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<=>8 基因突变及 ?@?A 基因启动子
甲基化在胶质瘤中的临床意义

通讯作者!许在华!主任!主任医师!博士"沈阳军区总医院神经外科!

辽宁省沈阳市沈河区文化路
$B

号#

88""8C

$"

D!E+0,

%

F(G+0/(+

%HI%C8J8!C:4'E

收稿日期!

!K8LM#!N!K

"修回日期!

!K#$NK$N#H

胶质瘤约占颅内原发恶性肿瘤的
$KO

!

8

"

# 且临

床发现同级别胶质瘤患者预后可能明显不同# 进一

步的分子研究表明# 同级别的胶质瘤基因中也存在

明显不同的基因表型# 这些基因表型的出现可能对

患者的预后有相应的提示作用$ 本文主要探讨其中

的 两 种 分 子 表 现 型
?@?A

基 因 启 动 子 甲 基 化

%

?@?A P)'E'Q1) E1Q/6,+Q0'*

& 和
<=>8

基 因 突 变

%

<=>8 51*1 E(Q+Q0'*

&的表达及临床意义#以期对胶

质瘤的治疗及预后评估提供指导$

8

资料与方法

!"!

一般资料

!K88

年
L

月至
!K8L

年
L

月在沈阳军区总医院

神经外科行胶质瘤手术的
8IK

例患者# 年龄
HRL$

岁'男性
IB

例#女性
IL

例'星形胶质细胞瘤
IC

例(

少突胶质细胞瘤
8K

例(髓母细胞瘤
%

例(室管膜瘤

B

例(混合型胶质细胞瘤
%I

例(巨细胞型胶质母细

胞瘤
H

例(多形性胶质母细胞瘤
!B

例'依据世界卫

生组织
ST>3U!KKL

年发布的中枢神经系统肿瘤分类

标准分级)

!

级
!

例#

"

级
C%

例#

#

级
CB

例#

$

级
C#

例$入组患者术前无放化疗等特殊处理#术后病理证

实为标本肿瘤组织含量大于
$KO

的胶质瘤病例#

VWX

评分不小于
L"

分# 患者及家属均知情同意#并

签署知情同意书$手术方式均为镜下全切或近全切#

切除
$HO

以上肿瘤#对于仅行姑息性切除者及术中

仅取病理用者不纳入研究$术后留取新鲜肿瘤组织#

于
8/

内封存于
Y6E'

保护液中#并取患者新鲜血液

标本置于液态氮中低温保存待测$

!"#

方法及结果判定

?@?A

基因启动子甲基化采取焦磷酸测序方

法# 测序使用
W6)'?+)Z [!%

焦磷酸测序仪%

[0+51*

公司&#经过组织加工
!

重亚硫酸盐转化反应
!=;\

纯化
!W.]

扩增和凝胶电泳
!

焦磷酸测序仪测序

对组织标本进行
?@?A

启动子甲基化检测$ 检测序

列为
8K

号染色体
.@\.@...@.\@@A..A.@

序列

中的
%

个位点%下划线标识&#此为
?@?A

基因启动

X05*0-04+*41 '- <=>8 @1*1 ?(Q+Q0'* +*^ ?@?A @1*1 W)'E'Q1) ?1Q/6,+Q0'* 0* W)'5*'202

+*^ A)1+QE1*Q '- @,0'E+ __ !"#$ %&'(

#

)* %+,!&-+

#

.*/ 0,(1!2&,

#

34* 5,+(1

#

6*7/$ ),(

王 振 8

!许在华 8

!孙靖驰 8

!

!

!刘 强 8

!黄 欣 B

%

8:

沈阳军区总医院#辽宁 沈阳
88KK8C

'

!:

大连医科大学#辽宁 大连
88KK%%

'

B:

辽宁省营口经济技术开发区民康医院#辽宁 营口
88HKKL

&

摘 要!!目的" 探讨
<=>8

基因突变及
?@?A

基因启动子甲基化状态在指导胶质瘤患者
临床化疗和预后判断的意义$ !方法" 运用

W.]

测序和焦磷酸测序方法对
8IK

例胶质瘤患
者的肿瘤标本分别进行

<=>8

基因突变和
?@?A

基因启动子甲基化状态分析'分析两者与
胶质瘤患者临床病理特征及预后的关系$ !结果" 胶质瘤中

<=>8

基因突变在不同年龄%

W`

K:K!C

&(病理分级%

W`K:K!K

&(

VWX

评分%

W`K:KK%

&组间分布差异有统计学意义'而在不同性
别%

W`K:IKK

&(

PHB

表达%

W`K:$L$

&(肿瘤幕上幕下位置%

W`K:8KC

&组间分布差异无统计学意
义$

?@?A

基因启动子甲基化在不同年龄%

W`K:%$$

&(性别%

W`K:%%L

&(病理分级%

W`K:!$L

&(

VWX

评分%

W`K:KLL

&(

PHB

表达%

W`K:ILK

&及肿瘤幕上与幕下位置不同%

W`K:I8H

&$

<=>8

基因
突变型组与野生型组

BK

个月总生存期差异有统计学意义%

W`K:KK!

&#高级别胶质瘤术后化
疗患者

?@?A

基因启动子甲基化组与非甲基化组
BK

个月总生存期差异有统计学意义%

W`

K:K%I

&$ !结论"

<=>8

基因突变可作为判断胶质瘤患者预后的指标#而
?@?A

基因启动子
甲基化可作为指导化疗的重要指标$

主题词! 胶质瘤'

<=>8

基因突变'

3C!

甲基鸟嘌呤
!=;\!

甲基转移酶'预后
中图分类号!

]LBI:%8

文献标识码!

a

文章编号!

8CL8M8LKb

#

!K8$

$

88M888$MK%

^'0

!
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子中重要的
QM,

岛序列# 检测利用酶级联化学光反

应将标本组织中的被检测位点出现甲基化频率以峰

值形式表现出来$ 峰值高度与标本组织中被检测位

点甲基化的含量呈正比# 检测位点甲基化比例平均

值在
0FR

以上$视为甲基化阳性#

&./0

基因突变采用
3QS

测序分析法检测进

行$ 测序使用
TID#S5( U3QS

仪$ 经过组织加工
"

.V?

提取及纯化后$通过荧光定量
3QS

仪对
&./0

基因序列进行
3QS

扩增及同步测序#样本突变信号

有典型的
L

型扩增曲线升起$并且通过
#QO

值来判

读$阳性样本
$QO%:

$阴性样本
$QOW:

#

<=>

术后辅助治疗方案

低级别胶质瘤患者中
+,+-

启动子甲基化表

现阴性者均仅在术后辅以常规放疗$

+,+-

启动子

甲基化阳性者行放化疗同步治疗% 高级别胶质瘤患

者均行同步放化疗治疗#

<=?

随访及统计学处理

自
!F00

年
;

月起每半年行电话随访$末次随访

时间
!F0;

年
;

月$期间记录患者生存状态# 失访患

者以生存计#

采用
L3LL !F8F

软件进行统计分析$ 临床特征

资料用百分比描述% 不同组间的临床特征比较采用

!

! 检验$

GD@#45'X

检验分析组间生存曲线#

3YF8F7

为

差异有统计学意义#

!

结 果

@=< +,+-

基因启动子甲基化及
&./0

基因突变与

胶质瘤患者临床特征的关系

0:F

例胶质瘤患者中$

+,+-

基因启动子甲基

化阳性
0F7

例 !

778!<2

"$ 阴性
$7

例 !

%%8;%2

"%

+,+-

基因启动子甲基化在不同年龄!

3ZF8%$$

"&性

别 !

3ZF8%%;

"&病理分 级 !

3ZF8!$;

"&

K3L

评 分 !

3Z

F8F;;

"&

M79

表达!

3ZF8:;F

"及肿瘤幕上与幕下位置

不同!

3ZF8FF0

"组间分布差异均无统计学意义#

0:F

例患者中
&./0

基因突变阳性患者
9F

例

!

078;:2

"$阴性患者
0<F

例!

$%8!02

"%

&./0

基因突

变在不同年龄!

3ZF8F!<

"&病理分级!

3ZF8F!F

"&

K3L

评分!

3ZF8FF%

"组间分布差异均有统计学意义$而在

不同性别!

3ZF8:FF

"&

M79

表达!

3ZF8$;$

"&肿瘤幕上

与幕下位置不同!

3ZF80F<

"组间分布差异均无统计

学意义!

-5P6) 0

"#

@=@

生存情况

本组中
K3L

评分
!;F

$且随访时限超过
9F

个月

的
0F7

例患者$

&./0

基因突变阳性组与阴性组的
9F

个月生存率差异有统计学意义!

3ZF8FF!

"!

=I@N4) 0

"#

高级别胶质瘤患者中
K3L

评分
!;F

$且随访时

限超过
9F

个月的
7F

例患者中$

+,+-

基因启动子

000:
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甲基化突变!两组
<=

个月生存率差异有统计学意义

"

>?=:=%@

#"

A05()1 !

$%

<

讨 论

异柠檬酸脱氢酶!简称
BCD

!目前发现有
<

型!

其中以
BCD#

研究最为广泛和深入%

BCD#

存在于胞

质&线粒体及过氧化物酶体内!是细胞三羧酸循环中

重要的限速酶% 催化异柠檬酸氧化脱羧产生
!!EF

和
;GC>D

%

BCD8

基因突变最早在
!""$

年由
>+)!

2'*2

等 '

!

(在胶质母细胞瘤中发现!

BCD

基因突变后!

突变产物变为
!!DF

! 因与
!!EF

形态结构相似!与

!!EF

依赖的双加氧酶类结合而不能发挥正常
!!

EF

的激活作用!导致双加氧酶类失活!其中的脯氨

酰羟化酶)

>DC

$可调节缺氧诱导因子
!8!

"

DBA!8!

$

的表达!使其水平下降*

>DC

失活后
DBA!8!

表达升

高! 进而诱导
F,(H8

&

9IFA

等多种肿瘤相关因子表

达上调!致使肿瘤发生%另外!突变后催化产物
!!DF

能影响
JIJ!

的活性!抑制其调节
C;G

去甲基化的

功能! 致使整个基因组
C;G

产生广泛的异常甲基

化!亦可导致肿瘤的发生% 本文分析
KFKJ

基因启

动子发生甲基化突变可能即源于此! 且已有学者'

<

(

通过实验数据也得出了低级别胶质瘤中!

BCD8

基因

突变与
KFKJ

基因启动子甲基化具有相关性% 近来

也有研究证明!

BCD

突变可导致胶质瘤染色体三维

构象发生改变!进而干扰染色体正常的拓扑结构!对

促癌基因的表达起到促进作用'

%

(

% 因而有学者认为!

BCD

基因突变可能是细胞癌变初期发生的重要突变

事件!但具体如何导致肿瘤的形成!仍未明确'

L

!

M

(

%

另一方面!也有研究表明在肿瘤细胞中!供能重

要通过两种途径! 其一为
;GD>J

途径! 其二为

BCD8

途径%

BCD8

突变发生后!其中一条供能途径被

封锁!可使细胞处于低能量状态表现惰性!因而生长

相对不活跃%另外!

BCD8

基因突变后!作为细胞内重

要抗氧化物的原产物
;GC>D

下降! 使得细胞更容

易受到外界的氧化侵蚀!表现为脆弱的肿瘤细胞!也

相应提示了较好的预后% 因
>DC

的失活!细胞产生

的广泛甲基化中不乏致命性突变! 也同样诱导肿瘤

细胞的凋亡% 因而
BCD8

基因突变在一定意义上可

以提示患者相对良好的预后%本研究中!低龄组较高

龄组表现为更高的
BCD8

基因突变发生率! 低级别

胶质瘤患者
BCD8

基因突变的发生率高于高级别

者!也有学者认为!低级别胶质瘤患者生存期长于高

级别胶质瘤患者的原因或与此有关* 且本组中
BCD

表现为阳性的患者状态偏于良好% 本组
BCD8

基因

突变型患者总生存时间长于野生型患者% 这与相关

研究'

N

(的统计结果相同!有研究提出
BCD8

基因突变

中若同时存在端粒酶逆转录酶
O H1,'P1)+21 )1Q1)21

H)+)24)0RH+21

!

JISJT

! 患者总体生存期将有更加明显

的延长%

U/+*5

等'

$

(也发现脑胶质瘤中
BCD

突变组

中术后行同步放化疗患者的无进展生存期明显长于

BFD# 51*1 P(H+H0'*

KFKJ!R)'P'H1) P1H/6,+H0'*
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KFKJV

KFKJW
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未行放化疗患者!而此现象在
&'(

野生型组中未发

现! 提示
&'()

基因突变型患者经正规治疗有较为

良好的预后"

*+!

甲 基 鸟 嘌 呤
!',-

甲 基 转 移 酶 ! 简 称

./.0

!是人体正常存在的一种自我修复蛋白!也是

人体众多甲基化转移酶中内唯一可以转移
*+

位点

上的烷化加合物! 以防止烷化剂对细胞内基因产生

诱导突变! 进而细胞凋亡的一类修复酶" 目前临床

上应用的替莫唑胺作用机理与烷化剂作用相似!可

在体内分解释放活性的氯乙基氮离子! 使
',-

上

*+!

甲基鸟嘌呤发生烷基化!使
',-

复制停滞!从而

杀灭胶质瘤细胞" 通过诱导肿瘤细胞基因
*+

位点

发生突变! 使基因链上产生异于正常的
*+!

甲基鸟

嘌呤!从而无法形成成对的基因序列!随着基因缺口

的逐步增大!

',-

失去原有的双螺旋正常结构而崩

解! 随之肿瘤细胞凋亡! 达到治疗肿瘤的效果" 在

./.0

基因启动子发生突变的细胞中!基因因失去

启动序列而处于停滞状态!无法正常转录翻译!因而

细胞中的
./.0

蛋白下降!甚至不能产生!在替莫

唑胺攻击细胞时!基因序列不能得到
./.0

蛋白的

修复而变形失活!肿瘤细胞死亡" 反之!

./.0

基因

启动子无甲基化细胞中的
',-

在受到他替莫唑胺

攻击后!

./.0

蛋白修复破坏的基因序列!使肿瘤细

胞复活!减低甚至消除了化疗效果"最近的研究也证

实了
./.0

蛋白能很好地修复化疗造成的肿瘤细

胞
',-

的损伤#

1

$

" 因而!

./.0

基因启动子甲基化

的肿瘤细胞对替莫唑胺等烷化剂类药物化疗效果敏

感!对于
./.0

基因启动子非甲基化患者!临床上宜

避免选用烷化剂类药物!以降低肿瘤耐药的产生#

)"

$

"

本组患者
./.0

基因启动子甲基化在幕上幕下的

位置分布差异有统计学意义!值得后续进一步研究"

另外!统计组内
2"

例在访的高级别胶质瘤患者的总

体生存期%

*3

&显示!甲基化组与非甲基化组间生存

*3

差异有统计学意义%

45"6"%1

&!认为术后应用替莫

唑胺进行辅助化疗的患者中!

./.0

基因启动子甲基

化患者总体生存期明显长于非甲基化患者"

综上所述!

&'()

基因突变型患者术后的总生存

时间明显长于野生型' 术后行同步放化疗的高级别

胶质瘤患者中!

./.0

基因启动子甲基化组患者的

术后总体生存期也长于非甲基化组"

&'()

基因突变

可作为人脑胶质瘤患者预后的重要判定标准!而

./.0

基因启动子甲基化则可认为是判定人脑胶质

瘤患者化疗敏感性的重要指标! 对指导胶质瘤患者

诊治有重要价值"
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