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【摘) 要】目的：检测乳腺癌患者肿瘤循环 ;ST 的含量及其
<!* 基因 UV A<W岛甲基化状态的改变+ 方法：收集 *! 例乳腺
癌患者、(( 例乳腺良性病变患者和 $% 例健康志愿者的血浆样
本，抽提血浆循环 ;ST，以 QYXZ G=--6 [ 荧光染色法行 ;ST
定量；利用半巢式甲基化特异性 \AZ 技术，检测 *! 例乳腺癌
患者血浆循环 ;ST和相应癌组织 <!* 基因 UV A<W 岛甲基化

状态的改变+ 结果：乳腺癌患者、乳腺良性病变患者、健康自
愿者肿瘤循环 ;ST浓度分别为（*U+ " ] ’U+ (），（!&+ " ] &+ U）
和（!(+ " ] %+ (）!G ^ B，乳腺癌患者血浆循环 ;ST浓度显著高
于乳腺良性病变患者和健康自愿者，差异有统计学意义（/ _
"+ "U）+ *! 例乳腺癌患者血浆循环 ;ST和相应癌组织 <!* 基
因 UV A<W 岛甲基化状态的改变检出率分别为 ’’+ (‘ 和
’*+ $‘，两者检出率无统计学差别（/ a "+ "U）+ 结论：血浆肿
瘤循环 ;ST的定量有可能成为一种新的恶性肿瘤标志物+
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FG 引言
随着近年来肿瘤细胞生物学及分子生物学的深

入研究，以及分子生物学检测技术的快速发展，外周

血肿瘤标记由于检测的方便和非侵入性己逐步替代

了受到标本采集以及无法连续监测和随访追踪等诸

多限制的组织学肿瘤标记+ 而外周血循环 ;ST 及其
改变的分子生物学检测正以其不可替代的优点逐渐

被人们所重视，并成为肿瘤细胞生物学及分子生物学

研究中引人注目的一个亮点［! c ’］+ 循环 ;ST 是存在
于血清和血浆中的游离 ;ST+ 近年来，日益增多的研
究表明，肿瘤在生长过程中能持续释放肿瘤细胞

;ST进入外周血液+ 健康人体的血清及血浆中只含
有极少量的循环 ;ST，在炎症及肿瘤患者外周血中
循环 ;ST 的浓度增加，伴有转移的肿瘤患者其浓度
更高于早期患者［U c %］+ 对循环肿瘤 ;ST 的检测可分
为定性和定量两种：前者主要检测血清和血浆中肿瘤

特异性基因的改变，后者则检测血清和血浆的 ;ST
总量，两者均可反映肿瘤的存在和严重程度+ 我们从
定量（检测肿瘤循环 ;ST的含量）和定性（检测肿瘤
循环 ;ST的 <!* 基因 UV A<W岛甲基化状态的改变）
两方面入手，对乳腺癌患者肿瘤循环 ;ST 含量及其
<!* 基因 UV A<W岛甲基化状态的改变进行了研究+

HG 对象和方法
H+ HG 对象 G 武汉大学中南医院妇瘤科和肿瘤科在
$""U#"/ ^ $""*#"U 收治的 *! 例乳腺癌患者，诊断均经
组织病理学证实+ (( 例乳腺良性病变患者为本院妇
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产科同一时期收治的，排除其他病变! "# 健康对照
来自本院体检中心，体检正常，无疾病在身! $%&’()
*+& ,-../ 01/1 213 购自 $1’456 公司，荧光染料
78,9 4:556 % 购自 0.-5;<-’: =:.>5? 公司，标准量
*+& 购自 %6@13:.456 公司，A1B’:/ *+& =<:1C1;’31.6
95?16购自 =:.(54’公司，=D9扩增仪为 ,%EF9&*公
司，电泳仪、凝胶成相系统为北京六一电子仪器设备

厂，G9""HH 紫外投射仪与可见分析装置为上海复日
科技有限公司产品!
!! "# 方法
I! "! IJ 样本收集J 所有乳腺癌病例取静脉血 K (L
置于 M*N&抗凝管中，以 OHHH : P (16，离心 IH (16 后
将上清血浆部分吸至洁净离心管，再离心 IH (16，完
全去除血细胞成分后置于干燥洁净冻存管中，Q RHS
低温冰箱保存备 *+& 抽提! 相同方法采集保存 OO
例乳腺良性病变、"# 名健康志愿者的血液样本!
I! "! "J 血浆 *+&抽提和纯化J 血浆 *+&的抽提严
格按照 $%&’() *+& ,-../ 01/1 213（$1’456 公司，德
国）试剂盒的操作步骤进行，每 " (L 血浆获得 OHH
!L的 *+&! 所有保存血浆标本均采用同一批号的试
剂盒抽提 *+&以减少批间误差并统一集中检测!
I! "! OJ 血浆 *+&定量J 取 IH !L血浆 *+&置透明
载板，与 I TOHHH 荧光染料 78,9 4:556 %（0.-5;<-’:
=:.>5?公司，美国）等比例稀释并充分混匀后置于紫
外与可见光成像分析系统中，在激发光波长为 OUK
6(，吸收波长 KHH 6(的条件下，摄影获取图像，经软
件系统分析读取其发光强度! 将检测所得不同样本
*+&的发光强度代入根据标准含量 *+& 的发光强
度所作的回归方程，分别计算出其相应的 *+&浓度!
如果样本发光强度超过标准 *+& 发光强度范围，则
将样本稀释后再进行定量，直到所测值在标准浓度范

围内! 每次对同一血浆样本检测 O 次，取其平均值!
I! "! UJ 肿瘤组织 *+& 的提取J 取约 H! K 4 冷冻组
织立即放入液氮中磨碎成粉末状，加入到 IH 倍体积
的 *+& 抽提缓冲液中，边加边摇，混匀后置于 KHS
水浴 I V，再加蛋白酶 2 至终浓度为 IHH (4 P L 放入
KHS水浴 O V，根据水解情况确定是否再加! 全溶解
后加蛋白酶（终浓度 "H (4 P L）O#S水浴 I V，以等体
积的饱和酚来回轻轻颠倒 IH (16，UHHH : P (16 离心
IH (16，吸取上清至另一塑料管中，然后以酚 T氯
仿T异戊醇（"KT"UTI）及氯仿T异戊醇（"UTI）比例各抽
提一次! 加 I P IH 体积的 O (.- P L乙酸钠及 " W "! K 倍
体积的冰乙醇沉淀 *+&，然后用 #HH (L P L（X P X）乙
醇洗涤 *+& O 次，室温下干燥，加适量 NM 溶解!
*+& Q"HS下保存，以作为模板 *+&扩增!

I! "! KJ 引物设计 J 引物序列：Y 上游 KZFNN& NN&
[&[ [[N [[[ [N[ [&N N[NF OZ，下游 KZFD&& DDD
D&& &DD &D& &DD &N& &F OZ；0上游 KZFNN& NN&
[&[ [[N [[[ [D[ [&N D[DF OZ，下游 KZF[&D DDD
[&& &DD [D[ &DD [N& &F OZ；其中 Y为非甲基化
引物，0为甲基化引物!
I! "! \J *+& 甲基化修饰和纯化J 取己提取的血浆
或肿瘤组织 *+& KH !L，加入 KH !L H! " (.- P L
+’E]，于 O#S变性 IH (16，加入 IH ((.- P L对苯二
酚 OH !L，再加入 K"H !L O (.- P L +’]7EO，KHS水
浴 I\ V 进行甲基化修饰，水浴完毕后准备纯化
*+&! 甲基化修饰后的 *+&采用 A1B’:/ *+& =<:1C1F
;’31.6 95?16（=:.(54’公司）纯化试剂盒，严格按照试
剂盒操作步骤进行!
I! "! #J 半巢式甲基化特异性 =D9 反应J =D9 反应
体系：N’^ *+&聚合酶 "K !L，模板 *+& "! K 64，引
物 I（"H !(.- P L）I !L，引物 "（ "H !(.- P L）I !L，
"HH !(.- P L /+N=? I !L，灭菌蒸馏水加至 KH !L!
=D9反应条件：_KS I" (16；_KS UK ?，\HS UK ?，
#"S \H ?共 OK 个循环 ；#"S延长 IH (16!
统计学处理：全部资料用 7=77 II! H 软件分析，

计数资料采用 !" 检验进行组间比较，计量资料采用
非参数秩和检验，! ‘ H! HK 为有统计学意义!

"# 结果
"$ !# 血浆循环 %&’ 浓度的检测 # 乳腺癌患者为
（\K! H a UK! O）!4 P L，乳腺良性病变患者（I_! H a
_! K）!4 P L，健康自愿者（IO! H a #! O）!4 P L! 乳腺癌
患者血浆循环 *+&浓度显著高于乳腺良性病变患者
和健康自愿者，差异在统计学上有显著性（ ! ‘
H! HK）!
"$ "# 血浆循环 %&’ 浓度作为乳腺癌诊断标准的敏
感度及特异度# 应用受试者工作特性曲线（9ED）对
乳腺癌患者组和两对照组（乳腺良性病变组、健康自

愿者组）进行了分析! 采用 I_ !4 P L作为诊断乳腺癌
的临界值，结果显示在健康人群中检测乳腺癌的敏

感度为 _K! Ib，特异度为 RR! _b，9ED 曲线下面积
（&YD）为 H! _U\，_KbD%为 H! R#\ W H! _RO（图 I）! 采
用 "" !4 P L 作为诊断乳腺癌的临界值，结果显示在
乳腺良性病变人群中检测乳腺癌的敏感度为_O! Ub，
特异度为 \\! #b，&YD为 H! RUK，_Kb D%为H! #K\ W
H! _I"（图 I）!
"$ (# 乳腺癌患者血浆循环 %&’ )!* 基因 +, -).岛
甲基化状态改变的检测 # 为了证实血浆肿瘤循环
*+&的特性，我们对 \I 例乳腺癌患者血浆循环 *+&
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的 !"# 基因 $% &!’ 岛甲基化状态变化进行了检测(
半巢式甲基化特异性 )&*分析结果显示：#" 例乳腺
癌患者血浆循环 +,-有 ./ 例 !"# 基因 $% &!’岛甲
基化，甲基化率 00( 12，其相应的肿瘤组织 +,- 有
.3 例 !"# 基因 $% &!’岛甲基化，甲基化率 0#( .2，
两者检出率无统计学差别（! 4 5( 5$）( 血浆循环
+,-具有肿瘤特性的相关基因(

图 "6 乳腺癌患者组和乳腺良性病变组及健康自愿组的血浆
循环 +,- *7&曲线

!" 讨论
乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤之一，治疗上早期

诊断是一个关键环节( 血中游离 +,-和 !"# 基因 $%
&!’岛甲基化的检测为乳腺肿瘤的早期诊断提供了
一种新的简便途径(
已证实肿瘤患者血清 +,- 水平大大高于正常

人［3 8 9］( 研究表明乳腺癌在发生过程中除 +,- 序列
改变外，+,-甲基化的表遗传性的改变早于恶性表
型的出现并且具有肿瘤的独特性，启动子的高甲基化

是抑癌 )"# 基因在乳腺肿瘤中失活的机制之一( 本
实验中 #" 例乳腺癌患者血浆循环 +,- 及其相应的
肿瘤组织 +,- 甲基化检出率分别为 00( 12 和
0#( .2，两者检出率无统计学差别（! 4 5( 5$）( 这证
明 !"# 基因 $% &!’ 岛甲基化状态具有肿瘤特异性，
并且循环血中 +,-和肿瘤组织中表达的基因一致(
本实验我们采用 :;<* =>??@ A 荧光染色法研究

了不同组别血浆循环 +,- 的浓度( 结果显示：乳腺
癌患者血浆循环 +,-浓度（#$( 5 B 0$( 1）!= C D显著
高于乳腺良性病变患者（"9( 5 B 9( $）!= C D和健康自
愿者（"1( 5 B /( 1）!= C D，差异在统计学上有显著性
（! E 5( 5$）( 上述结果表明，与正常对照组相比，恶
性肿瘤患者循环 +,- 水平明显升高，循环 +,- 的
含量检测对肿瘤的诊断有一定的价值，其可能是肿瘤

诊断的一个重要生物学指标(
本研究我们构建了 *7& 曲线来评价循环 +,-

定量的敏感度及特异度，以此确定诊断乳腺癌的截断

（FGHIJK）值( 结果发现：分别采用 "9 != C D 和 .. != C
D作为正常人群组和具有高危性的乳腺良性病变患
者组诊断乳腺癌的临界值时，敏感度及特异度各不

相同( 因此，循环 +,- 检测适合作为临床诊断乳腺
癌指标，但在不同受试人群中需根据检查目的使用不

同的截断（FGHIJKK）值(
以循环 +,-为基础的核酸分析对于探测肿瘤特

异的细胞外 +,-，是一种新的、有潜在价值的癌症检
测和监测方法( 当然，迄今仍没有足够的证据显
示［"5］，细胞外核酸能代替细胞内( 但循环中的癌基
因或相关 +,- 的检测对于癌症的筛选、诊断和监测
有重要的意义，血浆肿瘤循环 +,-有可能成为一种
新的恶性肿瘤标志物(
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