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外周血 DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化对肺结节 
良恶性诊断价值研究

周红梅 a，赵晓彬 a，吴亚光 a，肖 敬 b（河北省第七人民医院 a. 肺病科；b. 肿瘤科，河北定州 073000）

摘  要：目的  探究外周血 Discs 大同源物相关蛋白 5（DLGAP5）和 Ras 相关区域家族蛋白 1A（RASSF1A）甲基化

水平对肺结节良恶性鉴别诊断的价值。方法  选取 2022 年 12 月～ 2024 年 6 月河北省第七人民医院收治的 110 例肺结

节患者作为研究对象。根据病理检查确诊，将 52 例恶性肺结节患者纳入恶性组，58 例良性肺结节患者纳入良性组。

通过实时定量聚合酶链反应（qRT-PCR）法测定外周血 DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化水平；分析外周血 DLGAP5
和 RASSF1A 基因甲基化对肺结节良恶性的诊断价值及其与恶性肺结节患者临床病理特征的关系；采用 Spearman 法分

析 DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化水平与临床病理特征的相关性。结果  与良性组相比，恶性组患者外周血 DLGAP5
和 RASSF1A 基因甲基化水平均较高，差异具有统计学意义（χ2=27.010，24.350, 均 P<0.001）；DLGAP5 甲基化和

RASSF1A 甲基化单独检测恶性肺结节的敏感度分别为 61.54%，67.31%，特异度分别为 86.21%，79.31%，准确度分

别为 74.55%，73.63%。且两基因甲基化联合检测对恶性肺结节的敏感度（84.62%）和准确度（83.64%）均优于单个

基因甲基化（Z=2.816，2.497, 均 P<0.05）。DLGAP5 甲基化和 RASSF1A 甲基化单独检测及联合检测与病理结果的

一致性 Kappa 值分别为 0.583，0.569 和 0.712。恶性肺结节患者结节大小、组织学分化程度、淋巴结转移及毛刺征与

DLGAP5 和 RASSF1A 甲基化水平相关，差异具有统计学意义（χ2
DLGAP5=4.644 ～ 14.981，χ2

RASSF1A=4.293 ～ 12.629，均

P<0.05）。相关性分析显示，DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化水平与结节大小、组织学分化、淋巴结转移和毛刺征呈

正相关 (rDLGAP5=0.512~0.683，rRASSF1A=0.527 ～ 0.691，均 P<0.05)。结论  外周血中 DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化与

组织学分化、淋巴结转移、临床分期密切相关，二者联合检测对肺结节良恶性具有较高的鉴别诊断价值。
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Value of Peripheral Blood DLGAP5 and RASSF1A Gene Methylation in the 
Differential Diagnosis of Benign and Malignant Lung Nodules

ZHOU Hongmeia, ZHAO Xiaobina, WU Yaguanga, XIAO Jingb（a. Department of Pulmonology; b. Department of 
Oncology , Hebei Seventh People’s Hospital, Hebei Dingzhou 073000, China）

Abstract: Objective  To investigate the value of methylation levels of Discs large-associated protein5 (DLGAP5) and Ras 
association domain family 1A (RASSF1A) in peripheral blood in the differential diagnosis of benign and malignant lung nodules. 
Methods 110 patients with pulmonary nodules admitted to the Seventh People’s Hospital of Hebei Province from December 
2022 to June 2024 were selected as study subjects. Based on the diagnosis confirmed by pathological examination, 52 patients 
with malignant lung nodules were included in the malignant group and 58 patients with benign lung nodules were included in the 
benign group. The methylation levels of DLGAP5 and RASSF1A genes in peripheral blood were determined by quantitative real-
time polymerase chain reaction (qRT-PCR). The diagnostic value of methylation of DLGAP5 and RASSF1A genes in peripheral 
blood on the benign and malignant nature of lung nodules and their relationship with clinicopathological characteristics of 
patients with malignant lung nodules were analyzed. Spearman’s method was used to analyze the correlation between DLGAP5 
and RASSF1A gene methylation levels and clinicopathological features. Results  Compared with the benign group, the 
methylation levels of DLGAP5 and RASSF1A genes were higher in the peripheral blood of patients in the malignant group, and 
the differences were statistically significant (χ2=27.010, 24.350, all P<0.001). The sensitivities of DLGAP5 methylation and 
RASSF1A methylation alone in the detection of malignant lung nodules were 61.54%, 67.31%, and the specificity were 86.21%, 
79.31%, and the accuracies were 74.55%, 73.63%, respectively. The sensitivity(84.62%) and accuracy(83.64%) of the combined 
two-gene methylation test for malignant lung nodules were better than that of single gene methylation (Z=2.816, 2.497, all 
P<0.05). The concordance Kappa values of DLGAP5 methylation and RASSF1A methylation alone and in combination 
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with the pathological results were 0.583, 0.569 and 0.712, respectively . The nodules size, histological differentiation degree,  
lymph nodes and spiculation sign of patients with malignant pulmonary nodules were correlated with DLGAP5 and RASSF1A  
methylation levels, and the differences were statistically significant (χ2

DLGAP5=4.644 ～ 14.981, χ2
RASSF1A=4.293 ～ 12.629, all 

P<0.05). Correlation analysis showed that the methylation levels of DLGAP5 and RASSF1A genes were positively correlated 
with nodule size, histologic differentiation, lymph node metastasis and spiculation sign (rDLGAP5=0.512~0.683, 
rRASSF1A=0.527 ～ 0.691, all P<0.05). Conclusion  The methylation levels of DLGAP5 and RASSF1A gene in peripheral blood 
were closely related to histological differentiation , lymph node metastasis and clinical staging. The combined detection of the 
two has high diagnostic value fro the benign and malignant nature of pulmonary nodules.

Keywords：lung nodule; benign-malignant differentiation; disks large-associated purotein 5; RAS association 
domain family 1A

肺癌是一种发病率和死亡率较高的恶性肿瘤，

早期肺癌最常见的表现就是肺结节 [1]。肺结节是指影

像学上直径≤ 3cm 的类圆形或不规则形病灶，其良

恶性鉴别一直是临床关注的焦点 [2-3]。表观遗传学是

指在基因的核酸序列未发生改变的前提下发生的可遗

传的表型变化，主要包括 DNA 甲基化、组蛋白修饰

和染色体重塑等 [4]。DNA 启动子区甲基化是最普遍

的表观遗传学变化。在多种因素作用下，细胞内某些

特定的核团及染色体上的甲基化发生改变，引起相关

基因的表达沉默，从而促进肿瘤的发生 [5]。Discs 大

同源物相关蛋白 5（disks largeassociated protein 5，

DLGAP5）是一种有丝分裂调节因子，参与肿瘤的

发生发展，对微管的聚合、双极纺锤体形成和稳定

性微管有促进作用 [6-7]。DLGAP5 在子宫内膜癌 [8]、

肾透明细胞癌 [9]、膀胱癌 [10]、乳腺癌 [11] 和结直肠

癌 [12] 中高表达，并与癌症进展及不良预后相关。

据报道，DLGAP5 高甲基化水平不利于肺腺癌患者

的生存。DLGAP5 基因甲基化异常会导致基因表达

改变，促使癌细胞异常增殖，进而推动肿瘤的发生

发展 [13]。Ras 相关区域家族蛋白 1A（Rasassociation 
domain family 1A，RASSF1A）是一种肿瘤抑制蛋白，

参与有丝分裂阻滞、DNA 修复和细胞凋亡，并控制

细胞周期和细胞迁移等 [14]。在肺癌的发展过程中，

RASSF1A 基因甲基化会使其表达失活，不能发挥对

细胞周期的正常调控作用，癌细胞异常增殖。同时，

该基因不能有效诱导癌细胞凋亡，使肿瘤细胞逃避

机体的免疫监视，促使肿瘤不断发展恶化 [15]。因而，

推测 DLGAP5 和 RASSF1A 甲基化水平与肺结节良

恶性存在关联，本研究通过检测肺结节患者外周血

中 DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化水平，旨在探

讨其对肺结节良恶性的鉴别诊断价值，以期为肺结

节的早期诊断和治疗提供新的思路和方法。

1 材料与方法

1.1 研究对象 选取 2022 年 12 月～ 2024 年 6 月

河北省第七人民医院通过胸部 CT 影像学检查诊断

为肺结节的 110 例患者作为研究对象。根据病理学

检查确诊，将 52 例恶性肺结节患者纳入恶性组。其

中男性 24 例，女性 28 例；年龄 38~75（60.28±6.25）

岁；BMI 22.46±1.33kg/m2； 结 节 大 小 4~18 mm，

平均结节大小 8.43±1.17mm；左肺 22 例，右肺 30
例。将 58 例良性肺结节患者纳入良性组，其中男性

30 例，女性 28 例；年龄 38~75（60.87±6.27）岁；

BMI 22.04±1.29 kg/m2；结节大小 4~18 mm，平均结

节大小 8.08±1.02mm；左肺 34 例，右肺 24 例。两

组一般资料比较，差异无统计学意义 (t=0.493，1.680，

1.676，χ2=0.340，2.920，均 P>0.05)，具有可比性。

纳入标准：①符合《中国肺结节病诊断和治疗专家

共识》中的肺部结节诊断标准 [16]；②原发性的肺结

节；③ CT 检查图像清晰；④临床资料完整，知情

并自愿参与本研究。排除标准：①其他系统严重疾

病；②并发其他肺内疾病；③并发免疫性和血液性

疾病；④并发其他恶性肿瘤；⑤精神障碍者。本研

究经河北省第七人民医院医学伦理委员会审核通过

（20221057），所有患者知情并同意本研究。

1.2 仪器与试剂 离心机（德国 Eppendorf 公司）；

实时荧光定量 PCR 仪（瑞士 Roche 公司）；Tanno 
5200 型化学发光凝胶成像仪（上海天能科技有限

公 司）；Trizol（ 美 国 Life Technologies 公 司）；

DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化特异性 PCR 扩增

试剂盒（德国 Merck millipore 公司）。

1.3 方法

1.3.1 样本采集：用含 EDTA 抗凝剂的采血管采集

患者空腹静脉血 4 ml。采集后，立即轻轻颠倒混匀，

避免血液凝固。将采集的血液样本在室温下放置 30 
min 后，4 000 r/min 离心 10 min 分离血清，于 -80℃

保存，用于后续研究。

1.3.2 临床资料收集：收集所有患者临床资料，包

括：年龄、性别、体质量指数（BMI）、吸烟史，

经 CT 影像学检查统计结节大小、结节位置、有无

淋巴结转移及影像学特征（分叶、毛刺、血管集束征、

支气管征、胸膜凹陷征、空泡征）等情况，在 CT
等影像学引导下，通过肺穿刺活检确定患者组织学

分化程度及病理类型等情况。使用 ELISA 试剂盒

检测血清中神经元特异性烯醇化酶（NSE）、癌胚
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抗原 (CEA) 含量。

1.3.3 DLGAP5，RASSF1A 基因甲基化检测：利用

Trizol 试剂提取血清中总 RNA，按照 DLGAP5 和

RASSF1A 基因甲基化检测试剂盒操作流程进行 DNA
亚硫酸氢钠修饰，以修饰后的 DNA 为模版进行

PCR 反应。PCR 反应条件为：95℃ 5 min，94℃ 20 s，
60℃ 30s，共 35 个循环。反应结束后进行琼脂糖凝

胶电泳检测，在凝胶成像仪下观察拍照。DLGAP5

和 RASSF1A 基因甲基化判定：若仅有 DLGAP5 和

RASSF1A 基因甲基化引物扩增出产物，或 DLGAP5
和 RASSF1A 基因非甲基化引物及甲基化引物均扩增

出产物，则判定为DLGAP5和RASSF1A 基因甲基化；

若仅有 DLGAP5 和 RASSF1A 基因非甲基化引物扩

增出产物，则判定为 DLGAP5 和 RASSF1A 基因非

甲基化。引物序列由上海生工生物工程股份有限公

司设计合成。引物序列见表 1。
表 1 DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化特异性 PCR 引物序列

基因 甲基化状态 上游引物 下游引物

DLGAP5 甲基化 5’-CCTCCAGTCAGAAACTGAGAAA-3’ 5’-CCAACTGCTGTGCGAATAAG-3’

非甲基化 5’-GTGATGTTCGAGCAATCCGA-3’ 5’-AGAATAGTTTTCATTGCCCCTT-3’

RASSF1A 甲基化 5’-GGGTTCGTTTTGTGGTTTCGTTC-3’ 5’-GATTAAACCCGTACTTCG-3’

非甲基化 5’-GGGGTTTGTTTTGTGGTTTTGTTT-3’ 5’-AACATAACCCAATTAAACCCATACTTC-3’

1.4 统计学分析 采用 SPSS23.0 软件进行统计学

处理，计数资料以 n(%) 表示，采用 χ2 检验，符合正

态分布的计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，

组间比较采用 t 检验。采用一致性 Kappa 检验比较

DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化单独及联合诊断肺

结节良恶性与病理结果的一致性。利用 Spearman 法

分析 DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化水平与临床病

理特征的相关性。P<0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 两组患者外周血中 DLGAP5 和 RASSF1A 甲

基化比较 见表 2。与良性组相比，恶性组患者外

周血中 DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化水平均较

高，差异具有统计学意义（均 P<0.001）。

2.2 DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化对恶性肺

结节的诊断价值 见表 3。联合检测 DLGAP5 和

RASSF1A 甲基化对恶性肺结节的敏感度和准确度均

优于单个基因甲基化（Z=2.816, 2.497, 均 P<0.05）。
表 2 两组患者外周血中 DLGAP5，RASSF1A 基因甲

基化比较 [n(%)]

基  因
良性组
(n=58)

恶性组
(n=52)

χ2 P

DLGAP5 甲基化 8(13.79) 32(61.54)
27.010 <0.001

非甲基化 50(86.21) 20(38.46)

RASSF1A 甲基化 12(20.69) 35(67.31)
24.350 <0.001

非甲基化 46(79.31) 17(32.69)

表 3 DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化对恶性肺结

节的诊断价值（%）

项  目 敏感度 特异度 准确度 Kappa 值

DLGAP5 甲基化 61.54 86.21 74.55 0.583

RASSF1A 甲基化 67.31 79.31 73.63 0.569

两者联合 84.62 82.76 83.64 0.712

2.3 不同临床特征恶性肺结节患者 DLGAP5 和

RASSF1A 甲基化状态 见表 4。恶性肺结节患者结

节大小、组织学分化程度、淋巴结转移及毛刺征与

DLGAP5 和 RASSF1A 甲基化水平相关，差异具有

统计学意义（均 P<0.05）。

2.4 DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化与恶性肺结

节患者临床病理特征的相关性 见表 5。相关性分

析显示，DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化水平与

结节大小、组织学分化、淋巴结转移、毛刺征呈正

相关 ( 均 P<0.05)。
3 讨论

肺癌发病率和死亡率位居世界恶性肿瘤前列，

而早期发现并及时干预对延长患者生存期具有重要

意义 [17]。肺结节是早期肺癌的外在表现形式，有良

恶性之分，其中良性肺结节主要包括肉芽瘤、错构

瘤和炎性假瘤等，一般预后良好，而恶性肺结节包

括原发性肺癌、鳞状细胞癌和小细胞癌等，预后较

差 [18-19]。肺结节早期缺乏特异性表现，且定性诊断

难度较大，因而早期准确判断肺结节的性质对于制

定治疗方案和改善患者预后至关重要。传统的影像

学检查虽有一定价值，但存在局限性，如一些炎性

结节在影像学上可能表现出毛刺征等类似恶性肿瘤

的表现，而且对于磨玻璃结节，其良恶性的影像学

鉴别更加困难，需要长期随访观察其变化，这可能

导致患者焦虑和延误诊断。而甲基化检测为解决这

一问题带来新的希望。

研究表明，DNA 甲基化在许多肿瘤诊断和预后

中起着关键作用。DLGAP5 是癌细胞癌变过程中的

潜在细胞周期调节剂 [10]。研究报道，DLGAP5 基因

在肾透明细胞癌患者中表达升高，且 DLGAP5 甲基
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表 4 不同临床特征恶性肺结节患者 DLGAP5 和 RASSF1A 甲基化状态 [n(%)，x±s]

项  目
DLGAP5 甲基化

χ2 P
RASSF1A 甲基化

χ2 P
甲基化 (n=32) 非甲基化 (n=20) 甲基化 (n=35) 非甲基化 (n=17)

年龄（岁） <60 18(56.25) 10(50.00)
0.193 0.660

18(51.43) 6(35.29)
1.199 0.274

≥ 60 14(43.75) 10(50.00) 17(48.57) 11(64.71)

性别 男 16(50.00) 12(60.00)
0.495 0.482

16(45.71) 10(58.82)
0.787 0.375

女 16(50.00) 8(40.00) 19(54.29) 7(41.18)

BMI(kg/m-2) <22 15(46.88) 14(70.00)
2.668 0.102

16(45.71) 9(52.94)
0.239 0.625

≥ 22 17(53.12) 6(30.00) 19(54.29) 8(47.06)

吸烟史 有 20(62.50) 14(70.00)
0.306 0.580

24(68.57) 11(64.71)
0.302 0.583

无 12(37.50) 6(30.00) 11(31.43) 6(35.29)

结节大小 <8 mm 11(34.37) 13(65.00)
4.644 0.031

12(34.29) 11(64.71)
4.293 0.038

≥ 8 mm 21(65.63) 7(35.00) 23(65.71) 6(35.29)

结节位置 左肺 12(37.50) 10(50.00)
0.788 0.375

14(40.00) 8(47.06)
0.233 0.629

右肺 20(62.50) 10(50.00) 21(60.00) 9(52.94)

组织学分化 高分化 15(46.88) 4(20.00)

7.732 0.021

17(48.57) 3(17.65)

8.368 0.015中分化 11(34.37) 5(25.00) 11(31.43) 4(23.53)

低分化 6(18.75) 11(55.00) 7(20.00) 10(58.82)

淋巴结转移 有 24(75.00) 7(35.00)
8.179 0.004

24(68.57) 5(29.41)
7.113 0.007

无 8(25.00) 13(65.00) 11(31.43) 12(70.59)

病理类型 腺癌 13(40.63) 8(40.00)

0.598 0.741

15(42.55) 8(47.06)

0.196 0.907鳞癌 10(31.25) 8(40.00) 12(34.29) 6(35.29)

其他 9(28.12) 4(20.00) 8(22.86) 3(17.65)

分叶征 有 23(71.88) 9(45.00)
3.756 0.053

23(65.71) 7(41.18)
2.823 0.093

无 9(28.12) 11(55.00) 12(34.29) 10(58.82)

毛刺征 有 24(75.00) 4(20.00)
14.981 <0.001

28(80.00) 5(29.41)
12.629 <0.001

无 8(25.00) 16(80.00) 7(20.00) 12(70.59)

血管集束征 有 20(62.50) 8(40.00)
2.507 0.113

20(57.14) 8(47.06)
0.468 0.494

无 12(37.50) 12(60.00) 15(42.86) 9(52.94)

支气管征 有 18(56.25) 9(45.00)
0.624 0.430

19(54.29) 6(35.29)
1.653 0.199

无 14(43.75) 11(55.00) 16(45.71) 11(64.71)

胸膜凹陷征 有 21(65.63) 8(40.00)
3.276 0.070

22(62.86) 6(35.29)
3.498 0.061

无 11(34.37) 12(60.00) 13(37.14) 11(64.71)

空泡征 有 19(59.38) 7(35.00)
2.925 0.087

21(60.00) 7(41.18)
1.631 0.202

无 13(40.62) 13(65.00) 14(40.00) 10(58.82)

CEA(ng/ml) 4.14±0.98 3.56±0.83 1.895 0.064 4.36±0.92 3.83±0.88 1.976 0.054

NSE(μg/L) 15.27±2.05 14.33±1.92 1.648 0.106 15.45±2.11 14.36±1.92 1.798 0.078

表 5 DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化与恶性肺结

节患者临床病理特征相关性

类别
DLGAP5 甲基化 RASSF1A 甲基化

r P r P
结节大小 0.574 <0.05 0.527 <0.05

组织学分化 0.512 <0.05 0.594 <0.001

淋巴结转移 0.644 <0.001 0.665 <0.001

毛刺征 0.683 <0.001 0.691 <0.001

化 与 肾 透 明 细 胞 癌 患 者 的 不 良 预 后 相 关 [20]。

RASSF1A 参与了许多靶基因的调控，RASSF1A 基

因失活原因可能是启动子区异常高甲基化、杂合性

缺失及染色体缺失等 [21]。RASSF1A 过表达抑制肺

癌肿瘤生长和体内肺结节转移，DNA 甲基化阻断

了转录因子 CTCF 对 RASSF1A 表达的调节，减轻

了 RASSF1A 对肺癌的抗性 [22]。肺癌中 RASSF1A
存在缺失和失活，与其启动子区的高甲基化密切相
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关 [14]。基因甲基化是一种表观遗传学改变，可导致

基因表达沉默或降低 [23]。在本研究中，恶性肺结节

患者外周血中 DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化水

平比良性肺结节患者高。这表明外周血中 DLGAP5
和 RASSF1A 基因甲基化与肺结节的恶性转化密切

相关。根据先前研究结果，本研究进一步说明了

DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化与癌症发病机制相

关，并且在肺结节这种可能的癌前病变阶段就已经

出现异常。其原因可能是在正常细胞中，DLGAP5
表达受到严格调控。然而，当发生甲基化异常时，

DLGAP5 基因的表达可能受到抑制，进而影响细

胞的正常增殖和分化，增加了肿瘤的发生风险。当

RASSF1A 基因发生甲基化时，其表达受到抑制，这

种抑制作用被解除，使细胞更容易发生癌变。

本研究中，DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化

联合诊断恶性肺结节的敏感度及准确度高，并且与

病理结果的一致性高。这说明 DLGAP5 和 RASSF1A
基因甲基化联合检测可以提高肺结节良恶性鉴别的

准确度，提示 DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化联

合检测可以帮助确定是否需要进一步的有创检查或

直接进行手术干预。另外，在本研究恶性肺结节患

者中，不同临床特征患者 DLGAP5 和 RASSF1A 甲

基化水平有差异，且 DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲

基化水平与结节大小、组织学分化、淋巴结转移、

毛刺征呈正相关，这表明 DLGAP5 和 RASSF1A 基

因甲基化水平可能与肺结节的恶性程度密切相关。

随着肿瘤的进展，DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基

化水平也相应增加，进一步暗示其可作为判断病情

进展和预后的潜在指标。这为临床利用 DLGAP5 和

RASSF1A 基因甲基化检测来评估肺结节良恶性和预

测预后提供了理论依据，也为后续制定个性化治疗

方案提供了新的方向。

综上所述，外周血中 DLGAP5 和 RASSF1A 基

因甲基化水平在恶性肺结节患者中明显升高，可作

为肺结节良恶性鉴别诊断的分子标志物。外周血中

DLGAP5 和 RASSF1A 基因甲基化检测具有无创、

便捷、可重复性好等优点，对于一些难以通过影像

学检查和临床症状判断性质的肺结节，基因甲基化

检测可以为肺结节患者的诊断和治疗提供更加准

确、便捷的手段。但本研究存在一定局限性，未来

应扩大样本量，进行多中心研究，以提高结果的可

靠性和普遍性。另外应深入研究基因甲基化的作用

机制，探索其在肿瘤发生发展中的具体作用，为开

发新的治疗方法提供理论依据。
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