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' 法检测
,@"

例
:';

组织及其癌旁组织中
'()*

基因启
动子甲基化状态" 并结合患者的临床病理特征和随访信息分析

'()*

与
:';

进展及预后的
关系( %结果&

,""

例
:';

组织中
'()*

基因启动子甲基化率为
$$A

" 明显高于癌旁组织的
$A

*

:B@C""!

'+

'()*

基因甲基化程度与患者初诊年龄,原发灶大小,数量,腺外侵犯,淋巴转
移,

'D<

分期呈正相关!

:E"+"F

'#而与患者性别,

'

分期无关!

:G@H"F

'+ 单因素生存分析显示
'()*

基因甲基化预示更短的无病生存时间"而多因素生存分析显示
'()*

基因甲基化不是
:';

患者无病生存的独立影响因素+ %结论&

'()*

基因启动子区甲基化是
:';

组织中频发
的分子事件"与肿瘤的进展相关并提示

:';

患者的不良预后+
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甲状腺癌是最常见的一种内分泌恶性肿瘤"近 年来发病率不断上升%

#h%

&

+ 甲状腺癌分乳头状癌,滤

泡癌,未分化癌和髓样癌等四种主要类型+其中甲状

腺乳头状癌!
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'是最常见

的一种组织类型"占总发病率的
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管总体预后良好"但仍有部分
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并迅速进展!

=>/

的发病及进展机制目前还不明确!

目前已知
=>/

的发病与基因改变"激素作用"环境

因素相关#

?

$

%

>@AB

基因调控了甲状腺细胞碘代谢的几个关

键步骤!维持着甲状腺的基本功能#

C

!

$

$

% 有部分基于

细胞系" 转基因动物的研究发现
>@AB

的缺失可能

会促进
=>/

的增殖"侵袭能力#

$D9"

$

% 而启动子区的异

常甲基化是导致特定基因低表达或不表达的主要原

因之一%目前有相当多的研究显示!与正常甲状腺组

织" 良性甲状腺肿瘤相比! 甲状腺癌组织中存在

>@AB

启动子的异常甲基化#

E

!

99

$

!并且较多见于
=>/

早期#

9!

$

% 但目前
>@AB

基因甲基化与
=>/

之间尚缺

乏大样本量的临床病例相关性研究%

本研究利用 甲 基 化 特 异 性
=/B

&

F2G07-,G1(+

3H251.15 =/B

!

I@=

' 检测
9J"

例
=>/

及癌旁正常组

织中
>@AB

基因启动子区
?!"/HK

岛的甲基化情况!

分析癌组织中
>@AB

基因甲基化水平与
=>/

临床

病理因素之间的关系!并结合患者的预后信息!分析

患者
>@AB

基因甲基化对患者预后的影响%

9

资料与方法

!"!

病例资料

本研究选取
!""ED!"9"

年间于浙江省肿瘤医

院行甲状腺全切术的原发性
=>/

病例! 共计
9""

例!均经病理证实!排除严重心肺脑肾疾病!排除术

前放化疗史% 获取这些病例癌及癌旁组织的石蜡切

片和临床病理资料% 入组病例中男性
99

例!女性
LE

例(肿瘤最大径
!!5F

者
%$

例!

M!5F

者
C%

例(单发

病灶
!$

例!多发病灶
$%

例(局限腺内型
%C

例!腺外

侵犯型
C&

例(伴颈部淋巴转移
$"

例!不伴颈部淋巴

转移
%"

例( 参照第
$

版美国癌症联合委员会&

N"

'//

'标准分期)

!O"

期
C&

例!

#O$

期
%C

例%

!"#

目标细胞获取及基因组
P<N

抽提!纯化

选取
!D%

张连续!厚度约
$%F

的石蜡切片% 经

脱蜡及苏木精"伊红染色后!在光学显微镜辅助下辨

认
=>/

细胞及癌旁正常细胞!并用
!$K

号注射针挑

取约
%"""D?"""

个目标细胞% 将采用上述方法获取

的目标细胞置于蛋白酶
Q

提取缓冲液中!采用
RS"

N,FH P<N

抽提试剂盒&德国
R1,62+

公司'!严格按

试剂盒提供的操作说明提取和纯化微量
P<N

%

!"$

甲基化特异性聚合酶链反应

按照
TH1>25G U13)-.1G2 Q1G

操作手册提供的步骤

进行亚硫酸氢盐修饰及纯化基因组
P<N

% 参考

>@AB

基因序列
VK2+U,+W SP

)

N/"9""$!X

设计
>@AB

基因
/HK

岛特异的甲基化
VIX

和非甲基化
VYX

引物如

下 )

>@AB"I VZX

)

?! ">K>NKNK>>KNKNN>KNKK/"

KN>>>/"%!

!

VBX

)

?! "//NN/>N/NN/NNN>//K//K"
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!

=/B

扩增产物长度为
LL [H

(
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)
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VBX

)

?!"/N/"

/NN/>N/NN/NNN>//N//N"%!

!

=/B

扩增产物长

度为
E#[H

% 在
NU-$?JJ =/B

仪
V

美国
NUS 373G2F

公

司产品
X

上用
@\UB"=*2F1] T] >,^

>I 对亚硫酸氢钠

法修饰
P<N

进行
^I@=

法分析!操作步骤按照试剂

盒说明书进行%各样品分别使用甲基化"非甲基化引

物进行定量分析! 根据所测
5G

值及样品的上样量!

通过标准曲线计算在每纳克
V+6X

样品
P<N

中甲基化

的拷贝数%其甲基化百分率计算公式如下)甲基化率

VI#X_

甲基化
P<N

拷贝数
$ V

甲基化
P<N

拷贝数
`

非

甲基化
P<N

拷贝数
X%#JJ&

% 甲基化与非甲基化

P<N

拷贝数的总和用作靶基因
P<N

总拷贝数% 最

终以甲基化率
a!Jb

!

#!Jb

分别视为甲基化和非甲

基化%

!"%

随访及统计学处理

随访截止日期为
!J9C

年
E

月
%J

日或患者诊断

复发日期!随访时间
9$D$?

个月!中位随访
&J

个月%

失访按复发计算%

使用
@=@@ !!;J

统计学软件 ! 采用
&

! 检验或

Z1302*

精确检验法对
=>/

组织中
>@AB

基因甲基化

情况及其与临床病理参数之间的关系进行统计学分

析(采用
Q,H-,+cI212*

法计算生存率!

d(6"*,+W

对数

秩检验进行组间比较!

/(]

比例风险模型进行多因

素分析(

=aJ;J?

为差异有统计学意义%

!

结 果

#"! =>/

组织中
>@AB

基因启动子高甲基化情况

利用
I@=

技术检测了
=>/

及癌旁正常组织中

>@AB

基因的甲基化状况%

9JJ

例
=>/

组织中
>@AB

基因甲基化率为
$$b

&

$$O9JJ

'! 而癌旁正常甲状腺

组织中
>@AB

甲基化率为
$b

&

$O9JJ

'! 差异有统计

学意义&

&

!

_9J;J%E

!

=_J;JJ!

'%
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N,/3

!

W

!

E)6035

"

6 3P.+/ /36/

;<; HMTU

基因甲基化与
=H'

临床病理特征关系

HMTU

基因分别在较大年龄#

!&A

岁$%较大原

发灶&

K!+:

$%多发癌灶%腺外侵犯%淋巴结转移%较

晚分期组中表现出显著的高甲基化&

=G"@"A

$' 而在

不同性别% 不同
H

分期组间
HMTU

基因甲基化率差

异无统计学意义&

=K"@"A

$( 见
H.L(3 D

(

;<= HMTU

基因甲基化与预后的关系

进一步结合本组患者的随访信息进行单因素生

存分析(分析结果显示!较大的初诊年龄%多发灶%淋

巴结转移%较晚的临床分期%

HMTU

高甲基化预示着

更短的无病生存时间)性别%原发灶大小%腺外侵犯%

H

分期与患者的无病生存时间无关&

=G"@"A

$*见
H.L(3 !

*

E)1453 D

(将单因素分析中有统计学意义的因素纳入

条件步进法
',P

回归模型*结果显示仅有
HN7

分期

对患者无病生存有影响*

HMTU

基因甲基化+腺外侵

犯%原发灶数量等因素都被剔出模型*提示
HMTU

基

因甲基化是
=H'

患者较短无病生存时间的风险因

素*但不是的独立预后因素(
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讨 论

=<>

甲基化是基因组
=<>

在甲基转移酶的作

用下!将
?!

腺苷甲硫氨酸的甲基基团转移到胞嘧啶

和鸟嘌呤二核苷酸的胞嘧啶中第
@

位碳原子上" 发

生在基因启动子区附近的
=<>

甲基化可导致基因

转录失活!是生物体表观遗传调节的重要途径之一"

=<>

甲基化亦是肿瘤发生发展的重要机制之一"

生理状态下!

A?BC

基因的基本功能是调节
<D?

基因的表达和甲状腺细胞的摄碘 #

9%

$

"

A?BC

的沉默

突变可导致甲状腺功能减退 #

9&

$

" 而某些造成
A?BC

持续激活的点突变! 可以持续激活下游的
5>EF

通

路并造成甲亢#

9@

$

!或导致患者甲状腺摄碘率提高#

9G

$

"

利用基因转染技术人为提高细胞系中
A?BC

基因

表达后甲状腺相关基因如
A?BC

%

<D?

%

AF4

%

AH

的

表达都会升高!同时甲状腺细胞的摄碘率也会相应

升高#

9%

!

9$

$

" 本项研究在
9I"

例
FA/

组织中发现
A?BC

基因甲基化率占
$"J

!与其他研究者的报道的
%&JK

L$J

#

G

!

$

!

#L

$相近" 本组癌旁正常组织
A?BC

基因甲基

化率为
$J

! 其他中心报道在正常甲状腺组织或良

性病变中几乎不存在甲基化#

G

!

$

$

" 本项研究在更大的

样本量基础上进一步证实了先前报道的研究结果"

由于既往相关研究中样本量或样本种类的局

限! 关于
A?BC

基因甲基化与临床病理特征的相关

性几乎没有报道!仅有
M,*N,-

等#

99

$发现&伴有淋巴转

移的
O

例
FA/

组织中均存在甲基化!但是由于样本

数量较少!差异无统计学意义#

99

$

" 我们在分析了
9""

例
FA/

组织中
A?BC

基因的甲基化状态与临床病

理特征后发现!

A?BC

基因的甲基化不但与
FA/

淋

巴结转移有关!而且与更大的患者初诊年龄%更大的

原发灶大小%更多的原发灶数量%肿瘤腺外侵犯%更晚

的
A<E

分期相关! 从而为
A?BC

基因失活促进
FA/

的进展这一假说提供了更丰富有力的临床证据"

依照现有的理论!

A?BC

基因甲基化可能通过

抑制
A?BC

的蛋白表达来促进
FA/

的进展"

%&

例存

在
A?BC

基因甲基化的
FA/

病例中
9&

例
A?BC

PC<>

不表达!而在
9G

例
A?BC

无甲基化的病例中

仅
&

例
A?BC

基因
PC<>

不表达#

9L

$

" 基于细胞系的

功验证试验发现
A?BC

基因甲基化会导致
A?BC

基

因低表达#

$

!

L

$

"以
@!

氮杂
!!"!

脱氧胞苷处理存在
A?BC

甲基化的甲状腺癌细胞系! 使
A?BC

基因去甲基化

后!细胞系的增殖和迁徙能力被抑制!进一步的皮下

移植瘤成瘤实验也发现肿瘤的生长被抑制 #

L

$

" 这一

研究结果与我们在临床病例中发现的
A?BC

基因甲

基化与肿瘤进展的相关性相互印证! 提示
A?BC

基

因的失活可能会促进
FA/

的增殖和侵袭" 另有研究

发现
A?BC

基因甲基化与
QC>R :G""S

突变存在较

强的相关性!提示
A?BC

基因与
E>FM

通路之间可

能存在一定的联系#

O

$

" 基于基因敲除老鼠的动物实

验发现& 与
A?BC

缺失伴随
QC>R

野生型
FA/

相

比!

A?BC

缺失伴随
QC>R

突变所形成的
FA/

侵袭

性更高!肿瘤组织中基因组不稳定性程度更高#

9"

$

"在

抑制
QC>R

突变以后
A?BC

基因的表达水平提高了

!;L

倍!细胞系摄碘率升高了
$;@

倍#

9O

$

"

QC>R

突变是

FA/

发生% 发展过程中非常关键的分子事件! 它与

A?BC

基因失活之间的联系以及对
FA/

生物学行为

的交互作用近一步印证了
A?BC

基因对
FA/

的促

进作用"此外!我们进一步探讨了
A?BC

基因甲基化

和
FA/

患者无病生存率之间的关系!发现
A?BC

基

因启动子区的高甲基化的患者无病生存时间更短"

这一结果提示
A?BC

基因在
FA/

的转移复发过程

中发挥了一定的作用"

本研究利用
E?F

技术检测了
9""

例
FA/

组织

及其配对癌旁正常组织中
A?BC

基因启动子区的甲

基化情况" 我们发现!与癌旁正常组织相比!

FA/

中

甲基化程度明显升高!同时
A?BC

甲基化与年龄%原

发灶大小%原发灶数量%腺外侵犯%淋巴转移%

A<E

分期有关!并预示了不良预后"因此
A?BC

基因的甲

基化失活可能促进
FA/

进展和复发" 同时!该基因

的甲基化与
QC>R :G""S

突变之间的关系值得大

样本临床研究进一步深入探讨"
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