
论著!基础研究

WD

K

?:48

基因甲基化检测方法的建立及在结直肠癌

血浆标本检测中的应用探讨!

束新华)

!潘志文)

!包叶江)

!金
"

元)

!叶柳青)

!李德川*

!谢玲女*

!徐笑红)

#

"浙江省肿瘤医院(

)+

检验科#

*+

大肠外科!杭州
-)''**

$

""

摘
"

要"目的
"

以荧光聚合酶链反应"

U["

$技术为基础!构建早期筛查结直肠癌的血液
WD

K

?:48

甲基化检

测体系%方法
"

在美国国立生物技术信息中心"

2[!R

$数据库查找
WD

K

?:48

甲基化的
[

K

S

岛位点!设计相应的

U["

引物%提取结直肠癌组织和癌旁组织的
12#

!

U["

扩增并测序确认
WD

K

?:48

基因启动子区高甲基化位

点%针对高甲基化位点!设计荧光
U["

和
0H

Q

IH4

探针检测技术构建血浆标本甲基化检测体系!并对该检测体

系的准确度'特异度'重复性及最低检出量进行评估分析%在
3<

例结直肠癌患者和
-'

例健康人血浆标本中进

行
WD

K

?:48

甲基化检测!验证该检测体系的可靠性%结果
"

组织标本中经测序确认
WD

K

?:48

基因高甲基化位点%

以该位点为靶点设计荧光
U["

检测体系!经评估!该检测体系的准确度为
)''7

!特异度和重复性均为
)''7

!

最低检出量可达
'+)4

5

&

"

6

%在
3<

例结直肠癌患者血浆标本中!

WD

K

?:48

甲基化位点检测的阳性率为
<)+8*7

"

,)

&

3<

$!结直肠癌患者病理分期
&

和
'

期阳性率达
&,+*7

#而健康人群血浆中
WD

K

?:48

基因均无甲基化%

结论
"

以
WD

K

?:48

基因甲基化位点为靶标的血浆荧光
U["

检测体系具有灵敏度'特异度及准确度高的特点!是

结直肠癌早期筛查的可靠检测技术!具有良好的临床应用前景%

关键词"

WD

K

?:48

甲基化#

"

结直肠癌#

"

血浆#

"

早期诊断

!"#

!

)'+-8&8

"

9

+:;;4+)&<-=,)-'+*').+')+''3

中图法分类号"

"<-3+-

文章编号"

)&<-=,)-'

"

*').

$

')='')<='3

文献标识码"

#

?@%)4,-@C83*%/083%C

(

,)%-/*'3%3+%-/*83%C/'0/7$3

.

%-*8

6

3*3)*'-%@

)

..

,-+)%-/*-*

.

,)@8)@

.

3+-83*'3%3+%-/*-*+/,/73+%),+)*+37

!

K)*N&.,-'

)

!

!2#(,&J6.

)

!

P2LM6

Q

&'.

4

)

!

%0#M-'.

)

!

M"A&-

H

&.

4

)

!

A096@,-'.

*

!

N0"A&.

4

.G

*

!

N*N&'>,>.

4

)

#

"

)896

:

';<=6.<>

?

+7&.&@'7A'B>;'<>;

C

#

*896

:

';<=6.<>

?

+>7>;6@<'7K-;

4

6;

C

!

(,6

Q

&'.

4

!;>G&.@&'7R-=>;)>D

:

&<'7

!

)'.

4

T,>-

!

(,6

Q

&'.

4

-)''**

!

+,&.'

$

<4@%7)+%

(

"4

A

3+%-93

"

0>D;?HNL:;C?CDNL>>AWD

K

?:48ID?C

B

LH?:>4AD?DE?:>4;

B

;?DIG>FDHFL

B

;EFDD4:4

5

>G

E>L>FDE?HLEH4EDFNH;DA>4GL@>FD;ED4EDU["?DEC4>L>

5B

+B3%C/'@

"

0CDU["

K

F:IDF>GWD

K

?:48MH;AD;:

5

4DA

N

B

;DHFEC:4

5

?CD[

K

S:;LH4A;:?D>GWD

K

?:48ID?C

B

LH?:>4:4?CD2[!RAH?HNH;D+0CDC:

5

CID?C

B

LH?:>4;:?D>G

WD

K

?:48

5

D4D

K

F>I>?DFFD

5

:>4MH;E>4G:FIDAN

B

U["HI

K

L:G:EH?:>4H4A;D

Q

@D4E:4

5

HG?DFD̂?FHE?:4

5

12#GF>I

E>L>FDE?HLEH4EDFH4A

K

HFH=EHFE:4>IH?:;;@D;+0CDGL@>FD;ED4EDU["H4A0H

Q

TH4

K

F>NDAD?DE?:>4?DEC4:

Q

@D

MH;AD;:

5

4DAN

B

H:I:4

5

H?C:

5

CID?C

B

LH?:>4;:?DG>FE>4;?F@E?:4

5

?CD

K

LH;IH;HI

K

LDID?C

B

LH?:>4AD?DE?:>4;

B

;=

?DI+0CD4:?;HEE@FHE

B

!

;

K

DE:G:E:?

B

!

FD

K

DH?HN:L:?

B

H4AI:4:I@IAD?DE?HNLDHI>@4?MDFD

K

DFG>FIDA?CDH;;D;;=

ID4?H4AH4HL

B

;:;+0CDW(0U8ID?C

B

LH?:>4AD?DE?:>4MH;

K

DFG>FIDA:4

K

LH;IH;HI

K

LD;GF>I3<EH;D;>GE>L>F=

DE?HLEH4EDFH4A-'CDHL?C

BK

DF;>4;+;3@&,%@

"

0CDC:

5

CID?C

B

LH?:>4;:?D>GWD

K

?:48

5

D4D:4?:;;@D;HI

K

LD;MH;

E>4G:FIDAN

B

;D

Q

@D4E:4

5

+0C:;;:?D;DFJDAH;?CD?HF

5

D?G>FAD;:

5

4:4

5

GL@>FD;ED4EDU["AD?DE?:>4;

B

;?DI+#G?DF

H;;D;;ID4?

!

?CDHEE@FHE

B

!

;

K

DE:G:E:?

B

H4AFD

K

DH?HN:L:?

B

>G?C:;AD?DE?:>4;

B

;?DIMDFD)''7

!

?CDL>MD;?AD?DE?:>4

HI>@4?FDHECDA'+)4

5

&

"

6+#I>4

5

?CD

K

LH;IH;HI

K

LD;:43<EH;D;>GE>L>FDE?HLEH4EDF

!

?CD

K

>;:?:JDFH?D>G

WD

K

?:48ID?C

B

LH?:>4;:?DAD?DE?:>4MH;<)+8*7

"

,)

&

3<

$

H4A?CD

K

>;:?:JDFH?D>G:4?CD

K

H?:D4?;M:?C

K

H?C>L>

5

:=

EHL;?H

5

D

&

H4A

'

>GE>L>FDE?HLEH4EDFFDHECDA&,+*7+!@?WD

K

?:48

5

D4DCHA4>ID?C

B

LH?:>4:4

K

LH;IH>G

CDHL?C

BK

>

K

@LH?:>4+D/*+,&@-/*

"

0CD

K

LH;IHGL@>FD;ED4EDU["AD?DE?:>4;

B

;?DIM:?CWD

K

?:48

5

D4DID?C

B

LH?:>4

H;?CD?HF

5

D?CH;?CDECHFHE?DF:;?:E;>GC:

5

C;D4;:?:J:?

B

!

C:

5

C;

K

DE:G:E:?

B

H4AC:

5

CHEE@FHE

B

!

MC:EC:;?CDFDL:HNLD

*

<)

*

国际检验医学杂志
*').

年
)

月第
-8

卷第
)

期
"

R4?X6HNTDA

!

XH4@HF

B

*').

!

%>L+-8

!

2>+)

!

基金项目!浙江省公益技术应用研究计划资助项目#

*')3[--).<

$(

""

作者简介"束新华%男%主管技师%主要从事分子检测研究(

"

#

"

通信作者#

(=IH:L

!

f

9

Cf̂ Ĉ
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结直肠癌是常见消化道恶性肿瘤%发生率仅次于

胃癌和食道癌(在我国常见恶性肿瘤的病死率中%结

直肠癌患者在男性中占第
3

位%女性中占第
&

位(近

*'

年来结直肠癌的发病率在逐渐增加(在我国超过

.'7

患者确诊时已发展到中晚期%早期诊断率仅

)'7

!

)37

+国内调查显示%早期大肠癌术后存活率

达
8'7

!

837

%而晚期则只有
37

(手术治疗可使早

期结直肠癌得到根治%而晚期结直肠癌经化学放疗联

合分子靶向治疗后平均生存时间仍不足
-'

个月(因

此%结直肠癌的早期诊断显得非常重要和迫切(近年

来研究表明
12#

甲基化状态改变与结直肠癌的发生

发展关系密切%并且贯穿整个肿瘤发生发展过程%也

已发现多个基因的异常高甲基化在结直肠癌中频繁

发生&

)=,
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(因此%
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甲基化的异常有望作为结直肠

癌早期诊断的分子标志物(
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广泛分布于除植

物外所有真核生物中%具有
S0UH;D

活性的保守骨架

蛋白基因家族%与细胞分裂有关&
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(在人类中%其由
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个家族成员组成%分别命名为
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与肿瘤

的发生直接相关且在不同的肿瘤中%其表达及功能不

尽相同&
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启动子区甲基化水平在结

直肠癌组织中最高%而在健康人群和其他疾病中其甲

基化水平明显降低%检测灵敏度为
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启动子区异常

甲基化可作为结直肠癌潜在的诊断标志物(目前%国

内有关
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血浆检测的研究报道不多(本文采用

聚合酶链反应#
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$和测序的方法确认组织中
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基因的甲基化热点位点%改进后用于血浆中
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基因甲基化检测%探讨血浆
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基因甲基化

检测在结直肠癌筛查中的应用价值(
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资料与方法

F+F
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一般资料
"

选取本院生物样本库中大肠癌外科
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年
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月至
*'),

年
8

月手术切除的结直肠癌组织

标本
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例%结直肠癌标本病理分期
&!(

期分别为

)

)

,

)

8

和
)&

例%所有结直肠癌标本均经病理证实(同

时收集了
-'

例肠炎组织样本%结直肠癌与肠炎患者

间性别)年龄比较%差异无统计学意义#

!

'

'+'3

$%具

有可比性(后期收集了本院
3<

例结直肠癌患者血浆

样本和
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例健康人血浆样本进行血浆实验%结直肠

癌标本病理分期
&!(

期分别为
)

)

&

)

*'

和
-'

例%两

组性别)年龄比较%差异无统计学意义#

!

'

'+'3

$(所

有患者在术前均未接受过化疗或放疗%所有研究对象

均对本研究知情同意并签署知情同意书(

F+G

"

仪器与试剂
"

组织
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提取试剂盒#天根生化

科技有限公司%货号!

1U-',

$+血浆
12#

提取试剂盒

#苏州为真生物医药技术股份有限公司$+
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硫化
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基因的启动子区域的第
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个
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岛作为本检测方法

的检测对象(具体基因片段如下列序列中方框所示!
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组织
12#

的提取及硫化纯化
"

使用组织细

胞
12#

提取试剂分别提取结直肠癌组织标本和肠炎

组织标本各
-'

例%具体操作步骤按照说明书进行(

血浆
12#

提取按该试剂盒使用说明进行提取(根据

说明书使用
12#

硫化试剂盒对提取后的组织和血浆

12#

进行硫化纯化(

F+H+H

"

测序引物和探针的设计合成
"

使用
UF:IDF

UFDI:DF3

软件设计
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测序引物%引物分别是!

上游
3a=[[00[[0[[[[[#00[#00[#S[0

S=-a

+下游
3a=[#S[#S[[#S[[[#S[#[[[#

[[=-a

(
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反应每孔加入
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"

6U[" T:̂
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染料%
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"

6

的
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聚合酶%

)-+-

"

6

的组织
12#

模板%总体积为
*'4

5

"

"

6

(反应的程序

为
83\

%

3I:4

+

3'

个循环%每个循环中首先升温至
83

\

%反应
)';

%其次降温至
3&\

%

*';

%最后升温至
<*

\

%

-';

+

3'

个循环后体系升温至
83\

%

3;

%降温至
&3

\

%

)I:4

+继续降温至
,'\

%

-';

(使用
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甲基

化测序引物对组织样本
12#

硫化纯化产物进行扩

增)测序%确定启动子区高甲基化位点(

F+H+I

"

血浆检测体系建立及
U["

引物)探针)

!L>E=

ODF

序列设计
"

使用
UF:IDFUFDI:DF3

软件针对
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=

?:48

高甲基化位点进行血浆样本检测体系的引物和

探针的设计%同时设计内参基因
#[0!

的引物和探针

序列见表
)

)

*

(

表
)

""
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基因及探针引物
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?:48

项目 引物序列#

3a

&

-a

$

上游引物
00[S00S000#00#S00#00#0S0[

下游引物
0[S###0[[S###0##0[[[#0[[#

探针引物
##0[[[#0[[##[0#[S[S00##[[

阻断引物
#00#S00#00#0S00SS# 0000S0SS0

0##0S0S0#S
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#[0!

基因及探针引物

#[0!

基因项目 引物序列#

3a

&
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上游引物
S0S#0SS#SS#SS000#S0##S00

下游引物
[[##0####[[0#[0[[0[[[00##

探针引物
#[[#[[#[[[##[#[#[##0##[###[

#[#

F+H+J

"

血浆检测体系
U["

反应
"

U["

反应体系的

总体积为
-'

"

6

(

U["

反应的程序为
83\

%

*'I:4

+

3'

个
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循环%每个循环中%先升温至
&*\

%

3;

%再降温

至
3&\

%反应
-3;

%最后升温至
8,\

%反应
*';

+

3'

个

循环反应后降温至
,'\

%反应
-';

%

U["

反应结束(

每个
U["

反应体系
-'

"

6

%最终反应体系浓度达到!

氯化镁#

T
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[L
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%

A20U'+*3II>L
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引物#上下游$
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%阻断剂引物
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%
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探针
<'4I>L

"

6

%

#[0!

基因引物

#上下游$

)<'4I>L

"

6

%

#[0!

基因探针
<'4I>L

"

6

%

12#

聚合酶
)+3_

%

12#

模板
*

!

*'4

5

"

"

6

%补充

)']U["

缓存液
N@GGDF

到总体积
-'

"

6

(

F+H+P

"

血浆检测体系准确度)特异度)重复性和最低

检出量的评估分析
"

参照国食药监/体外诊断试剂注

册管理办法#试行$0的标准&

)*

'

%分别检测甲基化阳性

#甲基化率
)'7

$和非甲基化阴性参考品#无甲基化$

以评估检测准确度+检测
)'

份非甲基化阴性参考品

以评估特异度+对同一样品重复检测
)'

次以评估检

测体系的重复性+对含不同甲基化率的
12#

进行检

测%同时对低甲基化率
12#

的最低检出量进行分析

评估(采用这些分析手段是评估血浆检测体系稳定

性和可靠性的必要方法%并为相关检测试剂盒的研发

提供实验依据(

G

"

结
""

果

G+F

"

WD

K

?:48

甲基化位点的确定
"

对结直肠癌组织

和肠炎组织的
U["

扩增产物测序%共有
&'

例测序

图%选取结直肠癌组织和肠炎组织样本各
*

例进行说

明!

WD

K

?:48

基因甲基化阳性和阴性测序图见图
)

!

,

(

测序结果验证%第
-<

!

-8

号位子的
[S

点为
WD

K

?:48

主要甲基化位点(

图
)

""

阳性结直肠癌组织样本
)

测序

图
*

""

阳性结直肠癌组织样本
*

测序

图
-

""

阴性肠炎组织样本
)

测序

图
,

""

阴性肠炎组织样本
*

测序

表
-

""

结直肠癌和肠炎组织中
WD

K

?:48

基因甲基化样本数比较$

.

%

样本
[S-- [S-, [S-3 [S-& [S-< [S-. [S-8 [S,' [S,) [S,* [S,-

结直肠癌组织
*. *8 -' -' *8 -' -' -' *< *8 *&

肠炎组织
' ' ' ' ' ) ' ' ' ' '

""

-'

例结直肠癌组织样本中%

WD

K

?:48

基因区域甲

基化的样本数较多%特定位点的甲基化概率达到

8'7

(肠炎组织样本中该位点几乎均为未甲基化状

态%故确定用该区位点在结直肠癌血浆样本进行甲基

化检测研究%见表
-

(

G+G

"

肠癌血浆标本
WD

K

?:48

甲基化位点的验证
"

3<

例结直肠癌患者血浆游离
12#

中
WD

K

?:48

甲基化位

点的检测%阳性率可达
<)+8*7

#

,)

"

3<

$%结直肠癌患

者病理分期
&!'

期阳性率达
&,+*'7

%

-'

例健康人

中未检测到
WD

K

?:48

基因甲基化(

G+H

"

检测体系的方法学评估结果
"

对该检测体系进

行准确度)特异度)重复性和最低检出限的评估和分

析(分别对甲基化阳性参考品和非甲基化阴性参考

品检测以评估准确度%合格率应为
)''7

%实际结果为

*
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)''7

(同时对
)'

个非甲基化阴性参考品进行检测%

以评估检测特异性%阴性参考品符合率应为
)''7

(

实际结果为
)''7

(对同一份甲基化阳性参考品重复

检测
)'

次%评估检测重复性%结果应一致%实际结果

均为一致(最低检出量的检测包括以下
*

个检测指

标!在
)4

5

野生型基因组
12#

的背景下%对甲基化

12#

为
37

的检出限参考品能够准确检出(在甲基

化
12#

率为
)'7

的背景下%

12#

浓度的最低检测

限为
'+)4

5

"

"

6

(

H

"

讨
""

论

""

结直肠癌早期诊断金标准的纤维结直肠镜为侵

入性检查%要求完全彻底的肠道准备%隐私的暴露和

镇静等不便之处%难以被人们广泛接受%内窥镜检测

可准确判断病变的部位)范围)程度及数量%但有一定

的失败率)误诊率%且可发生并发症%梗阻性的病变不

适合侵入性操作+大便潜血试验是目前临床推荐的结

直肠癌早期筛查的标准非侵入手段%然而其灵敏度较

差#

)37

!

.'7

$%大多文献报道灵敏度不足
-'7

%特

异度也较低%不能满足结直肠癌的早期诊断&

*=-

'

(目

前早期诊断方法还有肛门指检)钡灌肠
h

线检查)计

算机断层扫描#

[0

$等(肛诊有促进癌细胞从静脉扩

散的可能%未能触到的肿物不能轻易排除癌肿(钡灌

肠
h

线检查有辐射%并且可能发生肠管破裂和钡剂泄

漏至腹膜腔内等严重的并发症(

[0

在
)

次屏气下完

成腹部和盆腔的联合扫描%并可以进行三维重建%从

而更准确地进行术前分期%但由于结肠不停蠕动%其

厚度和形态经常发生变化%再加上粪便的干扰%容易

导致误诊和漏诊(

WD

K

?:48

基因
3a

端调控区域含有
[

K

S

岛%在结直

肠癌发生发展过程中常常被甲基化%高甲基化发生率

高达
8'7

以上%而相对癌旁组织和结肠组织的高甲基

化发生率均约
)'7

(因此%

WD

K

?:48

基因甲基化被认为

是结直肠癌的重要生物学特征(

#6(h#21("

等&

)-

'

认为
W(U08

的甲基化状态可用于结直肠腺癌的诊断(

有研究显示
WD

K

?:48

的
;12#

#

;?>LL12#

$甲基化在
&!

*

期结直肠癌中灵敏度约为
8)7

)特异度
8'7

)假阳性

率
<7

&

),

'

(

!(Z"d_c

等&

)3

'发现
WD

K

?:48

可作为结直

肠癌早期诊断的生物学标志(近期研究表明血浆
WD

K

=

?:48

甲基化可用于结直肠癌筛查&

)&

'

(

目前甲基化检测技术包括甲基化特异性
U["

)亚

硫酸氢盐处理后测序)联合亚硫酸氢钠的限制性内切

酶分析法#

[d!"#

$)甲基化敏感性高分辨率熔解曲

线分析)焦磷酸测序)荧光
U["

等(荧光
U["

因其高

通量和高灵敏度等优点%且无需在
U["

后电泳)杂交

等操作%减少了污染和操作误差%是甲基化检测中应

用前景较为广阔的检测技术(

本研究在结直肠癌和肠炎组织
12#

对比研究中

发现%结直肠癌组织中
WD

K

?:48=J*

基因启动子区域第

-

个
[US

岛有明显的甲基化%而肠炎组织中该位点基

本无甲基化(因此选择
WD

K

?:48=J*

基因的启动子区

域的第
-

个
[US

岛作为本实验的研究和检测对象(

由于
WD

K

?:48=J*

启动子区的
[

K

S

岛高度甲基化可在

血浆样本中检测到%且与那些传统的诊断方法相比%

血浆中基因诊断具有准确度)灵敏度高的特点%检查

时间短)无创)无痛苦%标本采集方便)患者依从性高

等优点(因此%将组织
12#

中甲基化检测方法改进

后应用于血浆标本(改进后的
WD

K

?:48

甲基化位点血

浆检测实验体系%主要基于实时荧光
U["

平台%采用

阻断剂阻断技术和
0H

Q

IH4

探针特异性荧光检测技

术%阻断剂阻断技术能特异性识别非甲基化片段而阻

滞非甲基化模板扩增%特异偏向扩增甲基化模板%放

大甲基化的检测模板+

0H

Q

IH4

探针特异性识别并结

合甲基化片段%然后探针被
12#

聚合酶的外切酶活

性水解%释放荧光信号%以鉴别甲基化的存在(这一

方法能够特异扩增血浆
12#

中痕量目的序列%提高

检出率%较普通
U["

能更有效地检出基因的低甲基

化状态(对该检测体系进行了方法学评估%评估结果

显示该检测方法的准确度)特异度和重复性均为

)''7

%其最低检出限可达
'+)4

5

"

"

6

(这表明该检测

方法具有准确度)灵敏度和特异度高的特点%是血浆

甲基化检测的可靠技术手段(在进行方法学评估分

析中%采用了甲基化标准品进行检测分析%这是因为

与血浆标本相比%甲基化标准品其甲基化率明确%在

定量检测和最低检出限中易于判断和分析%而且标准

品制备方便%易于保存和分析(而血浆标本其甲基化

含量不易确定%其甲基化率最终还是必须通过标准品

来明确%且甲基化率定量的血浆标本不易批量获得(

本研究共检测了
3<

例结直肠癌患者和
-'

例健康人

的血浆样本%结果显示结直肠癌中有
,)

例出现
WD

K

=

?:48

基因高甲基化%健康人群无一例有甲基化(血浆

标本的甲基化检测率为
<)+8*7

%特异度为
)''+''7

(

本实验结果表明在血浆标本中进行
WD

K

?:48

基因

甲基化检测是结直肠癌早期诊断的可行方法(研究

者设计改进的血浆检测体系准确度)灵敏度和特异度

均较好%在结直肠癌的血浆标本甲基化检测中取得了

较好的检测结果(下一步将扩大样本量进一步证实

该方法的可靠性(
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