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甲基化在食管癌发生发展中的作用$ "方法# 应用实时荧光
甲基化特异性聚合酶链反应%

2345!6783 '(9

&分别检测
$/:

例食管癌患者癌组织及癌旁
正常组织中

&'()!

甲基化情况! 并分析其与临床病理等参数及预后之间的关系$ "结
果# 在

$/:

例原发性食管癌组织中!

&'()!

甲基化的有
;/

例
<=%.>?

&!与之相对应的癌
旁正常组织中甲基化的有

$%

例%

$/.%?

&%

9@".">

&$

&'()!

高甲基化分别与患者的年龄'

肿瘤远处转移及不良预后有关
-9@".">A

!而与患者性别'淋巴结转移及临床分期等无关
-9B".">A

$ "结论#

&'()!

高甲基化是食管癌频发的分子事件!也是导致其错配修复功能
缺陷的重要原因之一$

&'()!

基因启动子区甲基化可能在老龄化及食管癌的发生发展过
程中发挥重要作用!是一个潜在的预后相关因子$
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>"!*+, 7N54KO

!
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是发现最早的错配修复基因!在遗传性 非息肉病性结肠癌 %

&323O7642I KJK+J5I+JN7N RJ5J23R!

645 R4KR32

!

)Y9**

&等遗传性肿瘤和胃癌'肺癌等散

发性肿瘤错配修复基因异常改变中!

&'()!

的突变

居首位$ 为系统研究
&'()!

基因在食管癌中的作

用!本研究选择
&'()!

基因作为研究目标!分析了

散发性食管癌中
&'()!

基因启动子区域
>"!*+,

岛

甲基化状况!探讨
&'()!

基因在食管癌发生'发展

中的意义$

专
题
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#

材料与方法

!"!

实验标本

本研究采用
#;<

例食管鳞癌组织及相应癌旁正

常组织!病例均来自于
!<<=

年
$!

月至
!<<>

年
?

月

浙江省肿瘤医院食管癌手术后组织标本! 癌旁正常

组织取自肿瘤边缘
@4A

外区域! 为肉眼下正常组

织!上述组织切除后!固定于
#<B

的福尔马林中作

病理诊断及
C:D

提取用!所有患者临床病理资料齐

全" 其中男性
$!<

例!女性
$<

例!年龄
=$!%@

岁!

E:F

分期按照世界卫生组织#

GH3

$和国际抗癌联

盟#

IJ..

$的标准% 上&中段病变
?=

例!下段
@K

例'

高中分化
>K

例!低分化
;=

例'

!L"

期
;$

例!

#L$

期
>>

例"

!"#

主要试剂及仪器

苯酚购自中国医学科学院 !

MN0E14O P02(,-0O1

试剂盒来自
QJDRM:

(德国$!

STPU V)1A0W E+X MW

E+X Y0O

试剂盒来自
E+Z+U+

(中国大连$% 所用引物

由
J*[0O)'51*

公司合成%

/FSH!

去甲基化引物序列

为 )

\]^@"#RREEREERERREERRDEREEREEE#;"

!

\U^@" #.DD.ED.DD.DE.E..EE.DD.ED.D..D#;"

!

扩增产物长度为
#@#_N

%

/FSH!

甲基化引物序列为)

\]^@"#E.RERRE.RRD.RE.REE.#;"

!

\U^@"#.DD.RE#

.E..EE.RD.ED.D..R#;"

!扩增产物长度
#@< _N

%

所用仪器由浙江省肿瘤医院浙江省肿瘤研究所提

供%

!"$

目标细胞捕获

在光学显微镜下!采用
!?R

号针显微捕获食管

癌组织中的肿瘤细胞及癌旁正常细胞% 针挑肿瘤细

胞具体方法如下 ) 取
!`;

张连续的

?%A

厚的石蜡玻片进行苏木精和伊红

染色! 脱蜡后在显微镜下分别寻找食

管癌细胞及癌旁正常食管细胞! 并用

!?R

号针获取% 采用上述两种方法分别

获取大约
; <<<`@ <<<

个目标细胞!并

将其置于蛋白酶
Z

提取缓冲液中%

!"%

基因组
C:D

提取!鉴定及修饰纯化

采用经典苯酚& 氯仿方法从食管

鳞癌组织标本中提取高分子量
C:D

%

以紫外分光光度计测定
C:D

浓度)取

#%, C:D

样本!读取
C:D

浓度值&

D

!K<

和
D

!%<

光密度值!

D

!K<

LD

!%<

比值应在
#9%`!9<

之间% 基

因组
C:D

亚硫酸氢盐修饰及纯化按
MN0E14O P02(,#

-0O1

试剂盒说明书进行操作%

!"&

实时荧光甲基化特异性聚合酶链反应扩增及分析

使用
STPU V)1A0W E+X MW E+X Y0O

试剂盒进行

实时荧光甲基化特异性聚合酶链反应 (

)1+,#O0A1

A1O/6,+O0'*#2N140-04 V.U

!

)1+,#O0A1 FSV

$扩增!反应

结束后!确认扩增融解曲线及电泳!进行结果分析%

!"'

随 访

对本研究中
#;<

例食管癌病例进行随访 (每
;

个月电话随访一次$! 随访日期截止到
!<#<

年
;

月

#

日% 失访病例作为删失数据当作确切数据处理%

!"(

统计学处理

采用
SVSS #?9<

统计软件对
/FSH!

基因甲基

化在食管癌组织中表达情况及与临床病理参数之间

的关系进行统计学分析% 采用
&

! 检验或
]02/1)

*

2

确

切概率法进行分析% 采用
Z+N,+*#F101)

法进行单因

素生存分析!绘制生存曲线%

a'5#U+*Y

检验进行生

存曲线比较!

Vb<9<@

为差异有统计学意义%

!

结 果

#"!

肿瘤组织与癌旁正常组织中
/FSH!

启动子区

域
@"#.NR

岛甲基化状况比较

本研究成功建立了
)1+,#O0A1 FSV

分析
/FSH!

启动子区域
@"#.NR

岛甲基化方法!见图
#

&

!

%

#;<

例食管癌患者肿瘤组织中有
K;

例发生了

/FSH!

启动子区域
@"#.NR

岛甲基化! 甲基化率为

=%9@B

(

K;L#;<

$! 癌旁正常组织中有
#%

例出现了甲

#9K<<1c<9<;

$9=<<1c<9<;

$9!<<1c<9<;

$9<<<1c<9<;

%9<<<1c<9<!

K9<<<1c<9<!

=9<<<1c<9<!

!9<<<1c<9<!

<9<<<1c<9<!

d!9<<<1c<9<!

K< K@ ?< ?@ %< %@ >< >@

温度(

$

$

图
$ )1+,#O0A1 FSV

分析
/FSH!

启动子区域
@e#.NR

岛甲基化"甲基化引物#

C
1
)
0
[
+
O
0
[
1

%!
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图
&

食管癌组织
'()*!

甲基化与非甲基化患者生存比较

组别 例数 甲基化 非甲基化
+

癌旁正常组织
$&, $% $$!

"-,,,

肿瘤组织
#&, .& ./

基化!甲基化率为
$&-%0

"

#%1$&,

#!两者之间有显著

统计学差异"

!

!

2&3-/&4

!

+2,-,,,

$!见表
#

%

!"! '()*!

启动子区域
3!"567

岛甲基化与临床病

理参数相关性分析

'()*!

启动子区域
3!"567

岛甲基化在老年患

者中发生率较高!

."

例
!."

岁的食管癌患者中有

4!

例出现甲基化"

/"-"0

!

4!1."

$!而在
/"

例
8."

岁

患者中有
!$

例发现甲基化"

&"-"0

!

!$1/"

$!两组之

间有显著统计学差异"

+2"-"""

$% 在
&%

例发生远处

转移的患者中"

(

$

$有
&3

例患者肿瘤组织中检测到

'()*!

启动子区域
3!"567

岛甲基化! 其发生率高

达
9!-$0

"

&31&%

$!

9!

例无远处转移患者 "

(

"

$ 中仅

!%

例出现
'()*!

启动子区域
3!"567

岛甲基化!其

甲基化率为
&"-40

"

!%19!

$!两者有明显统计学差异

"

+2"-"""

$%

'()*!

启动子区域
3!"567

岛甲基化与

性别&肿瘤部位&分化程度&淋巴结转移等均不存在

相关性"

+:,-,3

$!见表
!

%

!"# '()*!

启动子区域
3!"567

岛甲基化与预后的

相关性分析

$&,

例随访患者中有
!

例失访!失访率为
$-30

"

!1$&,

$% 死亡
3/

例!其余病例在随访截止时间内生

存状况良好% 发生
'()*!

启动子区域
3!"567

岛甲

基化的患者较非甲基化的患者预后不良! 两者有显

著统计学差异"

!

!

29-$.!

!

+2,-,,!

$%

'()*!

启动子区

域
3!"567

岛甲基化患者与非甲基化患者生存曲线

比较见图
&

%

应用
5;<

回归模型的生存分析' 结合年龄&性

别&分化&转移等情况进行预后的多因素分析!结果

显示
'()*!

甲基化加重&年龄增大及远处转移比肿

瘤临床分期对预后的影响更大%

&

讨 论

'()*!

基因是
$99&

年
=>?'@A

等 (

$

)研 究 人 类

*B+55

时!分离克隆到的第一个人类
((C

基因!位

于人类染色体
!6!$D6!!

! 是正常基因编码损伤

EBF

修复的必须蛋白质% 文献报道
'()*!

基因在

*B+55

中种系突变检出率为
!#0D340

! 突变多为

#3,G6

#3#G6

病例
#%

H (

病例
3#

H (

病例
.,

H (

病例
/!

H (

病例
#%

'

'()*!

甲基化状态*病例
3#

'

'()*!

甲基化状态*

病例
.,

'

'()*!

非甲基化状态*病例
/!

'

'()*!

半甲基化状态%

图
! !-30

琼脂糖凝胶电泳图分析
I@JA"K>L@ ()+

扩增产物

表
#

食管癌组织与癌旁正常组织中
'()*!

启动
子区域

3!"567

岛甲基化状况比较

组别 例数 甲基化 非甲基化
+

年龄+岁$

!.,

8.,

性别
男性
女性

分化程度
高&中
低

肿块位置
中上段
下段

淋巴结转移情况
B

,

B

#

远处转移情况
(

,

(

#

分期
"1#

$1%

.,

/,

#!,

#,

9.

&4

/4

3.

4#

%9

9!

&%

&#

99

4!

!#

39

4

4%

#3

&&

&,

!!

4#

!%

&3

#,

3&

#%

49

.#

.

4%

#9

4#

!.

#9

4%

.4

&

!#

4.

,-,,,

,-.4%

,-..%

,-!&!

,-.4.

,-,,,

,-,.3

表
!

食管癌组织中
'()*!

基因的甲基化与
临床病理参数关系

'()*!

非甲基化患者

'()*!

甲基化患者

, #, !, &, 4, 3, .,

生存时间+月$

累
积

生
存

率

#$%

%$&

%$'

%$(

%$)

%&
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单碱基的改变由碱基缺失或插入引起的移码突变!

导致下游提前出现终止密码! 而使蛋白截断或功能

散失!故
;:<

错配碱基不能修复!引起基因组的不

稳定!导致复制错误而发生肿瘤"

!

#

$

;:<

甲基化是由

;:<

甲基转移酶
=;:>?@

催化!将甲基转移到胞嘧啶

A

位碳原子上!生成
A!

甲基胞嘧啶
=A!B.C

的过程!

;:<

甲基化主要发生在
.DE

二核苷酸!在某些区域

.DE

二核苷酸序列重复出现!

EF.

含量大于
AG"

!

其长度大于
!GG

个碱基!这些区域被称为
.DE

岛基

因甲基化!不同于基因突变$甲基化不涉及基因结构

的改变!而是作为
;:<

的一种修饰作用!甲基化是

可逆的!通过作用于这种可逆的过程!逆转基因甲基

化改变!可以为肿瘤的治疗开辟一条新路$

H+0)I

等"

J

#

的试验发现!利用基因杂合性改变和药物的作用!降

低
;:<

甲基转移酶
=;:>?C

的活性!降低
;:<

的甲

基化!可以明显减少试验组小鼠肠道腺瘤的数目!从

而抑制肠道肿瘤的形成$ 有报道"

K

#认为甲基化所引

起的基因失表达是产生肿瘤化疗耐药性的重要原

因! 通过试验可以证明利用去甲基化药物恢复基因

的表达!可以恢复肿瘤对化疗药的敏感性$

近年来! 有关
;:<

甲基化的研究速度非常迅

猛! 这与出现的各种科学检测手段密不可分$

;:<

甲基化检测方法具有灵敏度高%经济简便%不易受患

者体内非肿瘤因素&高热%生物钟'的影响"

A

#

$ 用亚硫

酸氢钠处理基因组
;:<

使之碱性变!未甲基化的胞

嘧啶变为尿嘧啶!而甲基化胞嘧啶则不变$故采用两

对特异性引物对目标基因进行扩增! 可区分修饰后

的模板
;:<

$ 若由甲基化特异性引物扩增出产物!

则说明样品是甲基化状态!反之!由非甲基化引物扩

增出的产物则证实该模板是非甲基化状态的$

本研究中发现
#JG

例食管癌患者肿瘤组织中

LJ

例发生了
/>MN!

基因的甲基化! 甲基化率为

K%9AO

!癌旁正常组织中
#%

例出现了甲基化!甲基

化率为
#J9%O

!食管癌组织中
/>MN!

基因甲基化水

平明显高于癌旁正常组织! 两者之间有显著统计学

差异
=!

!

PJA9QJK

!

RPG9GGGC

$ 提示
/>MN!

基因甲基化

参与了食管癌发生的过程$ 据文献报道 "

L

!

Q

#

!食管癌

患者组织中的
/>MN!

基因甲基化率为
J!9KO

!食管

癌组织中
/>MN!

阳性表达率为
KL9%%O

% 癌旁为

AJ9#!O

%正常组织为
%K9J%O

$与正常食管组织相比!

食管癌和癌旁组织中
/>MN!

阳性表达率均明显降

低
=RSG9GAC

!

/>MN!

阳性表达率与食管癌患者年龄

及性别%肿瘤大小%肿瘤位置%病理类型%组织学分

级% 淋巴结转移% 浸润深度等均无明显相关性
=R#

G9GAC

! 认为
/>MN!

缺失是食管癌发生的早期事件$

本实验甲基化率高于文献报道! 可能与标本来源及

样本量大小不同有关!他们共入选
J!

例患者!而本

研究有
#JG

例患者!且中晚期患者较多&

"T#

期
UU

例'$

本研究发现
/>MN!

基因甲基化在不同年龄组

有显著统计学差异!

R

值为
G9GGG

!在
LG

例
!LG

岁的

患者中有
K!

例发生甲基化 &甲基化率(

QG9GO

'!在

QG

例
$LG

岁的患者中仅
!$

例发生
/>MN!

基因甲基

化&甲基化率(

JG9GO

'!

/>MN!

基因甲基化在老年组

更常见$ 随着年龄的增加!细胞的老化速度增加!细

胞老化时
;:<

修复能力随之下降!基因修复能力下

降也促使细胞的老化%修复能力下降!更多错配基因

不能得到修复! 进而促使更多的肿瘤细胞的分化生

长!疾病进一步发展$ 本实验另一个发现是
/>MN!

基因甲基化与肿瘤远处转移有关&

RPG9GGG

'!在病情

较晚的患者中!

/>MN!

基因甲基化发生率高! 说明

/>MN!

甲基化参与肿瘤的进展$ 未发现
/>MN!

甲

基化与性别%肿瘤发生部位%淋巴结转移等有关系!

病例组中女性患者较少! 需要进一步扩大样本量进

行研究$随访中发现发生
/>MN!

基因甲基化的患者

死亡事件发生较多!生存曲线也证明了出现
/>MN!

基因甲基化患者较非甲基化患者预后不良! 两组有

显著统计学差异 &

!

!

PU9$L!

!

RPG9GG!

'$ 提示
/>MN!

基因甲基化参与了食管癌的发生发展!与预后相关$

结合
/>MN!

甲基化%年龄%性别%分化%转移等情况

进行预后的多因素分析!结果显示
/>MN!

甲基化加

重% 年龄增大及远处转移比肿瘤临床分期对预后的

影响更大$

综上所述
/>MN!

基因启动子区域
A%!.DE

岛的

高甲基化是食管癌频发的分子事件! 食管癌组织中

/>MN!

基因启动子区域
A%!.DE

岛的甲基化明显高

于癌旁正常组织!并且与年龄%肿瘤远处转移及不良

预后显著相关! 提示
/>MN!

基因启动子区域
A%!

.DE

岛甲基化是导致其错配修复功能缺陷的重要原

因之一!

/>MN!

基因启动子区甲基化可能在老龄化

及食管癌的发生发展过程中发挥重要作用! 是一个

潜在的预后相关因子$

%K
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第五届浙江省胸部肿瘤论坛暨长三角专家峰会征文
!

第一轮通知
"

!第五届浙江省胸部肿瘤论坛暨长三角专家峰会" 将于
!M#!

年
]

月
!E

日至
G

月
#

日

在杭州举行# 本次会议将同时召开!长三角专家峰会"$大会将邀请国内外著名胸部肿瘤专

家进行精彩的专题讲座%被邀专家中将有多位参加了第
V%

届美国临床肿瘤学会年会&

[=D`L

!M#!

'$他们将传递本次
[=D`

会议中胸腹部肿瘤领域的最新信息$使国内临床肿瘤工作者

能够快速(便捷地分享到国际最新的研究成果和创新技术# 会议期间举行的!长三角专家峰

会"等都成为大会的一大亮点$还有各种形式的病例讨论与案例点评等$增加与会专家和学

者的感性认识#

!浙江省胸腹部肿瘤论坛" 由浙江省肿瘤医院和浙江省癌症中心胸部肿瘤研究指导中

心(浙江省抗癌协会主办$浙江省肿瘤诊治质控中心(浙江省肿瘤防治办公室(肿瘤学杂志

社以及著名制药企业等共同参与的肿瘤学专业论坛# 大会组委会诚挚邀请您参加本次大会

并踊跃投递学术论文或研究报告$共同交流# 本届论坛同时有两个国家级继续教育项目$凡

参加大会交流者$ 均可获得相应的
!

类继续教育学分) 第五届乳腺癌内科治疗新进展

*

!M#!LMFL#ML##EP

国
S

+%乳腺癌预防及早诊早治新进展学习班*

!M#!L#!LMGLM%#P

国
S

+#

征文内容
!

胸部肿瘤领域的临床和基础研究相关学术论文$主要议题包括)

"

肺肿瘤%

#

食管肿瘤%

$

乳腺肿瘤#

征文要求
!%

尚未在国内外学术期刊公开发表的学术论文
a&

论文请按正式发表之格式

撰写$提交全文并附
HMMb#MMM

字左右的中文摘要$摘要包括目的(方法(结果和结论四部分
a

$

会议只接受网上投递$以
@1;?

文档附件形式发送至
c+,d)4:<eTZ-f$!]6019a'

发送稿件时

注明通讯作者联系信息)姓名(性别(单位科室(通讯地址(

g!94)-

(手机或办公室电话#

截稿日期
!!"$!

年
H

月
F$

日$论文经学术委员会审稿后选编入论文集$确定优秀论文

者将安排大会发言#

联系方式!地址)浙江省杭州市半山桥广济路
F%

号
PF$""!!S

浙江省肿瘤医院科教科%

联系人)吴国萍(邹德宏(江洪%电话)

"HG$L%%$!!H$H

%网址)

@@@6Z0+1*B)54-6019

%H


