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外周血游离ＬＵＮＸｍＲＮＡ检测在非小细胞肺癌患者辅助诊断中的意义
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　　摘　要：目的　检测非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患者外周血细胞外游离ＬＵＮＸｍＲＮＡ，探讨其在 ＮＳＣＬＣ辅助诊断中的意义。

方法　选择原发性ＮＳＣＬＣ患者６５例，将体检正常的５０例健康者设为对照组。采用实时聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测其外周血

游离ＬＵＮＸｍＲＮＡ，评价该指标对ＮＳＣＬＣ辅助诊断的价值。结果　６５例肺癌患者３８例外周血游离ＬＵＮＸｍＲＮＡ检出阳性，

阳性率显著高于健康体检者，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；低分化以及晚期肺癌患者该基因检出阳性率高于中高分化及早期肺

癌患者，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；ＬＵＮＸｍＲＮＡ阳性率与患者性别、年龄、肿瘤组织类型、发生部位及患者吸烟与否无关。

结论　外周血游离ＬＵＮＸｍＲＮＡ检测对ＮＳＣＬＣ具有特异辅助诊断价值。
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　　全球几种常见恶性肿瘤中，肺癌的发病率占首位，其中非

小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）约占肺癌的４／５。由于肺癌早期症状不

明显，一旦确诊，大部分已属中、晚期，５年生存率不足１５％
［１］，

因此，早期诊断是提高肺癌患者生存率的关键。

ＬＵＮＸ基因是通过差异显示技术筛选克隆出的一个人类

肺组织特异度基因，在肺以外的其他肿瘤组织中不表达或表达

很低［２３］。过去研究显示检测ＮＳＣＬＣ患者外周血循环肺癌细

胞内的ＬＵＮＸ基因，可以推断是否有血液循环微转移的可

能［４６］。而直接检测外周血细胞外游离ＬＵＮＸ基因，国内仅有

２篇报道
［７８］。国外研究表明肿瘤患者外周血细胞外游离 ｍＲ

ＮＡ检测是一种辅助诊断恶性肿瘤的新手段
［９１１］。笔者检测了

ＮＳＣＬＣ患者外周血细胞外游离ＬＵＮＸｍＲＮＡ，旨在找到一种

能早期特异度辅助诊断ＮＳＣＬＣ的新方法。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１１年７月至２０１２年１０月在本院确

诊的原发性ＮＳＣＬＣ患者６５例，其中，男４２例，女２３例；年龄

３８～８２岁，平均６５．４岁。将同期来本院体检，提示血常规、肝

功能、肾功能、胸部Ｘ线透射检查均正常的５０例健康者设为

对照组，其中，男３１例，女１９例；年龄４８～７２岁，平均６１．３岁。

１．２　主要仪器与试剂　ＲＮＡ病毒提取试剂盒（ＱＩＡａｍｐＶｉｒａｌ

ＲＮＡＭｉｎｉＫｉｔ）购自凯杰生物技术（上海）有限公司，Ｐｒｉｍｅ

Ｓｃｒｉｐｔ实时聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，

ＲＴＰＣＲ）定量试剂盒、ｐＭＤ１８ＴＡ克隆试剂盒、质粒提取试剂

盒购自宝生物工程（大连）有限公司。ＰＣＲ引物及ＴａｑＭａｎ探

针由上海生工生物工程有限公司合成，序列为跨外显子设计，

见表１。目的扩增段长度为１４５ｂｐ，退火温度为６０℃。所用

仪器为德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５３３１ＰＣＲ仪及美国 ＡＢＩＰＲＩＳＭ７０００

荧光定量扩增仪。

表１　　引物及探针序列

引物类型 序列

正向 ５′ＡＡＧＴＣＴＧＴＴＧＡＧＧＣＴＧＧＣＴＧ３′

反向 ５′ＧＣＣＡＡＧＴＣＣＡＴＣＡＡＧＣＡＧＡＧ３′

探针 ５′ＦＡＭＣＣＴＣＡＡＣＡＧＡＣＴＴＧＣＡＣＣＧＡＣＣＡＴＡＭＲＡ３′

１．３　方法

１．３．１　ＲＮＡ提取与逆转录　患者及健康者空腹采集静脉血

２．０ｍＬ，乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）抗凝，２ｈ内４０００ｒ／ｍ离心１５

ｍｉｎ，吸取上层血浆按照ＲＮＡ病毒提取试剂盒说明书提取游

离ＲＮＡ。随即按说明书将ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，反应总体系

为２０μＬ，包括４μＬ５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＢｕｆｆｅｒ、４μＬＲａｎｄｏｍ６

ｍｅｒｓ、１μＬＯｌｉｇｏｄＴＰｒｉｍｅｒ、１μＬＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴＥｎｚｙｍｅＭｉｘ

Ｉ、５μＬ提取的ＲＮＡ及５μＬ无ＲＮＡ酶的双蒸水。设置反应

程序为３７℃１５ｍｉｎ，８５℃５ｓ，短暂离心后置－２０℃保存。

１．３．２　荧光定量 ＰＣＲ　反应体系为５０μＬ，包括２５μＬ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ溶液，正向与反向引物各１μＬ至终浓度为
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０．２μｍｏｌ／Ｌ，荧光探针溶液２μＬ至终浓度为０．２μｍｏｌ／Ｌｏｌ／Ｌ，

ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ１μＬ，ｃＤＮＡ模板５μＬ及灭菌蒸馏水１５

μＬ。按如下程序进行扩增：９４℃预变性３０ｓ后，９４℃变性５

ｓ，６０℃退火３１ｓ，扩增４５循环。按照试剂盒说明书将扩增后

的产物ＴＡ克隆至ｐＭＤ１８载体质粒中，经转化、筛选等步骤

后提取质粒，在２６０ｎｍ处检测浓度，按下式计算出拷贝数：拷

贝数（ｃｏｐｙ／ｍＬ）＝（犕×６．０２×１０
２３）／（犔×１０１２×６５０），其中 犕

为浓度（ｎｇ），犔为片段长度。将标准质粒梯度稀释至１０
２、１０３、

１０４、１０５ｃｏｐｙ／ｍＬ，与标本同步进行定量ＰＣＲ扩增。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，率

的比较采用χ
２ 检验，以α＝０．０５为检验水准，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　　果

将６５例肺癌患者及５０例健康者的外周血游离 ＬＵＮＸ

ｍＲＮＡ拷贝数作受试者工作特征（ＲＯＣ）曲线，见图１，根据曲

线，当设定外周血细胞外游离ＬＵＮＸｍＲＮＡ的Ｃｕｔｏｆｆ值为

１．０６×１０４ｃｏｏｐｙ／ｍＬ时，对肺癌有最大辅助诊断价值。此时

灵敏度为５８．５％，特异度为１００．０％，阳性预测值为１００．０％，

阴性预测值为６４．９％，曲线下面积为０．８３９。表２为肺癌患者

及健康者ＬＵＮＸｍＲＮＡ的阳性率比较，ＮＳＣＬＣ患者外周血游

离ＬＵＮＸｍＲＮＡ阳性率显著高于健康者（犘＜０．０１）。

图１　　肺癌患者及健康者ＬＵＮＸｍＲＮＡ检测的ＲＯＣ曲线

表２　　肺癌患者及健康者外周血游离ＬＵＮＸ

　　ｍＲＮＡ表达阳性率

组别 狀 阳性率［狀（％）］ χ
２

肺癌组 ６５ ３８（５４．３） ４３．６６

对照组 ５０ ０（０．０）　

　　：犘＜０．０１，与对照组比较。

　　ＮＳＣＬＣ患者外周血游离ＬＵＮＸｍＲＮＡ表达与肿瘤各病

理资料的关系见表３，游离ＬＵＮＸｍＲＮＡ的表达与肿瘤分化

程度及分期有关，低分化及晚期肺癌患者ＬＵＮＸｍＲＮＡ阳性

率较高。ＮＳＣＬＣ患者外周血游离ＬＵＮＸｍＲＮＡ表达与患者

常规资料的关系见表４，游离ＬＵＮＸ与患者性别、年龄及吸烟

与否无关。

表３　　ＮＳＣＬＣ患者外周血游离ＬＵＮＸｍＲＮＡ与

　　　　肿瘤病理资料的关系

病理资料 狀 阳性率［狀（％）］ χ
２

分化程度

　高 １９ １１（５７．９） １０．４２

　中 １４ ６（４２．８）

　低 ３２ ２８（８７．５）

续表３　　ＮＳＣＬＣ患者外周血游离ＬＵＮＸｍＲＮＡ与

　　　　肿瘤病理参数的关系

病理资料 狀 阳性率［狀（％）］ χ
２

分期

　Ⅰ １６ ５（３１．３） １８．２１

　Ⅱ １２ ３（２５．０）

　Ⅲ～Ⅳ ３７ ３０（８１．１）

组织类型

　鳞癌 ４６ ２９（６３．０） ２．９７

　腺癌 １２ ７（５８．３）

　大细胞癌 ７ ２（２８．６）

肿瘤发生部位

　中央型 １６ ７（４３．８） １．８９

　周围型 ４９ ３１（６３．３）

表４　　ＮＳＣＬＣ患者外周血游离ＬＵＮＸｍＲＮＡ

　　　　与常规资料的关系

常规资料 狀 阳性［狀（％）］ χ
２

性别

　男 ４２ ２８（６６．７） ３．２９

　女 ２３ １０（４３．５）

年龄（岁）

　≤６０ ２４ １３（５４．２） ０．２９

　＞６０ ４１ ２５（６１．０）

是否吸烟

　是 １９ １２（６３．２） ０．２４

　否 ４６ ２６（５６．５）

３　讨　　论

肿瘤标志物检测是辅助诊断恶性肿瘤的重要组成部分。

用于常规筛查的理想标志物除需取材容易、检测方便外，还应

有一定的敏感性与特异度。目前临床广泛使用的肺癌标志物，

如神经元特异烯醇化酶（ＮＳＥ）、细胞角蛋白１９片段抗原２１１

（ＣＹＦＲＡ２１１）、鳞状细胞癌相关抗原（ＳＣＣＡ）等虽在肺癌患者

中有较高的阳性率，但仍缺乏特异度［１２１３］。ＬＵＮＸ基因定位

于２０ｐ１１．１～ｑ１２，ｃＤＮＡ全长１０１５ｂｐ，包含一个开放的读码

框，编码含２５７个氨基酸、相对分子质量为２６．７×１０３ 的蛋白

质，是近年来发现的对肺组织高度特异的基因［１４］。目前针对

该基因的研究集中在对ＮＳＣＬＣ血液循环微转移的预测方面，

检测标本类型主要为外周血的有核细胞，而对于细胞外游离的

ＲＮＡ却少有研究。Ｔｓｕｉ等
［１５］的研究显示，ＲＮＡ从细胞内释

放进入血浆后，与脂质及蛋白类物质结合，能抵抗血浆中

ＲＮａｓｅ的降解，这为检测游离ＲＮＡ提供了可能。

笔者用荧光定量ＰＣＲ方法检测了 ＮＳＣＬＣ患者及健康者

血浆游离ＬＵＮＸｍＲＮＡ，发现虽然敏感性与其他肿瘤标志物

差不多，但其对ＮＳＣＬＣ的辅助诊断有极高的特异度及阳性预

测值，适用于对肺癌高危人群的普查。研究还显示，游离

ＬＵＮＸｍＲＮＡ的表达与肿瘤的分化程度及分期有关，而与性

别、年龄、肿瘤组织类型、发生部位及吸烟与否（下转第２８９页）
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然敏感。万古霉素仍作为良好的一线药物，临床用药应掌握适

应证，避免细菌对其产生耐药。

目前，分离自ＩＣＵ医院感染患者的菌株仍以革兰阴性菌

为主，但革兰阳性的分离数量有逐年增加的趋势。分离菌大部

分为多重耐药菌。医院相关人员应通过回顾性分析熟悉本单

位的细菌学资料，加强高耐药菌的监测，合理应用抗菌药物。

除此之外，还应加强ＩＣＵ内的消毒隔离工作，避免耐药菌株的

播散和爆发流行，严格控制抗菌药物的使用，并注意联合用药，

加强高耐菌株的动态监测，最大限度地减少或延缓耐药菌株的

产生。同时，医护人员应规范ＩＣＵ各种器械的无菌操作，注意

清洁和消毒，采取积极的医院感染控制措施，防止交叉感染的

发生。
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等因素无关。肿瘤分化程度越低，分期越晚，阳性率越高。笔

者推测低分化且分期晚的实体瘤，瘤组织内部常因营养缺乏而

致肿瘤细胞凋亡、坏死，胞内 ＲＮＡ游离出细胞进入血循环。

Ｚｈｏｕ等
［１６］的研究发现肿瘤细胞的缺氧是导致ＲＮＡ从细胞内

释出的重要因素，这一点，也佐证了本实验结果。

外周血细胞外游离ＲＮＡ的检测取材方便，是一种非侵入

性的检测手段。本实验结果提示游离ＬＵＮＸｍＲＮＡ检测对

ＮＳＣＬＣ有高度特异的辅助诊断价值，且因其与肿瘤分化和分

期有关，因此，亦可作为患者预后不良的一个重要指标，对肺癌

的综合治疗具有指导作用。
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