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　　摘　要：目的　评价通过甲基化敏感性高分辨率熔解曲线分析（ＭＳＨＲＭ）检测粪便中人ＤＮＡ甲基化筛查大肠癌（ＣＲＣ）的

性能。方法　收集合格的新鲜粪便标本８２例，其中ＣＲＣ患者２７例（ＣＲＣ组）、进展期腺瘤（ＡＡ）患者２５例（ＡＡ组）和结肠镜阴

性的正常人３０例（对照组），在ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０设备上应用 ＭＳＨＲＭ技术检测上述粪便中狏犻犿犲狀狋犻狀基因的甲基化状态，并与粪

便潜血试验（ＦＯＢＴ）的诊断性能相比较。结果　ＭＳＨＲＭ在ＣＲＣ组、ＡＡ组和对照组中检测狏犻犿犲狀狋犻狀基因甲基化的阳性率分别

为８１．５％（２２／２７），８０．０％（２０／２５）和６．７％（２／３０）。ＦＯＢＴ在ＣＲＣ组、ＡＡ组和对照组中的阳性率分别为３７．０％（１０／２７），１２．０％

（３／２５）和３．３％（１／３０）。在病例组中，ＭＳＨＲＭ和ＦＯＢＴ的诊断敏感性分别为８０．８％（４２／５２）和２５．０％（１３／５２），前者显著高于

后者（犘＜０．０５）；在对照组中两者的诊断特异性分别为９３．３％（２８／３０）和９６．７％（２９／３０），两者差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结

论　在ＣＲＣ筛查中，ＭＳＨＲＭ技术检测粪便中狏犻犿犲狀狋犻狀基因甲基化状态的诊断性能明显优于ＦＯＢＴ，具有潜在的应用价值。
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　　目前，全球大肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）的发病率和病

死率居第３位，而且有逐年上升的趋势。在中国，随着经济社

会的快速发展，人们饮食结构发生较大变化，ＣＲＣ发病率也逐

年升高［１］。有研究发现，诊断为ＣＲＣ早期的患者中５年生存

率可超过９０％，而伴有淋巴结转移的，５年生存率大约只有

６０％，如果出现有远处转移则５年生存率不到１０％
［２］。因此，

ＣＲＣ早期筛查是影响其预后的关键因素。而ＣＲＣ筛查常用

的粪便潜血（ｆａｅｃａｌｏｃｃｕｌｔｂｌｏｏｄｔｅｓｔｉｎｇ，ＦＯＢＴ）、结肠镜和ＣＴ

结肠成像术等方法都难以完全达到安全简便、接受性好和成本

效益好等大规模筛查的要求，寻求更理想的筛查方法是当务之

急。粪便ＤＮＡ检测作为一种非侵袭性、简便并具有很高敏感

性和特异性的方法深受人们的欢迎［３］。但是，目前粪便ＤＮＡ

检测费用较高，还不能用于 ＣＲＣ的筛查
［３５］。自从２００１年

Ｗｏｒｍ等
［６］首次运用高分辨率熔解曲线分析（ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｍｅｌｔｉｎｇ，ＨＲＭ）检测ＣｐＧ岛甲基化以来，先后有人用此技术检

测大肠肿瘤患者血液和组织中基因甲基化，其检出率分别为

４８．０％
［７］和３３．３％～６３．０％

［８］，都取得了理想的结果。大量研

究证实甲基化敏感性高分辨率熔解曲线分析（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｅｎ

ｓｉｔｉｖｅｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍｅｌｔｉｎｇ，ＭＳＨＲＭ）作为一种ＰＣＲ后闭

管操作技术，检测基因甲基化具有性能好、可靠、快捷、成本低

等优势［９１０］。目前，国内外尚无评价 ＭＳＨＲＭ 检测患者粪便

中基因甲基化筛查大肠肿瘤性能的研究报道。因此，本研究采
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用 ＭＳＨＲＭ 技术检测ＣＲＣ患者、进展期腺瘤（ａｄｖａｎｃｅｄａｄｅ

ｎｏｍａｓ，ＡＡ）患者和正常人粪便ＤＮＡ 中狏犻犿犲狀狋犻狀基因甲基化

状态来探讨 ＭＳＨＲＭ在ＣＲＣ筛查中应用的潜在价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１２年９月至２０１３年１月在南方医科

大学南方医院内镜中心行全结肠镜检查并经病理证实的ＣＲＣ

患者２７例（ＣＲＣ组）、ＡＡ患者２５例（ＡＡ组）和３０例结肠镜阴

性对照者（对照组）的粪便样本。ＣＲＣ组和 ＡＡ组纳入标准：

（１）年龄大于４０岁、病理组织学检查（均由两位经验丰富的胃

肠道病理学专家阅片判定）确诊为结直肠 ＡＡ（指直径大于或

等于１ｃｍ或组织学检测为绒毛状腺瘤或重度异型性增生的腺

瘤）或ＣＲＣ患者；（２）能收集合格粪便样本的患者。ＣＲＣ组和

ＡＡ组排除标准：（１）家族性或遗传性结直肠腺瘤或肿瘤；（２）

伴有其他系统或器官肿瘤；（３）ＣＲＣ或ＡＡ患者同时患有炎症

性肠病；（４）术前有放疗或化疗史；（５）妊娠或有严重肝肾功能

不全者；（６）非原发癌灶者及不能确诊等其他情况。对照组纳

入标准：（１）年龄、性别匹配；（２）肠镜检查阴性；（３）收集到合格

粪便样本。对照组排除标准：（１）各种原因而未行肠镜检查的；

（２）收到的粪便样本不合格。本研究经南方医科大学南方医院

伦理委员会批准，患者均已签署知情同意书。

１．２　方法

１．２．１　标本处理　用商品化的粪便留样瓶收集ＣＲＣ患者、

ＡＡ患者手术前和正常人新鲜粪便标本约３ｇ，所有粪便标本

收集后３６ｈ内保存于－８０℃冰箱待测。

１．２．２　主要试剂和仪器　ＱＩＡａｍｐＤＮＡｓｔｏｏｌｍｉｎｉｋｉｔ（５０

次）和ＥｐｉＴｅｃｔＨＲＭＰＣＲＫｉｔ（１００次）购自德国Ｑｉａｇｅｎ公司；

ＣｐＧｅｎｏｍｅＵｎｉｖｅｒｓａｌＭｅｔｈｙｌａｔｅｄＤＮＡ（１０μｇ）和 ＣｐＧｅｎｏｍｅ

ＵｎｉｖｅｒｓａｌＵｎｍｅｔｈｙｌａｔｅｄＤＮＡ（１０μｇ）购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公

司；ＥＺＤＮＡＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＧｏｌｄ
ＴＭ Ｋｉｔ（５０次）购自美国Ｚｙｍｏｒｅ

ｓｅａｒｃｈ公司；ＭＳＨＲＭ检测采用全自动实时荧光定量ＰＣＲ系

统ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０Ｓｙｓｔｅｍ（罗氏公司）；便隐血检测试纸（胶体

金人血红蛋白单抗检测法，万华普曼生物工程有限公司）。

１．２．３　引物设计和合成　根据狏犻犿犲狀狋犻狀基因ＣｐＧ岛序列，由

上海生工公司设计合成引物。狏犻犿犲狀狋犻狀基因的 ＭＳＨＲＭ 引

物序列为，上游：５′ＧＣＧ ＡＴＧＧＴＴＴＡＧＴＴＧＴＡＡ ＧＴＴ

ＧＧＴＡＧＴ３′，下游：５′ＣＴＡＴＣＣＣＧＣＣＧＡＴＴＡＡＡＡＡＣＴ

ＣＣＴＡ３′，退火温度为６３℃，扩增片段长度为１２６ｂｐ。

１．２．４　粪便 ＤＮＡ的提取　按 ＱＩＡａｍｐＤＮＡｓｔｏｏｌｍｉｎｉｋｉｔ

（Ｑｉａｇｅｎ）说明书操作。称取粪便约２００ｍｇ于２ｍＬＥＰ管，加

入１．６ｍＬＢｕｆｆｅｒＡＳＬ涡旋混匀１ｍｉｎ，使粪便溶解，１３０００

ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ。吸取１．４ｍＬ上清液到新的２ｍＬＥＰ管，加

入ｉｎｈｉｂｉｔＥＸＴａｂｌｅｔ混匀１ｍｉｎ，室温静置１ｍｉｎ，吸收杂质，

１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ。吸２５μＬＰｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ到新２ｍＬ

ＥＰ管中，加入上清液６００μＬ，ＢｕｆｆｅｒＡＬ６００μＬ，混匀，７０℃温

浴１０ｍｉｎ。加６００μＬ无水乙醇到裂解液，混匀。取吸附柱，加

入上述裂解液，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃废液。加入５００μＬ

的ＡＷ１，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃废液。加入５００μＬ的

ＡＷ２，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃废液。最后回收ＤＮＡ，溶于

１００μＬＢｕｆｆｅｒＡＥ，并保存在－２０℃冰箱。ＤＮＡ 浓度和纯度

使用ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ１０００ＵＶＳｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ分光光度计测

定，ＤＮＡ质量经１．５％琼脂糖凝胶电泳鉴定。

１．２．５　亚硫酸氢盐处理　取５００ｎｇＤＮＡ 样品，按照 ＥＺ

ＤＮＡＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＧｏｌｄ
ＴＭ Ｋｉｔ（５０次，ｚｙｍｏｒｅｓｅａｒｃｈ）甲基化修

饰试剂盒说明书进行甲基化修饰，修饰时间约为３．５ｈ，修饰后

的 ＤＮＡ在２４ｈ内进行ＰＣＲ扩增。

１．２．６　ＭＳＨＲＭ 分析　ＰＣＲ 扩增和 ＨＲＭ 在 ＬｉｇｈｔＣｙ

ｃｌｅｒ４８０Ｓｙｓｔｅｍ一个反应中完成，步骤按 ＥｐｉＴｅｃｔＨＲＭＰＣＲ

Ｋｉｔ（１００次，Ｑｉａｇｅｎ）说明书进行，所有反应均可重复进行。２５

μＬ反应体系包括：１２．５μＬ２ｘＥｐｉＴｅｃｔＨＲＭ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１．９μＬ，０．２μＬ亚硫酸氢盐修

饰后ＤＮＡ，８．５μＬＤＥＰＣ水；反应条件如下：９５℃１５ｍｉｎ，然

后９５℃１０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃１０ｓ，共４５个循环。扩增后

ＨＲＭ步骤，６５℃１ｓ，然后按０．０２℃／ｓ的速度从６５℃升至

９５℃，每秒钟收集２５次荧光。最后４０℃冷却１ｓ。使用Ｇｅｎｅ

ＳｃａｎｎｉｎｇＳｏｆｔｗａｒｅ分析 ＨＲＭ的数据。

１．２．７　粪便潜血试验　按照便隐血检测试纸说明书操作。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计分析，基因

频率采用直接计数法，计数资料采用率表示，各组间比较采用

χ
２ 检验和Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ精确概率法，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＳＨＲＭ在３组粪便样本中的阳性检出率　粪便中狏犻

犿犲狀狋犻狀基因甲基化阳性检出率在ＣＲＣ组、ＡＡ组和对照组中

分别为８１．５％（２２／２７），８０．０％（２０／２５）和６．７％（２／３０），病例

组明显高于对照组（χ
２＝４２．０１２，犘＜０．０５）。其中，ＣＲＣ组和

ＡＡ组均明显高于对照组（χ
２＝３２．６２９，犘＜０．０５；χ

２＝３０．５５６，

犘＜０．０５），而 ＣＲＣ组和 ＡＡ 组间差异无统计学意义（χ
２＝

０．０００，犘＞０．０５），见图１。

　　Ａ：各种比例甲基化标准曲线；Ｂ：某大肠癌样本甲基化阳性结果；

Ｃ：某大肠癌样本甲基化阴性结果。

图１　　狏犻犿犲狀狋犻狀基因的 ＭＳＨＲＭ检测结果。

２．２　ＦＯＢＴ在３组粪便样本中的阳性检出率　ＦＯＢＴ在ＣＲＣ

组、ＡＡ组和对照组中的阳性检出率分别为３７．０％（１０／２７）、

１２．０％（３／２５）和３．３％（１／３０），病例组明显高于对照组（χ
２＝

６．３０８，犘＜０．０５）。其中，ＣＲＣ 组明显高于对照组（χ
２ ＝

１０．３６５，犘＜０．０５），而 ＡＡ 组与对照组间无明显差异（χ
２＝

０．５０６，犘＞０．０５）；ＣＲＣ组的阳性检出率明显高于ＡＡ组（χ
２＝

４．３４０，犘＜０．０５）。
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２．３　ＭＳＨＲＭ和ＦＯＢＴ的诊断性能比较　在病例组中，ＭＳ

ＨＲＭ和ＦＯＢＴ的诊断敏感性分别为８０．８％（４２／５２）和２５．０％

（１３／５２），前者显著高于后者（χ
２＝３２．４５４，犘＜０．０５）；在对照组

中，两者的诊断特异性分别为９３．３％（２８／３０）和９６．７％（２９／

３０），两者之间无明显差异（χ
２＝０．０００，犘＞０．０５），见表１。

表１　　３组中狏犻犿犲狀狋犻狀基因甲基化状态［狀（％）］

组别 狀 狏犻犿犲狀狋犻狀甲基化阳性 ＦＯＢＴ阳性

ＣＲＣ组 ２７ ２２（８１．５） １０（３７．０）

ＡＡ组 ２５ ２０（８０．０） ３（１２．０）

对照组 ３０ ２（６．７） １（３．３）

３　讨　　论

近年来我国ＣＲＣ发病率呈升高趋势，早期诊断是改善其

预后的关键，筛查可以提高早期诊断率。与粪便潜血和肠镜相

比，粪便ＤＮＡ检测具有诸多优势，并被列入美国结直肠癌筛

查指南的供选方法。除廉价外，粪便ＤＮＡ检测几乎继承了粪

便潜血检测所有优点，而且具有更好的检测性能，检测ＣＲＣ的

敏感性达５２％～９１％，特异性达９１％～９７％
［３］；更重要的是腺

瘤检出率更高，能有效地降低ＣＲＣ的发病率。粪便ＤＮＡ与

粪便潜血单独检测 ＡＡ 的敏感性分别是１８％和１０％（犘＜

０．０５），特异性相当，分别是９４％和９５％
［３］。此外，粪便ＤＮＡ

只需１次大便采样
［５，１１１２］；它不受大肠肿瘤部位的影响［１３］；

ＤＮＡ来源于大肠局部肿瘤本身，而且癌细胞的脱落量大，加上

逃避了细胞凋亡，其ＤＮＡ仍保持完整，这些都无形中提高了

检测的灵敏度［３，５，１４］。

在ＣＲＣ筛查的粪便ＤＮＡ分子标记中，目前存在着一种

以甲基化标记取代基因突变标记的趋势［５］。Ｂｏｓｃｈ等
［５］总结

近１０年关于ＣＲＣ粪便ＤＮＡ标记物的研究发现，单个甲基化

标记检测能达到与一组基因突变标记相当的性能。以基因突

变作为粪便ＤＮＡ筛查标记，其特异性和敏感性均不能满足

ＣＲＣ筛查的要求，检测ＣＲＣ的敏感性为２５％～７３％，检测大

肠腺瘤的敏感性为１５％～１７％，特异性为９４％～９６％；而以单

个基因甲基化为粪便 ＤＮＡ 筛查标记，检测 ＣＲＣ敏感性达

３８％～９４％，检测大肠腺瘤的敏感性为３１％～７０％，特异性为

７９％～１００％
［５］。因此，基因甲基化是筛查ＣＲＣ较理想的生物

标记。在众多ＣＲＣ早期筛查的粪便ＤＮＡ甲基化标记中，狏犻

犿犲狀狋犻狀是研究比较成熟并被充分证实具有很好检测性能的基

因［１５］。有研究表明，狏犻犿犲狀狋犻狀基因在组织样本中进行甲基化

分析，检测ＣＲＣ和腺瘤的灵敏度分别是５３％～８３％和５０％～

８４％
［１２，１５］；通过粪便狏犻犿犲狀狋犻狀基因甲基化分析检测 ＣＲＣ和

ＡＡ的敏感性也分别达８１％和８３％，特异性为８２％
［１６］。然

而，目前常用基因甲基化检测技术难以满足便捷、经济、安全高

效的大规模筛查要求，急需寻求更理想的检测技术。

ＭＳＨＲＭ是表观遗传学中检测 ＣｐＧ位点的最新技术。

它主要是根据ＤＮＡ序列的长度、ＧＣ含量、碱基互补性差异和

特定饱和染料可以插入ＤＮＡ双链中的特性，应用高分辨率的

熔解曲线对样品进行分析，通过比较曲线的熔解温度和峰形，

在一系列的ＣｐＧ位点中，检测出单个甲基化的发生，也可以对

平均甲基化水平进行分析，是一种ＰＣＲ后闭管操作技术，无需

序列特异性探针及ＰＣＲ后继分管处理，具有高通量、无污染、

操作简便快捷、灵敏度高、重复性好、成本低、不受检测位点局

限等优势［９１０］。有研究发现，ＭＳＨＲＭ 检测ＣＲＣ患者外周血

中ＡＫＡＰ１２基因启动子甲基化的敏感性为４８．０％，特异性为

９８．０％
［７］；检测ＣＲＣ组织中 ＭＧＭＴ基因甲基化的敏感性为

４２．４％，特异性为９１．０％
［８］。这些研究都证实 ＭＳＨＲＭ检测

基因甲基化具有性能好、可靠、快捷、成本低等优势。与血液、

组织不同，粪便中人ＤＮＡ含量极低，其平均浓度为１００ｎｇ／ｇ，

大约只占总粪便ＤＮＡ的０．０１％，其他微生物和食物ＤＮＡ却

占９９．９９％；而且粪便中的人ＤＮＡ还包括来自正常大肠黏膜

的ＤＮＡ
［１７］。因此，从粪便中检测人基因甲基化对检测技术要

求更高。

本研究应用 ＭＳＨＲＭ 技术检测粪便中狏犻犿犲狀狋犻狀基因的

甲基化状态来筛查大肠肿瘤，在ＣＲＣ和 ＡＡ组中的诊断敏感

性分别为８１．５％和８０．０％，在对照组中的诊断特异性为

９３．３％，诊断敏感性和特异性都在目前国外研究报道的范围内

（ＣＲＣ和ＡＡ诊断敏感性分别为３８．０％～８６．０％和１５．０％～

８３．０％，诊断特异性为７３．０％～１００．０％）
［５，１２，１６］，且比较理想。

ＦＯＢＴ具有操作简便、价格低廉、非侵入性等优点，是目前筛查

ＣＲＣ最常用的方法，但它敏感性和特异性欠佳。本研究中

ＦＯＢＴ对ＣＲＣ和ＡＡ的诊断敏感性分别为３７．５％和１２．０％，

这与国外相关研究报道相近［３］，却明显低于笔者用 ＭＳＨＲＭ

检测基因甲基化对ＣＲＣ和ＡＡ的诊断敏感性。两种方法的特

异性无明显差异。研究已经证实，绝大多数ＣＲＣ是从癌前病

变演变而来，遵循“早期腺瘤进展期腺瘤癌”的癌变模式
［１８］。

对腺瘤尤其是ＡＡ进行检测并及时处理，不仅可以降低ＣＲＣ

的病死率，还可以降低其发病率，因此，腺瘤才是预防筛查的真

正目标。但是目前最常用的ＣＲＣ筛查方法ＦＯＢＴ对腺瘤的检

出率太低［３，１３］，对ＣＲＣ的发病率影响较小。本试验ＦＯＢＴ在

ＡＡ组中的阳性率也只有１２．０％，与对照组无明显差异。而

ＭＳＨＲＭ技术对ＡＡ的检出率却能达到８０．０％，与ＣＲＣ的检

出率相近。此外，ＦＯＢＴ还易受饮食及痔疮、炎症性肠病等其

他疾病的影响，而 ＭＳＨＲＭ 方法不受饮食影响。显然，应用

ＭＳＨＲＭ检测粪便中基因甲基化有望取代 ＦＯＢＴ 而作为

ＣＲＣ筛查的手段。

然而，研究发现狏犻犿犲狀狋犻狀基因并不只是在大肠肿瘤中发

生甲基化，它还与很多肿瘤的发生、发展及预后相关，比如乳腺

癌等［１９］。更重要的是它在上消化道肿瘤中也有很高的检出

率，甚至可以作为筛查上消化道肿瘤的生物标记［２０］。因此还

需要对通过狏犻犿犲狀狋犻狀基因甲基化检测筛查出来的ＣＲＣ患者进

行肠镜等其他检查方法以进一步确诊。和ＦＯＢＴ结果受其他

疾病影响一样，这并不影响对应用 ＭＳＨＲＭ技术来筛查ＣＲＣ

的性能评估。
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地佐辛芬太尼联合用药组镇痛效果略优于单用芬太尼组。而

地佐辛与芬太尼联合使用产生的镇痛效果较单用芬太尼者略

强，但差异也无统计学意义（犘＞０．０５）。由于地佐辛不产生典

型的ｕ受体依赖，可使胃肠平滑肌松弛、减少恶心呕吐的发生

率［１３１５］。结果显示，地佐辛联合芬太尼组患者恶心呕吐、尿潴

留、皮肤瘙痒、头痛头晕、嗜睡等不良反应发生率明显低于单用

芬太尼组患者（犘＜０．０５）。

综上所述，地佐辛联合芬太尼静脉镇静镇痛完全可以满足

超声消融治疗的需要，治疗中血流动力学稳定，治疗结束后镇

痛时间长，同时呼吸抑制、恶心呕吐等不良反应少，值得临床

推广。
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