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·论　著·
胰液中ｐ１６基因启动子区５′ＣｐＧ岛甲基化改变及其意义

刘　枫，李兆申，许国铭，孙振兴，邹多武，满晓华，方　琳
（第二军医大学长海医院消化内科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：探讨胰液中ｐ１６基因启动子区５′ＣｐＧ岛甲基化检测在胰腺癌诊断中的价值。方法：２００５～２００６年３０例来自

长海医院消化内镜中心的胰腺疾病患者入选，采用内镜逆行胆胰管造影（ＥＲＣＰ）下放置鼻胰管收集胰液，沉渣涂片 ＨＥ染色

进行细胞学检查，甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰ）法检测胰液及组织中ｐ１６基因甲基化状态。结果：单纯胰液细胞学检查诊断胰腺

癌的敏感性为４０％（８／２０），特异性为１００％（１０／１０），阳性预测值为１００％（８／８），阴性预测值为４５．４％（１０／２２），诊断准确性

６０．０％（１８／３０）。所有胰液标本均成功抽提出ＤＮＡ，３０例胰腺疾病患者胰液标本进行ｐ１６基因启动子区５′ＣｐＧ岛甲基化检

测，其中２０例胰腺癌患者胰液中ｐ１６基因甲基化率为３５％（７／２０），慢性胰腺炎和胰腺囊腺瘤患者胰液中无ｐ１６基因甲基化。

胰液中ｐ１６基因甲基化与常规细胞学联合诊断胰腺癌的敏感性为５５％（１１／２０），特异性为１００％（１０／１０），阳性预测值为１００％

（１１／１１），阴性预测值为５２．６％（１０／１９），诊断准确性７０％（２１／３０）。结论：鼻胰管收集的胰液可用于分子生物学检测，检测胰

液中ｐ１６基因甲基化改变与细胞学联合更有助于胰腺癌的诊断。
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　　在胰腺癌多步骤、多阶段发生过程中有多种癌
基因和抑癌基因参与。ｐ１６是其中一个重要的抑癌
基因，参与细胞周期的调控，控制细胞的生长和分
化。其失活的机制包括缺失、突变及５′ＣｐＧ岛异常甲
基化。目前已在多种肿瘤中发现５′ＣｐＧ岛异常甲基
化是其灭活的主要机制［１］。我们前期研究［１］发现

３８．９％的胰腺癌组织中存在ｐ１６基因启动子区５′ＣｐＧ
岛甲基化改变。国外学者也报道［２］在胰腺癌组织中

ｐ１６基因异常甲基化达到４３％～５２％，而在正常胰腺

组织及良性胰腺疾病中未发现ｐ１６基因甲基化。为
此我们采用内镜逆行胆胰管造影（ＥＲＣＰ）下放置鼻胰
管收集胰液，通过检测胰液中ｐ１６基因甲基化，探讨
其对胰腺癌早期诊断及鉴别诊断的价值。
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１　材料和方法

１．１　研究对象　所有胰液标本均取自长海医院消
化内镜中心２００５年１０月至２００６年１０月施行ＥＲ
ＣＰ检查的胰腺疾病患者，共３０例，２０例为胰腺癌，

８例慢性胰腺炎，２例胰腺囊腺瘤，其中男１９例，女

１１例，年龄２０～８０岁，平均５８．２岁。２０例胰腺癌

１５例有病理诊断，５例为临床诊断，２例胰腺囊腺瘤
为病理诊断，８例慢性胰腺炎为临床诊断。胰腺癌
临床入选标准为ＥＲＣＰ提示胰管中断、断端变钝、管
壁僵硬不规则或双管征加如下任何一项：（１）Ｂ超
示胰腺有低密度区、胰管扩张以及胆总管扩张；
（２）ＣＴ示胰腺局部增大和占位性病变；（３）超声内
镜提示胰腺区低密度占位性病变；（４）磁共振胰胆
管造影（ＭＲＣＰ）示有胰管或胆总管的狭窄、扩张或
有占位性病变。慢性胰腺炎入选标准为有临床症状
如反复急性胰腺炎发作病史、反复脂肪泻、上腹痛病
史等且符合下列条件之一者：（１）腹部Ｂ超示胰腺
组织内有结石；（２）ＣＴ示胰腺钙化或结石；（３）ＥＲ
ＣＰ示胰管扭曲、扩张、囊性扩张、狭窄。

１．２　胰液标本的获得　按常规ＥＲＣＰ作术前准备，

ＥＲＣＰ显影后，留置鼻胰管负压分段吸取胰液，共收
集２４ｈ胰液，在收集瓶四周置放冰块，并分段统计
胰液量。取５ｍｌ收集的胰液，１２００×ｇ离心５ｍｉｎ，
沉渣涂片，９５％乙醇固定１０～１５ｍｉｎ，ＨＥ染色后
镜检，由同一病理科医生阅片。余胰液－８０℃保存
以备分子生物学检测。

１．３　胰液ＤＮＡ抽提　按 Ｍüｌｅｒ的方法抽提胰液

ＤＮＡ，具体如下：取１ｍｌ胰液加１ｍｌＴＥ缓冲液
（ｐＨ７．５～８．０）／重蒸酚，４°Ｃ离心１２００×ｇ，５ｍｉｎ，
水相用移液器移至新Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，再用酚氯
仿异戊醇（２５２４１）抽提２次，离心后上清用

０．１ｍｌ３ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠（ｐＨ５．２）和２．５ｍｌ无水乙
醇沉淀、干燥，ＴＥ（ｐＨ８．０）溶解保存。

１．４　胰液中ｐ１６基因甲基化检测　采用甲基化特
异性ＰＣＲ（ＭＳＰ）法进行ｐ１６基因甲基化检测［３］。

１．４．１　亚硫酸氢钠修饰　１μｇＤＮＡ溶于２０μｌ水
中，以新鲜配制的０．２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ使ＤＮＡ变性，
再加入１２μｌ１０ｍｍｏｌ／Ｌ对苯二酚、２０８μｌ亚硫酸氢
钠，５０℃孵育１６ｈ。用ＤＮＡ纯化试剂盒（上海博彩
生物科技有限公司）将修饰后的ＤＮＡ纯化，纯化后
加０．３ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ终止反应。乙醇沉淀ＤＮＡ，重
溶于２０μｌ双蒸水中，－２０℃保存，２周内检测。

１．４．２　甲基化ＰＣＲ扩增　引物由ＣｐＧＷＩＺＴＭ扩增
试剂盒（ＩｎｔｅｒｇｅｎＣｏｒｐ．）提供。共３对引物：Ｗ１２、

Ｍ１２及 Ｕ１２，分别可扩增未经亚硫酸氢钠修饰的

ｐ１６、甲基化的经亚硫酸氢钠修饰的ｐ１６及未甲基化
的经亚硫酸氢钠修饰的ｐ１６，产物大小分别为１４２、

１４５、１５４ｂｐ。ＰＣＲ反应总体积２５μｌ，其中含１０×
ＰＣＲ缓冲液２．５μｌ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２．５μｌ，Ｗ、

Ｍ、Ｕ引物各１μｌ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶（ＱｉａｇｅｎＣｏｒｐ．）

１Ｕ，模板ＤＮＡ１００ｎｇ。９５℃热变性５ｍｉｎ，迅速冷
却至８０℃以下，加入 ＴａｑＤＮＡ 聚合酶，然后在

ＤＮＡ扩增仪（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ９６００）上进行如下反应：

９５℃×４５ｓ，６０℃×４５ｓ，７２℃×６０ｓ，３５个循环后

７２℃延伸５ｍｉｎ。取８μｌ扩增产物进行２％琼脂糖
凝胶电泳分析。检测时以结肠癌细胞株ＳＷ６６为阳
性对照。

１．５　组织标本中ｐ１６基因甲基化检测　组织中

ＤＮＡ抽提：采用小量组织基因组ＤＮＡ抽提试剂盒
（上海华舜生物工程有限公司），按说明书操作。紫
外分光光度计鉴定ＤＮＡ，Ｄ２６０／Ｄ２８０＞１．８。胰腺癌
组织中ｐ１６基因启动子区５′ＣｐＧ岛甲基化检测方
法同胰液。

１．６　统计学处理　敏感性、特异性、阳性预测值、阴
性预测值及诊断准确性根据以下公式计算：敏感
性＝真阳性数／（真阳性数＋假阴性数），特异性＝真
阴性数／（真阴性数＋假阳性数），阳性预测值＝真阳
性数／总阳性数，阴性预测值＝真阴性数／总阴性数，
诊断 准 确 性 ＝ （真 阳 性 数 ＋ 真 阴 性 数）／总 例
数。　　　　　　　

２　结　果

２．１　鼻胰管胰液收集　收集２４ｈ胰液量，胰腺癌
和慢性胰腺炎分别为（８０±２５）ｍｌ（５０～１３５ｍｌ）、
（１００±２４）ｍｌ（７５～１５０ｍｌ），２例胰腺囊腺瘤分别为

５０和９０ｍｌ。

２．２　胰液标本细胞学检测　３０例胰液标本均进行
了细胞学检测。２０例胰腺癌中８例（４０％）细胞学检
查找到恶性细胞（图１Ａ），２例胰腺囊腺瘤细胞学检查
未见异型细胞，８例慢性胰腺炎中３例细胞学可见异
型细胞，５例为正常上皮细胞（图１Ｂ）。细胞学检查诊
断胰腺癌的敏感性为４０％（８／２０），特异性为１００％
（１０／１０），阳性预测值为１００％（８／８），阴性预测值为

４５．４％（１０／２２），诊断准确性６０．０％（１８／３０）。

２．３　组织标本中ｐ１６基因启动子区５′ＣｐＧ岛甲基
化状态　１５例胰腺癌和２例胰腺囊腺瘤手术切除标
本均成功抽提出ＤＮＡ并进行了ｐ１６基因甲基化检
测。２例胰腺黏液性囊腺瘤未发现甲基化，１５例胰
腺癌标本中６例甲基化（４０％）。
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图１　胰腺癌（Ａ）及慢性胰腺炎（Ｂ）胰液脱落细胞

Ｆｉｇ１　ＥｘｆｏｌｉａｔｅｄｃｅｌｌｓｉｎＰＰＪｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ

ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ（Ａ）ａｎｄｃｈｒｏｎｉｃｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓ（Ｂ）

Ａ：Ｔｈｅｃｅｌｌｓａｔｂｏｔｔｏｍｗｅｒｅｎｏｒｍａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｏｎｔｈｅｔｏｐｗｅｒｅ

ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｓ’ｎｕｃｌｅｉａｒｅｓｍａｌｌ；ｔｈｅｉｒｃｈｒｏｍａｔｉｎｉｓｓｏｆｔ

２．３　胰液 ｐ１６基因启动子区５′ＣｐＧ岛甲基化状
态　对３０例胰腺疾病患者胰液标本进行ｐ１６基因
启动子区５′ＣｐＧ岛甲基化检测，可见大部分标本 Ｗ
引物扩增出１４２ｂｐ条带，Ｍ 引物扩增出１４５ｂｐ条
带，同时Ｕ引物扩增出１５４ｂｐ条带（图２），其中２０
例胰腺癌患者胰液中ｐ１６基因甲基化率为３５％（７／

２０），慢性胰腺炎和胰腺囊腺瘤患者胰液中无ｐ１６基
因甲基化（Ｐ＜０．０５）。

图２　ＭＳＰ法检测胰液ｐ１６基因

启动子区５′ＣｐＧ岛甲基化状态

Ｆｉｇ２　Ａｂｅｒｒａｎｔｐ１６ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＳＰｉｎＰＰＪ
Ｕ，Ｍ，Ｗ：Ｐｒｉｍｅｒ；Ｔ１，Ｔ２：ＰＰＪｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ；ＳＷ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎ

ｔｒｏｌ；Ｍ０：１００ｂｐｍａｋｅｒ

　　７例胰液ｐ１６基因甲基化的胰腺癌患者中５例
进行了手术切除，其对应的５例组织标本均检测到

ｐ１６基因甲基化，１３例胰液未检测到ｐ１６基因甲基
化的胰腺癌患者中１０例进行了手术切除，其对应的
组织标本均未发现ｐ１６基因甲基化。２例胰腺黏液
性囊腺瘤患者胰液和组织标本中均未发现甲基化。
在胰液甲基化阳性的７例胰腺癌患者中４例细胞学
检查找到恶性细胞，３例胰液甲基化阳性而细胞学

检查阴性，４例胰液细胞学阳性而甲基化阴性。将
胰液中ｐ１６基因甲基化与常规细胞学联合诊断胰腺
癌的敏感性为５５％（１１／２０），特异性为１００％（１０／

１０），阳性预测值为１００％（１１／１１），阴性预测值为

５２．６％（１０／１９），诊断准确性７０％（２１／３０）。

３　讨　论

　　胰腺癌的诊断一直是困扰临床医生的一个难
题。近年来随着分子生物学技术的发展，各国学者
均在寻找一种与胰腺癌密切相关的分子标志物用于

其早期诊断。胰液是由胰腺直接分泌的体液，检测
胰液中的脱落细胞和肿瘤标志物对诊断胰腺癌更具

有特异性［４］。过去单纯通过检测胰液脱落细胞诊断
胰腺癌特异性高（１００％）但敏感性偏低（３０％），造成
细胞学检查敏感性不高的主要原因是取材错误

（ｓａｍｐｌｉｎｇｅｒｒｏｒ），约占导致假阴性原因的６７％，其
次是读片错误（ｉｎｔｅｒｐｒｅｔｉｖｅ），约为１７％［５］。因此目
前情况下如单纯依靠胰液细胞学来诊断胰腺癌还存

在不足。检测胰液中肿瘤相关基因诊断胰腺癌成为
研究的热点。其中研究最多的是 Ｋｒａｓ基因突变，
高达９０％以上的胰腺癌中存在着Ｋｒａｓ基因突变。
一些研究也显示在胰腺癌患者胰液、血液或者粪便
中可以检查到高频率 Ｋｒａｓ基因突变，为胰腺癌的
早期诊断带来了希望［６］。但是随着研究的深入，逐
渐发现在许多良性胰腺疾病患者胰液中也存在 Ｋ
ｒａｓ基因突变，这就大大限制了其在胰腺癌诊断中的
应用［７］。

　　ｐ１６／ＩＮＫ４ａ基因位于人９号染色体ｐ２１区，其
编码的ｐ１６ 蛋白是细胞周期蛋白依赖性激酶４
（ＣＤＫ４）的抑制剂，在细胞周期调节中发挥重要作
用。ｐ１６／ＩＮＫ４ａ的失活存在于大多数肿瘤中，可导
致细胞周期调节失控，细胞过度增生，向恶性转化。

ｐ１６基因中的失活模式包括基因突变、纯合性缺失
及高甲基化。在胰腺癌中ｐ１６基因高甲基化是其主
要失活模式，印度的Ａｔｔｒｉ等［２］报道胰腺癌组织ｐ１６
基因甲基化率高达５２％，我们前期的研究［１］结果显

示３８．９％的胰腺癌ｐ１６基因发生了甲基化，而正常
胰腺组织、慢性胰腺炎和胰腺良性肿瘤均未发现

ｐ１６基因甲基化。因此可以推测ｐ１６基因甲基化检
测可能作为胰腺癌的诊断标志物。本研究对鼻胰管
收集的纯胰液检测其ｐ１６基因甲基化状态，结果显
示２０例胰腺癌患者胰液中ｐ１６基因甲基化率为

３５％（７／２０），慢性胰腺炎和胰腺囊腺瘤患者胰液中
无ｐ１６基因甲基化。我们的结果与 Ｋｌｕｍｐ等的相
似，Ｋｌｕｍｐ等［８］发现在４９％的胰腺癌患者胰液中可
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以检测到ｐ１６基因甲基化，因此检测胰液中ｐ１６基
因甲基化可以作为胰腺癌与慢性胰腺炎鉴别的分子

标志。Ｇｅｒｄｅｓ等［９］还研究发现５０％的胰腺导管内
瘤（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｉｎｔｒａｌｄｕｃｔｎｅｏｐｌａｓｉａ，ＰａｎＩＮ）有ｐ１６基
因的甲基化，而ＰａｎＩＮ是明确的胰腺癌癌前病变，
推测ｐ１６基因甲基化是胰腺癌进展过程中的早期分
子事件，因此胰液中ｐ１６基因甲基化可能作为胰腺
癌早期诊断的分子标志。我们还发现３例胰液甲基
化阳性而细胞学检查阴性，说明尽管胰液中不能发
现癌细胞，但还是可以检测到癌细胞的基因变化。４
例胰液细胞学阳性而甲基化阴性的原因可能是这部

分患者胰腺癌本身不存在ｐ１６基因的甲基化。将胰
液中ｐ１６基因甲基化与常规细胞学联合诊断胰腺癌
的敏感性和准确性均高于单纯细胞学检查。

　　本组５例胰腺癌组织标本中检测到ｐ１６基因甲
基化，其对应的胰液标本中亦检测到ｐ１６基因甲基
化，１０例胰腺癌组织标本中未检测到ｐ１６基因甲基
化，其对应的胰液标本也未发现ｐ１６基因甲基化。
因此胰液标本中ｐ１６基因甲基化能够反映组织中

ｐ１６基因甲基化的状态。

　　胰液收集方法的不同也会影响甲基化检测的结
果。Ｍａｔｓｕｂａｙａｓｈｉ等［１０］报道在正常人十二指肠液

中可以检测到多个基因甲基化改变（包括ｐ１６基
因），这些基因改变可能与年龄相关，因此要分析胰
液中基因甲基化变化必须得到没有十二指肠液污染

的纯胰液。本组３０例行ＥＲＣＰ患者采用鼻胰管引
流获取胰液。鼻胰管引流是经十二指肠镜将导管插
入胰管内的合适位置，通过导管将胰液引流至体外
的一种方法。该方法可获得足够纯胰液，且术中操
作时间短，无严重并发症发生。此外本研究直接从
胰液中抽提ＤＮＡ，而未像大多数研究者那样采用胰
液中脱落细胞作为ＤＮＡ来源，因为以往研究胰液
中基因突变的实验发现胰液脱落细胞中Ｋｒａｓ基因
突变率低于胰液上清［７］。

　　本研究中采用的甲基化检测方法为 ＭＳＰ法，简
便易行，灵敏度高，且对ＤＮＡ的质和量要求也低，
可用于临床少量标本的检测。最近Ｌｏ等［１１］在荧光

ＰＣＲ和 ＭＳＰ技术基础上，建立了一种叫实时 ＭＳＰ
的新技术并成功地用于ｐ１６基因异常甲基化的定量
分析，使之兼备 ＭＳＰ的特异性和灵敏性以及实时

ＰＣＲ的快速、高通量和抗污染特性。国外已有学者
报道［１２］采用实时 ＭＳＰ法检测胰液中多个肿瘤抑制
基因的甲基化状态作为胰腺癌的诊断方法，敏感性
和特异性分别达到８２％和１００％。我们下一步也准

备建立实时 ＭＳＰ的检测方法。

　　总之，对于早期胰腺癌的诊断目前还没有有效
的筛查方法，也缺乏可靠的诊断试验，本研究首次从
中国人胰液中检测到ｐ１６基因甲基化改变，为胰腺
癌早期诊断和鉴别诊断提供了一个新的分子标志

物，其与胰液细胞学检查联合诊断胰腺癌有一定的
价值，但本研究病例数还有限，其确切的临床意义还
需要大规模的临床实验来验证。
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ｐ１４ＡＲＦａｎｄｐ１６ＩＮＫ４ａａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓ［Ｊ］．

ＢｒＪＣａｎｃｅｒ，２００３，８８：２１７２２２．
［９］　ＧｅｒｄｅｓＢ，ＲａｍａｓｗａｍｙＡ，ＫｅｒｓｔｉｎｇＭ，ｅｔａｌ．Ｐ１６ＩＮＫ４ａａｌｔｅｒａ

ｔｉｏｎｓｏｎｃｈｒｏｎｉｃｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓｉｎｄｉｃａｔｏｒｆｏｒｈｉｇｈｒｉｓｋｌｅｓｉｏｎｓｆｏｒ

ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｓｕｒｇｅｒｙ，２００１，１２９：４９０４９７．
［１０］ＭａｔｓｕｂａｙａｓｈｉＨ，ＳａｔｏＮ，ＢｒｕｎｅＫ，ｅｔａｌ．Ａｇｅａｎｄｄｉｓｅａｓｅｒｅ

ｌａｔｅｄｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｇｅｎｅｓｉｎｎｏｎｎｅｏｐｌａｓｔｉｃｄｕｏｄｅｎｕｍ

ａｎｄｉｎｄｕｏｄｅｎａｌｊｕｉｃｅ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００５，１１（２Ｐｔ１）：

５７３５８３．
［１１］ＬｏＹＭ，ＷｏｎｇＩＨ，ＺｈａｎｇＪ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｂ

ｅｒｒａｎｔｐ１６ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｕｓｉｎｇｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｍｅｔｈｙｌａ

ｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，１９９９，

５９：３８９９３９０３．
［１２］ＭａｔｓｕｂａｙａｓｈｉＨ，ＣａｎｔｏＭ，ＳａｔｏＮ，ｅｔａｌ．ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｌ

ｔｅｒａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｐａｎｃｒｅａｔｉｃｊｕｉｃｅｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｓｕｓｐｅｃｔｅｄｐａｎ

ｃｒｅａｔｉｃｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００６，６６：１２０８１２１７．
［收稿日期］　２００７０４１６　　 ［修回日期］　２００７０５１４
［本文编辑］　孙　岩


