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摘 要!%目的& 探讨血浆
=9>

基因甲基化联合
=&%

抗体水平的检测对非小细胞肺癌早期诊
断价值和临床意义' %方法& 选择

?@

例非小细胞肺癌患者为实验组"以
>"

名健康者作对照"

分别采用巢式甲基化特异性聚合酶链反应法检测其血浆
=9>

基因甲基化" 用酶联免疫吸附
法(

ABCDE

$检测其血浆
=&%

抗体' %结果& 非小细胞肺癌组的
=9>

基因甲基化率)

!

!

FG&;$H?

"

IJ";""9

*+

=&%

抗体表达量!

KFL&;$@>

"

IJH;HH#

*+

=&%

抗体定性阳性率!

!

!

FG#;>%@

"

IJH;HH#

*均
高于健康对照组'

=#>

基因甲基化和
=&%

抗体表达及定性检测对非小细胞肺癌预测诊断的敏
感度分别为

$H;G#M

和
&@;9>M

"特异性分别为
@&;HHM

和
?%;%%M

"正确指数为
H;&&G

和
H;&9&

'

=9>

基因甲基化和
=&%

抗体定量联合检测结果对非小细胞肺癌诊断的敏感度为
@!;&>M

"特
异性为

$@;%%M

"正确指数为
H;>9H

'

=9>

基因甲基化与
=&%

抗体检测具有相关性!

*FH;!9&

"

IF

H;H!?

*' %结论& 非小细胞肺癌患者血浆中
=9>

基因甲基化与
=&%

抗体可以作为非小细胞肺
癌预测诊断的肿瘤标志物"联合检测的预测敏感度高于单独检测'

主题词,

=9>

#甲基化#

=&%

蛋白 #抗体#非小细胞肺癌
中图分类号!

N$%G;!

文献标识码!
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4XS25V1`2
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Y( 2`,-),V2 V02 Q1,6+(3V15 `,-)2 ,+Q 5-1+15,- 316+1.15,+52 (. =#> 62+2

Z2V07-,V1(+ ,+Q =&% 62+2 1+ =-,3Z, (. +(+"3Z,-- 52-- -)+6 5,+52* a<D/B/b =,V12+V3;

%

U2V0(Q3

&

=9> 62+2 Z2V07-,V1(+ 1+ =-,3Z, (. ?@ <D/B/ ,+Q >H +(*Z,- 5(+V*(-3 c,3 V23V2Q X7 Z2V07-,"

V1(+"3=251.15 I/N dUDIb; E-- V02 =&% ,+V1X(Q7 -2`2-3 1+ =-,3Z, c2*2 Q2V25V2Q c1V0 A-13, [1V;

%

N23)-V3

&

Y02 3)352=V1X1-1V123 (. =9> Z2V07-,V1(+ ,+Q =&% ,+V1X(Q7 .(* Q1,6+(313 <D/B/ c2*2

$";G9M ,+Q &@;9>M

"

*23=25V1`2-7

"

c01-2 V02 3=251.151V123 (. =9>!Z2V07-,V1(+ ,+Q =&% ,+V1X(Q7

c2*2 @&;""M ,+Q ?%;%%M

"

*23=25V1`2-7; Y02 ,55)*,V2 1+Q15,V1(+3 (. =9> Z2V07-,V1(+ ,+Q =&% ,+"
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,+V1X(Q7 c2*2 @!;&>M ,+Q $@;%%M

"

*23=25V1`2-7
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研究表明"抑癌基因的失活会导致肿瘤的发生"

抑癌基因的突变+缺失+甲基化是抑癌基因失活的主

要原因'

=9>

基因和
=&%

基因均为重要的抑癌基因"

=9>

基因
&$

端上游启动子区
/IW

岛甲基化后抑制

该基因的转录"从而使
=9>

基因失活"

=9>

抑癌基因

是人们发现的第一个直接作用于细胞周期" 抑制细

胞分裂的基因"它的失活可以造成细胞异常增殖"肿

专
题
报
道

%$!
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瘤的形成!

'()

基因甲基化与肺癌等多种肿瘤的发

生"发展有关#

(

$

!因此
'()

基因甲基化也有可能作为

肺癌早期诊断的肿瘤标志物%约
&"*+)"*

非小细胞

肺癌存在
'&%

突变#

!

$

!

'&%

基因突变导致异常的
'&%

蛋白产生! 可作为靶抗原引发机体的自身免疫反应

产生
'&%

抗体!后者性质稳定!在血浆中检测方便!

可以作为肿瘤标志物#

%

$

& 本研究采用巢式甲基化特

异性
,-.

'

/0123451678 9'0:6;6: ,-.

!

<=,

(技术和酶

联免疫吸附法
>?@A=BC

!检测了
DE

例非小细胞肺癌

和
)F

例健康对照血浆标本中的
'#)

基因甲基化"

'&%

抗体! 以探讨血浆中非小细胞肺癌相关基因异

常作为肿瘤标志物联合检测的临床应用价值&

#

资料与方法

!"!

研究对象

所有受检者均为我院
!F#%

年
#

月至
!F#G

年

#!

月期间入院的经病理确诊的原发性非小细胞肺

癌患者和健康体检者& 肺癌组男性
$!

例! 女性
!)

例%年龄
!!+E%

岁!平均年龄
)!HF)!(FHD!

岁!鳞癌

'

9IJ5/7J9 :044 :5K:687/5

!

=--

(

G$

例! 腺癌'

5L087"

:5K:687/5

(及其他
&(

例!肺癌按照
MN<

临床分期!

!+"

期
$!

例!

#

期
!)

例& 对照组
)F

名!均为排除

恶性肿瘤等疾病的健康体检者! 其中男性
%!

名!女

性
!E

名%年龄
!F+E!

岁!平均年龄
)#H#!!##H#%

岁&

两组在性别"年龄差异均无统计学意义'

,#FHF&

(&

!"#

研究方法

非小细胞肺癌患者手术或者放" 化疗前收集血

液标本
&+#F/4

!于低温离心!分离血清!

O$F$

保存&

(H!H(

血清
PNB

制备

采用德国
Q65R08

公司的
Q@BQ5/' PNB S477L

<686 T61>:51H87H&((FGC

试剂盒!按照其
U477L 58L U7L3

;46JL

方案进行操作)即在
!/4

离心管中加入
GF$4

蛋

白酶液 "

GFF$4

血清 !

GFF$4

缓冲液
B@

!

&)$

水 浴

(F/68

! 加入
GFF$4

无水乙醇混匀后转移入
QAB5/'

离心柱中
)FFFK

离心
(/68

!弃液!往柱中加入缓冲

液
BVA#&FF$4

!

)FFFK

离心
#/68

!再加入
&FF$4

缓冲

液
BV!

洗涤
!F FFFK

离心
%/68

!最后用
&F$4B?

洗

脱
PNB

&

#H!H! '#)

基因甲基化检测

按照文献描述的甲基化特异性
,-.

'

/012345"

1678"9'0:6;6: ,-.

!

<=,

(方法 #

G

$

!原理为
PNB

双链变

性解链后在亚硫酸氢钠作用下碱基
-

变成
W

! 但对

于已发生甲基化的
-

则无此改变&

亚硫酸氢钠修饰基因提取! 含
PNB !$R

溶液

&F$4

! 加入
G/74X@

的
N5YZ

至终浓度为
FH!/74X@

!

%$$

变性
(F/68

后加入
%F$4

新配制的
(F/74X@

的

氢醌及
&!F$4

"

'Z&HF

的
%/74X@

的亚硫酸氢钠!表面

覆盖矿物油! 避光置于
&F$

水浴
()2

& 然后采用

V6[5KL PNB

纯化试剂盒'

,K7/0R5

公司!美国(纯化

修饰后的
PNB

!洗脱液终加入
G/74X@

的
N5YZ

至终

浓度为
FH%/74X@

!放置于室温
&+!F/68

!最后加入
(X(F

体积的
%/74X@

乙酸钠及
%

倍体积乙醇沉淀
PNB

!室

温下干燥!加适量
M?

'

'ZEHF

(溶解!

O!F$

保存&

,-.

)参照相关文献设计两对引物!分别为
'()

基 因 甲 基 化 引 物 ' 有 意 义 链
&% "MMBMMB"

\B\\\M\\\\-\!\BM-\-

和反义链
&&"\B----"

\B--\-\B--\MMB

!扩增片段长度为
(&FU'

("

'()

基 因 非 甲 基 化 引 物 ' 有 意 义 链
&& "MBMMB"

\B\\\M\\\\M\\BMM\M

和反义链
&& "-BB---"

-BBB--B-BB--BMBB

!扩增长度片段为'

(&(U'

(&

,-.

反应总体积
&F$4

! 反应体系为)

<R:4!(H&//74X

@

" 上下引物各
FHG$/74X@

"

LNM,FH!//74X@

"

M5IPNB

酶
!W

"模板
$&8R

& 反应循环参数)

D&$

变性
&/68

!然

后
DG$ G&9

!

)F$ G&9

!

$!$ )F9

!循环
%&

次!最后延

伸
$!$ &/68

&

,-.

产物经
!*

琼脂糖凝胶电泳!

?S

染色!紫外灯下观察结果& 因前列腺癌
,-"%PNB

细

胞的
'()

基因高度甲基化! 扩增甲基化片段以
,-"

%PNB

作为阳性对照&

'&%

抗体检测!

'&%

抗体检测试剂采用德国
AS@

公司
'&%"BJ175816U7L609

酶联免疫吸附反应试剂盒!

应用酶联免疫吸附反应法的实验原理! 严格按照德

国
AS@

公司
'&%"BJ175816U7L609

酶联免疫吸附反应

试剂盒说明书进行)洗涤"包被好微孔反应板!将稀

释样品"原倍标准品"稀释标本"阴性对照各
(FF$4

分别加入相应微孔内! 封板! 室温孵育
(2

% 洗板
&

次! 拍干% 每孔加入酶标抗体
(FF$4

! 避光! 室温

%F/68

%每孔加
!/74X@ Z-4 &F$4

!终止反应& 酶标仪

G&F8/

处测吸收光度! 按以下公式计算
'&%

抗体

*

'&%

抗体指数
]B

G&F8/

'样品(

OB

G&F8/

>

低值标准
CX B

G&F8/

>

高值标准
COB

G&F8/

>

低值标准
C

+& 判定标准)阳性)

'&%

抗体
'FHG!E

%阴性)

'&%

抗体
(F

&

%$%
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/-1+15,- =1,6+(32 <

/(>?1+2= =2@25@1(+

A B

<C/D/ EF F# #$

/(+@*(- 6*()G HI 9% J$

K(@,- 9&F EJ HJ

!"#$%& ' ($)*+"+)+",& -%&."/+"0* 01 -23 )*+"4056

"* 789:9

;<=

统计学处理

采用
LM52- !II$

进行数据整理!采用
CNCC !!;I

软件进行统计学分析!计量资料采用表示"计量资料

比较服从正态分布的使用
@

检验! 不服从正态分布

的使用
O1-5(M(+

符号秩和检验#计数资料分布比较

采用
N2,*3(+

卡方检验"

NPI;I&

为差异有统计学意

义"

!

结 果

><;

血清中
G#H

甲基化检测和
G&%

抗体检测在非

小细胞肺癌预测诊断中的价值

非小细胞肺癌组
G#H

甲基化率高于对照组$

!

!

Q

J&;$IE

!

NPI;II#

%!非小细胞肺癌组的
G&%

抗体水平

和阳性率均高于对照组 $

RQB&;$FH

!

NPI;II#

#

!

!

Q

J#;H%F

!

NPI;II#

%

SK,?-2 9T

&

G9H

甲基化阳性预测为非小细胞肺癌的敏感度

为
$";J9U

! 特异性为
F&;IIU

! 约登指数为
I;&&J

$

K,?-2 !

%& 对于
G&%

抗体定量检测!将
G&%

抗体定

量检测结果对研究对象的临床诊断做
V4/

曲线

SW16)*2 9T

! 曲线下面积
XY/Q";$F% SE&U/Z

'

I;$9![

I;F&J

!

NPI;II9T

#当
G&%

抗体
!I;!$E ZY\>-

预测为非

小细胞肺癌时!此时预测的敏感度为
HJ;!EU

!特异

性为
E%;%%U

!约登指数为
";&$H

&对于
G&%

抗体定性

检测!如
G&%

抗体阳性预测为非小细胞肺癌时!敏感

度为
&F;9HU

!特异性为
E%;%%U

!约登指数为
";&9&

$

K,?-2 !

%&

><>

联合检测血清中
G9H

甲基化和
G&%

抗体在非

小细胞肺癌诊断中的价值

联合
G9H

甲基化与
G&%

定量检测对非小细胞肺

癌的进行预测诊断! 如
G9H

甲基化阳性或
G&%

抗

体
!";!$E ZY\>-

即预测为非小细胞肺癌时& 联合检

测预测非小细胞肺癌的敏感度为
F!;H&U

!特异性为

$F;%%U

!约登指数为
";H9"

$

K,?-2 %

%&

><=

联合检测与单独检测在非小细胞肺癌预测诊

断中的比较

G9H

甲基化和
G&%

抗体联合检测的敏感度高于

两个单独检测!差异有统计学意义

$

!

!

Q9J;9"&

!

NQ";""9

%!三种检测方

法的特异性和准确率比较差异无

统计学意义$

N]";"&

%$

K,?-2 J

%&

><? G9H

基因甲基化与
G&%

抗体

检测关联性分析

G9H

基因甲基化阳性患者的

G&%

抗体水平为
J;J!J!&;$JF

!阳性率为
H&;!!U

!

G9H

基因甲基化阴性患者的
G&%

抗体水平为
%;%$&!

@ABC& ; @&D+ %&D$C+D 0E -;F G&*& H&+I6CA+"0* A*. -J= A*+"B0.6 "* -CADHA

^*()G <

_2@0-,@1(+ (.!G9H 62+2

G&% ,+@1?(=7

-2`2-

G&% ,+@1?(=7

N(31@1`2 <26,@1`2 N(31@1`2 <26,@1`2

<C/D/ EF HE !E J;99%!H;IJI &$ J9

/(+@*(- 6*()G HI E &9 I;!!I!I;I!F J &H

C@,@13@15 !

!

QJ&;$IE RQB&;$FH !

!

QJ9;H%F

N `,-)2 PI;II9 PI;II9 PI;II9

@ABC& > K%&."L+"0* 0E -;F G&*& H&+I6CA+"0* A*.

-J= A*+"B0.6 C&,&C "* 789:9

I I;! I;J I;H I;F 9;I

9B3G251.151@7

9;I

I;F

I;H

I;J

I;!

C
2
+
3
1
@
1
`
1
@
7

@ABC& = 90HB"*&. .&+&L+"0* "* +I& ."AG*0D"D A*.
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! 阳性率为
&EC@!7

"

9H@

基因甲基化阳性患

者的
9&%

抗体水平高于阴性患者! 差异有统计学意

义#

LMJ!C"H!

!

KM"C"DD

$%

9H@

基因甲基化与
9&%

抗体

检测具有相关性
6>M"C!H&

!

KM"C"!F86N)GA. &8

&

%

讨 论

血清肿瘤标志物在肿瘤的早期诊断中的应用正

日益引起人们的关注 '

&

(

!当前肺癌临床常用的血清

学标志物包括基因和蛋白两个方面! 抑癌基因启动

子区高甲基化几乎在所有肿瘤组织中都可以检测

到 '

@

!

$

(

!抑癌基因甲基化是指
'O<

在甲基化转移酶

催化下!将甲基基团
!IP%

加到胞嘧啶环的第
&

位碳

原子上形成
&!

甲基胞嘧啶!多发生于基因启动子区

IKQ

岛& 坏死的肿瘤细胞可释放
'O<

进入血液循

环!外周血游离
'O<

中
9H@

基因甲基化检测可能是

肺癌早期诊断的一种理想介质!

R3K

技术敏感度

高! 在
!BB"A

血浆中至少可以检测到
BCBB!"*

的肿

瘤
'O<

! 因此当
HB@

个肿瘤细胞中的
'O<

释放入

血时!目的基因就能在血浆中检测发现&目前在肺癌

的诊断中
9&%

抗体应用到了临床!

9&%

基因定位于

H$9H%

!突变的
9&%

基因编码的
9&%

蛋白!可诱导宿

主机体的免疫应答!产生血清
9&%

抗体!血清
9&%

抗

体可以间接反映
9&%

基因突变!

9&%

抗体对肺癌的

检测具有良好特异性'

E

!

F

(

!阳性结果应引起临床医生

重视& 血浆中检测基因和蛋白取材容易!创伤小!价

格低廉!患者易于接受& 在血浆中找到肿瘤标

志物进行联合检测有望成为早期诊断肺癌简

便有效的方法&

本研究对非小细胞肺癌患者外周血
9H@

基因甲基化的检出率为
$BCDH7

! 与陈首慧

等 '

HB

(研究结果一致!提示
9H@

基因甲基化与

非小细胞肺癌的发生关系密切%

9H@

甲基化检

测对非小细胞肺癌预测 诊断的敏感 度为

$BCDH7

!特异性为
E&CBB7

!正确指数为
BC&&D

!阳性

预测值为
EECD@7

! 与姚群峰等得出的结果#

$HC$H7

的肺癌患者血清中检测到了
9H@

基因甲基化! 而且

有较高的特异性
EECFB7

$相似'

HH

(

& 而与
9&%

抗体联

合检测时对非小细胞肺癌预测诊断的敏感度为

E!C@&7

! 高于单独检测
9H@

基因甲基化的敏感度

#

$BCDH7

$和单独检测
9&%

抗体的敏感度#

&ECH@7

$!

表明联合检测可以提高敏感度% 而
9&%

抗体检测特

异性较高!与其他文献'

F

(一致&

本研究中对
9H@

基因甲基化和
9&%

抗体表达关

联性分析得出结论!

9H@

基因甲基化阳性患者的
9&%

表达水平高于阴性患者#

LMJ!CBH!

!

KMBCBDD

$%

9H@

基因

甲基化与
9&%

抗体定性的相关系数为
BC!H&

#

KM

BCB!F

$! 表示
9H@

基因甲基化与
9&%

抗体表达具有

相关性! 说明
9H@

基因甲基化阳性患者的
9&%

抗体

阳性率较高!

9H@

基因甲基化阳性患者!其
9&%

抗体

大多趋于阳性!可能提示
O3ISI

发生机制里存在多

种抑癌基因同时失活的协同作用&

综上所述! 血浆
9H@

基因甲基化和
9&%

抗体与

非小细胞肺癌密切相关! 单项血清肿瘤标志物对肺

癌的诊断敏感度比较低& 联合检测可能成为有价值

的非小细胞肺癌的诊断指标! 联合检测能够在特异

性下降不大的情况下!有效提高检测敏感度!亦能为

影像学等其他肿瘤检测技术提供辅助方法! 更好地

为临床大夫提供辅助诊断指标&
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