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［摘　要］目的：探讨血清循环ＤＮＡ（ｃＤＮＡ）定量检测在卵巢癌患者诊断中的应用价值。方法：以２５２例经病
理证实的上皮性卵巢癌患者为卵巢癌组，１００例卵巢良性肿瘤患者作为良性对照组，健康体检者１００例作为健康
对照，以微量基因组抽提试剂盒抽提３组患者血清ＤＮＡ，用实时荧光定量ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ测定其含量。结果：良
性对照组和健康对照组相比，血清ｃＤＮＡ比值差异无统计学意义（Ｐ＞００５）；与良性对照组和健康对照组相比，
卵巢癌组血清ｃＤＮＡＣｔ值减少，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；上皮性卵巢癌Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期血清 ｃＤＮＡＣｔ值差异
无统计学意义（Ｐ＞００５），但Ⅳ期与Ⅰ期比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。结论：定量检测上皮性卵巢癌患
者血清ｃＤＮＡ，有望成为临床辅助诊断卵巢癌的新手段。
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　　卵巢癌是严重威胁女性健康的恶性肿瘤之一，
发病率占妇科恶性肿瘤的第３位，死亡率占各类妇
科恶性肿瘤之首，对妇女生命造成了严重威胁。卵

巢癌的确诊常处于晚期，且大多数初诊患者已伴

盆、腹腔转移。目前，卵巢癌的筛查诊断、疗效观察

及预后判断等，仍主要依靠腹腔镜检查、组织病理
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学检查、血清肿瘤标记物（如 ＣＡ１２５、癌胚抗原等）
的检测及影像学检查，前两者对卵巢癌的敏感性

高，但是具有创伤性，影像学检查虽无创伤性，但却

容易造成漏诊。循环 ＤＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇＤＮＡ，ｃＤ
ＮＡ）是一种存在于动植物和人体液中的无细胞状
态的胞外ＤＮＡ，由细胞受外源性刺激后主动分泌，
细胞损伤或死亡后释放产生［１］。研究表明，外周

血ｃＤＮＡ一部分以游离形式存在于血清中，另一部
分通过与蛋白质结合成复合体的形式附着在血细

胞表面［２］。正常人血液中也存在微量 ｃＤＮＡ，某些
病理状态下，ｃＤＮＡ会有不同程度的增高，尤其肿
瘤患者血液 ｃＤＮＡ浓度明显高于正常人［３］。目前

临床上关于抽取卵巢癌患者的血清检测 ｃＤＮＡ含
量的报道甚少。因此血清 ｃＤＮＡ检测用于卵巢癌
的早期诊断具有明显的优势和极大的潜力。故本

研究通过定量检测卵巢癌患者血清ｃＤＮＡ水平，以
探索检测血清 ｃＤＮＡ水平可否成为用于辅助卵巢
癌早期诊断的新方法。

１　材料与方法

１１　标本来源
收集２０１３年７月～２０１５年２月经临床病理检

查确诊为上皮性卵巢癌患者３０２例，其中Ⅰ期肿瘤
５７人，Ⅱ期７３人，Ⅲ期９４人，Ⅳ期２６人；卵巢良
性肿瘤患者和健康成年女性各１００例血清标本，分
别于－８０℃保存。
１２　方法
１２１　血清ｃＤＮＡ的提取　取６００μＬ血清标本，
用微量基因组ＤＮＡ抽提试剂盒 （北京天根生物有
限公司），按操作说明书抽提血清ＤＮＡ，用ＥＬＸ８００
酶标仪（Ｂｉｏｔｅｃ，美国）测定各样品吸光度值（Ａ
２６０／Ａ２８０），计算ＤＮＡ含量和纯度。
１２２　血清ＤＮＡＣｔ值的测定　ＰＣＲ引物参照文
献［４］设计，以看家基因ＧＡＰＤＨ为目的基因，引物
序列为５′ＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴ３′，５′ＧＣＡＣ
ＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ３′扩增长度为１４２ｂｐ，由上
海生工生物工程公司公司合成。反应体系含定量

ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，上下游引物各０５μＬ，Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶（２５Ｕ／μＬ）０５μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，
加水补足至 ２５μＬ。反应采用两步法，条件为：
９５℃ ２ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ，５５℃ １ｍｉｎ，３５个循环。
用ＢｉｏＲａｄＣＦＸ９６ＴＭ荧光定量 ＰＣＲ分析系统进行
定量检测，并作熔解曲线分析，根据各自设定的临

界值的循环数（Ｃｔ）值，对ｃＤＮＡ的原始拷贝数进行
定量，每个血清 ＤＮＡ样品重复测定３次取均值。
１３　统计学处理

采用ＳＰＳＳ１７０统计软件进行数据统计分析，
计量资料先进行正态性检验，样本成正态分布时，

数据均以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，组间比较采用
单因素方差分析，两组间比较采用 ｔ检验，Ｐ ＜
００５表示差异有统计学意义。

２　结果

２１　ＧＡＰＤＨ基因熔解曲线
熔解曲线显示 ＧＡＰＤＨ的扩增反应具有良好

的特异性（图 １），证明实时荧光定量 Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ测定检测具有高度准确度和可靠性。

图１　ＧＡＰＤＨ基因熔解曲线
Ｆｉｇ．１　ＭｅｌｔＣｕｒｖｅｏｆｇｅｎｅＧＡＰＤＨ

２２　血清ｃＤＮＡ的Ｃｔ值
良性对照组ｃＤＮＡ与健康对照组比较，差异有

统计学意义（Ｐ＜００５）；卵巢癌患者各组与健康对
照组、正常对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）；ｃＤＮＡ含量水平随卵巢癌临床分期增加呈
增高的趋势，上皮性卵巢癌Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期各组之间差
异无统计学意义（Ｐ＞００５），上皮性卵巢癌Ⅳ期组
与Ⅰ期组比较，ｃＤＮＡ含量差异有统计学意义（Ｐ
＜００５）。见表１。

３　讨论

卵巢癌患者的治疗疗效以及延长生存期的主

要关键因素取决于早期诊断，因此当今急需建立新

的早期检测手段。近年来随着肿瘤分子生物学的

飞猛发展，人们已初步发现肿瘤患者血清 ＤＮＡ浓
度显著高于正常人群，并提示体液（包括血清、血

浆及腹水）ＤＮＡ中高频率遗传学标志变异的检测
对于监控疾病具有一定的临床意义［５－８］。卵巢癌
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表１　各组血清ｃＤＮＡ的Ｃｔ值（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＣｔｖａｌｕｅｓｏｆｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ
ｓｅｒｕｍＤＮＡｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

组别 ｎ Ｃｔ值
健康对照组 １００ ２７５３±１９５　　
良性对照组 １００ ２４９１±１２８（１）

卵巢癌组

　Ⅰ期 ５７ ２２９８±２０７（１）（２）

　Ⅱ期 ７３ ２２０２±１５４（１）（２）

　Ⅲ期 ９４ ２１２７±１９２（１）（２）

　Ⅳ期 ２６ １９２６±１０９（１）（２）（３）

（１）与健康对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与良性对照组比较，Ｐ

＜００５；（３）与上皮性卵巢癌Ⅰ期组比较，Ｐ＜００５

是女性生殖器官常见的肿瘤之一，发病率仅次于宫

颈癌和宫体癌而列居第３位，约占女性全身恶性肿
瘤的４％。但因卵巢癌致死者，却占各类妇科肿瘤
的首位，对妇女生命造成严重威胁，对卵巢癌的早

期诊断十分重要。卵巢癌的临床分期根据１９８７年
国际妇产科联盟（ＦＩＧＯ）国际分期法可分为如下４
期：Ⅰ期，肿瘤局限于卵巢；Ⅱ期，病变累及一侧或
双侧卵巢，伴盆腔转移；Ⅲ期，肿瘤侵及一侧或双侧
卵巢，伴盆腔以外腹膜种植或腹膜后或腹股沟淋巴

结转移；肝脏表面转移；Ⅳ期，肿瘤侵及一侧或双侧
卵巢并有远处转移，胸水存在时需找到恶性细胞，

肝转移累及肝实质。

ｃＤＮＡ是一种存在于外周血，滑膜液和脑脊液
中无细胞状态的 ＤＮＡ，主要是由单链或双链 ＤＮＡ
混合组成，以ＤＮＡ蛋白质复合物或游离ＤＮＡ两种
形式存在。ｃＤＮＡ的研究分为定性和定量两种，定
性主要检测血清或血浆中肿瘤特异性基因改变，定

量检测则以血ｃＤＮＡ总量为指标，两者均可以反应
肿瘤的存在及其严重程度。对于血 ｃＤＮＡ来源有
几种推测：（１）肿瘤细胞的坏死和凋亡释放大量
ＤＮＡ；（２）循环血或微转移灶中肿瘤细胞溶解释放
ＤＮＡ；（３）肿瘤细胞自身向周围释放ＤＮＡ；（４）肿瘤
浸润周围正常组织细胞、组织变性释放ＤＮＡ。

本研究中，利用灵敏度极高的实时荧光定量

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术，定量检测健康体检者、卵巢良
性肿瘤患者及卵巢癌患者血清 ｃＤＮＡ［９］。结果显
示，各期卵巢癌患者血清ｃＤＮＡ均明显高于健康体
检者和卵巢良性肿瘤患者，提示血清ｃＤＮＡ含量检
测对卵巢癌的诊断具有重要参考价值。对 ｃＤＮＡ

含量与卵巢癌临床分期关系的分析显示，随着临床

分期的增加，血清 ｃＤＮＡ含量逐渐增高，提示卵巢
癌各期ｃＤＮＡ含量会显著增高，但与卵巢癌分期无
明显相关性；Ⅳ期 ｃＤＮＡ含量显著高于前３期，提
示卵巢癌晚期ｃＤＮＡ含量会进一步显著增高。

综上所述，随着各种分子生物学技术快速发展

和广泛应用，利用灵敏度极高的实时荧光定量

ＰＣＲ技术，定量检测卵巢癌患者血清ｃＤＮＡ具有简
单易操作，创伤小等优点，对于手术后的患者无法

取组织检测化验，可助其实时监测手段。作为一种

微创而便捷的辅助手段，在卵巢癌的早期诊断、临

床分期、疗效评估和预后判断等方面具有较高的应

用价值。
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