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·专 栏临床研究·

MUC3A基因在神经母细胞瘤中的甲基化状态及其与

预后的关系

吴 迪 张可仞

摘要 目的：探讨神经母细胞瘤中MUC3A基因甲基化状态与肿瘤预后的关系。方法：收集2009年3月至2011年5月中国医

科大学附属盛京医院小儿外科收治神经母细胞瘤新鲜冰冻原发肿瘤组织44例，采用RT-PCR法检测44例肿瘤组织标本中MYCN
基因扩增状态，MSP检测肿瘤组织MUC3A甲基化状态。结果：NB中MUC3A基因甲基化发生率达79.55%（35/44），且与患儿年龄、

肿瘤分期及病理分型密切相关（P<0.05），低危组甲基化发生率38.46%明显低于中危组100%及高危组92.31%（P<0.05）；MYCN扩

增的肿瘤患者MUC3A基因的甲基化发生率明显升高（RR=1.46，P<0.005）。结论：预后不良的NB中MUC3A基因呈高甲基化，与

MYCN基因扩增具有相关性，该基因的表达对NB的预后评估具有重要临床意义，是预后不良的主要因素之一。
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Abstract Objective: The present study explores MUC3A methylation and evaluates its effects on the prognosis of

neuroblastoma ( NB ). Methods: Fresh frozen primary tumor tissue sections from 44 NB patients were collected consecutively from

March 2009 to May 2011. We detected the status of N-MYC amplification and MUC3A methylation in the 44 NB patients by RT-PCR

and MSP. Results: MUC3A is methylated by 79.55% (35/44), and the DNA methylation pattern is intimately correlated with age, INSS

stage, and pathology type ( P < 0.05 ) in NB. Methylation in the low-risk group ( 38.46% ) was significantly less than that in the

intermediate-risk group ( 100% ) and high-risk group ( 92.31% ). As expected, the risk of methylation was higher in the

MYCN-amplified patients ( RR = 1.46, P < 0.005 ). Conclusion: Methylation in the poor prognosis NB of MUC3A is high. Based on

its correlation with MYCN gene amplification, methylation of MUC3A, as a factor of poor prognosis, has clinical significance in the

prognostic evaluation of NB.
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神经母细胞瘤（neuroblastoma，NB）是幼儿期常

见的恶性实体肿瘤之一，占儿童恶性肿瘤的 8%～

10%，年发病率为（0.3～5.5）/10万，80%病例发生于5
岁以下儿童。NB起源于原始神经嵴细胞，具有原发

部位隐匿、早期诊断困难、恶性程度高、发展迅速和

早期转移等临床特点，临床上常出现两个极端的现

象：预后良好型常自行消退或经治疗后预后较好，常

见于年龄<1岁或肿瘤分期为Ⅰ期、Ⅱ期及ⅣS期的患

者。而预后不良型无论采用何种治疗，死亡率仍然

较高，多为诊断年龄>1岁、肿瘤分期为Ⅲ或Ⅳ期的患

者。因此探索预后相关因素对于指导NB的治疗尤

为重要。

实验证明有些肿瘤抑制基因DNA启动子区域的

甲基化可以影响神经母细胞瘤的预后，如 CASP8、

RASSF1A等。一些与肿瘤预后相关的基因改变，如

MYCN基因的扩增，则提示患者有较高的肿瘤进展风

险，需要进行积极治疗。但是，MYCN基因扩增仅出

现在30%的肿瘤，这使得对风险估计偏低，因此，为了

更好的治疗，其他肿瘤标记物的鉴定亦非常重要。

MUC3A（粘蛋白 3A）是位于染色体 7q22上的粘

蛋白簇，2010年Kitamoto等［1］研究首次证明MUC3A
基因DNA甲基化与MUC3A在乳腺癌、肺癌、胰腺癌

和结肠癌细胞株中的表达正相关。但其在神经母细

胞瘤中基因启动子是否发生甲基化，以及基因甲基

化与肿瘤预后的关系目前国际上尚未见报道。因此

本研究选择MUC3A作为肿瘤抑制候选基因，检测在

神经母细胞瘤中的甲基化状态，分析其与肿瘤预后

的关系。

作者单位：中国医科大学附属盛京医院小儿普通外科（沈阳市110004）
通信作者：张可仞 zkr425@yahoo.com
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1 材料与方法

1.1 材料

-80℃保存的冰冻肿瘤组织来自 2009年 3月至

2011年 5月中国医科大学附属盛京医院小儿外科收

治神经母细胞瘤44例，肝母细胞瘤6例，肾母细胞瘤

4例，其中44例NB根据病例临床特征分为三组：低危

组为病理分化良好，INSS分期为Ⅰ期、Ⅱ期、ⅣS期的

患者共 13例（29.55%）；中危组为病理分化差的Ⅲ期

患者共 18例（40.91%）；高危组为病理未分化的Ⅲ期

及Ⅳ期患者共13例（29.55%）。

RNA PCR Kit（AMV）Ver.3.0 试 剂 盒 及 ExTaq
PCR 试剂盒均为 TaKaRa 产品，EZ DNA Methyla⁃
tion-DirectTM Kit为ZYMO RESEARCH产品，MSP试剂

盒为GENMED公司产品。

1.2 方法

1.2.1 RT-PCR 检测肿瘤样本 MYCN 采用 Trizol
RNA提取试剂盒提取肿瘤组织总RNA，逆转录成 cD⁃
NA（RNA PCR Kit（AMV）Ver.3.0 试剂盒，TaKaRa 大

连）。MYCN及内参基因β-actin引物序列见表 1，使
用 ExTaq PCR 试剂盒（TaKaRa 产品，大连）进行

RT-PCR。反应程序如下：95℃ 10 min后，94℃ 1 min，
58～60℃ 30 s，72℃ 30 s，35个循环，72℃延长10 min。
将扩增产物进行 1.5%琼脂凝胶电泳，电压 5.0 V/cm。

电泳结束后，取出凝胶用紫外成像仪进行凝胶成像

分析。

表1 RT-PCR的引物及其参数

Table 1 RT-PCR primers and parameters

1.2.2 甲基化特异性 PCR（MSP）检测肿瘤样本

MUC3A 采用 EZ DNA Methylation-DirectTM Kit（ZY⁃
MO RESEARCH）一步抽提硫化肿瘤组织DNA，根据

日本鹿儿岛大学 Kitamoto 等［1］的系列研究合成

MUC3A的甲基化及非甲基化特异性引物，引物序列

见表2，每个正向引物标记10个碱基的序列（5'-AGG
AAGAGAG-3'）以平衡PCR。每个反向引物标记一个

T7 启动子（5'-CAGTAATACGACTCACTATAGGGAG
AAGGCT-3'）进行体外转录。甲基化特异性 PCR应

用GMS20024.2试剂盒（GENMED）。反应程序如下：

95℃ 10 min后，96℃ 5 s，59℃ 5 s，68℃ 5 s，40个循

环，72℃延长 10 min。扩增产物进行 1.5%琼脂凝胶

电泳，电压 5.0 V/cm。电泳结束后，取出凝胶用紫外

成像仪进行凝胶成像分析。

表2 MUC3A基因的引物序列

Table 2 MUC3A gene primers（U：non-methylated，M：methylation，

L：forward primer，R：reverse primer）

1.3 统计学处理

应用SPSS13.0软件，对所得数据进行χ2检验，P<
0.05为有统计学意义。

2 结果

2.1 MYCN基因在预后不良的NB中表达情况

应用RT-PCR检测44例NB中MYCN基因的表达

状态，出现MYCN扩增的病例共21例，扩增率47.73%，

与低危组（0/13）相比，中危组扩增率为44.44%（8/18），
高危组扩增率为100%（13/13，图1、2）。

图1 部分NB肿瘤组织MYCN扩增检测结果

Figure 1 MYCN amplification test results

图2 各组MYCN扩增情况及MUC3A甲基化情况

Figure 2 Status of MYCN amplification and MUC3A methylation for each

group

2.2 MUC3A基因在NB中甲基化检测

应用甲基化特异性PCR（MSP）扩增 54例肿瘤样

目的基因

MYCN

β-actin

引物序列

5'GTGAATCAGGTTGAGTTCATTG3'

3'GGTAGTATTCGTCCCATTGGCA5'

5'GGGAAATCGTGCGTGAC3'

3'GTCCAGTAGTGGTAACCGTT5'

退火（℃）

58

62

产物（bp）

178

139

基因

MUC3A

注：U非甲基化，M甲基化，L正向引物，R反向引物

引物序列（5'-3'）

UL GTTAAGGGTATTTTTTATGGGTGTT

UR CAAAAACATAACCCTAAAACATACACA

ML GTTAAGGGTATTTTTTACGGGTGTC

MR AAACGTAACCCTAAAACGTACACG

位置

-362～-338

-81～-55

-362～-338

-81～-58

250 bp
100 bp

20

15

10

5

0

例
数

低危姐 中危组 高危组

总例数

MYCN扩增

MUC3A甲基化
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本，44例NB中出现MUC3A甲基化（包括甲基化和半

甲基化）的病例共 35 例（图 3），甲基化发生率为

79.55%，其中低危组甲基化发生率 38.46%（5/13），中

危组甲基化发生率100%（18/18），高危组甲基化发生

率92.31%（12/13，图2）。综合肿瘤临床特征（诊断年

龄，性别，病理类型，肿瘤分期，MYCN扩增状态），

MUC3A基因MSP扩增结果（图4，表3）。
图3 肿瘤样本MUC3A基因MSP扩增结果判定

Figure 3 MSP amplification results of the MUC3A gene
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B
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数

Ⅰ期 Ⅱ期 Ⅲ期 Ⅳ期 ⅣS期

总例数

MYCN扩增例数
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分组

C

总例数

MYCN扩增例数

MUC3A甲基化例数

25
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5

0

例
数

高分化型 分化差型 未分化型
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A：年龄性别与MUC3A甲基化关系；B：肿瘤分期与MUC3A甲基化关系；C：病理类型与MUC3A甲基化关系；D：MYCN扩增情况与MUC3A甲

基化关系

图4 各临床特征NB肿瘤MUC3A基因甲基化检测结果

Figure 4 MUC3A gene methylation results for each clinical feature

表3 各临床特征与神经母细胞瘤甲基化状态的关系

Table 3 Status of MUC3A methylation and its relationship with clinical characteristics

临床特征

年龄/岁 ≤1

>1

性别 男

女

临床分期 Ⅰ、Ⅱ、ⅣS期

Ⅲ、Ⅳ期

病理类型 分化良好型

分化差及未分化型

MYCN 扩增

未扩增

合计

MUC3A甲基化阳性

7

28

14

21

5

30

3

32

20

15

35

MUC3A甲基化阴性

6

3

6

3

8

1

8

1

1

8

9

合计

13

31

20

24

13

31

11

33

21

23

44

甲基化率%

53.85

90.32

70.00

87.50

38.46

96.77

27.27

96.97

95.23

65.22

79.55

RR

0.6

0.8

2.5

3.57

1.46

—

χ2

5.416

1.119

15.73

20.53

33.54

—

P

<0.025

>0.05

<0.005

<0.005

<0.005

—
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2.3 MUC3A基因在其他胚胎性肿瘤中的甲基检测

在6例肝母细胞瘤及4例肾母细胞瘤中，均检测

到MUC3A基因发生甲基化（图5）。

1～6：肝母细胞瘤，7～10：肾母细胞瘤，11：阴性对照

图5 胚胎性肿瘤中MUC3A基因MSP扩增结果

Figure 5 MUC3A gene MSP amplification results of embryonal tumors

3 讨论

表观遗传学修饰，特别是在基因启动子区胞嘧

啶、鸟嘌呤残基的 5'端（CpGs）的甲基化是细胞的发

育必不可少的调控机制，其不改变DNA的一级结构，

在细胞正常发育及基因表达模式一级基因组稳定性

中起着至关重要的作用，对基因的转录活性调控、染

色质构型修饰、X染色体的失活等都有较大影响。癌

基因低甲基化、抑癌基因高甲基化、错配修复基因高

甲基化、基因启动子DNA甲基化等都与肿瘤的发生

密切相关。研究表明，基因启动子富含 CpG-（CpG
岛，CGI的基因）的区域的异常甲基化，协同组蛋白乙

酰化和脱乙酰，可以改变核染色质构象，干扰基因的

转录和表达。虽然甲基化的直接影响较有限，涉及

到不同生物学途径的多个参与基因，但只要甲基化

达到某一水平或与其他因素共同作用，如细胞累积

几个关键的基因突变，加上非基因层次的改变如

DNA甲基化的现象，就可导致基因的部分或全部转

录沉默，促进癌细胞的快速生长。因此，DNA甲基化

特别是某些肿瘤关键基因甲基化程度的改变可能在

肿瘤发生的早期起重要调控作用。

粘蛋白（mucin）是大量O型糖化蛋白质，存在于

上皮的黏液层并在许多上皮细胞表面差异表达，能

够维持黏液凝胶的物理性质，保护上皮细胞，维持局

部分子微环境。证据表明，粘蛋白的异常表达促使

癌症的发生［2-3］。多个研究显示粘蛋白是许多恶性肿

瘤的有效预后指标，如MUC1与MUC4的高表达是肿

瘤预后不良的标志［4-5］，而MUC2的表达在胰腺导管

腺癌等多种人类肿瘤中提示预后良好，MUC5AC的表

达可以作为胰腺肿瘤有效的早期检测手段［6-8］。

MUC3A（粘蛋白 3A）是位于染色体 7q22上的粘

蛋白簇，归类为膜相关粘蛋白［9-11］，其在乳腺癌、肺

癌、胰腺癌和结肠癌中表达与预后具有相关性［12-14］。

Kitamoto等［1］研究首次提供证据证明MUC3A基因启

动子的甲基化导致基因的失活，影响肿瘤预后。然

而，MUC3A在神经母细胞瘤中基因启动子是否发生

甲基化，以及基因甲基化与肿瘤预后的关系目前国

际上尚未见报道。

本实验应用MSP技术检测了44例NB的MUC3A
基因的甲基化状态，结合其临床特征，我们得出结

论：MUC3A基因甲基化的发生与年龄，肿瘤分期及病

理类型密切相关，MUC3A基因的甲基化影响肿瘤的

预后，是预后不良的因素之一。

神经母细胞瘤具有自然消退的特点，常发生在

新生儿及婴幼儿，因此，发病及诊断年龄≤1岁被认

为是预后良好的重要指标。本实验中MUC3A基因的

甲基化与患儿发病诊断年龄密切相关（P<0.025，RR=
0.60），诊断年龄越小，MUC3A基因的甲基化发生可

能性越低，预后越好。在性别差异方面，本研究未见

该基因甲基化与性别有统计学相关性。

国际分期（INSS）已被广泛应用，Ⅰ期病例单纯

手术切除，不用化疗和放疗，生存率可达90%，Ⅱa、Ⅱ
b、Ⅲ期低危病例，采用手术辅以术后化疗，生存率可

达85%以上。儿童Ⅱb、Ⅲ期和Ⅳ期中危组病例，手术

加化疗和放疗，生存率也可达 60%～75%，而年龄大

于 2岁的高危病例，各种综合治疗的预后均不理想，

生存率仅 15%左右。因此，INSS分期对于神经母细

胞瘤具有重要的指导意义。本研究中将Ⅰ、Ⅱ、ⅣS
期合并为预后良好组，Ⅲ期及Ⅳ期患儿为预后不良

组，两组病例甲基化发生率具有显著差异（P<0.005，
RR=2.5），MUC3A基因的甲基化与患儿疾病分期密切

相关，并且疾病分期越早，MUC3A基因的甲基化率越

低，预后越好。

根据瘤细胞的分化程度、瘤细胞浆内颗粒的多

少及神经纤维丝的有无等，可以将瘤细胞分为4个阶

段：原始未分化神经瘤细胞、低分化神经母细胞、中

分化神经母细胞、高分化神经母细胞。据此，将神经

母细胞划分为三个病理类型：高分化型，分化差型

（包括低分化及中分化），未分化型，根据病理与预后

的关系，将分化差型及未分化型合并为预后不良组，

高分化型为预后良好组，两组病例具有显著性差异

（P<0.005，RR=3.57），MUC3A基因的甲基化与患儿肿

瘤细胞分化程度密切相关，肿瘤细胞分化程度越高，

MUC3A基因的甲基化率越低，预后越好。

MYCN基因是Kohl首先从NB的细胞中分离出

神经外胚层专一的原癌基因，通常表现为单拷贝，并

定位于人类第 2对染色体短臂远端（2p23～2p25）。

近年来应用分子杂交技术对 NB 细胞系及瘤组织

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
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MYCN基因进行检测，结果显示MYCN基因扩增是

NB 迅速发展和预后不良的指标。本实验根据

RT-PCR 的检测结果将 44 例 NB 患者分为两组，

MYCN+（扩增组）及MYCN-（未扩增组），两组病例甲

基化发生率具有显著差异（P<0.005，RR=1.46），表明

MUC3A基因的甲基化与患儿MYCN基因扩增密切相

关，并且MYCN扩增的患儿MUC3A基因的甲基化可

能性越高，预后越差。并且相对于MYCN基因扩增的

整体检出率较低而言，MUC3A基因的甲基化检出率

较高，灵敏度更高，可能成为更好的预后指标。

在6例肝母细胞瘤及4例肾母细胞瘤中，MUC3A
基因全部发生了甲基化，但因样本量不足，无法得出

确切结论，可能预示MUC3A基因甲基化在胚胎性恶

性肿瘤的发生发展过程中具有重要意义，有待于进

一步研究证实。

综上所述，MUC3A基因启动子在神经母细胞瘤

中发生了甲基化，并且该基因的甲基化状态与诊断

年龄、肿瘤分期、病理类型具有密切相关性，与MYCN
基因扩增一样，MUC3A基因甲基化预示着肿瘤不良

预后，并且，其捡出率高于MYCN扩增的检出率，可能

成为更有效的神经母细胞瘤预后标志。
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