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摘 要!&目的' 研究食管鳞癌患者癌组织及血浆中
=>?@

基因甲基化的情况"探讨血浆中
=>?@

甲基化
检测在食管鳞癌早期诊断$治疗$预后评估中的作用(&方法' 食管鳞癌患者

9&&

例"分别提取血浆$癌组织
及癌旁正常组织中

=>?@

基因的
=<>

"并结合临床病理以及随访结果"进行
=>?@

甲基化分析) &结果'

癌组织与癌旁正常组织中
=>?@

的甲基化率差异有统计学意义!

?A";"""

%"癌组织和血浆
=>?@

基因的甲
基化在是否淋巴结转移$是否远处转移$不同分期时差异均有统计学意义!

?!";"&

%) 癌组织和血浆中
=>?@

基因甲基化的相关系数
*

为
";BC%

!

?D";"""

%)癌组织中和血浆中
=>?@

基因非甲基化患者具有明显的生存
优势!

?

均为
";"""

%)

/(E

回归分析显示血浆
=>?@

甲基化是食管鳞癌患者生存的独立影响因子) &结论'

食管鳞癌癌组织和血浆中
=>?@

基因甲基化均与肿瘤分期$淋巴结转移$远处转移相关#癌组织和血浆中
=>?@

基因甲基化有显著相关性"血浆中
=>?@

高甲基化可作为食管鳞癌预后不良的生物标志物)
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食管鳞癌具有恶性度高$远处转移快$预后差等 特征) 全世界范围内" 食管鳞癌的发病率位居第
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位"死亡率居第
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位"在最发达的城市里"它的
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年

生存率仅为
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" 我国也处于食管鳞癌的高

发区"特别是在中国的北部"太行山附近区域&
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"食管

鳞癌是最主要的组织病理类型&
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"是一种抑癌基因!通过多种途径诱导

肿瘤细胞凋亡#本课题对食管鳞癌癌组织$癌旁正常

组织和血浆中
-./0

甲基化状态进行了观察!研究

了食管鳞癌患者
-./0

异常甲基化表达与临床$病

理$预后等参数之间的相关性%以期为食管鳞癌早期

诊断$治疗和预后的评估等提供生物标志物#

1

资料与方法

!"!

资 料

收集
!""2

年
1!

月至
!""%

年
3

月浙江省肿瘤

医院胸外科食管鳞癌患者
1&&

例#手术切除后!组织

标本立即由专人负责留取#癌组织标本取自癌巢!正

常组织取自距肿瘤边缘
&45

外区域!为肉眼下正常

组织# 上述组织切取后!立即置于液氮中!然后在

!36"

冰库中保存#取癌组织和正常组织的器械是两

套完全分开的器械!以确保无交叉污染#

所有入选的病例经病理诊断均为食管鳞癌患

者!其中男性
121

例!女性
12

例!年龄
22#7&

岁!中

位年龄
68

岁# 按照国际抗癌联盟
9:;<<=

与美国癌

症联合会
9.><<=!88%

第
3

版标准进行
?@A

分期#

上
B

中段病变
7$

例!下段
38

例
9

因
!

例为全段食管!

弃用
=

%高
B

中分化
11&

例!低分化
28

例%

!

$

"

期
$%

例!

#

$

$

期
116

例#

!"#

方 法

1C!C# -@.

的提取

新鲜冰冻组织标本在室温下解冻! 光学显微镜

下采用
!3D

号针分别挑取少许癌巢细胞及正常细

胞!分别获取
#88#&88

个目标细胞!将其置入
-@.

提 取液 中 # 用
A.<EFGFH$@.DFI

公 司 的 组 织

-@.

基因提取试剂提取基因组! 抽提得到的
-@.

在
!!8"

保存#

取患者外周静脉血
&5J

!

$ &88KB5()

离心
185()

!

分离血浆!用
A.<EFGFH$@.DFI

公司基因提取试

剂提取血浆中的
-@.

!抽提得到的
-@.

在
!!8"

保

存%取
-@.

样本以紫外分光光度计测定
-@.

浓度$

.
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和
.
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光密度值!理想
.

!68

B.
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比值应在
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之间#

1C!C!

基因组
-@.

亚硫酸氢盐修饰及纯化

基因组
-@.

亚硫酸氢盐修饰及纯化按
FL(?,4M

N(+OJP(M,

试剂盒&

Q(*R,)

"说明书进行操作#
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甲基化特异性
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根据
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析反应结束后!确认扩增曲线和溶解曲线!进行结果

分析#
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随 访

全部患者由研究组成员跟踪随访! 收集完整的

随访资料!均自手术日计生存和随访时间!至患者死

亡或研究指定结束日#以复发$转移或者死亡作为随

访终点事件!统计无病生存期&

Z(+,*+,$PK,, +OK[([*J

!
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统计学处理

采用
S/SS17C"

统计软件对
-./0

基因甲基化

在食管鳞癌组织$癌旁正常组织中表达情况!及两者

之间的关系进行统计学分析# 采用
&

! 检验或
U(+\,K

确切概率法及
/,*K+])

相关分析进行数据分析!用

乘积极限法&

0*LJ*)$A,(,K

"进行单因素生存分析并

绘制生存曲线!对数秩检验&

I]R$G*)' M,+M

"进行生

存曲线比较! 用
<]X

比例风险回归模型进行多因素

生存分析!显著性检验用
^*JZ

检验!

/_8C8&

为差异

有统计学意义#

!

结 果

#"!

癌组织和癌旁正常组织
-./0

甲基化的比较

1&&

例食管鳞癌患者肿瘤组织中有
186

例发生

了
-./0

启动子区域
&%$<LD

岛甲基化!甲基化率为

67C2`

&

1"6B1&&

"%癌旁正常组织中有
1!

例出现了甲

基化!甲基化率为
3C3`

&

1!B1&&

"!两者之间差异有

统计学意义&
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癌组织
=>?@

基因甲基化与临床病理参数

关系分析

癌组织中
=>?@

基因的甲基化在不同性别!

年龄!肿瘤生长部位!分化程度!局部浸润深度时

差异均无统计学意义"

?!";"&

#$而在是否淋巴结

转移"

?A";"!!

#!是否远处转移"

?A";"""

#!不同分

期"

?A";"""

#下差异均有统计学意义"

B,C-2 9

#%

!"#

血浆中
=>?@

基因甲基化与临床病理参数

关系分析

血浆中
=>?@

基因的甲基化在不同性别!

年龄!肿瘤生长部位!分化程度!局部浸润深度

时差异均无统计学意义"

?!";"&

#$而在是否淋巴

结转移"

?A";"9"

#!是否远处转移"

?A";"""

#!不同

分期"

?A";"""

#下差异均有统计学意义
DB,C-2 !E

%

!"$

食管鳞癌患者血浆与癌组织中
=>?@

基因

甲基化的相关性

?2,*3(+

相关性分析结果显示$ 癌组织和血

浆中
=>?@

基因甲基化水平具有相关性 "

*A

";FG%

$

?"H;HHH

#%

!"% ! =>?@

基因甲基化与患者预后的关系

随访截止到
!H9!

年
I

月$

9&G

例 "失访
9

例#病例中$在癌组织中
=>?@

基因未甲基化共

GF

例$只有
$

例出现进展或者死亡$

G&

均无进展

或者死亡&甲基化病例
9HI

例$共
J$

例出现进展

或者死亡$

$$

例无进展或者死亡$两者之间差异

显著 $ 作
@,K-,+#L212*

分析 $ 提示癌组织中

=>?@

基因非甲基化的患者具有明显的生存优

势"

?AH;HHH

#%

在血浆中
=>?@

基因未甲基化共
I%

例$只

有
&

例出现进展或者死亡$

IG

均无进展或者死

亡&甲基化病例
F&

例$共
J9

例出现进展或者死

亡$

9G

例无进展或者死亡$ 两者之间差异显著$

作
@,K-,+#L212*

分析$提示
=>?@

基因非甲基化

的患者具有明显的生存优势"

?AH;HHH

#%

同时$无远处转移的患者比远处转移的有明

显的生存优势"

?AH;HH!

#&

!M"

期患者比
#M$

的

有明显的生存优势"

?A";"$G

#

DB,C-2 $N

%

由于血浆中
=>?@

基因甲基化与癌组织中

=>?@

基因甲基化具有相关性$ 故仅将分期!远

处转移!血浆中
=>?@

基因甲基化状态进行
/(O

回归分析$ 提示外周血中的
=>?@

甲基化状态
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是食管鳞癌患者生存率的独立影响因子! 相对危险

度"

''

#为
(!)!**+%&,-./0)%0$!$1)0%!

!

231)1114

!即

血浆中
5627

基因甲基化患者发生复发$转移或死亡

的可能性是未甲基化患者的
#!)!**

倍
+89:;<= (4

%

$

讨 论

经典遗传学和表观遗传学因素在食管鳞癌中起

了重要作用!影响了不同的凋亡调控基因$癌基因$

抑癌基因!基因启动子区
->?

岛的高甲基化在食管

癌的基因沉默中是常见的表观遗传学事件! 影响了

如细胞凋亡相关蛋白
5627

&

&

'

%

5627

基因是一种
!"

干扰素诱导细胞程序性死亡的正性调节基因! 它编

码一个结构独特的依赖丝氨酸苏氨酸激酶的钙调

素!功能上是一个肿瘤抑制基因&

@

'

% 如果
5627

基因

启动子区
->?

岛的高甲基化!就使该抑癌基因的失

活!导致肿瘤发生!本研究结果表明!食管鳞癌患者

癌组织抑癌基因
5627

高甲基化(癌旁正常组织低

甲基化!两者显著差异% 很多研究表明
5627

能通

过第二信使来调节细胞凋亡! 许多学者也对其信号

通路进行了探索%

ABB

等&

*

'发现通过
C8"7D>>DE

信

号通路!

5627

基因调节
FC8""

和
.C8"!

的细胞凋

亡作用来达到促进细胞死亡的目的%

G9;

等&

H

'检测了

胆管癌
$@

例!检测了
FIJ(K6J-

和
5627

!他们认

为上述
!

个基因的甲基化在胆

管癌形成的信号通路
2$"EDL

凋

亡通路中扮演重要角色!发现在

胆 管 癌 组 织 中
FIJ(K6J-

和

5627

的甲基化率分别为
$@)(,

和
$")@,

!而在癌旁正常组织中

这
!

个基因的甲基化发生率很

低!考虑
FIJ(K6J-

和
5627

的

甲基化导致了基因沉默和胆管

癌的发生% 在食管鳞癌中!也许

不止一条信号通路! 甲基化的

5627

基因功能上的失活导致了

肿瘤细胞的增殖!具体机制尚待

进一步的研究%

我们的研究结果也证实了

癌组织和血浆中的
5627

基因

甲基化水平有相关性!可以认为
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通过检测血浆中
=>?@

甲基化!来反映癌组织中的

=>?@

基因甲基化水平" 在许多肿瘤中有类似的发

现!

A1)

等#

%

$在口腔癌癌组织中的
=>?@

甲基化率为

BC;%D

!血液中为
&!;!D

!两者之间有显著相关性%相

关系数
*

为
E;B%

!

?!E;EEE

&'同样!

F".+2*

等 #

#E

$发现

来自卵巢癌的癌组织和血浆中
=>?@

基因的甲基

化水平有显著相关性" 这种现象的出现可能与肿瘤

细胞的血行转移有关! 肿瘤组织中的癌细胞医源性

%手术(穿刺检测&或者自发的进入血液循环!形成了

循环肿瘤细胞!成为了远处播散和复发的根源" 由于

两者存在显著相关性!可以用血浆中
=>?@

基因甲基

化的检测来反映组织中
=>?@

基因甲基化的状态"

正是由于血浆中肿瘤细胞的全身循环! 那么应

该与肿瘤患者的某种病理特征! 比如
G<H

分期(部

位(肿瘤的生长相关!这一点我们在本研究中也发现

了
=>?@

甲基化与肿瘤分期(淋巴结转移(远处转

移显著相关! 可能不只血浆中肿瘤细胞的循环这一

途径!有证据表明
=>?@

的表现遗传沉默与非小细

胞肺癌新生血管生成相关! 可能是引起治疗后复发

的因素!影响患者的总体生存率#

##

!

#!

$

" 那么在食管鳞

癌中!

=>?@

基因的甲基化可能也会导致新生血管

的生成! 可能由于循环肿瘤细胞和促进新生血管的

生成这两种机制!在很多肿瘤中!

=>?@

基因的甲基

化都会与临床病理特征有一定的相关性 ! 例如

<17,I1

等#

#$

$发现
=>?@

基因甲基化与癌组织局部浸

润的深度有关联! 检测有利于早期发现宫颈癌"

G,J2)501

等 #

#B

$认为
=>?@

甲基化(高甲基化都是和

年龄(病理类型有相关性'

F)

等 #

#&

$检测显示
=>?@

甲基化水平和淋巴结转移有显著相关性" 当然!也

有不一致的结果!

A1

等 #

#C

$对
B&

例食管鳞癌患者和

#&

名健康人的血浆分析!

=>?@

基因虽然是
B

个甲

基化频率最高的基因之一
KBC;LDM

! 却并未发现

=>?@

基因的甲基化与分化和远处转移等因素相

关! 这个可能与样本的例数比较少以及样本的分期

较早存在一定的关联"

我们的研究表明血浆中
=>?@

基因非甲基化

的患者具有明显的生存优势 %

?NE;EEE

&! 血浆中的

=>?@

甲基化状态是食管鳞癌患者生存的独立影响

因子" 由于血浆中的癌细胞
=>?@

基因来源于癌组

织中的癌细胞%自发或者医源性&!可以认为血浆中

=>?@

基因的甲基化状态高度反映了癌组织中的

=>?@

基因甲基化状态! 这个跟我们上述的实验结

果也是吻合的" 那么我们就可以通过检测血浆中

=>?@

基因甲基化状态来对食管鳞癌患者的预后作

出一定程度的判断" 类似的研究前人也做了很多!

@*,O+(P1#$

等 #

9Q

$在滤泡性淋巴细胞瘤
KRAM

中分析了

=>?@

甲基化显著降低总体生存率! 不仅仅在肿瘤

中!在癌前病变!比如!外阴硬化性苔藓转变为恶性

疾病的过程中!

=>?@

基因的高甲基化状态也可能

预示着恶性转变的可能#

9L

$

"因此!由于上述可能的信

号通路和
=>?@

基因与临床病理特征的显著关联

性! 可以认为血浆中
=>?@

基因的甲基化状态对食

管鳞癌患者的生存(预后有一定的预示作用"

总之!

=>?@

基因启动子区域
/ST

岛高甲基化

是
=>?@

基因沉默的机制之一!在食管鳞癌中有着

重要作用" 食管鳞癌患者血浆中的
=>?@

基因甲基

化水平可以在一定程度上体现肿瘤的进展程度!同

时提示患者预后不佳! 可以作为食管鳞癌诊治及预

后评估的生物标志物"
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由浙江省肿瘤医院'浙江省胸部肿瘤中心主办!肿瘤学杂志社协办的
!X#$

浙江胸腹部恶

性肿瘤图像引导放射治疗
Yi_F.Z

国际研讨会!暨
i_F.

在胸腹部恶性肿瘤中的应用全国继续再

教育学习班!将于
!X#$

年
%

月
a&(

日在浙江杭州举行( 本次会议将邀请国内外著名肿瘤放射

治疗专家就
i_F.K4WF.

在胸腹部恶性肿瘤中的应用进行专题演讲! 并对如何开展与
i_F.K

4WF.

相关的临床研究进行讨论! 届时还将实地观摩浙江省肿瘤医院胸腹部恶性肿瘤
i_F.K

4WF.

治疗操作流程) 欢迎全国肿瘤放射治疗界同道们积极参与*

会务组联系方式$地址$杭州市半山桥广济路
$(

号浙江省肿瘤医院放疗科+

$#XX!!

&,联系

人$许亚萍+

#$(&[#X#!a%

#!朱远+
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