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　　【摘要】　目的　利用 Ｓｅｑｕｅｎｏｍ 定量检测宫颈癌抑癌基因（ＳＯＸ唱１、ＮＫＸ６畅１、ＰＡＸ唱１、ＬＭＸ１Ａ、ＯＮＥＣＵＴ１、
ＷＴ１）甲基化的程度和甲基化的位点。 方法　利用石蜡切片提取组织 ＤＮＡ，对提取的 ＤＮＡ进行甲基化位点
的保护并设计针对抑癌基因转录起始点前的富含 ＣＰＧ 岛区域的引物进行 ＰＣＲ扩增，将扩增出的 ＤＮＡ转录
成 ＲＮＡ后使用 Ｓｅｑｕｅｎｏｍ 质谱分析仪进行基因甲基化程度的定量检测和甲基化位点的检测。 结果　正常对
照组和宫颈上皮内瘤样病变（ＣＩＮ）Ⅰ级组各个基因的甲基化程度较低（ ＜２０％），无统计学意义（P ＞０畅０５），
ＣＩＮⅢ级组各个基因的甲基化程度较高（ ＞４５％），与正常对照组相比有统计学差异（P ＜０畅０５）。 结论　通过
定量研究宫颈癌抑癌基因甲基化的程度可以为宫颈癌的早期预防和治疗方式提供靶标和理论指导。
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【Abstract】　Objective　Ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｇｅｎｅｓ
（ＳＯＸ唱１，ＮＫＸ６畅１，ＰＡＸ唱１，ＬＭＸ１Ａ，ＯＮＥＣＵＴ１，ＷＴ１） ｂｙ Ｓｅｑｕｅｎｏｍ．Methods　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ＤＮＡ ｆｒｏｍ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ
ｐａｒａｆｆｉｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔ ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｉａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＤＮＡ ，ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｗａｓ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｓｔａｒｔｉｎｇ ｐｏｉｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ＣＰＧ Ｉｓｌａｎｄ
ａｎｄ ＤＮＡ ｗａｓ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｅｄ ｉｎｔｏ ＲＮＡ，ｔｈｅｎ ｗｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｉｔｅ ｏｆ ｇｅｎｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈ ｓｗｑｕｅｎｏｍｅ．Results　Ａｌｌ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｍｅｔｈｙｉａｔｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅ ｗｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗａｓ ｌｏｗ （ ＜２０％） ｉｎ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
ａｎｄ ＣＩＮⅠｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ （P＞０畅０５），ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅ
ｗａｓ ｈｉｇｈ（ ＞４５％） ｉｎ ＣＩＮⅢｇｒｏｕｐ，ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ （P ＜
０畅０５）．Conclusions　Ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｇｅｎｅｓ ｍｅｔｈｙｉａｔｉｏｎ ，ｗｅ ｃａｎ
ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｎｅｗ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｇｕｉｄａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅａｒｌｉｅｒ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｅｒｖｉｃａｌ ｃａｎｃｅｒ ．
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　　宫颈癌居女性恶性肿瘤第二位，每年全世界有 ５２
万例新发病例

［１］ 。 宫颈癌是迄今为止惟一一种有明确
致病原因的肿瘤，人类乳头瘤病毒（ＨＰＶ）感染导致宫
颈癌发生［２］ 。 随着分子生物学的发展，人们发现肿瘤
的本质是基因病，是基因失调的结果，在各种环境和遗
传的致癌因素的协同作用下引起 ＤＮＡ的损害，激活原
癌基因和（或）灭活抑癌基因，加上凋亡调节基因和
（或）ＤＮＡ 修复基因的改变，继而引起表达水平的异
常，使靶细胞发生转化呈多克隆增生，最终形成恶性肿
瘤

［３］ 。 以宫颈癌来说，ＨＰＶ感染是外因，抑癌基因失活
是内因，外因导致内因，最终导致宫颈癌的发生。 大量

的研究证实宫颈癌抑癌基因甲基化是基因失活的主要

机制，Ｌａｉ等［４］
做了大量的工作，从 ５０ 多个基因中筛选

出了 ６个宫颈癌的抑癌基因（ＳＯＸ唱１、ＮＫＸ６畅１、ＰＡＸ唱１、
ＬＭＸ１Ａ、ＯＮＥＣＵＴ１、ＷＴ１），这 ６ 个抑癌基因在 ＨＰＶ 感
染的宫颈鳞状上皮中发生甲基化。 基因甲基化是指在
ＤＮＡ上添加甲基基团的一种化学修饰作用，导致基因
结构和功能异常。 启动子区中 ＣＰＧ岛的未甲基化状态
是基因转录所必需的，ＣＰＧ岛是基因组中长度为 ３００ ～
３０００ ｂｐ的富含 ＣＰＧ二核苷酸的区域，主要存在于基因
的 ５′区域，ＣＰＧ 岛中的 Ｃ 的甲基化可导致基因转录被
抑制，基因失活，失去原有功能［５］ 。 本研究利用 Ｓｅｑｕｅ唱
ｎｏｍｅ质谱分析仪定量地检测这 ６个宫颈癌抑癌基因甲
基化的程度，为宫颈癌的早期诊断提供新的方向和理
论依据。
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材料和方法

一、宫颈上皮内瘤样病变（ＣＩＮ）ＤＮＡ提取及纯化
收集 ２００８ ～２０１１ 年宫颈 ＣＩＮⅠ级石蜡标本 ３５ 例，

中位年龄 ４３岁（２３ ～８４ 岁）；宫颈 ＣＩＮⅢ级石蜡标本４５
例，中位年龄 ４１ 岁（２７ ～６３ 岁）；正常宫颈组织石蜡标
本 ２０例，中位年龄 ４３ 岁（３０ ～７５ 岁）。

１．一步消化法提取石蜡组织 ＤＮＡ［６］ ：（１）取宫颈
组织石蜡切片 １０ μｍ，４ 片放入 ＥＰ Ｔｕｂｅ。 （２）ＥＰ 管中
加入 ５００ μｌ 二甲苯，颠倒混匀数次，常温放置 １５ ｍｉｎ。
１４ ５００ ｒ／ｍｉｎ，离心 １５ ｍｉｎ，弃上清。 （３）重复操作（２），
即二甲苯脱蜡 ３次。 （４）ＥＰ管中加入无水乙醇５００ μｌ，
混匀，１４ ５００ ｒ／ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，弃上清，洗脱二甲苯。
（５）ＥＰ管中加入 ７０％乙醇 ５００ μｌ，混匀，１４ ５００ ｒ／ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，弃上清。 （６） ＥＰ 管中加入 ５０％乙醇
５００ μｌ，混匀，１４ ５００ ｒ／ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，弃上清。 （７）
室温（或 ５３ ℃）干燥数分钟。 （８）加入约 ３００ μｌ 消化
缓冲液（含蛋白酶 Ｋ），混合均匀，５５ ℃孵育 ３ ｈ（或过
夜孵育）。 （９）检查消化情况，液体清亮可进行下一步，
若液体浑浊可再加蛋白酶 Ｋ ５ μｌ继续消化 ３ ～５ ｈ，直
至液体清亮。 （１０ ）消化完全的样品于 ９５ ℃灭活
１０ ｍｉｎ之后放于冰上。 样品可于 －２０ ℃冰箱长期
保存。
消化缓冲液配方：１ ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ，５０ ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ

ｐＨ ８畅５，注意现用现配：０畅５ ｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ （ ｐＨ ８畅０）
２００ μｌ；１ ｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ／ＨＣｌ（ｐＨ ８畅５）５ ｍｌ；Ｈ２Ｏ ９４畅８ ｍｌ；
总计 １００ ｍｌ。 蛋白酶 Ｋ最终浓度为 ０畅５ ｍｇ／ｍｌ。

２．ＤＮＡｍａｔｅ 纯化 ＤＮＡ：（１）在 ＤＮＡ 溶液中加入
１／１０体积的 ｐＨ ５畅２ 的 ３ ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠，手指轻弹混匀。
（２）加入 ４ μｌ的 ＤＮＡｍａｔｅ，充分混匀。 （３）加入 ２畅５ 倍
体积（加入醋酸钠后计算体积）冰冷的 １００％乙醇，充
分混匀。 （４）１２ ０００ ｒ／ｍｉｎ ４ ℃离心 １５ ｍｉｎ，弃溶液，留
白色沉淀。 （５）加入－２０ ℃预冷的 ７０％乙醇 １ ｍｌ，轻
轻上下颠倒洗涤沉淀。 （６） １２ ０００ ｒ／ｍｉｎ ４ ℃离心
５ ｍｉｎ后小心弃去乙醇，真空干燥。 （７）用适量 ＴＥ ｂｕｆｆ唱
ｅｒ溶解沉淀，检测 ＤＮＡ含量及 ＯＤ值， －２０ ℃保存。
二、抑癌基因引物设计
设计 ６个抑癌基因包含大量 ＣＰＧ 岛序列的引物，

选取在基因启动子前包含大量 ＣＰＧ 岛的基因片段，由
于石蜡标本提取的 ＤＮＡ片段容易断裂，因此设计的引
物的片段≤３００ ｂｐ。 见表 １。

三、使用 ＥＺ ＤＮＡ甲基化试剂盒进行 Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ处理
（１）准备 ５ μｌ Ｍ 缓冲液、１０ μｌ ＤＮＡ （５００ ｎｇ 至

１ μｇ） ＋３５ μｌ水。 （２）将样品 ３７ ℃孵育 １５ ｍｉｎ。 （３）
在每个样品中加 １００ μｌ ＣＴ转化反应液，弱旋转。 （４）

表 1　各个基因引物序列及 ＣＰＧ岛数量级长度
基因 引物（５′唱３′）

长度

（ｂｐ）
ＣＰＧ
（个）

ＳＯＸ唱１ aＧＧＧＴＡＴＴＴＧＧＧＡＡＴＴＡＧＴＡＴＡＴＧＴＴＴＡ ３０１ 屯３５ 构
ＣＡＣＡＡＡＣＣＡＣＴＴＴＡＣＣＡＡＡＡＡＡＡ

ＮＫＸ６ 22畅１ ＧＴＴＧＴＴＧＧＡＡＴＴＴＧＴＧＴＴＴＴＴＴＴＡ ２１４ 屯１５ 构
ＣＣＣＴＣＡＡＡＴＴＣＴＡＡＴＴＣＣＡＡＡＡＣＣ

ＰＡＸ唱１ cＧＡＴＴＴＡＡＧＴＴＴＴＧＧＧＴＴＴＴＧＧＡＧＡＡＧ ２４７ 屯１３ 构
ＴＴＣＣＡＡＡＡＡＴＴＡＡＣＣＴＡＴＡＡＡＴＣＣＣＣ

ＬＭＸ１Ａ ＴＴＴＴＡＧＴＧＡＡＴＴＧＧＡＧＴＡＧＡＧＡＧＡＡＧＴＴＧ ２８３ 屯３１ 构
ＴＡＣＣＴＴＣＣＣＴＴＣＣＴＡＡＣＣＴＴＡＡＡＡＡＡ

ＯＮＥＣＵＴ１ 　ＴＴＧＧＴＴＡＧＴＴＴＧＡＡＧＴＴＡＴＧＧＴＴＴＴＧ １９７ 屯２６ 构
ＣＴＡＡＡＣＣＣＣＣＴＣＣＴＴＴＣＡＴＴＴＡＴＡＣＣ

ＷＴ１ CＧＴＴＧＧＡＡＧＧＴＧＴＴＴＴＴＧＧＡＴＡＴＴＴＴＡ ３０４ 屯１８ 构
ＡＴＣＣＴＴＣＣＡＡＡＡＣＣＡＡＡＣＡＡＡＡＣＴＡＡ

Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ 处理步骤：步骤 １：９５ ℃，３０ ｓ；步骤 ２：５０ ℃，
１５ ｍｉｎ；步骤 ３：重复步骤 １ ～２共 ２０ 个循环（时间约为
５ ｈ）；步骤 ４：４ ℃长期保存。 （５）将样品置于冰上
１０ ｍｉｎ。 （６）加 ４００ μｌ Ｍ结合缓冲液并上下颠倒混匀。
（７）将样品移入 Ｚｙｍｏ唱ＳｐｉｎⅠ柱子中，将柱子放入 ２ ｍｌ
离心管。 （８）高速离心 １５ ～３０ ｓ，弃上清。 （９）柱子中
加 ２００ μｌ Ｍ清洗缓冲液高速离心 １５ ～３０ ｓ。 （１０）柱子
中加 ２００ μｌ的 Ｍ 脱硫缓冲液，室温（２０ ～３０ ℃）放置
１５ ｍｉｎ 充分反应后离心 １５ ～３０ ｓ。 （１１）柱子中加
２００ μｌ的 Ｍ洗脱缓冲液，高速离心 ３０ ｓ。 （１２）再加入
２００ μｌ Ｍ洗脱缓冲液，高速离心 １ ｍｉｎ。 （１３）用 １００ μｌ
水稀释。
四、ＰＣＲ扩增
（１）准备 １ μｍｏｌ／Ｌ（每个引物）ＰＣＲ 引物混合物，

包含 Ｆ引物和 Ｒ引物。 （２）３８４ 孔板 Ａ１唱Ｎ１０ 的每个孔
内加入 ２ μｌ ＰＣＲ反应物。 （３）封板离心。 （４）每个孔
内加入 ２ μｌ ＰＣＲ引物混合物（１ μｍｏｌ／Ｌ）。 （５）封板离
心。 （６）每个孔内加入 １ μｌ 经 ＢＩｓｕｌｐｈｉｔｅ 处理过的
ＤＮＡ（１０ ｎｇ／μｌ）。 （７）封板离心。 （８）３８４ 孔板 ＰＣＲ时
间及循环：９５ ℃４ ｍｉｎ；４５ 个循环；９５ ℃ ２０ ｓ；５６ ℃
３０ ｓ；７２ ℃ ６０ ｓ；７２ ℃ ３ ｍｉｎ；４ ℃保存。

五、ＳＡＰ反应
（１）准备 ＳＡＰ 混合液。 （２）每个 ３８４ 孔板的反应

孔内加入 ２ μｌ ＳＡＰ 混合液。 （３）ＳＡＰ 反应步骤：３７ ℃
２０ ｍｉｎ；８５ ℃ ５ ｍｉｎ；４ ℃保存。

六、ＲＮＡ转录反应
（１）准备转录和 ＲＮＡ 酶的混合反应液。 （２）转移

２ μｌ的 ＰＣＲ产物到一个新的 ３８４孔板，每个孔加入 ５ μｌ
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表 2　各组样本各个基因 ＣＰＧ岛甲基化的数量和概率
组别 例数

ＬＭＸ１Ａ（ＣＰＧ ＝３１）

ＣＭ ％

ＮＫＸ６   畅１（ＣＰＧ ＝１５）

ＣＭ ％

ＯＮＥＣＵＴ１（ＣＰＧ＝２６）

ＣＭ ％

ＰＡＸ唱１（ＣＰＧ ＝１３）

ＣＭ ％

ＳＯＸ唱１（ＣＰＧ ＝３５）

ＣＭ ％

ＷＴ１ （ＣＰＧ ＝１８）

ＣＭ ％

正常对照组 ２０ 蝌２ 梃６ Y２ 篌１３ x２ �８ o３  ２３ 帋６  １７ 櫃３  １７ 晻
ＣＩＮⅠ组 ３５ 蝌５ ａ １７ m４ ａ ２６ x３ ａ １１ 儍３ ａ ２３ 帋７ ａ ２０ 櫃２ ａ １１ 晻
ＣＩＮⅢ组 ４５ 蝌６ ａ ２０ m７ｂ ４７ x４ ａ １５ 儍６ ｂ ４６ 帋１９ ｂ ５４ 櫃９ ｂ ５０ 晻

　　注：ＣＭ：甲基化的 ＣＰＧ 岛个数；与正常对照组比较，ａP ＞０畅０５，ｂP ＜０畅０５

的转录反应液。 （３）封板、涡旋、离心。 （４）转录反应
步骤：３７ ℃ ３ ｈ；４ ℃保存。

七、基因甲基化概率
用 Ｓｅｑｕｅｎｏｍ 质谱仪进行分析。
八、统计学分析
数据采用 ＳＰＳＳ １０畅０ 软件处理，应用 χ２ 检验方法

进行统计学分析，以 P ＜０畅０５ 为差异有统计学意义。

结　　果

１．石蜡包埋组织 ＤＮＡ提取及纯化结果：经消化法
及 ＤＮＡｍａｔｅ 纯化后的石蜡组织 ＤＮＡ 含量平均为
３００ ｎｇ／μｌ，ＯＤ２６０／２８０ 为 １畅７ ～１畅９。

２．Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ处理后 ＰＣＲ结果：见图 １。
３．基因甲基化检测结果：见图 ２。 黄色代表甲基

化程度为 ０，蓝色代表甲基化程度为 １００％，颜色越深
甲基化程度越高。
从肉眼上观察对于同一个 ＣＰＧ 岛，正常对照组和

ＣＩＮⅠ组颜色偏向黄色，ＣＩＮⅢ组颜色偏向蓝色。
４．基因甲基化和宫颈 ＣＩＮ的关系：见表 ２，图 ３，４。
表 ２显示正常对照组、ＣＩＮⅠ组、ＣＩＮⅢ组 ６ 个基因

中每个基因各个 ＣＰＧ 岛的甲基化情况，经统计学分析
后，ＬＭＸ１Ａ 基因和 ＯＮＥＣＵＴ１ 基因各组间差异无统计
学意义（P ＞０畅０５），其余 ４个基因正常对照组和 ＣＩＮⅠ
组间差异无统计学意义（P ＞０畅０５），正常对照组和 ＣＩＮ
Ⅲ组间差异有统计学意义（P ＜０畅０５）。

图 ３ 中绿色代表正常对照组，蓝色代表 ＣＩＮⅠ组，
橘色代表 ＣＩＮⅢ组；图示抑癌基因 ＬＭＸ１Ａ和 ＯＮＥＣＵＴ１
３组间甲基化概率无统计学差异（P ＞０畅０５）；抑癌基因
ＮＫＸ６畅１、ＰＡＸ唱１、ＳＯＸ唱１ 和 ＷＴ唱１ 正常对照组和 ＣＩＮⅠ
组甲基化概率无统计学差异（P ＞０畅０５），而 ＣＩＮⅢ组与
正常对照组和 ＣＩＮⅠ组均有统计学差异（P ＜０畅０５）。

图 ４中 Ｘ轴代表 ＣＩＮⅢ组中４５ 个样本每个样本在
ＮＫＸ６畅１、ＰＡＸ唱１、ＳＯＸ唱１、ＷＴ１ 这 ４ 个基因中发生甲基
化的情况，其中有 ５ 例样本在这 ４ 个基因中都没有发
生甲基化；有 １０ 例样本在这 ４ 个基因中有任意 １ 个基
因发生甲基化；有８ 例样本在这４ 个基因中有任意２个
基因发生甲基化；有 １２ 例样本在这 ４ 个基因中有任意

３个基因发生甲基化；有 １０ 例样本这 ４ 个基因全部发
生甲基化。

讨　　论

１９７７ 年德国人哈拉尔德· 楚尔· 豪森提出 ＨＰＶ
病毒感染可引起 ＣＩＮ 和宫颈癌，ＨＰＶ病毒是一种 ＤＮＡ
病毒，共有 ３０多种分型。 宫颈组织感染 ＨＰＶ病毒后有
两个转归方向：自然消退或发展为 ＣＩＮ［７］ 。 在各种致
病因素的作用下，宫颈上皮在修复的过程中发生化生唱
非典型化生唱上皮内肿瘤，在此连续发展过程中发生的
宫颈上皮的病变称为 ＣＩＮ，根据病变的严重程度分为 ３
个级别，即 ＣＩＮⅠ、ＣＩＮⅡ、ＣＩＮⅢ，其中 ＣＩＮⅠ和 ＣＩＮⅡ
相当于宫颈上皮的轻度及中度不典型增生，ＣＩＮⅢ是宫
颈上皮重度不典型增生或宫颈原位癌。 随着人们对宫
颈癌的认识的提高，对于宫颈 ＣＩＮ的关注也越来越多，
最新的研究指出宫颈 ＣＩＮⅠ、ＣＩＮⅡ为高级别的意义不
明确的不典型鳞状上皮细胞病变（ＡＳＣ唱ＵＳ），ＣＩＮⅠ、
ＣＩＮⅡ可以向两个方向转归：第一是自身修复，完全转
归成未感染的状态；第二是进一步升级，到 ＣＩＮⅢ。 而
当今的临床医师无法判断一个宫颈 ＣＩＮⅠ、ＣＩＮⅡ的患
者转归情况，本试验正为此提供有力的转归证据，以此
来决定临床的治疗方法。
肿瘤（包括宫颈癌）是基因调控失调的结果，包括

原癌基因的激活和抑癌基因的失活，若能通过基因检
测发现原癌基因或抑癌基因的改变，则是肿瘤早期诊
断的金标准，以宫颈癌来说不论其是否有 ＨＰＶ 病毒的
感染，最终导致细胞癌变的根本原因是基因的变化。
基因失活的常见原因是基因发生甲基化

［８］ ，有报道指
出 ＤＮＡ 甲基化改变常常在癌前病变中就已经发
生

［５，９］ ，Ｆｏｗｌｅｒ等［９］
报道 ＤＡＰＫ１、ＲＡＲＢ和 ＴＷＩＳＴ１ 这 ３

个基因在 ＣＩＮ 中的甲基化情况，结果发现这 ３ 个基因
在 ＣＩＮⅢ中都发生甲基化，并且至少有一个基因甲基化
的程度达到 ５７％，在宫颈腺癌中可以达到 ７４％，而在
ＣＩＮⅠ中只有 ５％。

Ｌａｉ 等［４］ 指出宫颈癌的抑癌基因 ＳＯＸ１、 ＰＡＸ１、
ＬＭＸ１Ａ、ＮＫＸ６唱１、ＷＴ１、ＯＮＥＣＵＴ１在宫颈癌组织发生甲
基化，概率分别为８１畅５％、９４畅４％、８９畅９％、８０畅４％、７７畅８％、
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２０畅４％，而正常宫颈组织内这 ６ 个基因发生甲基化的
概率为 ２畅２％、 ０、 ６畅７％、 １１畅９％、 １１畅１％、 ０， ＨＰＶ 和
ＰＡＸ１甲基化的联合检测检出率为 ８０％，ＨＰＶ 单独检
测检出率为 ６６％，ＰＡＸ１ 甲基化单独检测检出率高达

９９％，说明基因甲基化检测特异性高，敏感性强，适用
于宫颈癌的早期诊断，可以避免 ＨＰＶ检测带来的假阴
性和假阳性。
我们的研究利用石蜡标本提取宫颈细胞 ＤＮＡ 进
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行 ＰＣＲ及 Ｓｅｑｕｅｎｏｍ 等一系列的检测，每个标本都是经
过 ２ 名具有 ５ 年以上阅片经验的病理科主治医师确
诊，从而保证了标本分级的准确性和可靠性，从图 １ 可
以看出这 ６个基因扩增后的 ＰＣＲ 产物，得到了高亮度
条带，且每个基因的长度都与表 １ 中所列出的各个基
因引物的长度相符，说明从石蜡标本中提取的 ＤＮＡ扩
增的产物与我们的设计相符。
通过图 ２可以直观地看到各组样本各个基因的甲

基化情况，黄色代表甲基化程度为 ０，蓝色代表甲基化
程度为 １００％，从黄色到蓝色中间的过渡色中，颜色越
深代表甲基化程度也越高。 通过阴性对照和阳性对
照，可以看出无论是正常组、ＣＩＮⅠ组、ＣＩＮⅢ组都有不
同程度的甲基化，并且同一样本中各个 ＣＰＧ 岛的甲基
化情况也不尽相同，有的 ＣＰＧ 岛甲基化为 ０，而有的
ＣＰＧ岛甲基化为 １００％，说明抑癌基因甲基化在各组别
中是一个普遍存在的现象，只是甲基化程度存在差异。
表 ２所列出的是各组样本各个基因 ＣＰＧ岛甲基化

的数量和概率，正常宫颈组和 ＣＩＮⅠ组 ６个基因的 ＣＰＧ
岛甲基化程度普遍低于 ３０％，而在 ＣＩＮⅢ组有 ４ 个基
因（ＮＫＸ６畅１、ＰＡＸ唱１、ＳＯＸ唱１、ＷＴ１）的 ＣＰＧ 岛甲基化程
度在 ５０％左右，与正常宫颈组和 ＣＩＮⅠ级组相比差异
有统计学意义（P ＜０畅０５）。
图 ４所列出的是 ＣＩＮⅢ样本组中样本基因甲基化

情况，每个样本甲基化的基因也各有不同，其中只有 １
个基因发生甲基化的样本数占 ２１％；２ 个基因发生甲
基化的样本数占 １８％；３ 个基因发生甲基化的样本数
占 ２９％；４个基因全部甲基化的样本数占 ２１％。 由此，
我们认为对于 ＣＩＮ的患者，只要这 ４ 个基因（ＮＫＸ６畅１、
ＰＡＸ唱１、ＳＯＸ唱１、ＷＴ１）中的一个发生甲基化且其甲基化
程度＞４５％，则认为该患者发生宫颈癌变的概率较高。
若 ＣＩＮ患者有 ３个以上（包括 ３个）基因发生甲基化且
其甲基化程度＞４５％，则该患者迟早会发生宫颈癌变，
应尽早进行有效治疗。 同时我们发现在 ＣＩＮⅢ样品组
中，有个别的样本对于所检测的这 ６ 个基因都没有发
生甲基化，占总样本数的 １０％，这部分阴性的结果提

示，是否还有其他的基因的参与，有待于我们今后做更
深入的研究和探讨。
综上所述，本研究结果对于临床 ＣＩＮ 的治疗时机

以及治疗方式的确定和宫颈癌的早期诊断具有重要的

意义，对于临床上 ＣＩＮⅠ期和 ＣＩＮⅡ期的患者，我们建
议在检测 ＨＰＶ的同时，也检测 ＮＫＸ６畅１、ＰＡＸ唱１、ＳＯＸ唱１、
ＷＴ１ 这 ４个抑癌基因的甲基化程度。 ＣＩＮⅠ期，若 ４ 个
基因的甲基化程度全部 ＜４５％，则患者只需常规定期
随访即可；若 ４ 个基因中任意一个基因的甲基化程度
＞４５％，则病变有向更高级别进展的危险，建议密切随
访。 ＣＩＮⅡ期，若 ４ 个基因的甲基化程度全部 ＜４５％，
建议患者定期随访即可；若 ４ 个基因中任意一个基因
的甲基化程度＞４５％，则病变迟早会发展成 ＣＩＮⅢ期，
建议患者采取有效的治疗措施防止病变的进展。
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（收稿日期：２０１２唱０５唱０４）

（本文编辑： 戚红丹）

　　张秀茹，陈迪，田晓怡，等．抑癌基因甲基化位点定量检测在宫颈癌早期诊断中的意义探讨［ Ｊ／ＣＤ］．中华临床医师杂志：电子版，２０１２，６（２４）：８０２８唱

８０３２．

·２３０８· 中华临床医师杂志（电子版）２０１２ 年 １２ 月第 ６ 卷第 ２４ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎｉｃｉａｎｓ（Ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃ Ｅｄｉｔｉｏｎ），Ｄｅｃｅｍｂｅｒ １５，２０１２，Ｖｏｌ．６，Ｎｏ．２４




