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检测的实时荧光定量聚合酶链反应

"
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#方法!分析自建方法的临床应用价值$方法
!

采用
49(

方法扩增肿瘤型
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片段"
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#!纯化后采用
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克隆

法转入
4X?!3

载体!构建重组质粒$以重组质粒为模板!建立实时荧光定量
49(

检测方法!评价自建方法的敏感性%特异性和

重复性$选择
+,)*

年
)

月至
+,):

年
:

月确诊的结直肠癌患者
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例!同期体检健康者
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例!采用自建方法对受试者粪便和血

清标本进行肿瘤型
?+!4=QR7

检测!并与酶联免疫吸附法肿瘤型
?+!4=

检测结果进行比较$结果
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测序结果证实重组质粒构

建成功$自建方法检测肿瘤型
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!对肌肉型
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和
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型丙酮酸激酶"
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检测结果为阴性!批内及批间变异系数为
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$实时荧光定量
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检测患者粪便标本肿瘤型
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阳性率为
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检测肿瘤型
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阳性率为
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$粪便和血清标本肿瘤型
?+!4=QR7

实时荧光定量法检测结果与肿瘤

病理分期密切相关$结论
!

本研究建立的实时荧光定量
49(

法适用于结直肠癌患者粪便标本肿瘤型
?+!4=QR7

检测!具有特

异性强%灵敏度高的特点!可用于结直肠癌早期诊断$
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结直肠癌是严重影响人体健康的常见恶性肿瘤之一#在肿

瘤疾病中发病率和病死率均排第三位#发病率增年增加#且发

病年龄呈年轻化趋势'

)!+

(

)目前#尚缺乏高敏感性*高特异性*

高依从性*低费用的结直肠癌筛查方法)有研究表明#采用粪

便标本筛查结直肠癌具有较好的临床便利性#而传统粪便潜血

试验对结直肠癌的筛查敏感性和特异性均较低'

-

(

)因此#寻找

新的高敏感性*高特异性粪便肿瘤标志物以筛查结直肠癌十分

必要)肿瘤型
?+

丙酮酸激酶$

?+!4=

%是结直肠癌组织中高

度表达的肿瘤标志物'

*

(

)分子生物学方法#如实时荧光定量聚

合酶链反应$

49(

%技术#可用于粪便标本
QR7

检测#且具有

较高的特异性和灵敏度'

>

(

)本研究建立了适用于粪便标本肿

瘤型
?+!4=QR7

检测的实时荧光定量
49(

方法#并分析了

该检测方法在结直肠癌筛查中的应用价值)现将研究结果报

道如下)
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资料与方法
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一般资料
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于粤北人民医院经组织病理学检查确诊的结

直肠癌患者
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例$患者组%#年龄
-*

"
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岁#男
))*

例*女
.:

例)同期体检健康者
),,

例纳入正常对照组#年龄
->

"

:>

岁#

男
:,

例*女
*,

例)两组研究对象性别构成*年龄等一般资料

比较差异无统计学意义$
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方法
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标本
!

采集和处理采用肛拭子采集所有研究对象粪便

标本#

),'%&

内采用纳米磁珠法提取
QR7

#经
R1&#QE#

D

紫外

分光光度计$美国赛默飞世尔公司%测定
QR7

浓度和纯度后#

a.,^

保存备用)同时采集外周血标本#分离血清后采用相

同方法提取*测定和保存
QR7

)

@;A;A

!

引物和探针合成
!

根据
XC&C51&P

数据库肿瘤型
?+!

4=

全基因组序列#设计特异引物与探针#由上海生物工程有

限公司合成)引物序列!正向引物
>V!3X7 X9X9XX937

97X933!-V

#反向引物
>V!399337 73X3979X979X

7333!-V

)探针序列!

>V!79979979XX99X7X9XX!-V

)

@;A;B
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构建肿瘤型
?+!4=

质粒
!

采用实时荧光定量
49(

法

$实时荧光定量
49(

仪购自美国伯乐公司%扩增
):+K

D

的片

段#纯化后采用
37

克隆法导入
4X?!3

载体#构建重组质粒)

@;A;C

!

重组质粒鉴定及检测方法建立以构建的重组质粒为模

板#优化最佳反应条件和反应体系#建立最优化的实时荧光定

量
49(

方法)实时荧光定量
49(

反应体系!

49(

缓冲液
),

#

8

#

Te31

U

!/6

酶
,;+

#

8

#引物
,;.

#

8

#探针
,;*

#

8

#模板

(R7+;,

#

8

#以无菌双蒸水补充总体积至
+,

#

8

)反应条件!

*+^>'%&

#

@>^),B

*

@>^>B

*

:,^-,B

循环
*,

次#

:,^

),'%&

)采用凝胶成像仪$美国伯乐公司%对扩增产物进行琼

脂糖电泳#采用琼脂糖凝胶回收试剂盒回收
49(

产物#由上海

生工生物技术有限公司进行
49(

产物测序)
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实时荧光定量
49(

检测方法学评价
!

采用建立的实

时荧光定量
49(

法检测患者及健康者标本#评价其灵敏性$滴

度稀释法%*特异性和重复性#同时与酶联免疫吸附法$

T8Y67

%

粪便标本
?+!4=

检测结果进行比较#评价其应用价值)

@;B

!

统计学处理
!

采用
6466)@;,

软件进行数据处理和统计

学分析)计量资料以
Of'

表示#计数资料以百分率表示)粪

便和血清肿瘤型
?+!4=QR7

拷贝数及阳性率比较分别采用

非参数检验$

=EIBP10!2100%B

检验%和卡方检验)非正态分布计

量资料组间比较采用两独立样本秩和检验)其他计数资料组

间比较采用卡方检验)

(

$

,;,>

为比较差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A;@
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敏感性分析
!

将肿瘤型
?+!4=

标准
QR7

稀释至拷贝

数分别为
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#以其作为模

板进行荧光定量
49(

检测)所建立的标准曲线显示#采用荧

光定量
49(

方法可检出浓度为
),G#

DL

"

'8

的
?+!4=QR7

)

标准品
QR7

拷贝数与循环阈值$

9"

%的相关系数$

)

+

%为

,;@@@

)
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特异性分析
!

采用建立的实时荧光定量
49(

方法检测

肿瘤型
?+!4=QR7

*肌肉型
?+!4=QR7

和
?)

丙酮酸激酶

$

?)!4=

%

QR7

#结果显示肿瘤型
?+!4=QR7

检测荧光信号

较强#肌肉型
?+!4= QR7

和
?)!4= QR7

检测未见荧光

信号)

A;B

!

重复性分析
!

将肿瘤型
?+!4=

标准
QR7

稀释至拷贝

数分别为
),

<

*
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:

*
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*
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*

*
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-

*

),

+

*

),G#
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#采用建立的

实时荧光定量
49(

方法进行同批次及不同批次检测#计算
9"

值变异系数$

IR

%#结果显示批内
IR

为
,;-]

"

);-]

#批间

IR

为
);)]

"

+;@]

)
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!

粪便及血清肿瘤型
?+!4=

检测结果
!

用建立的实时荧

光定量
49(

方法对结直肠癌患者及健康者粪便和血清标本进

行肿瘤型
?+!4=QR7

检测#结果显示#患者标本粪便和血清

标本检测阳性率分别为
@+;>,]

和
.<;,,]

#二者比较差异有

统计学意义$

(

$

,;,>

%)

T8Y67

方法检测患者粪便标本肿瘤

型
?+!4=

阳性率为
.,;,,]

#与实时荧光定量
49(

检测阳性

率比较差异有统计学意义$

(

$

,;,>

%)不同方法检测结果见

表
)

)

表
)

!!

不同方法肿瘤型
?+!4=

检测结果#

]

$

评价指标
实时荧光定量

49(

粪便 血清

T8Y67

粪便 血清

灵敏度
@+;)-

"&

.@;.< <@;,< :<;<*

特异度
@-;,+

"&

..;+* <.;:: :>;)>

阳性预测值
..;,, <@;,, .:;,, :+;,,

阴性预测值
.:;,, .>;,, <>;,, ::;,,

阳性率
@+;>,

"&

.<;,,

"

.,;,, :*;,,
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注!与相同标本
T8Y67

检测结果比较#

"

(

$

,;,>

&与血清标本实

时荧光定量
49(

检测结果比较#

&

(

$

,;,>

)

A;D

!

不同肿瘤病理分期患者检测结果
!

患者组粪便及血清标

本肿瘤型
?+!4=T8Y67

和实时荧光定量
49(

检测结果均数

高于对照组#且不同病理分期组检测结果亦高于对照组$

(

$

,;,>

%)患者组粪便标本肿瘤型
?+!4=QR7

实时荧光定量

49(

检测结果高于血清标本检测结果$

(

$

,;,>

%#二者水平与

结直肠癌患者病理分期密切相关&不同病理分期患者粪便标本

和血清标本肿瘤型
?+!4=

水平比较差异有统计学意义$

(

$

,;,>

%#病理分期较晚的患者肿瘤型
?+!4=QR7

水平更高)
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检测结果变化趋势与实时荧光定量
49(

检测结果一

致)结直肠癌不同病理分期患者肿瘤型
?+!4=

检测结果见

表
+

)

表
+

!!

结直肠癌不同病理分期患者肿瘤型
?+!4=

检测结果

组别
0
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W

"
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%

粪便 血清

实时荧光定量
49(

$

G#

DL

"
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%
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"&

.;,-f);+:

"
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"
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注!与对照组相同方法相同标本检测结果比较#

"

(

$

,;,>

&与相同方法血清标本检测结果表#

&

(

$

,;,>

)

B

!

讨
!!

论

?+!4=

作为丙酮酸激酶同工酶之一#在正常细胞中主要

以微量的四聚体形式存在#而肿瘤细胞由于合成代谢的需要#

?+!4=

大量表达#并主要以二聚体形式存在#以二聚体形式的

?+!4=

称为肿瘤型
?+!4=

'

:

(

)

TM10J

等'

<

(的研究结果显示#

T8Y67

检测粪便
?+!4=

灵敏度为
<<;@]

#特异度为
<*;-]

"
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:

(对
+*<

例消化道肿瘤患者进行血清肿瘤

型
?+!4=

检测#结果显示消化道肿瘤患者血清肿瘤型
?+!4=

水平高于健康者$

(

$

,;,>

%#其诊断特异度为
.:]

#灵敏度为

<@]

)本研究采用
T8Y67

方法检测结直肠癌患者粪便标本肿

瘤型
?+!4=

阳性率为
.,;,,]

#血清标本阳性率为
:*;,,]

#

略低于国外学者的报道)虽然上述研究提示
T8Y67

检测结直

肠癌患者粪便和血清肿瘤型
?+!4=

有一定的特异性和敏感

性#但同时也存在假阳性或假阴性结果#不适用于结直肠癌早

期诊断'

.!@

(

)

实时荧光定量
49(

具有较高的灵敏度*特异度#可实现快

速定量检测#因此临床应用较为广泛#尤其适用于肿瘤相关基

因检测'

@!),

(

)本研究采用自建实时荧光定量
49(

方法检测

+,,

例结直肠癌患者粪便标本肿瘤型
?+!4=QR7

#检出阳性

).>

例#阳性率为
@+;>,]

#特异度和灵敏度分为
@-;,+]

和

@+;)-]

&相同标本
T8Y67

方法检出阳性
):,

例#阳性率为

.,;,,]

#特异度和灵敏度分别为
<.;::]

和
<@;,<]

&

49(

方

法检测粪便标本肿瘤型
?+!4=

对结直肠癌的诊断特异度和

灵敏度高于
T8Y67

$

(

$

,;,>

%#提示实时荧光定量
49(

检测

粪便标本肿瘤型
?+!4=QR7

对结直肠癌具有较大的诊断

价值)

本研究构建了肿瘤型
?+!4= QR7

重组表达质粒#经

49(

扩增和产物测序证实质粒构建成功#并以重组质粒为模

板建立了可用于肿瘤型
?+!4=QR7

检测的实时荧光定量

49(

方法)同时#滴度稀释法检测结果显示#自建
49(

方法

对肿瘤型
?+!4=QR7

的检测灵敏度达到
),G#

DL

"

'8

&特异

性分析结果显示#自建
49(

方法可检出肿瘤型
?+!4=QR7

#

对肌肉型
?+!4=QR7

和
?)!4=QR7

检测结果为阴性#具有

较高的特异性&重复性分析结果显示#该方法检测批内
IR

为

,;-]

"

);-]

#批间
IR

为
);)]

"

+;@]

#说明其具有良好的

重复性)由此可见#本研究建立的实时荧光定量
49(

方法对

肿瘤型
?+!4=QR7

的检测敏感性高*特异性强#为结直肠癌

早期筛查和诊断提供了一种新的检测方法'

))

(

)

本研究结果显示#结直肠癌患者粪便和血清肿瘤型
?+!

4=

水平与肿瘤病理分期存在一定的相关性#随着病理分期升

高#粪便和血清肿瘤型
?+!4=

水平逐渐升高#机制可能在于

肿瘤细胞生长过程中不断产生肿瘤型
?+!4=

#并分泌进入肿

瘤组织外部和外周血中&肿瘤细胞坏死凋亡也增加了肿瘤型

?+!4=

的释放#从而在排泄物中可检出肿瘤型
?+!4=

'

)

(

)因

此#肿瘤型
?+!4=

对结直肠癌的诊断具有较大的临床意义)

TM10J

等'

<

(的研究也证实肿瘤型
?+!4=

表达量与肿瘤
QIPCVB

分期和
3R?

分级相关&诊断大肠癌的总体灵敏度达到
<.]

#

各期诊断灵敏度从
3)

期的
:,]

上升到
3*

期的
),,]

#从

QIPCVB

分期
7

期的
:,]

上升到
QIPCVB

分期
Q

期的
@,]

)因

此#肿瘤型
?+!4=

是可用于结直肠癌筛查和诊断的生物标志

物之一)

综上所述#采用实时荧光定量
49(

检测粪便标本肿瘤型

?+!4=QR7

具有较高的诊断灵敏度和特异度#优于
T8Y67

#

是适用于结直肠癌早期诊断的准确*可靠*敏感*特异的实验室

检测方法'
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