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摘要：目的 评价血浆Septin9基因甲基化检测试剂盒对结直肠癌的诊断价值，并进行性能验证。方法 收集2016年10月至2017年5月结直肠癌（CRC）手术患者的术前血浆标本32例及健康成人血浆标本10例。采用血浆Septin9基因甲基化检测试剂盒检测两组血浆Septin9基因甲基化水平，对该试剂盒诊断CRC的符合率、最低检出限和精密度进行评价，并与癌胚抗原（CEA）和粪便隐血实验（FIT）进行方法学比较。结果  血浆Septin9基因甲基化试剂盒检测CRC患者的阴、阳性符合率为100%；检测限参考品阳性；精密度变异系数＜5%，符合基本性能要求。Septin9基因甲基化检测用于诊断CRC的敏感性为62.50%，特异性为90.00%，阳性预测值为95.20%，阴性预测值为42.90%。血浆Septin9基因甲基化检测对于CRC的检出率为62.50%，明显高FIT（28.13%）及CEA（28.13%）的检出率，差异均具有统计学意义（P均=0.012）。Septin9基因甲基化检测的曲线下面积（AUCROC）为0.762。Septin9基因甲基化检测对于Ⅰ期结直肠癌的检出率为50.00%。结论 该血浆Septin9基因甲基化试剂盒的性能指标满足预期临床用途要求，可以作为结直肠癌血清学辅助诊断标志物。
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Diagnostic value and performance evaluation of plasma Septin9 methylation in patients with colorectal cancer
CHUN-YAN ZHANG，ZHENG-LIN YU，BEI-LI WANG，BAI-SHEN PAN，WEI GUO
(Department of Laboratory Medicine, Zhongshan Hospital, Fudan University；Zip code：20032)
Abstract: Objective  To evaluate the diagnostic value of plasma Septin 9 methylation in the detection of colorectal cancer and verify basic performance. MethodEvaluate the coincidence rate, detection limit and precision of plasma Septin9 methylation detection. Analyze the clinical data of 42 patients who underwent colonoscopy from Zhongshan Hospital Affiliated to Fudan University from October 2016 to May 2017.Relationship between methylation of plasma Septin9 and colorectal cancer was analyzed and compared with carcinoembryonic antigen and fecal occult blood. Results The coincidence rate of Septin9 methylation kit was 100%. The detection limit reference was positive. The coefficient of variation of precision was less than 5%, which met the basic performance requirements.The sensitivity、specificity、positive predictive value and negative predictive value of Septin9 were 62.50%, 90.00%,95.20% and 42.90%, respectively. The detection rate of Septin9 methylation in colorectal cancer was 28.13% which is higher than fecal immunochemical tests (P=0.012). The area under the curve of Septin 9 methylation detection was 0.762.The detection rate of Ⅰstage colorectal cancer is 50.00%. Conclusion The performance Septin9 meets the requirements of clinical use and can be used as a diagnostic marker for colorectal cancer.
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[bookmark: OLE_LINK3]结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是结直肠黏膜上皮恶性肿瘤，早期诊断结直肠癌能显著改善预后，但60%~70%的结直肠癌患者诊断时已进展到晚期[1-2]。粪便隐血实验（facal immunochemical tests，FIT）、癌胚抗原（carcinoembryonic antigen，CEA）和肠镜是目前临床上最为常用的筛查手段，但FIT易受干扰因素影响，假阳性率高[3]；CEA特异性低，更适合疗效监测；肠镜检查侵入性强，患者接受率不高[4]。所以，寻找更好的检测标志物就显得尤为重要。研究发现，Septin9基因甲基化存在于90%以上的结直肠癌组织中，且恶性肿瘤的Septin9基因甲基化程度远高于良性肿瘤和正常肠道组织[5]，使得Septin9基因甲基化检测有望成为新的结直肠癌诊断指标。本研究评估了血浆Septin9基因甲基化检测试剂盒的临床性能，并进行临床标本分析，报道如下。
1材料和方法
1.1研究对象 采集2016年10月至2017年5月复旦大学附属中山医院普外科就诊的32例结直肠癌患者，男20例，女12例，年龄33~77岁，中位年龄60岁。均经肠镜与病理组织学活检确诊，标本采集前均未行放化疗、手术治疗或全身治疗。排除其他肿瘤病史以及术前行放疗或化疗等辅助治疗的患者。根据TNM分期系统（2010年第7版）进行肿瘤分期。选取10例体检健康成人作为健康人对照组，男6例，女4例，年龄26~57岁，中位年龄42岁。本研究经医院医学伦理学委员会批准，患者均知情同意。
1.2 外周血标本采集及处理 采用EDTA-K2抗凝负压采血管采集各研究对象治疗前（对照组于体检时）外周静脉血10 mL，在采血4 h内进行2次1 350×g离心12 min完成血浆分离，吸取3.5 mL血浆样本置-20 ℃保存，实验在4周内完成检测。
[bookmark: _Hlk524966917]1.3 主要仪器及试剂 Septin9基因甲基化检测试剂盒（荧光PCR法，批号：20151206、20160301，北京博尔诚科技公司）；粪便隐血检测试纸（胶体金法，万华普曼生物工程公司）。Roche 480Ⅰ6实时定量PCR仪、Cobas 6000型化学发光分析仪及配套的CEA检测试剂盒（瑞士Roche公司）。
1.4 血浆Septin9基因甲基化的检测采用Septin9基因甲基化检测试剂盒及Roche480Ⅰ实时定量PCR仪检测各研究对象血浆Septin9基因甲基化水平结果判读：诊断值（Ct≤41.0）判定为阳性。
1.5 血清CEA检测 按照Cobas 6000化学发光分析仪及配套试剂盒说明书操作检测各研究对象血清CEA的表达水平。CEA参考范围为0~5 ng/mL。
1.6 粪便标本的采集及FIT检测 行肠镜检查前临床常规留取各研究对象的粪便标本，按照粪便隐血检测试纸（胶体金法）说明书检测粪便标本，检测线与对照线同时出现反应色带判定为阳性。
[bookmark: _GoBack]1.7统计学方法：采用SPSS Statistics 17.0软件进行统计分析，两组数据间比较采用配对t检验，率的比较采用χ2检验，不同诊断方法符合率的比较采用ROC曲线分析法，以P＜0.05为差异有统计学意义。
2 实验与结果
2.1 Septin9基因甲基化检测试剂盒的性能验证结果
2.1.1  Septin9基因甲基化符合率  由博尔诚科技公司提供的3份不同浓度的阳性参考品和3份阴性参考品，参考品由Septin9基因非甲基化的Jurkat急性T细胞白血病细胞系的DNA和Septin9基因甲基化的HeLa宫颈癌细胞系的DNA配制，采用三羟甲基氨基甲烷-乙二胺四乙酸（Tris-EDTA，TE）加牛血清白蛋白（Bovine Serum Albumin，BSA）模拟血浆成份，阳性参考品的HeLa细胞系DNA浓度分别为50 pg/mL、35 pg/mL、18 pg/mL，Jurkat细胞系DNA浓度分别为9 ng/mL、35 ng/mL、18 ng/mL；阴性参考品的Jurkat细胞系DNA浓度分别为0 ng/mL、0.8 ng/mL、9 ng/mL。如阴阳性符合率等于100%，则判定通过。本研究将用于验证的阴阳性参考品以及室内质控品同时进行DNA提取及甲基化特异性PCR定性检测，并将结果进行数据分析及计算。结果表明，在中山医院检验科PCR室检测3份不同浓度的阳性参考品和3份不同浓度的阴性参考品，检测结果均符合厂商标准。见表1。

表1血浆Septin9基因甲基化检测的阴阳性符合率评估结果
	参考品
	Ct值
	Ct值判断标准
	结果判定

	
	Septin9
	ACTB
	Septin9
	ACTB
	

	阳性参考品
	P1
	36.29
	28.80
	≤41.00
	≤32.10
	符合

	
	P2
	37.56
	26.69
	≤41.00
	≤32.10
	符合

	
	P3
	41.00
	27.86
	≤41.00
	≤32.10
	符合

	阴性参考品
	N1
	未检出
	未检出
	未检出
	未检出或＞38.00
	符合

	
	N2
	未检出
	32.09
	未检出
	≤37.20
	符合

	
	N3
	未检出
	29.06
	未检出
	≤37.20
	符合


注：Septin9，血浆Septin9基因甲基化检测；ACTB，β-肌动蛋白。

2.1.2  Septin9基因甲基化检测的精密度评估结果  按照EP15-A2文件[6]，选取1份由博尔诚科技公司提供的精密度参考品，精密度参考品的HeLa细胞系DNA浓度为35 pg/mL；Jurkat细胞系DNA浓度为35 ng/mL。在同1 d内使用Septin9基因甲基化检测试剂盒重复检测10次精密度参考品，检测结果应全部为Septin9扩增曲线正常且为阳性（Ct≤41.00），同时，内参照ACTB扩增曲线正常且Ct≤29.00，并且计算测得Septin9和ACTB Ct值的变异系数CV均应不高于5%。本实验结果表明，在同1 d内使用Septin9基因甲基化检测试剂盒重复检测10次精密度参考品，10份检测结果全部为Septin9扩增曲线正常且为阳性（Ct≤41.00），内照参ACTB扩增曲线正常且Ct≤29.00 Septin9和ACTB Ct值的变异系数CV分别为3.65%和0.44%，均符合CV≤5%的标准。见表2。
表2血浆Septin9基因甲基化检测的精密度评估结果
	精密度参考品
	Ct值
	Ct值判断标准
	结果判定

	
	Septin9
	ACTB
	Septin9
	ACTB
	

	J1
	36.89
	26.64
	≤41.00
	≤29.00
	符合

	J2
	36.93
	26.62
	≤41.00
	≤29.00
	符合

	J3
	36.57
	26.57
	≤41.00
	≤29.00
	符合

	J4
	36.16
	26.50
	≤41.00
	≤29.00
	符合

	J5
	36.34
	26.86
	≤41.00
	≤29.00
	符合

	J6
	38.58
	26.85
	≤41.00
	≤29.00
	符合

	J7
	36.38
	26.67
	≤41.00
	≤29.00
	符合

	J8
	36.51
	26.68
	≤41.00
	≤29.00
	符合

	J9
	37.77
	26.64
	≤41.00
	≤29.00
	符合

	J10
	40.51
	26.78
	≤41.00
	≤29.00
	符合

	平均值
	37.26
	26.68
	——
	——
	——

	s
	1.36
	0.12
	——
	——
	——

	CV
	3.65%
	0.44%
	≤5%
	≤5%
	符合


注：Septin9,血浆Septin9基因甲基化检测;ACTB,β-肌动蛋白;s,标准差，CV,变异系数。

2.1.3 Septin9基因甲基化最低检出限验证  由博尔诚科技公司提供1份检测限参考品。检测限参考品的HeLa细胞系DNA浓度为35 pg/mL；Jurkat细胞系DNA浓度为35 ng/mL。若参考品结果为Septin9扩增曲线正常且为阳性（Ct≤41.00），同时内参ACTB扩增曲线正常且Ct≤29.00，则判定通过。本研究研究结果表明，最低检出限参考品的Septin9甲基化基因Ct值为36.67，扩增曲线正常且为阳性（Ct≤41.00）。根据厂商声明，以Septin9扩增曲线正常且为阳性（Ct≤41.00）作为标准，即血浆Septin9基因甲基化检测最低检出限符合标准。

2.2 血浆Septin9基因甲基化检测单指标诊断结直肠癌患者的性能  血浆Septin9基因甲基化检测与结直肠癌金标准肠镜检查的比较结果见表3。Septin9基因甲基化检测诊断结直肠癌的敏感性为62.50%，特异性为90.00%，阳性预测值为95.20%，阴性预测值为42.90%。

表3血浆Septin9基因甲基化检测单指标诊断结直肠癌的结果
	Septin9检测
	肠镜检查
	合计

	
	结直肠癌
	非结直肠癌
	

	阳性
	20
	1
	21

	阴性
	12
	9
	21

	合计
	32
	10
	42



[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]2.3血浆Septin9基因甲基化、FIT和CEA的诊断效能比较  血浆Septin9基因甲基化检测在结直肠癌患者和非结直肠癌人群中的阳性检出率分别为62.50%（20/32）和10.00%（1/10），差异具有统计学意义（P=0.012）。血浆Septin9基因甲基化检测对于结直肠癌的检出率高于FIT的28.13%（10/32），差异具有统计学意义（P=0.011）。血浆Septin9基因甲基化检测对于结直肠癌的检出率高于CEA的28.13%（10/32），差异具有统计学意义（P=0.011）。
以32例结直肠癌患者作为疾病组，10例体检健康成人作为对照组，血浆Septin9基因甲基化检测用于鉴别结直肠癌患者的AUCROC为0.762，敏感性为62.5%，特异性为90.0%；其次为CEA（ AUCROC为0.591，敏感性为28.1%，特异性为90.0%）；FIT（AUCROC为0.541，敏感性为28.1%，特异性为80.0%）。
2.4血浆Septin9基因甲基化检测早期诊断结直肠癌结果  以肠镜为金标准，根据美国癌症联合委员会（AJCC）/国际抗癌联盟（UICC）CRC的 TNM分期（第7版）标准，将结直肠癌患者分为Ⅰ期结直肠癌患者8例；Ⅱ期8例；Ⅲ期7例；Ⅳ期9例。比较血浆Septin9基因甲基化检测、FIT和CEA对不同分期结直肠癌的检出率，结果见表4。
表4 不同分期结直肠癌患者的Septin9、FIT和CEA结果比较[n(%)]
	分期
	例数
	Septin9检测
	FIT检测
	CEA检测

	Ⅰ期
	8
	4（50.00）
	2（25.00）
	2（25.00）

	Ⅱ期
	8
	6（75.00）
	2（25.00）
	2（25.00）

	Ⅲ期
	7
	4（57.14）
	1（14.29）
	2（28.57）

	Ⅳ期
	9
	6（66.67）
	4（44.44）
	3（33.33）



3 讨论
利用血浆DNA甲基化检测早期肿瘤是目前最有前景的癌症早筛方法之一。血浆Septin9基因甲基化检测已在国外开展多年[7]，但在国内才刚刚起步[8-9]。且甲基化特异性PCR技术操作步骤繁琐，不同的操作人员及实验室硬件条件都会对其结果造成影响，故而应有方法学的验证过程。但因检测项目较新国内外尚未见对血浆Septin9基因甲基化检测的性能验证报道。本研究根据NCCLS颁布的EP文件和相关文献，对血浆Septin9基因甲基化检测进行性能验证，并进行临床标本分析。
本研究中，精密度参考品的批内精密度CV为3.65%，低于厂家声明的5%，反映了检测结果具有较好的一致性和重复性。参考品阴阳性符合率为100%，最低检出限参考品检测结果为阳性。说明血浆Septin9基因甲基化检测试剂盒准确性较好，检测结果可信。使用血浆Septin9基因甲基化单个指标检测结直肠癌的敏感性为62.50%，特异性为90.00%，阳性预测值为95.20%，阴性预测值为42.90%。在32例结直肠癌患者中，血浆Septin9基因甲基化检测的阳性检出率为62.50%，高于FIT的28.13%，差异具有统计学意义（P=0.012）。与CEA的检出率(28.13%)相比，也具有统计学意义（P=0.012），但CEA可能更合适于疗效检测而不是早期诊断。FIT是检测下消化道出血的癌症表现，而血浆Septin9基因甲基化检测是从分子水平提示结直肠癌的存在，我们相信两种方法可以从不同角度反映癌症的发生发展过程，未来多种方法的结合可能可以更好得检测结直肠癌。
为了做到结直肠癌的早期诊断，我们尝试在不同结直肠癌TNM分期中分析血浆Septin9基因甲基化检测的阳性检出率，结果发现，血浆Septin9基因甲基化检测在结直肠癌所有分期中均有较好的诊断性能，这与国内外的研究结果相符合[10-11]，也提示了血浆Septin9基因甲基化检测可以作为结直肠癌早诊、早筛的辅助指标。然而，本研究也存在以下不足：（1）血浆循环肿瘤DNA含量较少，Septin9基因甲基化检测需10 mL静脉血，检测标本用量大，故而入组人群较少；（2）FIT和CEA的诊断敏感性和特异性低于国内外的文献报道[10-11]，可能是由于样本量较少造成的偏倚，后续研究我们将扩大样本量进一步研究证实。
综上所述，本研究验证的血浆Septin9基因甲基化试剂盒的性能指标满足预期临床用途要求。血浆Septin9基因甲基化检测对结直肠癌的诊断价值明显高于FIT和CEA，可以考虑将其作为结直肠癌的血清学辅助诊断标志物。
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