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【摘 要】 背景与目的：胰腺癌早期诊断困难，常用的肿瘤标记物如 $%&"’"，虽敏
感度较高但特异性较差，胰腺癌中常有 (’)*+基因的突变，而且特异性较高，我们通
过检测血清 ,-%中 (’)*+基因的突变以及测定血清 $%&"’"的含量，以探讨两者联
合检测在胰腺癌诊断中的临床意义。方法：取 ." 例胰腺癌患者的血清，抽提 ,-%，
采用突变富集聚合酶链反应 ’ 限制性片段长度多态性法检测 (’)*+基因第 &! 密码
子突变/ 同时应用放免法测定血清 $%&"’" 的含量，并与 &0 例其他胰腺疾病患者和
!&例健康者的血清检测结果作对照，分析两者联合应用的临床诊断价值。 结果：在
!1例胰腺癌和 ! 例其它胰腺疾病患者血清中检测到 (’)*+基因突变，阳性率分别为
0&2 0"3 和 &&2 043；而血清 $%&"’"测定的阳性率则分别为 0&2 0"3和 5&2 &13。平
行法联合检测 (’)*+和 $%&"’" 诊断胰腺癌时敏感性增至 "52 103，系列法联合检测
时特异性增至 "52 &!3。!&例健康对照者血清中 (’)*+基因与 $%&"’"均无异常。结
论：联合血清 (’)*+基因突变检测与 $%&"’" 测定可提高胰腺癌诊断的特异性和敏
感性，具有一定的临床应用价值。
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胰腺癌是一种高度恶性的肿瘤，其发病隐匿，绝

大多数患者就诊时均属中晚期，确诊后平均生存期

不到 $个月，平均 $年生存率低于 $% &’ (。因此，能否

进行及时、准确的早期诊断是改善胰腺癌患者预后

的关键因素。

近年来，以血清 )*’"+"测定和 ,+-./基因密码
子 ’!突变的检测诊断胰腺癌的报道较多，其临床应
用价值已得到了初步肯定，但单独应用尚难以对胰

腺癌作出全面可靠的诊断。本研究从病人血清中抽

提01*，利用突变富集 2345.5678+98-6:;<= >聚合酶链
反应 +限制性片段长度多态性法（?7@AB<-./< :;.68
-<.:5678+-</5-6:5678 C-.DB<85 @<8D5; ?7@AB7-?;6/BE
F)G+GHIF）检测 ,+-./基因密码子 ’!突变，同时应
用放免法检测血清中的 )*’"+"的含量，以探讨两
者联合应用对胰腺癌诊断的临床意义。

! 材料与方法

!" ! 研究对象
选取 ’"""年 J月至 !KK!年 L月间，瑞金医院外

科收治的 $#例拟诊胰腺癌的病人。经术前 M超、)N、
9G)F检查、手术探查以及术后病理诊断，其中 O"例
确诊为胰腺癌，男性 OK例，女性 "例，年龄 O# P J"
岁，中位年龄 #L岁。其余 ’J例其它胰腺疾病者分别
证实为慢性胰腺炎 ’$例，胰腺囊腺瘤 ’例，胰交界粘
液瘤 ’例。另选 !’名健康体检者作为对照 2男 Q女为
’’ Q ’K，年龄 OK P #K岁，中位年龄 $O岁 >。
!" # 方法
’R !R ’ 标本收集 术前 ’ 周抽取外周静脉血 O
B@，常温下 ! KKK S ! 离心 ’$ B68，分离血清，T
JKU保存备用。
’R !R ! 血清 ,+-./基因第 ’!密码子突变的检测 按
VW*.B? M@77= ,65 2VW*X91，).5 17R !"’KL，X<-B.8A >
操作步骤抽提 01*。采用突变富集 F)G+GHIF法，对
,+-./基因第 ’!密码子突变进行检测 & ! (。简述如下，

设计错配引物 F’、F!，对血清 01*进行第一次 F)G
扩增，以产生一个 "#$!酶切位点。扩增产物经 "#$
!限制酶（3MW H<-B<85./，9GK$$’）酶切后，稀释 ’KK
倍用 F!及另一引物 FO进行第二次 F)G，对产物进
行 "#$!限制酶酶切。取酶切产物进行高分辨率的
3<5.?;7-琼脂糖（H3) M67?-7=4:5/，).5 17R $K’Y’）凝
胶电泳分析。电泳结果出现 ’O$Z?条带为突变阳性，
’K#条带为野生型酶切产物。
’R !R O 血清 )*’"+"测定 采用放免法（本院核医
学实验室）进行测定。按试剂合 2 W,XW’试剂合，天津

德普生物技术和医学产品有限公司 > 说明设定正常
值上限 OK[ \ B@，超过正常值上限判定为阳性，反之
则定为阴性。

’R !R L 统计处理 利用 ]*]软件（#R ’!）进行 "!

检验。

# 结 果

#" ! 血清 $%&’(突变检测结果
按突变富集 F)G+GHIF法，当 ,+-./基因第 ’!

密码子发生突变时，F)G富集产物（’O$ Z?）不能被
"#$ W酶所酶切。而未发生突变时，酶切后的产物为
’K# Z?，见图 ’。

#" # 血清 $%&’( 突变结果与血清 )*!+%+ 检测结
果比较

O"例胰腺癌患者中，检测出 ,+-./突变 !Y例，血
清 )*’"+"升高者 !Y例，上述两项指标单独检测胰腺
癌的敏感性均为 J’R J"%，特异性则分别为 YYR !L%
和 $YR Y!%，系列联合法敏感性为 $’R !Y%。,+-./基
因突变在胰腺癌中明显增加，与慢性胰腺炎等胰腺疾

病（’’R J#%）相比差异有显著性（% ^ KR KK’）。
)*’"+"值在胰腺癌中也明显升高（% & KR K$），但在
其它胰腺疾病中也有 L’R ’Y%的阳性率，因此特异性
相对较低。在对照组的血清中未检测到 ,+-./突变，
)*’"+"测定值也在正常范围，见表 ’。应用平行法联
合检测（即两项指标中有一项为阳性即为阳性）可提

张 奕，等 R 血清 ,+-./基因突变检测联合 )*’"+"测定在胰腺癌诊断中的应用

图 ’ 突变富集 F)G+GHIF法检测 ,+-./基因第 ’!密码子突
变电泳结果

H6DR ’ 9@<:5-7?;7-</6/ -</4@5/ 7C F)G+GHIF ?-7=4:5/ C7-
=<5<:5678 B45.5678/ .5 :7=78 ’! 7C 5;< ,+-./ D<8<R 3_ ?MGO!! \
‘.<# 3.-a<-b I.8< ’_ 87-B.@ :785-7@E =6D</5678 7C ’K# Z? F)G
C-.DB<85 ZA 3c. Wb I.8< !_ B45.5678 7C ,+-./ D<8<E ’O$ Z? F)G
C-.DB<85 d65; 5;< =</5-7A<= <8eAB.56: :45 /65< d;6:; :.8 875 Z< =6D</5<=
ZA 3c. !R
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N&6* .O X=* /*4/767C76> &Q (.%.<<*< 5&+L74*: *W.+74.67&4 7/ &LC7&’/<>
=79=*% 6=.4 6=.6 &Q ,-%./ &% 012"-" :*6*567&4（!! R #G 2Y " S BG B2）；LO
X=* /(*57Q7576> &Q /*%7.< 5&+L74*: *W.+74.67&4 7/ &LC7&’/<> =79=*% 6=.4
6=.6 &Q ,-%./ &% 012"-" :*6*567&4（!! R HG 2$ " S BG BT）

表 ! 胰腺癌患者 "#$%&突变与 ’()*#* 检测结果比较 +,-

.%/0 ! (1%23&4& 56 789 :92%7451&84; /97<991 "#$%& =919
>?7%7451 %1@ A29B%79@ ’()*#* +,-

表 ) 血清 "#$%&突变检测结果和血清 ’()*#*检测结果

.%/0 ) C979D7451 :9&?27& 56 "#$%& =919 >?7%7451
%1@ ’()*#*

高检测的敏感度（"MG A#E）和阴性预测值（A2G A!E），
但采用系列法联合检测（两项指标必须均为阳性）则

提高了检测的特异度（"MG 2!E）和阳性预测值
（"TG !ME），但降低了敏感性和阴性预测值，见表 !。

! 讨 论

随着细胞和分子生物学研究的不断进展，许多

胰腺癌相关的肿瘤标记物及敏感特异的基因标记相

继被发现，其中以血清 012"-"测定和 ,-%./基因密
码子 2!突变的检测最具代表性。前者在临床上已被
广泛应用，在胰腺癌中明显升高，具有一定的诊断价

值，但其在急、慢性胰腺炎、肝胆疾病以及胃肠道恶

性肿瘤中都有超过 !BE的检出率，因此对胰腺癌诊
断的特异性相对较低 Z ? [。另外，012"-"在早期胰腺
癌中常不升高，因此单用 012"-" 进行胰腺癌的筛
查会造成较高的假阳性率与漏诊率。,-%./癌基因则
弥补了这方面的不足，,-%./在胰腺癌患者中有#TE
\ "TE的突变率，且几乎都集中于第一外显子的2!
密码子，且被认为突变发生在胰腺癌的早期 Z M [，这使

得检测 ,-%./ 基因第 2! 密码子突变胰腺癌早期诊
断成为可能。近年来有许多文献报道从胰腺癌患者

的各种标本（包括胰腺细针穿刺组织、胰液、十二

指肠引流液以及血清）中检测 ,-%./基因第 2!密码
子的突变来探讨对胰腺癌进行早期诊断的可能

性。如 @&%.等 Z T [以胰腺癌组织细针穿刺物为标本，

用30]-]^_3法进行 ,-%./突变检测，检测到 "!E
（22 K 2!）的突变率。8*%6=*<*+>等 Z H [用同样的方法检

测 !!例胰腺癌患者纯胰液标本，突变率为 ##E。
@’<5.=>等 Z # [ D对 !2例晚期胰腺癌患者的血样进行
了检测，突变率为高达 A2E。除血清标本外，其它方
法因取材困难，难以在临床上推广。本研究中有

#2G #"E的胰腺癌患者血清中可测到 ,-%./ 基因第
2!密码子的突变，而且特异性较高，与文献报道结
果相近 Z A [。本组胰腺癌患者血清 012"-"的阳性率亦
为 #2G #"E，与 ,-%./结果的符合率为 T2G !AE，说明
两者具有较大的互补性，当做平行联合检测时，可以

提高胰腺癌诊断的敏感性和阴性预测值，减少漏诊

的概率，由于特异性较差，此法较适用于门诊病人的

筛选。而系列联合检测则可提高诊断的特异度和阳

性预测值，提高诊断的正确性。如果血清 ,-%./基因
突变和 012"-"均为阴性时，则胰腺癌的可能性极小
（ S TG 2?E）。我们认为可以将 ,-%./做为一种潜在的
肿瘤标志物与 012"-"联合应用于胰腺癌的筛查中，
这将使胰腺癌的早期诊断变得快速、准确、及时。

本研究还发现，,-%./突变率在胰腺癌以外的其
它胰腺疾病，远低于血清 012"-" 阳性率。这提示
,-%./突变检测可能对胰腺癌与良性胰腺疾病的鉴别
诊断有帮助，但此方面的研究文献报道不一，尚有待

进一步研究。
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Z编辑及校对：杨允贵 [
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张 奕，等 G 血清 ,-%./基因突变检测联合 012"-"测定在胰腺癌诊断中的应用


