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粪便脱落细胞检测应用于大肠癌筛查的研究进展

陈　燕，李兆申，蔡全才，郭爱珍 （第二军医大学长海医院消化内科，上海２００４３３）

［摘要］　我国大肠癌发病率呈逐年上升趋势，筛查可以有效降低其发病率和病死率。然而，目前常用的大肠癌筛查手段尚存

在明显缺陷。粪便脱落细胞检测具有早期发现病变、无创、患者依从性好等优点，在大肠癌筛查上具有潜在的应用前景，本文

就这方面研究进展作一综述。
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　　大肠癌是人类最常见的恶性肿瘤之一，其发病率位居全

球恶性肿瘤第３位［１］，２００６年国家卫生部的统计数据显示，

我国大肠癌病死率已位居恶性肿瘤第５位［２］，发病率呈逐年

上升趋势［３］，严重威胁人类健康。患者出现症状就诊时往往

已是肿瘤晚期，疗效差，常常因复发、转移而治疗失败，如果

能在癌前病变或早期癌阶段检出病例，则治疗效果较好。因

此，大肠癌早期筛查就显得尤其重要。大肠癌筛查方法主要

包括结肠镜检查、粪 隐 血 试 验 （ｆｅｃａｌｏｃｃｕｌｔｂｌｏｏｄｔｅｓｔ，

ＦＯＢＴ）、纤维乙状结肠镜检查。ＦＯＢＴ的敏感性和阳性预测

值较低，纤维乙状结肠镜无法检出仅有近端结肠病变的病例

（约占所有病例的４０％～７０％）［４］，漏诊率很高。结肠镜检查

虽然准确性高，但属于侵入性检查，有发生肠穿孔、麻醉意外

的风险，而且检查费用高，即使在发达国家，其卫生资源也无

法支持这样的筛查项目［５］。因此，找到一种简单、准确、价

廉、非侵入的大肠癌筛查方法就具有十分重要的意义。

　　目前普遍认为大肠癌的发生在分子水平上存在逐步累

积的癌基因及抑癌基因的突变［６］，这些突变具有肿瘤的特异

性，且这些异常细胞不断脱落入肠道，为通过检测粪便中异

常细胞来诊断大肠癌提供可能，又鉴于粪便检查具有非侵袭

性和不需要导泻的优点，因此许多课题组期望从大肠脱落细

胞中找到满意的大肠癌筛查及早期诊断方法。

１　粪便脱落细胞应用于大肠癌筛查的可行性

　　结直肠黏膜上皮细胞更新活跃［７］，有学者曾推算１个包

含１０９数量的１ｃｍ３大小肿瘤组织如果以正常速度更新，那么

在大肠脱落细胞总量中至少有１％来源于肿瘤组织［８］。而根

据目前研究［９］，大肠癌细胞脱落有以下３个特点：（１）在病程

早期即有较多的细胞从恶性肿瘤组织表面脱落；（２）上皮细

胞脱落过程中对大肠黏膜上皮的位置有选择性；（３）含有脱

落细胞的黏膜细胞层是逐渐移动的。因此，可以推测：随粪

便排出体外的大肠上皮细胞中，肿瘤组织来源的细胞比例超

过１％，这就为脱落细胞检测应用于筛查提供了物质基础。

　　另外，脱落细胞检测应用于筛查具有生物学合理性：（１）

大肠癌的发展是一个多阶段、多步骤的过程，是由于癌基因

和抑癌基因的突变积累或ＤＮＡ后天性改变引起的，它们可

以单独或通过相互影响发挥作用［１０］；（２）脱落细胞ＤＮＡ在

粪便中稳定性好［１１］；（３）目前ＰＣＲ技术及免疫组化等生物学

技术的发展为脱落细胞ＤＮＡ检测提供了技术保证。

２　粪便脱落细胞分离技术的进展

　　粪便脱落细胞分离是进行脱落细胞检测的基础。Ｂａｄｅｒ
等［１２］早在５０年前就报道了从大肠灌洗液中获取表皮细胞

进行细胞学研究的可能性。然而，由于过程复杂、方法标准

不确定及细胞分析单一，造成研究及应用上的困难。２０世纪

８０年代后期，通过Ｆｅａｒｏｎ等［１３］对大肠癌相关分子标志物的

大肠癌基因模型的研究，学术界重新认识到获取大肠上皮脱

落细胞进行研究的价值，并开始探索有效的粪便脱落细胞分

离方法，取得了显著的成效，具有代表性的是Ｉｙｅｎｇａｒ等课题

组的研究工作［７，１４］。１９８９～１９９０年，Ｉｙｅｎｇａｒ等分别采用对

流离心淘析法和密度梯度离心法从粪便中获得总量为

０．７５×１０６～１．２×１０６个脱落细胞／ｇ，在Ｐｅｒｃｏｌｌ液中能够得
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到密度梯度在１．０３３～１．１３９的９条细胞条带，荧光免疫技

术证明了它们来源于近端结肠的肠段部分。１９９１年他们联

合密度梯度离心法和对流离心淘析法从粪便中分离细胞，在

ＰｅｒｃｏｌｌＰｕｃｋ液中能得到４％的粪便混悬液，上清中大约有

５０％经过ＬＳ１８０放射标记的细胞在离心后能够保持活力。

ＥＬＩＳＡ和免疫组化分析显示这些细胞来源于结肠。该实验

证实了从新鲜粪便中分离完整的大肠脱落细胞的可行性，并

估计了能得到细胞的相对数量。１９９２年，他们再度报道从粪

便中获取大肠完整细胞的可行性，对多种大肠组织特异抗原

的荧光流式细胞检测分析显示，几乎所有的细胞都是结肠来

源，从而证明粪便脱落细胞检测可以作为一种非侵入的检查

方法。此外，Ｌｏｋｔｉｏｎｏｖ等［１５］应用免疫磁珠法收集粪便中的

脱落细胞，抽提ＤＮＡ并进行量化分析。虽然以上各种分离

技术能够得到脱落细胞，却仍然存在各自的缺点：密度梯度

离心法介质连续易导致分离不纯粹，离心淘析法费时、费力，

仪器昂贵，免疫磁珠法细胞收集率较低。目前使用较多的是

全粪便洗脱与免疫学分离细胞相结合的方法［１６］，虽然它存

在标准不统一、步骤烦琐等缺点，但是能够确保获得细胞，而

且被一些研究小组用来寻找肿瘤相关标志物。

３　粪便脱落细胞检测在大肠癌筛查中的研究现状

　　粪便脱落细胞检测可以分为ＤＮＡ检测和非ＤＮＡ分子

检测。前者是将大肠癌患者粪便脱落细胞中的肿瘤细胞

ＤＮＡ提取出来进行研究，以期望发现敏感、特异的突变基

因，进而将这些突变基因作为特异性标志物对可疑患者进行

检测。后者主要是针对与大肠癌发生、发展密切相关的一些

非ＤＮＡ分子，主要为蛋白质，目前研究较多的是异常黏蛋

白、ＣＤ４４、Ｃａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｎ、ＣＯＸ２等［１７］，因其对肿瘤组织的特

异性较差而影响了它们在检测中的地位。相比之下，ＤＮＡ
检测具有广阔的研究空间和令人期盼的应用前景。

　　从大肠癌患者粪便脱落细胞中发现 Ｋｒａｓ等位基因改

变的早期报道［１８］一度激起学术界从粪便中寻找肿瘤相关分

子标志物的热潮。迄今科学家发现越来越多与大肠癌相关

的基因，归纳如下：（１）染色体不稳定性，主要特征为肿瘤细

胞的非整倍体ＤＮＡ含量，常伴ｐ５３基因突变；（２）抑癌基因

后天性功能缺陷，又可称为ＣｐＧ岛甲基化表型（ＣｐＧｉｓｌａｎｄ

ｍｅｔｈｙｌａｔｏｒｐｈｅｎｏｔｙｐｅ，ＣＩＭＰ）；（３）ＤＮＡ错配修复系统功能

缺陷，特征性的有微卫星不稳定性（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，

ＭＳＩ）［１９］。现将粪便脱落细胞检测中研究较多的基因分述如

下。

３．１　ｒａｓ基因　该基因家族有３种同源基因：Ｋ，Ｈ，Ｎｒａｓ，

它们都编码２１ＫＤ蛋白质，该蛋白质参与 Ｇ蛋白介导的信

号转导。在大肠癌中，突出表现在 Ｋｒａｓ基因的突变上，它

位于染色体１２ｐ，主要有１２、１３及６１密码子点突变，这些改

变是大肠癌发生的早期事件，导致了不能控制的细胞增殖和

恶性转变。它在大肠癌患者粪便中的检出率为４０％～
９０％［８，２０］。

３．２　ｐ５３基因　其是迄今发现与人类肿瘤相关性最强的抑

癌基因，可以将肿瘤细胞周期阻滞于Ｇ１和（或）Ｇ２期，并可促

进肿瘤细胞凋亡。该基因位于染色体１７ｐ，其突变是大肠癌

发生的中晚期事件，在患者粪便中的检出率为６４％［２１］。

３．３　ＡＰＣ基因　结肠多发性腺瘤样息肉病（ａｄｅｎｏｍａｔｏｕｓ

ｐｏｌｙｐｏｓｉｓｃｏｌｉ，ＡＰＣ）基因位于染色体５ｑ２１，属于抑癌基因，

其突变可导致细胞内粘连蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）降解障碍，引起上

皮细胞异型增生，是大肠癌的早期事件。家族性多发性大肠

腺瘤病（ｆａｍｉｌｉａａｄｅｎｏｍａｔｏｕｓｐｏｌｙｐｏｓｉｓ，ＦＡＰ）是一种常染色

体显性遗传病，ＡＰＣ基因突变是其发生的分子遗传学基础，

Ｄａｖｉｄｓｏｎ［２２］认为：家族中存在 ＡＰＣ突变的ＦＡＰ患者，如果

ＡＰＣ检查阴性，那么其与一般人群患大肠癌的风险是相同

的。但是粪便低检出率可能影响它的筛查应用。

３．４　ＤＣＣ基因　大肠癌缺陷（ｄｅｌｅｔｅｄｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｒｃｉｎｏ

ｍａ，ＤＣＣ）基因位于染色体１８ｑ２１．２，其编码的ＤＣＣ蛋白功

能丢失会减弱细胞与细胞的相互作用和黏接力，增强肿瘤细

胞的恶性行为，属于抑癌基因。目前研究主要集中在其是否

与大肠癌低分化、转移及不良预后有关。

３．５　ＭＭＲ基因　目前认为ＤＮＡ错配修复（ｍｉｓｍａｔｃｈｒｅ

ｐａｉｒ，ＭＭＲ）基因家族与大肠癌关联较大的基因有 ＭＬＨ１、

ＭＳＨ２、ＭＳＨ６和ＰＭＳ２等。它们参与ＤＮＡ错配修复，如果

有突变则出现 ＭＳＩ。遗传性非息肉病性大肠癌（ｈｅｒｅｄｉｔａｒｙ
ｎｏｎｐｏｌｙｐｏｓｉｓｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＨＮＰＣＣ）是常染色体显性遗

传，主要是 ＭＭＲ基因突变，９５％的 ＨＮＰＣＣ患者发现 ＭＳＩ，

而散发的结直肠肿瘤仅为１５％［２３］。粪便中ＭＳＩ标志物检测

ＭＳＩ阳性癌症患者敏感性为６０％～８０％，但对于散发性结肠

癌，ＭＳＩ阳性仅在少部分患者中表达，常用的检测标志物为

ＢＡＴ２６和ＢＡＴ２５，其在粪便中检出率为６％～２３％［２４２５］。

３．６　基因甲基化　其中最具特征性的是ＣｐＧ岛甲基化，已

发现在许多肿瘤中抑癌基因的失活与该基因的启动子区域

的过度甲基化有关。最近有一项对大肠癌和癌前病变患者

进行粪便ＤＮＡ甲基化检测的研究［２６］，结果发现在大肠癌中

ＳＦＲＰ２、ＨＰＰ１、ＭＧＭＴ３种基因甲基化的敏感性分别为

９４．２％、７１．２％、４８．１％，在腺瘤中的敏感性分别为５２．４％、

５７．１％、２８．６％。有 ＭＧＭＴ甲基化的３２例患者ＳＦＲＰ２均

阳性，联合ＳＦＲＰ２和 ＨＰＰ１检测可将敏感性提高到９３．７％。

大肠癌和癌前大肠病变患者粪便ＤＮＡ中至少有一个基因甲

基化的比例分别为９６．２％、８１．８％。

３．７　多基因联合研究　大肠癌发生是多基因突变累积的结

果，基因联合研究势必提高检出率，提高检测敏感性。如在

研究大肠癌粪便 ＤＮＡ甲基化中［２６］，单个基因检出率均较

低，但是联合检测后检出率高达９６．２％。Ａｈｌｑｕｉｓｔ等［２７］在

２０００年首次报道了粪便多基因联合检测用于结肠癌诊断的

研究结果。联合检测ＡＰＣ、Ｋｒａｓ、ＢＡＴ２６、ｐ５３和ＬＤＮＡ，结

肠癌敏感性为９１％，去除Ｋｒａｓ后敏感性保持为９１％，特异

性增加为１００％。Ｓｍｉｔｈ等［２８］分析了大肠癌 ＡＰＣ、Ｋｒａｓ和

ｐ５３基因突变情况，发现６．６％存在突变联合，最常见的是

ｐ５３和ＡＰＣ（２７．１％）。Ａｋｋｉｐｒｉｋ等［１０］的研究显示，在ＤＣＣ、

ｐ５３和 Ｋｒａｓ３种基因中，最常见的联合是 ＤＣＣ 和 ｐ５３
（７％），Ｋｒａｓ和ｐ５３的联合只有２．３％。

４　存在问题及展望

　　目前粪便脱落细胞检测应用于大肠癌筛查尚处于探索
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性研究阶段，还存在以下一些问题：（１）粪便中含有大量从肛

管上皮脱落的鳞状上皮细胞及细菌等物质，它们会影响脱落

细胞ＤＮＡ稳定性和分离过程，可能导致分离物中有细菌

ＤＮＡ或者影响ＰＣＲ结果的物质［２９］；（２）大肠癌发生、发展过

程由相互作用的多基因控制，这就导致了检测的复杂性；（３）

迄今为止尚未找到大肠癌特异性的分子标志物；（４）粪便脱

落细胞分子检测的费用较高，尚不能用于大肠癌平均风险人

群的筛查。

　　虽然存在以上这些问题，然而，由于其具有无创、患者依

从性好、能早期发现病变等优点，该检测方法仍然有望成为

大肠癌筛查可选的方法之一。今后，可以从以下三方面加强

研究：（１）创新粪便脱落细胞分离技术，建立简便、标准化、特

异性高的肿瘤细胞分离收集技术；（２）寻找特异性强的粪便

脱落细胞肿瘤早期诊断标志物；（３）降低检查费用。
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［２６］ＨｕａｎｇＺＨ，ＬｉＬＨ，ＹａｎｇＦ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｂｅｒｒａｎｔ

ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｆｅｃａｌＤＮＡａｓａｍｏｌｅｃｕｌａｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇｔｏｏｌｆｏｒ

ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒａｎｄｐｒｅｃａｎｃｅｒｏｕｓｌｅｓｉｏｎｓ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＧａｓｔｒｏ

ｅｎｔｅｒｏｌ，２００７，１３：９５０９５４．
［２７］ＡｈｌｑｕｉｓｔＤＡ，ＳｋｏｌｅｔｓｋｙＪＥ，ＢｏｙｎｔｏｎＫＡ，ｅｔａｌ．Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ

ｃａｎｃｅｒｓｃｒｅｅｎｉｎｇｂｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｌｔｅｒｅｄｈｕｍａｎＤＮＡｉｎｓｔｏｏｌ：

ｆｅａｓｉｂｉｌｉｔｙｏｆａｍｕｌｔｉｔａｒｇｅｔａｓｓａｙｐａｎｅｌ［Ｊ］．Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，

２０００，１１９：１２１９１２２７．
［２８］ＳｍｉｔｈＧ，ＣａｒｅｙＦＡ，ＢｅａｔｔｉｅＪ，ｅｔａｌ．ＭｕｔａｔｉｏｎｓｉｎＡＰＣ，

Ｋｉｒｓｔｅｎｒａｓ，ａｎｄｐ５３ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｇｅｎｅｔｉｃｐａｔｈｗａｙｓｔｏｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ

ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００２，９９：９４３３９４３８．
［２９］ＯｌｓｏｎＪ，ＷｈｉｔｎｅｙＤＨ，ＤｕｒｋｅｅＫ，ｅｔａｌ．ＤＮＡｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｉｓ

ｃｒｉｔｉｃａｌｆｏｒｍａｘｉｍｉｚｉｎｇｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｆｅｃａｌＤＮＡｂａｓｅｄｃｏｌｏｒ

ｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｔｅｓｔｓ［Ｊ］．ＤｉａｇｎＭｏｌＰａｔｈｏｌ，２００５，１４：１８３１９１．
［收稿日期］　２００７０６１２　　 ［修回日期］　２００７０９２４
［本文编辑］　贾泽军


