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要"目的
!

探讨肺癌患者胸腔积液中脱落细胞的泛素样含
0ZY

和环指域
+

"

5Z#]+
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/#21

表达水平及临床诊断价

值%方法
!

选取
%-+)

年
+-

月至
%-+?

年
%

月南京医科大学附属江宁医院收治的胸腔积液患者
+%=

例!根据病理学诊断结果分为

恶性胸腔积液组"

&-

例$和良性胸腔积液组"

&=

例$!采用实时荧光定量聚合酶链反应技术检测两组
5Z#]+/#21

表达水平!分

别与胸腔积液中脱落细胞学检查结果&癌胚抗原"

3U1

$和
Y21

异倍体细胞检测结果进行比较!并分析其与临床病理因素的关

系%结果
!

恶性胸腔积液组中
5Z#]+/#21

相对表达量为"

=,)*f=,**

$!明显高于良性胸腔积液组"

+,&+f+,)&

$!差异有统计

学意义"

3̀ ),-)?

!

D -̀,---

$%受试者工作特征曲线分析显示!

5Z#]+/#21

&

3U1

单独检测及联合检测的曲线下面积分别为
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&
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!灵敏度分别为
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?O,+O[
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!特异度分别为
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.*,==[
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%在不同年龄&性别&肿

瘤定位&组织学分型&

3U1

水平及有无吸烟史患者的胸腔积液中!

5Z#]+/#21

相对表达量差异无统计学意义"
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$#脱落

细胞阳性和异倍体细胞阳性患者胸腔积液中
5Z#]+/#21

相对表达量高于阴性患者!差异有统计学意义"

D

$
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$%结论
!
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对恶性胸腔积液具有较高的临床诊断价值%
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泛素样含
0ZY

和环指域
+

$

5Z#]+

&是新发现的一种与

细胞生长有关的核蛋白基因'

+

(

)有研究表明#

5Z#]+

在人类

多种肿瘤组织和细胞中呈高表达#并且与肿瘤的分化*侵袭*转

移和预后密切相关'

%$&

(

)有文献报道
5Z#]+

在肺癌组织和细

胞中过表达'

?$O

(

#但在肺癌引起的恶性胸腔积液中的表达情况

尚未见报道)本研究采用实时荧光定量聚合酶链反应$

d

03#

&

检测肺癌患者胸腔积液中脱落细胞的
5Z#]+/#21

表达水

平#分析其与肺癌患者各临床病理因素间的关系#探讨

5Z#]+/#21

在恶性胸腔积液中的诊断价值)

A

!

资料与方法

A,A

!

一般资料
!

选取
%-+)

年
+-

月至
%-+?

年
%

月南京医科

大学附属江宁医院收治的胸腔积液住院患者
+%=

例#根据病理

+

??-*

+

国际检验医学杂志
%-+?

年
++

月第
*O

卷第
%%

期
!
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!
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!
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"

基金项目"江苏省南京市卫生和计划生育委员会项目$
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!!

作者简介"王小燕#女#副主任技师#主要从事免疫学检验研究)

!

#

!

通信作者#
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学诊断结果分为!恶性胸腔积液组
&-

例#其中男
=?

例#女
+*

例#平均年龄$

&),.f+%,.

&岁%良性胸腔积液组
&=

例#其中男

)-

例#女
+=

例#平均年龄$

&*,++f%-,?

&岁)恶性胸腔积液组

中#经细胞学证实的恶性胸腔积液患者
**

例#经胸膜穿刺活检

或胸腔镜下胸膜活检证实的恶性胸腔积液患者
%?

例)良性胸

腔积液组中#经细菌学及病理学等临床检查排除肿瘤的结核性

胸腔积液患者
*&

例#其他感染性胸腔积液患者
%+

例#慢性阻

塞性肺气肿患者
)

例#脓胸患者
%

例)排除标准!恶性肿瘤消

耗引起的低蛋白血症所致的胸腔积液#抽取前未接受过抗肿瘤

治疗的胸腔积液#充血性心力衰竭*失代偿性肝硬化及肾病综

合征等疾病引起的漏出液)本研究得到南京医科大学附属江

宁医院伦理委员会批准#所有研究对象均签署知情同意书)两

组患者性别*年龄差异无统计学意义$

D

%

-,-)

&)

A,B

!

仪器与试剂
!

6;"N@C

6!试剂*无核糖核酸酶水等购自美国

:D8;/@

公司#逆转录试剂*普通
03#

试剂*荧光实时定量试剂

均购自大连宝生物公司#

d

03#

扩增仪*

T8;":"

热循环仪购自美

国
1PQ

公司#高速低温离心机购自德国
U

((

8<F@;I

公司)

5Z#]+

的
%

对引物序列为
)4$1XX 6XX 631 6X3 631

136131$*4

和
)4313X66XX3X61X1X66333$*4

#内

参基因
%

$BE:"<

的
%

对引物序列为
)4$X1X3613X1 X36

X336X13X$*4

和
)4$X61X6663X6XX16X33131X$

*4

#均由南京金斯瑞生物公司合成)

A,C

!

方法

A,C,A

!

标本的收集与处理
!

所有标本按照完全统一的方法收

集和储存#严格排除污染因素)采用超声定位胸腔穿刺抽液#

抽取患者胸腔积液
%--/S

#混匀后取约
+)/S

#收集到高压灭

菌的离心管中#

=\

下
%---;

"

/"<

离心
+-/"<

#弃去上清液%

沉渣用
+-/S

生理盐水洗涤
%

遍#离心后弃去上清液%吸取白

膜层至无菌无酶的
+,)/SU0

管中#加入
6;"N@C

6!试剂
+/S

#

轻轻混匀#室温静置
)/"<

#置
hO-\

冰箱保存#编号并登记相

关临床资料)

A,C,B

!

总
#21

提取
!

将保存的脱落细胞进行室温解冻#按

说明书分别加入氯仿*异丙醇等提取总
#21

#用
%-

"

S

无核糖

核酸酶水进行溶解#通过紫外分光光度计测定总
#21

的吸光

度比值$

1

%&-

"

1

%O-

&#选取比值在
+,?

$

%,-

间的标本用于逆转

录反应)此过程均在冰盒上操作)

A,C,C

!

逆转录反应
!

第一步去除基因组
Y21

!加入
)i

H

Y$

21U;B98;PGII8;%

"

S

*

H

Y21U;B98;+

"

S

*总
#21%

"

S

*无

核糖核酸酶水
)

"

S

#轻轻混匀并瞬时离心#于
=%\

中反应
%

/"<

%第二步逆转录!加入
)i0;"/8VE;"

(

:PGII8;%=

"

S

*

0;"/8$

VE;"

(

:#6U<N

J

/8!"K

&

+

"

S

*

#60;"/8;!"K+

"

S

*无核糖

核酸酶水
=

"

S

#轻轻混匀并瞬时离心#与第一步的反应液混

匀#进行逆转录反应)反应条件如下!

*?\+)/"<

#

O)\)9

)

合成好的
EY21

置于
h%-\

备用)

A,C,D

!

#6$03#

检测
!

取
EY21+

"

S

进行
03#

反应#反应

条件为!

.)\

预变性
*-9

#

.)\)9

#

&-\*-9

#共
=)

个循环)

每个反应孔的荧光信号达到所设定的阈值时所进行的循环数

即为
3:

值#以
%

$BE:"<

作为内参基因#同时实验设置
*

个复孔#

用
%

$

##

3:法计算目标基因的相对表达量)

A,C,E

!

胸腔积液
Y21

异倍体细胞和脱落细胞检测
!

胸腔积

液
Y21

异倍体细胞和脱落细胞均检测由本院病理科完成)

Y21

指数大于
%,)

为异倍体细胞阳性#恶性胸腔积液中找到

肿瘤细胞即为肿瘤细胞阳性)

A,D

!

统计学处理
!

采用
V0VV%-,-

统计软件进行统计学处

理%计量资料以
If:

表示#组间比较采用
3

检验#多组间比较

采用单因素方差分析%通过绘制受试者工作特征$

#W3

&曲线及

计算曲线下面积$

153

&以评估
5Z#]+/#21

对良恶性胸腔

积液的诊断效能#并通过
b@GF8<

指数确定诊断临界值%以
D

$

-,-)

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B,A

!

两组
5Z#]+/#21

相对表达量比较
!

恶性胸腔积液

组中
5Z#]+/#21

相对表达量为
=,)*f=,**

#明显高于良

性胸腔积液组$

+,&+f+,)&

&#差异有统计学意义$

3̀ ),-)?

#

D -̀,---

&)见图
+

)

!!

注!与良性胸腔积液组比较#

"

D

$

-,-+

)

图
+

!!

两组
5Z#]+/#21

相对表达量

B,B

!

5Z#]+/#21

*癌胚抗原$

3U1

&对恶性胸腔积液的诊

断价值
!

5Z#]+/#21

单独检测结果!

153

为
-,?)*

*灵敏

度为
)*,=O[

*特异度为
OO,%=[

)

3U1

单独检测结果!

153

为
-,O?.

*灵敏度为
?O,+O[

*特异度为
.*,==[

)

5Z#]+

/#21

和
3U1

联合检测结果!

153

为
-,O&+

*灵敏度为

?=,=%[

*特异度
O&,%?[

)见图
%

)

图
%

!!

5Z#]+

%

3U1

单独检测和联合检测的
#W3

曲线

B,C

!

5Z#]+

*脱落细胞和
Y21

异倍体对恶性胸腔积液的诊

断灵敏度
!

在恶性胸腔积液组中#细胞学检查阳性
**

例#细胞

学检查阴性
%?

例#灵敏度为
)),-[

$

**

"

&-

&%

Y21

异倍体阳性

=*

例#异倍体阴性
+?

例#灵敏度为
?+,&?[

$

=*

"

&-

&)恶性胸

水组中#

5Z#]+

与脱落细胞同时阳性或其中一项阳性
=%

例#

灵敏度为
?-[

%

5Z#]+

与
Y21

异倍体同时阳性或其中一项

阳性
)+

例#灵敏度为
O)[

)

B,D

!

恶性胸腔积液中
5Z#]+/#21

与临床病理因素间的

关系
!

采用
b@GF8<

指数最大的切点为临界点#确定诊断临界

点为
%,?*

)恶性胸腔积液组中
))[

$

**

"

&-

&患者的
5Z#]+

+

O?-*

+
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/#21

表达水平较高)在不同年龄*性别*肿瘤定位*组织学

分型*

3U1

水平及有无吸烟史患者的胸腔积液中#

5Z#]+

/#21

相对表达量差异无统计学意义$

D

%

-,-)

&%脱落细胞阳

性和异倍体细胞阳性患者胸腔积液中
5Z#]+/#21

相对表

达量高于阴性患者#差异有统计学意义$

D

$

-,-)

&)见表
+

)

表
+

!!

恶性胸腔积液中
5Z#]+/#21

与

!!!

临床病理因素间的关系

病理因素 组别
'

5Z#]+/#21

相对

表达量$

If:

&

3 D

年龄
$

&)

岁
%% &,-?f*,O? +,OO- -,-&)

&

&)

岁
*O *,.%f=,=O

性别 男
=? =,))f=,++ -,+-. -,.+=

女
+* =,?-f),*O

肿瘤定位 左
%+ *,O)f*,&& +,-.* -,%?.

右
*. ),+Of=,OO

组织学分型 腺癌
*. ),*.f=,.? +,)?. -,%+)

鳞癌
? *,?*f%,+O

小细胞癌
+= *,++f*,-.

吸烟史
%

%-

年
*% =,*=f=,*) -,)+) -,&-.

'

%-

年
%O =,.*f=,)%

脱落细胞 阳性
** ),OOf=,.? %,?-- -,--.

阴性
%? *,-+f%,&)

Y21

异倍体细胞 阳性
=* ),*&f=,?- %,O-% -,--?

阴性
+? %,-.f+,=?

3U1

$

+-<

H

"

/S += &,%Of%,?? +,.-& -,-&-

&

+-<

H

"

/S =& =,*-f=,))

C

!

讨
!!

论

!!

乳腺癌*卵巢癌和肺巢癌等中晚期恶性肿瘤多伴发胸腔积

液#肺结核等肺部良性病变和其他一些非特异性感染也会伴发

胸腔积液)恶性胸腔积液可作为肺癌的首发症状出现#也可作

为肺癌治疗后的复发症状出现'

.

(

)恶性肿瘤患者一旦出现恶

性胸腔积液#即意味着病变已到晚期#故早诊断*早治疗十分重

要)目前#恶性胸腔积液最可靠的诊断方法是组织细胞学诊

断#但其阳性率极低'

+-

(

)

在
Y21

复制过程中#

5Z#]+

蛋白对
Y21

甲基化状态的

维持起关键性作用#它可以识别半甲基化的
Y21

子链#并召

集
Y21

甲基转移酶
+

聚合在
Y21

链上#将半甲基化
Y21

双

链转变成完全甲基化
Y21

#从而使得
Y21

甲基化状态在复制

和传代过程中得到维持'

++

(

#这种重要的生物学功能在肺癌诊

断中发挥了重要的作用'

+%$+*

(

)

5<@L"

等'

?

(研究发现!

5Z#]+

/#21

在肺癌所有病理类型组织中都呈高表达%非腺癌组织

中
5Z#]+/#21

表达水平明显高于腺癌组织%

5Z#]+/#$

21

表达水平与性别*吸烟史密切相关#与年龄无关)

62!

分

期越晚*淋巴结转移越多的男性患者#其预后越差*

5Z#]+

/#21

表达水平越高#表明
5Z#]+/#21

水平的高表达预

示肿瘤有较高的侵袭性和不良预后)

YB9LBC@9

等'

O

(研究表明

5Z#]+

是关键的基因开关#使得
3Ya2%1

*

#1VV]+

肿瘤抑

制基因启动子高甲基化#从而维持肿瘤抑制基因转录沉默)本

研究发现#恶性胸腔积液组的
5Z#]+/#21

表达水平明显

高于良性胸腔积液组#在不同年龄*性别*肿瘤定位*组织学分

型*

3U1

水平及有无吸烟史患者的胸腔积液中#

5Z#]+/#$

21

相对表达量差异无统计学意义$

D

%

-,-)

&)与上述结论不

一致的原因可能是由于标本种类不同*检测方法不同*样本容

量小和患者个体差异等因素影响)随着恶性胸腔积液中肿瘤

细胞与
Y21

异倍体细胞含量的升高#

5Z#]+/#21

表达水

平呈上升趋势)

本研究结果显示#

5Z#]+/#21

在恶性胸腔积液中呈高

表达#其检测的灵敏度*特异度分别为
)*,=O[

*

OO,%=[

)这

表明
5Z#]+/#21

诊断恶性胸腔积液的灵敏度不高而特异

较高#灵敏度不高的原因可能与恶性胸腔积液中肿瘤细胞含量

有关)

3U1

表达于上皮性肿瘤细胞中#是目前公认的成熟的

恶性胸腔积液诊断的分子标志物之一#在本研究中其检测的灵

敏度*特异度分别为
?O,+O[

*

.*,==[

#与文献报道一致'

+*

(

)

5Z#]+/#21

诊断恶性胸腔积液的灵敏度和特异度均不及

3U1

#但两者联合检测的灵敏度*特异度分别为
?=,=%[

*

O&,%?[

#提高了
5Z#]+/#21

对恶性胸腔积液的诊断效

率)胸腔积液中脱落细胞学检查*

Y21

异倍体细胞检测的灵

敏度分别为
)),--[

*

?+,&?[

#

5Z#]+/#21

联合脱落细胞

学检查*

5Z#]+/#21

联合
Y21

异倍体细胞检测的灵敏度

分别为
?-[

*

O)[

#高于各自单独检测时的灵敏度)

5Z#]+/#21

在恶性胸腔积液中存在着高表达#对恶性

胸腔积液诊断具有较高价值#且与其他肿瘤指标联合检测#能

进一步提高诊断的灵敏度和特异度)在后续的研究中#将扩大

样本数#增加乳腺癌*淋巴癌*消化道肿瘤*妇科肿瘤等转移肿

瘤标本#更全面深入分析恶性胸腔积液中
5Z#]+

基因的表达

情况*生物学功能及作用机制#为恶性胸腔积液诊断提供一个

新的辅助方法)

参考文献

'

+

(

!@G9C"!

#

Z@

(

I<8;#

#

1''BF

J

1j

#

8:BC,Q3P0.-'8C@<

H

9

:@B<8MIB/"C

J

@I

(

;@:8"<9M":DB<8K

(

;899"@<:DB:"9F8$

;8

H

GCB:8F"<EB<E8;E8CC9

'

R

(

,P;R3B<E8;

#

%--*

#

O.

$

+

&!

+%-$+%?,

'

%

(

VB"F"V

#

0@

(

@Ae

#

RB<8A9LBT

#

8:BC,WA8;8K

(

;899"@<@I

5Z#]+

H

8<8E@;;8CB:89M":D:D8/B

>

@;EC"<"E@

(

B:D@C@

H

"$

EBC

(

B;B/8:8;9"<G;"<B;

J

'CBFF8;EB<E8;

'

R

(

,Q<:P;BNR

5;@C

#

%-+?

#

=*

$

%

&!

%%=$%%.,

'

*

(

S"G_

#

WGZ

#

_"B<

H

S

#

8:BC,UC8AB:8F5Z#]+8K

(

;899"@<

E@<:;"'G:89:@

(

@@;

(

;@

H

<@9"9'

J(

;@/@:"<

H

E8CC

(

;@C"I8;B$

:"@<B<F/8:B9:B9"9"<D8

(

B:@E8CCGCB;EB;E"<@/B

'

R

(

,W<E@$

:B;

H

8:

#

%-+?

#

O

$

&

&!

+-)+-$+-)%%,

'

=

(

eDB<

H

eb

#

3B"RR

#

Z@<

H

R

#

8:BC,3C"<"E@

(

B:D@C@

H

"EBCB<BC

J

$

9"9@I5Z#]+8K

(

;899"@<"</8FGCC@'CB9:@/B:"99G89B<F

":9;8

H

GCB:"@<@<:G/@;E8CC

(

;@C"I8;B:"@<

'

R

(

,!8FW<E@C

#

%-+&

#

**

$

.

&!

..,

'

)

(

1'G$1CB"<"<7

#

XB<B6

#

S"C@

H

C@G6

#

8:BC,5Z#]+;8

H

G$

CB:"@<@I:D8a8B

(

+$2;I%

(

B:DMB

J

"<

(

B<E;8B:"EEB<E8;

E@<:;"'G:89:@@<E@

H

8<89"9

'

R

(

,R0B:D@C

#

%-+&

#

%*O

$

*

&!

=%*$=**,

'

&

(

S"G7

#

j"B@#Z

#

7B<

H

Y!

#

8:BC,5Z#]+

(

;@/@:89DG$

/B<@9:8@9B;E@/BE8CC"<AB9"@<'

J

F@M<;8

H

GCB:"<

H

:D88K$

(

;899"@<@IU$EBFD8;"<"<B<#'+$F8

(

8<F8<:/B<<8;

'

R

(

,

!@C!8F#8

(

#

%-+&

#

+*

$

+

&!

*+)$*%-,

$下转第
*-O%

页&

+

.?-*

+

国际检验医学杂志
%-+?

年
++

月第
*O

卷第
%%

期
!

Q<:RSB'!8F

!

2@A8/'8;%-+?

!

T@C,*O

!

2@,%%



膝*枸杞子均为常用的补肾中药'

)

(

%黄芪*白术*茯苓*猪苓具有

健脾作用)药理实验证明黄芪不仅对骨髓抑制模型有明显的

治疗作用#而且能增强正常动物的免疫功能'

&

(

)

红细胞和血红蛋白的生成不足在肿瘤患者中比较常见'

?

(

#

白细胞减少的发生在肿瘤患者的治疗中也比较普遍'

O

(

#环磷酰

胺化疗可在短时间内引起患者外周血红细胞*白细胞*血小板

减少'

.

(

)本研究中环磷酰胺造模的剂量为
+--/

H

"

L

H

#属于短

期内大剂量给药#可引起白细胞和造血干细胞明显下降#且作

用比较持续稳定'

+-

(

)造血干细胞又叫做多能干细胞#具有造

血功能#

VEB$+

*

3Y*=

*

E$a":

是小鼠造血干细胞常见的几个标记

物'

++

(

)本研究中小鼠骨髓细胞经造血干细胞标记抗体
B<:"$

!@G98 3Y*=$0U

*

B<:"$!@G98 E$a":$08;30

"

3

J

),)

和
B<:"$

!@G98VEB$+$]Q63

染色后检测#结果显示!小鼠骨髓细胞数目

在环磷酰胺作用下出现明显下降#

!@F8C

组骨髓单个核细胞增

殖能力明显低于
2B"A8

组#差异有统计学意义$

D

$

-,-+

&%但是

经补肾健脾方治疗后#小鼠骨髓细胞数目出现恢复#

PVR0

组骨

髓单个核细胞增殖能力明显高于
!@F8C

组#差异有统计学意

义$

D

$

-,-)

&)这表明环磷酰胺能抑制骨髓造血#补肾健脾方

能改善环磷酰胺所致的小鼠骨髓造血抑制状态)

本研究中#各组红细胞计数水平比较差异无统计学意义

$

D

%

-,-)

&#与赵静梅等'

+%

(研究相似)这可能是由于红细胞的

更新周期为
+%-F

#而本研究从造模开始至检测一共才
+?F

#因

此环磷酰胺还未曾影响到红细胞的生成)

!@F8C

组白细胞较

2B"A8

组出现明显下降#经补肾健脾方治疗后#

PVR0

组白细胞

数目有所上升#其水平高于
!@F8C

组$

D

%

-,-)

&)这可能是

PVR0

组标本量较少引起的偶然误差#后续的深入研究将扩大

标本量进一步统计其差异)

综上所述#补肾健脾方具有改善环磷酰胺所致小鼠骨髓造

血抑制状态#其作用机制可能是通过增加骨髓造血干细胞数

目#增强造血干细胞增殖能力#从而促进骨髓抑制小鼠造血功

能的恢复)本研究为临床减轻环磷酰胺化疗不良反应提供了

新的中医治疗思路)
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