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［摘要］  背景与目的：目前临床上用于原发性肺癌患者骨转移辅助诊断的血清学标志物相对缺乏，探讨血清中骨钙

素（osteocalcin，OC）N端中分子片段（N-terminal mid-fragment，N-MID）的表达水平在肺癌患者骨转移辅助诊断和疗

效监测中的作用。方法：选取2017年3月—2018年2月在复旦大学附属肿瘤医院诊断为原发性肺癌的231例患者作为实验

组，其中包括97例肺癌合并骨转移的患者和134例未骨转移的肺癌患者，选取69名同期健康体检者作为健康对照组。利用

logistic多因素回归模型分析血清N-MID、癌胚抗原（carcinoembryonic antigen，CEA）、神经元特异性烯醇化酶（neuron-
specific enolase，NSE）、细胞角蛋白19片段（cytokeratin 19 fragment，CYFRA21-1）、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，
ALP）等在肺癌骨转移中的相关性。结果：治疗前骨转移组血清N-MID水平明显高于无骨转移组和健康对照组 

（P均＜0.001）。Logistic多因素分析显示，血清N-MID（OR=9.265）和NSE水平（OR=2.688）是肺癌患者发生骨转移的危

险因素。通过受试者工作特征（receiver operating characteristic，ROC）曲线确定血清N-MID的临界值为14.96 ng/mL，并将

实验组分为N-MID＞14.96 ng/mL组和N-MID≤14.96 ng/mL组。治疗前，血清N-MID＞14.96 ng/mL组肺癌患者的无进展生存

期（progression-free survival，PFS）明显低于N-MID≤14.96 ng/mL组患者（HR=2.040）。在肺癌合并骨转移患者中，治疗

前后血清N-MID水平降低提示疾病缓解（P＜0.001）。结论：血清N-MID水平与肺癌合并骨转移存在相关性，检测治疗前

后的血清N-MID浓度可用于肺癌患者骨转移的辅助诊断和疗效监测。
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The application of serum N-MID in auxiliary diagnosis and therapeutic effect monitoring of bone metastasis in 
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［Abstract］ Background and purpose: There is a lack of serum markers for the diagnosis of bone metastasis in patients with 
primary lung cancer currently. This study aimed to explore the expression level of serum N-terminal mid-fragment (N-MID) of 
osteocalcin (OC) and its functions in the diagnosis and therapy monitoring of bone metastasis in patients with lung cancer. Methods: 
A total of 231 patients with clinically classified primary lung cancer in Fudan University Shanghai Cancer Centre from March 
2017 to February 2018 were enrolled as the experimental group, including 97 patients with bone metastasis and 134 without bone 
metastasis. Sixty-nine healthy adults without cancer were included in the same period as the healthy control group. Serum levels 
of N-MID, carcinoembryonic antigen (CEA), neuron-specific enolase (NSE), cytokeratin 19 fragment (CYFRA21-1) and alkaline 
phosphatase (ALP) were measured. The correlation with clinical characteristics of bone metastasis in lung cancer was analyzed by 
using multivariate logistic regression analysis. Results: Expression levels of N-MID before treatment were significantly higher in the 
bone metastasis group than in the group without bone metastasis (P＜0.001) and healthy control group (P＜0.001). According to the 
results of multivariate logistic regression analysis, the serum levels of N-MID (OR=9.265) and NSE (OR=2.688) were risk factors of 
bone metastasis in lung cancer patients. The cut-off level of serum N-MID was determined as 14.96ng/mL by the receiver operating 
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原发性肺癌是中国常见的恶性肿瘤之一，

发病率和死亡率均位居各类癌症首位，其发病隐

匿，约50%的患者确诊时为晚期［1-2］。骨骼是肺

癌主要的转移部位之一，首诊肺癌晚期患者中

骨转移发生率为30%~40%，其中80%以上位于

躯干骨中，包括脊柱、肋骨和骨盆［3-5］。骨转移

往往预示着患者的生存期缩短，其引起的严重骨

痛、病理性骨折、脊髓压迫综合征等骨相关事

件（skeletal-related events，SRE）及相关治疗带

来的痛苦，严重影响患者的生活质量［6］。临床

数据表明，肺癌合并骨转移患者在发生首次SRE
后，中位生存时间仅为4.1个月［7］。因此，如何

早期诊断骨转移，进行疗效的监测评估，对延长

肺癌患者的生存期及改善预后意义重大。目前，

骨转移的诊断主要依赖影像学检查，如发射型计

算机体层成像（emission computed tomography，

ECT）和正电子发射计算机体层显像（positron 
emission tomography and computed tomography，

PET/CT）检查等。这些检查部分存在特异度较

低、易出现假阳性结果、价格相对昂贵、难以

反复检查等缺点［8-9］。而临床常用的肿瘤标志

物，如癌胚抗原（carcinoembryonic antigen，

C E A ） 、 神 经 元 特 异 性 烯 醇 化 酶 （ n e u r o n -
specific enolase，NSE）、细胞角蛋白19片段

（cytokeratin 19 fragment，CYFRA21-1）等，

主要用于肺癌患者的鉴别诊断。有研究［10-11］表

明，上述肿瘤标志物也可应用于肿瘤分期、疗效

判断和预后评估，但并未证实其与骨转移相关。

肺癌骨转移的病理学基础主要是肿瘤细胞

与破骨细胞及成骨细胞间的相互作用，肿瘤细胞

释放的可溶性介质能够激活破骨细胞和成骨细

胞，而破骨细胞释放的细胞因子又能进一步促进

前者释放介质，从而形成恶性循环，破坏正常

骨组织中骨吸收与骨形成的动态平衡［12-13］。骨

代谢紊乱使得骨代谢指标发生变化。已有相关研 
究［14-16］表明，检测血清中骨代谢指标的表达水

平对肺癌骨转移的诊断和监测具有潜在价值。

本研究对231例原发性肺癌患者及69名健康体检

者的N端中分子片段（N-terminal mid-frament，
N-MID）表达水平进行测定，探索其在临床应用

中的价值。

1 资料和方法

1.1  一般资料

选取2017年3月—2018年2月复旦大学附属肿

瘤医院收治的原发性肺癌患者231例，中位年龄

61岁（21~82岁），其中97例为肺癌合并骨转移

的患者，134例为未骨转移的肺癌患者。肺癌的

确诊以活检或组织细胞学检查结果为准，骨转

移的确诊以ECT或PET/CT检查结果为准［17-19］。 
选取69名同期健康体检者作为健康对照组，中

位年龄60岁（22~87岁），所有健康体检者均

无影响骨代谢的相关疾病。3组人群的基本资料

见表1，各组的性别、年龄间差异无统计学意义 
（P＞0.05）。本研究通过复旦大学附属肿瘤医

院伦理委员会审查，所有患者均由本人或家属签

署知情同意书。

1.2  入组与排除标准

入组标准：所有肺癌患者均为未经治疗的初

发患者；Karnofsky评分（Karnofsky performance 
score，KPS）≥70分［18］。排除标准：患有骨代

谢性疾病；有风湿性关节炎或骨关节炎病史；

患有骨质疏松、甲状腺功能亢进，或由甲状旁腺

功能亢进和皮质醇增多症等引起的继发性骨质疏

松；合并严重的基础疾病。

1.3  标本采集与检测方法

采集患者及健康体检者静脉血3~4 mL，以

characteristic (ROC) curve, and the experimental group was divided into two subgroups. The progression-free survival (PFS) of 
lung cancer patients whose serum N-MID levels were higher than 14.96ng/mL before treatment was significantly lower than that of 
patients with N-MID level lower than 14.96ng/mL (HR=2.040). In lung cancer patients with bone metastasis, the decrease of serum 
N-MID level after treatment indicated remission (P＜0.001). Conclusion: The serum level of N-MID is closely correlated to the bone 
metastasis in lung cancer. The detection of serum N-MID before and after treatment can be applied in both auxiliary diagnosis and 
monitoring therapeutic effect in lung cancer patients with bone metastasis.
［Key words］ Primary lung cancer; Bone metastasis; N-terminal mid-fragment; Auxiliary diagnosis; Therapeutic effect monitoring
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4 000 r/min的速度离心10 min，取上层血清，立

即检测或置于-80 ℃冰箱内冻存，1周内检测。血

清N-MID水平测定采用嘉兴行健生物科技有限公

司的N-MID测定试剂盒（酶联免疫法）。将校准

品、质控品和待测样品加入链霉亲和素包被的微

孔板中，随后加入生物素标记的N-MID抗体和辣

根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）

标记的N-MID抗体混合物，进行温育形成“双抗

体夹心”结构。洗涤后加入HRP基质溶液，再次

温育。微孔板内壁的免疫复合体的酶活性与血清

N-MID的浓度成正比。加入终止液后，使用酶标

仪在450 nm处测定吸光度（D）值。血清CEA、

NSE、CYFRA21-1水平测定采用瑞士Roche公司

的cobas8000-e801自动化学发光免疫分析仪。血

清碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）、血

清钙（calcium，Ca）水平测定采用瑞士Roche公

司的cobas8000-c702全自动生化分析仪。

1.4  随访

研究截止时间为2021年1月，随访终点为研

究截止时间、患者骨转移病灶发生进展或患者

死亡，所有患者均采用含铂双药联合化疗，同时

联合唑来膦酸治疗。记录患者的无进展生存期

（progression-free survival，PFS）［19］。另检测

50例肺癌合并骨转移患者治疗3、6个月后的血清

N-MID水平。

1.5  统计学处理

采用SPSS 23.0软件进行统计分析。计量资料

以x±s表示，采用单因素方差分析进行3组间差

异比较，方差分析有意义则采用LSD-t检验进行

组间两两比较。计数资料以率表示，采用χ2检验

和Fisher精确概率法进行各组间率的比较。采用

logistic回归模型分析肺癌患者发生骨转移的危险

因素。采用受试者工作特征（receiver operating 
characteristic，ROC）曲线评估N-MID对肺癌患

者骨转移的诊断价值。采用Kaplan-Meier法绘制

生存曲线，比较采用log-rank检验。采用重复资

料方差分析比较肺癌合并骨转移患者治疗期间血

清N-MID水平的变化差异。P＜0.05为差异有统

计学意义。

2 结  果

2.1  3组研究人群治疗前血清N-MID表达水平比较

治 疗 前 骨 转 移 组 的 肺 癌 患 者 血 清 N -M I D
水 平 明 显 高 于 无 骨 转 移 组 和 健 康 对 照 组 
（P均＜0.001）。而无骨转移组与健康对照组

间N-MID水平差异无统计学意义（P＞0.05， 
图1）。

2.2  肺癌患者发生骨转移的危险因素分析

采用 log is t ic回归模型进行分析。首先分

别对患者的性别、年龄、Ca、CEA、NSE、

C Y F R A 2 1 - 1 、 A L P 和 N - M I D 进 行 单 因 素 分

析 ， 结 果 显 示 ， C E A （ O R = 2 . 4 4 8 ） 、 N S E
（OR=3.308）、CYFRA21-1（OR=2.125）、

表 1  研究人群一般资料比较

Tab. 1  General information of study population

(n)

Variable
Group

P value
Bone metastasis No bone metastasis Healthy control

Gender 0.157

 Male 76 94 45

 Female 21 40 24

Age group 0.152

 ＞60 years 56 62 31

 ≤60 years 41 72 38

TMN stage ＜0.001   

 Ⅰ 0 74 0

 Ⅱ 0 18 0

 Ⅲ 0 11 0

 Ⅳ 97 31 0

陆　立，等  血清N-MID在原发性肺癌患者骨转移辅助诊断和疗效监测中的应用分析
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ALP（OR=4.247）、N-MID（OR=10.027）是肺

癌患者发生骨转移的危险因素。综合上述单因素

分析中有意义的因素进行多因素联合分析，结

果显示，血清N-MID（OR=9.265）和NSE水平

（OR=2.688）是肺癌患者发生骨转移的危险因素

（表2）。

2.3  血清N-MID表达水平对肺癌患者骨转移的

诊断价值

依据治疗前3组研究人群的血清N-MID检

测结果绘制ROC曲线，曲线下面积（area under 
curve，AUC）为0.849（图2）。选择约登指

数最大的切点为临界点，确定N-MID的最佳临

界值为14.96 ng/mL，此时血清N-MID对肺癌

患者骨转移诊断的灵敏度为77.32%，特异度为

78.33%，阳性预测值为63.0%，阴性预测值为

87.8%。

图 1  3组研究人群治疗前血清N-MID表达水平比较

Fig. 1  Serum N-MID levels of three groups before treatment

*: P＜0.001, compared with bone metastasis group; **: P＞0.05, 
compared with no bone metastasis group

图 2  血清N-MID诊断肺癌患者骨转移的ROC曲线

Fig. 2  ROC curve of serum N-MID for the diagnosis of bone 

metastasis in patients with lung cancer

表 2  肺癌患者发生骨转移的危险因素分析

Tab. 2  The risk factors of bone metastasis in patients with lung cancer

Variable
Monofactor analysis Multi-factor analysis

B SE Wald P value OR (95% CI) P value OR (95% CI)

Constant -2.347 0.826 8.070 0.004 0.096

Age group -0.461 0.269 2.945 0.086 0.630 (0.372-1.068)

Gender -0.432 0.311 1.934 0.164 0.649 (0.353-1.193)

Ca 0.472 0.277 2.900 0.089 1.604 (0.931-2.762)

CEA 0.895 0.283 10.001 0.002 2.448 (1.406-4.263) 0.121 1.719 (0.866-3.410)

NSE 1.196 0.299 15.990 ＜0.001 3.308 (1.840-5.945) 0.007 2.688 (1.305-5.535)

CYFRA21-1 0.754 0.273 7.615 0.006 2.125 (1.244-3.630) 0.058 1.932 (0.978-3.817)

ALP 1.446 0.322 20.139 ＜0.001 4.247 (2.258-7.988) 0.231 1.609 (0.739-3.503)

N-MID 2.305 0.313 54.116 ＜0.001 10.027 (5.425-18.531) ＜0.001 9.265 (4.666-18.397)

2.4  肺癌患者骨转移的PFS分析

依据最佳临界值，将肺癌患者分为N-MID＞ 
14.96 ng/mL组和N-MID≤14.96 ng/mL组，绘制

生存曲线，结果显示，N-MID＞14.96 ng/mL组患

者的PFS明显低于N-MID≤14.96 ng/mL组患者

（HR=2.040，P=0.021，图3）。

2.5  血清N-MID表达水平对肺癌合并骨转移患

者的疗效监测

对50例肺癌合并骨转移患者治疗3、6个月

后的血清N-MID水平进行检测。根据患者是否发

生SRE、疼痛缓解情况及活动受限改善情况分为

疾病缓解组和疾病未见缓解或加重组，其中疾病

缓解组有33例患者，疾病未见缓解或加重组有
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图 3  不同N-MID水平患者的PFS

Fig. 3  PFS of patients with different N-MID levels

图 4  治疗后不同疗效患者的N-MID表达水平变化

Fig. 4  Changes of N-MID levels in patients with different 

therapeutic effects after treatment

17例。治疗后疾病缓解患者在治疗3、6个月后

的血清N-MID水平较治疗前明显下降，且治疗6
个月后的N-MID水平较治疗3个月后也明显下降 
（P均＜0.001）。治疗后疾病未见缓解或加重组

患者的血清N-MID水平较治疗前差异无统计学意

义（P＞0.05，图4）。

3 讨  论

以ECT和PET/CT为主的影像学检查目前仍是

肺癌患者骨转移主要的诊断方法［20］。影像学检

查能够对骨转移病灶的部位、数量和大小进行分

辨和显示，但存在费用昂贵、检测条件苛刻和特

异性不高等问题，难以应用于人群筛查、短期多

次复查及长期疾病监测［21-22］。因此，临床上仍

需探究更高效便捷的骨转移评估方法。

骨钙素（osteocalcin，OC）是主要由非增殖

期成骨细胞合成并特异性分泌的一种小分子球

状蛋白质［23］。OC的羧化谷氨酸在钙离子存在

的条件下能够促进其与羟磷灰石结合并沉积于细

胞外骨基质，从而促进骨骼发育，有研究［24-25］

表明，OC具有趋化和激活破骨细胞的能力，其

羧化末端对破骨细胞的前体有化学诱导作用，

进而调节骨吸收。部分OC会释放入血，完整的

OC在外周血中不稳定，经过蛋白酶水解后，血

清中约1/3为完整OC，1/3为氨基酸短肽，1/3为

裂解后的N-MID［26］。N-MID在血清中具有良好

的稳定性，能够反映骨中的OC水平，继而反映

成骨细胞的活性以及骨形成和骨吸收的情况，是

一项灵敏度和特异度均较高的骨代谢指标。多项

研究［27-29］表明，血清N-MID水平可作为诊断乳

腺癌、前列腺癌等恶性肿瘤骨转移的敏感指标，

在骨转移患者中其水平显著升高。本研究结果显

示，治疗前骨转移组的肺癌患者血清N-MID水平

明显高于无骨转移组和健康对照组，而无骨转

移组与健康对照组间的N-MID水平差异无统计学

意义，表明肺癌患者N-MID水平升高与发生骨转

移相关。本研究发现，N-MID（OR=9.265）和

NSE（OR=2.688）是肺癌患者发生骨转移的危

险因素。NSE作为肺癌诊断和监测的敏感指标，

可提示肺癌患者的临床分期和疾病进展，在患者

发生骨转移后易产生波动，而N-MID与骨转移的

相关程度最高。ROC曲线显示，血清N-MID诊

断肺癌患者骨转移的AUC为0.849，具有较高的

诊断价值。以上结果表明，血清N-MID可作为肺

癌患者骨转移辅助诊断的有效指标，这与相关研 
究［30-32］的结果一致。

在肺癌合并骨转移患者的治疗过程中，对

疾病进展和疗效的监测，以及对预后的评估，

是指导临床选择合理治疗方案，提高患者生活

质量的关键，也是临床医师关注的重点［33-35］。

肺癌骨转移的临床治疗主要采用含铂双药联合化

疗，同时联合双磷酸盐治疗，必要时应用镇痛类

药物或放疗，唑来膦酸是目前使用最广泛的双磷

酸盐类药物［36-37］。唑来膦酸能够抑制破骨细胞

的成熟和聚集，也可以抑制成熟破骨细胞的活

性和功能，从而减少骨吸收，使得因骨转移而

紊乱的骨代谢水平趋于稳定［38-39］。因此，通过
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比较N-MID等骨代谢标志物的浓度变化，可以观

察肺癌患者的疗效和预后。本研究通过对疗效和

预后进行随访评估，依据最佳临界值对患者进行

分类，记录不同血清N-MID水平下患者的PFS，

发现N-MID＞14.96 ng/mL组患者的PFS明显低于

N-MID≤14.96 ng/mL组患者（HR=2.040），说

明N-MID水平越高，患者疾病进展越快，预后越

差。本研究发现治疗后疾病缓解患者的N-MID水

平降低，而疾病未见缓解或加重患者的N-MID水

平无明显变化。由此可见，血清N-MID水平在肺

癌合并骨转移患者的疗效监测和预后评估中有指

导作用。

本研究的局限性在于病例数有限，尤其是

肺癌合并骨转移患者的随访例数少，随访时间

较短，仍有待大样本前瞻性研究进一步分析血

清N-MID水平在患者随访中的应用，证实N-MID
在肺癌患者骨转移辅助诊断和疗效监测方面的 
作用。
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