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要"目的
!

探讨非小细胞肺癌"

RZQ-Q

%患者血清中
;5,8$%+F

的表达水平变化及其在
RZQ-Q

辅助诊断和疗效评估中的

临床应用价值&方法
!

采用实时荧光定量
#Q,

法检测
$(%

例
RZQ-Q

患者'

'+

例肺部良性疾病患者和
'%

例健康对照者血清中

;5,8$%+F

的表达量&结果
!

RZQ-Q

患者化疗前血清中
;5,8$%+F

的表达水平明显高于健康人和肺部良性疾病组"

G

&

(&(+

%$血

清
;5,8$%+F

在
)

期
k

,

期中的表达水平显著高于
*

期
k

(

期"

G

&

(&($

%&与化疗前比较!晚期
RZQ-Q

患者化疗
%

个周期后!血

清中
;5,8$%+F

的表达量明显降低"

G

&

(&(+

%&结论
!

血清
;5,8$%+F

的检测对于
RZQ-Q

的辅助诊断和化疗疗效评价有一定的

临床应用价值&
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肺癌是最常见的恶性肿瘤之一#其病死率居各种恶性肿瘤

之首)

$

*

'每年大概有
$%(

万新发肺癌病例#其中约
/+3

!

*(3

是非小细胞肺癌$

RZQ-Q

&#其
+

年存活率仅为
$+3

!

%(3

)

%

*

'大约
/+3

肺癌患者在临床确诊时就已经属于晚期#

失去了手术治疗时机#肺癌的早期诊断和早期治疗是降低肺癌

病死率的关键)

)

*

'

;5,R!

是一类内源性高度保守的长度为

$*

!

%'

个核苷酸的非编码单链
,R!

分子#这些
;5,R!

通常

靶向一个或多个
;,R!

#主要通过转录后机制调控靶基因的

翻译或表达#在细胞的增殖(凋亡(肿瘤的发生(发展等多种生

理和病理过程中发挥重要作用)

'

*

'随着对
;5,R!

的深入研

究#发现其可能成为新的肺癌早期诊断和癌症进程相关的标记

物#有助于疾病的辅助诊断及疗效监测)

+

*

'本文重点研究

RZQ-Q

患者血清中
;5,8$%+F

的表达水平变化#评价其对

RZQ-Q

辅助诊断和化疗疗效评估方面的临床应用价值'

@

!

资料与方法

@&@

!

一般资料
!

%($%

年
$$

月至
%($)

年
$(

月首都医科大学

附属北京胸科医院收治的初治
RZQ-Q

患者
$(%

例#其中男
+'

例(女
'*

例#平均年龄$

+(&$0/&*

&岁'所有患者全部经细胞

学或组织学确诊#既往未进行放疗或化疗'肺部良性疾病患者

为首都医科大学附属北京胸科医院收治确诊的肺结核或肺炎

患者
'+

例#健康对照组为北京胸科医院体检健康职工
'%

例#

无高血压(高血脂(糖尿病等疾病'

@&A

!

标本采集
!

用带血清分离胶的真空采血管收集
RZQ-Q

患者(肺部良性疾病患者和健康者空腹静脉血
';-

'所有标

本经
'(((=

"

;57

离心后分离出血清#

L*(e

冻存#集中进行

检测'

@&B

!

方法

@&B&@

!

血清标本
;5,R!

提取
!

按照天根生化科技有限公司

生产的
;5,R!

提取分离试剂盒$

_#+($

&的操作程序提取所有

血清标本
;5,R!

'包括裂解(旋涡振荡(离心(氯仿
8

无水乙醇

抽提(吸附柱吸附(漂洗等步骤#获得的
;5,R!

溶液于
L*(e

保存备用'

@&B&A

!

;5,R!

分子
)i

端
B

9C

G

$

!

&化及逆转录
!

按照天根生

化科技有限公司生产的
;5,R!

逆转录
D_R!

合成试剂盒的

操作程序进行#

;5,R!

分子
)i

端
B

9C

G

$

!

&化反应为
%(

%

-

体

系#

B

C9

G

$

!

&已修饰的
;5,R!

逆转录反应为
$$&+

%

-

体系'

@&B&B

!

实时荧光定量
#Q,

!

以合成的
D_R!

为模板#应用

;5,R!

荧光定量
#Q,

$

Z

G

F= =̀??7

&试剂盒进行实时荧光定量

#Q,

#同时以
;5,8$2

作为内参照'

;5,R!

荧光定量
#Q,

反应

为
%(

%

-

体系#

#Q,

反应循环条件!

1'e

预热
%;57

#

1'e%(6

#

2(e)'6

#共进行
'+

个循环'

;5,8$%+F

的相对表达量用
%

L

-

Q@

表示#各样本的
#

Q@

值
g

$目的基因
Q@

值
L

内参基因
Q@

值&'

@&C

!

统计学处理
!

应用
Z#ZZ$/&(

软件进行统计学分析#计

量资料以中位数$四分位数&表示#多组间血清
;5,8$%+F

相对

表达量比较采用
]=:6b<C\<CC56

检验#两组之间比较采用

W<778\A5@7?

G

B

检验#

G

&

(&(+

时为差异有统计学意义'通

过受试者操作特征曲线$

,[Q

&分析
;5,8$%+F

表达水平对

RZQ-Q

诊断的敏感性和特异性'

+

+((%

+

国际检验医学杂志
%($+

年
/

月第
)2

卷第
$'

期
!
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!

V:C

G

%($+

!

X9C&)2
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R9&$'
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!

结
!!

果

A&@

!

血清
;5,8$%+F

相对表达量检测结果
!

如表
$

所示#

RZQ-Q

患者化疗前血清中
;5,8$%+F

的表达量显著高于健康

对照组和肺部良性疾病组#差异有统计学意义$

G

&

(&(+

&%健

康对照组和肺部良性疾病组血清中
;5,8$%+F

的表达量差异无

统计学意义$

G

$

(&(+

&'血清
;5,8$%+F

在
)

期
k

,

期中的表

达水平显著高于
*

期
k

(

期#差异有统计学意义$

G

&

(&(+

&%

血清
;5,8$%+F

在腺癌中的表达水平显著高于鳞癌#差异有统

计学意义$

G

&

(&(+

&'

表
$

!!

血清
;5,8$%+F

相对表达量
W

#

a,

$

组别
$ ;5,8$%+F

表达量
. G

健康人
'% (&++

$

(&(*

!

$&%%

&

肺部良性疾病
'+ (&+/

$

(&(1

!

$&%*

&

(&)(%

(&/2%

<

RZQ-Q $(% (&1*

$

(&$)

!

%&%1

&

%&%(/

(&(%/

F

*

期
k

(

期
)2 (&21

$

(&$$

!

$&'+

&

)

期
k

,

期
22 $&%*

$

(&)$

!

%&1%

&

%&***

(&(('

I

鳞癌
+/ (&/2

$

(&$%

!

$&/'

&

腺癌
'+ $&$1

$

(&%%

!

%&2'

&

%&$/2

(&()

D

!!

<

!

G

$

(&(+

肺部良性疾病与健康对照组比较%

F

!

G

&

(&(+RZQ-Q

组与健康对照组比较%

D

!

G

&

(&(+

腺癌与鳞癌比较%

I

!

G

&

(&($

)

期
k

,

期与
*

期
k

(

期比较'

A&A

!

血清
;5,8$%+F

对
RZQ-Q

检测的敏感性(特异性
!

如表
%

所示#血清
;5,8$%+F

对腺癌检测的敏感性明显高于鳞癌#差异

有统计学意义$

G

&

(&(+

&%血清
;5,8$%+F

对
)

期
k

,

期
RZQ-Q

检

测的敏感性明显高于
*

期
k

(

期#差异有统计学意义$

G

&

(&($

&'

表
%

!!

;5,8$%+F

对
RZQ-Q

检测的敏感性'特异性#

3

$

组别
$

敏感性$

3

&特异性$

3

&

&

%

G

RZQ-Q $(% +%&1 *%&$

*

期
k

(

期
)2 ))&) *$&'

)

期
k

,

期
22 2)&2 *)&% *&+*2

(&(()

F

鳞癌
+/ ')&1 *$&%

腺癌
'+ 2'&' *)&/ '&%//

(&()1

<

!!

<

!

G

&

(&(+

腺癌与鳞癌比较%

F

!

G

&

(&($

)

期
k

,

期与
*

期
k

(

期

比较'

A&B

!

晚期
RZQ-Q

患者化疗后血清中
;5,8$%+F

的表达量变

化
!

如表
)

所示#与化疗前比较#晚期$

)

期
k

,

期&

RZQ-Q

患

者化疗
%

个周期后#血清中
;5,8$%+F

的表达量明显降低#差异

有统计学意义$

G

&

(&(+

&'

表
)

!!

RZQ-Q

患者化疗前'化疗后血清中
;5,8$%+F

!!!

的表达量
W

#

a,

$

组别
$ ;5,8$%+F

表达量
. G

化疗前
22 $&%*

$

(&)$

!

%&1%

&

化疗后
%

个周期
22 (&*+

$

(&$)

!

%&$2

&

%&+''

(&($$

<

!!

<

!

G

&

(&(+

与化疗前比较'

A&C

!

RZQ-Q

患者血清
;5,8$%+F

的
,[Q

曲线分析
!

应用

,[Q

分析
$(%

例
RZQ-Q

患者(

'+

例肺部良性疾病患者和
'%

名健康人血清中
;5,8$%+F

的表达量在
RZQ-Q

诊断中的敏感

性和特异性#分析结果显示
;5,8$%+F

最佳相对表达量的临界

值为
(&'+

#其敏感性为
+%&13

#特异性为
*%&$3

#曲线下面积

$

!.Q

&为
(&/+2

'

B

!

讨
!!

论

目前大量的研究结果表明#特异性的
;5,R!

在肿瘤的发

生发展过程中起着.致癌
;5,R!

/和.抑癌
;5,R!

/的不同作

用)

2

*

'另外#由于血清中内源性
,R!

酶对
;5,R!

不起作用#

使得
;5,R!

在血清中可以稳定表达#提示
;5,R!

可以作为

潜在的特异性肿瘤标志物)

/

*

'由于血清
;5,R!

作为肿瘤标

志物具有创伤小(取材便捷等优点#因此
;5,R!

在癌症中被

认为是新一代的循环肿瘤标志)

*

*

'陈飞等)

1

*的研究发现#

RZQ-Q

患者血清中
;5,8%$

的表达量明显高于对照组#而
-?@8

/

的表达量明显低于对照组'

P?77?66?

G

等)

$(

*的研究结果发

现#血清
;5,8$+F

和
;5,8%/F

在
RZQ-Q

和健康对照组中的表达

有明显差异#其敏感性为
*'3

#特异性为
$((3

'但是#关于血

清
;5,8$%+F

在
RZQ-Q

患者中的表达情况方面却未见报导'

本研究应用实时荧光定量
#Q,

法检测了
RZQ-Q

患者化

疗前后血清中
;5,8$%+F

的表达情况'研究结果显示#

RZQ-Q

患者化疗前血清中
;5,8$%+F

的表达量明显高于肺部良性疾病

组和正常人组#差异有统计学意义$

G

&

(&(+

&#表明血清
;5,8

$%+F

对于
RZQ-Q

的辅助诊断和鉴别诊断有一定的临床意义'

肺癌组经病理分型后#血清
;5,8$%+F

在腺癌中的表达水平以

及对腺癌检测的敏感性均明显高于鳞癌$

G

&

(&(+

&#表明血清

;5,8$%+F

对肺腺癌的辅助诊断更具有临床价值'本研究结果

还发现#血清
;5,8$%+F

在晚期
RZQ-Q

$

)

期
k

,

期&中的表达

水平和检测的敏感性明显高于早期
RZQ-Q

$

*

期
k

(

期&

$

G

&

(&($

&#原因可能是因为
RZQ-Q

越晚期#癌组织坏死和凋

亡后溶解释放到血液中的
;5,8$%+F

就越多所致'另外#血清

;5,8$%+F

对早期
RZQ-Q

检测的敏感性为
))&)3

#特异性为

*$&'3

#表明血清
;5,8$%+F

对
RZQ-Q

的早期诊断也可能同

样具有一定的临床意义'

肿瘤标志物最重要的作用之一是疗效评价'本研究结果

显示#与化疗前比较#晚期$

)

期
k

,

期&

RZQ-Q

患者化疗
%

个

周期后#血清中
;5,8$%+F

的表达量明显降低$

G

&

(&(+

&'表

明血清
;5,8$%+F

对于晚期
RZQ-Q

化疗疗效评估有一定的临

床参考价值'

R56A5I<

等)

$$

*的研究发现#

;5,8$%+F

在大肠癌患

者组织中的表达量明显升高'

W<=8!

K

:5C<=

等)

$%

*的研究证实#

;5,8$%+F

在乳腺癌组织中的表达量显著高于癌旁组织'本研

究应用
,[Q

曲线得出血清
;5,8$%+F

的敏感性为
+%&13

#特

异性为
*%&$3

#

!.Q

为
(&/+2

#进一步支持了血清
;5,8$%+F

作为
RZQ-Q

的肿瘤标志物有一定的可行性'

总之#本研究结果显示#血清
;5,8$%+F

对
RZQ-Q

有较好

的辅助诊断价值#并能够反映实际化疗效果#值得进一步的深

入研究'未来可能通过检测一种或几种血清
;5,R!

来对肺

癌患者进行初筛#将是对目前肺癌辅助诊断方法和疗效评估的

一个重要的补充'
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验证#作为参比系统#

f

&(

N?Db;<7!.+'%$8$.75@%

$比较系统

$̂

&(

N?Db;<7 !.+'%$8% .75@$

$比 较 系 统
%̂

&(

N?Db;<7

!.+'%$8%.75@%

$比较系统
)̂

&(

N?Db;<7!.+*$$

$比较系统

'̂

&'

@&B

!

方法

@&B&@

!

精密度评价
!

NU[8,!_

生化分析质控品高值(低值
%

个浓度#每天分析
$

个批次#

%

个浓度#每个浓度重复测定
'

次#连续测定
+

天'根据公式计算
Z

批内(

DS

批内(

Z

批间(

DS

批间#参

照各项目
Q-U!i**

总
"Y<

#批内精密度采用
$

"

'"Y<Q-U!i**

要求#批间精密度采用
$

"

)"Y<Q-U!i**

要求#判断精密度是否

可接受#若均小于验证值#厂家声明的批内精密度(批间精密度

通过验证'

@&B&A

!

f

(

$̂

(

%̂

(

)̂

(

'̂

血脂
2

项可比性分析
!

每半年执行

一次比对#收集患者血清
%(

份#

+

套检测系统分别同时检测
+

个

样本#连续检测
'

天#完成这
%(

份标本的检测%分别计算平均偏

倚(回归分析#比较偏倚采用
$

"

%Q-U!i**

#若比较评估的系统误

差$

ZY

&或预期的偏倚小于
$

"

%"Y<

#认为检测系统间的系统误差

或相对偏差属临床可接受范围'操作者应充分熟练掌握仪器的

操作程序(保养程序(样本准备方法(校准以及检测程序'

@&B&B

!

不确定度的评估
!

检验人员对
%

个浓度的质控品进行

%(

次$批内(批间&的重复检测#得到随机效应引起的相对标准

不确定度的平方!

.=

%

$

=<7

&

g.=

%

$

DS

批内&
k.=

%

$

DS

批间&%得到

系统效应引起的相对标准不确定度!

.=

$

6

G

6

&

gZ=

$

F5<6

&多次

质评结果的相对标准偏倚$

F5<63

&'

.D=

%

g.=

%

$

=<7

&

k.=

%

$

6

G

6

&此为
!

类评定'确定校准品赋值的标准不确定度
.D<C

#

来源于校准品厂家提供的说明书#

.D<Cg.D<C

"扩展因子#此为

N

类 评 定' 计 算 合 成 相 对 不 确 定 度!

.=

%

$

5#$

&

k.=

%

$

9

A

9

&

k.=D<C槡 %

#扩展相对不确定度
%.D=

#扩

展因子
bg%

$

1+3

的置信水平#

bg%

&'计算合成不确定度!$

F

&#

扩展不确定度
%.D

#扩展因子
bg%

$

1+3

的置信水平#

bg%

&'

A

!

结
!!

果

A&@

!

精密度验证结果
!

+

套检测系统每两个浓度不平的批内

和批间$天间&精密度均符合要求#可被接受#见表
$

$见,国际

检验医学杂志-网站.论文附件/&'

A&A

!

可比性分析结果
!

+

套检测系统血脂
2

项检测结果一

致#

5

%

$

(&1+

#可比#见表
%

$见,国际检验医学杂志-网站.论文

附件/&'

A&B

!

不确定度评估结果
!

血脂
2

项
%

个水平浓度的扩展相对

不确定度(扩展不确定度#见表
)

$见,国际检验医学杂志-网站

.论文附件/&'

B

!

讨
!!

论

结果准确性与及时性是评价检验质量的两大指标#同一实

验室内多套检测系统能极大缩短
"!"

#控制多套检测系统准

确性及同一项目结果的一致性是室内质量控制指标#同时也提

高了检测项目对临床诊断与治疗的能效'

精密度(可比性分析通常采用
Y#1!%

或
Y#$+!%

方案进行

评价#由于本科室采用的是原装配套试剂(试剂配套校准品#为

.

!k!k!

/分析模式#综合实际工作$多套检测系统与工作量&

与评价成本#本研究选用
Y#$+!%

验证(分析室内
+

套检测系统

的不精密度及同一项目检测结果的一致性'

+

套检测系统
"̀

(

"QP[

(

P_-8Q

(

-_-8Q

(

!#[!$

(

!#[N

批内不精密度均
&

$

"

'"Y<

#批间$天间&不精密度均
&

$

"

)"Y<

#与参比系统
f

相比较#

相同项目
$̂

(

%̂

(

)̂

(

'̂

检测系统测定结果相关回归分析#

5

%

$

(&1+

#说明检测样本浓度分布合理#结果一致具有可比性'

不确定度是对正确结果正确性的可疑程度#表征被测量之

值的分散性#提供了在一定包含概率中真值存在的区间#正确

评估实验室测量不确定度能客观反映测量结果的可靠性)

$

*

#但

目前国内实验室广泛使用多种品牌自动化生化分析仪#其不确

定度来源比一般的化学测量实验室更复杂#主要有!不精密度(

校准品测量不确定度(基体效应(试剂(校准品和参考物质的批

间差(不同操作者(仪器维护(环境变化$如温度(湿度&等)

%

*

#科

学地选择适宜自已实验室的评估方式尤其重要'目前常用的

有两种方法!自下而上的方法$

F9@@9;8:

B

&即
.̀W

模式办

法)

)8+

*

#自上而下的方法$

@9

B

8I9J7

&'其中自上而下的方法是

在控制不确定度来源或程序的前提下评定#典型方法是依据特

定方案$正确度评估和校准方案&的试验数(

aQ

数据或方法验

证试验数据进行的#常规医学实验室常将这两者与系统误差和

随机误差相联系'本实验室采用利用校准品不确定度(基于室

间质评等数据评估血脂
2

项的不确定度#这种评定方式可行#

大大减少了评估测量不确定度的工作量'各项测量不确定度

的评估将会为实验室的质量改进工作提供依据#努力改进主要

影响因素来降低测量不确定度'
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