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　　【摘要】　目的　探讨非小细胞肺癌患者血清中８个抑癌基因启动子ＣｐＧ岛甲基化的联合检测在诊断非小细

胞肺癌患者中的意义，以期提高非小细胞肺癌早期无创检出率，提升治愈率。方法　选取６２例非小细胞肺癌患者

设为肺癌组，选取３０例肺部良性疾病患者作为对照组，选取１６例健康者作为健康组，取３个组研究对象的血清采

取癌基因测序法检测８种基因启动子区域甲基化情况，比较３个组研究对象的上述指标，分析上述指标的变化和３

个组研究对象不同临床状态的相关性。结果　肺组结肠腺瘤性息肉病基因（ＡＰＣ）、钙粘蛋白１３（ＣＤＨ１３）、死亡相

关蛋白激酶基因（ＤＡＰＫ）、人类Ｏ６甲基鸟嘌呤ＤＮＡ甲基转移酶（ＭＧＭＴ）、ＲＡＳ相关区域家族Ｆ２（ＲＡＳＳＦ２）、人

类Ｒｕｎｔ相关转录因子３（ＲＵＮＸ３）、ＲＡＳ相关区域家族１Ａ（ＲＡＳＳＦ１Ａ）和ＴＭＳ１／ＡＳＣ基因甲基化检出率均明显高

于对照组，组间比较差异具有统计学意义（犘＜０．０５），非小细胞肺癌患者血清中抑癌基因８个指标联合检测敏感性

达到９３．５４％，特异性达到９０．３％，敏感性明显高于所有单项检测和４个指标联合检测。结论　ＡＰＣ、ＣＤＨ１３等８

个抑癌基因异常甲基化状态的联合检测可以明显提高非小细胞肺癌患者抑癌基因甲基化的检出率。该８个基因异

常甲基化有望成为非小细胞肺癌辅助诊断和预后判断的分子标记，并有可能成为非小细胞肺癌治疗的新靶点，从而

提高临床对非小细胞肺癌患者的诊治水平。
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　　目前非小细胞肺癌的首要治疗方法仍然是手术治疗
［１２］。

手术治疗效果和患者的病情分期情况密切相关。提高非小细

胞肺癌的早期诊断率是提高其治疗质量的关键环节。无创快

速检测是任何肿瘤早期诊断的理想方向。本组资料在前期进

行了大量的非小细胞肺癌患者和健康者血清中８个抑癌基因

启动子ＣｐＧ甲基化分析工作的基础上
［３７］，对８个基因［结肠

腺瘤性息肉病基因（ＡＰＣ）、钙粘蛋白１３（ＣＤＨ１３）、死亡相关

蛋白激酶基因（ＤＡＰＫ）、人类Ｏ６甲基鸟嘌呤ＤＮＡ甲基转移

酶（ＭＧＭＴ）、ＲＡＳ相关区域家族Ｆ２（ＲＡＳＳＦ２）、人类Ｒｕｎｔ相

关转录因子３（ＲＵＮＸ３）、ＲＡＳ相关区域家族１Ａ （ＲＡＳＳＦ１Ａ）

和ＴＭＳ１／ＡＳＣ］联合检测以早期诊断非小细胞肺癌进行了研

究，现将结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取本院２００８年１２月至２００９年１０月呼吸

科收治的非小细胞肺癌患者６２例设为肺癌组，选取同期在本

院呼吸科进行治疗的肺部良性疾病患者３０例，设为对照组，再

选取同期来本院进行健康体检者１６例设为健康组。肺癌组

中，男４０例，女２２例；年龄（５９．６±６．５）岁。所有患者均首次

确诊为非小细胞肺癌，未进行任何放化疗。对照组中，男１８

例，女１２例；年龄（５８．１±６．９）岁。健康组中，男１０例，女６

例；年龄（５７．３±６．８）岁。３个组受试者的男、女性别比例及年

龄比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），具有可比性。

１．２　方法

１．２．１　标本采集及预处理　所有入组受试者（非小细胞肺癌

组患者于放化疗前）于凌晨采集５ｍＬ空腹外周静脉血于抗凝

离心管中。密封后放置于冰箱中４℃静置２ｈ，取出放于离心

器中，采用３０００ｒ／ｍｉｎ的离心速度离心１０ｍｉｎ，倾取上层血清

于－８０℃保存待后续进行标本预处理。取２ｍＬ血清，采用德

国Ｑｉａｇｅｎ公司生产的ＱＩＡａｍｐＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔＤＮＡ试剂盒进

行上述标本的血清ＤＮＡ提取。加入反应试剂→反复通过离

心柱→用５０μＬ蒸馏水洗脱下ＤＮＡ→－８０℃保存→亚硫酸

氢钠修饰将ＤＮＡ序列中未甲基化的胞嘧啶（Ｃ）转变为尿嘧啶

（Ｕ）→ＤＮＡ 纯化 → 脱磺基反应 → 聚合酶链反应（ＰＣＲ）

扩增［８］。

１．２．２　ＰＣＲ序列分析　将１．２．１所得ＰＣＲ产物采用德国

Ｑｉａｇｅｎ公司生产的ＱＩＡｑｕｉｃｋＰＣＲ产物纯化试剂进行纯化封

装，委托上海生工公司对其进行序列分析。

１．３　观察指标　分别计算３个组受试者８个基因甲基化的单

项阳性检出率、非小细胞肺癌患者８个指标进行组合（每４个

指标为一种组合和８个指标连个）检测的阳性检出率及敏感

性、特异性，并进行比较。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析。计数

资料以率表示，采用χ
２ 检验。以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　３个组受试者血清８个基因甲基化阳性率比较：ＡＰＣ、

ＣＤＨ１３、ＤＡＰＫ、ＭＧＭＴ、ＲＡＳＳＦ２、ＲＵＮＸ３、ＲＡＳＳＦ１Ａ、ＴＭＳ１／

ＡＳＣ基因甲基化检出率均明显高于对照组和健康组，组间比较

差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。见表１。

表１　血清８个基因在各研究组中的甲基化阳性率比较［狀（％）］

基因 肺癌组（狀＝６２） 对照组（狀＝３０） 健康组（狀＝１６） χ
２ 犘

ＡＰＣ基因甲基化 ３２（５１．６１） ０（０．００） ０（０．００） ３３．７４ ＜０．０１

ＣＤＨ１３基因甲基化 ２３（３７．１０） ０（０．００） ０（０．００） １４．８４ ＜０．０５

ＤＡＰＫ基因甲基化 ２３（３７．１０） ０（０．００） ０（０．００） １４．８４ ＜０．０５

ＭＧＭＴ基因甲基化 １７（２７．４２） ０（０．００） ０（０．００） １４．９７ ＜０．０１

ＲＡＳＳＦ２基因甲基化 ２４（３８．７１） ０（０．００） ０（０．００） ２２．８９ ＜０．０１

ＲＵＮＸ３甲基化检 ２５（４０．３２） ０（０．００） ０（０．００） ２３．６９ ＜０．０１

ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化 ２８（４５．１６） ０（０．００） ０（０．００） ２５．７３ ＜０．０１

ＴＭＳ１／ＡＳＣ基因甲基化 １４（２２．５９） ０（０．００） ０（０．００） ４．１２ ＜０．０５

２．２　非小细胞肺癌患者８个基因甲基化单项检测结果　非小

细胞肺癌患者８个指标单项检测的敏感性和特异性见表２。

表２　非小细胞肺癌患者抑癌基因启动因子ＣｐＧ

　　　岛甲基化单项检测结果

基因 阳性数 敏感性（％）特异性（％）

ＡＰＣ基因甲基化 ３２ ５１．６１ ３３．３３

ＣＤＨ１３基因甲基化 ２３ ３７．１０ ４１．０３

ＤＡＰＫ基因甲基化 ２３ ３７．１０ ４１．０３

ＭＧＭＴ基因甲基化 １７ ２７．４２ ４８．４８

ＲＡＳＳＦ２基因甲基化 ２４ ３８．７１ ４０．００

续表２　非小细胞肺癌患者抑癌基因启动因子ＣｐＧ

　　　岛甲基化单项检测结果

基因 阳性数 敏感性（％）特异性（％）

ＲＵＮＸ３甲基化检 ２５ ４０．３２ ３９．０２

ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化 ２８ ４５．１６ ３６．３６

ＴＭＳ１／ＡＳＣ基因甲基化 １４ ２２．５９ ５０．００

　　注：－表示无数据。

２．３　非小细胞肺癌患者８个基因甲基化联合检测结果分析　

非小细胞肺癌患者８个指标联合检测敏感性达到９３．５４％，特

异性达到９０．３％，敏感性明显高于所有单项检测和４个指标

联合检测。见表３。
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表３　非小细胞肺癌患抑癌基因启动因子ＣｐＧ甲基化联合检测结果（狀＝６２）

检测指标联合方式 阳性例数（狀） 敏感性（％） 特异性（％）

ＡＰＣ基因、ＣＤＨ１３基因、ＤＡＰＫ基因、ＭＧＭＴ基因 ３３ ５３．２３ ９８．３

ＲＡＳＳＦ２基因、ＲＵＮＸ３甲基、ＲＡＳＳＦ１Ａ、ＴＭＳ１／ＡＳＣ基因 ４１ ６６．１３ ９６．４

ＣＤＨ１３基因、ＤＡＰＫ基因、ＭＧＭＴ基因、ＲＡＳＳＦ２基因 ３９ ６２．９０ ９５．３

ＡＰＣ基因、ＲＵＮＸ３甲基、ＲＡＳＳＦ１Ａ、ＴＭＳ１／ＡＳＣ基因 ４３ ６９．３５ ９２．１

ＤＡＰＫ基因、ＭＧＭＴ基因、ＲＡＳＳＦ２基因、ＲＵＮＸ３甲基 ５１ ８２．２６ ９３．２

ＡＰＣ基因、ＣＤＨ１３基因、ＲＡＳＳＦ１Ａ、ＴＭＳ１／ＡＳＣ基因 ４８ ７７．４２ ９２．１

ＡＰＣ基因、ＣＤＨ１３基因、ＤＡＰＫ基因、ＴＭＳ１／ＡＳＣ基因 ４７ ７５．８１ ９２．５

ＭＧＭＴ基因、ＲＡＳＳＦ２基因、ＲＵＮＸ３甲基、ＲＡＳＳＦ１Ａ ５０ ８０．６５ ９４．５

ＡＰＣ基 因、ＣＤＨ １３ 基 因、ＤＡＰＫ 基 因、ＭＧＭＴ 基 因、ＲＡＳＳＦ２ 基 因、ＲＵＮＸ３ 甲 基、

ＲＡＳＳＦ１Ａ、ＴＭＳ１／ＡＳＣ基因
５８ ９３．５４ ９０．３

３　讨　　论

肿瘤作为目前世界公认的医学难题，治疗模式是以手术、

放疗和化疗为主的综合治疗，在一定程度上延长了患者的生

命，提高了患者的生活质量，但仍有许多不尽如人意之处。进

展期肺癌手术后患者５年生存率不到１０％，肺癌总生存率在

过去的２０年中无明显提高，约１４％。而在过去的３０年中，乳

腺癌、结肠癌、前列腺癌等生存率大大提高，其中的重要原因是

早期得到了确诊并及早采取了手术治疗。早期诊断研究中，无

创、快速的检测方法一直是人们关注的重点领域。肿瘤的发生

和遗传学改变之间存在直接的关系，这得到众多学者的肯定。

遗传学改变中，基因甲基化作用和组蛋白乙酰化作用是最为显

著的特征。随着近年来ＰＣＲ技术的不断发展和日趋完善，其

在遗传学检测中得到越来越广泛的应用。ＰＣＲ技术的发展使

得ＤＮＡ特异片段的甲基化检测的更为简便、快捷。肿瘤患者

的肿瘤组织及血液标本中研究发现多个基因的高度甲基化，从

而使ＤＮＡ特异片段的甲基化检测极有可能成为临床最新的

肿瘤早期诊断指标，对肿瘤的监测及预后也均有明显的意义。

目前肺癌的抑癌基因启动子甲基化是早期肺癌的独立危

险因素。深入研究肺癌相关抑癌基因启动子甲基化将可能导

致肺癌早期诊断的进展。

本组资料中，通过检测具有可比性的非小细胞肺癌患者、

良性肺部病变患者和健康者的８个抑癌基因启动因子ＣｐＧ岛

甲基化阳性情况，发现非小细胞肺癌组患者的检出率均明显高

于良性肺部病变者和健康者，差异具有统计学意义（犘＜

０．０５）。非小细胞肺癌患者８个指标联合检测敏感性达到

９３．５４％，特异性达到９０．３％，敏感性明显高于所有单项检测和

４个指标联合检测。

综上所述，对外周血所提取得到的ＤＮＡ进行相关基因甲

基化状况进行检测，采用８个基因检测数据联合分析，对非小

细胞肺癌的检测敏感性高、特异性高，且该方法可以做到基本

无创，操作简便、快捷，可大批量用于非小细胞肺癌的早期

筛查。
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