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摘　要：目的　探讨腺瘤样结肠息肉易感基因（ＡＰＣ）及结直肠癌缺失基因（ＤＣＣ）基因甲基化在肺癌早期诊断的意义。方

法　对２４５例肺癌患者、１５０例非恶性肺病患者和４０例健康志愿者抽取晨起空腹外周血，应用甲基化特异性ＰＣＲ法检测

ＡＰＣ和ＤＣＣ启动子区甲基化状态。并对其与临床病理特征等进行相关性分析。结果　①肺癌组患者外周血中 ＡＰＣ及

ＤＣＣ启动子甲基化阳性率分别为２６．５３％（６５／２４５）和３６．３３％（８９／２４５）；非肺癌组患者外周血中ＡＰＣ及ＤＣＣ启动子甲基

化阳性率分别为２．６７％（４／１５０）和８．００％（１２／１５０）；健康志愿者外周血中ＡＰＣ及ＤＣＣ启动子甲基化阳性率为０；肺癌组

与非肺癌组、健康志愿者组相比，ＡＰＣ和ＤＣＣ基因甲基化检测结果比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０１）。②ＡＰＣ及

ＤＣＣ基因甲基化联合检测，诊断肺癌灵敏度为５２．６５％，特异度为８９．３３％，联合检测与单独ＡＰＣ检测相比，敏感度与特异

度差异均有统计学意义（犘＜０．０１）；联合检测与单独ＤＣＣ检测相比，敏感度有统计学差异（犘＜０．０１），但是特异度差异不

明显（犘＞０．０５）；③甲基化检测结果与患者性别、年龄、病理类型、病理分化程度、临床 ＴＮＭ 分期等没有相关性（犘＞

０．０５）。结论　ＡＰＣ和ＤＣＣ基因甲基化与非小细胞肺癌的发生发展密切相关，可以作为肺癌早期诊断标志物之一。
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　　肺癌是目前男性癌症中发病率最高的癌症，且

致死率也有逐年上升趋势。目前肺癌的治愈率，只

有约１５％有机会手术治疗，大多数患者发现时已

失去手术机会，主要的原因就是早期的诊断非常

难［１］。早期肺癌治疗后长期生存率很低，Ⅰ期５年

生存率为５７％～６７％，Ⅱ期５年生存率为３８％～

５５％。如果能提高早期诊断，则可以改善治疗效

率。近年来，肿瘤的分子诊断有明显进展，不仅提
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高了早期诊断率，而且对肿瘤的个体治疗提高了治

疗依据和监测手段。尤其是循环肿瘤ＤＮＡ（ｃｉｒｃｕ

ｌａｔｉｎｇｔｕｍｏｒＤＮＡ，ｃｔＤＮＡ）的发现，它与肿瘤的

发生、发展密切相关，而且易于获得，从而为肿瘤的

无创诊断和监测提供了新的手段。肿瘤的表观遗

传学如ＤＮＡ甲基化的相关研究很多，目前已发现

ＤＮＡ甲基化在基因表达及细胞增殖等起了重要的

作用，并参与肿瘤发生、发展、转移等。ＤＮＡ启动

子ＣｐＧ岛的甲基化是抑癌基因通过甲基化失活的

重要方式。目前研究发现单个基因甲基化的阳性

率不高，无法达到肺癌早期筛查的标准。大多数研

究倾向于联合检测多个基因甲基化来提高诊断效

率，但是各个研究的结果差异较大，尚需要大样本

的研究或是特定人群样本去做进一步亚群分析。

本研究首次在较大样本中，拟通过甲基化特异性

ＰＣＲ方法，监测肺癌患者及健康患者外周血中的

特定基因甲基化水平，来探讨结直肠癌缺失基因

（ｄｅｌｅｔｅｄｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＤＣＣ）和腺瘤样结

肠息 肉 易 感 基 因 （ａｄｅｎｏｍａｔｏｕｓｐｏｌｙｐｏｓｉｓｃｏｌｉ，

ＡＰＣ）基因甲基化对早期肺癌的识别的意义。

１　材料和方法

１．１　研究对象　肺癌组入选患者为２０１４年１月

～２０１５年１月在本院住院，经病理组织学或细胞

学确诊为肺癌。总共入选对象２４５例，其中男性

２０３例，女性４２例，年龄３８～８３岁。根据 ＷＨＯ

肺癌病理组织学类型分，其中鳞癌１００例，腺癌

１０８例，小细胞肺癌３０例，其他未分型７例。按照

病理学分化程度分，其中中分化及高分化６７例，低

分化及未分化１７８例。按国际抗癌联盟肺癌的

ＴＮＭ分期标准分（２００９年修订），其中Ⅰ期及Ⅱ期

８４例，Ⅲ期及Ⅳ期１６１例。所有患者亦无其他恶

性肿瘤的病史。非恶性肺病组入选患者，为同期我

院呼吸科及胸外科住院患者１５０例，其中男性１１９

例，女性３１例，年龄１８～８６岁。该组患者均无恶

性肿瘤病史。健康对照组的入选患者为４０例健康

志愿者，其中男性３０例，女性１０例，年龄５１～６５

岁。

　　所有入选受试者于放化疗治疗前，抽取２ｍｌ

清晨空腹外周静脉血，给予ＥＤＴＡ抗凝，３６００ｒ／

ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ分离血浆，再以３６００ｒ／ｍｉｎ离心

１５ｍｉｎ，二次离心后弃血细胞成分，用１．５ｍｌＥＰ

管分装放于－２０℃保存备用。

１．２　试剂和仪器　ＤＮＡ ＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒（德国

Ｑｉａｇｅｎ公司），甲基化特异性ＰＣＲ引物（中国上海

生工公司），ＲＴＰＣＲ 试剂盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公

司），ＥＺＤＮＡ ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＧｏｌｄＫｉｔ试剂盒（美国

ＺＹＭＯＲＥＳＥＡＲＣＨ公司）。

１．３　方法　血浆 ＤＮＡ的提取及甲基化修饰用

ＤＮＡＭｉｎｉＫｉｔ提取血浆的ＤＮＡ。取１ｍｌ待测血

浆，严格按试剂说明书进行提取，最终用５０μｌＡＥ

缓冲液洗脱ＤＮＡ，放入－２０℃冰箱待测。采用亚

硫酸氢钠法进行甲基化修饰。操作过程严格按照

ＥＺＤＮＡＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＧｏｌｄＫｉｔ说明书进行，对提

取的血浆ＤＮＡ进行亚硫酸氢钠修饰后，ＤＮＡ序

列中未甲基化胞嘧啶（Ｃ）转换成了尿嘧啶（Ｕ）。放

入－２０℃冰箱待测。

甲基化特异性ＰＣＲ检测ＡＰＣ基因和ＤＣＣ基

因采用 Ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ软件来设计甲基化特异性

ＰＣＲ的引物序列，由上海生工生物工程股份有限

公司合成。在重亚硫酸盐测序条件下，针对 ＡＰＣ

基因和ＤＣＣ基因，分别设计甲基化引物（Ｍ）和非

甲基化引物（Ｕ）。ＡＰＣ 引物序列，上游：ＡＴＴ

ＧＣＧＧＡＧＴＧＣＧ，下 游：ＴＣＧＡＣＧＡＡＣＴＣＣＣＧＡ

ＣＧＡＡ，产物９８ｂｐ；ＡＰＣ非甲基化引物序列上游：

ＧＴＧＴＴＴＴＡＴＴＧＴＧＧＡＧＴＧＴＧＧＧＴＴ３，下 游：

ＣＣＡＡＴＣＡＡＣＡＡＡＣＴＣＣＣＡＡＣＡＡ，产物１０８ｂｐ；

ＤＣＣ 引 物 序 列，上 游：ＣＧＴＴＧＴＴＣＧＣＧＡＴＴ

ＴＴＴＧＧＴＴＴＣ；下 游：ＡＣＣＧＡＴＴＡＣＴＴＡＡＡＡ

ＡＴＡＣＧＣＧ，产物１３７ｂｐ；ＤＣＣ非甲基化引物序列，

上游：ＧＴＴＧＴＴＧＴＴＧＴＴＴＧＴＧＡＴＴＴＴＴＧＧＴＴ

ＴＴ，下游：ＣＣＡＣＴＴＡＣＣＡＡＴＴＡＣＴＴＡＡＡＡＡＴ

ＡＣＡＣＡ，产物１４５ｂｐ。ＰＣＲ反应体系共２０μｌ，其

中ＤｒｅａｍＴａｑＧｒｅｅｎＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）１０

μｌ，修饰ＤＮＡ模板４μｌ，上游引物０．５μｌ，下游引

物０．５μｌ，去离子水５μｌ。混匀反应体系后置于

ＰＣＲ仪中扩增。反应条件：９４℃变性４５ｓ，６０℃退

火４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，共３６个循环。琼脂糖凝胶

电泳将配置好的２ｇ／ｄｌ琼脂糖凝胶置于电泳槽，

凝固后拔除梳子后加样。待电泳条带清晰化，停止

电泳并置于凝胶成像系统拍照。

　　甲基化阳性定义：甲基化引物经扩增后可出现

阳性条带；非甲基化阳性定义：非甲基化引物经扩

增后可出现阳性条带。

１．４　统计学分析　采用ＳＰＳＳ１６．０软件统计学处

理数据。灵敏度（％）＝真阳性／（真阳性＋假阴性）

×１００％；特异度（％）＝真阴性／（真阴性＋假阳性）

×１００％；计数资料卡方检验或Ｆｉｓｈｅｒ精确检验

法，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　患者外周血ＡＰＣ及ＤＣＣ甲基化检测结果　

见图１，表１。肺癌组患者外周血中 ＡＰＣ及ＤＣＣ

启动子甲基化阳性率分别为２６．５３％（６５／２４５），

３６．３３％（８９／２４５）；非肺癌组患者外周血中ＡＰＣ及

ＤＣＣ启动子甲基化阳性率分别为２．６７％（４／１５０），
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８．００％（１２／１５０）；健康志愿者外周血中 ＡＰＣ及

ＤＣＣ启动子甲基化阳性率为０。肺癌组与非肺癌

组ＡＰＣ和ＤＣＣ基因甲基化检测结果比较，差异均

有统计学意义（犘＜０．０１），肺癌组与健康对照组结

果比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

Ｍａｒｋｅｒ：分子标准参照物；Ｍ：甲基化；Ｕ：未甲基化

图１　外周血ＡＰＣ，ＤＣＣ甲基化电泳图

　表１ 　各组患者甲基化检测结果比较

临床分组 狀
ＡＰＣ

甲基化 未甲基化
　

ＤＣＣ

甲基化 未甲基化

肺癌组

非肺癌组

健康对照组

２４５

１５０

４０

６５

４

０

１８０

１４６

４０
　

８９

１２

０

１５６

１３８＃

４０＃＃

　　注：与肺癌组相比，χ
２＝３６．７５１３，犘＝０．００００；χ

２＝

１３．７４７７，犘＝０．０００２；＃ χ
２＝３９．２２５９，犘＝０．００００；＃＃ χ

２＝

２１．１２８７，犘＝０．００００。

２．２　患者外周血ＡＰＣ及ＤＣＣ甲基化的诊断效力

　见表２。与ＡＰＣ基因相比，ＤＣＣ基因的灵敏度

高，而特异度低，阳性预测值低，而阴性预测值高。

ＡＰＣ基因与ＤＣＣ基因联合检测，敏感度进一步提

高至５２．６５％，而特异度稍下降（８９．３３％）。联合

检测ＡＰＣ＋ＤＣＣ与单独检测ＡＰＣ相比，敏感度与

特异度，差异均有统计学显著意义（犘＜０．０１）。联

合检测ＡＰＣ＋ＤＣＣ与单独检测ＤＣＣ相比，敏感度

差异有统计学意义（犘＜０．０１），特异度有所下降，

但是差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

　表２　外周血ＡＰＣ及ＤＣＣ甲基化诊断效力（％）

检测基因 灵敏度 特异度

ＡＰＣ

ＤＣＣ

ＡＰＣ＋ＤＣＣ

２６．５３（６５／２４５）

３６．３３（８９／２４５）

５２．６５（１２９／２４５）

９７．３３（１４６／１５０）＃

９２．００（１３８／１５０）＃＃

８９．３３（１３４／１５０）

　　注：与ＡＰＣ＋ＤＣＣ组相比：χ
２＝３４．９５１２，犘＝０．００００；χ

２＝１３．２２１８，犘＝０．０００３；＃ χ
２＝６．２７２９，犘＝０．０１２；＃＃χ

２＝

０．６３０３，犘＝０．４２７３。

２．３　肺癌组患者甲基化检测结果与临床病理特征

关系　见表３。两组基因甲基化检测结果与临床

数据相关性分析，甲基化检测结果与患者性别、年

龄、病理类型、病理分化程度、临床ＴＮＭ分期等没

有相关性（犘＞０．０５）。

　表３ 　肺癌组患者甲基化检测结果与临床病理特征关系

临床病理特征 狀
ＡＰＣ

甲基化 未甲基化 χ
２／犘

ＤＣＣ

甲基化 未甲基化 χ
２／犘

性别

　

年龄（岁）

　

组织学

　

　

　

分化程度

　

ＴＮＭ分期

　

男性

女性

＜６０

≥６０

鳞癌

腺癌

小细胞癌

其他

低分化及未分化

中分化及高分化

Ⅰ＋Ⅱ

Ⅲ＋Ⅳ

２０３

４２

３５

２１０

１００

１０８

３０

７

１７８

６７

８４

１６１

５４

１１

９

５６

２６

２９

８

２

４７

１８

２２

４３

１４９

３１

２６

１５４

７４

７９

２２

５

１３１

４９

６２

１１８

０．００３０／

０．９５６３

０．０１４０／

０．９０５９

　

　

０．０３５４／

０．９９８２

０．００５３／

０．９４１９

０．００７６／

０．９３０６

７４

１５

１３

７６

３６

４０

１１

２

６５

２４

３１

５８

１２９

２７

２２

１９７

３６

４０

１９

５

１１３

４３

５３

１０３

０．００８２／

０．９２７

１．３０７０／

０．２５２９

　

　

０．２１１７／

０．９７５７

０．０１０２／

０．９１９６

０．０１８５／

０．８９１９

３　讨论　肺癌是我国及全球男性发病率居首位的

恶性肿瘤，大多数肺癌发现时已进入晚期，错过手

术治疗机会。如何早期发现诊断肺癌是治疗肺癌

的关键。正常健康人外周血中有少量游离 ＤＮＡ
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可供检测，而肿瘤患者的循环血ＤＮＡ较正常人群

明显增多，为提供无创诊断肺癌提供了可能，而肺

癌患者循环血ＤＮＡ与肺癌组织细胞的分子学特

征一致，为外周血诊断肿瘤分子学分析奠定了理论

基础。近年来许多研究［２］先通过基因芯片高通量

筛选靶向甲基化基因，再利用常规甲基ＰＣＲ进行

检测验证，以找到合适的靶向甲基化基因。

　　ＡＰＣ基因位于染色体５ｑ２１，约８５３５ｂｐ，是

Ｗｎｔ信号传导通路中重要抑癌基因之一
［３］。ＡＰＣ

基因启动子区高甲基化使之失活或低表达，从而使

Ｗｎｔ信号传导通路障碍从而引发肿瘤通路启动，

导致肠癌、肺癌等多种常见肿瘤的发生［４］。既往研

究发现各种癌症患者外周血ＤＮＡ甲基化检测灵

敏度基本小于５０％
［５］。本研究结果显示 ＡＰＣ基

因 甲 基 化 检 测 灵 敏 度 ２６．５３％ 和 特 异 度 为

９７．３３％，与既往研究结果基本一致。

　　ＤＣＣ基因人类染色体１８ｑ２１，是结直肠肿瘤发

生中的一种抑癌基因，其启动子甲基化或基因缺失

直接导致 ＤＣＣ 基因表达下降。既往研究发现

ＤＣＣ基因甲基化检测率的灵敏度在２７．２％～

３５．５％，本研究肺癌患者外周血ＤＣＣ基因甲基化

检测灵敏度为３６．３３％，特异度为９２．００％，与既往

研究结果基本一致［６］。本研究还发现，ＡＰＣ 及

ＤＣＣ基因甲基化程度，与患者性别、年龄、病理类

型等临床结果无相关性。基因的甲基化与分期无

关，说明该两个基因甲基化贯穿整个肿瘤进展过

程，属于早期分子事件，可以作为早期肺癌诊断指

标之一。

　　由于肿瘤的发生发展是多基因、多位点、多通

道的特点，单一基因的甲基化不可能完全解释疾病

机制，目前单基因甲基化检测灵敏度均小于５０％，

提示必须多基因联合检测来提高诊断效率。本研

究发现ＡＰＣ基因与ＤＣＣ基因联合检测，敏感度进

一步提高至５２％，而特异度稍下降到８９．３３％，验

证了联合基因检测提高诊断效率的说法。基因的

甲基化与肿瘤的发生及发展关系密切，可作为肺癌

早期诊断的标志物之一，ＡＰＣ及ＤＣＣ联合检测，

可明确提高诊断效率，作为肺癌早期诊断的辅助手

段之一。

　　基因的甲基化在肺癌的预后评估和治疗方法

上也提供了新的方向。非小细胞肺癌患者 ＤＮＡ

甲基状况不但与肺癌生存期有明显相关性［７］，而且

发现基因高甲基化状态可使患者术后肿瘤复发率

提高［８］。最近研究证实ＤＮＡ甲基转移酶（５氮杂

胞苷）治疗进展期肺癌临床试验显示，药物耐受性

良好，其中使部分患者受益，甚至可以达到完全缓

解［９，１０］。但是在治疗及监测方面还没有稳定可靠

的靶向基因供临床选择，下一步相关基因的甲基化

等表观遗传学改变研究，可为肺癌的治疗、监测等

提供新的方向。
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