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甲基化联合检测对肺癌的诊断价值
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摘 要!$目的% 评估肺泡灌洗液&

B?C@

#中
;<2=!

和
>?;;@7?

基因甲基化联合检测&任意
阳性#在肺癌诊断中的临床价值' $方法%收集经病理确诊的

DE"

例患者"其中肺癌
!$7

例"良
性肺部疾病

!FA

例" 非肺部的恶性肿瘤
!$

例' 将良性肺部疾病和非肺部的恶性肿瘤患者共
A7F

例作为对照组' 对全部
DEG

例患者的
BC?@

样本"采用实时荧光
H->

!

>I!H->

(与测序法
检测

B?C@

中
;<2=!

和
>?;;@7?

两种基因甲基化情况"比较两种检测方法的一致性' 以病
理诊断为金标准"对

!JJ

例具有细胞学结果的患者
K

肺癌组
#AG

例"对照组
#LJ

例
M

"比较采用
>I!H->

法
;<2=!

和
>?;;@7?

基因甲基化检测与细胞学检测对肺癌诊断的敏感性和特异
性 ' $结果 %

>I!H->

法与测序法两种方法检测
DEG

例患者
BC?@

样本
;<2=!

基因和
>?;;@7?

基因甲基化结果的一致率分别是
FJ9DN

和
FE9GN

'

DEG

例
BC?@

样本采用
>I!H->

法检测
;<2=!

和
>?;;@7?

基因甲基化任意阳性对肺癌诊断的敏感性和特异性分别是
JL9AN

和
EJ97N

' 在
!JJ

例有细胞学结果的患者中"

>I!H->

法
;<2=!

和
>?;;@7?

基因甲基
化检测任意阳性对肺癌诊断的敏感性和特异性分别为

EA9!N

和
F!9DN

"与细胞学检测&

LL9$N

和
FE9$N

(相比"敏感性显著提高"但特异性有所降低"差异均有统计学意义&

HOG9G7

"

HOG9GD

('

基因甲基化联合检测&任意阳性(阳性率在细胞学发现癌细胞组为
FE9!N

&

DJPDE

("结果未明组
为

7""9"N

&

ADPAD

("未发现癌细胞组为
AJ9EN

&

7LPAJ

(' $结论% 采用
>I!H->

法进行
B?C@

中
;<2=!

和
>?;;@7?

基因甲基化联合检测"可以作为肺癌细胞学检查的补充"特别是在细胞
学检测结果未明或阴性时'
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次全国死因分析显示"我国肺 癌发病率和死亡率都居恶性肿瘤首位$
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' 与其他恶

性肿瘤相比"由于缺乏有效的筛查手段"肺癌的早期

诊断率大大低于乳腺癌+前列腺癌和结直肠肿癌"这

是其高死亡率的原因之一$
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镜应用基础上发展起来的支气管肺泡灌洗技术

!

J6.

"为呼吸系统病变的诊断和疗效观测开辟了一

条新途径#它可获得纤维支气管镜所不能探及的细胞

学标本以提高癌细胞的检出率# 然而$细胞学检测存在

受人为因素影响大和低敏感性
7B@KDB<K:

的问题%

@

&

#

LM6

甲基化作为一种新型的分子标志物$已经被应

用在改善肺癌诊断效力上%

B

$

;

&

#

矮 小 同 源 盒 基 因
7)N+3& )&,&/3' N+(+O+P!

$

QRST!:

是目前在肺癌诊断中应用最广泛的甲基化

指标$但随着研究和应用的深入$发现其对肺腺癌的

诊断敏感性显著低于对小细胞肺癌和肺鳞癌 %

$

$

C

&

#

G,)

相关区域家族
#673,)",))+2F,&F+0 9+(,F0 U,(F-8 #

6

$

G6QQI#6:

$作为一种新型肿瘤抑制基因$其在肿

瘤发生及发展过程中的作用尤为重要#

QNF(FV/

等%

<

&

证实了
G6QQI>6

的表达缺失与肺腺癌的发生密切

相关#

*+(FV,W,

等 %

A

& 还提出$ 在非小细胞肺癌

!

MQ5.5

"中$

G6QQI>6

在腺癌中的甲基化频率比在

鳞癌中更高# 在本研究中$我们联合检测
QRST!

和

G6QQI>6

基因在
J6.I

中的甲基化状态以评估其

在肺癌辅助诊断中的临床价值# 同时$ 比较基因甲

基化检测与常规细胞学检测对肺癌的诊断效能#

>

资料与方法

!"!

研究对象

收集
;<"

例患者的
J6.I

及临床病理资料$其

中肺癌组
!$>

例
7

腺癌
>>@

例$鳞癌
;$

例$大细胞肺

癌
@

例$小细胞肺癌
@<

例$组织类型不明确肺癌
;>

例
:

# 对照组
@>A

例!良性肺部疾病
!A@

例$非肺部的

恶性肿瘤
!$

例"# 其中
!CC

例
7

肺癌组
>@"

例$对照

组
>BC

例
:

具有细胞学结果# 对
!"

例!共
!>

例$

>

例

未做随访"甲基化检测阳性但细胞学阴性的临床诊

断为肺部感染'支气管扩张'淀粉样变等良性病例

进行随访!每年
>

次$为期
;

年"# 入组患者的临床病

理特征详见表
>

!

*,O-' >

"#之前的一项基于
J6.I

的

研究表明$ 性别和年龄对
QRST!

水平没有影响%

$

&

$

因此$本研究在分析肺癌组和对照组时不考虑性别

和年龄配对#

!"#

主要试剂和仪器

人
QRST!

'

G6QQI>6

基因甲基化
LM6

检测试

剂盒!实时荧光
X5G

法"由上海透景生命科技股份

有 限 公 司 提 供 ( 实 时 荧 光
X5G

检 测 系 统 为

6J%C;""

(

LM6

提取试剂盒购自天根生化科技有限

公司生产的血液
Y

细胞
Y

组织基因组
LM6

提取试剂

盒(亚硫酸盐修饰试剂盒购自
Z[ES G\Q\6G5R

生

物公司
\Z LM6 E'&N8-,&F+0"LF3'2&

*E

]F&

#

!"$ LM6

提取与亚硫酸盐修饰

取肺泡灌洗液
#=(-

$

#= ===34(

离心
;(F0

$去

除上清$沉淀用于
LM6

提取$具体抽提步骤参见天

根生化科技有限公司生产的血液
Y

细胞
Y

组织基因组

LM6

提取试剂盒说明书# 提取后的
LM6

直接进行

亚硫酸盐修饰$具体步骤参见
Z[ES G\Q\6G5R

生

物公司
\Z LM6 E'&N8-,&F+0"LF3'2&

*E

]F&

说明书#

!"%

实时荧光
X5G

!

G*^X5G

"检测
QRST!

#

G6QQI#6

基因甲基化

修饰后的
LM6

直接用人
QRST!

'

G6QQI#6

基

因甲基化
LM6

检测试剂盒!

G*^X5G

法"检测$具体

步骤与结果判断方法见上海透景生命科技股份有限

公司说明书#

!"&

测序检测
QRST!

#

G6QQI#6

基因甲基化

根据修饰后的
LM6

序列$ 设计
QRST!

基因和

G6QQI#6

基因测序引物$序列如下)

QRST!

基因测

序 引 物 )

I@

)

HH*H**H*H*5H*6*6HHH6H*

$

G@

)

*55H55*55*655**5*665

(

G6QQI#6

基因测序引

物)

I##

)

H6HHH66HH66HHH*66HH

$

G##

)

H6HHH"

66HH66HHH*66HH

#

测序
X5G

体系!

B=!-

"#修饰后
LM6 ;!-

$上游

引物
7#=!(+-Y.:=?<!-

$ 下游引物
7#=!(+-Y.:=?<!-

$

!_*,`

缓冲液 !含
9M*X)

和
*,`

酶 "

!=!-

$ 加水

>@?B!-

#

X5G

扩增程序#预变性
A;# >=(F(

(循环
A;#

@=)

$

;<# @;)

$

C!# @=)

$

B;

个循环( 延伸
C!# <(F0

#

'()*+ ! ,*-.-/(* 0+(123+4 50 16+ 7(1-+.14 -. *2.8

/(./+3 83527 (.9 /5.135* 83527:;<
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>*??*

3&0,,/3/0)@ABC

DEB-F

G&1/@/H0 :04*@/H0

<I2J! 7D$ $

K9DL$ DM9E "9D7NOK9DMP

D P$D

!KE PME

QR<<SFR 7E! M

K9DE7 DN9K K9D!POK9DMN

E L7$

7EM L!P

QTUG-Q

G&1/@/H0

:04*@/H0

T&@*+

G&1/@/H0

:04*@/H0

T&@*+

:

!"!

PMN

EN"

7ED

L!7

EN"

G-Q

产物经检测合格后!送上海生工生物工程有限

公司测序"

!"# VRWS

细胞学检测

首先在要灌洗的肺段经活检孔注
!B

利多卡因

7!!X+

行灌洗肺段局部麻醉# 然后经活检孔
PM"

灭

菌生理盐水
!E!EKX+

!立即用负压吸回灌洗液!装入

容器中送检"

!"$

统计学处理

以病理诊断作为金标准!计算肺癌甲基化检测用

于肺癌诊断的敏感性与特异性!比较细胞学检测方法

与肺癌甲基化检测诊断肺癌的敏感性与特异性"

采用
<G<<!!9K

统计学软件对数据统计分析!采

用卡方检验判断组间是否存在显著性差异! 使用

>*??*

系数分析
QTUG-Q

与测序方法检测甲基化一

致性!并计算
>*??*

系数
DEB

可信区间$

DEB-F

%&

GY

K9KE

!认为差异具有统计学意义&

!

结 果

%"! QTUG-Q

法与基因测序检测
<I2J!

!

QR<<S7R

甲基化一致性研究

对
ENK

例
VRWS

样本 !分

别用
QTUG-Q

和基因测序的方

法检测其
<I2J!

'

QR<<S7R

甲

基化情况"结果显示!两种方法

学对
<I2J!

甲基化检测一致

率为
DM9EB

(

>*??*ZK9DL$

!

DEB

-F

)

K9D7NOK9DMP

%! 对
QR<<S7R

甲 基 化 检 测 一 致 率 为
DN9KB

A>*??* ZK9DE7

!

DEB -F

)

K9D!P O

K9DMN

%(

T*[+0 !

%&

%"% QT#G-Q

法检测
<I2J!

和
QR<<S7R

基因甲

基化在肺癌辅助诊断中的临床价值

ENK

例样本采用
QT#G-Q

法检测
<I2J!

和

QR<<S7R

基因甲基化任意阳性对肺癌诊断的敏感

性和特异性分别是
ML9PB

和
NM97B

& 按不同病理诊

断类型分组!

QT#G-Q

法检测
<I2J!

'

QR<<S7R

基

因甲基化结果如表
P

(

T*[+0 P

%所示& 其中肺癌组中!

<I2J!

和
QR<<S7R

基因甲基化单独阳性' 双阳性

和任意阳性的阳性率分别为
$D9MB

'

EP9!B

'

LD9LB

和

ML9PB

! 明显高于对照组的
7K9$B

'

E9DB

'

P9MB

和

7!9NB

!其差异具有统计学意义(

G$K9K7

%&

与
QR<<S7R

相比!在各肺癌病理亚组!

<I2J!

甲基化阳性率更高!依次是)大细胞肺癌(

7KK9KB

!

P\

P

%!小细胞肺癌(

DL9MB

!

P$\PN

%!肺鳞癌(

NE9MB

!

LN\

E$

%! 组织类型不明确肺癌 (

$N9$B

!

PE\E7

%! 腺癌

(

EP97B

!

$K\77P

%&

%"& QT#G-Q

法基因甲基化检测与细胞学检测肺

癌的诊断效能

!MM

例样本
A

肺癌组
7PK

例!对照组
7LM

例
C

!同

时用细胞学方法和基因甲基化检测法(

QT#G-Q

%分

析 (

T*[+0 L

%! 肺癌组中! 细胞学发现癌细胞
EN

例

(

LL9$B

%

]

基因甲基化法
A

任意阳性
C7K$

例(

N79EB
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对照组中!细胞学未发现癌细胞
#%&

例"

'()$*

#!基

因甲基化法
+

双阴性
,#!%

例"

(%)-*

$% 基因甲基化检

测相对于细胞学可显著提高肺癌诊断敏感性 "从

%%)$*

到
(#)&*

$!但特异性从
'()$*

降到
(%)-*

% 对

!.

例"共
!#

例!

#

例未做随访$甲基化检测阳性但细

胞学阴性的临床诊断为肺部感染&支气管扩张&淀粉

样变等良性病例进行随访"每年
#

次!为期
&

年$!共

发现肺癌
#-

例% 根据此数据!联合基因甲基化检测

的敏感性和特异性分别调整为
(-)!*

"

##'/0%-

$和

'!)&*

"

0!%/0-%

$! 与细胞学检测的敏感性和特异性

相比!敏感性提高显著!但特异性有所降低!均有统

计学意义"

12.).#

!

12.).&

$%

绘制柱状图描述不同细胞学结果中基因甲基化

检测情况"

345678 0

$!结果分析显示!基因甲基化联

合检测"任意阳性$阳性率在细胞学发现癌细胞组为

'()!*

"

&9/&(

$!结果未明组为
0..).*

"

-&/-&

$!未发

现癌细胞组为
-9)(*

"

0%/-9

$% 提示采用
:;!1<:

法

进行
=>?@!

和
:A==30A

基因甲基化联合检测"任

意阳性$可以作为细胞学检测的补充!特别是在细胞

学检测结果未明或阴性时%

-

讨 论

BCA

甲基化作为一种新型的分子标志物!在肿

瘤的发生&发展中发挥重要的作用!目前已经应用在

改善肺癌诊断效力'

%

!

&

(上%

!.0.

年!

=DEF4GH

等'

$

(人首

次发现
=>?@!

甲基化能较好地区分肺部良恶性病

变!敏感性和特异性分别为
$(*

和
'&*

% 他们继续

深入研究肺癌患者血液 '

#.

(和组织 '

##

(中
=>?@!

基因

的甲基化! 结果显示甲基化的
=>?@!

不仅可以作

为早期检测的生物指标!而且可以作为
C=<I<

预后

的独立预测指标 '

#!

(

% 但随着研究的深入 ! 发现

=>?@!

甲基化对肺腺癌的诊断敏感性 )

%9*J$&*

$

显著低于小细胞肺癌"

(!*J'9*

$和肺鳞癌"

(0*J

(!*

$

'

$

!

9

(

%

:A==30A

作为一种新型肿瘤抑制基因!其

在肿瘤发生及发展过程中的作用尤为重要%

=E4F4K6

等 '

(

(证实了
:A==30A

基因的表达缺失与肺腺癌的

发生密切相关%

;LF4KMNM

等'

'

(还提出!在
C=<I<

中!

:A==30A

在腺癌中的甲基化频率比在鳞癌中更高%

目前国内还没有两者联合检测对肺部疾病诊断和鉴

别诊断的大规模数据% 我们对用
:;O1<:

法检测

&("

例患者的
PAI3

中
=>?@!

&

:A==30A

甲基化结

果进行统计分析!评价其对肺癌诊断的临床价值%

研究甲基化的方法有多种! 本研究所选用的

:;O1<:

的方法结合了亚硫酸盐修饰和
;MQFMR

探

针两种技术% 利用亚硫酸盐使未甲基化的
<

碱基转

换为
S

碱基!在
1<:

扩增过程中!再转换为
;

碱基!

而甲基化的
<

碱基保持不变!因此可以区分甲基化

和未甲基化的
<

碱基*针对修饰前后的序列差异用

特异性软件设计甲基化引物进行
1<:

扩增+ 利用

;MQFMR

探针对扩增产物进行检测!通过优化的反应

体系和高特异
;MQ

酶的使用!在实时荧光
1<:

平台

上实现对样品中甲基化
BCA

的特异检测%

&("

例样

本同时采用
:;O1<:

和 测 序 方 法 检 测
=>?@!

&

:A==30A

的甲基化状态! 一致率分别是
'9)&*

和

'()"*

%

在纤维支气管镜应用的同时取得
PAI3

是临床

的常规操作%选用
PAI3

的优点是取材特异!不易混

入其他肿瘤细胞!且肿瘤细胞数量相对较多%在本研

究中!肺癌样本
!$0

例)

%&)"*

$!良性肺部病变
!'-

例)

&")&*

$!另特别收集
!$

例其他非肺部肿瘤样本

)

%)&*

$%

=>?@!

和
:A==30A

基因甲基化在肺癌组

<,?@+% = A%013$"0,(. -0"0@- (/ 45678 ?%.% ".9

:>44<=> ?%.% ,. 9,//%+%.0 230($(?,2"$ 9,"?.(-,- +%-@$0-
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明显高于对照组!

;!<9<<7

"#可以有效鉴别良恶性肺

部疾病以及肺癌与其他部位肿瘤$

在对肺癌亚组分析中发现#

=>2?!

基因甲基化

在大细胞肺癌中阳性率最高!

#<<9<@

"#依次为小细

胞肺癌!

AB9C@

"%鳞癌!

DE9C@

"%腺癌!

EF9#@

"#各组

之间差异有统计学意义!

;!<9<<#

"$对这种现象目前

没有明确的解释# 肿瘤的位置是一种可能的影响因

素#小细胞肺癌和鳞癌发生的部位居中#支气管镜比

较容易到达#取得目标
G:H

的数量和可能性都比周

边位置高&

$

'

$

在肺腺癌组中# 两基因单独检测的检出率均不

高 #

IH==J#H

基因为
BF9F@

!

BAK77F

"#

=>2?!

基因

也仅有
EF97@

!

$<K77F

"# 且
=>2?!

和
IH==J7H

基

因的双阳性样本更少
LFE9E@

#

FAK77FM

#但两者联合检

测可使基因甲基化对肺腺癌的检测敏感性提高到

$#9A@

!

C<K##F

#

;!<9<E

"$

=>2?!

和
IH==J#H

基因

在不同肺腺癌标本中出现阳性# 可能预示两者甲基

化的调控机制以及肺腺癌的形成机制会有所不同$

NHOJ

常规细胞形态学检查作为评价肺部疾病

的重要手段已广泛应用于临床#然而#细胞学检测存在

受人为因素影响大和低敏感性
LBFPQBD@M

的问题&

F

'

#同

时还会出现大量结果未明的检测报告$在本研究中#

!CC

例样本同时进行了细胞学和甲基化检测# 肺癌

组中细胞学检测发现癌细胞
ED

例#基因甲基化检测

阳性率
AD9!@

(结果未明
FE

例#基因甲基化检测阳

性率
#<<9<@

(未发现癌细胞
FC

例#基因甲基化检测

阳性率
FC9D@

$ 联合基因甲基化相对于细胞学可显

著提高肺癌诊断敏感性!从
BB9$@

到
D#9E@

"$ 但以

细胞学检测结果为基础计算的联合基因甲基化检测

特异性仅为
DB9F@

# 与文献报道的
AE@QAD@

&

$

#

C

'有

较大差异$ 对
!<

例!共
!#

例#

#

例未做随访"甲基化

检测阳性但细胞学阴性的临床诊断为肺部感染%支

气管扩张% 淀粉样变等良性病例进行随访 !每年
#

次#为期
E

年"#经随访后#共发现肺癌
#F

例$根据此

数据# 调整联合基因甲基化检测的敏感性和特异性

分别为
DF9!@

!

##AK#BF

"和
A!9E@

!

#!BK#FB

"$ 联合基

因甲基化作为一种新型的肺癌辅助诊断方法# 特别

是在细胞学结果未明或阴性时可显著提高对肺癌的

检出率$

在之后的研究中# 为更加有效地评估甲基化检

测在肺癌早期诊断和预后评估中的诊断效力# 研究

还将纳入不同肺癌分期和术后的样本#

总之#

IRS;-I

方法检测肺泡灌洗液中
=>2?!

和
IH==J7H

基因甲基化状态具有高敏感性和高特

异性$ 两者联合检测是非常有潜力的肺癌诊断的新

型标志物#可以作为细胞学检测的补充#特别是在细

胞学检测结果未明或阴性时$
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