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血清犌犛犜犘１基因甲基化定量分析在肝细胞癌的早期诊断价值


冉贵萍１，２，杨国珍２△，方　文
２，袁　勇

１，张瑞霞１

（１．上海交通大学医学院附属第九人民医院奉城分院，上海２０１４１１；

２．贵阳医学院附院生化科，贵州贵阳５５０００４）

　　摘　要：目的　建立实时荧光定量甲基化方法研究肝细胞癌（ＨＣＣ）患者外周血血清中游离谷胱甘肽硫转移酶Ｐ１基因

（犌犛犜犘１）启动子区域甲基化状态，探讨其是否可作为 ＨＣＣ早期诊断的指标。方法　收集９５例血清标本，包括４０例 ＨＣＣ、３０例

肝硬化和２５例健康体检者，采用实时荧光定量甲基化特异性聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术对血清中犌犛犜犘１基因的甲基化水平进行

定量分析，应用接受者操作特性（ＲＯＣ）曲线评估其诊断价值。结果　肝癌患者血清中犌犛犜犘１基因甲基化定量水平明显高于健

康对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＲＯＣ曲线分析表明通过犌犛犜犘１基因甲基化定量分析能够高效区分肝癌和肝硬化及

健康者（ＡＵＣ＝０．８６４１），以甲基化率２％作为诊断 ＨＣＣ的临界值，其诊断特异度为８７．５％，敏感度达６９．６％；联合检测血清

犌犛犜犘１基因甲基化和血清ＡＦＰ可将 ＨＣＣ检出率提高至７５％。结论　实时荧光定量甲基化方法可精确定量血清中犌犛犜犘１基

因甲基化水平，在 ＨＣＣ的早期诊断中有一定的应用价值。
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　　早期诊断是肝细胞癌（ＨＣＣ）获得早期治疗的前提，肝癌

有强大的代偿能力，早期常无症状，这给肝癌的早期诊断带来

一定的困难，因此，寻找外周血肿瘤标记是临床上亟须解决的

一个难题。循环无细胞ＤＮＡ（ｃｆＤＮＡ）是存在于血清和血浆中

的游离ＤＮＡ，近年研究表明
［１３］，肿瘤在生长过程中持续释放

肿瘤细胞ＤＮＡ进入外周血液，因此，检测血清或血浆的肿瘤

特异性基因改变，可反映肿瘤的存在和严重程度。谷胱甘肽

硫转移酶基因（犌犛犜犘１）是重要的ＤＮＡ损伤修复基因，属抑

癌基因，犌犛犜犘１基因ＣｐＧ岛高度甲基化可能参与了肝癌 的发

生、发展［４６］，因此检测肝癌患者血清或血浆中犌犛犜犘１的甲基

化水平将有助于了解肝癌的发生发展过程。本研究采用自行

建立的实时荧光甲基化定量方法检测了４０例 ＨＣＣ患者外周

血血清中犌犛犜犘１基因启动子区的甲基化水平，探讨了其在

ＨＣＣ的早期诊断中的意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１２年１～１２月共收集贵阳医学院附院就

诊的９５例患者的血清标本。其中４０例 ＨＣＣ（肝癌组）均为住

院病例，其中男性２９例，女性１１例，年龄３６～８２岁，中位年龄

５８岁，全部病例均经术后组织学诊断为 ＨＣＣ；其中甲胎蛋白

（ＡＦＰ）≥４００μｇ／Ｌ的２２例。３０例肝硬化组，其中男性１８例，

女性１２例，年龄３６～７９岁，中位年龄６５岁。２５例健康对照组

血清来自健康体检者，男性１５例，女性１０例，年龄３５～７２岁，

中位年龄６０岁。３组资料在年龄及性别上比较差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。患者采集静脉血５ｍＬ，离心后分离血清，以

每管８００μＬ分装置－２０℃保存。

１．２　试剂　犌犛犜犘１基因甲基化引物序列和非甲基化引物序

列（上海生工公司合成）、血液ＤＮＡ快速提取试剂盒由深圳亚

能生物技术有限公司提供，ＳｓｓＩ甲基转移酶购自美国 ＮＥＢ

·０４５· 国际检验医学杂志２０１４年３月第３５卷第５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．５
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公司。

１．３　方法

１．３．１　ＰＣＲ引物设计　根据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ（ＡＹ３２４３８７）中人类

犌犛犜犘１基因序列设计扩增犌犛犜犘１基因启动子区序列，所设

计的甲基化特异引物、非甲基化特异引物序列和内参βａｃｔｉｎ

引物序列见表１。

表１　　引物序列

引物 序列（５′～３′）
产物

（ｂｐ）

退火温度

（℃）

犌犛犜犘１Ｍ ＴＴＣＧＧＧＧＴＧＴＡＧＣＧＧＴＣＧＴＣ ９３ ５７

ＧＣＣＣＣＡＡＴＡ ＣＴＡＡＡＴＣＡＣＧＡＣＧ

犌犛犜犘１Ｕ ＧＡＴＧＴＴＴＧＧＧＧＴＧＴＡＧＴＧＧＴＴＧＴＴ ９７ ５７

ＣＣＡＣＣＣＣＡＡＴＡＣＴＡＡＡＴＣＡＣＡＡＣＡ

βａｃｔｉｎ ＡＡＧＧＴＧＡＣＡＧＣＡＧＴＣＧＧＴＴＧＧＡ １５６ ６０

ＧＡＧＡＡＧＴＧＧＧＧＴＴＴＴＡＧＧＡ

　　Ｍ：甲基化特异性引物；Ｕ：非甲基化特异性引物。

１．３．２　血清ＤＮＡ的抽提和纯化　血清ＤＮＡ的抽提采用微

量ＤＮＡ抽提试剂盒（深圳亚能公司），对其中的操作步骤适当

改良（按比例扩大每次处理的血浆量，ＤＮＡ得率和纯度无影

响），每３００μＬ血清获得７０μＬ的ＤＮＡ，所有保存血清标本均

采用同一批号的试剂盒抽提ＤＮＡ以减少批间误差，并统一集

中检测。

１．３．３　甲基化特异性ＰＣＲ检测　修饰过程：取已提取的血清

ＤＮＡ１０μＬ，加入１．１μＬ的ＮａＯＨ（３ｍｏｌ／Ｌ），于３７℃变性１０

ｍｉｎ。加入１０ｍｍｏｌ／Ｌ对苯二酚６μＬ，再加入１０４μＬ （ｐＨ

５．０）３ｍｏｌ／ＬＮａＨＳＯ３ 混匀，表面覆盖矿物油，避光，５０℃水浴

１６ｈ进行甲基化修饰。水浴完毕后准备纯化ＤＮＡ，于室温下

加入４ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ 至终浓度为０．３ｍｏｌ／Ｌ，放置１０ｍｉｎ，加

入１／１０体积的３ｍｏｌ／Ｌ 乙酸钠和２倍体积的冰乙醇沉淀

ＤＮＡ，－２０℃放置过夜，第２天以７０％的乙醇洗涤沉淀物，真

空干燥，加３０μＬＴＥ（ｐＨ８．０）溶解，－２０℃保存。ＰＣＲ反应

体系：亚硫酸氢钠处理的模板ＤＮＡ５．０μＬ，各引物（２０μｍｏｌ／

Ｌ）１．０μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１．０μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ５．０μＬ，

ＴａｑＤＮＡ聚合酶２．５Ｕ，加灭菌蒸馏水至５０μＬ。反应条件为：

９５℃预变性１５ｍｉｎ，继以９５℃（５０ｓ），５７℃（１ｍｉｎ），７２℃（１

ｍｉｎ）共３５个循环，最后于７２℃延伸１０ｍｉｎ，以水为空白对照，

健康人白细胞基因组ＤＮＡ作阴性对照，以ＳｓｓＩ甲基转移酶体

外修饰的基因组ＤＮＡ为阳性对照，扩增产物以２％琼脂糖凝

胶电泳，凝胶成像仪观察结果并拍照。

１．３．４　ＭｅｔｈｙＬｉｇｈｔ定量ＰＣＲ方法　ＭｅｔｈｙＬｉｇｈｔ是建立在

ＳｙｂｅｒｇｒｅｅｎⅠ实时荧光ＰＣＲ技术上的甲基化定量分析技术，

通过一对甲基化特异性引物（即表１中犌犛犜犘１Ｍ 引物）和荧

光染料ＳｙｂｅｒｇｒｅｅｎⅠ对目的基因进行定量，同时以βａｃｔｉｎ基

因作为内参基因来校正样品间在模板量上的差异。定量ＰＣＲ

使用Ｌｉｇｈｔｃｙｃｌｅｒ４８０荧光定量ＰＣＲ仪进行扩增，２０μＬ反应体

系包含７．２μＬ蒸馏水，１０μＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ，０．４μＬ的上游

引物和０．４μＬ的下游引物，２μＬ模板。扩增条件为９５℃变

性３０ｓ后，９５℃５ｓ，５７℃２５ｓ，７２℃１０ｓ，循环４０次后进行

熔解曲线分析。每次检测设置阴性对照为健康人白细胞基因

组ＤＮＡ、阳性对照为 ＳｓｓＩ甲基转移酶体外修饰的基因组

ＤＮＡ，使用甲基化百分比参数（ＰＭＲ）来描述血清 ＤＮＡ 的

犌犛犜犘１基因的甲基化水平；其计算过程是首先通过βａｃｔｉｎ内

参基因来对目的基因进行相对定量，然后再用甲基化酶体外修

饰ＤＮＡ的相对定量值对实验样品值进一步作归一化处理。

计算公式如下：ＰＭＲ＝（ＧＥＮＥｓａｍｐｌｅ／ＲＥＦｓａｍｐｌｅ）／（ＧＥＮＥｐｏｓｉｔｉｖｅ／

ＲＥＦｐｏｓｉｔｉｖｅ）×１００％（ＧＥＮＥ 为目的基因；ＲＥＦ为内参基因；

ｓａｍｐｌｅ为样品；ｐｏｓｉｔｉｖｅ为甲基化阳性对照ＤＮＡ。

１．４　统计学处理　全部资料用ＳＰＳＳ１３．０软件分析，采用非

参数检验比较不同组间血清 ＤＮＡ甲基化水平的差异；采用

ＲＯＣ曲线评估血清犌犛犜犘１基因甲基化对 ＨＣＣ的诊断价值，

以犘＜０．０５表示差异有统计学意义，分析使用绘制医学图表

进行。

２　结　　果

２．１　ＭＳＰ对犌犛犜犘１基因的定性检测　为了对所用引物和扩

增条件进行验证，首先对三组血清ＤＮＡ样本进行 ＭＳＰ扩增，

结果如图１显示，犌犛犜犘１基因的甲基化引物均扩增出９３ｂｐ

大小的目的条带，非甲基化引物均扩增出９７ｂｐ大小的目的条

带，扩增片段大小正确，阳性对照和阴性对照均扩增出相应条

带，ＭＳＰ的定性结果证实了引物扩增的正确性。

　　Ｕ：用犌犛犜犘１Ｕ非特异性引物扩增；Ｍ：用犌犛犜犘１Ｍ特异性引物

扩增。Ｃａｓｅ１，２：部分甲基化血清标本；Ｃａｓｅ３，４：完全甲基化血清标本；

Ｐ：阳性对照（ＳｓｓＩ甲基转移酶体外修饰基因组ＤＮＡ）；Ｎ：阴性对照（健

康人白细胞基因组ＤＮＡ）。

图１　　ＨＣＣ中犌犛犜犘１基因 ＭＳＰ电泳图

２．２　犌犛犜犘１基因的 Ｍｅｔｈｙｌｉｇｈｔ的相对定量分析　见图２（见

《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。犌犛犜犘１基因在

１０个肝癌血清样本荧光相对定量的分析结果，蓝色柱表示

犌犛犜犘１／βａｃｔｉｎ的相对定量值，红色柱表示待测样本／甲基化

阳性对照的比值。以ＳｓｓＩ甲基转移酶体外修饰ＤＮＡ扩增值

作为甲基化阳性对照（βａｃｔｉｎ基因为内参），标准值为１，各肝

癌患者血清样本犌犛犜犘１基因甲基化水平可以以甲基化百分

率来进行定量。

２．３　犌犛犜犘１基因的甲基化水平的定量分析　见图３（见《国

际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。肝癌组中４０例患者

血清的 ＰＭＲ 的 中 位 值 为０．１１７２（四 分 位 距 ０．０３４２～

０．２８５１），肝硬化组中３０例患者血清的 ＰＭＲ的中位值为

０．０２７４（四分位距０．０１３１～０．０４５３），２５例健康对照组的

ＰＭＲ的中位值为０．０１０８（四分位距０．００６２～０．０２８６），其中

肝硬化组与健康对照组的犌犛犜犘１基因的甲基化水平比较差

异无统计学意义（犘＝０．２５７９），而肝癌组的犌犛犜犘１甲基化水

平明显高于肝硬化组和健康对照组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。

２．４　ＲＯＣ曲线分析　见图４（见《国际检验医学杂志》网站主

页“论文附件”），肝癌组与健康对照组的 ＰＭＲ 进行比较，

犌犛犜犘１基因的 ＡＵＣ 值（０．８６４１）大于０．５，统计学表明

犌犛犜犘１基因甲基化水平可作为辅助诊断肝癌的指标（犘＜

０．０５），以甲基化率２％作为诊断 ＨＣＣ的临界值，其诊断特异

度为８７．５％，敏感度达６９．６％；肝癌组与肝硬化组的ＰＭＲ进

行比较，ＡＵＣ值为０．７７５，统计学表明可有效将肝癌和肝硬化

区分开，差异有统计学意义 （犘＜０．０５），但敏感度较低

·１４５·国际检验医学杂志２０１４年３月第３５卷第５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．５



（３９．８％）；而 肝 硬 化 组 与 健 康 对 照 组 比 较 的 ＡＵＣ 值 为

０．６５５３，略高于０．５０００，统计学比较表明不足以将两者区分

开（犘＝０．５８４２）。

２．５　联合检测　２００１年９月全国肝癌学术会议确定将

ＡＦＰ≥４００μｇ／Ｌ作为 ＨＣＣ临床诊断的阳性阈值
［７］。在本研

究中２２例ＡＦＰ≥４００μｇ／Ｌ的 ＨＣＣ患者中，其甲基化均为阳

性，在１８例ＡＦＰ＜４００μｇ／Ｌ的 ＨＣＣ患者中，有８例甲基化定

量结果为阳性，单独 ＡＦＰ指标对 ＨＣＣ的检出率为５５％（２２／

４０），而联合检测血清犌犛犜犘１基因甲基化与血清 ＡＦＰ可将

ＨＣＣ的检出率提高至７５％（３０／４０）。

３　讨　　论

循环ＤＮＡ是存在于血清和血浆中的少量的游离ＤＮＡ，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ＤＮＡ进入外周血液，循环ＤＮＡ能维持和表达肿瘤细胞

来源的分子遗传特性，因此通过检测血清ＤＮＡ的变化可以反

映肿瘤的存在和严重程度。

肿瘤患者血清或血浆中肿瘤相关基因改变如癌基因的突

变、染色体微卫星不稳定性、抑癌基因的突变、基因杂合现象的

丢失等与原发灶的改变相一致，为应用血清中ＤＮＡ甲基化作

为肿瘤标记检测和监测肿瘤的发生、发展提供了令人鼓舞的可

能。有科学家发现，血清异常甲基化总是与肿瘤组织甲基化同

时出现［８１０］。Ｅｓｔｅｌｌｅｒ等
［１１］采用甲基化特异性ＰＣＲ法检测２２

例ＮＳＣＬＣ肿瘤抑制基因Ｐ１６（ＣＤＫＮ２）启动子甲基化、死亡相

关蛋白激酶（ＤＡＰ酶）、谷胱甘肽Ｓ转移酶Ｐ１和Ｏ６甲基鸟嘌

呤ＤＮＡ甲基化转移酶（ＭＧＭＴ），发现６８％（１５／２２）ＮＳＣＬＣ肿

瘤组织中至少有１种以上基因发生甲基化异常，而健康对照组

正常肺组织无类似变化，１５例有甲基化的原发肿瘤中１１例

（７３％）血清里也发现基因不正常甲基化，所以，检测ＤＮＡ甲

基化的改变可以反映肿瘤中特异性的核酸改变，因此，建立一

种快速、简便的方法对血清中ＤＮＡ甲基化定量
［１２１３］，将有助

于提高原发性肝癌早期检测的阳性率。

犌犛犜犘１基因是一重要的 ＤＮＡ损伤修复基因，属抑癌基

因，其编码的蛋白ＧＳＴπ类酶属于体内Ⅱ相代谢解毒酶同工酶

家族，在保护机体细胞不受毒物和致癌物基团的损害方面起着

重要作用。研究报道在人原发性肝癌中具有高频率的犌犛犜犘１

蛋白表达缺失或降低，且同时检测到犌犛犜犘１基因启动子区

ＣｐＧ岛的高甲基化，表明可能是由于其高甲基化而表达下调，

进而促进了肝癌的发生发展。有研究表明［５］，８８％的原发性肝

癌组织表达犌犛犜犘１基因ＣｐＧ岛异常甲基化，少数健康组织中

也可出现异常甲基化，但血清ＤＮＡ的高甲基化却只存在于纯

恶性疾病中，因此其特异性诊断价值受到重视。本研究通过

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ荧光定量法对肝癌、肝硬化及健康对照者血清

中犌犛犜犘１基因甲基化水平进行定量，发现肝癌组和健康对照

组的甲基化水平比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），由健康对

照组、肝硬化组到肝癌组犌犛犜犘１基因的甲基化定量水平总体

呈上升趋势，进一步证实了犌犛犜犘１基因甲基化参与 ＨＣＣ的

发生发展过程，是 ＨＣＣ形成中的早期事件，可以作为 ＨＣＣ早

期诊断的一项敏感指标。本研究通过 ＲＯＣ 曲线评估了

犌犛犜犘１基因甲基化水平在肝癌诊断上的可行性，当以甲基化

率２％作为诊断ＨＣＣ的临界值时，其特异度为８７．５％，诊断敏

感度达６９．６％，具有一定的诊断价值。目前临床上原发性肝

癌常用的辅助诊断和监测的血清学指标是 ＡＦＰ，然而 ＡＦＰ的

灵敏度有限，ＡＦＰ诊断原发性肝癌的敏感度为４８％～６２％，特

异度为８１％～９８％
［１４］。本实验在血清 ＡＦＰ≥４００μｇ／Ｌ的２２

例患者中，其犌犛犜犘１基因甲基化均阳性，在 ＡＦＰ水平低于临

床诊断阈值（４００μｇ／Ｌ）的１８例患者中有８例为甲基化阳性，

可以看出血清ＤＮＡ甲基化检测比传统的血清蛋白肿瘤标志

物的检测更灵敏，更有利于肿瘤的早期诊断。因此通过甲基化

荧光定量法检测肝癌患者血清中甲基化水平具有提高 ＨＣＣ

检出率的重要作用。

总之，甲基化荧光定量法操作简便，利于临床检测推广，可

对血清中犌犛犜犘１基因的甲基化水平定量检测，对 ＨＣＣ的早

期诊断、早期治疗和预后判断有一定价值，由于入组病例不多，

尚需扩大病例，开展前瞻性的研究，以全面评估血清ＤＮＡ的

甲基化检测用于 ＨＣＣ早期诊断、预后判断的价值。
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ｅｒｒａｎｔｐｒｏｍｏｔｅｒｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｇｅｎｅｓｉｎ

ｓｅｒｕｍＤＮＡｆｒｏｍｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ

Ｒｅｓ，１９９９，５９（１）：６７７０．

［１２］ＭａｌｅｎｔａｃｃｈｉＦ，ＦｏｒｎｉＧ，ＶｉｎｃｉＳ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆ

ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｂｙｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆａｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｍｅｌｔａｎａｌｙｓｉｓｐｒｏｔｏｃｏｌ［Ｊ］．ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，２００９，３７（１２）：ｅ８６．

［１３］ＬｅＴ，ＫｉｍＫＰ，ＦａｎＧ，ｅｔａｌ．Ａｓｅｎｓｉｔｉｖｅｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｍｅｔｈ

ｏｄｆｏｒｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｍｐｌｅｓ［Ｊ］．ＡｎａｌＢｉｏ

ｃｈｅｍ，２０１１，４１２（２）：２０３２０９．

［１４］ＳｏｎｇＰ，ＧａｏＪ，ＩｎａｇａｋｉＹ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ：ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｓｃｒｅｅｎ

ｉｎｇｆｏｒａｎｄｅａｒｌｙｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｉｎＪａｐａｎ

ａｎｄＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＬｉｖｅｒＣａｎｃｅｒ，２０１３，２（１）：３１３９．

（收稿日期：２０１３１０１０）

·２４５· 国际检验医学杂志２０１４年３月第３５卷第５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｍａｒｃｈ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．５


