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摘!要!为了探讨/#)基因甲基化及异常表达在宫颈癌中的意义$分别采用甲基化特异性BJK!L,B"方法检测不

同病理类型和临床分期的)$例宫颈癌组织中/#)基因启动子区域(MJ.N岛甲基化状态(采用BJK方法检测/#)
基因外显子#!G#"和外显子!!G!"纯合缺失情况(采用免疫组化的方法分析.#)蛋白的表达缺失和减弱情况)结果

显示正常对照组织及癌旁/#)基因无甲基化$且无G# 和G! 缺失和.#)蛋白表达异常))$例宫颈癌标本的甲基化

率为!#D)"O!#%*)$"(/#)基因缺失率为#(D$$O!&*)$"(.#)蛋白表达下降或无表达为(#D)"O!%#*)$")可见

/#)基因蛋白的阳性表达率随着临床分期升高呈明显下降趋势)结果提示/#)基因失活在宫颈癌中多见且与病

理分级密切相关)/#)基因甲基化在宫颈癌发生中起着一定作用)

关键词!宫颈癌(/#)基因表达(甲基化
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!!/#)基因作为抑癌基因在多种肿瘤和细胞系中
频繁发生杂合缺失+纯合缺失+突变及甲基化%#$!&)
既往认为抑癌基因失活有两条途径#基因突变和染

色体物质丢失)现已证明*7P甲基化是抑癌基因
失活的第三种机制%%&)*7P甲基化可发生在细胞
恶变之前)因此$检测基因启动子甲基化有助于早



期发现有癌变倾向的细胞!还可作为分子指标!预测
对化疗的反应和判定预后等"’#$/#)基因的研究已
成为当前肿瘤分子生物学和分子遗传学研究的热点

之一$
本研究表明!/#)的失活存在于多种人类恶性

肿瘤!然而探讨宫颈癌发生过程中/#)基因异常表
达及其(MJ.N岛的甲基化状态的研究较少!特别是
综合分析/#)基因异常表达与病理类型%临床分期
关系的研究更少见!对这些变化过程及相互作用的
了解仍不完善$

#!材料和方法

"="!研究对象

)$例宫颈癌及其癌旁组织标本均来自哈尔滨
医科大学附属二院手术切除标本$病理分级按

#&FF年=UN[提出的标准分为N#%N!和N% 级!且病
理类型和病理分级均经该院病理科核实&临床分期
按#&F&年=UN[公布的新分期方法分为#%$%%
和&期$其中石蜡包埋组织标本%$例!新鲜手术切
除标本%$例’新鲜组织标本获得后迅速保存于

+"$]冰箱以备提取*7P($选择#$例相应年龄
段的正常宫颈组织做阴性对照$

"=>!组织?@/的提取
购用上海生工生物公司生产的*7P提取试剂

盒!按试剂盒说明提取*7P$提取的基因组*7P经

#D(O琼脂糖电泳检查其完整性!经紫外分光光度计
检测!P!)$)P!F$’P为吸光度!旧称光密度[*(均在

#D(!#D&之间$

"=A!宫颈癌!"#基因甲基化

#D%D#!*7P亚硫酸氢盐修饰
取!’@模板*7P蒸馏水定容至($’T!加入新

配置!I/9)T的78[?液(D(’T’使终浓度为$D%
I/9)T(!置于 %"] 孵育 !$ I;<$加入 %$’T#$
II/9)T氢醌’,;@I8(!见溶液呈黄色$加入(!$’T
新配制的%I/9)T亚硫酸氢钠’,;@I8,HFF&$($充
分混匀后!离心!上盖矿物油$($]孵育#)6$次
日!经修饰的*7P用 ;̂Y803*7PJ928<HR.,5W12I
’B0/I2@8P"!F$(纯化$纯化后的*7P于’]或+
!$]保存$在每离心管中加入(D(’T的%I/9)T
78[?!室温孵育#(I;<$加入#$I/9)T醋酸氨%%

’T中和后!加入%体积的乙醇沉淀*7P’+!$]过
夜!摇匀%$I;<(!用"$O乙醇洗涤!干燥后!用!$

’T水悬浮$+!$]冻存’避免反复冻融($

#D%D!!引物设计
参照赵迎社等"(#据?20I8<等资料合成的引物

序列!由上海生工生物公司合成引物$B#)HL 和

B#)HR分别用于扩增/#)基因(MJ.N岛甲基化和
非甲基化的等位基因!为了便于克隆测序!在B#)HL
和B#)HR的正反向引物的(M端分别加上!+-3%和

)14?#两种限制性内切酶的识别序列’表#($

表"!!"#基因$4!分析用引物

B*0)%"!C1+:%145,1$4!*-*)(4+4,5!"#D%-%

名称

78I2

引物序列

B0;I20WW2\-2<:2W’(M"%M(

产物长度

,;Y2/>
.0/3-:1W

B#)HL= JEPPNJEEPNPNNNENNNNJNNPEJNJ !’%4.

B#)HLK PENNPEJJPJJEPPPEJNPJJEJJNPJJN

B#)HR= NEPPNJEEPNPNNNENNNNENNPEENE !’%4.

B#)HRK PJNNPEJJPJJEPPPEJPPJJEJJPPJJP

!!注*L示甲基化引物!R示非甲基化引物!=和K示正向与反向

引物!字母下画线为!+-3%或)14?#的识别序列$

7/12*L02.02W2<1WI216598123HW.2:;>;:.0;I20W!8<3R-<I21659H

8123HW.2:;>;:.0;I20WD=8<3K!W2<W28<38<1;W2<W2.0;I20W!02W.2:H

1;C295DK2:/@<;1;/<W;12W/>!+-3%/0)14?#802-<3209;<23D

#D%D%!BJK扩增特异甲基化和非甲基化片段
反应混合物($’T体系*#$_BJK‘->>20!(’T&

!(II/9)T37EB!!D(’T&正向引物B#’B#)HL=或

B#)HR=(!#’T&反向引物B!’B#)HLK或B#)HRK(!

#’T&消毒的蒸馏水!FD(’T&修饰过的*7P!’T&加
入矿物油!(!($’T&!D(R&1E酶加#$’T水!于热
启动后加入各样本$
循环扩增条件*&(]!(I;<&&(]!%$W&((]!%$

W&"!]!%$W!%(个循环&"!]!’I;<$’]保存待分
析$

#D%D’!)O非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分析结果
参见+分子克隆,$

#D’!宫颈癌中!"#基因外显子2" 和2> 表达缺失
的检测

#D’D#!引物
根据/#)基因组序列并参考文献")#!在G#%G! 两

侧各设计一对引物!GV/<# *B#!(MHNPPNPPPNPNH
NPNNNNJENH%M&B!!(MHNJNJEPJJENPEEJJPPEEJH

!" 遗!传!"#"$%&’( ’)*+,+-.(!$$(!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



%M!扩增产物长度%’$4."GV/<!#B#!(MHNNJEJEPJPH
JPPNJEEJJEEH%M$B!!(MHENPNJEEENNPPNJEJEJPNH
%M!扩增产物长度’!"4."
实验以(肌动蛋白引物作为内对照!引物序列(H

8:1;<#B#!(MHNNJNNJPJJPJJPENEPJJJEH%M$B!!(MH
PNNNNJJNNPJEJNEJPEPJEH%M!扩增产物长度%#!
4."上述引物均由上海生工生物公司合成"

#D’D!!BJK扩增
以提取的基因组*7P为模板!扩增基因组中的

/#)基因G#%G! 和(H8:1;<"BJK反应总体积为!$

’T!各成分含量如下#?![&去离子’#!’T $#$_
‘->>20!D$’T$B#&#$.I/9’!#’T$B!&#$.I/9’!

#’T$37EB&!D(II/9(T’!#’T$&1E酶!$a(’T
&!D(R’$模板*7P!!D(’T"在BG&)$$*7P扩增
仪上进行如下循环#&(]!(I;<$&’]!($W$(F
]!)$W$"!]!&$W$%(个&石蜡标本’(个’循环后!

"!]!#$I;<"

#D’D%!BJK结果检测
取"’T的BJK产物在#D(O&@(C’琼脂糖凝胶

&加G‘$D(<@(IT’上电泳分析"存图待分析"对

BJK扩增时/#)基因阴性的标本!重复用/#)引物
再进行BJK验证!BJK反应条件同上"

"=E!宫颈癌!"#蛋白的表达

#D(D#!实验方法
本实验.#)蛋白测定均采用石蜡包埋切片的免

疫组化方法,HB法"实验中/#)基因单克隆抗体!

,HB超敏试剂盒购自福州迈新生物技术开发公司!
其他试剂和用具取自本院病理科!操作步骤见试剂
盒说明"

#D(D!!光镜下判定结果

P#按切片中细胞浆或细胞核显色有无!深浅记
分"细胞核或浆无显色!$分$胞浆或核显浅黄色!#
分$胞浆或核显棕黄色!!分"‘#按显色占切片的百
分比评分!未见显色!$分$显色#%$O!#分$显色在

%$O!)$O!!分$显色$)$O!%分"每例切片积分
为P_‘"按积分高低分为)+*阴性$积分%!为
)b*&弱阳性’$积分!!’分为)bb*&阳性’$$’
分为 )bbb*&高表达’"以)bb*%)bbb*合
计例数所占百分率为明显阳性率$)b或+*合计例
数所占百分率为表达下降或无表达"

"=#!统计学分析
卡方检验&)!’

!!结!果

>="!宫颈癌中!"#基因甲基化状态的检测

#$例正常的宫颈组织及)$例癌旁组织样本中
均未检测到/#)基因启动子区域甲基化&图#’")$
例宫颈癌中检测到#%例甲基化!占!#D)"O&#%(

)$’!且与临床病理分级和病理类型无关"其中#!
$期)例!占!(D$$O&)(!’’!%!&期"例!占

#&a’’O&"(%)’!两者无明显差异&F$$D$(’&表!’"

图"!宫颈癌组织!"#基因的$4!分析

R#非甲基化扩增!L#甲基化扩增$#!)#宫颈癌组织!

!%%%(#显示存在甲基化$"#甲基化阳性对照!为人类胎

盘*7P在体外经(99#甲基化酶处理后产生的$

FD正常宫颈组织为甲基化阴性对照$&D水作对照$

*7P分子量标志.‘K%!(@9/#"

F+D="!$GC,5!"#D%-%+-9%18+9*)9*19+-,:*
E62.02W2<:2/>8C;W;492BJK.0/3-:1;<98<2R#-<I216598123$

L#I216598123$T8<2W#!)#:20C;:89:80:;</I8!!%%%(W6/X23

./W;1;C2$T8<2"#?-I8<.98:2<189*7PX8W1028123;<C;10/X;16

2V:2WW(99# I2165108<W>/08W2X8W-W238W./W;1;C2:/<10/9$

T8<2F#*7P>0/I</0I89:20C;:891;WW-2$T8<2&#X8120:/<10/9D

.‘K%!(@9/#8W162I/92:-980X2;@61I80Z20WD

表>!宫颈癌!"#基因甲基化状态的意义

B*0)%>!G+D-+5+9*-9%,5:%&’()*&+,-,5!"#D%-%+-

9%18+9*)9*19+-,:*

临床分期 例数 甲基化阳性例数 阳性率

J9;<;:89W18@2W 7/D 7/D/>I2165981;/< B20:2<18@2&O’

#!$ !’ ) !(D$$

%!& %) " #&D’’&

!!&与#!$期比F$$D$("

&I28<WF$$D$(:/I.8023X;16162:9;<;:89W18@2W#!$D

>=>!宫颈癌!"#基因缺失

#$例正常宫颈及)$例癌旁组织标本中均不存
在/#)基因外显子G#和G! 的缺失")$例宫颈癌
中!G# 缺失率)D)"O&’()$’$G! 缺失率FD%%O&((

)$’$两者无同时缺失病例$其中至少有一种缺失&G#
或G!’为#(D$$O&&()$’"本研究发现/#)基因缺
失与宫颈癌不同病理类型有一定关系!本组病例的
鳞癌%腺癌及透明细胞癌的缺失率分别为#!D"%O

#"!#期!!!!!!!!!!!!!!!原继荣等#宫颈癌/#)基因甲基化及表达的研究



!""((#$%%D%%O!#"%#和($D$$O!#"!#%进一步的
分析还发现/#)基因外显子G#和G! 的缺失与临床
病理分级相关&N#级无缺失!$"F#&与N!级##D&$O
!("’!#$N%级’$D$$O!’"#$#级之间差异显著!F%
$D$(#&且存在甲基化#%例标本中无G#$G! 缺失%

)$例宫颈癌组织经扩增/#)基因外显子#和外显
子!&以(H8:1;<作内对照&与临床病理类型及病理分
级的关系见表%$表’和图!%

图>!宫颈癌!"#基因2" 的C7H产物电泳图

L’*T!$$$分子量标记(#$($&示缺失(

!!’&)!F示阳性(#$’内对照%

F+D=>!!"#D%-%%3,-",59%18+9*)9*19+-,:*

C7H*-*)(4+4
L’*T!$$$I/92:-980I80Z20(#$($&W6/X2332921;/<(

!!’&)!FW6/X23./W;1;C2(#$’(H8:1;<D

表A!宫颈癌!"#基因缺失与临床病理类型相关性

B*0)%A!H%)*&+,-,5!"#D%-%.%)%&+,-*-.

!*&’,),D+9B(!%4+-9%18+9*)9*19+-,:*
病理类型 例数 G#缺失 G!缺失

B816/9/@;:15.2 7/D G#32921;/< G!32921;/<
鳞癌,\-8I/-W2:299:80:;</I8 (( % ’
腺癌P32</:80:;</I8!!!! % # $
透明细胞癌J9280:299:80:;</I8 ! $ #

表I!宫颈癌!"#基因缺失与临床病理分级相关性

B*0)%I!H%)*&+,-,5!"#D%-%.%)%&+,-*-.!*&’,),D+9

D1*.%4+-9%18+9*)9*19+-,:*
病理分级 例数 G#缺失 G!缺失

B816/9/@;:@0832 7/D G#32921;/< G!32921;/<
N# F $ $&
N! ’! ! %
N% #$ ! !

!!&分别与N!和N%比F%$D$(%

&I28<WF%$D$(:/I.8023X;16N!8<3N%&02W.2:1;C295D

>=A!宫颈癌!"#蛋白的表达

)$例宫颈癌.#)蛋白表达呈明显阳性的阳性
率为’FD%%O!!&")$#!bb+bbb#&.#)蛋白表
达下降或无表达!b或+#为(#D)"O!%#")$#&其中

#!$期病例明显阳性为"&D#"O!#&"!’#&.#)蛋
白表达下降或无表达为!$DF%O!("!’#(%!&期
病例!"D"FO!#$"%)#为明显阳性&"!D!!O!!)"%)#

表达下降或无表达%%!&宫颈癌病人.#)表达下
降或无表达率显著高于#!$!F%$D$(#!表(#%

表E!!"#蛋白的表达与宫颈癌临床分期

B*0)%E!23!1%44+,-,5!"#D%-%+-

9%18+9*)9*19+-,:*<+&’.+55%1%-&9)+-+9*)4&*D%4

临床分期

J9;<;:89

W18@2W

例数

7/D

.#)蛋白表达

GV.02WW;/</>.#).0/12;<

例数

7/D
!bb!bbb#O

例数

7/D
!b!+#O

#!$ !’ #& "&D#" ( !$DF%

%!& %) #$ !"D"F !) "!D!!&

!!&与#!$期相比较F%$D$(%

&I28<WF$$D$(:/I.8023X;16162:9;<;:89W18@2W#!$D

%!讨!论

宫颈癌严重威胁着广大妇女的生命&目前的一
些分子生物学方法对其发生$发展$预后及转移的评
估缺乏特异性指标%宫颈癌/#)基因缺失$突变和
蛋白表达的研究报道较多见))*&而关于其/#)基因

(M端启动子区域的J.N岛甲基化研究少有报道&特
别是采用甲基化特异性BJK!L,B#的方法研究宫
颈癌国内未见报道%从基础研究和临床观察两方面
综合分析其发病的报道也不多见%
本文选择了)$例不同期别和病理类型子宫颈

癌患者的肿瘤组织标本进行/#)基因甲基化$/#)
基因缺失及.#)蛋白表达的研究&结果表明/#)基
因失活在宫颈癌中多见&且与病理分级密切相关%

/#)基因甲基化在宫颈癌发生中起着一定作用%

c;0I8<;等)"*为了探讨异常甲基化在宫颈癌发
生中的作用而进行了研究&结果表明/#)基因甲基
化率大于!$O(甲基化的发生独立于其他因素&如’
乳头瘤病毒感染&吸烟史或激素应用等%这项研究
结论将可应用到妇女宫颈癌的筛查&通过异常甲基
化状态检测早期探知癌的发生和高发因素&对宫颈
癌早期诊断具有重大意义)F&&*%
人类对*7P甲基化研究实验主要有两种’!##

甲基化敏感的限制酶消化后&采用,/-1620<斑点杂
交$BJK 或 KTN,!02W10;:1;/<98<3I80Z@2</I;:
W:8<<;<@#和LJP!I216598123J.N;W98<38I.9;>;:8H
1;/<#%!!#亚硫酸氢盐修饰*7P后采用甲基化特异

BJK!I2165981;/<W.2:;>;:BJK&L,B#)#$*%
以往的,/-1620<印迹法敏感度较低&只有当甲

$" 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-.#!$$(!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



基化等位基因的比例达到百分之一以上时才能被检

测出来!而L,B法可检测出比例为千分之一的甲
基化等位片段"对*7P的量和纯度要求也较低"能
用于少量的*7P 或石蜡包埋组织*7P甲基化分
析"给甲基化检测提供了许多方便###$!
本研究在国内率先在宫颈癌研究中应用 L,B

法"选取石蜡切片和新鲜手术两种样本研究/#)基因

(M端启动子区域的J.N岛甲基化"可见#$例正常的
宫颈组织及)$例癌旁组织样本中均未检测到/#)基
因启动子区域甲基化!)$例宫颈癌组织中存在#%
例甲基化"占!#a)"O%#%&)$’"基中#!$期)例"占

!(a$$O%)&!’’"%!&期"例"占#&a’’%"&%)’"两者
无明显差异%F$$a$(’"也提示了/#)基因甲基化可
能是宫颈癌的一个早期变化"与临床分期无明显关
系!结果与以往采用甲基化敏感的限制酶消化后

,/-1620<斑点杂交等方法探测的相一致#’$!
本文以(H8:1;<为内对照"并对每份标本重复两

次以上扩增"结果发现)$例宫颈癌组织中&例发生

/#)基因缺失"缺失频率为#(D$$O%&&)$’!本研
究发现/#)基因缺失与宫颈癌不同病理类型有一
定关系"本组病例的鳞癌(腺癌及透明细胞癌的缺失
率分别为#!D"%O%"&((’(%%D%%O%#&%’和($D$$O
%#&!’"鳞癌的缺失率明显低于后两组!d;I采用

BJK方法检测了("例?Bc%b’的原发宫颈癌和%
个宫颈癌细胞株"结果发现没有#例发生/#)基因
的缺失和突变"这证实了作者的推测"即鳞癌的发生
可能与人乳头瘤病毒的感染的关系更大!但由于本
组病例数少"尤其腺癌和透明细胞癌仅%例"进一步
的结论有待今后继续研究!本研究通过免疫组化法
检测了)$例宫颈癌组织.#)蛋白的表达"结果表明

.#)蛋白的表达率与宫颈癌临床分期显著相关"%
!&期病例组显著低于#!$期!
本研究的统计结果表明")$例宫颈癌中/#)基

因甲基化率为!#D)"O%#%&)$’"#%例甲基化标本均
不存在/#)基因外显子的纯合缺失)/#)基因缺失
率为#(D$$O%&&)$’"&例存在缺失标本均不存在甲
基化)然而发生/#)基因甲基化及缺失的标本均存
在.#)蛋白表达下降或无表达!)$例宫颈癌甲基
化和/#)基因缺失的总频率为%)D)"O".#)蛋白
表达下降或无表达率为(#D)"O"可见总频率低于

.#)蛋白表达异常率"因而可以判定还有其他因素
%如突变等’影响蛋白表达!)$例宫颈癌标本有%#

例存在/#)基因表达异常"其中甲基化和/#)基因
缺失占"$D&"O%!!&%#’"可见两者在/#)基因失活
中占重要地位"是引起/#)基因失活的主要因素!
分析)$例宫颈癌病例"可见/#)基因缺失主要发生
在病理分级为N!(N% 个体%共&例*N!(例"N%’例’"
提示/#)基因缺失与肿瘤恶性程度及分化有密切关
系"这结果还提示/#)基因参与了宫颈癌的发生!
由于/#)基因作用于J*d’的特异性强"基因

小"易于操作"因此逐渐成为人们进行基因治疗的靶
基因之一!因此探讨/#)基因在临床肿瘤中的改
变情况"对进一步的基因治疗具有重要意义!
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