
  

肺部结节或肿块患者肺泡灌洗液 SHOX2 和

RASSF1A 基因甲基化在肺癌诊断中的价值

朱东平 1） ，李海峰 2） ，冯俊飞 2） ，汤秋恒 2） ，冷　静 2）
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[ 摘要 ]  目的　通过肺组织活检或手术后病检结果来验证两基因甲基化指标检验肺部良、恶性结节诊断效

能。方法　进行前瞻性研究，收集 2019 年 3 月至 2020 年 3 月在云南省第三人民医院 99 例诊断为肺部结节、肿

块的患者，行支气管镜检查收集支气管肺泡灌洗液（BALF）样本后，进行定期随访、肺穿刺活检、手术后病检。

结果　收集的 99 例肺部结节、肿块患者，经病理诊断后分为肺癌组（n = 50）和良性肺疾病组（n = 49）。肺癌组

年龄（62.64±9.71）岁，良性肺疾病组年龄（60.48±13.69）岁，2 组指标差异具有统计学意义（P = 0.032）；在肺癌

的诊断过程中，发现 SHOX2 和 RASSF1A 基因任一阳性诊断肺癌的灵敏度分别为 72% 和 58%，特异度分别为

92.3% 和 95.9%。而这 2 个基因的联合检测在肺癌的诊断中表现出了更高的灵敏度，为 0.84，远高于良性疾病

组的 0.102 （P < 0.001）。ROC 曲线分析显示 2 个基因甲基化联合时灵敏度可提高至 84%。结论　肺泡灌洗液

SHOX2 和 RASS1A 基因甲基化检验对存在肺部结节或肿块影像表现的肺癌患者诊断具有良好的预测价值，在影

像学和组织学诊断不明时，SHOX2 和 RASSF1A 联合检验可以作为肺癌早期诊断的一个重要补充工具。
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Value of SHOX2 and RASSF1A Gene Methylation in Alveolar
Lavage Fluid in Patients with Pulmonary Nodules or

Masses in the Diagnosis of Lung Cancer

ZHU Dongping 1）  ，LI Haifeng 2）  ，FENG Junfei 2）  ，TANG Qiuheng 2）  ，LENG Jing 2）

（1） School of Clinical Medicine，Dali University，Da li Yunnan 6710032; 2） Dept. of Respiratory
and Critical Care Medicine，The 3rd People’s Hospital of Yunnan Province，

Kunming Yunnan 650011，China）

［Abstract ］   Objective　The  diagnostic  efficacy  of  the  two  gene  methylation  indexes  was  verified  by  lung

biopsy  or  postoperative  disease  examination  results. Methods　A  prospective  study  was  conducted  to  collect  99

patients  diagnosed  with  pulmonary  nodules  and  masses  in  the  Third  People's  Hospital  of  Yunnan  Province  from

March  2019  to  March  2020.  After  bronchoscopy  and  BALF  samples  were  collected， regular  follow-up， lung

puncture  biopsy  and  post-operative  disease  examination  were  performed. Results　Ninety-nine  patients  with

pulmonary nodules and masses were divided into lung cancer group（n = 50） and benign lung disease group（n = 49）

after pathological diagnosis. The age of patients in the lung cancer group was（62.64±9.71） years，and that of the

benign  lung  disease  group  was（ 60.48±13.69）  years， and  there  was  a  statistical  difference  between  the  two

groups（P = 0.032）. In the diagnosis of lung cancer，the sensitivity and specificity of SHOX2 and RASSF1A genes 
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alone were found to be 72% and 58%，respectively，and 92.3% and 95.9%，respectively. The combined test of the

two  genes  showed  a  higher  sensitivity  in  the  diagnosis  of  lung  cancer， 0.84， compared  to  0.102  in  the  benign

disease group（P < 0.001）. ROC curve analysis showed that the sensitivity of the two genes could be increased to 84%

when methylation was combined. Conclusion　The methylation test of SHOX2 and RASS1A gene in alveolar lavage

fluid  has  a  good  value  in  the  diagnosis  of  lung  cancer  patients  with  pulmonary  nodules  and  masses  and  SHOX2

combined with  RASSF1A can be  an  important  supplementary  tool  for  early  diagnosis  of  lung  cancer  when imaging

and histological diagnosis are unclear.
［Key words ］ DNA methylation；SHOX2；RASSF1A；Alveolar lavage fluid

  
目前，肺癌已成为我国发病率、死亡率最高

的肿瘤之一。我国健康体检者每年通过影像检查

出 肺 部 结 节 检 出 率 约 为 31%， 良 性 结 节 约 占

96.4%，6 mm 以上肺结节恶性程度明显增大风险

超过 1%[1]。早期恶性肺部结节诊断的检出率极低，

仅为肿瘤结节的 2%。DNA 甲基化是表观遗传学

领域中的 1 个关键研究方向，它在原位肺部恶性

肿瘤的发生和发展过程中扮演着重要的角色[2]。

随着实时荧光 PCR（real-time PCR，RT-PCR）技术

的发展，人们发现 SHOX2 和 RASSF1A 基因甲基

化与肺癌密切相关[3−4]。

本 研 究 通 过 RT-PCR 对 支 气 管 肺 泡 灌 洗 液

（ bronchoalveolar  lavage  fluid， BALF）  SHOX2 和

RASSF1A 基因甲基化单独与联合对肺部结节或肿

块性质进行检测，以确定其诊断效能，为影像学

和细胞学诊断不明时，提高肺癌的检出率，便于

肺部良恶性疾病鉴别诊断及辅助肺癌早期诊断。

 1    资料与方法

 1.1    研究对象

研究对象均来自云南省第三人民医院呼吸内

科住院患者，该方案通过了云南省第三人民医院

伦理委员会审查（2024KY001），在研究过程中详

细告知患者研究细则，并签署知情同意书。收集

2019 年 3 月至 2020 年 3 月经云南省第三人民医

院胸部影像学发现结节、肿块的患者 99 例。纳入

标准：（1）胸部 CT 提示肺部结节、肿块患者根据

《中国肺部结节分类、诊断和治疗指南 2016 版》

诊 断 [5]， 经 临 床 排 外 感 染 病 灶 者 ；（ 2） 年 龄

14～80 岁患者；排除标准：（1）不适宜进行纤维

支气管镜检查者；（2）已明确诊断肺癌和肺部炎症

患者；（3）病情垂危者及失访者。并在 1a 内进行

定期随访、肺活检及手术后病检，50 例患者最后

确诊为原发性肺癌，病理类型为腺癌 23 例、鳞

癌 14 例、腺鳞癌 2 例、小细胞癌 1 例、大细胞

癌 1 例、其它肺部恶性肿瘤 9 例。

 1.2    BALF 提取

对 99 例患者进行纤维支气管镜检查，操作均

由云南省第三人民医院呼吸内科副主任及以上医

师取样，参照 2013 年英国胸科学会成人纤维支气

管镜检查标准[6]，分 3 次将灭菌生理盐水 20 mL

注入病变肺段，共 60 mL，负压抽吸前停留 20 s，

回收量不少于 30 mL，取 20 mL 离心，10 000 r/min

离心 5 min。记录回收的 BALF 总量，然后进行刷

检，采集组织标本。

 1.3    BALF 中 SHOX2 和 RASSF1A 基因甲基化

检测

 1.3.1    DNA 提取　将提取的 20 mL 肺泡灌洗液进

行离心，10 000 r/min 离心 5 min，经过沉淀后，

使用移液枪去除上清液后提取肺泡细胞，然后将

肺泡细胞中 DNA 提取出来。

 1.3.2    DNA 甲 基 化 的 PCR 检 测 　SHOX2 和

RASSF1A 基因检测试剂盒、引物和探针均由上海

透景生命科技股份有限公司提供。本研究采用亚

硫酸盐修饰和 Real-time  PCR（Taqman 探针法）2

种方法处理离心后提取的 DNA。首先，亚硫酸盐

修饰：利用亚硫酸盐将未甲基化碱基替换后进行

PCR 扩增。通过观察免疫荧光染色，可以区分甲

基化和未甲基化的 C 碱基。Taqman 探针法：通

过采用 Taqman 探针检测扩增产物，在实时 PCR

平台上实现对肺泡组织中甲基化 DNA 的特异性检

测，最后使用通用实时荧光 PCR 仪循环阶段收集

FAM、VIC 及 CY5 的信号。FAM 用于检测 RASSF-

1A 基因甲基化状态，VIC 用于检测 SHOX2 基因

的 DNA 甲基化状态，CY5 用于检测内标基因 β-

actin 的水平，（VIC 通道 Ct < 32 为阳性；FAM 通

道 Ct < 35 为阳性；CY5 通道 18≤ Ct ≤23 提示内

参有效，若超出需计算△Ct 值）。

 1.4    组织病理学检测

 1.4.1    经皮肺活检 　 应 用 320 排 螺 旋 CT 扫 描 ，

确定穿刺点后利用 2% 利多卡因针局部浸润麻醉，

应用 11.8 cm 的穿刺针分布进针方法一次穿刺至
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胸膜、靶病变边缘及病变内，4% 甲醛固定后进

行组织病理及细胞学检测。

 1.4.2    手术切除病检　经螺旋 CT 诊断结节、肿

块部位，经手术切除后进行相应染色处理，行组

织病理及细胞学检测，由该机构资深病检学家出

具诊断报告。

 1.5    统计学处理

使用统计学软件 SPSS 20.0 进行数据统计分

析。正态分布的连续变量（表示为平均值±标准

差），使用两独立样本 t 检验比较；采用 χ2 分析

临床病理结果中 SHOX2、RASSF1A 甲基化的阳

性率；应用 ROC 曲线评价 SHOX2 和 RASSF1A 基

因甲基化对肺癌诊断的效力，并获得最佳约登指

数（灵敏度+特异度-1），P < 0.05 为差异具有统计

学意义。

 2    结果

 2.1    临床病例特征分析

共纳入 99 例患者，其中病理检测明确诊断为

肺癌患者 50 例，良性疾病组 49 例，99 例患者的

平 均 年 龄 为 61.79 岁 ， 其 中 肺 癌 组 平 均 年 龄

（ 62.64±9.71） 岁 ， 较 良 性 疾 病 组 年 龄 （ 60.48±

13.69） 岁 大 ， 2 组 年 龄 差 异 具 有 统 计 学 意 义

（P = 0.032），吸烟史增加患肺部恶性肿瘤风险（P

< 0.001）。性别、胸部 CT 提示结节大小均无统计

学 意 义 （P =  0.132， P =  0.177 和 P =  0.065）， 见

表 1。
 

x̄± s表 1    临床病例特征 [（n）%/（ ）]

x̄± sTab. 1    Clinical case characteristics[（n）%/（ ）]

组别 总数（n=99） 肺癌组（n=50） 良性疾病组（n=49） χ2/t 　　P
性别

　男 56（57.00） 32（64.00） 24（49.00） 2.273 0.132
　女 43（43.00） 18（36.00） 25（51.00）

年龄（岁） 61.79 ± 11.16 62.64 ± 9.71 60.48 ± 13.69 3.554 0.032*

吸烟

　是 59（59.60） 39（78.00） 20（40.82） 14.210 <0.001*

　否 40（40.40） 11（22.00） 29（49.18）

结节大小（cm）

　最大直径 3.714 ± 2.67 4.01 ± 2.33 3.14 ± 3.09 1.332 0.177
　最小直径 2.90 ± 2.16 2.97 ± 1.65 2.26 ± 2.06 1.878 0.065

　　*P < 0.05。
 
 

 2.2    2 组肺泡灌洗液中 SHOX2 和 RASSF1A 基

因甲基化 PCR 对比结果

在 2 组 SHOX2 和 RASSF1A 2 基因甲基化 PCR

检测中，单基因、双基因联合或任意基因甲基化

对肺癌检测差异均有统计学意义（P < 0.05），肺

癌 组 任 意 基 因 阳 性 较 对 照 组 有 明 显 差 异（χ2 =

54.046，P < 0.001），见表 2；对肺部恶性肿瘤进

行分类，发现在 2 基因甲基化 PCR 任一阳性对肺

腺癌、肺鳞癌检出率均高，分别为 91.3%、85.71%，

见表 3。

 2.3    研究指标多因素回归分析

将单因素差异性分析中 P < 0.05 变量直接纳

入多因素回归分析，将 SHOX2 阴性、RASSF1A 阴

性和不吸烟作为参考类别，发现 SHOX2、RASSF1A
 

表 2  2 组 SHOX2 和 RASSF1A 基因组甲基化 PCR 检测结果 [n（%）]

Tab. 2    PCR results of SHOX2 and RASSF1A genome methylation in two groups [n（%）]

组别 n SHOX2 RASSF1A SHOX2、RASSF1A双阳性 SHOX2、RASSF1A任意阳性

肺癌组 50 37（74.00） 29（58.00） 24（48.00） 42（84.00）

良性疾病组 49 4（8.16） 2（4.08） 1（2.04） 5（10.20）

χ2 44.211 33.451 27.693 54.046
P <0.001* <0.001* <0.001* <0.001*

　　*P < 0.05。
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及吸烟是肺癌诊断的独立危险因素（P < 0.05），2

组年龄比较，差异无统计学意义（P = 0.469）；肺

泡灌洗液 SHOX2 基因甲基化阳性患者比 SHOX2

阴性患者患癌风险增加 13.675 倍（P = 0.009，95%

CI：2.146～20.451），RASSF1A 基因甲基化阳性

患者比 RASSF1A 阴性患者患癌风险增加 3.644 倍

（P = 0.014，95% CI：1.245～8.245），此外，吸烟

患者比不吸烟患者患癌风险增加，见表 4。
 

表 3    不同类型肺癌患者基因甲基化检测 [n（%）]
Tab. 3    Gene methylation in patients with different types of

lung cancer [n（%）]

项目 n SHOX2 RASSF1A
二者均

阳性
任一
阳性

　肺腺癌 23 19（82.60） 16（69.57） 13（56.52） 21（91.30）
　肺鳞癌 14 10（71.43） 7（50.00） 5（35.71） 12（85.71）
　大细胞癌 1 1（100.00） 1（100.00） 1（100.00） 1（100.00）
　小细胞癌 1 1（100.00） 1（100.00） 1（100.00） 1（100.00）
　腺鳞癌 2 1（50.00） 1（50.00） 1（50.00） 1（50.00）
其它类型癌 9 5（55.56） 3（33.33） 3（33.33） 6（66.67）
 
 
 

表 4    多因素 Logistics 回归分析
Tab. 4    Multi-factor Logistics regression analysis

因素 B S.E Wald P OR 95% CI

SHOX2 2.906 0.054 6.922 0.009* 12.675 2.146～20.451

RASSF1A 2.293 0.120 6.014 0.014* 3.644   1.245～8.245   

吸烟 1.055 0.245 3.155 0.035* 1.354   1.124 5～3.564

年龄 0.019 0.578 0.525 0.469  1.019   0.969～1.072  

　　*P < 0.05。
 
 

 2.4    2 组基因甲基化 PCR 结果 ROC 分析

进一步评估了 2 基因甲基化检测 99 例肺部结

节和肿块患者预测价值，生成了受试者工作曲线，

SHOX2 和 RASSF1A 检测肺癌曲线下面积、灵敏

度和特异度，见表 5、图 1。SHOX2、RASSF1A

和 2 基 因 联 合 检 测 曲 线 下 面 积 分 别 为 0.829、

0.770 和 0.869，SHOX2+RASSF1A 联合高于单一

检测，灵敏度和特异度为 0.84，0.898。

 2.5    对良性疾病组中 SHOX2 和 RASSF1A 基因

甲基化阳性患者随访

对起始拒绝行肺穿刺活检及手术病检的 2 例

患者，每 1、3、6 个月进行电话随访、约定随访

复查，询问相关肺部疾病症状演变，是否在外院

进行相关治疗，复查后经由该院资深影像学家阅

片，有 1 例患者病情恶化，经病理检测诊断为肺

癌，另 1 例患者肺部结节消失，考虑为肺部炎症。

 3    讨论

随着我国的工业化和城市化不断发展、老年

基数增大及长期吸烟等危险因素影响导致我国体

检人群中肺结节检出率为 31%[1]，而欧美国家，

体 检 发 现 肺 结 节 的 概 率 更 高 ， 达 到 了 41%～

51%[7]。此外，肺部长期存在磨玻璃结节的患者，

最后诊断恶性肿瘤概率超过了 10%。根据最新研

究结果[8] 显示，肺癌在我国以及全世界已成为发

病率和死亡率最高的恶性肿瘤之一，对人类健康

造成了严重的威胁。

据我国肿瘤登记报告显示，云南省的肺癌发

病率平均为每 10 万人中的 44 例，是全国平均水

平的 2～3 倍。而云南宣威肺癌发病率高达 93/10

万人，位居全国第一[9]，因此提升肺癌的诊断率

变得迫切和必要。2011 年美国进行国家肺癌筛

查实验（national lung screening trial，NLST），采用

随机对照研究对高危肺结节患者进行低剂量胸部

CT（ 常 规 CT1/5 辐 射 剂 量 ） 筛 查 ， 这 一 措 施 比

单独 X 胸片降低了 20% 肺癌患者病死率[10]，因此为

提 高 肺 部 肿 瘤 早 期 发 现 ， 我 国 建 议 高 危 肺 结

节人群每年进行低剂量胸部 CT 筛查[11]。但有研

 

表 5  单一指标和双指标联合检测结果

Tab. 5    Combined  detection  results  of  single  index  and
double index

指标 AUC 95%CI 灵敏度 特异度 约登指数

SHOX2 0.829 0.743～0.915 0.723 0.923 0.658
RASSF1A 0.770 0.674～0.886 0.580 0.959 0.539

SHOX2+
RASSF1A 0.869 0.792～0.946 0.84   0.898 0.738
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图 1    SHOX2 和 RASSF1A 基因 ROC 曲线

Fig. 1    SHOX2  and  RASSF1A  were  detected  by  the  ROC
curve
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究 显 示 [12]， 通 过 低 剂 量 螺 旋 CT（ low-dosespiral

computed tomography，LDCT）能检测出患者的非钙

化结节中实际仅为肿瘤结节的 2%，很大程度影

响了患者早期肺癌检出。在高肺癌发病率的云南

地区，对没有明显呼吸道症状及早期结节直径小

于 1 cm 的肺癌患者，由于肿瘤标记物、细胞学检

查、影像学检查和支气管镜检对肺癌检出率相对

较低，而且难以取得活体组织进行病检，所以多

数患者被诊断为恶性肿瘤时已进展到晚期，从而

错过最佳手术及放化疗治疗时期，致肺癌整体 5 a

生存率低，仅为 16% 左右[13]。因此对高危肺癌患

者的筛查、早期诊断、及时干预治疗尤为重要。

研究表明 DNA 甲基化被广泛应用于癌症的辅

助诊断，特别是在 BALF 和胸腔积液等微创检测

中 [14]。 矮 小 同 源 盒 基 因（ short  stature  homobox 2，

SHOX2）是同源盒基因家族的一员，参与癌症早期病

变。刘莹等[3] 研究发现，SHOX2 基因在实体肿瘤

中表达异常，如肺癌、乳腺癌和肾癌等，在肺癌

组织中高表达，可能与甲基化后染色体稳定性受

损、促癌基因的表达、肿瘤微环境调节和遗传稳

定性失去平衡等，导致细胞增值失控。RASSF1A

基因，Ras 相关区域家族蛋白 1A（ ras-association

donmain family，RASSF1A）是 1 种新型的肿瘤抑制

基因，在肿瘤生长过程中起着很重要抑制作用，

参与了许多靶基因的调控，如基因转录、信号转

录、细胞骨架、细胞周期和凋亡。研究发现细胞

癌变是由于启动子区异常高甲基化、杂合性缺失

及染色体缺失等导致了 RASSF1A 基因失活[4]，从

而导致肿瘤细胞增值。SHOX2 甲基化能较好的区

分肺部良、恶性病变[15]。本研究通过收集肺部结

节 或 肿 块 患 者 肺 泡 灌 洗 液 ， 进 行 SHOX2 及

RASSF1A 基因甲基化 PCR 检测，通过病检得到

肺结节性质对 2 基因结果统计分析，结果显示

SHOX2、RASSF1A 基因联合对肺癌诊断的灵敏度

为 84%，特异度为 89.8%，进一步进行多因素回

归分析发现在排除吸烟及年龄影响后，2 基因甲

基化阳性对早期肺癌仍有较高的诊断效能，可以

作为肺癌独立危险因素，与肺泡灌洗液细胞学检

测相比，可为临床上提供有效补充工具，避免了

患者不必要的精神、身体损害。

此外，国内研究表明[16]，肺癌的病理类型与

基 因 甲 基 化 阳 性 检 出 率 有 显 著 相 关 性 ； 此 外

Schmidt 等 [17] 对 肺 癌 患 者 的 血 液 和 肺 组 织 进 行

SHOX2 甲基化研究，发现 SHOX2 基因甲基化对

癌症有很高检出率，可以作为早期检测指标，还

可以独立的预测非小细胞肺癌临床预后。在本研

究中，SHOX2、RASSF1A 基因甲基化在肺癌分类

中发现肺腺癌（23 例）、肺鳞癌（14 例）、肺腺鳞癌

（2）任意阳性检出率分别为 91%、86%、50%，说

明在肺癌早期的肺结节、肿块时，2 基因对肺腺、

鳞癌检出敏感性极高（由于肺大、小细胞癌病例数

少，仅 1 例，不具有统计意义），对比了相关研究[18]

结果，在 NSCLC 中，腺癌中 RASSF1A 的甲基化

频率高于鳞状细胞癌，与本研究结果是一致的。

这种现象可能与 SHOX2 和 RASSF1A 基因甲基化

在肺腺癌和肺鳞状细胞癌中的高表达增高了肺恶

性肿瘤的检出。

对开始拒绝行肺穿刺活检及手术病检的 2 例

患者，在 1 a 内行电话随访、约定随访复查，复

查胸部 CT 后有 1 例患者病情恶化，经病理检测

诊 断 为 肺 癌 ； 另 1 例 肺 结 节 患 者 中 ， BALF 中

SHOX2 和 RASSF1A 基因甲基化均阳性，经治疗

后肺部结节吸收，考虑为肺部炎症，该例是否因

其它疾病导致基因发生了甲基化，进一步查阅大

量资料对导致该现象进行分析并对该患者持续进

行随访中。

本研究不足之处：（1）于周围型肺小结节患者

在留取 BALF 时，有发生灌洗液中难以对结节部

位进行基因标本获取，从而导致一定假阴性结果

可能性，这对操作者的支气管镜检查技术带来考

验，且在一定程度取决于患者配合程度；（2）不能

短时间内获取全部肺结节、肿块患者的全部临床

病理数据，导致部分失联患者数据缺失，影响实

验结果。

综上所述，对肺癌早期对肺部结节、肿块性

质不能有效诊断时，SHOX2 和 RASSF1A 基因甲

基化可以作为有效的补充工具，提高早期肺癌的

检出，并且对肺腺癌、肺鳞癌诊断提供一定诊断

依据。
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