
少、缺失或突变，药物外排泵的形成，药物作用靶位的改变，整

合子等耐药基因转移元素的参与等５个方面形成。此菌所引

起的感染治疗非常困难，病死率高，有报道表明大剂量的头孢

哌酮舒巴坦联合米诺环素，粘菌素或多粘菌素Ｂ是可选择的

治疗方案［１０１１］。目前本院未发现铜绿假单胞菌泛耐药株。

本组中，葡萄球菌、肠杆菌属细菌对万古霉素、利奈唑胺保

持着高度敏感。ＭＲＳＡ的检出率为２４．００％，低于中国ＣＨＩＮ

ＥＴ监测网数据５１．７０％。这应该是归功于严格院感的监控，

各科医护人员的无菌操作的严格要求。另外，本院微生物室也

要加强 ＭＲＳＡ的监测。ＭＲＳＡ的耐药机制主要是葡萄球菌获

得ｍｅｃＡ基因所致，该基因编码青霉素结合蛋白２ａ。近年来发

现编码ＰＢＰ２ａ的ｍｅｃＡ基因不是独立存在的，而是以基因岛的

形式存在的，可使 ＭＲＳ耐药性不断积累，而呈现多重耐药。

肠球菌属未出现有耐万古霉素株，但对大环内酯类和喹诺酮类

都出现了高耐状态，对克林霉素达到了１００．００％的耐药。这

要加强抗菌药物使用的管理以及医院感染控制措施，能有效控

制和降低ＶＲＥ的暴发流行
［１２］。由于本室的设备条件关系，肺

炎链球菌和流感嗜血杆菌的阳性率很低，希望今后工作中，能

有机会提高这方面的缺陷。

总之，本院虽然只是二级医院，重症的患者不多见，特殊用

药也较少，但是，各菌对抗菌药物的耐药率也不低，也出现了多

株多重耐药的菌株，应当引起足够的重视，加强合理使用抗菌

药物的监督和管理，积极有效地控制医院感染的暴发流行，努

力遏制细菌耐药性的上升，是每个医护人员的责任。

参考文献

［１］ 朱德妹，汪复，胡付品，等．２０１０年中国ＣＨＩＮＥＴ细菌耐药性监测

［Ｊ］．中国感染与化疗杂志，２０１１，１１（５）：３２１３２９．

［２］ 汤瑾，李卿，蒋燕群，等．对肺炎克雷伯氏菌碳青霉烯酶的研究进

展［Ｊ］．检验医学，２０１０，１（１）：６３６６．

［３］ 陈炫，吕晓菊，范昕建．超广谱β内酰胺酶的分类与分子进化研究

进展［Ｊ］．中国抗生素杂志，２００３，２８（３）：１８８１９２．

［４］ 欧阳范献，陈允凤，卜平凤，等．年中海口地区产超广谱β内酰胺

酶阳性菌检测及其耐药性分析［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２００５，

１５（１）：８５８８．

［５］ ＷｅｉＺＱ，ＤｕＸＸ，ＹｕＹＳ，ｅｔａｌ．ＰｌａｓｍｉｄｍｅｄｉａｔｅｄＫＰＣ２ｉｎａＫｌｅｂ

ｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅｉｓｏｌａｔｅｆｒｏｍＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓＣｈｅ

ｍｏｔｈｅｒ，２００７，５１（２）：７６３７６５．

［６］ ＹａｎｇＱ，ＷａｎｇＨ，ＳｕｎＨ，ｅｔａｌ．Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃａｎｄｇｅｎｏｔｙｐｉｃｃｈａｒａｃ

ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅｗｉｔｈｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏ

ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｓ：ｒｅｓｕｌｔｓｆｒｏｍｌａｒｇｅｈｏｓｐｉｔａｌｂａｓｅｄｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅｓｔｕｄ

ｉｅｓｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２０１０，５４（１）：５７３

５７７．

［７］ 朱任媛，张小江，赵颖，等．ＣＨＩＮＥＴ２０１１年北京协和医院细菌耐

药性监测［Ｊ］．中国感染与化疗杂志，２０１２，１２（６）：４２８４３４．

［８］ 时东彦，魏宏莲．５年间耐亚胺培南铜绿假单胞菌耐药性监测及耐

药机制探讨［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２０１０，２０（１２）：１６５４１６５６．

［９］ 崔国辉，梁陶，林湛，等．２００８～２０１０年我院致病菌株耐药性分析

［Ｊ］．广东医学院学报，２０１１，２９（４）：４１６４１８．

［１０］廉婕，麦丽文，余治健，等．耐亚胺培南铜绿假单胞菌的临床分离

及耐药机制分析［Ｊ］．中国医药导报，２０１１，８（３５）：９２９４．

［１１］陶真，阴晴，成静，等．ＩＣＵ病房２９株铜绿假单胞菌的耐药表型及

基因型分析［Ｊ］．江苏医药，２０１２，３８（１７）：２０２１２０２３．

［１２］ＯｚｏｒｏｗｓｋｉＴ，ＫａｗａｌｅｃＭ，ＺａｌｅｓｋａＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｎａｎｔｉ

ｂｉｏｔｉｃｐｏｌｉｃｙｏｎｔｈｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍ

ｔｈｅｂｌｏｏｄｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｉｎａｈｅｍａｔｏｌｏｇｙｕｎｉｔ［Ｊ］．ＰｏｌＡｒｃｈ Ｍｅｄ

Ｗｅｗｎ，２００９，１１９（１１）：７１２７１８．

（收稿日期：２０１３０１１８）

△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｕｗａｎｇ＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ。

·经验交流·

非小细胞肺癌血清ＤＫＫ３基因启动子甲基化的临床意义

雷艳荣，张静琼，王　纯△

（武汉市中心医院肿瘤科，湖北武汉４３００２４）

　　摘　要：目的　研究非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）血清ＤＫＫ３基因启动子甲基化的临床意义。方法　采用甲基化特异性ＰＣＲ检

测ＮＳＣＬＣ患者及健康人血清ＤＫＫ３基因启动子甲基化，比较两者间的差异并分析其与临床病理因素的关系。结果　ＮＳＣＬＣ患

者血清ＤＫＫ３基因启动子甲基化率显著高于健康人（犘＜０．０５）。ＮＳＣＬＣ患者血清ＤＫＫ３基因启动子甲基化在肿瘤大小、淋巴

结转移、远处转移和ＴＮＭ分期中的差异具有统计学意义（犘＜０．０５），肿瘤大、淋巴结分期晚、有远处转移及ＴＮＭ 分期晚ＤＫＫ３

甲基化率显著高于肿瘤小、淋巴结分期早、无远处转移及ＴＮＭ分期早患者（犘＜０．０５）。结论　ＮＳＣＬＣ患者血清ＤＫＫ３基因启动

子甲基化与临床病理因素密切相关，可作为ＮＳＣＬＣ的病情及预后评估的标志物。

关键词：非小细胞肺癌；　ＤＫＫ３；　甲基化；　临床意义

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１１．０５２ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１１１４５００３

　　肺癌的发生、发展及转归与表观遗传学改变密切相关，其

中基因的甲基化引起表观遗传学是最主要的发病机制，目前报

道的相关基因包括 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ３（ＤＫＫ３）和 维 甲 酸 受 体 β

（ＲＡＲβ）等
［１２］。ＤＫＫ３属于 Ｄｉｃｋｋｏｐｆ家族成员，具有抑制肿

瘤细胞增殖并促进其凋亡作用，在非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）呈

低表达状态［３］。本研究采用甲基化特异性ＰＣＲ检测 ＮＳＣＬＣ

患者血清ＤＫＫ３基因启动子甲基化，分析其与临床病理因素

的关系，研究其在ＮＳＣＬＣ中的临床意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　研究对象为２０１０年１月至２０１２年１２月本

科诊治的ＮＳＣＬＣ患者，入选标准：（１）均经症状体征、临床表

现、影像学检查和病理组织学检查确诊；（２）既往未接受放化疗

治疗；（３）一般状况尚可，无严重肝肾疾病。共计７５例患者入

选，其中男４５例，女３０例；年龄３０～８０岁，平均（４８．２±１０．６）

·０５４１· 国际检验医学杂志２０１３年６月第３４卷第１１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１１



岁；有吸烟史４０例，无吸烟史３５例；病理组织学类型包括鳞状

细胞癌３５例，腺癌２８例，大细胞癌１２例；ＴＮＭ 分期Ⅰ期１２

例，Ⅱ期２５例，Ⅲ期３０例，Ⅳ期８例。另以门诊健康体检的７５

例健康人为对照，其中男４２例，女３３例；年龄３０～８０岁，平均

（４８．１±１１．５）岁；有吸烟史４１例，无吸烟史３４例。两组研究

对象在性别和年龄方面具有可比性，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。

１．２　方法　取患者肘静脉血，离心后取血清。根据基因组

ＤＮＡ试剂盒操作说明进行，提取研究对象血清总ＤＮＡ。根据

甲基化试剂盒说明书采用重亚硫酸盐将提取的ＤＮＡ未甲基

化Ｃ转化为 Ｕ，转化后的样本进行 ＰＣＲ 扩增。引物采用

ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕｒｏｇｅｎｅ．ｏｒｇ／ｃｇｉｂｉｎ／ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ／

ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ．ｃｇｉ）设计，序列见表１，ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，循

环条件为：９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性１ｍｉｎ，６０℃退火３０

ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３５个循环，最后一轮７２℃延伸１０ｍｉｎ。

扩增后的产物经琼脂糖凝胶电泳后显影检测。

表１　　ＲＡＳＳＦ１Ａ基因 ＭＳＰ引物序列

引物 甲基化引物（Ｍ） 非甲基化引物（Ｕ）

正向引物 ５′ＧＴＴＴＣＧＧＴＴＧＧＴＴＡＡＴＧＧＴＣ３′ ５′ＴＴＴＧＧＴＴＧＧＴＴＡＡＴＧＧＴＴＧＧ３′

反向引物 ５′ＧＣＣＧＡＡＣＴＡＣＧＡＡＴＡＣＡＡＡＴＡＣＧ３′ ５′ＣＡＣＣＡＡＡＣＴＡＣＡＡＡＴＡＣＡＡＡＴＡＣＡＡ３′

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５进行数据处理和统计分

析。计量资料采用狓±狊表示，两组间比较采用狋检验。计数

资料采用χ
２ 检验。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＤＫＫ３基因启动子甲基化结果　７５例ＮＳＣＬＣ患者有４０

例患者血清ＤＫＫ３基因启动子检测到甲基化，ＤＫＫ３基因启动

子甲基化率为５３．３％，健康人中有３例患者血清ＤＫＫ３基因

启动子检测到甲基化，ＤＫＫ３基因启动子甲基化率为４．０％，

ＮＳＣＬＣ患者血清ＤＫＫ３基因启动子甲基化率显著高于健康

人（犘＜０．０５）。

２．２　ＤＫＫ３启动子甲基化与临床病理因素关系　ＮＳＣＬＣ患

者血清ＤＫＫ３基因启动子甲基化在性别、年龄、吸烟史、病理

组织学类型及肿瘤大体类型中的差异无统计学意义（犘＞

０．０５），在肿瘤大小、淋巴结转移、远处转移和ＴＮＭ 分期中的

差异具有统计学意义（犘＜０．０５），肿瘤大、淋巴结分期晚、有远

处转移及ＴＮＭ分期晚ＤＫＫ３甲基化率显著高于肿瘤小、淋巴

结分期早、无远处转移及 ＴＮＭ 分期早患者（犘＜０．０５），见

表２。

表２　　ＮＳＣＬＣ患者血清ＤＫＫ３基因启动子甲基化

　　　与临床病理因素关系

临床病理因素 狀

Ｄｋｋ３基因启动子甲基化

甲基化

［狀（％）］

未甲基化

［狀（％）］

χ
２ 犘

性别 男 ４５ ２４（５３．３） ２１（４６．７） ０．０５６ ０．８１３

女 ３０ １６（５３．３） １４（４６．７）

年龄 ＜５０岁 ４３ ２３（５３．５） ２０（４６．５） ０．０４１ ０．８３９

≥５０岁 ３２ １７（５３．１） １５（４６．９）

吸烟史 有 ４０ ２３（５６．０） １７（４４．０） ０．２９３ ０．５８８

无 ３５ １７（４８．６） １８（５１．４）

肿瘤大小 Ｔ１～Ｔ２ ３３ １２（３６．４） ２１（６３．６） ５．６５５ ０．０１７

Ｔ３～Ｔ４ ４２ ２８（６６．７） １４（３３．３）

淋巴结转移 Ｎ０～Ｎ１ ３０ １１（３６．７） １９（６３．３） ４．５２０ ０．０３３

Ｎ２～Ｎ３ ４５ ２９（６４．４） １６（３５．６）

远处转移 Ｍ０ ６７ ３２（４７．８） ３５（５２．２） － ０．００６

Ｍ１ ８ ８（１００．０） ０（０．０）

续表２　　ＮＳＣＬＣ患者血清ＤＫＫ３基因启动子甲基化

　　　与临床病理因素关系

临床病理因素 狀

Ｄｋｋ３基因启动子甲基化

甲基化

［狀（％）］

未甲基化

［狀（％）］

χ
２ 犘

ＴＮＭ分期 Ⅰ １２ ４（３３．３） ８（６６．７） １１．２５００．０１０

Ⅱ ２５ １０（４０．０） １５（６０．０）

Ⅲ ３０ １８（６０．０） １２（４０．０）

Ⅳ ８ ８（１００．０） ０（０．０）

病理组织学类型 鳞状细胞癌 ３５ １９（５４．３） １６（４５．７） ０．０６７ ０．９６７

腺癌 ２８ １５（５３．６） １３（４６．７）

大细胞癌 １２ ６（５０．０） ６（５０．０）

肿瘤大体类型 中央型 ４０ ２２（５５．０） １８（４５．０） ０．００６ ０．９３８

周围型 ３５ １８（５１．４） １７（４８．６）

　　－：无数据。

３　讨　　论

目前对ＮＳＣＬＣ的发病机制尚未完全清楚，研究表明其与

基因突变、单核苷酸多态性和表观遗传学改变有关，表观遗传

学因素在其中占有重要比例，其中启动子甲基化是表观遗传学

最重要及最常见的转录前调控机制，与肿瘤的发生、发展及转

归密切相关［４］。甲基化指的是不改变基因序列的Ｃ连接甲基

形成ｍＣ，自身或结合甲基结合蛋白后引起ＤＮＡ空间构象改

变，阻遏转录因子与基因启动子结合而抑制基因表达［５］。研究

表明，基因甲基化与肺癌的发病机制、病情及预后评估密切相

关，随着分子生物学发展，越来越多的基因可作为肺癌的标志

物，与传统的蛋白质水平标志物相比，基因水平的标志物具有

更高的特异性及灵敏度［６］。

Ｄｋｋ３基因位于染色体１１ｐ１５．２上，属于Ｄｉｃｋｋｏｐｆ家族成

员，具有抑制肿瘤细胞增殖及促进其凋亡的作用，与肿瘤的发

生、发展及转移紧密相关［７１０］。研究表明，Ｄｋｋ３在 ＮＳＣＬＣ中

呈表达抑制状态。Ｎｏｚａｋｉ等
［１］采用实时定量 ＰＣＲ 检测

ＮＳＣＬＣ患者肿瘤组织和癌旁组织Ｄｋｋ３基因ｍＲＮＡ表达，表

明ＮＳＣＬＣ肿瘤组织Ｄｋｋ３基因ｍＲＮＡ表达显著低于癌旁组

织。蔡敏等［３］发现ＤＫＫ３在ＮＳＣＬＣ中仅５２％发生甲基化，而

在肺良性组织中高达８５％发生甲基化。基于基因 ＤＮＡ 与

ｍＲＮＡ的关系，ＤＫＫ３低表达可能与ＤＮＡ改变有关。本研究

中，采用 ＭＳＰ检测 ＮＳＣＬＣ患者血清 ＤＫＫ３甲基化，ＮＳＣＬＣ
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患者血清ＤＫＫ３基因启动子甲基化率显著高于健康人（犘＜

０．０５），这些结果证实 ＮＳＣＬＣ患者血清ＤＫＫ３存在高甲基化

状态。本研究中，ＮＳＣＬＣ患者血清ＤＫＫ３基因启动子甲基化

在性别、年龄、吸烟史、病理组织学类型及肿瘤大体类型中的差

异无统计学意义（犘＞０．０５），在肿瘤大小、淋巴结转移、远处转

移和ＴＮＭ分期中的差异具有统计学意义（犘＜０．０５），肿瘤大、

淋巴结分期晚、有远处转移及ＴＮＭ分期晚ＤＫＫ３甲基化率显

著高于肿瘤小、淋巴结分期早、无远处转移及ＴＮＭ 分期早患

者（犘＜０．０５），结果表明ＤＫＫ３基因启动子甲基化与 ＮＳＣＬＣ

病情及预后的关系。ＴＮＭ分期对ＮＳＣＬＣ患者的治疗方法及

预后具有决定意义，在临床上受到广泛应用。

综上所述，ＮＳＣＬＣ患者血清ＤＫＫ３基因启动子甲基化与

肿瘤的肿瘤大小、淋巴结转移、远处转移和ＴＮＭ 分期密切相

关，可反映ＮＳＣＬＣ的病情及预后，可作为生物标志物，随着分

子生物学的发展，在临床上的应用会越来越广泛。
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·经验交流·

中山市暂时屏蔽的献血者随访检测结果分析

廖艳婷，孙爱农，林惠燕

（中山市红十字中心血站，广东中山５２８４０３）

　　摘　要：目的　通过分析中山市暂时屏蔽的献血者随访检测结果，提高实验室检测水平，合理引导合适献血者重新归队。方

法　对 ＨＢｓＡｇ、抗ＨＣＶ、抗ＨＩＶ、抗ＴＰ单试剂和ＡＬＴ单、双试剂检测不合格献血者，６个月后抽血用两个厂家试剂进行复查。

结果　５４８例随访者，总合格率为５７．８５％，原ＡＴＬ不合格者合格率为４２．５９％，ＥＬＩＳＡ单试剂阳性者合格率为７７．２６％。其中有

７２例仍为单试剂阳性；有４例转为 ＨＢｓＡｇ双试剂阳性。结论　通过对暂时屏蔽的献血者随访检测，可确保血液安全，减少血源

流失。

关键词：暂时屏蔽；　献血者；　随访复检；　酶联免疫吸附测定；　ＡＬＴ

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１３．１１．０５３ 文献标识码：Ｂ 文章编号：１６７３４１３０（２０１３）１１１４５２０２

　　“血荒”的现象已经引起广大群众的关注，给采供血机构带

来很大的压力。为了防止宝贵血源的流失，同时确保血液的安

全，本站对ＥＬＩＳＡ单试剂阳性和 ＡＬＴ不合格献血者进行随

访，追踪检测合格者可以凭反馈结果重新加入无偿献血队伍，

而不合格者建议咨询临床医生。通过对复查结果的分析，探讨

有效引导暂时屏蔽的献血者回归的方法，同时对献血者结果更

负责。本站对暂时屏蔽的献血者随访追踪检测结果情况如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　中山市无偿献血者中，ＨＢｓＡｇ、抗ＨＣＶ、抗

ＨＩＶ、抗ＴＰ单试剂和ＡＬＴ单、双试剂检测不合格者接受随访

检测共５４８例。

１．２　试剂与仪器　ＨＢｓＡｇ试剂盒（雅培、梅里埃和新创生物

工程公司）；抗ＨＣＶ试剂盒（丽珠和万泰生物工程公司）；抗

ＨＩＶ试剂盒（伯乐和万泰生物工程公司）；抗ＴＰ试剂盒（丽珠

和新创生物工程公司）；ＡＬＴ速率法试剂盒（利德曼和长征生

物工程公司），所有试剂均为中国药品生物制品检定所批检合

格，所有试剂均在有效期内使用，并严格按照试剂说明书进行

操作。采用瑞士生产的 ＭＬＳＴＡＲ全自动加样仪和瑞士生产

的ＬＩＳＡ全自动加样仪；瑞士生产的ＦＡＭＥ全自动酶标分析

系统；迈瑞ＢＳ４２０全自动生化分析仪、ＰＨＯＭＯ酶标仪。仪器

设备按要求进行定期维护和校准。

１．３　方法　５４８例随访６月后抽血按原不合格项目分类，用

两个不同生产试剂进行检测。ＨＢｓＡｇ、抗ＨＣＶ、抗ＨＩＶ、抗

ＴＰ、抗ＨＣＶ的检测用 ＭＬＳＴＡＲ和 ＬＩＳＡ全自动加样仪加

样，用ＦＡＭＥ全自动酶标分析系统进行孵育、洗板、加试剂、比

色的后处理。用迈瑞ＢＳ４２０全自动生化分析仪进行 ＡＬＴ检

测。ＥＬＩＳＡＳ检测抗ＴＰ阳性标本用ＴＰＰＡ确认。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０软件进行统计学分析，计

数资料比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＬＩＳＡ单试剂阳性或者ＡＬＴ不合格者随访结果　 随访

检测共５４８例，合格３２５例，总合格率５７．８５％（３２５／５４８），见表
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