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**!摘要"*目的*探讨唾液中!"#$%&'((&!"#$%&)'的表达水平及其联合检测对食管癌的诊断价值% 方法

选择 )+'. 年 ' 月至 )+', 年 . 月暨南大学附属广州市红十字会医院心胸外科收治的食管癌患者 3. 例"病例

组#$均经病理活检与免疫组化检查确诊'另选择同期健康志愿者 -) 名"对照组#$两组年龄均 <9+ 岁% 采用

聚合酶链式反应"=>##检测两组唾液的!"#$%&'((&!"#$%&)' 表达水平$采用受试者工作特征"#?>#曲线法

评估两者对食管癌的诊断价值% 结果*病例组唾液中!"#$%&'((&!"#$%&)'的表达水平显著高于对照组"!@

+A+.#$且与病理分期具有相关性"!@+A+.#% #?>分析结果显示$唾液中 !"#$%&)' 诊断食管癌的曲线下面

积为 +A:3.$!"#$%&'(( 为 +A:::$具有诊断价值$且联合两个指标进行检测可进一步提高诊断效能"曲线下面

积为 +A3.'#% 结论*食管癌患者唾液中的 !"#$%&'((&!"#$%&)' 呈高表达$联合两者检测具有应用于食管

癌筛查诊断的前景%
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**食管癌是一种较常见的消化道恶性肿瘤$根据世

界卫生组织"]8K2B XH12LM ?KR1F"W1L"8F$]X?#发布的

报告(')估计$全球每年食管癌新发患者约 .:A)万例$

病死人数约 .+A, 万例$其中有近一半新发病例和超

过一半的死亡病例发生在亚洲地区$而中国的食管

癌患者人数居全球首位% 广州市疾病预防控制中心

)+)+ 年发布的+)++( /)+'9 年广州市食管癌发病趋

势分析,

())表明$相比于城区$郊县和农村地区的食

管癌发病率上升趋势明显% 治疗食管癌的关键在于

早期发现&早期诊断&早期治疗% !"#$%E作为一种

参与了细胞间信号传递的非编码 #$%在细胞信号

转导方面发挥着极为重要的作用% !"#$%&'(( 是一

种新发现的食管癌标志物$但关于其作用机制尚未

形成完善的结论% 本课题组的前期研究(-)发现$食

管癌患者唾液中 !"#$%&'(( 呈高表达$且特异度

高% 检测唾液中的!"#$%具有成为诊断食管癌新方

法的潜力(()

% !"#$%&)'与多种恶性肿瘤的血管侵袭

能力有关$其在恶性肿瘤患者血浆中呈明显高表达$

且由于唾液腺有丰富的血供$故其在唾液中也可检

出(.&9)

% 鉴此$本研究旨在分析!"#$%&'((&!"#$%&)'

在食管癌患者唾液中的表达情况$探讨这两种!"#$%

基因标志物的联合检测在食管癌早期诊断中的价值

及意义%

7<对象与方法

7D7<研究对象<选择 )+'. 年 ' 月至 )+', 年 . 月

暨南大学附属广州市红十字会医院心胸外科收治的

食管癌患者 3. 例"病例组#$均经病理活检与免疫组

化检查确诊$其中男 -: 例$女 (3 例$年龄均<9+ 岁%

根据美国癌症联合会"%!HK"71F Y8"FL>8!!"LLHH8F

>1F7HK$%Y>>#和国际抗癌联盟" F̂LHKF1L"8F12ZF"8F

%R1"FEL>1F7HK$Ẑ>>#分期标准(:)

$+ 期 '( 例$

!

期

)) 例$

"

期 '' 例$

#

期 '' 例$

$

%期 '. 例$

$

_期

') 例% 另同期招募本地社区来我院体检的健康志

愿者 -) 名作为对照组$其中男 '3 名$女 '( 名$年龄

均<9+ 岁% 两组排除标准!"'#有高血压&糖尿病及

冠心病等慢性病史者'")#有肝炎&结核及艾滋病等

传染性疾病者'"-#有染色体异常等遗传病史者'"(#

有其他恶性肿瘤者'".#标本采集期间有口腔溃疡&

口腔恶性肿瘤&牙周炎等口腔相关疾病者%

7D9<样本采集<在唾液标本采集之前 ( M 内$受试

者须禁食&禁饮$无抽烟&喝酒行为% 棉签蘸取)`的

柠檬酸后轻轻擦拭唾液腺开口处$每 -+ E擦拭 ' 次$

待唾液流出时使用无菌负压吸痰器收集唾液$共 .次$

每次收集约 ) !2唾液$共采集 '+ !2% 在完成标本

收集工作 ) M内$将收集好的唾液置入 ( a容器中$

以 - +++ KC!"F离心 '. !"F以去除细胞沉淀以及食

物残渣$ /3+ a保存备用%

7DE<唾液 !"#$%&'((&!"#$%&)' 检测*参考既往

研究(()方法$取恒温箱保存的唾液标本置入 'A. !2

0=管$采用GK"W82法提取总 #$%% 应用 7T$%反转

录试剂盒"[_̂ bHK!HFL1E$加拿大#进行反转录$操

作严格按照试剂盒说明书进行% 应用_"8&#1B >bc,9

的聚合酶链式反应"J82S!HK1EH7M1"F KH17L"8F$=>##

仪$以获得的7T$%为模板进行=>#扩增".+

%

2体

系#$!"#$%&'((&!"#$%&)' 引物序列见表 '$并以 -&

磷酸甘油醛脱氢酶"R2S7HK12BHMSBH&-&JM8EJM1LHBHMS&

BK8RHF1EH$V-=T#作为内参$结果以 )

/

&&

>L法进行计

算% 将=>#产物进行琼脂糖凝胶电泳$以溴化乙锭

染色$采用凝胶成像仪进行扫膜成像%

表 '*!"#$%&'((!!"#$%&)' 引物序列

引物名称 序列

!"#$%&'(( 正向 .d&G>VG>GG>V>>VG>GG>G>%V&-d

反向 .d&>GVV%G>%VV>>>GGV%VGGG&-d

!"#$%&)' 正向 .d&>VV>VVG%V>GG%G>%V%>GV%&-d

反向 .d&VGV>%VVVG>>V%VVG&-d

7D8<统计学方法<应用 U=UU'-A+ 统计软件进行数

据分析% 符合正态分布的计量资料以均数e标准差

"

!

Ee(#表示$多组间比较采用单因素方差分析'不符

合正态分布的计量资料以中位数"下四分位数$上

四分位数# (["=

).

$=

:.

#)表示$组间比较采用秩和

检验% 采用 UJH1K!1F秩相关分析探讨 !"#$%&'((&

!"#$%&)' 与临床分期的相关性% 采用受试者工作

特征"KH7H"NHK8JHK1L"FR7M1K17LHK"EL"7$#?>#曲线法

探讨!"#$%&)' 和!"#$%&'(( 对食管癌诊断的应用

价值% !@+A+. 为差异有统计学意义%

9<结果

9D7<两组唾液中!"#$%&'((&!"#$%&)' 表达水平比

较*病例组唾液中 !"#$%&'((&!"#$%&)' 的表达水

平高于对照组$差异有统计学意义"!@+A+.#% 见表 )%

表 )*两组唾液中!"#$%&'((!!"#$%&)' 表达水平比较

"[#=

).

$=

:.

%$相对表达量&

组*别 例数 !"#$%&'(( !"#$%&)'

病例组 3. ').A(:"3.A,,$'.+A,'# ).A(3"'3A')$),A(.#

对照组 -) :.A-(")'A:9$'+'A':# ''A:3"(A-3$))A.9#

F / /(A:33 /.A+-:

! / +A+++ +A+++

9D9<食管癌患者唾液!"#$%&'((&!"#$%&)' 表达水

平与病理分期的关联性分析结果*食管癌患者唾液

!"#$%&'((&!"#$%&)'表达水平与病理分期存在关联

性"!@+A+.#% 见表 -% 在 +期f

$

_期$!"#$%&'((&

*':.*
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!"#$%&)'表达水平呈上升趋势% UJH1K!1F秩相关分

析结果显示$!"#$%&'(( 和!"#$%&)' 与临床分期呈

正相关"9

(

g+A..9$!g+A+++'9

(

g+A.:.$!g+A+++#%

表 -*食管癌患者唾液!"#$%&'((!!"#$%&)' 在各分期中的

* *表达水平比较"#

!

Ee(%$相对表达量&

分*期 例数 !"#$%&'(( !"#$%&)'

+ 期* '( 3(A:' e(:A-. '.A3( e9A3.

!

期* )) '+(A-( e.3A9. )'A.: e:A.+

"

期* '' ''.A') e(3A9- ).A9- e9A9'

#

期* '' '('A+3 e(.A.- ):A)3 e(A.'

$

%期 '. '9:A+' e9.A+, )9A3. e,A--

$

_期 ') ':-A.' e(,A(9 -.A+3 e'+A9(

G / 9A'). 3A,)+

! / +A+++ +A+++

9DE<唾液中!"#$%&'((和!"#$%&)'联合检测在食

管癌患者中的诊断价值*以病理活检结果作为金标

准$#?>曲线法分析结果显示$唾液中!"#$%&'(( 和

!"#$%&)'对食管癌均具有较好的诊断价值$且当联

合两指标时$诊断效能进一步提升% 见图 '$)'表 (%

图 '*食管癌患者唾液中!"#$%&'(( 的#?>曲线图

图 )*食管癌患者唾液中!"#$%&)' 的#?>曲线图

表 (*唾液中!"#$%&'(( 和!"#$%&)' 对食管癌的诊断价值

指*标
截止值
"

%

RC!2#

特异度
"`#

灵敏度
"`#

曲线下
面积

约登
指数

!"#$%&)'****** '-A. .:A9 3:A' +A:3. +A(.

!"#$%&'((***** '+:A+ 3'A3 9(A: +A::: +A(:

!"#$%&'(( h!"#$%&)' / :.A- 33A' +A3.' +A9-

E<讨论

ED7<食管癌是一种比较常见的消化道恶性肿瘤$由

于中国人口基数大$全球有近一半的食管癌发生于

我国$人数居全球首位(')

% 食管癌早期症状不明显$

故其早期筛查和诊断主要采用有创伤性方法$包括食

管拉网脱落细胞检测技术&消化道内镜技术等(3&,)

%

这些筛查技术在检查的过程中会给患者造成创伤$且

检查费用较高$难以实现较大规模的人群筛查$早期

筛查率低% 大部分食管癌患者确诊时已属中晚期$

失去根治性手术机会('+)

% 而如果患者能在早期通

过准确&有效的检测手段发现病灶$并接受手术切除

或免疫治疗等方式$生存率可高达 ,+`

('')

% 因此$

为了实施预防管理和提高食管癌的治疗效果$探寻

一种检测精准&便捷且成本低廉的食管癌无创筛查

技术和产品$具有重要意义%

ED9<唾液是一种唾液腺分泌的弱酸性液体$由于唾

液腺血供丰富$唾液中含有广泛的蛋白质&电解质和

核酸$且这些物质来源广泛$可反映个体的生理状

态(')&'.)

% !"#$%E参与了细胞的生长&分化&凋亡和

免疫过程$并在恶性肿瘤的发生&发展中也发挥着重

要的作用('-$'9&'3)

% )++,年=1Ki等(',)研究发现$口腔癌

患者唾液及唾液上清液中至少有 .+种!"#$%呈高表

达$且其降解速度慢$稳定性较好% 这为以 !"#$%E

为标志物对消化道肿瘤进行早期鉴别提供了思路%

EDE<如今$唾液检测作为一种无创性的检测技术$愈

来愈多的研究集中于相关标志物的开发$其中包括对

远端组织和器官恶性肿瘤的检测('.$'3$)+)

% UHLL"等()')

通过系统评价的方式验证了唾液中的 !"#$%E可作

为癌症诊断的可靠生物标志物% 为了保证实验结果的

可靠性$本研究方法参考了最新的唾液分离与定量检

测方法()))

% 本课题组的既往研究(()发现$!"#$%&'((

在食管癌患者的唾液及唾液上清液中呈高表达$为进

一步研究其在食管癌早期筛查中的应用价值提供了理

论依据% 而近期也有研究(-)间接验证了 !"#$%&'((

是影响食管癌患者预后的一个独立危险因素% 另外$

有多项研究(9$)-)表明$!"#$%&)' 在消化道恶性肿瘤

患者的血液中呈高表达$同时也有研究(.$)()显示其

*):.*
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在唾液中可以检出% 本研究结果显示$与健康者相

比$食管癌患者唾液中 !"#$%&'((&!"#$%&)' 的表

达水平显著提高$且与患者的病理分期存在关联性$

随着肿瘤浸润进展以及远处转移的增加$唾液中两

种!"#$%的表达水平上升% #?>曲线分析结果显

示$!"#$%&)' 和 !"#$%&'(( 诊断食管癌的 #?>曲

线下面积分别为 +A:3.&+A:::$提示两种标志物均

具有较好的诊断价值$且当联合两者检测时$诊断效

能进一步提升%

ED8<相比于内镜活检等检查$目前唾液检测对于远

处肿瘤的诊断价值仍然有限$但其易采集&非侵入的

优势值得关注$且患者更易接受$更适宜大规模人群

的筛查% 本研究针对!"#$%&'((&!"#$%&)' 的发现

可作为未来开发食管癌快速检测试剂盒及仪器的理

论基础% 但是本研究也存在一些不足之处!"'#研

究针对 <9+ 岁的健康人群及食管癌确诊患者进行

检测$没有纳入良性病变组$这使得研究结论难以在

鉴别食管异常增生或溃疡的良恶性方面推广% ")#

研究未能在手术后或化疗治疗后随访患者唾液中

!"#$%&'((&!"#$%&)' 表达水平的变化情况$未能

评判!"#$%&'((&!"#$%&)' 对于预测患者预后的价

值% 在后续的研究中$我们将对此进行完善$以进一

步评价!"#$%&'((&!"#$%&)' 在食管癌患者早期筛

查诊断及预后预测中的价值%

综上所述$食管癌患者唾液中!"#$%&'((&!"#$%&)'

的表达水平呈高表达$其联合检测具有应用于食管

癌早期筛查诊断的潜力%

参考文献

(') 王*宁$刘*硕$杨*雷$等6)+'3 全球癌症统计报告解读(Y)6

肿瘤综合治疗电子杂志$)+',$."'#!3: /,:6

()) 李*科$林国桢$许*欢$等6)++(&)+'9 年广州市食管癌发病趋

势分析(Y)6中国肿瘤$)+)+$),",#!9:) /9:96

(-) 徐露娟$洪永贵$宋学坤$等6血浆 !"#&,-&!"#&'(( 检测在食管

癌患者预后评估中的价值(Y)6胃肠病学和肝病学杂志$)+)+$

),"')#!'-9( /'-936

(() 吴伟东$侯文进$吴哲凡$等6唾液中 !"#$%&'(( 可作为早期诊

断食道癌的基因标志物(Y)6南方医科大学学报$)+'-$--"')#!

':3- /':396

(.) c"HjY$ >MHF V$ jM1FRc>$ HL126U12"N1EQJHKF1L1FL!"#&)'! 1

F8NH2J8LHFL"12P"8!1KiHKO8KHE8JM1RH1271F7HKBHLH7L"8F(Y)6%E"1F

=17Y>1F7HK=KHN$ )+')$'-"')#!9'(. /9'(,6

(9) 姚丽华$汪光蓉$蔡*燕$ 等6!"#&'31和 !"#&)' 在食管癌中的

表达及其对食管癌的诊断价值(Y)6中华肿瘤杂志$)+',$('

")#!'+: /'''6
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