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血浆甲基化ZNF582联合ELMO1诊断胃癌的可行性*
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  【摘要】 目的 探讨血浆甲基化ZNF582联合ELMO1对胃癌(GC)诊断的可行性。方法 收集本院47例GC患

者和63例无相关胃肠疾病患者的血浆作为GC组和对照组,用实时荧光定量PCR(qPCR)检测甲基化标志物ZNF582
与ELMO1。结果 GC组ZNF582的甲基化水平极显著高于对照组(P <0.001),ELMO1甲基化水平显著高于对照组

(P <0.05)。ELMO1的敏感性与GC浸润深度和分期显著相关,T3~T4期高于T1~T2期(12.5%vs51.6%),Ⅲ~Ⅳ
期高于Ⅰ~Ⅱ期(22.7%vs52.0%)。与Ⅰ~Ⅱ期 的 GC相 比,Ⅲ~Ⅳ期 GC中ZNF582的 敏 感 性 更 高(27.3%vs
56.0%)。当甲基化ZNF582和ELMO1相结合,敏感性较单独检测均增加,且甲基化ZNF582和ELMO1在T3~T4期

和Ⅲ~Ⅳ期敏感性较T1~T2期和Ⅰ~Ⅱ期高(31.2%vs71.0%,36.4%vs68.0%),差异均有统计学意义(P<0.05)。

ROC曲线分析显示甲基化ZNF582和ELMO1用于区分GC组和对照组的ROC曲线下面积(AUC)值分别为0.7270
(95%CI:0.6277~0.8263)和0.7789(95%CI:0.6398~0.9180)。当 两 者 联 合,AUC提 高 至0.8990(95%CI:

0.8411~0.9570)。结论 血浆ZNF582和ELMO1的甲基化水平高于对照组,在检测GC有较高的敏感性,且与浸润

深度和临床分期有关,将两个甲基化组合可提高诊断GC的准确性。故血浆ZNF582和ELMO1用于GC的诊断和预测

病理学分期中有潜在临床意义。
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  【Abstract】 Objective ToinvestigatethefeasibilityofusingplasmamethylationofZNF582inconjunctionwithEL-
MO1todiagnosegastriccancer(GC).Methods Plasmasamplesfrom47GCpatientsand63individualswithoutrelevant

gastrointestinaldiseaseswerecollectedastheexperimentalandcontrolgroups,respectively,atTheAffiliatedJiangning
HospitalofNanjingMedicalUniversity.MethylationmarkersZNF582andELMO1werequantifiedusingQuantitative
Real-timePolymeraseChainReaction(qPCR).ResultsThemethylationlevelofZNF582intheGCgroupwassignificant-
lyhigherthanthatinthecontrolgroup(P<0.0001),andtheELMO1methylationlevelwassignificantlyelevatedinthe
GCgroupcomparedtothecontrolgroup(P<0.05).ThesensitivityofELMO1correlatedsignificantlywiththedepthof
invasionandstagingofGC,withhighersensitivityinstagesT3-T4comparedtoT1-T2(12.5%vs51.6%),andinsta-

gesⅢ-ⅣcomparedtoⅠ-Ⅱ (22.7%vs52%).ComparedtostagesⅠ-ⅡGC,stagesⅢ-ⅣGCshowedhighersensitivi-
tyforZNF582(27.3%vs56.0%).WhenmethylationofZNF582andELMO1werecombined,sensitivityincreased,

comparedtoindividualdetection.Additionally,themethylationofZNF582andELMO1demonstrateshighersensitivity
forT3-T4andⅢ-ⅣstagesthanforT1-T2andⅠ-Ⅱstages(31.2%vs71.0%,36.4%vs68.0%,respectively),with
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statisticallysignificantdifferencesP <0.05).TheROCcurveanalysisrevealedthatareaundercurve(AUC)valuesfor
methylationofZNF582andELMO1indistinguishingtheGCgroupfromthecontrolgroupwere0.7270 (95%CI:

0.6277-0.8263)and0.7789(95%CI:0.6398-0.9180),respectively.Whencombined,theAUCincreasedto0.8990
(95%CI:0.8411-0.9570).Conclusion TheplasmamethylationlevelsofZNF582andELMO1arehigherthanthosein
thecontrolgroup,exhibitingheightenedsensitivityindetectingGC,andshowinganassociationwithclinicalstaging.
CombiningthesetwomethylationmarkersenhancestheprecisionofGCdiagnosis.Therefore,theutilizationofplasma
ZNF582andELMO1indiagnosingGCandpredictingpathologicalstagingholdspotentialclinicalsignificance.

【Keywords】 Gastriccancer;DNAmethylation;ZNF582gene;ELMO1gene

  胃癌(Gastriccancer,GC)是严重威胁人类生命

健康的主要疾病之一,每年估计新增病历超过一百万

例,是全球第五大常见的恶性肿瘤[1]。因其多在晚期

确诊,死亡率较高,成为癌症相关死亡的第三大常见

原因。在东亚和东南亚地区,GC的发病率和死亡率

显著高于欧洲和南美洲[2]。然而,GC内镜检查的假

阴性率为4.6%~25.8%,中国早期 GC的检出率不

到10%,远低于日本(约70%)和韩国(约50%)[3]。
尽管几种血浆肿瘤标志物 CEA、CA199、CA125和

CA724已被用于检测GC,但其灵敏度低、易受其他疾

病干扰,因此迫切需要开发敏感性、特异性高的分子

标记物对GC进行便捷、精准地检测。DNA甲基化是

指在DNA甲基化转移酶催化下,以S-腺苷甲硫氨酸

为供体,将活性甲基转移至DNA链中特定碱基上的

化学修饰过程,DNA甲基化是目前被广泛研究的表

观遗传改变[4]。由于启动子高甲基化导致的抑癌基

因失活,肿瘤细胞的异常增殖不能抑制,导致肿瘤的

发生[5]。目前一些用于结直肠癌早期检测的甲基化

试剂盒已获得FDA和NMPA的批准,预示甲基化可

能成为检测GC的有效方法[6]。有研究证明CpG岛

高甲基化与GC发生、发展密切相关,通过检测血浆中

高甲基化基因对提高GC检出率有一定优势[7-8]。锌

指蛋白582(ZNF582)和吞噬细胞运动蛋白1(ELMO1)
被广泛认为是抑癌基因:ZNF582在结肠癌、食管癌、
宫颈癌、肾癌等细胞中呈高表达,影响细胞分化、增
殖、凋亡和转化[9-11];ELMO1在肝癌、结肠癌、胰腺

癌、恶性神经胶质瘤及乳腺癌中促进癌细胞侵袭转移

的作用已得到了证实[12-14]。但ZNF582和ELMO1甲

基化组合用于诊断GC的可行性鲜有报道。本研究使

用qPCR检测血浆ZNF582和ELMO1,分析其甲基

化状态和相对定量结果,以探讨其在GC诊断和严重

程度评估中的价值和临床意义。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2021年11月30日—2022年6
月30日于本院就诊的47例GC患者和63例无相关

胃肠疾病者的血浆,所有参与者均经内镜检查,并经

病理确诊。排除标准:①妊娠者。②有消化道疾病

者。③未成年者。④其他肿瘤患者。所有参与者均

签署知情同意,本研究按照赫尔辛基宣言的原则进

行,并经本院伦理委员会批准。

1.2 方法

1.2.1 样品采集 使用10mLK2·EDTA抗凝采血

管采集血液,使用去除刹车功能的离心机1350g离心

12min,将血浆转移至新的15mL离心管中,重新使

用去除刹车功能的离心机1350g离心血浆12min,转
移3.5mL新鲜的血浆至新的做好标记的15mL离心

管中,放于 80℃冰箱保存。

1.2.2 游离DNA提取、亚硫酸氢盐转化 使用血浆

游离DNA提取试剂盒(苏州唯善生物科技有限公司)
从3.5mL血浆中提取游离DNA。随后,用亚硫酸氢

盐转化试剂盒(苏州唯善生物科技有限公司)进行亚

硫酸氢盐转化和转化产物的纯化,最后在100μL的

洗脱液中进行洗脱。

1.2.3 qPCR检测 采用ELMO1、ZNF582基因和

内部对照基因ACTB甲基化联合检测试剂盒(苏州唯

善生物科技有限公司)对以上样本进行DNA检测,总
反应体积为30L,包括15LDNA。qPCR 用 ABI
7500仪器在以下条件下进行:在95℃20min;95℃
10s,58℃30s,72℃15s循环50次,最后冷却至

40℃30s。

1.2.4 结果判读 本试验定性检测血浆中ZNF582
和ELMO1基因的甲基化,阴性对照、阳性对照和内参

合格之后,ACTBCt值大于35.0,则认为结果“无
效”。ZNF582和ELMO1的临界值分别是Ct值小于

35.0和42.0。对于那些在qPCR反应中没有扩增信

号的受试者,他们的Ct值设置为50(PCR循环的最大

数量)。

1.3 统计学分析 分别采用SPSS22.0和GraphPad
Prism9.0软件进行统计分析和图形绘制,计数资料

和计量资料分别以(􀭺x±s)及例数(n)和率(%)表示,
组间比较分别采用独立样本t检验和χ2 检验。采用

Ct值作为状态变量,绘制ROC曲线并计算 AUC,用

Logistic回归分析得到预测概率,然后将其作为检验

变量,生成两个基因联合诊断ROC曲线。P<0.05为
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差异有统计学意义。

2 结果

2.1 一般情况 本研究共纳入110例,GC组47例,
对照组63例。GC组男性24例(51.1%),平均年龄

68.0岁。对照组男性31例(49.2%),平均年龄64.3
岁,性别和年龄差异无统计学意义(P >0.05)。依据

《AJCC癌症分期手册(第7版》TNM 标准分期法,

Ⅰ~Ⅱ期22例,Ⅲ~Ⅳ期25例。

2.2 对照组与GC组的甲基化水平 作为可以反映

生物标志物甲基化水平的指标,较低的Ct值代表较

高的甲基化水平。比较 GC组和对照组ZNF582和

ELMO1的平均Ct值,GC组ZNF582的甲基化水平

极显著高于对照组(P <0.001),GC组ELMO1也显

著高于对照组(P <0.05),见图1。

2.3 ZNF582和ELMO1甲基化敏感性与 GC临床

特征的关系 ELMO1的敏感性与GC浸润深度和分

期显著相关,T3~T4期高于 T1~T2期(51.6%vs
12.5%),Ⅲ~Ⅳ期高于Ⅰ~Ⅱ期(52.0%vs22.7%)。与
Ⅰ ~Ⅱ期的GC相比,Ⅲ~Ⅳ期GC中ZNF582的敏

感 性更高(56.0%vs27.3%)。当甲基化ZNF582和
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图1 对照组与GC组ZNF582、ELMO1的甲基化水平

Figure1 MethylationlevelsofZNF582andELMO1inthecontrolgroup
andtheGCgroup

注:与两组比较,①P<0.001;②P<0.05。

ELMO1相结合,敏感性较单独检测均增加,且甲基化

ZNF582和ELMO1在T3~T4期和Ⅲ~Ⅳ期敏感性

较T1~T2期 和Ⅰ ~Ⅱ期 高(71.0 % vs31.2%,

68.0%vs36.4%),差异均有统计学意义(P<0.05)。
此外甲基化ZNF582和ELMO1的敏感性与患者的性

别、年龄、肿瘤淋巴转移、远处转移和分化程度无相关

性(P>0.05)。见表1。

表1 甲基化ZNF582和ELMO1对检测不同临床病理特征的GC的敏感性

Table1 SensitivityofmethylationofZNF582andELMO1indetectingGCwithdifferentclinicopathologicalfeatures

一般情况 n
ZNF582

敏感性(%) P
ELMO1

敏感性(%) P
ZNF582+ELMO1

敏感性(%) P
性别 0.551 0.077 0.498
 男 32 37.5(12/32) 45.5(15/32) 56.3(18/32)

 女 15 46.7(7/15) 20.0(3/15) 66.7(10/15)

年龄(岁) 0.243 0.766 0.116

 <60 10 40.0(4/10) 40.0(4/10) 60.0(6/10)

 60~70 16 25.0(4/16) 31.3(5/16) 37.5(6/16)

 >70 21 52.4(11/21) 42.9(9/21) 71.4(15/21)

浸润深度 0.122 0.009① 0.009①

 T1~T2 16 25.0(4/16) 12.5(2/16) 31.2(5/16)

 T3~T4 31 48.4(15/31) 51.6(16/31) 71.0(22/31)

远处转移 0.074 0.221 0.316
 无 37 32.4(12/37) 32.4(12/37) 48.6(18/37)

 有 10 70.0(7/10) 60.0(6/10) 90.0(9/10)

淋巴转移 0.589 0.117 0.278

 无 17 35.3(6/17) 23.5(4/17) 47.1(8/17)

 有 30 43.3(13/30) 46.7(14/30) 63.3(19/30)

TNM分期 0.047② 0.039② 0.030②

 Ⅰ~Ⅱ 22 27.3(6/22) 22.7(5/22) 36.4(8/22)

 Ⅲ~Ⅳ 25 56.0(14/25) 52.0(13/25) 68.0(17/25)

分化程度 0.772 0.160 0.195

 高 4 25.0(1/4) 0.0(0/4) 25.0(1/4)

 中 18 44.4(8/18) 33.3(6/18) 50.0(9/18)

 低 25 40.0(10/25) 48.0(12/25) 68.0(17/25)

注:敏感性=真阳性/(真阳性+假阴性)×100%。与浸润深度T1~T2期相比,①P<0.05;与TNM分期Ⅰ~Ⅱ期的GC相比,②P<0.05。
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2.4 血浆ELMO1和ZNF582诊断GC的ROC曲线

分析 进一步评估血浆甲基化ZNF582和ELMO1诊

断GC的价值,绘制 ROC曲线并计算 AUC,甲基化

ZNF582和ELMO1用于区分GC组和对照组的AUC

值分别为0.7270(95%CI:0.6277~0.8263)和0.7789
(95%CI:0.6398~0.9180),当两者相结合,在GC诊

断中有更高的准确性,AUC值提升至0.8990(95%
CI:0.8411~0.9570),见表2、图2。

表2 ZNF582和ELMO1诊断GC的ROC曲线分析

Table2 ROCcurveanalysisofZNF582andELMO1indiagnosingGC

指标 最佳截断值 约登指数 敏感度(%) 特异度(%) AUC 95%CI P
ZNF582 39.45 0.63 72 91.07 0.7270 0.6277~0.8263 <0.001
ELMO1 35.95 0.42 65.22 77.42 0.7789 0.6398~0.9180 <0.001
ZNF582+ELMO1 53.49 0.66 74.47 92.06 0.8990 0.8411~0.9570 <0.001
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图2 两种甲基化标志物联合检测对GC诊断的ROC曲线

Figure2 ROCcurveofcombineddetectionoftwomethylationbiomark-

ersforthediagnosisofGC

3 讨论

近年来GC的发病率呈逐年上升的趋势,并出现

年轻化倾向[15]。其发生与发展是一个复杂的多因素、
多阶段相互交织的过程,涉及多种基因表达异常及其

相互作用的调控机制[16-17]。尤其在抑癌基因表观遗

传层面上的甲基化沉默,对癌症的发生和进展具有显

著影响[4,18]。ZNFs已被证实可通过调控下游多种靶

基因的表达从而阻断或活化信号通路,参与肿瘤细胞

的增殖、凋亡、侵袭和转移[11]。作为重要的转录调控

机制,DNA甲基化在锌指蛋白家族基因中得到广泛

研究。启 动 子 中 的 甲 基 化 ZNF582 位 于 染 色 体

19q13.43区域,其编码的锌指蛋白具有9个锌指模型

和1个KRAB-AB结构域,其表达异常是癌症表观遗

传沉默的重要机制[19]。先前的研究表明,同样属于锌

指蛋白家族的ZNF281通过下调microRNA-124促进

GC癌细胞迁移、侵袭和转移[20]。本研究发现GC患

者ZNF582的 甲 基 化 水 平 显 著 高 于 对 照 组(P <

0.001),提示ZNF582基因启动子甲基化水平的升高

可能影响了ZNF582基因的表达,促进 GC的发生。
转移是GC进展过程中关键的生物学特征,也是导致

患者死亡的主要因素,本研究分析了 GC患者血浆

ZNF582与临床病理学特征的相关性,结果显示与

Ⅰ~Ⅱ期的GC相比,中晚期(Ⅲ~Ⅳ期)的GC患者血

浆中 ZNF582 的 敏 感 性 更 高 (P <0.05),表 明

ZNF582异常高甲基化在GC的进展和转移中发挥一

定作用。大量临床研究已经验证了ZNF582在癌症诊

断和预测预后中的性能[21],赵银等[22]研究表明高甲

基化ZNF582通过调控粘附分子NRXN3和Nectin-3
的转录,在体内外促进鼻咽恶行肿瘤的转移;Tang
等[5]研究发现ZNF582甲基化水平在检测食管鳞状细

胞癌中有极好的敏感性和特异性,并且中低分化的肿

瘤组织中的ZNF582甲基化水平高于分化良好的肿

瘤。而本研究并未发现ZNF582甲基化水平与肿瘤分

化程度相关,需进一步研究证实。ELMO1蛋白家族

与胞质分裂蛋白的专用分子相互作用,不仅在细胞吞

噬和趋化运动发挥关键作用,还参与癌细胞增值、迁
徙和侵袭[23]。本研究采用qPCR检测了ELMO1在

GC中的甲基化水平和敏感性,结果显示ELMO1甲

基化水平显著高于对照组(P <0.05),提示GC血浆

中ELMO1修饰水平显著上调,ELMO1基因可能参

与GC的发生。Pirini等[14]研究评估了从3个GC高

风险区收集的内窥镜活检中的全基因组特异性甲基

化谱,并在包括ELMO1在内的一组基因中确定了高

启动子甲基化水平,并且ELMO1甲基化水平可区分

无化生的胃炎、化生的胃炎和GC,这一结论在TCGA
数据库的样本中得到验证。本研究进一步分析了GC
患者外周血浆ELMO1表达与临床病理的相关性,结
果显示浸润深度、临床分期中晚期(Ⅲ、Ⅳ期)血浆EL-
MO1阳性率更高,表明ELMO1表达与GC的进展和

转移有关。在来自美国和韩国标本的另一项研究中,
全甲基化组测序3个甲基化标记物ELMO1、ZNF569
和C13orf18联合检测出86% (95%CI:0.71~0.95)
的GC,特异性为95%,表明包括ELMO1的甲基化标

记物在组织和血浆中均能准确区分 GC与正常对

照[24],与本研究结果一致。本研究表明,血浆ZNF582
和ELMO1在GC患者中甲基化水平显著增高,此外

ZNF582和 ELMO1的甲基化组合 AUC值提升至

0.8990(95%CI:0.8411~0.9570),且95%CI较
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窄,表明该组合在GC诊断中比单独测试的准确性、灵
敏度和特异性更高,结果更可靠。因此,这一DNA甲基

化组合在GC的筛查和诊断中具有重要的应用潜力。
外周血中甲基化标志物的检测既是一种非侵人

性的、可接受度高的血液检测手段,有望成为一个非

侵入性检测GC的工具。本研究开发并验证了一种基

于血浆DNA甲基化测定,分别检测两种生物标志物

ZNF582和 ELMO1,结果显示 GC组的ZNF582和

ELMO1均显著高于对照组的甲基化水平,并且随着

浸润深度增加,分期较晚的GC显示出更高的敏感性,

ROC分析表明,ZNF582联合ELMO1在GC诊断中

准确率更高,提示ZNF582和ELMO1组合对GC有

较高的诊断价值。然而,本研究仍存在一些局限性,
例如单中心、样本量较小、未进一步探究具体的分子

机制等,基于当前的观察,需在独立人群或多中心去

验证ZNF582和ELMO1的诊断模型,进行进一步的

研究和临床试验以探索其在临床实践中的应用潜力。

4 结论

血浆ZNF582和ELMO1的甲基化水平高于对照

组,在检测GC有较高的敏感性,且与浸润深度和临床

分期有关,将两个甲基化组合可提高诊断GC的准确

性。故血浆ZNF582和ELMO1用于GC的诊断和预

测病理学分期中有潜在临床意义。
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