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血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３检测在 ＮＳＣＬＣ中的临床意义与诊断价值
徐　晴１，郑　霖１，凌惠娟１，朱亚玉１，牛　可１，陈礼文２

（安徽医科大学第二附属医院１检验科、２输血科，合肥　２３０６０１）

摘要　目的　建立血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３的酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）方法，并探讨血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３检测在非小细胞肺癌
（ＮＳＣＬＣ）中的临床意义与诊断价值。方法　收集７０例ＮＳＣＬＣ患者（ＮＳＣＬＣ组）和３６例健康对照者（ＨＣ组）血浆，先用超速
离心法分离血浆外泌体与微囊泡（ＭＶｓ），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法比较经超速离心法分离的ＮＳＣＬＣ组与ＨＣ组血浆外泌体Ｂ７-Ｈ３的
表达水平，再比较ＮＳＣＬＣ组中血浆外泌体与ＭＶｓＢ７-Ｈ３的表达水平。然后采用聚乙二醇（ＰＥＧ）沉淀法初步浓缩富集两组血
浆外泌体，建立简便可行的血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３ＥＬＩＳＡ检测方法，检测血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３表达水平并分析其临床意义。建立
Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型对血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３是否为危险因素进行预测，受试者工作特征曲线（ＲＯＣ）探讨血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３在
ＮＳＣＬＣ中的诊断价值。结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示经超速离心法分离的ＮＳＣＬＣ组血浆外泌体Ｂ７-Ｈ３表达水平高于ＨＣ
组（Ｐ＝０.０３２），同时在ＮＳＣＬＣ组中，其血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３表达水平高于 ＭＶｓ（Ｐ＝０.０１２）。ＰＥＧ沉淀法提取的血浆外泌体
Ｂ７-Ｈ３表达水平ＮＳＣＬＣ组同样高于ＨＣ组（Ｐ＝０.０２４）。ＮＳＣＬＣ患者血浆外泌体Ｂ７-Ｈ３表达水平与性别、年龄、是否吸烟、病
理类型无关，与Ｔ分期（Ｐ＝０.００２）、Ｎ分期（Ｐ＜０.００１）、Ｍ分期（Ｐ＝０.０１０）及ＡＪＣＣ分期（Ｐ＜０.００１）有关。多因素Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回
归分析鉴定血浆外泌体Ｂ７-Ｈ３为ＮＳＣＬＣ的危险因素。ＲＯＣ分析表明，血浆外泌体Ｂ７-Ｈ３用于诊断ＮＳＣＬＣ的敏感度（０.８４３）
高于癌胚抗原（ＣＥＡ）（０.７４３），但特异性（０.７２２）低于 ＣＥＡ（０.８３３），二者联合检测（ＡＵＣ＝０.９２８，９５％ＣＩ：０.８７７～０.９７９）对
ＮＳＣＬＣ的诊断性能高于单项检测。结论　血浆外泌体Ｂ７-Ｈ３表达水平与ＮＳＣＬＣ的癌症分期有关，联合检测血浆外泌体 Ｂ７-
Ｈ３和ＣＥＡ有助于ＮＳＣＬＣ的实验室诊断。
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　　支气管肺癌是全球癌症致死的首位原因［１］，其

中非 小 细 胞 肺 癌 （ｎｏｎ-ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，
ＮＳＣＬＣ）约占８０％～８５％［２］，包括腺癌、鳞癌及其他

类型［３］。外泌体是细胞主动分泌的一类直径范围

在３０～１５０ｎｍ的微小膜性囊泡，主要存在于血液和
体液中，富含母细胞来源的核酸、蛋白质、脂质等重

要生物信息分子，可用于肿瘤等疾病早期诊断及预

后预测［４］。四跨膜蛋白ＣＤ９、ＣＤ６３、ＣＤ８１等是其独
特的鉴定标志蛋白［５］。微囊泡（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｖｅｓｉ-
ｃｌｅｓ，ＭＶｓ）是细胞激活、损伤或凋亡后从细胞膜脱落
的小囊泡，含有细胞膜成分，直径在１００～１０００ｎｍ
之间［６］。Ｂ７-Ｈ３是一种免疫共信号分子，在肺癌、乳

腺癌、结直肠癌等实体肿瘤中异常表达且与肿瘤的

发生发展及预后相关［７］。研究［８］表明血清可溶性

Ｂ７-Ｈ３在ＮＳＣＬＣ中具有实验诊断价值，但是血浆外
泌体是否表达Ｂ７-Ｈ３及其在 ＮＳＣＬＣ中的临床意义
与实验室诊断价值目前尚未阐明。该研究通过建立

简便的血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３检测方法，探讨血浆外泌
体Ｂ７-Ｈ３检测在ＮＳＣＬＣ中的实验室诊断价值与临
床意义。

１　材料与方法

１．１　病例资料　收集２０２３年１０月—２０２４年８月
在安徽医科大学第二附属医院呼吸科初诊初治且经

病理科证实的７０例ＮＳＣＬＣ患者使用ＥＤＴＡ抗凝的
血浆，为 ＮＳＣＬＣ组。排除肺癌外其他原发性肿瘤；
排除合并心功能不全、肝肾疾病、胃肠道疾病、感染

性疾病等疾病患者。其中男 ３９例，女 ３１例；年龄
３８～９２（６７.７４±１１.２６）岁。选择同期在安徽医科
大学第二附属医院体检中心体检３６例健康个体作
为对照，为 ＨＣ组。其中男女各１８例，年龄３８～８６
（６６.０８±１３.３６）岁。收集两组临床资料及癌胚抗
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原（ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃａｎｔｉｇｅｎ，ＣＥＡ）等检查结果。样
本收集经过患者的知情同意，实验方案获得安徽医

科大学第二附属医院伦理委员会的审核批准（编

号：２０２３１１２）。
１．２　主要材料与仪器　血浆外泌体提取试剂（货
号：ＥＸＯＱ５Ａ-１）购于美国 ＳＢＩ公司；Ａ５４９细胞来源
的外泌体标准品（货号：ＮＢＰ３-１１６４５-２００ｇ）、鼠抗人
ＣＤ６３单克隆抗体（货号：ＮＢＰ２-４２２２５）购于美国Ｎｏ-
ｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ公司；亲和素标记的辣根过氧化物酶
（ＨＲＰＡｖｉｄｉｎ货号：４０５１０３）、ＥＬＩＳＡ包被缓冲液（５
×）（货号：４２１７０１）购于美国 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司；鼠抗
人单克隆抗体 ａｃｔｉｎ（货号：ＧＢ１５００１）、高吸附９６孔
酶标板（货号：ＥＳＰ-９６-Ｄ）、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）购于
武汉赛维尔生物公司；鼠抗人 Ｂ７-Ｈ３单克隆抗体
ｂｉｏ-２Ｅ６购于苏州旭光科星生物技术有限公司；兔抗
人单克隆抗体 ＣＤ２７６（货号：ａｂ２２７６７０）购于英国
Ａｂｃａｍ公司；山羊抗兔（货号：ＢＳ１３２７８）和山羊抗鼠
（货号：ＢＳ１２４７８）二抗均购于美国 ＢｉｏｗｏｒｌｄＴｅｃｈｎｏｌ-
ｏｇｙ公司；吐温２０购于美国Ｓｉｇｍａ公司；显色液Ａ、Ｂ
液和终止液购于北京万泰生物公司。酶标仪（型

号：ＳＴ-９６０）购于济南爱来宝仪器设备公司；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ显影仪（型号：ＪＳ-１０７０ＰＥＶ）购于上海天能科技
有限公司。

１．３　方法
１．３．１　血浆标本的收集与保存　收集在安徽医科
大学第二附属医院呼吸科初诊初治并用ＥＤＴＡ抗凝
的ＮＳＣＬＣ患者空腹静脉血浆，小心吸取上层血浆后
分装在一次性ＥＰ管，置－８０℃冻存。
１．３．２　血浆外泌体及ＭＶｓ的提取　超速离心法提
取血浆外泌体及ＭＶｓ：取出所冻存的血浆样本，置于
冰上解冻后，将样本移动至新的离心管内，３００ｒ／
ｍｉｎ，４℃，离心１０ｍｉｎ，留上清液，去除沉淀；２０００ｒ／
ｍｉｎ，４℃，离心３０ｍｉｎ，留上清液，去除沉淀；１００００
ｒ／ｍｉｎ，４℃，离心 ３０ｍｉｎ，留上清液，底部沉淀即
ＭＶｓ，用２００μｌＰＢＳ重悬沉淀，置－８０℃冻存；上清
液经０.２２μｍ滤膜过滤后，１０００００ｒ／ｍｉｎ，４℃，离
心３ｈ，弃上清液，ＰＢＳ重悬沉淀；再次 １０００００ｒ／
ｍｉｎ，４℃，离心３ｈ，弃上清液，底部沉淀即外泌体，
用２００μｌＰＢＳ重悬沉淀，置－８０℃冻存。ＰＥＧ沉淀
法提取外泌体：将所冻存的血浆样本解冻后，先以

３０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１５ｍｉｎ，留上层血浆，弃沉淀，
再取１２５μｌ血浆与３２μｌ外泌体提取试剂混合，严
格按照说明书进行孵育、离心后用１２５μｌ的ＰＢＳ进
行重悬，置－８０℃冻存待检。

１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定血浆外泌体并检测血浆外
泌体Ｂ７-Ｈ３表达水平　取 ＮＳＣＬＣ患者和 ＨＣ组血
浆外泌体进行 ＢＣＡ蛋白定量。定量后的蛋白样本
经１２％ ＳＤＳ-ＰＡＧＥ分离、转膜、封闭后放入稀释后
的一抗溶液中（Ｂ７-Ｈ３抗体１∶５００；ＣＤ６３抗体１∶
１０００；ａｃｔｉｎ抗体１∶５０００），４℃摇晃过夜。次日，
漂洗蛋白条带。将条带放入稀释后的二抗溶液中

（山羊抗兔／鼠ＩｇＧ抗体１∶５０００）室温孵育２ｈ，漂
洗。最后使用ＥＣＬ（Ａ液 ∶Ｂ液＝１∶１）进行曝光显
影，使用ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度分析。
１．３．４　ＥＬＩＳＡ测血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３表达水平　①
将ＣＤ６３单抗溶于碳酸盐缓冲液（ｐＨ＝９.５）配成２
μｇ／ｍｌ的包被抗体工作液，１００μｌ／孔加入９６孔板，４
℃孵育过夜。弃去包被液，加入 ＰＢＳＴ（含有０.０５％
吐温２０）洗涤液每孔３００μｌ，静置１ｍｉｎ左右，弃去
洗液，洗板３次。② 加入５％ ＢＳＡ-ＰＢＳ封闭液２００
μｌ／孔，３７℃封闭 ２ｈ。弃去封闭液，ＰＢＳＴ洗板 ３
次。③ 按说明书稀释标准品使其最高浓度梯度为
２００μｇ／ｍｌ，等比稀释构建标准品浓度梯度２００、１００、
５０、２５、１２.５、６.２５、３.１２和 ０μｇ／ｍｌ，每孔加入 １００
μｌ外泌体重悬液和标准品，室温下摇晃孵育３０ｍｉｎ
后４℃孵育过夜，洗板３次。④ 以１％ ＢＳＡ-ＰＢＳ为
样品稀释液，ｂｉｏ-２Ｅ６抗体按１∶１０００稀释，１００μｌ／
孔加入９６孔板，室温下摇晃孵育１５ｍｉｎ后４℃孵
育２ｈ，ＰＢＳＴ洗板３次。⑤ ＨＲＰ按１∶２０００稀释，
每孔１００μｌ，室温下摇晃孵育１５ｍｉｎ后４℃孵育１
ｈ，ＰＢＳＴ洗板５次。⑥ 显色液 Ａ液与 Ｂ液等量混
匀，每孔１００μｌ迅速加入９６孔板中，３７℃避光反应
１０～３０ｍｉｎ。⑦ 观察孔内液体变蓝色后，每孔加入
５０μｌ终止液，１０ｍｉｎ内用酶标仪在４５０ｎｍ下读取
各孔的吸光度值。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２７.０软件进行分析，
正态分布计量资料以均数 ±标准差（�ｘ±ｓ）表示，任
意两组间比较采用独立样本 ｔ检验；计数资料以例
数以及率表示，两组间比较采用检验。非正态分布

变量的计量资料用中位数及四分位数 ［Ｍ（Ｐ２５，
Ｐ７５）］表示，任意两组间比较采用 Ｍａｎｎ-ＷｈｉｔｎｅｙＵ
检验，Ｐ＜０.０５为差异有统计学意义。采用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ
回归筛选 ＮＳＣＬＣ的危险因素，并绘制 Ｂ７-Ｈ３、ＣＥＡ
及联合检测ＮＳＣＬＣ的ＲＯＣ曲线。

２　结果

２．１　Ｂ７-Ｈ３分子在 ＮＳＣＬＣ患者血浆外泌体中表
达水平异常升高　经超速离心法提取血浆外泌体和
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图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＳＣＬＣ组和ＨＣ组外泌体及ＭＶｓ中Ｂ７-Ｈ３的表达水平

Ｆｉｇ．１　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢ７-Ｈ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｅｘｏｓｏｍｅｓａｎｄｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｓｉｎＮＳＣＬＣｇｒｏｕｐｓａｎｄＨＣｇｒｏｕｐｓ

　　Ａ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｘｏｓｏｍｅｌａｂｅｌｅｄｐｒｏｔｅｉｎＣＤ６３ｉｎｐｌａｓｍａ；Ｂ，Ｃ：ＩｎＮＳＣＬＣｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ

ｏｆＢ７-Ｈ３ｉｎｐｌａｓｍａｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｓ（ｇｒｏｕｐｓ１＃－３＃ｅａｃｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔｏｎｅｐａｔｉｅｎｔ）；Ｄ，Ｅ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｅｘｏｓｏｍｅＢ７-Ｈ３

ｉｎｐｌａｓｍａｏｆＮＳＣＬＣｇｒｏｕｐｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｏｆＨＣｇｒｏｕｐ（ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ４ｇｒｏｕｐｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓ）；Ｆ，Ｇ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｅｘｏ-

ｓｏｍｅＢ７-Ｈ３ｉｎｐｌａｓｍａｉｎＮＳＣＬＣｇｒｏｕｐｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｉｎＨＣｇｒｏｕｐｗｈｉｃｈｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙＰＥＧｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ；ａ：ＮＳＣＬＣｇｒｏｕｐ；ｂ：ＨＣ

ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０.０５ｖｓＭＶｓｇｒｏｕｐ；*Ｐ＜０.０５ｖｓＨＣｇｒｏｕｐ．

ＭＶｓ后，使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测 ＣＤ６３是否表
达，结果显示ＮＳＣＬＣ组和ＨＣ组血浆外泌体特异性
蛋白ＣＤ６３呈阳性表达，证明成功提取出血浆外泌
体（图１Ａ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ进一步检测Ｂ７-Ｈ３的表达
水平，结果显示，在 ＮＳＣＬＣ组中，血浆外泌体高于
ＭＶｓ（Ｐ＝０.０１２）（图１Ｂ、Ｃ）；ＮＳＣＬＣ组血浆外泌体
中高于ＨＣ组（Ｐ＝０.０３２）（图１Ｄ、Ｅ）。在经ＰＥＧ沉
淀法提取的血浆外泌体中，ＮＳＣＬＣ组高于 ＨＣ组（Ｐ
＝０.０２４）（图１Ｆ、Ｇ）。说明血浆外泌体Ｂ７-Ｈ３可作
为ＮＳＣＬＣ实验室诊断标志物，提示 ＰＥＧ沉淀法可
用于下一步 ＥＬＩＳＡ方法探讨 Ｂ７-Ｈ３在 ＮＳＣＬＣ中的
实验诊断价值。

２．２　ＥＬＩＳＡ法检测 ＮＳＣＬＣ患者与 ＨＣ组血浆外
泌体Ｂ７-Ｈ３表达水平　以外泌体膜特异性蛋白
ＣＤ６３单抗为捕获抗体，Ｂ７-Ｈ３单抗为检测抗体，以
ＮＳＣＬＣＡ５４９细胞来源的商品化定量外泌体作为标
准品，建立 ＥＬＩＳＡ方法并得到标准曲线，计算方程
式为ｙ＝７１３.５４ｘ－２５５.７３，Ｒ２＝０.９９，符合血浆外泌

体检测要求，见图２。将酶标仪所测的标本吸光度
值计入标准曲线公式，计算出 ＮＳＣＬＣ患者与 ＨＣ组
血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３表达水平，结果显示 Ｂ７-Ｈ３在
ＮＳＣＬＣ组［８７.６７（６２.５１，１２５.８４）μｇ／ｍｌ］血浆外泌
体中的表达水平高于 ＨＣ组［４６.６１（３２.９９，６３.９４）
μｇ／ｍｌ］（Ｐ＜０.００１），但 ＮＳＣＬＣ组与对照组在年龄
（Ｐ＝０.５０２）、性别（Ｐ＝０.５９１）、是否吸烟（Ｐ＝
０.２７７）间差异无统计学意义，见表１。

图２　ＥＬＩＳＡ法测得标准品浓度标准曲线

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＥＬＩＳＡ
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２．３　血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３表达水平与 ＮＳＣＬＣ患者
人口和病理特征相关性分析　ＮＳＣＬＣ患者血浆外
泌体中Ｂ７-Ｈ３的表达水平在不同性别（Ｐ＝０.４０５）、
年龄（Ｐ＝０.８６０）、病理类型（Ｐ＝０.２３０）及是否吸
烟（Ｐ＝０.６３２）间差异无统计学意义。在 ＴＮＭ分期
中，Ｔ分期Ⅰ ＋Ⅱ期血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３的表达水平
（６８.８０μｇ／ｍｌ）显著低于Ⅲ ＋Ⅳ期（９５.５４μｇ／ｍｌ），
Ｐ＝０.００２；Ｎ分期 Ｎ１（９４.２０μｇ／ｍｌ）血浆外泌体
Ｂ７-Ｈ３含量高于Ｎ０（６２.８２μｇ／ｍｌ），Ｐ＜０.００１；Ｍ分
期Ｍ１（９６.１１μｇ／ｍｌ）血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３含量高于

Ｍ０（７２.６５μｇ／ｍｌ），Ｐ＝０.０１０。晚期 ＮＳＣＬＣ患者
（ＡＪＣＣ分期为Ⅲ＋Ⅳ）血浆外泌体中 Ｂ７-Ｈ３的表达
水平高于早期ＮＳＣＬＣ患者（ＡＪＣＣ分期为Ⅰ ＋Ⅱ），
Ｐ＜０.００１，见表２。提示 ＮＳＣＬＣ血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３
表达水平与肿瘤分期有关。

２．４　血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３作为 ＮＳＣＬＣ的危险因素
分析　通过多因素分析筛选出血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３
为ＮＳＣＬＣ的危险因素（ＯＲ＝１.０４２，９５％ＣＩ：１.０１８
～１.０６７，Ｐ＜０.００１），见表３。
２．５　血浆外泌体中Ｂ７-Ｈ３对ＮＳＣＬＣ的诊断效能

表１　不同组分之间基本信息比较

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｂａｓｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

Ｃｌｉｎｉｃａｌｖａｒｉａｂｌｅ ＮＳＣＬＣｇｒｏｕｐ（ｎ＝７０） 　　ＨＣｇｒｏｕｐ（ｎ＝３６） ｔ／χ２／ｚｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ
Ａｇｅ（ｙｅａｒｓ，�ｘ±ｓ） ６７．７４±１１．２６ ６６．０８±１３．３６ ０．６７４ ０．５０２
Ｇｅｎｄｅｒ（Ｍａｌｅ／Ｆｅｍａｌｅ） ３９／３１ １８／１８ ０．２８９ ０．５９１
Ｈｉｓｔｏｒｙｏｆｓｍｏｋｉｎｇ（Ｙｅｓ／Ｎｏ） ３１／３９ １２／２４ １．１８３ ０．２７７
ＥｘｏｓｏｍｅＢ７-Ｈ３［μｇ／ｍｌ，Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］ ８７．６７（６２．５１，１２５．８４） ４６．６１（３２．９９，６３．９４） －５．８４７ ＜０．００１

表２　ＮＳＣＬＣ患者血浆外泌体中Ｂ７-Ｈ３表达水平的比较［Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｏｓｏｍｅＢ７-Ｈ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｐｌａｓｍａｏｆＮＳＣＬＣｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］

Ｃｌｉｎｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓ ｎ ＥｘｏｓｏｍｅＢ７-Ｈ３（μｇ／ｍｌ） Ｚｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ
Ｇｅｎｄｅｒ －０．８３４ ０．４０５
　Ｍａｌｅ ３９ ８１．６５（６３．８７，１２４．６４）
　Ｆｅｍａｌｅ ３１ ９５．５９（６０．９６，１２９．４２）
Ａｇｅ（ｙｅａｒｓ） －０．１７６ ０．８６０
　＜６０ １４ ８３．３３（６２．０９，１５１．３１）
　≥６０ ５６ ８８．７７（６２．８６，１２３．５９）
Ｈｉｓｔｏｒｙｏｆｓｍｏｋｉｎｇ －０．４７９ ０．６３２
　Ｓｍｏｋｉｎｇ ３１ ８３．８２（６９．３８，１３６．４７）
　Ｎｏｎｓｍｏｋｉｎｇ ３９ ８９．３２（６０．３９，１２０．４５）
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｔｙｐｅ －１．２０１ ０．２３０
　Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ４３ ８９．１２（５８．６５，１２０．４５）
　Ｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ ２７ ８４．３６（７５．９１，１４９．５０）
Ｔｓｔａｇｅ －３．０８８ ０．００２
　Ｔ１＋Ｔ２ ３３ ６８．８０（５７．１０，９９．５０）
　Ｔ３＋Ｔ４ ３７ ９５．５４（７９．４８，１５１．２８）
Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ －３．４５８ ＜０．００１
　Ｙｅｓ ５０ ９４．２０（７２．３０，１５０．８７）
　Ｎｏ ２０ ６２．８２（４９．８５，８７．２５）
Ｄｉｓｔａｎｔｍｅｔａｓｔａｓｉｓ －２．５８７ ０．０１０
　Ｙｅｓ ４０ ９６．１１（７４．６３，１５１．７０）
　Ｎｏ ３０ ７２．６５（５９．１２，９９．５０）
ＡＪＣＣｓｔａｇｅ －３．７２４ ＜０．００１
　Ⅰ＋Ⅱ １２ ６０．０５（４６．８１，６９．２４）
　Ⅲ＋Ⅳ ５８ ９１．５３（７３．８０，１３９．７３）

表３　ＮＳＣＬＣ的危险因素分析

Ｔａｂ．３　ＲｉｓｋｆａｃｔｏｒｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＮＳＣＬＣ

Ｃｌｉｎｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓ
Ｕｎｉｖａｒｉａｔｅａｎａｌｙｓｉｓ

Ｐｖａｌｕｅ ＯＲｖａｌｕｅ ９５％ ＣＩ
Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅａｎａｌｙｓｉｓ

Ｐｖａｌｕｅ ＯＲｖａｌｕｅ ９５％ ＣＩ
ＥｘｏｓｏｍｅＢ７-Ｈ３ ＜０．００１ １．０４９ １．０２７－１．０７２ ＜０．００１ １．０４２ １．０１８－１．０６７
ＣＥＡ ＜０．００１ ２．４７３ １．５００－４．０７７ ０．００２ ２．１８５ １．３４４－３．５５３
Ａｇｅ ０．４９８ １．０１２ ０．９７８－１．０４６
Ｇｅｎｄｅｒ ０．５７７ １．２５８ ０．５６２－２．８１６
Ｈｉｓｔｏｒｙｏｆｓｍｏｋｉｎｇ ０．２７８ ０．６２９ ０．２７２－１．４５４
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表４　血浆外泌体Ｂ７-Ｈ３对ＮＳＣＬＣ的诊断效能

Ｔａｂ．４　ＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙｏｆＢ７-Ｈ３ｉｎｐｌａｓｍａｅｘｏｓｏｍｅｓｆｏｒＮＳＣＬＣ

Ｉｎｄｅｘ Ｃｕｔｏｆｆ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ＡＵＣ ９５％ ＣＩ
ＥｘｏｓｏｍｅＢ７-Ｈ３ ５８．５７（μｇ／ｍｌ） ０．８４３ ０．７２２ ０．８４８ ０．７６８－０．９２７
ＣＥＡ ４．８５（ｎｇ／ｍｌ） ０．７４３ ０．８３３ ０．８６４ ０．７９５－０．９３２
Ｃｏｍｂｉｎｅｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎ － ０．８２９ ０．９１７ ０．９２８ ０．８７７－０．９７９

表５　ＲＯＣ曲线下的成对样本面积差异检验

Ｔａｂ．５　ＡｒｅａｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔｓｆｏｒｐａｉｒｓｏｆｓａｍｐｌｅｓｕｎｄｅｒＲＯＣｃｕｒｖｅｓ

Ｐａｉｒｅｄｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ Ｐｖａｌｕｅ Ｚｖａｌｕｅ ＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎＡＵＣ
ＥｘｏｓｏｍｅＢ７-Ｈ３-ＣＥＡ ０．７４０ ０．３３２ ０．０１６
ＣＥＡ-Ｃｏｍｂｉｎｅｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ０．０１８ －２．３６７ －０．０６４
ＥｘｏｓｏｍｅＢ７-Ｈ３-Ｃｏｍｂｉｎｅｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ０．００３ ３．００５ ０．０８０

ＲＯＣ曲线结显示，血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３敏感度
（０.８４３）高于ＣＥＡ（０.７４３），但特异性（０.７２２）低于
ＣＥＡ（０.８３３），与 ＣＥＡ联合检测曲线下面积（ａｒｅａ
ｕｎｄｅｒｔｈｅｃｕｒｅ，ＡＵＣ）：ＡＵＣ＝０.９２８，９５％ＣＩ：０.８７７
～０.９７９，其诊断性能高于对 ＮＳＣＬＣ的单项检测结
果，所以两者联合诊断ＮＳＣＬＣ更有预测价值。通过
ＲＯＣ曲线分析得到血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３最佳临界值
为５８.５７μｇ／ｍｌ，见表４和图３。对３个 ＲＯＣＡＵＣ
进行成对统计学检验，结果提示血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３
与联合检测的 ＡＵＣ、ＣＥＡ与联合检测的 ＡＵＣ比较
有统计学差异（Ｐ＜０.０５），见表５。

图３　血浆外泌体Ｂ７-Ｈ３、ＣＥＡ及两者联合模型的ＲＯＣ曲线

Ｆｉｇ．３　ＲＯＣｃｕｒｖｅｓｏｆｐｌａｓｍａｅｘｏｓｏｍｅＢ７-Ｈ３，ＣＥＡ，

ａｎｄｔｈｅｉｒｃｏｍｂｉｎｅｄｍｏｄｅｌｓ

３　讨论

　　外泌体富含母细胞来源的核酸、蛋白质、脂质等

重要生物信息的分子，参与调节了人体的正常生理

过程及包括癌症在内的多种病理过程［４］。与外泌

体释放方式不同，ＭＶｓ是细胞激活、损伤或凋亡后
从细胞膜脱落的小囊泡，主要含有细胞膜成分［６］。

超速离心法是外泌体纯化的“金标准”，本研究结果

显示，经超速离心法提取的ＮＳＣＬＣ患者血浆外泌体
Ｂ７-Ｈ３水平显著高于 ＨＣ组，提示其可作为 ＮＳＣＬＣ
实验室诊断标志物。但由于超速离心法所需要的样

本量大，步骤繁琐，耗时长且需要超速离心机，不适

宜于临床标本检测。因此该研究采用ＰＥＧ沉淀法，
建立简便可行的血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３检测方法。本
研究结果显示 ＰＥＧ沉淀法粗提的血浆外泌体 Ｂ７-
Ｈ３表达水平仍高于 ＨＣ组，可作为 ＮＳＣＬＣ实验室
诊断标志物，提示该提取方法可用于下一步 ＥＬＩＳＡ
方法探讨Ｂ７-Ｈ３在ＮＳＣＬＣ中的实验诊断价值。
　　本研究结果表明，ＮＳＣＬＣ患者血浆外泌体 Ｂ７-
Ｈ３表达水平与 ＮＳＣＬＣ的性别、年龄、是否吸烟、病
理类型无关，而与Ｔ分期（Ｐ＝０.００２）、Ｎ分期（Ｐ＜
０.００１）、Ｍ分期（Ｐ＝０.０１０）及 ＡＪＣＣ分期（Ｐ＜
０.００１）有关，提示血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３与 ＮＳＣＬＣ肿
瘤大小、淋巴结转移和远处转移紧密相关。多因素

Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归进一步分析表明血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３为
ＮＳＣＬＣ的危险因素。既往研究［９］表明 Ｂ７-Ｈ３参与
促进ＮＳＣＬＣ在内的多种恶性肿瘤的增值、侵袭、免
疫逃逸等，从而发挥促癌作用。本研究表明外泌体

Ｂ７-Ｈ３分子在ＮＳＣＬＣ的生长、侵袭和转移中也发挥
着重要作用，但有待进一步的功能实验进行阐明。

　　本研究用ＰＥＧ沉淀法粗提血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３，
以ＮＳＣＬＣＡ５４９细胞来源的商品化定量外泌体作为
标准品，通过使用 ＣＤ６３抗体对血浆外泌体进行捕
获，再使用 Ｂ７-Ｈ３抗体进行检测，建立了血浆外泌
体Ｂ７-Ｈ３的ＥＬＩＳＡ检测方法并得到标准曲线，计算
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方程式为ｙ＝７１３.５４ｘ－２５５.７３，Ｒ２＝０.９９，符合血浆
外泌体检测要求。该 ＥＬＩＳＡ法与 Ｌｏｇｏｚｚｉｅｔａｌ［１０］建
立的一种外泌体蛋白检测方法基本一致，该课题组

利用外泌体标记蛋白 ＣＤ８１的抗体作为捕获抗体，
抗前列腺特异性抗原作为检测抗体进行 ＥＬＩＳＡ检
测，成功检测了前列腺癌血浆外泌体。此外，Ｂｏｎ-
ｈｏｕｒｅｅｔａｌ［１１］以外泌体标记蛋白 ＣＤ６３作为捕获抗
体，用ＥＬＩＳＡ法成功检测到黑色素瘤血浆外泌体中
黑素转铁蛋白的表达；同样Ｓａｎｄúａｅｔａｌ［１２］采用外泌
体标记蛋白 ＣＤ６３、ＣＤ８１为捕获抗体成功检测到前
列腺癌患者血清外泌体中的前列腺癌特异性标志

物。本实验研究方法与这些研究基本一致，成功检

测ＮＳＣＬＣ患者血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３，证实了该 ＥＬＩＳＡ
法的理论与实践可行性。

　　大量研究［１３］表明Ｂ７-Ｈ３是包括ＮＳＣＬＣ在内的
肿瘤相关抗原，是诊断ＮＳＣＬＣ的潜在生物标志。有
研究［８］表明血清可溶性 Ｂ７-Ｈ３作为早期 ＮＳＣＬＣ的
诊断标志物，可以作为评估晚期ＮＳＣＬＣ患者预后的
可靠指标。近年来研究［１４－１５］表明外泌体 Ｂ７-Ｈ３在
结肠癌、髓母细胞瘤等中表达水平升高，但血浆外泌

体中 Ｂ７-Ｈ３在 ＮＳＣＬＣ中的作用研究尚少。本研究
显示血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３用于诊断 ＮＳＣＬＣ的敏感度
（０.８４３）高于ＣＥＡ（０.７４３），但特异性（０.７２２）低于
ＣＥＡ（０.８３３），与ＣＥＡ联合检测（ＡＵＣ＝０.９２８，９５％
ＣＩ：０.８７７～０.９７９）的诊断性能高于对 ＮＳＣＬＣ的单
项检测结果，所以两者联合诊断ＮＳＣＬＣ更有预测价
值。本研究中血浆外泌体的标本收集与提取与血清

可溶性Ｂ７-Ｈ３检测标本收集处理相比虽较为繁琐，
但可反映肺部肿瘤细胞来源外泌体 Ｂ７-Ｈ３表达水
平，为ＮＳＣＬＣ实验室诊断和肿瘤细胞来源的外泌体
功能研究提供了基础和临床研究成果，为ＮＳＣＬＣ早
期筛查及靶向治疗提供了重要方向。

　　 综上所述，研究表明血浆外泌体Ｂ７-Ｈ３可作为
ＮＳＣＬＣ实验室诊断的敏感标志物，与ＣＥＡ联合检测
可提高其诊断性能。并且，血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３是
ＮＳＣＬＣ的危险因素，与 ＮＳＣＬＣ的肿瘤分期紧密相
关。血浆外泌体 Ｂ７-Ｈ３有作为 ＮＳＣＬＣ实验室诊断
与免疫干预新靶点的潜力。
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