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  摘 要:目的 探讨外周血单个核细胞(PBMCs)中非结构蛋白5A反式激活蛋白9(NS5ATP9)、白细胞介

素-12p40(IL-12p40)、白细胞介素1受体相关激酶1(IRAK-1)的mRNA水平联合检测对早期胃癌的诊断价值。
方法 将2017年11月至2019年11月该院收治的早期胃癌患者112例作为早期胃癌组,胃部良性疾病患者

112例作为良性组,体检健康者112例作为对照组。从3组受试人员外周血标本提取PBMCs后通过实时荧光

定量PCR检测NS5ATP9、IL-12p40、IRAK-1的mRNA水平。用受试者工作特征曲线(ROC曲线)的曲线下

面积(AUC)分析NS5ATP9、IL-12p40、IRAK-1的mRNA水平在早期胃癌中的诊断意义。结果 早期胃癌患

者PBMCs中NS5ATP9、IL-12p40、IRAK-1的mRNA水平与胃部良性疾病患者和体检健康者比较,差异均有

统计学意义(P<0.05)。PBMCs中NS5ATP9、IL-12p40、IRAK-1
 

mRNA水平用于鉴别早期胃癌患者与胃部

良性疾病患者的灵敏度分别为91%、87%、93%,特异度分别为91%、88%、92%。PBMCs中 NS5ATP9、IL-
12p40、IRAK-1

 

mRNA水平用于区分早期胃癌患者与体检健康者的灵敏度分别为96%、92%、95%,特异度分

别为94%、91%、95%。PBMCs中NS5ATP9、IL-12p40、IRAK-1
 

mRNA联合检测用于早期胃癌诊断的灵敏度

为92.86%,特异度为93.30%,准确度为93.15%。结论 PBMCs中的NS5ATP9、IL-12p40、IRAK-1
 

mRNA
是早期胃癌的潜在标志物。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

the
 

combined
 

detection
 

of
 

nonstructural
 

protein
 

5A
 

transactivator
 

9
 

(NS5ATP9),interleukin-12p40
 

(IL-12p40)
 

and
 

interleukin-1
 

receptor-associated
 

kinase-1
 

(IRAK-1)
 

mRNA
 

levels
 

in
 

Peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

(PBMCs)
 

for
 

early
 

gastric
 

cancer.Methods A
 

total
 

of
 

112
 

patients
 

with
 

early
 

gastric
 

cancer
 

admitted
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

October
 

2017
 

to
 

October
 

2019
 

were
 

enrolled
 

in
 

the
 

study
 

as
 

early
 

gastric
 

cancer
 

group,during
 

the
 

same
 

period
 

112
 

patients
 

with
 

benign
 

gas-
tric

 

disease
 

were
 

enrolled
 

as
 

benign
 

group,and
 

112
 

healthy
 

people
 

as
 

the
 

control
 

group.PBMCs
 

were
 

extracted
 

from
 

the
 

people
 

of
 

the
 

3
 

groups
 

and
 

the
 

mRNA
 

levels
 

of
 

NS5ATP9,IL-12p40,and
 

IRAK-1
 

in
 

those
 

PBMCs
 

samples
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR.The
 

area
 

under
 

curve(AUC)
 

of
 

receiver
 

op-
erating

 

characteristic
 

curve
 

(ROC)
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

NS5ATP9,IL-12p40,IRAK-1
 

mRNA
 

levels
 

in
 

PBMCs
 

for
 

early
 

gastric
 

cancer.Results The
 

mRNA
 

levels
 

of
 

NS5ATP9,IL-12p40
 

and
 

I-
RAK-1

 

in
 

PBMCs
 

of
 

patients
 

with
 

early
 

gastric
 

cancer
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

patients
 

with
 

be-
nign

 

gastric
 

diseases
 

and
 

healthy
 

people(P<0.05).The
 

sensitivity
 

of
 

NS5ATP9,IL-12p40,and
 

IRAK-1
 

mR-
NA

 

levels
 

in
 

PBMCs
 

to
 

distinguish
 

patients
 

with
 

early
 

gastric
 

cancer
 

from
 

patients
 

with
 

benign
 

gastric
 

disea-
ses

 

were
 

91%,87%,and
 

93%,and
 

the
 

specificities
 

were
 

91%,88%,and
 

92%,respectively.The
 

sensitivity
 

of
 

NS5ATP9,IL-12p40,and
 

IRAK-1
 

mRNA
 

levels
 

in
 

PBMCs
 

used
 

to
 

distinguish
 

early
 

gastric
 

cancer
 

patients
 

from
 

healthy
 

subjects
 

were
 

96%,92%,95%,and
 

specificity
 

were
 

94%,91%,95%,respectively.The
 

sensitivi-

·564·国际检验医学杂志2021年2月第42卷第4期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,February
 

2021,Vol.42,No.4



ty
 

of
 

the
 

combined
 

detection
 

of
 

NS5ATP9,IL-12p40,and
 

IRAK-1
 

mRNA
 

in
 

PBMCs
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

early
 

gastric
 

cancer
 

was
 

92.86%,the
 

specificity
 

was
 

93.30%,and
 

the
 

accuracy
 

was
 

93.15%.Conclusion 
NS5ATP9,IL-12p40

 

and
 

IRAK-1
 

mRNA
 

in
 

PBMCs
 

are
 

potential
 

markers
 

of
 

early
 

gastric
 

cancer.
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  胃癌是最常见的恶性肿瘤之一[1]。肿瘤患者的

外周血单个核细胞(PBMCs)的基因表达谱与健康志

愿者相比有明显差异[2]。非结构蛋白5A反式激活蛋

白9(NS5ATP9)在DNA复制过程中起DNA修复调

节作用[3]。YUAN等[4]发现PBMCs中的NS5ATP9
 

mRNA水平和蛋白水平均显著上调。白细胞介素-
12p40(IL-12p40)是构成白细胞介素-12(IL-12)异源

二聚体的两条链之一[5]。白细胞介素1受体相关激

酶1(IRAK-1)在启动针对外来病原体的先天免疫应

答中起关键作用[6]。SIEDLAR等[7]发现,在胃癌患

者的PBMCs中IL-12p40和IRAK-1的 mRNA水平

受到明显的抑制。然而,PBMCs中 NS5ATP9、IL-
12p40、IRAK-1的 mRNA水平联合检测对早期胃癌

的诊断价值尚未见报道,故本研究对此进行了探讨。
1 资料与方法

1.1 一般资料 将2017年11月至2019年11月本

院收治的早期胃癌患者112例作为早期胃癌组;其中

男55例、女57例,年龄37~79岁、平均(48.05±
23.05)岁,肿瘤最大径1.3~6.4

 

cm、平均(3.76±
2.04)cm,TNM分期:Ⅰ期81例、Ⅱ期31例。将同期

本院收治的胃部良性疾病患者112例作为良性组;其
中男63例、女49例,年龄35~81岁、平均(46.39±

21.04)岁,胃溃疡54例、浅表性胃炎38例、萎缩性胃

炎20例。112例早期胃癌患者和112例胃部良性疾

病患者均经本院病理科证实。排除标准:(1)严重心、
肝、肾功能损伤者;(2)长期使用皮质类固醇激素及免

疫抑制剂者;(3)患有精神疾病者;(4)患有其他癌症

者。另外,将同期于本院进行体检的体检健康者112
例作为对照组;其中男56例、女56例,年龄32~74
岁、平均(45.70±19.97)岁。各组一般资料比较差异

均无统计学意义(P>0.05),具有可比性。纳入研究

者均签署知情同意书。
1.2 方法 抽取上述三组人群(早期胃癌和良性组

患者于治疗前)肘前静脉血15
 

mL。使用北京绿源伯

德生物科技有限公司的PBMC细胞提取试剂盒提取

PBMCs,使用北京源畅致和生物科技 有 限 公 司 的

RNA提取试剂盒(RNAsimple总RNA提取试剂盒)
进行总RNA抽取。使用微克特锐生物科技(武汉)有
限公司的反转录试剂盒进行cDNA第一链的合成。
使用广州铖铵生物科技有限公司的SYBR

 

green试剂

和表1中的引物进行 NS5ATP9、IL-12p40、IRAK-1
的mRNA相对水平检测。所有反应一式三份,去掉

极大值和极小值,以2-ΔΔCT 进行 mRNA相对水平的

计算。

表1  NS5ATP9、IL-12p40、IRAK-1的引物序列(5'-3')

基因 正向引物 反向引物

NS5ATP9 ATGGTGCGGACTAAAGCAGAC CCTCGATGAAACTGATGTCGAAT

IL-12p40 ACCCTGACCATCCAAGTCAAA TTGGCCTCGCATCTTAGAAAG

IRAK-1 GCACCCACAACTTCTCGGAG CACCGTGTTCCTCATCACCG

1.3 统计学处理 SPSS22.0软件进行统计分析,多
组间比较采用one-way

 

ANOVA检验,方差齐者采用

t检验比较,方差不齐者采用 Tamhane'T2法比较。
应用受试 者 工 作 特 征 曲 线(ROC 曲 线)下 的 面 积

(AUC)分析PBMCs中NS5ATP9、IL-12p40、IRAK-1
检测早期胃癌的临床诊断价值。以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 三组间PBMCs中NS5ATP9、IL-12p40、IRAK-
1

 

mRNA相对水平的比较 三组间 NS5ATP9、IL-
12p40、IRAK-1

 

mRNA相对水平比较,差异均有统计

学意义(P<0.05),见表2。
2.2 三项PBMCs

 

mRNA指标用于早期胃癌与胃部

良性疾病鉴别诊断的效能 NS5ATP9的 AUC为

0.89(95%CI:0.85~0.94),以0.939
 

7为诊断界值,
灵敏度和特异度均为91%;IL-12p40的AUC为0.86
(95%CI:0.81~0.91),以0.119

 

8为诊断界值,灵敏
度为87%,特异度为88%;IRAK-1的 AUC为0.92
(95%CI:0.88~0.97),以2.095

 

0为诊断界值,灵敏
度为93%,特异度为92%。见图1、表3。

表2  三组间PBMCs中NS5ATP9、IL-12p40、IRAK-1
 

   mRNA相对水平的比较(x±s)

组别 n NS5ATP9 IL-12p40 IRAK-1
早期胃癌组112 3.41±1.74 0.02±0.01 0.03±0.02
良性组 112 0.11±0.06 0.07±0.05 0.24±0.13
对照组 112 0.04±0.02 2.40±1.80 4.03±2.09

F 411.0 191.6 388.3

P <0.001 <0.001 <0.001
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2.3 三项PBMCs
 

mRNA指标用于区分早期胃癌患

者与体检健康者的诊断效能 NS5ATP9的AUC为

0.95(95%CI:0.92~0.98),以0.070
 

4为诊断界值,
灵敏度、特异度分别为96%、94%;IL-12p40的 AUC
为0.91(95%CI:0.86~0.96),以0.030

 

7为诊断界

值,灵敏度、特 异 度 分 别 为92%、91%;IRAK-1的

AUC为0.96(95%CI:0.93~0.99),以0.085
 

9为诊

断界值,灵敏度和特异度均为95%。见图2、表4。

图1  三项PBMCs
 

mRNA指标用于早期胃癌与胃部

良性疾病鉴别诊断的ROC曲线

2.4 三项PBMCs
 

mRNA指标对早期胃癌的联合诊

断结果 患有早期胃癌的为真阳性,未患有早期胃癌

的为真阴性。NS5ATP9以0.939
 

7为诊断界值,IL-
12p40以0.119

 

8为诊断界值,IRAK-1以2.095
 

0为

诊断界值,三项均为阳性则联合诊断阳性,反之则为

联合诊断阴性。三项PBMCs
 

mRNA指标联合诊断

早期胃癌的灵敏度为92.86%(104/112),特异度为

93.30%(209/224),准确度为93.15%(313/336),见
表5。

图2  三项PBMCs
 

mRNA指标用于区分早期胃癌

患者与体检健康者的ROC曲线

表3  三项PBMCs
 

mRNA指标用于早期胃癌与胃部良性疾病鉴别诊断的效能

PBMCs
 

mRNA指标 灵敏度(%) 特异度(%) 约登指数 AUC SE P 95%CI

NS5ATP9 91 91 0.82 0.89 0.02 <0.001 0.85~0.94

IL-12p40 87 88 0.74 0.86 0.03 <0.001 0.81~0.91

IRAK-1 93 92 0.86 0.92 0.01 <0.001 0.88~0.97
 

表4  三项PBMCs
 

mRNA指标用于区分早期胃癌患者与体检健康者的诊断效能

检测变量 灵敏度(%) 特异度(%) 约登指数 AUC SE P 95%CI

NS5ATP9 96 94 0.90 0.95 0.02 <0.001 0.92~0.98

IL-12p40 92 91 0.84 0.91 0.02 <0.001 0.86~0.96

IRAK-1 95 95 0.89 0.96 0.01 <0.001 0.93~0.99

表5  三项PBMCs
 

mRNA指标联合对早期胃癌

   的诊断结果(n)

联合诊断
病理结果

阳性 阴性
合计

阳性 104 15 119

阴性 8 209 217

合计 112 224 336

3 讨  论

  自2008年以来,胃癌已被列为全球第四大最常

见的恶 性 肿 瘤,每 年 估 计 有980
 

000例 新 病 例 和

738
 

000例与癌症相关的死亡病例[8]。胃癌的发病率

因国家而异,东亚国家发病率最高。胃癌的预后很

差,因为许多患者确诊时已经为疾病晚期,没有手术

治愈的可能。因此,迫切需要开发新的生物标志物,
特别是非侵入性的替代生物标志物,用于早期胃癌的

诊断,从而改善预后。此外,筛选出可用于预测胃癌

患者临床结局的新型分子标志物也有助于制订更好

的治疗策略来有效控制该疾病。尽管已有几种肿瘤

生物标志物,如癌胚抗原(CEA)和糖类抗原19-9
(CA19-9),用于胃癌的诊断或预后判断,但均未显示

出理想的敏感性和/或特异性[9]。因此,迫切需要更

特异、敏感的肿瘤生物标志物对早期胃癌进行诊断。
本研究对早期胃癌组、良性组和对照组受试人员血液

中PBMCs的 NS5ATP9、IL-12p40、IRAK-1的 mR-
NA表达量进行了检测,并通过ROC曲线分析,发现

PBMCs中 NS5ATP9、IL-12p40、IRAK-1
 

mRNA 的

联合检测对早期胃癌诊断的灵敏度为92.86%,特异

度为93.30%,准确度为93.15%。
PBMCs是免疫系统的重要组成部分,包括单核

细胞、T细胞、B细胞和自然杀伤细胞。本研究中发

现,早期胃癌患者、胃部良性疾病患者和体检健康者

PBMCs中 NS5ATP9、IL-12p40、IRAK-1的 mRNA
水平有明显差异。与以前的血液中的标志物相比,
PBMCs中的 mRNA能够更加稳定地存在[10]。PB-
MCs表达人类基因组编码的大约80%的基因,这些
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基因对在宏观和微观环境中发生的机体变化做出响

应[11]。近年来,人们越来越多地探索了它们在评估人

体生物学状态方面的用途。例如,已经证明PBMCs
中基因表达的改变可反映人体的恶性肿瘤[12]。癌细

胞与PBMCs之间的相互作用非常复杂,涉及免疫系

统对肿瘤的识别和肿瘤对免疫系统的逃避。因此,本
研究创新性地使用PBMCs中 NS5ATP9、IL-12p40、
IRAK-1

 

mRNA作为指标来评估其对早期胃癌的诊

断价值。
NS5ATP9是一种相对分子质量为15×103 的蛋

白质,含有保守的增殖细胞核抗原(PCNA)结合基

序[3]。NS5ATP9用于早期胃癌与胃部良性疾病鉴别

诊断的灵敏度和特异度均为91%,用于区分早期胃癌

患者与体检健康者的灵敏度和特异度分别为96%和

94%。NS5ATP9蛋白在许多不同类型的人类恶性肿

瘤组织中过表达,包括肝细胞癌、乳腺癌、肺癌、肾上

腺和胰腺肿瘤,表达水平与患者预后不良有关[13]。此

外,体外研究表明NS5ATP9的过表达促进肿瘤细胞

的生长,小干扰RNA引起的 NS5ATP9的水平降低

导致细胞活力的降低[14],表明NS5ATP9在癌变和癌

症的发展中起着重要的作用。
IRAK-1是参与核因子κB(NFκB)/活化蛋白-1

(AP-1)/促分裂原活化蛋白激酶(MAPKs)依赖性促

炎蛋白合成的信号转导关键激酶之一,特别是在脂多

糖、脂肽、透明质酸、热休克蛋白或坏死细胞等刺激单

核细胞/巨噬细胞后[15]。本研究中用于早期胃癌与胃

部良性疾病的鉴别诊断,IL-12p40、IRAK-1的灵敏度

分别为87%、93%,特异度分别为88%、92%。用于

区分早期胃癌患者与体检健康者,IL-12p40、IRAK-1
的灵敏度分别为92%、95%,特异度分别为91%、
95%。由于IRAK-1是信号级联反应中必不可少的

分子,因此其下调会阻碍信号转导及对肿瘤坏死因子

(TNF)和IL-12p40生成的诱导作用[16]。用胰腺癌细

胞刺激人单核细胞会导致IRAK-1蛋白表达的显著

抑制,这与肿瘤细胞再刺激后TNF和IL-12p40的生

成减少有关,但与IL-10的生成无关[17]。因此,I-
RAK-1蛋白表达下调导致胃癌细胞逃避免疫监控,促
进了胃癌的发展。

与周 丽 华 等[18]报 道 的 血 清 亲 环 素 B(CypB)
76.36%的灵敏度,75.51%的特异度相比,PBMCs中

NS5ATP9、IL-12p40、IRAK-1联合对早期胃癌诊断

的灵敏度为92.86%,特异度为93.30%,准确度为

93.15%,具有较高的诊断价值。与刘云云等[19]报道

的靛胭脂染色内镜诊断早期胃癌相比,本研究的联合

诊断除了具有灵敏度和特异度的优势外,还具有操作

简便的特点。
综上 所 述,PBMCs中 NS5ATP9、IL-12p40、I-

RAK-1的 mRNA 是早期胃癌诊断的潜在标志物。
但本研究仍然有不足之处,如各组纳入的样本量较

少,还需继续增加样本量并进一步地进行研究。
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于对照组,而且G-组这两项指标水平高于G+组。提

示PCT和IL-6水平与致病菌类型有关,可用于 G+

和G-菌感染的鉴别和血流感染的早期诊断,从而指

导临床抗菌药物的使用,从而降低病死率。但本研究

作为回顾性研究,纳入患者例数较少,分析的感染性

指标较少,下一步将扩大样本量,并进行深入、细化、
前瞻性的研究,对更多细菌性血流感染的早期炎症指

标进行分析,以完善本研究的结论。
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