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检测痰脱落细胞!"# 基因甲基化

对周围型肺癌的诊断价值

张文! 孙玉鹗! 卢光明

【摘要】! 目的! 探讨检测痰脱落细胞 "#$ 基因甲基化对周围型肺癌的诊断价值。方法! 应用甲基化特

异性 %&’（()*+,-.*/0123")4/5/4 %&’，67%）对 89 例周围型肺结节患者及 :9 例正常人痰脱落细胞 "#$ 基因甲基

化改变进行检测，将检测结果与术后病理报告相对照。结果! 周围型肺癌痰脱落细胞 "#$ 67% 阳性率（:; <
==，$#> =? ）明显高于良性周围型肺结节（# < $，#$> ;? ）及正常人（@ < :9，#8> 9? ）（ !: 值分别为 =! :A# 和 ##!
A$B，" C 9> 98），良性周围型肺结节 "#$ 67% 阳性率与正常人无显著性差异（!: D 9! #@$，" E 9> 98）。鳞癌和

腺癌患者痰脱落细胞 "#$ 67% 阳性率无显著性差异（!: D @! =#$，" E 9> 98）。如果以痰脱落细胞 "#$ 67% 阳性

作为判断肺结节恶性的标准，其诊断周围型肺癌的阳性预测值为 B$> =? ，阴性预测值 ::> ;? ，灵敏度$#> =? ，

特异度 A@> 9? 。结论! 检测痰脱落细胞 "#$ 基因甲基化对周围型肺癌具有辅助诊断价值。
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! ! 目前对周围型肺癌的诊断以痰脱落细胞、影像学

检查及穿刺活检为主要手段，但早期诊断率仍处于比

较低的水平。寻找一种有效、安全、无创的辅助诊断手

段是临床所迫切需要的。"#$ 基因是一种抑癌基因，

研究表明，"#$ 基因甲基化发生在肺癌形成的早期阶

段［# V @］，并且 "#$ 基因甲基化在肺癌和正常肺组织中

有明显差异［= V $］。本实验对 89 例周围型肺结节患者
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的痰脱落细胞 "#$ 基因甲基化改变进行了检测，将检

测结果与术后病理报告相对照，以探讨痰脱落细胞

"#$ 基因甲基化检测对周围型肺癌的辅助诊断价值。

4! 材料与方法

4> 4! 标本! 选取 :999 年 : 月至 :999 年 #: 月在我院

胸外科住院治疗的 89 例周围型肺结节患者的痰液作

为检测对象，另选 :9 例正常人作为对照。89 例患者

术前都在我科行纤维支气管镜检查，但均无法取到病

变组织。其中男性 @$ 例，女性 #= 例，年龄 :B V ;; 岁，
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平均（!" # $%）岁。肺结节直径最小者为 $& ’ ()，最大

者为 *& ! ()，平均（+& ! # $& !）()。%’ 例正常人中，男

性 $, 例，女性 " 例，年龄 %$ - ". 岁，平均（!’ # $$）岁。

!& "/ 试剂/ 012 提取试剂盒“3425)6 012 7898 :8;”
购自 德 国 342<=1 公 司；012 纯 化 试 剂 盒“>8?5@A
BCDE 78986@F6E”购自美国 B@G)FH5 公司；$’’ I6 梯度

012 分子量标准参照物（$’’ - $’’’ I6）购自华美公

司。其它试剂均为国产分析纯试剂。

!& #/ 6$" 引物/ 引物设计参考文献 *，由上海生工生

物工程公司合成。其序列如下。

/ / 野生型（6$"J>），产物为 $,’ I6：

/ KF9EF !LJ M2<2<<<N<<<<M<<2MM<MJ+L
/ 29;8EF9EF !LJ M<<<MM<M<<MM<N<<J+L

/ / 非甲基化型（6$"JO），产物为 $!$ I6：

/ KF9EF !LJ NN2NN2<2<<<N<<<<N<<2NN<NJ+L
/ 29;8EF9EF !LJ M22MMMM222MM2M22MM2N22J+L

/ / 甲基化型（6$"J7），产物为 $!’ I6：

/ KF9EF !LJ NN2NN2<2<<<N<<<<M<<2NM<MJ+L
/ 29;8EF9EF !LJ <2MMMM<22MM<M<2MM<N22J+L

!& $/ 主要仪器/ <F9F2)6 BMP KQE;F) R"’’（美国 B=
公司），凝胶成像系统（ 美国 OSB 公司），台式高速离

心机（德国 =66F9AG@T 公司），0UUJ!电泳仪（ 北京六

一仪器厂），紫外分光光度计（日本日立公司）。

!& %/ 实验方法

!& %& !/ 痰液留取/ 患者晨起漱口后，留取第一口咳出

的深部痰，连续取 + 天。痰液留取后立即消化处理。

!& %& "/ 痰液消化处理/ 参考文献 .。取痰标本 $ )C，
加入 * )C 消化液（消化液成分：%V 15WX，$& ,!V 柠檬

酸钠，’& !V 1J已酰基JYJ半胱氨酸），室温静置$! )89，

, ’’’ @ Z )89 $! )89 离心，将沉淀物移至$& ! )C =66F9J
AG@T 管中，$% ’’’ @ Z )89 离心 $’ )89，离心后弃上清。

!& %& #/ 痰脱落细胞基因组 012 的提取/ 按照试剂盒

说明书所述方法 抽 提 012。紫 外 分 光 光 度 计 测 定

012 的含量和纯度。

!& %& $/ 甲基化特异性 BMP（7KB）［*］/ 其原理是双链

012 变性解链后，亚硫酸盐作用下发生 M#O 转化，M
若已有甲基化则无此改变；甲基化修饰只发生于 !L#
+L方向 MJ< 相联结构的 M 上，因此，在亚硫酸盐作用

后，012 若无甲基化，则序列中的改变为 M#O，M<#
O<，若已有甲基化则为 M#M，M<#M<，用不同的引物

做 BMP，即可检测出这种差异，从而确定基因有无 M6<
岛甲基化。先将提取的基因组 012（! "H）加到终浓

度 ’& % )GC Z Y 15WX 的 !’ "C 碱裂解液中，+*[保温 $’
)89；然后将 + )GC Z Y 亚硫酸氢钠（6X!& ’）!%’ "C 与 $’

))GC Z Y 氢醌 +’ "C 轻轻混合，立即加入碱变性后的

012 ，上面覆盖一层矿物油，!’[保温 $" \，对基因组

012 的碱基进行亚硫酸氢钠修饰。再用 012 纯化试

剂盒脱盐，将 012 洗脱进!’ "C水中。最后将含有磺

化尿嘧啶的 012 在碱性条件下（15WX 终浓度 ’& +
)GC Z Y）室温处理 ! )89，再用乙醇沉淀。012 重新溶

于 !’ "C 水中，取少部分定量，其余 ] %’[冻存。按文

献 * 所述方法进行 7KJBMP 扩增，反应体积均为 !’
"C，BMP 循环在 B=R"’’ 扩增仪上完成。预变性 R![
% )89，主循环 +! 次［ 变性 R![ +’ E，退火温度（ 6$"J
>、6$"J7 和 6$"JO 分别为 "*[、"![ 和 "%[）,’ E］，

末次延伸 *%[ , )89。反应完成后，将 BMP 产物与上

样液按 "^ $ 混合后，于 %V 琼脂糖凝胶上跑电泳，于

凝胶成像系统下检测、照相。

!& &/ 统计学方法/ 各组 6$" 基因甲基化率之间的比

较采用 !% 检验方法，以 ! _ ’& ’! 作为差别有显著意义

的检验标准。

"/ 结果

图 $、% 分别为 !’ 例患者及 %’ 例正常人痰脱落细

胞 7KB 电泳图，箭头标记处为用 6$"J7 为引物的 7KB
反应阳性电泳带，其产物长度为 $!’ I6，与引物设计一

致。

表 $ 为 %’ 例正常人痰分析结果及 !’ 例患者术后

病理及痰分析结果。从表 $ 中可以看出，!’ 例周围型

肺结节患者中，,, 例为恶性肿瘤，其中 %* 例痰脱落细

胞 6$" 7KB 阳性，阳性率为 "$& ,V；" 例良性周围型肺

结节患者中，$ 例痰脱落细胞 6$" 7KB 阳性，阳性率为

$"& *V；而 %’ 例正常人中，+ 例痰脱落细胞 6$" 7KB
阳性，阳性率为 $!& ’V；经 !% 检验，周围型肺癌痰脱落

细胞 6$" 7KB 阳性率明显高于良性周围型肺结节及

正常人（!% 分别为 ," %.$ 和 $$" ."R，! 均 _ ’& ’!），良

性周围型肺结节 6$" 7KB 阳性率与正常人无明显差

异（!% ‘ ’" $+"，! a ’& ’!）。

肺恶性肿瘤各病理类型的痰脱落细胞 6$" 7KB
阳性率之间的比较：$. 例鳞癌患者中，$+ 例 7KB 阳

性，阳性率为 *%& %V，而 $R 例腺癌患者中，. 例 7KB
阳性，阳性率为 ,%& $V，但经 !% 检验，二者无明显差异

（!% ‘ +" ,$"，! a ’& ’!）。由于其它病理类型例数太

少，未进行比较。

如果以痰 6$" 7KB 阳性作为判断肺结节恶性的

标准，那么它对周围型肺癌的阳性预测值为 R"& ,V，

阴性预测值 %%& *V，灵敏度 "$& ,V，特异度 .+& ’V。
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图 !! "# 例周围型肺结节患者痰脱落细胞 $%& ’() 电泳图

"#$ !! $%& ’() *+*,-./$0/.*-/1.23 /4 5$6-63 *74/+82-*9 ,*++5 /4 "# $2-8*:-5 ;8-0 $*.8$0*.2+ $6+3/:2.< :/98

图 %! =# 例正常人痰脱落细胞 $%& ’() 电泳图

"#$ %! $%& ’() *+*,-./$0/.*-/1.23 /4 5$6-63 *74/+82-*9 ,*++5 /4 =# :/.32+ $*.5/:5

表 !! 正常人及周围型结节患者术后病理及痰液检测结果

&’( !! )2-0/+/18,2+ 2:9 $%& ’() .*56+-5 /4 5$6-63 *74/+82-*9 ,*++5
8: $2-8*:-5 ;8-0 $*.8$0*.2+ $6+3/:2.< :/98 2:9 :/.32+ $*.5/:5

! )2-0/+/1< ! $%& ’()（ > ）
（$/58-8?* .2-*）

(@623/65* ,*++ ,2.,8:/32 %A %B（C=D =E ）

F*++G9844*.*:-82-*9 " H
’/9*.2-*G9844*.*:-82-*9 A &
)//.G9844*.*:-82-*9 " B

I9*:/,2.,8:/32 %J A（H=D %E ）

F*++G9844*.*:-82-*9 H =
’/9*.2-*G9844*.*:-82-*9 " B
)//.G9844*.*:-82-*9 & B

K./:,0/2+?*/+2. ,2.,8:/32 H #
I9*:/ 5@623/65 ,*++ ,2.,8:/32 = =（%##D #E ）

L2.1* ,*++ ,2.,8:/32 = =（%##D #E ）

(32++ ,*++ +6:1 ,2:,*. = %（"#D #E ）

I-<$8,2+ ,2.,8:/89 % %（%##D #E ）

K*:81: :/98 & %（%&D CE ）

M6N*.,6+/585 B #
O232.-/32 % #
P:4+2332-8/: = %

Q/.32+ $*.5/:5 =# B（%"D #E ）

M/-2+ C# B%

)! 讨论

通过痰检诊断肺癌已有很长历史。人们最早采用

的方法是痰脱落细胞检查，它对痰液中脱落细胞的形

态进行直接的观察，通过找出异形的肿瘤细胞而对肺

癌进行诊断。这种检查方法具有直观的特点，通过它

还可以确定肺癌的组织学类型，而且还能发现肺部其

它疾病的 线 索。但 是，这 种 方 法 假 阴 性 率 较 高（ 约

=#E R&#E），并有一定的假阳性（约 =E）。随着分子

生物学的进展及对肺癌发病遗传机制的逐步了解，人

们开始想到能否避开具体的细胞形态而以肿瘤的某一

特异标记来识别之。)ST 技术使得人们能够用很少

的组织或脱落细胞进行有关的分子生物学研究，从而

使检测痰标本中肺癌相关基因等标记物成为可能。

$%& 基因是一种肿瘤抑制基因，它位于人染色体

J)=% 区，全长 AD " UN，由三个外显子和两个内含子组

成，它们共同编码 %HA 个氨基酸组成的 %"D A UV 的 $%&
蛋白［J，%#］。$%& 基因的失活会导致细胞无限制分裂增

殖［%%］。在许多肿瘤细胞系和原发性肿瘤中都有 $%&
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基因的改变。!"# 基因第一外显子和第二外显子部分

区域富含 $ 和 %，形成 $!% 岛，是 !"# 基因甲基化的

重要结构基础。研究表明，!"# 基因甲基化发生在肺

癌形成的早期阶段，并且 !"# 基因甲基化在肺癌和正

常肺组织中有明显差异。本研究发现肺癌患者痰脱落

细胞 !"# 基因甲基化阳性率明显高于肺良性病变及正

常人，说明可以通过检测痰液中脱落细胞 !"# 基因的

甲基化改变情况来帮助区分肺癌和正常肺组织。

如果把痰脱落细胞 !"# 基因 &’( 阳性作为判断

周围型肺癌的标准，其阳性预测值很高（)#* +,），也

就是说，当痰脱落细胞 !"# 基因的 &’( 阳性时，要高

度怀疑肺结节为恶性。但是此诊断标准的阴性预测值

低（--* .,），即当痰脱落细胞 !"# 基因的 &’( 阴性

时，绝不能简单地认为肺结节为良性，仍然需要作其它

检查以排除恶性可能。总的来说，痰脱落细胞 !"# 基

因的甲基化检测可以作为肺癌诊断的一项很好的辅助

检查，但还不能作为筛选标准。
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·启事·

第七届全国电视胸腔镜学术研讨会

征! 文! 通! 知

为增进我国电视胸腔镜手术及胸部微创手术届的学术交流，经中华医学会胸心血管外科学分会胸腔镜外科

学组第一次工作会议讨论决定，第七届全国电视胸腔镜学术研讨会将于 -OO+ 年 M 月 N c M 日在新疆乌鲁木齐市

举办。欢迎胸外科医师踊跃投稿。征文内容包括未在正式刊物发表的有关胸腔镜、纵隔镜、胸部小切口手术等胸

部微创技术的手术经验介绍、实验研究、并发症分析、长期疗效观察等方面的论文。截稿日期 -OO+ 年 # 月 VO 日。
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