin D的含量. 结果显示, 在19例
结直肠癌肝转移患者、17例结直肠癌患者和

15例健康个体相同尿液量富集到的尿蛋白中,  
Cathepsin D在结直肠癌肝转移患者尿蛋白中

的表达量高于结直肠癌患者和健康对照样本

中的表达量(图2). 
2.3 结直肠癌肝转移患者尿蛋白与结直肠癌

患者尿蛋白及健康个体尿蛋白中Cathepsin D
的统计分析 由于尿液中缺少内参, 无法校正

因尿液体积改变而带来的影响, 所以用苦味

酸法测量尿液样本中尿肌酐含量, 通过尿肌

酐校正由尿液体积改变带来蛋白含量的变化, 
先对蛋白免疫印迹结果进行灰度扫描, 然后

与尿肌酐值相比. 分析结果显示, 经校正后, 
Cathepsin D[Grey valve/UCr(mg)]在结直肠癌

肝转移患者、结直肠癌患者及健康个体中的

中位数分别为237500(范围为70880-944200), 
72690(范围为31730-599400), 64030(范围为

13900-136900), 经Mann-Whitney检验发现, 
Cathepsin D在结直肠癌肝转移患者尿蛋白中

含量高于结直肠癌患者尿蛋白及健康个体

尿蛋白中的含量, 且在统计学上具有显著差

异(P <0.01)(图3), 结果提示Catheps in D可

能是结直肠癌肝转移诊断的潜在尿液标志

分子. 
2.4 尿液Cathepsin D水平辅助结直肠癌肝转移

诊断的分析 对19例结直肠癌肝转移、17例结

直肠癌和15例健康个体样本进行尿液Cathepsin 
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图  1  硝酸纤维素膜富集尿蛋白的考马斯亮蓝
染色. 硝酸纤维素膜富集尿蛋白的SDP-PAGE分

离和考马斯亮蓝染色. T: 结直肠癌肝转移患者

尿蛋白; M: 蛋白分子量标志.
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图  2  结直肠癌肝转移患者、结直肠癌患者及健康对照尿蛋白Cathepsin D的蛋白免疫印迹分析. A: 部分结直肠癌肝转

移患者、结直肠癌患者及健康对照样本蛋白免疫印迹结果; B: 考马斯亮蓝染色检测蛋白质量及上样量; Cathepsin D: 天

冬氨酸水解酶; 1: Cathepsin D蛋白重链(分子量约为46 kDa); 2: Cathepsin D蛋白轻链(分子量约为28 kDa); N: 健康对照个

体尿蛋白; T9-T15: 结直肠癌肝转移患者尿蛋白; T16-T21: 结直肠癌患者尿蛋白.
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■应用要点
本研究发现结直
肠癌肝转移患者
尿液中Cathepsin 
D含量显著高于
结直肠癌患者和
健康对照, 提示尿
液中Cathepsin D
可能是结直肠癌
肝转移的潜在标
志物, 为结直肠癌
肝转移的监测提
供了新的思路. 

D含量辅助诊断结直肠癌肝转移效果的受试

者工作特征(receiver operating characteristic, 
ROC)曲线分析(图4), 结果显示曲线下面积(area 
under curve, AUC)分别为0.776和0.875, 灵敏度

和特异度分别为100%、53%和69%、93%, 提
示尿液中Cathepsin D可能能够作为检测结直肠

癌肝转移的参考因素. 

3  讨论

在发达国家中, 结直肠癌的发病率居第3位, 
死亡率居第2位, 其预后与疾病进程具有显著

相关性[16]. 其中, DNA检测是结直肠癌的诊断

中最有效的方法 [17], 但这种方法并不适用于

大规模筛查. 而在血液标志分子检测中, 多种

标志物的敏感性都较低. 因此, 需要找到一种

更有效且更易于操作的方法来辅助结直肠癌

的诊断. 
目前, 在疾病标志物的研究中, 其样本主

要来源于血液, 但是基于血液蛋白质组学生物

标志物的发现, 目前还存在一些弊端. 例如, 在
血液收集的过程中, 一些蛋白酶仍处于活化状

态, 会进一步降解血液中的蛋白, 产生水解产

物; 另外, 血液中高丰度蛋白占总蛋白的99%, 
影响低丰度蛋白的鉴定; 尤为重要的是, 为了

维持机体内环境的稳定, 血液有严格的自稳态

系统, 虽然各个器官的标志物都会进入到血液

中, 但由于蛋白的水解和尿液的生成, 各个器

官的标志分子可能会很快被清除, 从而影响血

液中标志分子的发现[18]. 从实践的角度, 血液

的收集是侵入性的, 且不适用于连续收集, 这
就为后续标志分子的研究增加了难度 [19]. 与
之相比, 尿液是血液经肾脏滤过后的产物, 可
以简单、连续、无侵入性地收集到大量的样

本. 相比于血液, 蛋白水解作用可能在尿液收

集之前已经完成, 所以尿液中的蛋白更加稳

定; 并且, 尿液在4 ℃储存3 d或室温储存6 h, 
尿蛋白不会发生明显变化, 这就为后续研究提

供了更有利的条件[20]. 另外, 与血液中蛋白的

变化相比, 机体的生理和病理改变, 更容易在

尿液中得到体现. 例如, 2013年Li等[21]用6只成

年♀SD大鼠测试抗凝血药物给血液及尿液带

来的影响. 结果发现, 肝素使大鼠尿液中27个
蛋白发生变化, 而血液中只有3个蛋白发生变
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图  3  结直肠癌肝转移患者、结直肠癌患者和健康对照
个体Cathepsin D尿蛋白含量比较. bP<0.01 vs  结直肠癌肝

转移患者尿蛋白. Cathepsin D: 天冬氨酸水解酶; HC: 健康

对照个体尿蛋白; CRC(without metastasis): 结直肠癌患

者尿蛋白; CRC(liver metastasis): 结直肠癌肝转移患者尿

蛋白. 
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图  4  尿液Cathepsin D水平辅助结直肠癌肝转移诊断的
ROC曲线分析. A: 结直肠癌肝转移患者与结直肠癌患者尿

液中Cathepsin D含量ROC曲线分析; B: 结直肠癌肝转移

患者与健康个体尿液中Cathepsin D含量ROC曲线分析. 

Cathepsin D: 天冬氨酸水解酶; ROC: 受试者工作特征曲

线; AUC: 曲线下面积. 
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■同行评价
发展经济、无侵
入性的监测方法
诊断结直肠癌肝
转移具有明显的
临床价值 ,  本文
以硝酸纤维素膜
富集法快速富集
到 高 质 量 的 尿
蛋白 ,  经尿肌酐
校正后 ,  发现结
直 肠 癌 肝 转 移
患 者 尿 蛋 白 中
Cathepsin D含量
显著高于健康对
照组 ,  提示尿液
Cathepsin D可能
是潜在的结直肠
癌肝转移标志物, 
对结直肠癌肝转
移的临床诊断有
一定参考价值.

化. 另一种抗凝药阿加曲班的试验结果与之相

似, 尿蛋白中61个蛋白产生变化, 而血液中只

有其中1个蛋白发生变化[21]. 另外, Wu等[22]用

ELISA的方法检测了狼疮性肾炎患者血液和

尿液中血管抑素的变化. 结果发现, 与健康对

照相比, 狼疮性肾炎患者尿液中血管抑素浓度

明显升高, 而在血清中血管抑素浓度并没有变

化. 最近, Santucci等[23]利用超速离心分离的

囊泡、组合肽配体文库和有机溶剂抽提等预

分离方法, 结合LTQ-Orbitrap Velos Pro质谱, 
从12例健康个体的尿液中鉴定到3429个蛋

白, 其中1724个蛋白未在以往的尿蛋白质组

研究中鉴定到 .  所以 ,  尿液可能是更好的疾

病标志物来源.
关于尿液蛋白质富集, 传统的方法包括沉

淀法、超滤法、透析冻干法和超速离心法等, 
而其中最常用的方法是沉淀法. 沉淀法需要先

对收集到的样本进行离心, 然后加入丙酮、甲

醇等有机试剂沉淀过夜(16-18 h)得到蛋白质沉

淀, 再经过重溶后进行后续实验[24]. 虽然这些

方法都能够有效富集到大量的尿蛋白质, 但需

要耗费大量的有机试剂和时间. 为了节省人力

物力, 并减少对环境和人体的危害, 本研究采

用硝酸纤维素膜富集的方法得到尿蛋白, 这种

方法通过抽滤装置使尿液以适当的速度通过

硝酸纤维素膜, 其中蛋白质会吸附到膜上; 再
经过洗脱就能够方便、快速的获得高质量的

尿蛋白[25], 为后续尿液中蛋白标志分子的研究

提供了便利条件.
目前科学家们对Catheps in D进行了大

量的研究. Cathepsin D是普遍存在的溶酶体

天冬氨酸内切酶 ,  参与多种生理进程 ,  在屏

障功能、细胞凋亡和上皮分化等过程中有重

要的作用[26]. 并且Cathepsin D与许多肿瘤的

发生具有相关性. 有研究[27]证明, Cathepsin 
D可以刺激前列腺癌细胞的增殖 .  在乳腺癌

中, Cathepsin D过表达与不良预后相关, 还
可能增加肿瘤转移 [28]. 相似的, 在结肠癌组

织中, Cathepsin D的表达与不良预后呈正相

关, 可以独立的作为预后预测标志分子[29]. 此
外, 在肺癌、骨癌等恶性肿瘤中均能检测到

Cathepsin D的高表达[30,31]. 关于Cathepsin D的

大部分工作都是在细胞系、组织或血清的基

础上完成的, 并且证明了Cathepsin D的高表

达可能与多种恶性肿瘤的侵袭转移有关. 目

前, 关于尿液中结直肠癌肝转移标志分子的

研究还比较少, 也没有关于Cathepsin D是否

可以作为结直肠癌肝转移患者尿液标志物的

研究. 本研究选择结直肠癌肝转移患者作为

研究对象, 研究其尿液中Cathepsin D的表达

是否会发生变化, 是否可以作为结直肠癌肝

转移患者诊断的标志物, 为结直肠癌肝转移

患者的诊断提供便利条件. 本研究通过硝酸

纤维素膜富集到的质量较好的尿蛋白, 可以

用于后续的研究. 通过蛋白免疫印迹分析17
例结直肠癌肝转移患者、19例结直肠癌患者

和15例健康个体相同尿量中提取的蛋白质中

Cathepsin D的含量. 结果发现, 结直肠癌肝转

移患者尿蛋白中Cathepsin D的含量高于结直

肠癌患者和健康个体尿蛋白中蛋白含量. 对
蛋白免疫印迹结果进行灰度扫描, 然后与尿

肌酐含量进行对比. 结果仍发现, 经尿肌酐校

正后Cathepsin D在结直肠癌肝转移患者尿蛋

白中的含量仍高于结直肠癌患者和健康个体

尿蛋白中的含量, 且具有统计学意义(P <0.01). 
ROC曲线分析同样发现Cathepsin D作为诊断

结直肠癌肝转移的标志物效果良好. 以上结

果证明, 尿液中Cathepsin D的含量可能是潜

在的结肠癌肝转移诊断标志物. 但进一步应

用于临床, 仍需扩大样本量来验证.
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