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五聚素 ３ 基因甲基化在食管鳞癌中的作用
王俊雄　杨硕　贺远龙　朱圣韬　张澍田

　　【摘要】　目的　研究食管鳞癌组织中五聚素 ３ （ＰＴＸ３）基因的表达，以及基因启动子区甲基
化状态对其表达的影响。 方法　应用半定量逆转录 ＰＣＲ（ＲＴ唱ＰＣＲ）、甲基化特异性 ＰＣＲ （ＭＳＰ）、免
疫组织化学的方法对癌旁食管黏膜组织和食管鳞癌组织进行检测，分析 ＰＴＸ３ 基因 ｍＲＮＡ 的表达、
基因启动子区甲基化状态和 ＰＴＸ３ 蛋白阳性表达与食管癌临床病理特征的关系。 结果　２５％
（５／２０）食管鳞癌组织和 ９０％（１８／２０）正常食管黏膜组织存在 ＰＴＸ３ 基因表达，ＰＴＸ３ ｍＲＮＡ 在食管
癌与癌旁组织之间的表达差异有统计学意义（χ２ ＝１７．２８９， P ＜０．００１）。 ８０％（１６／２０）食管鳞癌组
织和 ２５％（５／２０）正常食管黏膜组织存在 ＰＴＸ３ 基因 ＣｐＧ 岛超甲基化，提示 ＰＴＸ３ 基因超甲基化与
食管癌发生之间有关联（χ２ ＝１２．１３，P ＜０．００１）。 ＰＴＸ３ 蛋白在食管癌组织中表达的阳性率为
３０畅３８％（２４／７９），癌旁食管组织 ＰＴＸ３蛋白阳性表达率为 ８４．８１％（６７／７９）（P ＜０．００１）。 随着食管
癌临床分期增加，ＰＴＸ３ 蛋白阳性表达率逐渐降低。 结论　ＰＴＸ３ 基因启动子高甲基化是 ＰＴＸ３表达
失活的主要原因，在食管鳞癌的发生发展中起重要作用，ＰＴＸ３ 基因启动子甲基化可作为食管鳞癌
预后评估的潜在肿瘤标志物。

【关键词】　食管肿瘤；　基因， 抑制；　ＤＮＡ甲基化；　五聚素 ３

Effect of PTX3 gene methylation in human esophageal squamous cell carcinoma　WANG Jun唱xiong，
YANG Shuo， HE Yuan唱long， ZHU Sheng唱tao， ZHANG Shu唱tian．Medical and Health Center， Beijing
Friendship Hospital Affiliated to The Capital Medical University， Beijing 100050，China
Corresponding author：ZHANG Shu唱tian，Email：jxwang88＠gmail．com
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ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＥＳＣＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ．Results　Ｔｈｅ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
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ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ （２５％） （P＜０畅００１）．Conclusions　Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌ ＰＴＸ３ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｔｕｍｏｒ
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　　五聚素 ３（ｐｅｎｔｒａｘｉｎ３，ＰＴＸ３）基因位于人染色体的 ３ｑ２５，也有学者称之为肿瘤坏死因子刺激基因 １４
（ＴＳＧ１４），编码的蛋白由五个相同的亚单位组成长五聚体，分泌型的 ＰＴＸ３ 是一个 ４５ ０００ Ｄａ 的糖蛋白。 目
前已发现 ＰＴＸ３与多种恶性肿瘤如乳腺癌、淋巴瘤的血管生成和细胞凋亡相关［１唱２］ 。 食管癌是我国常见的恶
性肿瘤之一，人群患病率和病死率仍处于较高水平，ＰＴＸ３ ｍＲＮＡ在食管癌中的表达尚无报道。 近年来，ＤＮＡ
异常甲基化在肿瘤发生发展中的作用越来越受到重视，在肿瘤发生中，抑癌基因的高甲基化和部分原癌基
因的低甲基化形成肿瘤细胞中的异常甲基化模式：即全基因组普遍的低甲基化和局部性（ＣｐＧ岛区域）的高
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甲基化并存［３］ 。 本实验检测 ＰＴＸ３ ｍＲＮＡ在食管癌中的表达，研究其启动子区甲基化在食管鳞状细胞癌（以
下简称食管鳞癌）中的作用。

材料和方法

１畅实验标本：２０ 例食管鳞癌组织及癌旁食管黏膜组织取自 ２００６ ～２００７ 年首都医科大学附属北京友谊
医院胸外科手术标本，冻存于液氮中。

７９ 例食管鳞癌组织及癌旁食管黏膜组织取自 ２００６ ～２００７ 年首都医科大学附属北京友谊医院胸外科手
术标本，石蜡包埋。 癌旁组织为距病灶 ＞５ ｃｍ 的同一个体的正常组织。 临床分期参考 １９９７ 年 ＵＩＣＣ唱ＴＮＭ
分期标准。 ７９ 例患者中男 ５４ 例，女 ２５例。 年龄 ３７ ～８６ 岁，平均年龄 ６０畅７ 岁，中位年龄 ６１ 岁。

２畅实验仪器和试剂：ＰＴＣ２００ ＰＣＲ 扩增仪（ＭＪ，美国），ＧＥＬ唱ＤＯＣ２０００ 型紫外凝胶成像系统（Ｂｉｏ唱Ｒａｄ，美
国），石蜡切片机（Ｌｅｉｃａ ＲＭ２１４５），显微镜及数码成像系统（Ｎｉｋｏｎ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｅ６００Ｗ），通用型 ＳＰ９０００ 免疫组化
染色试剂盒（北京中杉金桥生物技术有限公司），ＰＴＸ３ 一抗（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国），细胞株及组织基因组 ＤＮＡ 提
取试剂盒（ＴＩＡＮＧＥＮ ＤＰ３０３，北京），甲基化特异性 ＰＣＲ 试剂盒（Ｔａｋａｒａ，大连宝生物）。

３畅ＲＮＡ 的提取及基因组 ＤＮＡ的提取：取所有 ２０ 例患者的肿瘤组织标本及癌旁组织各约 ５ ｍｇ，放入含
１ ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌ 溶液的管中，研碎后按厂商说明书提取 ＲＮＡ。 研磨组织成悬液，离心后取细胞株沉淀。 使用基因
组 ＤＮＡ提取试剂盒，按说明书进行。

４畅ＰＴＸ３基因表达的检测：将提取的 ２０ 例食管癌组织和癌旁组织中的 ＲＮＡ反转录为 ｃＤＮＡ，再以 ｃＤＮＡ
为模板进行 ＰＣＲ 扩增。 ＰＣＲ反应条件：９５ ℃预变性５ ｍｉｎ；９５ ℃变性４５ ｓ、５５ ℃退火４５ ｓ、７２ ℃延伸６０ ｓ，３５次
循环；最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 反应产物进行琼脂糖凝胶电泳，运用凝胶电泳成像及图像分析系统进行图像分
析。 相关引物如下：ＰＴＸ３唱Ｆ：５′唱ＴＣＴＣＴＧＧＴＣＴＧＣＡＧＴＧＴＴＧＧ唱３′，ＰＴＸ３唱Ｒ：５′唱ＴＧＡＡＧＡＧＣＴＴＧＴＣＣＣＡＴＴＣＣ唱３′；
ＧＡＰＤＨ唱Ｆ：５′唱ＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴ唱３′，ＧＡＰＤＨ唱Ｒ：５′唱ＡＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣ唱３′。

５畅ＰＴＸ３基因启动子区甲基化检测：将 ２０例食管癌组织、癌旁组织基因组 ＤＮＡ 进行亚硫酸氢盐修饰，
然后采用 ＭＳＰ法对修饰后的 ＤＮＡ进行甲基化检测。 ＰＴＸ３ 甲基化引物：ＭＳＰ唱Ｆ：５′唱ＣＧＴＴＴＧＣＧＧＴＴＡＧＧＡＧ唱
ＴＡＴＴＣ唱３′，ＭＳＰ唱Ｒ：５′唱ＣＡＡＡＡＣＧＴＣＧＴＣＣＧＴＡＡＣＴＴＡ唱３′，扩增片段 １０３ ｂｐ。 ＰＴＸ３ 非甲基化引物：ＰＴＸ３唱ＵＳＰ唱
Ｆ： ５′唱ＴＧＴＧＴＴＴＧＴＧＧＴＴＡＧＧＡＧＴＡＴＴＴＧ唱３′， ＰＴＸ３唱ＵＳＰ唱Ｒ： ５′唱ＣＡＡＡＡＣＡＴＣＡＴＣＣＡＴＡＡＣＴＴＡ唱３′， 扩 增 片 段
１０５ ｂｐ。 ＰＣＲ反应条件：９５ ℃预变性１０ ｍｉｎ；９５ ℃ ４５ ｓ、５９ ℃ （甲基化）／５０ ℃（非甲基化）４５ ｓ、７２ ℃４５ ｓ，３５
次循环；最后７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 反应产物进行琼脂糖凝胶电泳，凝胶电泳成像及图像分析系统进行图像
分析。

６畅免疫组织化学 ＳＰ法检测食管组织中 ＰＴＸ３ 的表达：食管癌和癌旁食管黏膜组织标本用石蜡包埋，
４ μｍ 切片，常规处理。 检测过程按 ＳＰ试剂盒操作手册进行，以 ＰＴＸ３单抗隆抗体为一抗，ＤＡＢ显色，按阳性
细胞比例判断其是否为阳性表达

［４］ 。
７畅统计学方法：用 ＳＰＳＳ １６畅０ 统计软件进行统计分析。 两组均数的比较用独立样本 t检验；率的比较采

用χ２ 检验。 P＜０畅０５ 为差异有统计学意义。

结　　果

１畅ＲＴ唱ＰＣＲ结果：２５％食管癌组织（５／２０）和 ９０％正常食管黏膜组织（１８／２０）存在 ＰＴＸ３ 基因表达
（图 １），ＰＴＸ３ ｍＲＮＡ在食管癌与癌旁之间的表达差异有统计学意义（χ２ ＝１７畅２８９，P ＜０畅００１）。

２畅ＭＳＰ结果：８０％食管癌组织（１６／２０）和 ２５％正常食管黏膜组织（５／２０）存在 ＰＴＸ３基因 ＣｐＧ岛超甲基
化（图 ２），ＰＴＸ３基因超甲基化与食管癌发生之间有关联（χ２ ＝１２畅１３，P ＜０畅００１）。

３畅免疫组织化学结果：（１） ＰＴＸ３ 蛋白阳性染色颗粒主要定位于细胞胞质内（图 ３）。 （２）食管癌组
ＰＴＸ３蛋白阳性表达率为 ３０畅３８％（２４／７９），癌旁组 ＰＴＸ３ 蛋白阳性表达率为 ８４畅８１％（６７／７９）。 食管癌组
ＰＴＸ３蛋白阳性表达率显著低于癌旁组组（χ２ ＝４１畅０３９，P ＜０畅０００１）。 （３）ＰＴＸ３蛋白阳性表达与食管癌临床
病理特征的关系：病变组织的 ＰＴＸ３ 的表达与患者的性别、年龄、吸烟嗜好、肿瘤浸润深度及淋巴结转移均无
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关，P均＞０畅０５。 根据临床病理分期Ⅰ＋Ⅱａ 期组与Ⅱｂ ＋Ⅲ ＋Ⅳ期组之间 ＰＴＸ３ 蛋白阳性表达率（３２畅７６％
vs．２３畅８１％）差异有统计学意义（χ２ ＝６畅３５６，P ＝０畅０１２） （表 １）；随临床分期增加，ＰＴＸ３ 蛋白阳性表达率逐
渐降低。 ＰＴＸ３蛋白表达阳性的年龄为（５９畅６ ±２１畅５）岁，阴性为（６１畅２ ±２３畅５）岁，t ＝０畅６７７，P ＝０畅５１０。

表 1　ＰＴＸ３甲基化与临床病理因素的关系
临床因素 例数

ＰＴＸ３ 表达［例，（％）］

阳性 阴性
χ２ 值 P值

总数 ７９ ǐ２４（３０ ⅱⅱ畅３８） ５５（６９ zz畅６２）

性别

　男 ５４ ǐ２９ !!畅６３（１６） ７０ ��畅３７（３８） ０ 噰噰畅０４５ ０ WW畅８３１

　女 ２５ ǐ３２ !!畅００（８） ６８ ��畅００（１７）

吸烟史

　有 ３８ ǐ３１ !!畅５８（１２） ６８ ��畅４２（２６） ０ 噰噰畅０５ ０ WW畅８２３

　无 ４１ ǐ２９ !!畅２７（１２） ７０ ��畅７３（２９）

浸润深度

　未达纤维膜 ４６ ǐ３４ !!畅７８（１６） ６５ ��畅２２（３０） １ 噰噰畅００９ ０ WW畅３１５

　侵达纤维膜 ３３ ǐ２４ !!畅２４（８） ７５ ��畅７６（２５）

淋巴结转移

　有 ２０ ǐ２０ !!畅００（４） ８０ ��畅００（１６） ２ 噰噰畅５３６ ０ WW畅３１１

　无 ５９ ǐ３３ !!畅９０（２０） ６６ ��畅１０（３９）

ＴＮＭ 分期
　Ⅰ ＋Ⅱａ ５８ ǐ３２ !!畅７６（１９） ６７ ��畅２４（３９） ６ 噰噰畅３５６ ０ WW畅０１２ ａ

　Ⅱｂ ＋Ⅲ ＋Ⅳ ２１ ǐ２３ !!畅８１（５） ７６ ��畅１９（１６）

　　注：Ⅰ ＋Ⅱａ与Ⅱｂ ＋Ⅲ ＋Ⅳ两组之间比较，ａP ＜０畅０５
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讨　　论

ＰＴＸ３是一种长五聚素分子，在机体炎症反应时含量升高，因而称为急性期反应蛋白［５］ 。 ＰＴＸ３ 合成部
位广泛，主要有颗粒性白细胞、脂肪细胞、内皮细胞、平滑肌细胞、成纤维细胞等。 ＰＴＸ３ 具有多种生物学效
应，可结合多种可溶性受体配基参与免疫防御、女性生殖生育、细胞凋亡和血管再生的调节，同时也是急性
冠状动脉综合征的早期生物学指标之一

［６唱１０］ 。
目前的研究证实多种肿瘤与 ＰＴＸ３ 相关，Ｗｉｌｌｅｋｅ等［１］

报道在脂肪肉瘤 ｐｅｎｔｒａｘ 相关基因即 ＰＴＸ３ 较正常
组织表现出高表达。 ｍＲＮＡ和蛋白质表达结果一致。 然而并不是所有的病例 ＰＴＸ３ 的 ＲＮＡ 和蛋白质表达
水平都具有相关性。 ＰＴＸ３与脂肪细胞的分化有关，并且在人类的软组织肉瘤中其表达有显著增加。

Ｍａｒｇｈｅｒｉ等［２］选取两株与正常乳腺上皮细胞比 ＭＭＰ１２ 和 ＰＴＸ３ 表达非常低的乳腺癌细胞系，并稳定转
染目的基因，发现 ＰＴＸ３高表达的克隆株显示了强大的抗成纤维细胞生长因子 ２（ＦＧＦ２）毛细血管形成活性。
把转染株和对照乳腺癌细胞注入裸鼠皮下，观察到转染株肿瘤生长减缓，肿瘤坏死的程度说明 ＰＴＸ３ 具有抗
血管生成作用从而抑制肿瘤的进展。
半定量 ＲＴ唱ＰＣＲ检测 ２０例食管鳞癌组织、相应的癌旁正常组织中 ＰＴＸ３ ｍＲＮＡ的表达发现，ＲＴ唱ＰＣＲ 结

果显示 ＰＴＸ３ ｍＲＮＡ在 ２０例食管癌旁正常组织中有 １８例表达，而 ２０ 例食管鳞癌组织中有 １５ 例 ＰＴＸ３ ｍＲ唱
ＮＡ表达缺失，缺失率达 ７５％，提示 ＰＴＸ３ ｍＲＮＡ在食管癌与癌旁之间表达差异有统计学意义（χ２ ＝１７畅２８９，
P ＝０畅０００）。 因此推测 ＰＴＸ３基因在食管鳞癌中是一个抑癌基因。
通过测定基因启动子 ＣｐＧ岛的甲基化状态来判断基因的表达情况，为研究基因表达提供了在 ＤＮＡ 水

平的重要途径。 ＤＮＡ甲基化与肿瘤发生和演变有密切关系，肿瘤的 ＤＮＡ异常甲基化成为近年来肿瘤研究
的一个热点。 ＭＳＰ结果显示 ８０％（１６／２０）食管癌组织和 ２５％（５／２０）正常食管黏膜组织存在 ＰＴＸ３基因 ＣｐＧ
岛超甲基化，提示 ＰＴＸ３基因超甲基化与食管癌发生之间有关联（χ２ ＝１２畅１３，P ＝０畅０００）。 ＰＴＸ３ ｍＲＮＡ表达
水平与基础 ＰＴＸ３基因甲基化程度呈负相关趋势，即较高的基因甲基化程度伴随较低的 ＰＴＸ３ ｍＲＮＡ表达水
平。 这强烈提示 ＰＴＸ３基因过甲基化可能是抑制基因转录表达的机制之一，表明 ＰＴＸ３基因启动子区高甲基
化是食管鳞癌中常见的表观遗传事件，造成 ＰＴＸ３的表达缺失，而 ＰＴＸ３ 基因具有抗血管生成从而抑制肿瘤
进展的作用。 所以 ＰＴＸ３启动子区高甲基化参与了食管鳞癌的发生发展过程。
免疫组织化学法检测 ７９例的食管鳞癌及癌旁食管黏膜 ＰＴＸ３ 蛋白的表达关系，并结合临床病理特征

（患者性别、年龄、吸烟史、临床病理分期、浸润深度、淋巴结转移）判断 ＰＴＸ３ 蛋白表达与食管鳞癌临床病理
特征的关系。 随临床分期增加，ＰＴＸ３ 蛋白阳性表达率逐渐降低（P ＝０畅０１２）。 另外，ＰＴＸ３ 蛋白阳性表达与
患者年龄、性别、是否吸烟、浸润深度、部位等无关（P ＞０畅０５）。 因此提示 ＰＴＸ３ 在食管癌的发展过程中起重
要作用，ＰＴＸ３蛋白量低表达可能预示食管癌预后差。

通过本研究，我们认为食管鳞癌中 ＰＴＸ３ 的表达可能存在多重调控机制，ＰＴＸ３ 基因启动子区域出现异
常甲基化，可能是导致该基因失活的重要机制之一，这将有助于揭示食管癌的发生、发展机制，也为肿瘤的
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防治提供了新的思路。 另外对 ＰＴＸ３ 表达及其甲基化状态的检测也将有助于判断肿瘤的恶性程度和预后。
ＰＴＸ３基因启动子高甲基化是 ＰＴＸ３表达失活的主要原因，在食管鳞癌的发生发展中起重要作用，ＰＴＸ３

基因启动子甲基化可作为食管鳞癌早期筛查及预后评估的肿瘤标志物。
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