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  摘 要:目的 通过实验对黏结蛋白聚糖2(SDC2)和组织因子途径抑制剂2(TFPI2)基因甲基化联合检测

试剂盒(荧光PCR法)进行性能验证,为临床实验室应用该试剂进行结直肠癌早筛提供参考。方法 参考相关

指南要求,通过选择符合实验条件的临床标本和参考品,通过方法符合率、检出限、精密度和抗干扰能力对试剂

盒的性能进行多方面的评价。结果 该试剂盒检测结果与肠镜检查和(或)病理诊断结果相比的符合率为

96.7%;最低检出限为10
 

000
 

copy/mL;批内、批间循环阈值变异系数≤5%;干扰物质新鲜乙二胺四乙酸抗凝

血/甘油对试剂盒检测结果无影响,抗干扰能力合格。结论 SDC2和TFPI2基因甲基化联合检测试剂盒(荧

光PCR法)性能评估合格,可用于临床标本的检测。
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Abstract:Objective To

 

verify
 

the
 

performance
 

of
 

syndecan-2
 

(SDC2)
 

and
 

tissue
 

factor
 

pathway
 

inhibitor
 

2
 

(TFPI2)
 

gene
 

methylation
 

combined
 

detection
 

kit
 

(fluorescence
 

PCR),and
 

to
 

provide
 

reference
 

for
 

the
 

application
 

of
 

this
 

reagent
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

early
 

screening
 

in
 

clinical
 

laboratory.Methods According
 

to
 

the
 

requirements
 

of
 

relevant
 

guidelines,the
 

performance
 

of
 

the
 

kit
 

was
 

evaluated
 

by
 

selecting
 

clinical
 

specimens
 

and
 

reference
 

ma-
terials

 

that
 

met
 

the
 

experimental
 

conditions.The
 

method
 

coincidence
 

rate,detection
 

limit,precision
 

and
 

anti-
interference

 

ability
 

were
 

evaluated.Results The
 

coincidence
 

rate
 

between
 

the
 

detection
 

results
 

of
 

the
 

kit
 

and
 

colonoscopy
 

or/and
 

pathological
 

diagnosis
 

was
 

96.7%.The
 

lowest
 

detection
 

limit
 

was
 

10
 

000
 

copy/mL.The
 

coefficient
 

of
 

variation
 

of
 

cycle
 

threshold
 

within
 

and
 

between
 

batches
 

was
 

≤5%;
 

Interference
 

material
 

fresh
 

ethylenediamine
 

tetraacetic
 

acid
 

anticoagulant
 

blood/glycerol
 

has
 

no
 

effect
 

on
 

the
 

detection
 

results
 

of
 

the
 

kit,

and
 

the
 

anti-interference
 

ability
 

is
 

qualified.Conclusion The
 

SDC2
 

and
 

TFPI2
 

gene
 

methylation
 

detection
 

kit
 

(fluores
 

cence
 

PCR)
 

is
 

qualified
 

and
 

can
 

be
 

used
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

clinical
 

samples.
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  结直肠癌是我国最常见的消化道恶性肿瘤,其发

病率和死亡率呈逐年递增的趋势[1-2]。结直肠癌的早

诊筛查可以有效地降低结直肠癌的发病率和死亡

率[3]。目前结直肠癌早期筛查技术主要包括结肠镜

检查、粪便免疫化学测试(FIT)和多靶点粪便 DNA
检测等,其中结肠镜检查是结直肠癌筛查的金标准,

但由于检查具有侵入性且需要充分的肠道准备,从而

限制了该方法的普遍应用。其他无创筛查方法如多

靶点粪便DNA检测对结直肠癌及进展期腺瘤的灵敏

度均高于FIT,在临床上显示出较好的应用潜力[4-5]。

研究发现黏结蛋白聚糖2(SDC2)和组织因子途径抑

制剂2(TFPI2)基因在结直肠癌组织中呈现出高度甲

基化,将SDC2和TFPI2基因甲基化水平作为结直肠

癌的生物标志物,基于SDC2和 TFPI2基因的粪便

DNA检测可以更灵敏、特异的检测出结直肠癌[6-7]。

根据中国合格评定国家认可委员会(CNAS)《医
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学实验室质量和能力认可准则在分子诊断领域的应

用说明:CNAS-CL02-A009》[8]文件的相关要求,临床

医学检验实验室在开展新的分子检测项目时必须对

检测系统进行性能验证,以保证分子检测项目检测流

程的可 靠 性 及 检 测 结 果 的 准 确 性。本 研 究 参 照

CNAS发布并实施的《分子诊断检验程序性能验证指

南:CNAS-GL039》[9]对SDC2和 TFPI2基因甲基化

联合检测试剂盒(荧光PCR法)分别进行方法符合

率、检出限、精密度和抗干扰能力的性能验证,以期为

各检验实验室在开展新的分子检测项目制订性能验

证方案时提供一定的理论参考。

1 材料与方法

1.1 标本来源 选取武汉市东西湖区人民医院的30
例粪便标本(结直肠癌标本25例和非结直肠癌标本5
例),3份含1%甲基化目的基因的检测限参考品(核
酸浓度为10

 

000
 

copy/mL)来自于武汉艾米森生命科

技有限公司。

1.2 仪器与试剂 SLAN-96P全自动荧光定量PCR
仪(上海宏石医疗科技有限公司),SDC2

 

和
 

TFPI2
 

基

因甲基化联合检测试剂盒(荧光
 

PCR
 

法,武汉艾米森

生命科技有限公司),核酸提取试剂和核酸纯化试剂

(武汉艾米森生命科技有限公司)。

1.3 方法

1.3.1 粪便标本DNA提取和纯化 根据DNA提取

试剂盒说明书的步骤要求提取粪便标本的DNA,按照

核酸纯化试剂盒说明书对提取的DNA进行纯化。

1.3.2 荧光PCR扩增检测 按照SDC2和TFPI2
基因甲基化联合检测试剂盒(荧光PCR法)说明书配

置反应体系25
 

μL,包括14
 

μL
 

反应液Ⅰ(buffer和

dNTP),5.7
 

μL
 

PCR
 

反应液Ⅱ(引物和探针),0.3
 

μL
热启动Taq酶,阴性对照NC、标本核酸转化液、阳性

对照PC各5
 

μL。加样后,确定盖好管盖或封膜后,
短暂离心30

 

s(避免有气泡,如果有气泡,用手指轻

弹,重新瞬时离心),立即进行PCR扩增反应。扩增

条件为95
 

℃
 

5
 

min,1个循环;95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,

45个循环,60
 

℃时收集ROX、FAM和VIC信号。

1.3.3 结果判读 按照SDC2和TFPI2基因甲基化

联合检测试剂盒(荧光PCR法)说明书进行结果判

读:甲基化的SDC2基因DNA片段(ROX信号通道)
和TFPI2基因DNA片段(FAM信号通道)及内控基

因ACTB(VIC信号通道)。ACTB基因即为β-actin,
是常用管家基因,用于评估检测中标本DNA水平和

质量,避免由于标本DNA水平和质量的问题导致假

阴性结果。阳性对照ROX、FAM和VIC通道均应有

扩增曲线升起,并且循环阈值(Ct值)在26~30;阴性

对照ROX、FAM和VIC通道均应无扩增曲线升起或

Ct值>40;待测标本在 VIC通道有扩增曲线升起且

Ct值≤36的条件下,如果ROX和(或)FAM 通道有

扩增曲线升起且Ct值≤38,则判断标本甲基化阳性,
如果 ROX 和 FAM 通道均无扩增曲线升起或 Ct
值>38,则判断标本甲基化阴性。

1.3.4 方法符合率 采用肠镜检查和(或)与病理诊

断结果结合的金标准方法为对照方法,用候选方法检

测30例粪便标本,其中包括结直肠癌标本25例和非

结直肠癌标本5例。

1.3.5 检出限 通过对3份含1%甲基化目的基因

的检测限参考品L1、L2和L3使用本检测试剂重复

检测3次。L1为含1%甲基化TFPI2基因的参考品,

L2为同时含1%甲基化SDC2和1%甲基化 TFPI2
基因的参考品,L3为含1%甲基化SDC2基因的参考

品。所有参考品均为用甲基化目的基因质粒与从组

织细胞内提取的基因组核酸,按照一定比例混合,最
终得到含1%甲基化目的基因参考品。

1.3.6 精密度 取1份阳性参考品,分5批次,每天

检测一批次,每批次重复检测5次,记录结果。最后

计算批内和批间Ct值的变异系数(CV),CV≤5%为

合格。

1.3.7 抗干扰能力 选取2例阳性粪便标本和1例

阴性粪便标本,按照试剂厂商提供的每1
 

mL粪便标

本加入6
 

μL的比例最高抗干扰水平,分别加入干扰

物质新鲜乙二胺四乙酸(EDTA)抗凝血/甘油,每例标

本重复检测3次。

2 结  果

2.1 方法符合率验证结果 收集的30例标本中,阳
性标本与肠镜检查和(或)病理诊断结果符合率为

96.0%,阴 性 标 本 符 合 率 为100.0%,总 符 合 率 为

96.7%,验证通过。见表1。
表1  方法符合率结果比对(n)

肠镜检查和(或)病理诊断结果
本检测试剂

阳性 阴性

阳性 24 1

阴性 0 5

2.2 检出限验证结果 含1%甲基化目的基因浓度

为10
 

000
 

copy/mL的检测限参考品 L1的 TFPI2
 

3次重复检测 Ct值均≤38;参考品 L2的SDC2和

TFPI2
 

3次重复检测 Ct值均≤38;参考品 L3的

SDC2
 

3次重复检测Ct值均≤38,3个检测限参考品

均为阳性,验证通过。见图1。

2.3 精密度验证结果 1份阳性精密度参考品检测
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的批 内、批 间 精 密 度 CV 均≤5%,验 证 通 过。见 表2、3。

  注:A为参考品L1
 

TFPI2基因(蓝色),ACTB基因(绿色);B为参考品L2
 

TFPI2基因(蓝色),SDC2基因(黄色),ACTB基因(绿色);C为参

考品L3
 

SDC2基因(黄色),ACTB基因(绿色)。

图1  各检测限参考品扩增动力学曲线

表2  批内精密度验证结果(Ct值)

基因名称

第1批

x s
CV
(%)

第2批

x s
CV
(%)

第3批

x s
CV
(%)

第4批

x s
CV
(%)

第5批

x s
CV
(%)

验证结果

TFPI2 33.62 0.43 1.27 33.44 0.57 0.71 33.09 0.26 0.79 32.86 0.26 0.78 33.20 0.41 1.23 通过

SDC2 34.78 0.33 0.96 34.92 0.79 2.27 35.09 0.14 0.40 34.86 0.65 1.86 34.33 0.38 1.10 通过

ACTB 28.06 0.08 0.29 28.22 0.09 0.30 28.17 0.09 0.31 28.04 0.09 0.34 28.09 0.11 0.41 通过

2.4 抗干扰能力验证结果 通过对3例加入干扰物

质的有效粪便标本(其中2例阳性,1例阴性),重复检

测3次,干扰物质对测定无明显影响,验证通过。见

图2。

  注:A为阳性标本1
 

TFPI2基因(蓝色),SDC2基因(黄色),ACTB基因(绿色);B为阳性标本2
 

SDC2基因(黄色),ACTB基因(绿色);C为阴

性标本3
 

ACTB基因(绿色)。

图2  各标本干扰实验扩增动力学曲线

表3  批间精密度验证结果(Ct值)

基因名称 x s CV(%) 验证结果

TFPI2 33.24 0.46 1.38 通过

SDC2 34.80 0.54 1.54 通过

ACTB 28.12 0.11 0.39 通过

3 讨  论

研究表明成人每天都会有大量的肠上皮细胞从

肠壁脱落,并通过大肠蠕动随粪便排出体外,而肿瘤

细胞由于增生异常更容易从肠道脱落,因此结直肠癌

患者的粪便中往往有大量的病变细胞及异常的细胞

组分,这 是 多 靶 点 粪 便 DNA 检 测 稳 定 的 物 质 基

础[10]。基因的甲基化修饰是肿瘤发生的早期事件,从
结直肠癌患者排遗物中获得的遗传物质可以更早地

反映肠道是否存在癌变情况[11]。SDC2是一种细胞

表面硫酸乙酰肝素蛋白聚糖,参与调节许多生理过程

和病理过程,生理过程包括细胞增殖、分化、黏附、迁
移、伤口 愈 合、血 管 生 成;病 理 过 程 包 括 炎 症 和 癌

症[6]。TFPI2是一种丝氨酸蛋白酶抑制剂,已被鉴定

为一种肿瘤抑制基因。TFPI2在调节细胞增殖、凋亡

及血管生成等方面也发挥重要作用,TFPI2在维持肿

瘤微环境的稳定性,抑制肿瘤细胞的生长、侵袭和转

移中均发挥重要作用[7]。SDC2和 TFPI2基因在结

直肠癌组织中呈现出高度甲基化,将SDC2和TFPI2
基因甲基化状态作为结直肠癌的生物标志物,可以更

灵敏、特异地检测出结直肠癌。
本检测试剂基于实时荧光定量PCR技术实现对

粪便标本中SDC2和 TFPI2基因甲基化的检测,在

SDC2和TFPI2基因启动子与结直肠癌发生高度相

关的CpG区域,针对经过重亚硫酸盐转化后的序列
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分别设计了特异性引物和特异性荧光探针,可以在

PCR中专一地检测出甲基化的序列。从人粪便标本

中获得肠道脱落细胞基因组DNA,然后用重亚硫酸

盐进行转化,并通过三重PCR扩增来测定亚硫酸盐

转化后的DNA,从而检测发生甲基化的SDC2基因

DNA片段和TFPI2基因DNA片段,其中内控基因

ACTB(β-Actin)为管家基因,用于评估检测中标本

DNA水平和质量。
性能验证具体是指分子检测实验室按照检测系

统或试剂盒说明书使用某种特定检测系统或试剂时,
能够复现生产厂家声明的检测性能过程。性能验证

不仅能够提高分子检测实验室对新的检测系统、新的

检测试剂或新的检测方法相关性能指标的全面认识

和理解,更重要的是对检测实验室技术质量管理水平

的提升具有重要作用[12]。因此,在临床检测过程中,
从保证检测质量的角度出发,任何一种用于分子检测

实验室的新的检测系统、新的检测试剂或新的检测方

法,在正 式 应 用 于 临 床 检 测 前,均 需 要 做 性 能 验

证[13-15]。本研究参照《医学实验室质量和能力认可准

则 在 分 子 诊 断 领 域 的 应 用 说 明:CNAS-CL02-
A009》[8]对开展新的分子诊断项目需进行检测程序性

能验证的要求,分别从方法符合率、检出限、精密度和

抗干扰能力4个方面对SDC2和TFPI2基因甲基化

联合检测试剂盒(荧光PCR法)进行性能验证评价。
在方法符合率验证中,参照《分子诊断检验程序

性能验证指南:CNAS-GL039》[9]要求,选取阴性标本

至少5例、阳性标本(宜包含弱阳性/低扩增的标本),
一般不少于10例。在对试剂进行性能验证时,为排

除和避免由于检测标本带来的误差,通常可以采用在

指南要求的基础上进一步增加检测标本量的方法,进
而提高和保证检测的准确性。为尽可能保证方法符

合率验证的准确性,本研究选取30例粪便标本,包括

经临床肠镜检查和(或)病理诊断确诊为结直肠癌的

标本25例和非结直肠癌的标本5例。25例结直肠癌

标本中有24例经本试剂检测为阳性,则阳性标本与

肠镜检查和(或)病理诊断结果符合率为96.0%,高于

临床试验确认的临床灵敏度(95.3%);5例非结直肠

癌标本经本试剂检测全为阴性,阴性标本符合率为

100.0%。以上检测结果表明,30例粪便标本通过本

检测试剂的检测结果与对照方法(肠镜检查和(或)病
理诊断)相比仅有1例标本不一致,即总符合率为

96.7%(29/30)。
检出限又称为检测下限,是指能以适当的置信概

率检出待测物质的最低浓度或最小质量。检出限既

与检测器对待测物质的响应信号有关,又与空白值的

波动程度有关。本研究选用试剂厂家提供的检出限

参考品进行试剂盒检出限的验证,共选用3个浓度为

10
 

000
 

copy/mL检出限参考品,每个参考品重复检测

3次,依据检测试剂盒的判读标准所有检测结果均为

明确阳性,符合试剂盒检出限的要求。
精密度通常是指对同一标本进行多次重复检测

所得到的结果的一致程度,通常以CV 表示。本研究

选用试剂厂家提供的阳性参考品进行试剂盒精密度

的验证,验证结果发现 TFPI2、SDC2和 ACTB的批

内与批间检测结果Ct值的CV 值均≤5%,符合试剂

说明书要求标准,精密度验证合格。一般来说,检测

方法或检测试剂的精密度高,可以更好地保障检测结

果的稳定。
  

在临床检测过程中,为避免临床标本可能存在的

内源性或外源性干扰物质对检测结果准确性的影响,
造成假阴性结果的出现,通常建议选用抗干扰能力好

的检测试剂。为确认及避免干扰物质对本试剂盒检

测结果准确性的影响,本研究通过用本试剂盒检测分

别加入新鲜
 

EDTA
 

抗凝血/甘油干扰物质的阳性标

本和阴性标本,对本试剂盒进行抗干扰能力的验证,
检测结果表明干扰物质未对检测结果造成影响,符合

试剂说明书要求标准,说明本检测试剂 抗 干 扰 能

力好。
综上所述,本实验针对方法符合率、检出限、精密

度和抗干扰能力4个方面验证了SDC2和TFPI2基因

甲基化联合检测试剂盒(荧光PCR法)的效果,所有实

验结果均符合要求,表明本试剂可用于临床检测。
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