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　　摘　要：目的　采用荧光实时定量ＰＣＲ对肺癌相关基因检测并建立辅助诊断指数。方法　采用荧光实时定量ＰＣＲ对肺癌

患者手术标本ＬＵＮＸ、ＣＫ１９、ＣＥＡ、ＭＵＣ１及Ｓｕｒｖｉｖｉｎ等肺癌相关基因ｍＲＮＡ进行检测，运用２－△△ＣＴ算法计算相对表达量，并以

此建立辅助诊断指数。结果　ＬＵＮＸ、ＣＫ１９、ＣＥＡ、ＭＵＣ１及Ｓｕｒｖｉｖｉｎ在正常肺组织、手术切缘、癌旁与肿瘤组织间的表达比较差

异有统计学意义（犘＜０．０５），且呈现递增趋势；设定辅助诊断指数大于或等于３．５为肺癌时，其敏感度９５％，特异度为９２％，阳性

结果预示值（ＰＰＶ）为９５．３３％，阴性结果预示值（ＮＰＶ）为９８．００％。结论　利用荧光实时定量ＰＣＲ对肺癌相关基因进行检测并

建立辅助诊断指数，能有助提高肺癌诊断的敏感度与特异度。
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　　肺癌是最常见的恶性肿瘤之一，严重威胁人类生命及健

康，发病率较高，且有继续增高的趋势。通过影像学及病理学

检查虽可发现，但由于无法发现隐性病灶、亚临床病灶及微小

转移灶的资料与证据，目前做到早期发现尚存在一定的难度，

大部分患者在出现临床症状而就诊时疾病已经处于中晚期，从

而错过手术时间窗。据统计，肺癌的５年生存率不足１５％
［１］。

近年来，肿瘤基因类标志物研究取得长足进展，已经成为肿瘤

分子诊断的重要内容之一，通过分析肿瘤相关基因的关系、类

型、表达及缺陷等，最终达到肿瘤早期诊断的目的［２］。本研究

采用荧光实时定量ＰＣＲ对肺癌相关基因ＬＵＮＸ、ＣＫ１９、ＣＥＡ、

ＭＵＣ１及Ｓｕｒｖｉｖｉｎ进行检测分析并建立辅助诊断指数，现报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２００９年９月至２０１１年９月于中山大学

医学院胸外科行手术治疗的肺癌患者３４例，其中男１９例，女

１５例；年龄２７～６７岁，平均（４６．７２±５．８８）岁；所有患者均经

过术后病理检查确诊。应用世界卫生组织（ＷＨＯ）１９９９年对

肺癌的组织学分类方法，发现小细胞肺癌（ＳＣＬＣ）患者１２例，

非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患者２２例；按照国际抗癌联盟（ＵＩＣＣ）

１９９７年对肺癌ＴＮＭ分期方法进行分期，其中Ⅰ期６例，Ⅱ期

１０例，Ⅲ期１４例，Ⅳ期４例。收集患者手术切除的肿瘤、肿瘤

切缘组织及切缘周围２ｃｍ组织。另取同期１０例行肺大泡切

除术患者肺组织作为正常对照组。本研究对术前评价具有手

术适应证患者进行手术，有些ＳＣＬＣ以及Ⅳ期的 ＮＳＣＬＣ均为

术后补充诊断。

１．２　方法

１．２．１　ｍＲＮＡ提取　将组织置入１．５ｍＬ的ＲＮＡ裂解液（购

自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司），再加入１１μＬβ巯基丙醇进行匀浆，分

装入离心管中，加入水饱和酚与氯仿，充分震荡后冰浴３０ｍｉｎ

后，于４℃以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取上清液，加入等体

积异丙醇后１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。重新加入β巯基丙醇、

ＲＮＡ裂解液与异丙醇，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心后留取沉淀。使用

ＲＮＡ提取试剂盒 ＲＮＡｇｅｎｔｓ（购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）提取

ｍＲＮＡ，具体步骤参照该试剂盒说明书。

１．２．２　逆转录　逆转录过程采用逆转录试剂盒ＩｍＲｒｏｍⅡ

（购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）与 ＭＭＬＶ试剂盒（购自美国Ｐｒｏ

ｍｅｇａ公司），采用随机引物，整个过程均参照试剂盒说明书

进行。

１．２．３　引物设计　引物设计均根据 ＧｅｎＢａｎｋ中 ＬＵＮＸ、

ＣＫ１９、ＣＥＡ、ＭＵＣ１及Ｓｕｒｖｉｖｉｎ的 ｍＲＮＡ序列进行，采用 Ａｌ

ｌｅｌｅｌＤ４．０软件进行设计，最终由北京博奥森科技有限公司进

行合成，具体序列如下。ＬＵＮＸ基因，上游：５′ＣＴＣＡＴＴＧＴＣ

ＴＴＣＴＡＣＧＧＧＣＴＧＴＴ３′，下游：５′ＧＧＣＡＧＧＧＣＴＧＧＡ

ＴＴＣＡＣＡＴ３′，片段大小１０４ｂｐ；ＣＫ１９基因，上游：５′ＡＧＧ
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表１　　肝癌相关基因的差异表达（狓±狊）

基因 正常肺组织 手术切缘组织 癌旁组织 肿瘤组织 犘

ＬＵＮＸ １．７７±０．５６ ２．０３±０．４９ ６．０６±０．５５ ７．６９±０．３８ ０．００２

ＣＫ１９ １．５３±３．７２ １５．３９±４．１１ ２９．４８±３．２０ ３４．７５±３．２５ ０．００１

ＣＥＡ １．５０±０．３３ ８．９６±２．５４ １３９．６９±２７．０４ ６９６．５８±１３０．０５ ０．０００

ＭＵＣ１ １．４４±０．２９ ５．１０±０．５５ １９．０４±３．９９ ５５．４７±１．８６ ０．００１

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ １．０５±０．３２ ４．７７±５．２１ １１．９３±３．３０ ９５．４４±１４．６０ ０．００２

ＴＧＧＡＴＴＣＣＧＣＴＣＣＧＧＧＣＡ３′，下游：５′ＡＧＣＴＣＣＣＴＧ

ＴＣＣＴＴＣＴＡＧＴＧ３′，片段大小３３８ｂｐ；ＣＥＡ基因，上游：５′

ＴＧＣＴＣＡＣＡＧＣＣＴＣＡＣＴＴＣ３′，下游：５′ＣＣＡＴＣＣＡＣＴ

ＣＴＴＴＣＡＣＣＴＴ３′，片段大小１６９ｂｐ；ＭＵＣ１基因，上游：５′

ＣＧＴＣＧＴＧＧＡＣＡＴＴＧＡＴＧＧＴＡＣＣ３′，下游：５′ＧＧＴ

ＡＣＣＴＣＣＴＣＴＣＡＣＣＴＣＣＴＣＣＡＡ３′，片段大小２８７ｂｐ；

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因，上游：５′ＣＣＧＣＡＴＡＣＡＧＴＣＧＡＧＡＧＡ３′，

下游：５′ＧＴＧＴＡＧＧＧＴＧＴＡＧＡＡＴＣＣＴＧＴＴＣＡ３′，片段

大小１２１ｂｐ。

１．２．４　实时荧光定量ＰＣＲ　采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ染料法对样

本进行实时定量ＰＣＲ反应，应用ＥｘＴａｐ试剂盒以及荧光定量

ＡＢＩ７９００型（ＡＢＩ，美国）实时定量ＰＣＲ系统进行，操作均按照

厂家及试剂盒说明书进行。ＰＣＲ反应条件如下：９５℃预变性

２ｍｉｎ，９４℃变性４５ｓ，６０℃退火１ｍｉｎ，７１℃延伸１ｍｉｎ，共进

行４５个循环，循环结束后于７１℃下延伸１ｍｉｎ，所得结果用

ＩＱ５软件进行读数分析，内参采用Ｇ３ＰＨＤ基因。待测基因相

对表达量采用２－△△ＣＴ法进行计算（△ＣＴ＝ＣＴ待测 －ＣＴ内参；

△△ＣＴ＝△ＣＴ待测－△ＣＴ），当计算出的２－△△ＣＴ值相差３倍

时，即认为相关基因有差异表达。

１．３　多个相关基因荧光实时定量ＰＣＲ反应体系建立　将合

成好的相关基因ｃＤＮＡ混合，连续进行２倍梯度稀释，得到相

关基因与内参 Ｇ３ＰＨＤ的荧光曲线，计算得到ｌｏｇｃＤＮＡ浓度

对△ＣＴ值直线，内参与待测基因扩增效率抑制，应用２－△△ＣＴ

法适合对本研究结果进行分析。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计学处理，计

量资料采用狓±狊表示，组间差异比较采用狋检验；计数资料采

用百分比表示，组间差异比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　２
－△△ＣＴ法相关基因相对表达水平检测　ＬＵＮＸ、ＣＫ１９、

ＣＥＡ、ＭＵＣ１及Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因表达均上调，分别上调８８．２３％，

７５．４２％，８５．０１％，６６．４２％和７０．６６％；在正常肺组织、手术切

缘组织、癌旁组织与肿瘤组织中表达两两比较或多个比较差异

有统计学意义（犘＜０．０５），均具有从正常肺组织到肿瘤组织明

显递减的趋势。见表１。

２．２　建立分子辅助诊断指数　根据２
－△△ＣＴ法所得数值，该５

种肺癌相关基因在组织中上调３倍或３倍以上的个数建立分

子辅助诊断指数（与正常肺组织相对表达量相差３倍者计为辅

助诊断指数增加１）
［３］，因此本研究中分子辅助诊断指数为０～

５。经过计算可知，正常肺组织辅助诊断指数为１．２±０．５１，手

术切缘组织为２．４±０．６４，癌旁组织为３．３６±０．４３，肿瘤组织

为４．６５±０．３８。手术切缘组织、癌旁组织与肿瘤组织均较正

常肺组织显著升高，以肿瘤组织最为明显。当以正常肺组织作

为对照，设定辅助诊断指数大于或等于３．５为肺癌时，受试者

工作特征曲线（ＲＯＣ曲线）敏感度为９５％，特异度为９２％，阳

性结果预示值（ＰＰＶ）＝９５．３３％，阴性结果预示值（ＮＰＶ）＝

９８．００％，说明分子辅助诊断指数可提高诊断准确性。

２．３　分子辅助诊断指数与 ＷＨＯ组织分型及 ＵＩＣＣＴＮＭ 分

期的关系　对于１２例ＳＣＬＣ患者及２２例 ＮＳＣＬＣ患者，两组

辅助诊断指数分别为３．６９±０．２４与３．９８±０．３０，二者之间比

较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；对于ＴＮＭ分期，以Ⅳ期患者

得分最高，Ⅰ期患者得分最低，得分比较差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

随着肿瘤分子生物学技术的不断发展，对于肿瘤的发生、

发展的认识亦在不断更新。分子生物学技术对肿瘤基因标志

物的检测用于肿瘤发现与诊断，是目前的研究热点之一［４］。传

统对于单基因的研究用于诊断肿瘤时，存在较高的假阳性与假

阴性，从而造成漏诊与误诊的发生［５］。因此，采用多个相关基

因标志物联合检测并寻找新的标志物，可降低漏诊、误诊的发

生率，最终提高肿瘤的诊断率。

ＬＵＮＸ即肺特异性蛋白Ｘ，该基因定位与２０ｐ１１．１ｑ１２，长

度为１０１５ｂｐ，共编码２６个氨基酸，具有较强的组织特异度，

在肺外未发现表达。ＬＵＮＸ对肺癌患者外周血／淋巴等部位

的未转移具有较高的特异度，因此可以作为一种新型的肺癌基

因标志物［６］。ＬＵＮＸｍＲＮＡ在肺癌Ⅲ期与Ⅳ期的检出率显著

高于Ⅰ、Ⅱ期患者，即ＬＵＮＸｍＲＮＡ的表达随着ＴＮＭ分期的

提高而增高［７］。ＬＵＮＸｍＲＮＡ水平与肿瘤负荷及转移程度密

切相关［８］。ＣＫ１９属于细胞角蛋白，是角蛋白的可溶性片段，

可以作为上皮来源肿瘤的敏感标志物［９］。ＣＥＡ是正常组织不

表达的一种分泌糖蛋白，其基因水平检查的敏感度高于蛋白水

平。现认为，如果检出ＣＥＡｍＲＮＡ，可以从理论上推断有肿瘤

细胞的存在［１０］。已经有学者检测患者体内 ＭＵＣ１作为肺癌

发生播散转移的生物学标志，通过ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析发现

ＮＳＣＬＣ患者外周血 ＭＵＣ１ｍＲＮＡ水平与ＴＮＭ 分期及肿瘤

细胞分化程度均存在密切关系［１１］。Ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因全长１５ｋｂ，

主要生理功能与胚胎细胞及增殖细胞的生长、分化有关。在大

多数人类肿瘤存在高表达情况。研究发现，肺癌组织中Ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎｍＲＮＡ水平高的患者预后较差，可作为判断肺癌预后的

指标［１２］。

本研究在查阅文献的基础上，选择肺癌组织中表达高、特

异度好的上述基因，采用荧光实时定量ＰＣＲ进行检测并初步

建立辅助诊断指数。ＬＵＮＸ、ＣＫ１９、ＣＥＡ、ＭＵＣ１及Ｓｕｒｖｉｖｉｎ

基因在肺癌组织中表达最高，正常组织中表达最低，符合既往

文献。统计得出的分子辅助诊断指数对于诊断肺癌有良好的

特异度与敏感度。此外，该分子辅助诊断指数还与肺癌的

ＴＮＭ分期有关，分期愈高，分子辅助诊断指数愈高，说明该分

子辅助诊断指数对于肺癌的临床分期亦具有（下转第６３９页）
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本组病例术后主要并发症为切口皮缘浅表坏死、感染和距

下关节创伤性关节炎。选择恰当的手术时机，术中紧贴骨面锐

性剥离全层皮瓣以及不接触牵开技术的使用可以减少局部血

供的不良影响，从而减少局部皮缘坏死的发生。切口皮缘浅表

坏死的病例通过早期观察，间断拆线减张，延迟拆线时间均得

到治愈。手术操作轻柔、尽量缩短手术时间及术后抗菌药物合

理运用能减少术后感染的发生，本组出现感染的病例均为复位

固定困难，手术暴露时间过长的ＳａｎｄｅｒｓⅣ型骨折说明了这点。

术后出现创伤性关节炎的病足６例，其中３例通过Ⅱ期距下关

节融合手术使疼痛得以缓解［１６］。

综上所述，跟骨的解剖复位不仅尽可能的维持了跟骨的正

常生物力学特性，而且其复位的关节面也避免或延缓了相邻跗

间关节（主要是距下关节后关节面和载距突的中关节面）创伤

性骨关节炎的形成。同时早期的功能锻炼还能避免长时间外

固定所带来的患肢骨骼废用性改变和踝关节伸屈受限。因此

作者认为在患肢局部条件允许的情况下使用手术切开复位、植

骨及钢板内固定治疗有移位的跟骨关节内骨折是完全有必要

的，是得到了远期随访肯定的。
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一定的预测与指导意义。
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