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Septin9、HIST1H4F甲基化联合CEA、CA199
在结直肠癌早期诊断中的应用
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摘要:
 

目的:探讨Septin9、HIST1H4F基因甲基化联合癌胚抗原(CEA)、糖类抗原19-9(CA199)在
结直肠癌早期诊断中的应用价值。方法:选取2021年6月—2022年12月在宜昌市中心人民医院

就诊的58例患者为肠癌组,50例肠道良性疾病患者为对照组。采用荧光定量聚合酶链式反应检

测血浆Septin9和HIST1H4F基因甲基化水平,同时采用化学发光法检测血清肿瘤标志物CEA
和CA199,采用受试者工作特征(ROC)曲线分析相关指标联合检测在结直肠癌诊断中的应用价

值。结果:与对照组相比,肠癌组患者血浆中Septin9(60.34%
 

vs
 

8.00%)和 HIST1H4F(48.28%
 

vs
 

4.00%)基因甲基化阳性率、CEA(46.55%
 

vs
 

10.00%)和CA199(36.21%
 

vs
 

6.00%)的阳性率

明显升高(均P<0.001)。Septin9和 HIST1H4F双基因甲基化联合检测结直肠癌的灵敏度为

79.31%,特异度为90.0%,曲线下面积(AUC)为0.847;血清CEA和CA199联合检测结直肠癌

的灵敏度为60.34%,特异度为88.00%,AUC为0.742;四项指标联合检测结直肠癌的灵敏度为

87.93%,特异度为82.00%,AUC为0.850。四种标志物均对中晚期(Ⅲ期和Ⅳ期)结直肠癌更敏

感,相对于CEA联合CA199,Septin9联合 HIST1H4F甲基化对于Ⅰ/Ⅱ期结直肠癌的检出率更

高。结论:Septin9、HIST1H4F基因甲基化和CEA、CA199水平联合检测可提高对结直肠癌患者

诊断的灵敏度,有望成为结直肠癌患者早期辅助诊断的指标。
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Abstract Objective:
 

To
 

explore
 

the
 

application
 

value
 

of
 

Septin9,
 

HIST1H4F
 

methylation
 

combined
 

with
 

carcinoembryonic
 

antigen
 

(CEA)
 

and
 

carbohydrate
 

antigen
 

19-9
 

(CA199)
 

in
 

the
 

early
 

diagnosis
 

of
 

colorectal
 

cancer.
 

Methods:
 

We
 

selected
 

58
 

patients
 

with
 

colorectal
 

cancer
 

treated
 

in
 

Yichang
 

Central
 

Hospital
 

from
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June
 

2021
 

to
 

December
 

2022
  

as
 

the
 

bowel
 

cancer
 

group
 

and
 

50
 

patients
 

with
 

intestinal
 

benign
 

diseases
 

as
 

the
 

control
 

group.
 

Fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

methylation
 

levels
 

of
 

Septin9
 

and
 

HIST1H4F
 

genes
 

in
 

plasma,
 

and
 

chemiluminescence
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

serum
 

tumor
 

markers
 

CEA
 

and
 

CA199.
 

The
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

application
 

value
 

of
 

combined
 

detection
 

of
 

related
 

indicators
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

colorectal
 

cancer.
 

Results:
 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
 

the
 

positive
 

rates
 

of
 

Septin9
 

(60.34%
 

vs
 

8.00%)
 

and
 

HIST1H4F
 

(48.28%
 

vs
 

4.00%)
 

methylation,
 

CEA
 

(46.55%
 

vs
 

10.00%),
 

and
 

CA199
 

(36.21%
 

vs
 

6.00%)
 

in
 

the
 

plasma
 

of
 

patients
 

in
 

the
 

colorectal
 

cancer
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

(all
 

P<0.001).
 

The
 

sensitivity
 

of
 

combined
 

detection
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

by
 

Septin9
 

and
 

HIST1H4F
 

dual
 

gene
 

methylation
 

was
 

79.31%,
 

the
 

specificity
 

was
 

90.0%,
 

and
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

was
 

0.847.
 

The
 

sensitivity
 

of
 

combined
 

detection
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

by
 

serum
 

CEA
 

and
 

CA199
 

was
 

60.34%,
 

the
 

specificity
 

was
 

88.00%,
 

and
 

the
 

AUC
 

was
 

0.742.
 

The
 

sensitivity
 

of
 

combined
 

detection
 

of
 

the
 

four
 

indicators
 

for
 

colorectal
 

cancer
 

was
 

87.93%,
 

the
 

specificity
 

was
 

82.00%,
 

and
 

the
 

AUC
 

was
 

0.850.
 

All
 

four
 

markers
 

were
 

more
 

sensitive
 

to
 

advanced
 

(stage
 

Ⅲ
 

and
 

Ⅳ)
 

colorectal
 

cancer.
 

Compared
 

to
 

CEA
 

combined
 

with
 

CA199,
 

Septin9
 

combined
 

with
 

HIST1H4F
 

methylation
 

had
 

a
 

higher
 

detection
 

rate
 

for
 

stage
 

Ⅰ/Ⅱ
 

colorectal
 

cancer.
 

Conclusion:
 

Combined
 

detection
 

of
 

Septin9,
 

HIST1H4F
 

methylation,
 

CEA
 

and
 

CA199
 

can
 

improve
 

the
 

diagnostic
 

sensitivity
 

for
 

patients
 

with
 

colorectal
 

cancer
 

and
 

is
 

expected
 

to
 

become
 

an
 

indicator
 

for
 

early
 

auxiliary
 

diagnosis
 

of
 

colorectal
 

cancer.
Keywords colorectal

 

cancer; methylation; Septin9; HIST1H4F

  由于饮食和生活习惯改变、人口老龄化等原因,
我国结直肠癌发病率呈逐年上升趋势,我国约80%
的结直肠癌患者在就诊时已属中晚期,5年生存率不

足30%[1-2]。因此,寻找有效的早期筛查方法,是提

高结直肠癌患者生存率的关键。癌胚抗原(carcino-
embryonic

 

antigen,
 

CEA)、糖类抗原19-9(carbohy-
drate

 

antigen
 

19-9,
 

CA199)等肿瘤标志物是临床上

常用的结直肠癌筛查指标,但单独检测该类肿瘤标志

物的灵敏度均低于60%,尤其是针对早期结直肠

癌[3-4]。基因甲基化是常见的表观遗传调控途径,是
肿瘤发生的重要早期分子生物学事件。Septin9是一

种重要的抑癌基因,是包括结直肠癌在内的多种肿瘤

早期诊断及预后的标志物[5-6]。HIST1H4F基因在

多种癌症中均表现出甲基化[7],但在结直肠癌中的临

床 研 究 仍 较 少。因 此,本 研 究 通 过 Septin9、

HIST1H4F甲基化和CEA、CA199联合检测,探讨

这四项指标辅助诊断结直肠癌的临床价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2021年6月—2022年12月宜昌市中心医

院收治的结直肠癌患者为肠癌组(n=58),肠道良性

疾病患者为对照组(n=50)。本研究已通过我院伦理

委员会审查(批号:2022-086-01)。
纳入标准:①临床诊断为结直肠癌的患者;②肠

道良性疾病患者;③所有患者的病理组织及影像学资

料均完整。排除标准:①合并其他恶性肿瘤;②伴随

严重心、肝、肾功能不全;③存在严重精神疾病无法配

合本研究或依从性差。

1.2 检测方法

患者入院第2天清晨空腹采静脉血10
 

mL,采用

电化学发光法检测血清CEA、CA199水平,检测仪器

为罗氏Cobas
 

e601全自动电化学发光仪。正常值参

考范围:CA199为0~37
 

U/mL;CEA为0~5
 

ng/mL。
采用 HiPure

 

Circulating
 

DNA
 

Midi
 

Kit(美基生物)
提取血浆DNA。每份标本使用3

 

mL血浆,采用江

苏康为世纪甲基化前处理试剂盒对所提取的血浆

DNA进行亚硫酸氢钠修饰,将DNA序列中未甲基

化的胞嘧啶(C)转变为尿嘧啶(U)。参照文献设计

Septin9基因和 HIST1H4F基因引物[6-7],由生工生

物工程(上海)股份有限公司合成。对每个样本进行

两次聚合酶链式反应实验,β肌动蛋白扩增曲线正常

且阈值循环数(cycle
 

threshold,
 

Ct)≤35.0,Septin9
平均Ct≤37.0为阳性,HIST1H4F平均Ct≤37.0
为阳性。

1.3 敏感度和特异度分析

收集肠癌组患者的一般临床资料[性别、年龄、肿
瘤部位、病理类型、肿瘤直径、分化程度、肿瘤淋巴结

转移(tumor
 

node
 

metastasis,
 

TNM)分期、浆膜浸

润、淋巴结转移],分析肠癌组患者的血清指标与临床

病理特征的关系。分析不同 TNM 分期,Septin9、

HIST1H4F甲基化、CEA、CA199阳性及联合检测的

灵敏度和特异度。
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1.4 统计学方法

采用SPSS
 

21.0进行数据统计分析,计量资料以

x±s表示,组间比较采用两独立样本t检验;计量资

料以n(%)表示,组间比较采用χ2 检验。绘制受试

者工作特征(receiver
 

operator
 

characteristic,
 

ROC)
曲线。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组患者一般情况比较

肠癌组和对照组患者的一般临床资料见表1,两
组患者的年龄和性别均无明显差异(均P>0.05)。

2.2 肠癌组患者的血清指标与临床病理特征的相关

性分析

肠癌组患者中,Septin9、HIST1H4F甲基化在有

无淋巴 结 转 移 的 患 者 中 表 达 有 明 显 差 异,CEA、

CA199在不同TNM 分期及有无淋巴结转移的患者

中表达明显不同(均P<0.05),见表2。
表1 两组患者的基础临床特征[n(%)]

项目
肠癌组

(n=58)
对照组

(n=50)
χ2 P

年龄/岁
<60
≥60

23(39.66)

35(60.34)
22(44.00)

28(56.00)
0.209 0.648

性别
男

女

33(56.90)

25(43.10)
29(58.00)

21(42.00)
0.013 0.908

TNM分期

Ⅰ期

Ⅱ期

Ⅲ期

Ⅳ期

9(15.52)

13(22.41)

21(36.21)

15(25.86)

/ / /

  注:TNM:
 

肿瘤淋巴结转移。

表2 肠癌组患者的血清指标与临床病理特征的相关性分析[n(%)]

项目
Septin9或 HIST1H4F甲基化

阳性(n=46) 
 

阴性(n=12) 
 

 χ2
 

   P

CEA或CA199

阳性(n=35) 
 

阴性(n=23) 
 

 χ2 
 

 
 

P

年龄/岁
<60
≥60

19(41.30)

27(58.70)
4(33.33)

8(66.67)
0.253 0.615

14(40.00)

21(60.00)
9(39.13)

14(60.87)
0.004 0.947

性别
男性

女性

27(58.70)

19(41.30)
6(50.00)

6(50.00)
0.293 0.588

20(57.14)

15(42.86)
13(56.52)

10(43.48)
0.002 0.963

肿瘤部位
结肠

直肠

21(45.65)

25(54.35)
6(50.00)

6(50.00)
0.072 0.788

16(45.71)

19(54.29)
11(47.83)

12(52.17)
0.025 0.875

病理类型
腺癌

其他

40(86.96)

6(13.04)
10(83.33)

2(16.67)
0.105 0.746

30(85.71)

5(14.29)
20(86.96)

3(13.04)
0.018 0.893

肿瘤直径/cm
≥4
<4

22(47.83)

24(52.17)
3(25.00)

9(75.00)
2.022 0.155

18(51.43)

17(48.57)
7(30.43)

16(69.57)
2.494 0.114

分化程度
中高分化

低分化

17(36.96)

29(63.04)
7(58.33)

5(41.67)
1.793 0.181

12(34.29)

23(65.71)
12(52.17)

11(47.83)
1.831 0.176

TNM分期
Ⅰ~Ⅱ
Ⅲ~Ⅳ

15(32.61)

31(67.39)
7(58.33)

5(41.67)
2.675 0.102

9(25.71)

26(74.29)
13(56.52)

10(43.48)
5.595 0.018

浆膜浸润
有

无

18(39.13)

28(60.87)
2(16.67)

10(83.33)
2.126 0.145

15(42.86)

20(57.14)
5(21.74)

18(78.26)
2.740 0.098

淋巴结转移
有

无

27(58.70)

19(41.30)
3(25.00)

9(75.00)
4.327 0.038

22(62.86)

13(37.14)
8(34.78)

15(65.22)
4.381 0.036

  注:TNM:
 

肿瘤淋巴结转移。

2.3 单项及联合检测灵敏度、特异度比较

与对照组相比,肠癌组患者血浆中Septin9甲基

化(60.34%
 

vs
 

8.00%)和 HIST1H4F(48.28%
 

vs
 

4.00%)甲基化的阳性率、CEA(46.55%
 

vs
 

10.00%)
和CA199(36.21%

 

vs
 

6.00%)的阳性率明显升高

(均P<0.001)。Septin9和 HIST1H4F双基因甲基

化联合检测结直肠癌的灵敏度为79.31%,特异度为

90.00%,ROC 曲 线 下 面 积 为 0.847;CEA 联 合

CA199联合检测结直肠癌的灵敏度为60.34%,特异

度为88.00%,AUC为0.742;四项指标联合检测结

直肠癌的灵敏度为87.93%,特异性为82.00%,

AUC为0.850,见表3。ROC曲线见图1。
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表3 各指标单项及联合检测灵敏度、特异性比较[n(%)]

    项目
肠癌组

(n=58)
对照组

(n=50)
灵敏度

(%)
特异度

(%)
AUC 95%CI P

Septin9甲基化
阳性

阴性

35(60.34)

23(39.66)
4(8.00)

46(92.00)
60.34 92.00 0.762 0.688~0.836 <0.001

HIST1H4F甲基化
阳性

阴性

28(48.28)

30(51.72)
2(4.00)

48(96.00)
48.28 96.00 0.721 0.651~0.792 <0.001

Septin9联合 HIST1H4F甲基化
阳性

阴性

46(79.31)

12(20.69)
5(10.00)

45(90.00)
79.31 90.00 0.847 0.779~0.914 <0.001

CEA
阳性

阴性

27(46.55)

31(53.45)
5(10.00)

45(90.00)
46.55 90.00 0.683 0.606~0.760 <0.001

CA199
阳性

阴性

21(36.21)

37(63.79)
3(6.00)

47(94.00)
36.21 94.00 0.651 0.580~0.722 <0.001

CEA联合CA199
阳性

阴性

35(60.34)

23(39.66)
6(12.00)

44(88.00)
60.34 88.00 0.742 0.664~0.820 <0.001

四者联合
阳性

阴性

51(87.93)

7(12.07)
9(18.00)

41(82.00)
87.93 82.00 0.850 0.781~0.918 <0.001

  注:CEA:
 

癌胚抗原;
 

CA199:糖类抗原19-9。
1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

1.00.80.60.40.20

!
"

#

1-$%#

注:CEA:
 

癌胚抗原;
 

CA199:糖类抗原19-9。

图1 不同指标诊断结直肠癌的ROC曲线

2.4 四种标志物在不同TNM 分期之间灵敏度比较

四种标志物均对于中晚期(Ⅲ期和Ⅳ期)结直肠

癌更敏感,相对于 CEA 联合 CA199,Septin9联合

HIST1H4F甲基化对于Ⅰ/Ⅱ期结直肠癌的检出率

更高(P=0.002
 

8)。四者联合检测时,不同分期结直

肠癌的检出率均有一定的提升,见表4。

3 讨论

目前分子靶向治疗、免疫检查点抑制剂等新治疗

方式的应用已明显提高了结直肠癌患者的生存率,但
死亡率仍然很高,总体五年生存率不足50%[8],影响

生存率的主要原因是患者发现时大多数已处于晚期。

表4 四种标志物在不同TNM分期检出率比较[n(%)]

项目
Ⅰ/Ⅱ期

(n=22)
Ⅲ期

(n=21)
Ⅳ期

(n=15)

Septin9甲基化 9(40.91) 12(57.14) 14(93.33)

HIST1H4F甲基化 6(27.27) 9(42.86) 13(86.67)

Septin9联合

HIST1H4F甲基化 15(68.18)a 16(76.19) 15(100.00)

CEA 3(13.64) 12(57.14) 12(80.00)

CA199 2(9.09) 8(38.10) 11(73.33)

CEA联合CA199 5(22.73) 16(76.19) 14(93.33)

四者联合 16(72.73) 20(95.24) 15(100.00)

  注:CEA:
 

癌胚抗原;
 

CA199:糖类抗原19-9;
 

与CEA联

合CA199相比,aP<0.05。

我国目前结直肠癌的早诊率仅为10%[9],早期发现

结直肠癌是提高患者生存率的关键。肠镜能清楚地

查明肠道情况,准确地检测肠炎、肠息肉、腺瘤等情

况。但因准备工作复杂、侵入性等缺点,目前尚未用

作常规筛查手段。粪便隐血试验也是临床常见的筛

查方式,但存在灵敏度不高、易受多种因素干扰等问

题[10]。因此结直肠癌早筛早诊迫切需要无创、简便

且灵敏度高的检测方式。
结直肠癌的发生发展涉及多种因素,包括饮食习

惯改变、放射性接触、肠道慢性疾病等[11]。随着研究

的深入,越来越多的分子层面相关机制被揭示,包括

驱 动 基 因 变 异、染 色 体 不 稳 定 性、DNA 甲 基 化
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等[12-13]。许多癌症都具有异常的DNA甲基化模式,
胞 嘧 啶 鸟 嘌 呤 二 核 苷 酸 (cytosine

 

phosphate-
guanosine,

 

CpG)是DNA主要的甲基化区域,与肿瘤

的发生发展密切相关。甲基化可改变基因构象,同时

甲基化的CpG岛招募结合蛋白,并与其他蛋白形成

异常染色质,从而抑制基因表达[14]。环肿瘤DNA甲

基化是近年来癌症早筛早诊的研究热点,通过检测血

浆中游离的DNA片段的甲基化特征,可实现无创检

测[15-16],在早期发现肿瘤相关异常信息。

Septin是一类具有鸟苷三磷酸活性的保守基因

家族,目前已发现14个Septin基因,参与胞质分裂、
细胞极化、囊泡运输和胞膜重构等多个生物过程[17]。
其中,Septin9基因编码GTP结合蛋白,其主要功能

与细胞分裂及细胞凋亡过程相关。当Septin9基因

甲基化后,编码的Septin9蛋白复合物结构失去稳

定,影响细胞的正常极性,从而使细胞分裂过程紊乱,
导致细胞趋于癌变[18]。Septin9在多种癌症中都表

现出甲基化,包括结直肠癌、胃癌、食管癌、宫颈癌

等[19-21],其中在结直肠癌中研究最为深入。在评估

Septin9筛查无症状受试者的一项多中心前瞻性研究

中[22],Septin9对结直肠癌辅助诊断的总体灵敏度为

48.2%,血浆Septin9检测结直肠癌的敏感性与肿瘤

分期高度相关,随着结直肠癌病理分期的增加,其敏

感性逐渐增高(Ⅰ~Ⅳ期,35%~77.4%)。Septin9
甲基化已成为临床上常用的检测指标,但和其他指标

联合分析的研究并不多。
真核生物组蛋白包括四种核心组蛋白 H2A、

H2B、H3、H4和一种连接组蛋白 H1,目前已发现的

人类组蛋白编码基因共85个,包括68个复制依赖性

组蛋白基因与17个非复制依赖性组蛋白基因[23]。
组蛋白 HIST1H4F是近年来发现的一个甲基化指

标,通过分析癌症基因组图谱数据库7
 

000多例样本

数据发现,在包括结直肠癌在内的17种癌症组织中

均表现出高度甲基化[7]。HIST1H4F基因在肺癌、
食管癌、膀胱癌等多种肿瘤中的诊断价值逐渐被证

实[7,24-25]。HIST1H4F在结直肠癌中的研究较少,本
研究首次报道了结直肠癌 患 者 血 浆 HIST1H4F、

Septin9单独及联合的诊断性能,结果显示联合检测

在灵敏度上有较高的提升,尤其是针对Ⅰ/Ⅱ期的结

直肠癌。
肿瘤标志物作为现阶段临床应用最为广泛和成

熟的生物标志物,在结直肠癌的早期筛查和辅助诊断

中具有重要价值。CEA是结肠癌和胚胎组织中提取

的一种肿瘤相关抗原,是一种具有人类胚胎抗原特性

的酸性糖蛋白。大量临床实践发现[26-27],不仅胃肠道

恶性肿瘤CEA值升高,在乳腺癌、肺癌及其他恶性肿

瘤的血清中也有升高,因此可作为较为广谱的肿瘤标

志物,用于多种恶性肿瘤鉴别诊断、病情监测、疗效评

价等方面。CA199是一种胃肠道相关抗原,由人胰

腺、胃、结肠、唾液腺上皮等合成,在消化系统肿瘤中

含量较高,正常人血清中含量较低,其含量多少与肿

瘤大小相关,是检测消化道恶性肿瘤的良好指标[28]。

CEA和CA199检测特异性较高,但灵敏度较低,尤
其是针对Ⅰ/Ⅱ期的结直肠癌患者[29]。

本研究的设计包括Septin9、HIST1H4F基因甲

基化和结直肠癌常用的肿瘤标志物 CEA、CA199。

Septin9和 HIST1H4F双基因甲基化对于早期结直

肠癌的灵敏度高于CEA和CA199,通过联合检测,
能在保证较高特异度的情况下,提高不同TNM分期

结直肠癌的检出率,增强整体灵敏度,减少漏检。

Septin9、HIST1H4F基因甲基化在肿瘤负荷很小的

情况下,能释放较为特异的肿瘤信号[30],帮助实现早

期精准的检测。随着肿瘤负荷的增加,肿瘤相关抗

原,如CEA、CA199的敏感性会逐渐增加。通过联合

基因表观遗传改变和肿瘤传统标志物,能更大程度地

获取肿瘤多维度的分子特征,从而整体提升检测性

能。单一标志物在结直肠癌诊断中的效能欠佳,多项

标志物联合检测已成为癌症筛查及辅助诊断的一种

趋势,寻求能够平衡灵敏度和特异度的分子标志物组

合是未来提高结直肠癌早期检测率的关键。
由于本研究属于单中心、小样本量研究,其结果

仍需更大样本量研究进行验证。本研究显示,Sep-
tin9、HIST1H4F甲基化联合CEA、CA199诊断的曲

线下面积为0.850,优于各单一检测,提高了诊断效

能。综上所述,联合检测方案在结直肠癌早期诊断方

面具有重要价值,通过新型标志物和传统标志物的组

合,为肿瘤的标志物组合提供了一个较好的范式,具
有良好的临床应用前景。
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