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宫颈癌患者血浆和组织中 FHIT 基因 5′端 CpG 岛 
甲基化状态的研究 

任晨春1,2, 苗绪红2, 杨 斌2, 赵  磊2, 孙  蕊2, 宋文芹2

(1. 天津市中心妇产科医院遗传室, 天津 300052; 2. 南开大学生命科学院, 天津 300074) 

摘  要: 为了检测宫颈癌患者血浆和组织中 FHIT 基因 5′端 CpG 岛甲基化状态, 以找到无创伤性诊断宫颈癌的新指

标, 选取 151 例宫颈癌患者的血浆和 30 例患者的宫颈癌组织为研究对象,用 MSP 的方法检测 FHIT 基因 5′端 CpG 岛

甲基化状态, 并对 MSP 产物进行克隆和测序。结果在宫颈癌患者血浆和组织中, FHIT 基因 5′端 CpG 岛甲基化率为

30.46%和 53.33%, 血浆和组织的总体符合率为 80%。而对照中均未检测到甲基化状态。随着患者临床分期和组织学

分级的增加, FHIT 基因甲基化的检出率也在逐渐的增加。表明宫颈癌患者的血浆和肿瘤组织中 FHIT 基因 5′端 CpG

岛甲基化的发生是高频事件, 使用 FHIT 基因作为标记可以对宫颈癌患者进行无创伤诊断和预后的评估。 
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Methylation Status of the 5′ CpG Islands in FHIT Gene in the Plasma 
and Tissues of Cervical Cancer Patients 

REN Chen-Chun1,2, MIAO Xu-Hong2, YANG Bin2, ZHAO Lei2, SUN Rui2, SONG Wen-Qin2

(1. Department of Genetics, Central Hospital of Gynecology and Obstetrics, Tianjin 300052,China; 2. College of Life Sciences,  
Nankai University, Tianjin 300074, China) 

Abstract: To evaluate the methylation status of the 5′ CpG islands in FHIT gene using plasma and tissue samples from 
cervical cancer patients and find a novel marker for non-invasive diagnosis of cervical cancer, methylation-specific PCR 
(MSP) was employed to examine CpG island methylation in FHIT gene in 151 pretreatment plasma samples and 30 tumor 
tissue samples obtained from cervical cancer patients. MSP product was cloned and sequenced directly. CpG island 
methylation of FHIT was detected in 31.13% of the plasma samples, and in 53.33% of the tissue samples. The total 
concordant rate of methylation status between plasma and tissue samples in FHIT gene was 80.00%. We found a strong 
positive correlation between FHIT methylation in the plasma and the clinical stage and histological grade of the tumor. The 
data showed that CpG island methylation of the FHIT gene is prevalent in the plasma and tissue samples from cervical 
cancer patients. FHIT detection may be used as a non-invasive marker for diagnosis of cervical cancer and prognostic 
treatment evaluation. 
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脆性组氨酸三联基因(fragile histidine triad gene, 
FHIT)是 1996 年由Ohta M等在 3p14.2 区域克隆的抑

癌基因[1]。有研究表明[2,3], FHIT基因 5′端CpG岛的甲

基化使其在乳腺癌、肺癌和甲状腺癌等的发生中起

重要的作用。史惠蓉等[4]研究了FHIT基因 5′端CpG
岛甲基化与基因失活的关系 , 发现宫颈癌组织中



 
 
 

 
1062 遗  传 HEREDITAS (Beijing) 2006 28 卷 

 

 

 

FHIT基因 5′端CpG岛甲基化发生率为 40%, 且与

FHIT蛋白的失活存在相关性。而国内外关于宫颈癌

患者血浆中FHIT基因甲基化的状态还未见报道。本

研究采用甲基化特异性聚合酶链式反应(methylation 
specific polymerase chain reaction, MSP)对宫颈癌的

血浆和组织中FHIT基因 5′端CpG岛甲基化状态进行

研究以提出诊断宫颈癌的新方法。 

1  材料和方法 
1.1  研究对象  

选取 2004 年 1 月至 2005 年 8 月在天津市妇产

科医院确诊的宫颈癌患者 151 名为研究对象, 平均

年龄 44.84 岁(26~72 岁)。所有的病人于治疗前取静

脉血。其中 30 名患者取宫颈癌活检组织。病理类型

均为鳞癌。组织学分级(G)依 WHO 标准, 分别为 G1
级 40 例, G2 级 60 例, G3 级 51 例。临床分期依 FIGO 
(1995)标准, 分别为Ⅰ期 31 例, Ⅱ期 37 例, Ⅲ期 82
例, Ⅳ期 1 例。选取有癌组织样本的 30 例患者的癌

组织旁正常组织以及相对应血中的淋巴细胞作为内

对照, 另选 30 例正常宫颈组织及 30 例健康人的血浆

作为对照。 

1.2  DNA 的提取  
取 2 mL静脉血, 枸橼酸钠抗凝。室温下 3 000 g

离心 10 min, 吸取上层血浆于 1.5 mL的EP管中 ,      
10 000 g离心 10 min, 吸取血浆, −20℃保存待检。血

浆DNA的提取依照Wizard®纯化试剂盒 (Promega, 
USA)的步骤进行。 

组织DNA的提取依据传统蛋白酶K消化, Tris饱
和酚/氯仿抽提及乙醇沉淀的步骤进行。A260/A280在

1.6~2.0 之间。 

1.3  DNA 亚硫酸氢盐修饰   
取 1 μg 的基因组 DNA 溶于 50 μL的双蒸水中稀

释。稀释的基因组 DNA 或 50 μL 血浆 DNA 在 37℃
的 0.3 mol/L NaOH 中变性 10 min。分别加入新鲜配

制的 10 μmol/L 对苯二酚和 3 mol/L 亚硫酸氢钠(pH 
5.0), 于 50℃孵育 16 h。采用 SBS 公司的纯化试剂盒

(SBS, Beijing)纯化脱盐。在 0.3 mol/L NaOH 中 55℃
孵育 15 min 后用乙醇沉淀。最后溶于 20 μL 的双蒸

水中立即使用或于−70℃保存待检。 

1.4  阳性对照甲基化 DNA 的获取  

取 1 μg 从正常宫颈鳞状上皮中提取的 DNA, 加
入 10 U 的 SssⅠ甲基化转移酶, 160 mmol/L 的 SAM 
(S-腺苷甲硫氨酸)和缓冲液于 50 μL 的体系中, 37℃
孵育 4 h, 再按照 DNA 亚硫酸盐修饰的方法加以修

饰, 产物在−70℃保存待检。 
1.5  PCR 

扩增反应体系中包含 5 μL的模板DNA, FHIT基
因的非甲基化引物为 Fu: 5′-TTGGGGTGTGGGT- 
TTGGGTTTTTATG-3′ (正义链)及 5′-CATAAACACC- 
AACCCCACTA-3′(反义链), FHIT基因的甲基化引物

为 Fm: 5′-TTGGGGCGCGGGTTTGGGTTTTTAC- 
GC-3′ (正义链 )及 5′-CGTAAACGACGCCGACCC- 
CACTA-3′ (反义链)[5], 由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成(Sangon, Shanghai)。PCR反应条件为

95℃ 5 min, 然后 95℃ 30 s, 63℃ 30 s, 72℃ 30 s做
35 个循环, 最后 72℃延伸 5 min。采用热启动, Taq
酶 2 U。所有PCR反应在Eppendorf Mastercycler 
(Germany)中进行。 

取 9 μL 的扩增产物经 2%含有溴乙锭的琼脂糖

凝胶电泳检测扩增效果, 在 Genius 凝胶成像系统

(Syngene, USA)下观察并照相, 扩增片段为 74 bp。 

1.6  克隆并测序   
电泳后将切胶用 SBS 的 DNA 纯化试剂盒纯化

PCR 产物(SBS, Beijing), 乙醇沉淀后连接 pUCm-T
载体并克隆到 E. coli DH5α 感受态细胞。上海生工生

物工程技术服务有限公司测序(Sangon, Shanghai)。测
序结果与基因组 DNA 进行比对。 

1.7  统计处理   
用SPSS11.5C (SPSS Inc., Chicago, IL) 统计软件

包进行统计分析。各组间采用χ2检验, 以P < 0.05 为

有统计学意义。 

2  结  果 
2.1  组织中 FHIT 基因 5′端 CpG 岛的甲基化状态 

用Fm引物扩增 30 例正常宫颈鳞状上皮以及癌

组织旁的正常组织均未见阳性片段, 30 例宫颈癌组

织中有 16 例扩增出 74 bp的阳性片段, 检出率为

53.33% (16/30)。正常宫颈组织与宫颈癌组织间存在

显著性差异(χ2 = 21.818, P < 0.05)。用Fu引物检测发
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现, 30 例正常宫颈鳞状上皮以及癌旁正常组织均发

现阳性片段, 在 30 例宫颈癌组织中, 有 14 例发现阳

性片段, PCR结果见图 1 和表 1。 

 

 

 

 

图 2  组织与血浆中 FHIT 基因甲基化状况的对比 
T8: 病例 8 的组织结果; P8: 病例 8 的血浆结果; T12: 病例 12 的组织

结果; P12: 病例 12 的血浆结果; T26: 病例 26 的组织结果; P26: 病例

26 的血浆结果。 
 

图 1  用 MSP 分析组织中 FHIT 基因甲基化状态 
Fig. 2  The methylation status of FHIT gene in tissue and 

plasma 
1: Fu 的阴性对照; 2: Fm 的阴性对照; 3: 病例 8 的 Fu 结果; 4: 病例 8
的 Fm 结果; 5: 病例 15 的 Fu 结果; 6: 病例 15 的 Fm 结果; 7: 病例 26
的 Fu 结果; 8: 病例 26 的 Fm 结果; 9: Fu 的阳性对照; 10: Fm 的阳性

对照。 

T8: Tissue of pt. #8; P8: Plasma of pt. #8; T12: Tissue of pt. #12; 
P12: Plasma of pt. #12; T26: Tissue of pt. #26,; P26: Plasma of pt. 

#26 Fig. 1  MSP analysis of FHIT methylation status in tissue 
 

1: neg. ctrol for unmethylation (Fu); 2: neg. ctrl for methylation 
(Fm); 3: Fu of pt. #8; 4: Fm of pt. #8; 5: Fu of pt. #15; 6: Fm of pt. 
#15; 7: Fu of pt. #26; 8: Fm of pt. #26; 9: pos. ctrl for Fu; 10: pos. 

ctrl for Fm. 

2.3  FHIT 基因 5′端 CpG 岛的甲基化状态与临床分

期的关系 
 

在 151 例血浆样本中, 按临床分期: Ⅰ期 31 例, 
Ⅱ期 37 例, Ⅲ期 82 例, Ⅳ期 1 例。各期FHIT基因 5′
端CpG岛的甲基化的检出率分别为Ⅰ期 6.45% (2/31), 
Ⅱ期 24.32% (9/37), Ⅲ期 41.46% (34/82), Ⅳ期 100% 
(1/1)。各期间存在显著性差异(χ2 = 16.062, P < 0.05)。
随着临床分期的增加, 甲基化的阳性率也有增加的

趋势, Ⅰ期与Ⅱ期间存在显著性差异(χ2 = 3.974, P < 

0.05), 而其余相邻两组之间差异无显著性(P > 0.05), 
见表 2。 

2.2  血浆中 FHIT 基因 5′端 CpG 岛的甲基化状态 

用Fm引物扩增的 30 例健康人血浆以及 30 例宫

颈癌患者外周血的淋巴细胞均未发现阳性片段。151
例宫颈癌患者血浆中有 46 例扩增出了阳性片段, 检
出率为 30.46% (46/151)。健康人血浆与宫颈癌患者

血浆间存在显著性差异(χ2 = 12.253, P < 0.05)。用Fu
引物检测发现, 30 例健康人血浆以及患者外周血的

淋巴细胞中均发现阳性片段, 而 151 例宫颈癌患者

中 105 例检测到阳性片段。在这 151 例血浆样本中, 
有 30 例患者活检取宫颈癌组织进行对比, 发现组织

是阳性的病例中, 血浆也为阳性的检出率为 62.5% 
(10/16)(图 2, 表 1)。组织是阴性的病例中, 血浆中无

1 例出现阳性片段。组织与血浆的总体符合率为 80% 
(24/30)。 

2.4  FHIT 基因 5′端 CpG 岛的甲基化状态与病理分

级的关系 

在 151 例血浆样本中, 按组织学分级: G1 级 40
例, G2 级 60 例, G3 级 51 例。各级 FHIT 基因 5′端
CpG岛的甲基化的检出率分别为G1级 5% (2/40), G2
级 28.33% (17/60), G3 级 52.94% (27/51), 3 组间 

 
表 1  在宫颈癌组织和血浆中不同引物扩增结果 

Table 1  The amplified results of different primer in tumor tissues and plasma of cervical cancer 
组织 Tissue 血浆 Plasma 

 甲基化引物 Fm 
Primer for methylation 

 非甲基化引物 Fu 
Primer for unmethylation 

甲基化引物 Fm 
Primer for methylation  非甲基化引物 Fu 

Primer for unmethylation 

 实验组 E 
Experiment group 

对照组 C 
Control group 

 实验组 E 
Experiment group

对照组 C 
Control group

实验组 E 
Experiment group

对照组 C 
Control group 

 实验组 E 
Experiment group 

对照组 C
Control group

阳性 Positive 16 0  14 30 46 0  105 30 

阴性 Negative 14 30  16 0 105 30  46 0 

合计 Total 30 30  30 30 151 30  151 30 

χ2 21.818   21.818  12.253   12.253  

P <0.05   <0.05  <0.05   <0.05  
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表 2  血浆中不同的临床分期和组织学分级中基因甲基化的数量 
Table 2  The number of methylated gene in different clinical stages and tumor grade in plasma samples 

临床分期 
Clinical stage 

数量 
No. 

阳性数 
Positive 

阳性率 (％) 
Positive rate 

组织学分级

Tumor grade 
数量 
No. 

阳性数 
Positive 

阳性率 (％) 
Positive rate 

Ⅰ 31 2 6.45 G1 40 2 5.00 
Ⅱ 37 9 24.32 G2 60 17 28.33 
Ⅲ 82 34 41.46 G3 51 27 52.92 

合计 Total 150 45 30.00 合计 Total 151 46 30.46 

 
存在显著性差异(χ2 = 24.536, P < 0.05)。随着组织学

分级的增加, 甲基化的阳性率也有增加的趋势, 且
相邻两组之间也存在差异显著性(G1 与G2 组间χ2 = 
8.490, P < 0.05; G2 与G3 组之间, χ2 = 6.977, P < 0.05) 
(表 2)。 

2.5  测序结果  
将组织及对应的血浆中用 Fm 引物扩增后所得 

的FHIT基因 5′端CpG岛DNA产物序列与基因组DNA
相比对, 结果发现在Fm阳性标本中 10 个CG岛中的C
没有转变成T, 说明该CG岛发生了甲基化(1 为基因

组序列, 2 为亚硫酸氢钠修饰后的肿瘤组织序列, 3 为

亚硫酸氢钠修饰后的与肿瘤组织对应的血浆样本序

列, 均为 74 bp, 且 2 与 3 测序结果完全一致, 可见基

因组中未发生甲基化的C均转变为了T, 用下划线表

示):  
 

 
 

宫颈癌患者组织及对应的血浆中 Fm 阳性结果

测序图见图 3。 

3  讨  论 
FHIT 基因位于人类染色体 3p14.2, 此区包括家 

族性肾细胞癌 t ( 3 ;  8 )易位断裂点和最常见的

Aphodicolin 诱导的脆性部位 FRA3B, 它是组氨酸三

联体(histidine triad, HIT)基因家族成员之一, 由 10个
外显子组成。FHIT 基因的 cDNA 长约 1.1 kb, 编码

一个由 147 个氨基酸组成的 16.8 kDa 人二腺苷酸三 
 

 
 

图 3  宫颈癌患者 Fm 阳性结果测序图 
A: 阳性对照; B: 组织测序图; C: 血浆测序图。 

Fig. 3  The sequencing result of methylation of FHIT in plasma of cervical cancer patient 

 
A: Positive control; B: Tissue; C: Plasma. 
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磷酸水解酶(FHIT), 参与DNA的修复和细胞周期的

调控[6]。FHIT在许多正常组织中均有表达, 其中肝、

肾、乳房等组织中含量较为丰富, 而宫颈组织表达水

平则相对偏低。到目前为止人们已在多种人类原发

性肿瘤组织和细胞系中发现因FHIT基因缺失或点突

变引起的转录异常 [7~10], FHIT基因的失活与恶性肿

瘤的发生、发展, 特别是那些直接与外界接触的上皮

性肿瘤的发展有关, 被认为是环境致癌物的靶分子
[11]。 

宫颈癌是妇女最常见的恶性肿瘤之一, 死亡率

居女性癌症死亡率的第二位, 发生率为 16%[12], 现
在公认它的发生与HPV病毒的感染有关 [13]。但是

HPV阳性的患者大多数没有立即发病, 而且严重程

度也因人而异, 所以宫颈癌的发生还与其他因素有

关, 目前宫颈癌相关基因的研究成为热点。宫颈癌的

组织类型主要有鳞癌、腺癌、腺鳞癌、小细胞癌, 其
中鳞癌占大多数, 故对FHIT基因与宫颈癌发生关系

的研究日益引起人们的重视, 且主要集中在FHIT基
因局部杂合性缺失(LOH)、纯合性缺失所致一个或多

个外显子丢失引起宫颈癌上 [14,15]。同时有研究表明

宫颈癌患者无FHIT基因的改变, 该基因的失活与其

5′端CpG岛的高甲基化状态有关[4], 这就引起了人们

对FHIT基因表观遗传学改变的研究的兴趣。 
甲基化是人类基因组DNA最重要的表观遗传学

修饰方式可引起基因沉默。它的改变在肿瘤发生中

起到重要的作用。与基因突变不同, DNA的甲基化是

可逆的。抑癌基因 5′端CpG岛发生甲基化会引起抑癌

基因的失活 [16]。史惠蓉等 [4]发现 40%的宫颈癌的

FHIT基因 5′端CpG岛出现甲基化使FHIT蛋白在 67%
的宫颈癌患者中不表达, 说明FHIT基因 5′端CpG岛

的甲基化在宫颈癌发生中有重要的作用。目前, 人们

普遍采用甲基化特异性PCR(MSP)技术对甲基化状

态进行检测, 它是利用亚硫酸氢盐修饰造成甲基化

和非甲基化DNA序列的差异, 可以设计出各自特异

性引物, 简化了以往的检测技术, 而且敏感性很高, 
允许它对小量样本的DNA进行甲基化研究, 包括来

自石蜡包埋样品或显微切割组织的DNA, 在 1 000个
非甲基化拷贝中存在一个甲基化拷贝均可检测出来, 
所以它成为公认的快速、高效临床研究检测方法[17]。 

从肿瘤患者血浆/血清中检测到基因 5′端CpG岛

的甲基化状态, 为肿瘤的无创伤性诊断提供了新的

思路。有研究表明在结肠癌[18]、肝癌[19]等患者血浆/

血清中已检测到p16 基因、DAPK基因和MGMT基因

的高甲基化。Yang H J[20]等对 40 例宫颈癌患者的血

浆进行研究 , 发现DAPK、 p16 和MGMT基因甲     
基化的检出率分别为 40%、10%和 7.5%, 而肿瘤组

织中的检出率分别为 60%、28.2%和 18.8%, 在血浆

和肿瘤组织中至少有一个基因发生甲基化的比率分

别为 55%和 77.3%, 为血浆中检测宫颈癌提供了良好

的实验数据。FHIT基因的甲基化是诱发宫颈癌的一

个重要的因素, 但与对宫颈癌患者血浆/血清中FHIT
基因的甲基化状态的研究尚未见报道。我们采用

MSP方法对 151 例宫颈癌患者血浆样本和 30 例宫颈

癌组织样本进行FHIT基因 5′端CpG甲基化状态进行

的研究, 发现血浆中甲基化的发生率为 31.13%, 对
应肿瘤组织中的发生率为 53.33%, 血浆和组织的总

体符合率为 80%, 而在正常对照组中未发现甲基化

状态。对甲基化结果成阳性的血浆与对应的肿瘤组

织扩增的PCR产物进行测序, 发现血浆与肿瘤组织

的甲基化状态完全一致, 进一步验证了FHIT基因 5′
端CpG岛的甲基化是宫颈癌发生的一个重要因素 , 
而且在患者血浆中可以探测到这种甲基化状态的存

在, 所以FHIT基因 5′端CpG岛甲基化的检测将成为

宫颈癌无创伤性诊断的新指标。 
本研究还对宫颈癌患者FHIT基因 5′端CpG岛的

甲基化率与临床分期和病理学分级的关系进行了动

态研究。各期FHIT基因 5′端CpG岛的甲基化的检出

率分别为Ⅰ期 6.45%(2/31), Ⅱ期 24.32%(9/37), Ⅲ期

41.46%(34/82), Ⅳ期 100%(1/1), 随着临床分期的增

高, 甲基化率有上升的趋势, 各期间存在显著性差

异(χ2 = 16.062, P < 0.05), 尤其Ⅰ期与Ⅱ期之间存在

显著性差异, 说明早期与中期之间差异显著, 对宫

颈癌的诊断有重要意义。本研究由于病例采集的限

制, Ⅳ期的病例数量较少, 还需要进行大量样本的

检测。按病理学分级研究发现甲基化率分别为G1 期

5%(2/40)、G2 期 28.33%(17/60)、G3 期 52.94%(27/51), 
3 组间存在显著性差异(χ2=24.536, P < 0.05)。说明随

着病理学分级的增高 , 甲基化的阳性率显著增加 , 
说明肿瘤的恶性程度越高 , 甲基化的出现率越高 , 
这为宫颈癌发生发展的预测、疗效的评估提供了良

好的实验依据。 
通过对宫颈癌患者血浆和肿瘤组织中 FHIT 基

因甲基化状态的研究, 我们发现 FHIT 基因的甲基化

对宫颈癌的发生有着重要的作用。对血浆中 FHIT 基
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因甲基化的分子生物学分析, 将为宫颈癌的无创伤

性诊断、预后的评估以及治疗提供新的手段。今后

我们要进行多个宫颈癌相关基因甲基化指标联合应

用的研究, 以提高诊断的效率。 
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