
!"#

!

!"$#$%!

"

%

$#&&'$!"""(&'%&$("!($")$"!$

收稿日期!

("!!("$("&

#修回日期!

("!(("((!"

基金项目!教育部博士学科点专项科研基金%新教师基金&

%

(""%"*&%!%(

&

作者单位!

!$'!&!")

广东深圳$深圳市光明新区人民医

院耳鼻喉科#

($

深圳市南山人民医院耳鼻喉科

作者简介!张松%

!$)$(

&$男$博士$副主任医师$主要从

事头颈部肿瘤发生发展机制的研究

X4-

基因启动子区低甲基化在鼻咽癌侵袭

转移中的作用
张

!

松!

$李
!

烁(

$高春生(

1-(5(+'-N'

6

(5'+<

%

$#+3("(471!X'"'1$#

%

#A($'3"L"0#&3("#".='+#&+#&3&(4Q#&(,

6

<#-

%

"

2

'#$9#":'-

CHI'

6

)"'

6

!

$

9#)HX"

(

$

2I"*HX'&HF'

6

(

!#F*

.

'+06*(0-

8

S0-1'+

7

(

=

-1-

=7

$

P3'(

=

6/(

=

R*VF/"0+/)0&*-

.

1*N",-"

.

/0'1-

8

:4*(M4*(

$

:4*(M4*(

'!&!")

$

$4/('

#

(#F*

.

'+06*(0-

8

S0-1'+

7

(

=

-1-

=7

R'("4'(&*-

.

1*N",-"

.

/0'1-

8

:4*(M4*(

!>&+-#:+

!

?>

@

':+30'

!

1"FO

L

E"MFRHFMFEIR#"'&H#

L

NFRYFF'"URHF

L

M"5"RFMHF

L

"5FRH

Z

EIR#"'"UX4-

6

F'FI'!#'(

WI&#"'I'!5FRI&RI&#&"U'I&"

L

HIM

Z

'

6

FIEVI'VFM$='+<(.&

!

3FRH

Z

EIR#"'(&

L

FV#U#V

L

"E

Z

5FMI&FVHI#'MFIVR#"'

%

4*,

&

I'!MFWFM&FRMI'&VM#

L

R#"'4*,RFVH'#

b

XF&YFMFX&F!R"!FRFM5#'FRHF

L

M"5"RFM5FRH

Z

EIR#"'&RIRX&I'!5,0-

FO

L

MF&&#"'"UX4-

6

F'F#''I&"

L

HIM

Z

'

6

FIEVI'VFMI'!VHM"'#V#'UEI55IR#"'R#&&XF#'

L

HIM

Z

'O'I&IE#&$A'&7$+&

!

.F

L

"5FRH

Z

EIR#"'"UX4-

6

F'F

L

M"5"RFMYI&U"X'!#''!"U'&'I&"

L

HIM

Z

'

6

FIEVI'VFM&I5

L

EF&$.F

L

FM5FRH

Z

EI(

R#"'"UX4-

6

F'F

L

M"5"RFMYI&U"X'!#'RHF"RHFM&FWF''I&"

L

HIM

Z

'

6

FIEVI'VFMR#&&XF&$.F

L

FM5FRH

Z

EIR#"'"U

X4-

6

F'F

L

M"5"RFMYI&U"X'!#'IEEVHM"'#V#'UEI55IR#"'R#&&XF"U

L

HIM

Z

'O'I&IE#&$BWFM(FO

L

MF&&#"'"UX4-

5,0-YI&U"X'!#''I&"

L

HIM

Z

'

6

FIEVIMV#'"5IR#&&XF&YH#VH

L

M"5"RFMHF

L

"5FRH

Z

EIR#"'$GFI\"M'"FO

L

MF&&#"'

"UX4-5,0-YI&U"X'!#''I&"

L

HIM

Z

'

6

FIEVIMV#'"5IYH#VH

L

M"5"RFMHF

L

FM5FRH

Z

EIR#"'VI'VFI'!VHM"'#V#'(

UEI55IR#"'R#&&XF#'

L

HIM

Z

'O'I&IE#&$9(":$7&3("

!

BWFM(FO

L

MF&&#"'"UX4-

6

F'F#&MFEIRFR"

L

M"5"RFMHF

L

"5FRH(

Z

EIR#"'#''I&"

L

HIM

Z

'

6

FIEVI'VFMR#&&XF&$4M"5"RFMHF

L

"5FRH

Z

EIR#"'"UX4-

6

F'F

L

"&&#NEFE

Z

V"'VFM'F!Y#RH#'WI(

&#"'I'!5FRI&RI&#&"U'I&"

L

HIM

Z

'

6

FIEVI'VFM$

B'

%

;(-.&

!

DM"\#'I&F

L

EI&5#'"

6

F'IVR#WIR"M

%

X4-

&#

.

ZL

"5FRH

Z

EIR#"'

#

0I&"

L

HIM

Z

'

6

FIEVI'VFM

摘
!

要!目的
!

探讨
X4-

基因启动子区低甲基化状态与鼻咽癌侵袭转移的关系(方法
!

用甲基化特异

性
4*,

及
,1.4*,

法检测分析鼻咽癌及鼻咽部慢性炎症组织中
X4-

基因甲基化状态及其基因表达

情况$分析
X4-

基因低甲基化与鼻咽癌侵袭转移的关系(结果
!

'&

例鼻咽癌组织中有
'!

例为
X4-

基

因低甲基化$其余
%

例为高甲基化$而鼻咽部慢性炎症组织中
X4-

基因均为高甲基化#低甲基化的鼻咽

癌组织中均见
X4-5,0-

强表达$而高甲基化的鼻咽癌和鼻咽部慢性炎症组织中仅见
X4-5,0-

弱

表达或无表达(结论
!

鼻咽癌中
X4-

基因的高表达与其基因启动子区低甲基化有关$

X4-

基因低甲基

化可能与鼻咽癌的侵袭转移有关(

关键词!尿激酶型纤溶酶原激活剂%

X4-

&#低甲基化#鼻咽癌

中图分类号!

,%#$$)

!!

文献标识码!

-

!!

文章编号!

!"""(&'%&

%

("!(

&

")(")$!("#

!

!

引言

转移是恶性肿瘤的重要生物学特性$细胞外基

质的降解是肿瘤浸润正常组织并开始转移的信号及

重要途径(尿激酶型纤溶酶原激活剂%

X4-

&介导的

纤溶酶原激活系统$促进肿瘤细胞周围细胞外基质

蛋白的降解$在肿瘤的侵袭和转移过程中发挥重要

作用(研究发现$在乳腺癌+

!

,

'直肠癌+

(

,及前列腺

癌+

#

,等多种肿瘤组织中
X4-

基因高表达(最近黄

涛等+

*

,研究发现鼻咽癌组织中
X4-

基因表达较鼻

咽部慢性炎症组织表达明显增高$且与鼻咽癌的转

移及预后有关(有研究指出$肿瘤组织中
X4-

基因

高表达与其启动子区低甲基化有关$鼻咽癌组织中

X4-

基因启动子区甲基化情况与其表达的关系还

未见报道(本研究拟在鼻咽癌及鼻咽部慢性炎症组

织中检测
X4-

表达及其与基因启动子区甲基化的

关系$探讨
X4-

基因表观遗传学调控在鼻咽癌侵袭

转移中的作用$为鼻咽癌的基因治疗提供实验基础(

"

!

资料和方法

!$!

!

标本来源

标本来自
(""&

年
!

月.

(""$

年
!(

月期间于

武汉协和医院就诊发现鼻咽新生物取活检的患者$

其中低分化鳞癌
'&

例$慢性炎症
!%

例(上述确诊

鼻咽癌患者中男
*#

例'女
!'

例$其中有淋巴结转移

者
#(

例$无淋巴结转移者
()

例#慢性炎症患者中$

男
$

例$女
&

例(所有病例活检前均未经过放疗和

化疗(
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主要试剂及仪器

基因组
80-

亚硫酸氢钠修饰试剂盒%

C

Z

5"

2"E!F'3FRH

Z

EIR#"'_#R

&购于美国%

C

Z

5"

$

BMI'

6

F

$

*-

$

D)-

&#

1,+T"E

试剂购于
2#NV"

公司#逆转录酶
39J

为

4M"5F

6

I

公司产品(

4*,

仪为
$)""

型$成像系统为

2MIN(#R*$"

$分析软件为
2FEY"M\&!8#'RFM!#IRF

(

!$#

!

80-

提取和亚硫酸氢钠修饰

各组织基因组
80-

提取使用
80FI&

Z

R#&&XF

\#R

%

a#I

6

F'

$

.#E!F'

$

2FM5I'

Z

&$亚硫酸氢钠修饰使

用
C

Z

5"2"E!F'3FRH

Z

EIR#"'_#R

$具体步骤严格参

照产品说明书(

!$*

!

甲基化特异性
4*,

%

3)4

&

X4-

基因扩增采用甲基化特异性
4*,

%

3)4

法&$甲基化引物序列!

'[(-2* 211 2*2 2--

21- *2* 22(#[

%正义链&$

'[(**2 **2 *-2

****2***---(#[

%反义链&#非甲基化引物序

列!

'[(-212112122--21-12122(#[

%正

义链&$

'[(**-**-*--****-***- --(#[

%反义链&(扩增反应在下面的条件下进行!

$'f

#5#'

$

$'f#"&

$

'(f#"&

$

%(f*'&

共
!"

个循环$

$'f#"&

$

'"f#"&

$

%(f*'&

共
("

个循环$最后

%(f

延伸
'5#'

(取
!"

,

E4*,

扩增产物用
(7

琼

脂糖凝胶电泳$紫外灯下观察并照相(

!$'

!

,0-

提取及
,1(4*,

检测
5,0-

取
.%"f

存放的上述组织$每份约
'"5

6

$用

!5E1M#T"E

%按说明书操作&逐步提取总
,0-

(然

后用逆转录酶及相关试剂按说明合成
V80-

(根据

2F'@I'\

中
X4- 5,0-

序 列 %

@*"!#'%'

&$用

4M#5FM4MF5#FM'$"

设计引物!

'(-*- 11*-*1

2212*- -*1 2*(#

%正义链&和
'(111 ***

*-22***-2*12--(#

%反义链&(

%

(IVR#'

引物

序列为!

'[(*21*122-**122*122**22

2-**(#[8

%正义链&和
'[(*1- 2-- 2*- 111

2*2 212 2-* 2-1 2(#[

(

4*,

反应条件为!

$'f#5#'

$

$'f#"&

$

)"f#"&

$

%(f#"&

共
#"

个

循环$最后
%(f

延伸
'5#'

(取
!"

,

E4*,

扩增产

物用
!$'7

琼脂糖凝胶电泳$紫外灯下观察并照相(

然后用
2FEY"M\&!8#'RFM!#IRF

软件分析各条带的

吸光度值$以目的基因对
%

(IVR#'

的相对吸光度值记

录结果(

!$)

!

统计学方法

应用
)4))!($"

软件进行统计学分析$

X4-

基

因启动子区低甲基化及其
5,0-

表达与各临床资

料之间的关系用独立样本的
0

检验进行分析$取
&

"

"$"'

为差异有统计学意义(

'

!

结果

($!

!

鼻咽癌及鼻咽部慢性炎症组织中
X4-

基因甲

基化

甲基化特异性
4*,

检测结果显示!

'&

例鼻咽

癌组织中有
'!

例
X4-

基因低甲基化$

%

例高甲基

化$在
#(

例伴有淋巴结转移的鼻咽癌组织中有
#!

例
X4-

基因为低甲基化$仅
!

例为高甲基化#而
()

例无淋巴结转移的鼻咽癌组织中有
("

例
X4-

基因

低甲基化$

)

例发生高甲基化$两者差异有统计学意

义%

&

"

"$"!

&(

!%

例鼻咽部慢性炎症组织中无一例

发生低甲基化$图
!

示鼻咽癌组织中仅有非甲基化

条带$无甲基化条带$而鼻咽部慢性炎症中仅有甲基

化条带$无非甲基化条带$甲基化与非甲基化产物大

小均为
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图
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X4-5,0-

在鼻咽癌及鼻咽部慢性炎症组织

中的表达

,1(4*,

结果显示!

'!

例
X4-

基因低甲基化

的鼻咽癌组织中
X4- 5,0-

均为高表达%

"$'!()

/"$!#)(

&#

%

例
X4-

基因高甲基化的鼻咽癌组织

及
!%

例鼻咽部慢性炎症组织中仅见
X4- 5,0-

的低表达或无表达%

"$(!(&/"$"!($

&$两者差异有

统计学意义%

&
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鼻咽癌及鼻咽部慢性炎症组织中
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表达电泳图
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讨论

尿激酶纤溶酶原激活剂%

X4-

&是一种多功能丝

氨酸蛋白酶$分子量
''\8

(其主要功能是与其受

体
X4-,

结合$激活纤溶酶系统$使细胞外基质和

基底膜的多种成分降解$从而使肿瘤细胞穿透正常

组织屏障$引起肿瘤浸润和转移(另外$

X4-

也参

与了一些与纤溶酶无关的活动$因此它与肿瘤的发

生密切相关(一些研究已经发现多种肿瘤组织中

X4-

基因高表达$且与肿瘤的侵袭转移及预后有

关+

!(#

,

(很明显$在正常组织和肿瘤组织中
X4-

基

因的表达调控机制是相同的(

4I\'F&HI'

等+

'

,研究

发现在乳腺癌组织中
X4-

基因高表达与其基因启

动子区去甲基化有关(尽管有作者报道鼻咽癌组织

中
X4-

基因高表达$但是$

X4-

基因启动子区甲基

化状况还未见报道(

X4-

基因在鼻咽癌中高表达的机制还不十分

清楚$有研究指出
X4-

基因高表达可能与其基因启

动子区低甲基化有关(基因的甲基化状态与其表达

情况有关$研究较多的是在多种肿瘤中一些抑癌基

因启动子区高甲基化使其表达沉默$我们先前的研

究也发现鼻咽癌+

)

,和喉癌+

%

,中抑癌基因
8-4_

启

动子区高甲基化与其发生发展有关(近年发现$一

些癌基因及转移相关基因的低甲基化可使其高表

达$与肿瘤的发生和转移有关$如
L

(VI!HFM#'

+

&

,

'

M(

MI&

+

$

,和
V(5

Z

V

+

!"

,

(本研究我们发现在鼻咽部慢性

炎症组织及
X4-

基因高甲基化的鼻咽癌组织中

X4-5,0-

弱表达或无表达$而在
X4-

基因低甲

基化的鼻咽癌组织中
X4-5,0-

均为高表达(这

些结果表明
X4-

基因的高表达可能与其启动子区

低甲基化有关(

X4-

基因高表达$可促进肿瘤细胞周围细胞外

基质蛋白的降解$从而使肿瘤细胞浸润和转移(有

些学者发现
X4-

基因高表达与肿瘤的侵袭及转移

有关$如
2I

Z

E#&

等+

!!

,发现在
4*#

前列腺癌模型中

X4-

基因高表达与癌细胞的侵袭能力密切相关#

3#'""

等+

!(

,研究发现
X4-

基因高表达与结肠癌的

预后有关(我们在分析
X4-

基因甲基化与鼻咽癌

侵袭转移的关系时发现$在
#(

例伴有淋巴结转移的

鼻咽癌组织中有
#!

例
X4-

基因为低甲基化$仅
!

例为高甲基化#而
()

例无淋巴结转移的鼻咽癌组织

中有
("

例
X4-

基因低甲基化$

)

例发生高甲基化$两

者差异具有统计学意义(在所有
X4-

基因低甲基化

的鼻咽癌组织中
X4-5,0-

均为高表达$而高甲基

化的鼻咽癌组织及鼻咽部慢性炎症组织中
X4-5,(

0-

弱表达或无表达$这些结果表明
X4-

基因低甲基

化使其高表达可能与鼻咽癌的侵袭和转移有关(

总之$鼻咽癌组织中
X4-

基因的高表达可能与

其基因的低甲基化有关$我们进一步的研究将在体

外培养的鼻咽癌细胞中通过改变
X4-

基因的甲基

化状态观察其表达的变化及鼻咽癌细胞生长及侵袭

转移能力的变化$进一步探讨
X4-

基因的甲基化状

态与鼻咽癌细胞的生长及侵袭转移能力的关系$为

鼻咽癌的基因治疗提供新的研究方向(
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